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Introducción

Los virus de la gripe tipo A son ortomixovirus,
cuyo genoma consiste en ocho segmentos de
ARN monocatenario y polaridad negativa1. En
el virión, cada molécula de ARN está recubier-
ta por nucleoproteína (NP; aproximadamente
una molécula por cada 20 nucleótidos) y aso-
ciada a un complejo que contiene las tres su-
bunidades de la polimerasa vírica (PB1, PB2
y PA)2. Estas ribonucleoproteínas (RNP) están
envueltas en una capa constituida por proteína
matriz (MI) que a su vez se asocia a la bicapa
lipídica que forma la superficie del virus. En esta
membrana externa se localizan las glicoproteí-
nas hemaglutinina (HA), responsable de la unión
virus-célula y de la fusión con la membrana
endosómica3 y neuraminidasa (NA), que libe-
ra el ácido siálico del receptor celular para el
virus y permite su difusión4. Estas glicoproteí-

nas constituyen los antígenos más importantes
del virus. Su flexibilidad estructural5'6 y la va-
riabilidad genética viral7'8 determinan su enor-
me diversidad antigénica y la peculiar epidemio-
logía de! virus.

La transcripción y replicación de cada RNP
es independiente y da lugar a tres tipos de ARN
(fig. 1): a) ARNm; moléculas de polaridad posi-
tiva, copias incompletas del ARN genómico, que
contienen estructuras cap en su extremo 5'9 y
poli-A en su extremo 3'10; b) ARNc, moléculas
de polaridad positiva exactamente complemen-
tarias al ARN genómico, y c) ARNv; moléculas
de polaridad negativa presentes en el virión. To-
dos los segmentos de ARNv contienen secuen-
cias conservadas en sus extremes 5' y 3'11,
parcialmente complementarias entre sí12, que
podrían ser importantes en los procesos de
transcripción y replicación.

hig. 1. Diagrama de la estructura y relaciones entre los tres tipos de ARNs vincos que se producen en células
infectadas. El trazo delgado representa secuencias de ARN celulares próximas al cap, que la transcriptasa usa
como iniciador.
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/ ig. ¿. tsquema de iniciación y alargamiento de transcripción, ti trazo grueso representa una RNP que contiene
ARNv. El trazo delgado indica un pre-ARNm que se asocia a PB2 y es cortado endonucleolíticamente dejando
un residuo A en su extremo 3'. El primer nucleotido incorporado (G) es complementario al segundo residuo del
molde (modificado de la referencia 34).

Transcripción

Desde hace tiempo se sabe que la síntesis de
ARNm vírica es inhibida por actinomicina D y al-
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faamanitina, fármacos que afectan la transcrip-
ción sobre ADN y la actividad ARN polimerasa
II, respectivamente1315. El aparente contrasen-
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tido que implica el hecho de que un ortomixo-
virus fuera inhibido por estos fármacos quedó
explicado al establecerse que la polimerasa del
virus utiliza los pre-ARNm celulares con cap tipo
I (7mGpp Nm) para generar iniciadores de
transcripción16'17. En línea con estas observa-
ciones, la síntesis de ARNm viral tiene lugar en
el núcleo de la célula infectada18'19.

En el ciclo infectivo se pueden distinguir dos
tipos de transcripción: la transcripción prima-
ría tiene lugar sobre RNPs parentales y no re-
quiere síntesis de proteínas. Por el contrario, la
transcripción secundaría se produce sobre
RNPs progenie y requiere de síntesis previa de
proteínas víricas. Dentro de la transcripción se-
cundaria se aprecian dos fases: temprana, en
la que la síntesis de ARNm y ARNv están aco-
pladas y existen diferencias en las velocidades
de síntesis de los distintos segmentos (los 5 y
7 se sintetizan antes que los 4,6 y 8) y tardía,
en la que la síntesis de ARNm es muy reducida
mientras que la síntesis de todos los segmen-
tos de ARNv tiene lugar a velocidad máxima20.

La síntesis de ARNm puede llevarse a cabo
in vitro a partir de RNPs procedentes de
viriones21 y se estimula por iniciadores especí-
ficos (ARNms) celulares que contienen estruc-
turas cap tipo I22 o dinucleótidos como ApG o
GpG23. En el complejo de transcripción se en-
cuentran, además del ARN y NP, las subuni-
dades PB1, PB2 y PA24 de la polimerasa víri-
ca. Evidencias genéticas relacionan los genes
codificantes de PB1 y PB2 con la síntesis de
ARN vírico en su conjunto2529, mientras que la
subunidad PA no parece estar implicada direc-
tamente en la transcripción. Mediante experi-
mentos de entrecruzamiento (cross-linking) se
ha determinado que la subunidad PB2 tiene afi-
nidad por la estructura cap y que la subunidad
PB1 contiene el sitio activo para la polimeriza-
ción30'31. De hecho, se han detectado homolo-
gías entre la secuencia de aminoácidos de PB2
y las de proteínas que unen cap en humanos
y levaduras32 y entre la secuencia de PB1 y las
de la familia de ARN replicasas víricas y
retrotransposones32'33. Con esta información,
se ha propuesto un modelo para la transcrip-
ción del ARN del virus de la gripe (fig. 2)34.

En el núcleo de la célula infectada se ha de-
tectado una población de complejos solubles
que contienen PB1, PB2 y PA de nueva
síntesis35, lo que sugiere que las funciones de
la polimerasa vírica se realizan no tanto por sus
subunidades sino por complejos de éstas, que
se unirían al ARN vírico cubierto por NP. Sin em-
bargo, se desconoce si los distintos cometidos

atribuibles a ARN polimerasa (unión al cap, cor-
te endonucleolítico de pre-ARNms, transcrip-
ción, replicación, etc.) vienen mediados por dis-
tintos complejos o por modificaciones de uno
solo. La expresión de la subunidades a partir
de versiones génicas en forma de ADN3638 (S.
de la Luna, datos no publicados) permitirá even-
tualmente el análisis estructural y funcional de
estos complejos.

La transcripción de los segmentos víricos 7
y 8 da lugar, en cada caso, a dos ARNms dis-
tintos. Uno de ellos es colineal con el segmen-
to correspondiente mientras que el otro se pro-
duce por maduración del primero3941. Dado
que las proteínas codificadas por ambos tipos
de ARNms (NS1 y NS2 en el segmento 8; MI
y M2 en el segmento 7) son probablemente ne-
cesarias para la infectividad vírica, la madura-
ción de los ARNms colineales ha de ser regula-
da, de modo que sólo una parte de la población
esté procesada. Existe evidencia de que cier-
tos productos víricos pueden estar implicados
en esta regulación42 (J. Valcárcel, datos no pu-
blicados).

Replicación

Dentro del proceso de replicación, se pueden
distinguir dos etapas: síntesis de ARNc (inter-
medio replicativo) y síntesis de ARNv. Las mo-
léculas de ARNc son copias completas del ARNv
y su síntesis no requiere iniciador, ya que su ex-
tremo 5' contiene pppA43. En el ciclo infectivo
vírico, la síntesis de ARNc es relativamente tem-
prana, pues tiene lugar inmediatamente des-
pués de la transcripción primaria, y origina pro-
porciones iguales de cada segmento de ARN
vírico44. Una vez sintetizadas, las moléculas de
ARNc quedan retenidas en el núcleo en forma
de RNPs20, donde son usadas en los comple-
jos replicativos que producen ARNv. Aunque no
es posible la síntesis in vitro de ARNc con RNPs
derivadas de viriones, se puede obtener usan-
do extractos derivados de células infec-
tadas45'46.

Los mecanismos responsables de la transición
entre los procesos de transcripción (síntesis de
ARNm) y replicación (síntesis de ARNc) no es-
tán completamente claros. Por los resultados
obtenidos en experimentos de síntesis in vitro,
se ha sugerido que NP es el factor antitermi-
nador (que anularía la señal de terminación) y
que la iniciación de síntesis con estructuras cap
ARN es incompatible con el empaquetamiento
por NP y, por tanto, con la antiterminación
(fig. 3)47. Este modelo, aunque sugerente, no
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explica por qué cambian los complejos de ini-
ciación de manera concomitante con la sínte-
sis de nueva proteína vírica. ¿Son distintos los
complejos de polimerasa responsables de trans-
cripción y de síntesis de ARNc? En caso afirma-
tivo, ¿en qué se diferencian?

La cinética de acumulación de ARNv en la cé-
lula infectada muestra que su síntesis continúa
a velocidad máxima hasta tiempos muy tardíos
en el ciclo infectivo, cuando la producción de
partículas víricas es ya máxima. Esta síntesis tie-
ne lugar en el núcleo19, presumiblemente so-
bre RNPs con ARNc allí situados. Por el análi-
sis del fenotipo de mutantes ts, se ha
relacionado la función de los genes codifican-
tes de PB1, PB2, PA y NP con la síntesis de
ARNv, aunque es posible que sólo PA esté di-
rectamente implicada, mientras que los demás
fenotipos podrían ser consecuencia indirecta de
una inhibición de la transcripción25.

La posible implicación de proteínas NS1 y
NS2 en el proceso48-49 no ha sido confirmada.

La síntesis del ARNv in vitro no puede reali-
zarse usando RNPs de viriones, sino que hay
que utilizar fracciones de células infectadas. En
un estudio reciente50, se ha descrito la síntesis

de ARNv in vitro con extractos salinos de nú-
cleos de células infectadas y se ha sugerido el
requerimiento de NP en el proceso. Sin embar-
go, no se ha caracterizado bioquímicamente el
ARN producto de la síntesis. Por otra parte, se
ha llevado a cabo un análisis exhaustivo de la
capacidad que distintas fracciones subcelula-
res tienen para la síntesis de ARNv (J.A. López-
Turiso et al, en prensa). Este estudio ha revela-
do que mientras es posible inducir la síntesis
de ARNv en cualquier fracción subcelular por
acción del oligonucleótido ApGpU, en ausencia
de iniciador sólo las RNPs ancladas en la ma-
triz nuclear pueden sintetizar ARNv in vitro. Ade-
más, este ARNv fue caracterizado como tal por
su tamaño, ensayo de protección a ARNasas y
mapeado de oligonucleótidos resistentes a TI .
Este resultado es compatible con datos previos
obtenidos in vivo19'20 y relaciona la estructura
del nucleosqueleto con el proceso de replica-
ción del ARN vírico.

Conclusiones y perspectivas

Aunque en los últimos años se han realizado
considerables progresos en el estudio del pro-
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ceso de transcripción del ARN del virus de la
gripe, quedan muchas preguntas todavía por
contestar, sobre todo en lo referente a la estruc-
tura detallada y sitios activos del complejo de
transcripción. Nuestro conocimiento de la repli-
cación del ARN vírico es todavía más escaso,
pues no entendemos el mecanismo de inicia-
ción ni los controles que permiten regular el
cambio de transcripción a replicación. Tampo-
co entendemos cómo ciertos segmentos de
ARNv se sintetizan antes y otros después. Por
último, la implicación de factores celulares en
el proceso es un campo nuevo sobre el que ape-
nas existen datos experimentales.

Dado el bajo nivel de nuestro conocimiento
de estos procesos, éste es un campo de inves-
tigación de gran interés. No olvidemos que se
trata de procesos víricos que no tienen parale-
lo en la célula huésped y por tanto son puntos
potenciales para interferir en el ciclo infectivo
sin afectar los procesos celulares normales. En
efecto, no conocemos paralelos celulares a cier-
tos pasos ya conocidos en la transcripción y re-
plicación del ARN vírico: a) actividad endonu-
cleasa dependiente de cap tipo I; b) actividad
ARN polimerasa dependiente de ARN. Por otra
parte, parece que estas funciones son depen-
dientes de la formación de complejos PB1-PB2-
PA (¿—NP?). Por tanto, la interferencia en la for-
mación de éstos puede ser suficiente para afec-
tar las funciones víricas antes descritas.

El conocimiento más profundo a nivel mole-
cular de estos procesos abrirá las puertas ai di-
seño de fármacos potencialmente útiles en el
control de ias infecciones por el virus de la gripe.
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DISCUSIÓN

E. CERDA: Me ha llamado la atención el mode-
lo de «árbol genealógico» expuesto por usted
de una de las proteínas a lo largo de algunos
años. Sorprende la heterogeneidad de la po-
blación de virus, y quisiera preguntarle hasta
qué punto es posible detectar estas diferen-
cias en infecciones clínicas. La segunda cues-
tión se refiere al aspecto de este árbol, que
recuerda a una raspa de sardina: aparente-
mente no hay ninguna razón para que haya
una línea evolutivamente predominante a lo
largo del tiempo mientras que las ramas late-
rales se extinguen. ¿A qué se debe que las ra-
mas laterales tengan éxitos sólo temporales,
en una infección se supone, y luego se extin-
gan y vuelva a ser una especie de reservorio
ancestral de virus menos exitosos los respo-
sables de la siguiente Infección?

J. ORTIN: Contestando a la primera parte de su
pregunta relativa a la heterogeneidad en la po-
blación quiero aclarar que esto son aislados
de ARN clínico. Se aisla una cepa a partir de
un enfermo y eventualmente este virus crece
en un sistema in vitro y se analiza la secuen-
cia promedio de ese aislado. Cuando se ana-
liza la heterogeneidad del aislado o la hetero-
geneidad entre aislados obtenidos en un
mismo brote epidémico localizado, por ejem-
plo en Sevilla, el resultado es que se observa
heterogeneidad genética. Es posible detectar
diversidad de secuencias entre distintos ais-
lados de un mismo brote. También es posi-
ble detectar heterogeneidad entre distintas
partículas de un mismo aislado, si bien esto
es más difícil ya que el grado de heterogenei-
dad es menor.

En cuanto a la segunda cuestión ¿por qué esta
línea vertical predominante? La respuesta es
que no lo sé, aunque podría especularse que
en todo caso la población humana suscepti-
ble es siempre parcialmente inmune, ya que
estamos sometidos a reinfecciones continuas.

En mi opinión, la epidemiología de este virus
está influida por la larga duración de nuestra
vida, la infección temprana de la especie hu-
mana y la infección por distintas especies evo-
lutivamente nuevas a lo largo del tiempo. En
consecuencia, cualquier infección afecta esen-
cialmente a individuos parcialmente inmunes.
Por tanto, siempre hay una selección en con-
tra de la secuencia predominante. Como ya
he comentado, esto es simplemente especu-
lación, y por tanto todos estos aspectos son
cuestionables.

R. LLOPIS: NO me ha quedado claro cómo se
realiza la síntesis de ARN in vitro.

J. ORTÍN: Son ensayos de síntesis de ARN utili-
zando los ribonucleósidos trifosfatos adecua-
dos, así como el tampón que ya habíamos op-
timizado previamente y proteína derivada de
distintas fracciones de las células infectadas
por el virus.

R. LLOPIS: ES decir, se supone que el comple-
jo tiene ya las polimerasas sintetizadas in
vivo.

J. ORTÍN: Efectivamente, nosotros no añadimos
ARN exógeno al ensayo, sino que es el com-
plejo de transcripción o replicación intracelu-
lar el que está proporcionando el molde y la
enzima. De hecho, el molde en sí es una ri-
bunocleoproteína, no es ARN aislado.

R. LLOPIS: Quisiera preguntarle también si utili-
zan detergentes en estos ensayos.

J. ORTÍN: Nosotros no utilizamos detergentes en
los ensayos pero pueden emplearse detergen-
tes no iónicos, sin que ello comporte inhibi-
ción enzimática.

R. Li_opiS:¿Cuántos ribonucleótldos son capa-
ces de alargar en condiciones de ensayo óp-
timas?

J. ORTÍN: Producimos ARNs completos, cuya
longitud oscila entre 2541 y 890, según la es-
pecie que estamos considerando.

R. LLOPIS: Entiendo que éste es el tamaño que
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ustedes detectan. ¿Qué parte está ya presente
in vivo y cuál añaden ustedes?

J. ORTIN: Nosotros efectuamos una síntesis in
vitro sin iniciador pero no puedo contestar a
su pregunta, ya que no sabemos cuánto se
había alargado ya en el complejo in vivo.

I. FAUS: Según ha comentado, estas proteínas
las expresan en bacterias, ¿son proteínas fun-
cionales, están glicosiladas de manera co-
rrecta?

J. ORTIM: En ningún caso están glicosiladas, de
hecho no sabemos si los productos génicos
están glicosilados o no. Ésta es una de las
cuestiones que queremos analizar en células
de mamífero. Las proteínas de virus de ma-
mífero generalmente no se glicosilan en f. coli,
ya que los sistemas de glicosllación son dis-
tintos. En cuanto a si son funcionales o no, no
lo hemos probado, pero lógicamente no cabe
esperar que los fragmentos de la proteína sean
funcionales. Nuestra intención no era obtener
proteínas funcionales en E. coli, sino obtener
antígeno abundante para poder inmunizar y
preparar anticuerpos policlonales o monoclo-
nales.

I. FAUS: ¿Ha observado problemas de solubili-
dad de estas proteínas?

J. ORTIN: La mayor parte del producto es inso-
luble, como ocurre casi siempre con estas ex-
presiones altas en E. coli. Pero también en
este caso si lo que pretendemos es obtener
un anticuerpo, no nos preocupa demasiado
la solubilidad.

L. ENJUANES: ¿ES cierto que la estirpe de gripe
B varía mucho más que la A? y, si es esto co-
rrecto, ¿se han obtenido recombinantes para
ver los genes responsables de la mayor varia-
bilidad de una en comparación con la otra?

J. ORTIN: NO es cierto. B varía menos que A y
muestra una epidemiología, y un patrón de va-
riación parcialmente distinto. Además, no se
producen recombinantes intertípicos.

R. GONZÁLEZ: ¿Conoce usted si alguien ha es-
tudiado ia interacción entre el ARN y ¡a pro-
teína para inhibir la asociación del ARN con
la nucleoproteína y evitar así la replicación?

J. ORTIN: Bien, hay dos tipos de estudios. Por
una parte, hay grupos que han estudiado la
interacción de la nucleoproteína con ARN. Los
datos presentados hasta el momento sugie-
ren, aunque yo creo que todavía no demues-
tran, que no hay especificidad, lo cual resulta
chocante. En cuanto a la interacción de nu-
cleoproteína con ARN específico vírico, se ob-
serva interacción con todo tipo de ARN. Lo
que sise sabe es que la interacción de la pro-

teína matriz, MI , que rodea la nucleoproteí-
na en la partícula, con la partícula ribonuclei-
ca, inhibe parcialmente la transcripción.
Según mi información, no se han estudiado
otras proteínas en este sentido.

R. GONZÁLEZ: Teniendo en cuenta la enorme va-
riabilidad de este virus y la inmunidad parcial
de la población, ¿cuál es el efecto de las va-
cunas contra la gripe?

J. ORTIN: Aunque yo no soy experto en esta
cuestión, las vacunas que se comercializan
son parcialmente efectivas a nivel personal,
es decir, se dice que son efectivas aproxima-
damente en el 70 % de los vacunados. Lo que
sí está claro es que no son efectivas para rom-
per la onda epidemiológica en un brote.

F. MURILLO: Qusiera que comentara el mecanis-
mo por ei cual el ARN se asocia al extremo
cap de los mensajeros, ¿Se trata de una reac-
ción de esterificación? ¿Tiene alguna especi-
ficidad7

J. ORTIN: Se sabe muy poco sobre este meca-
nismo. La proteína PB2 tiene afinidad por un
sitio cap-, si se añade un análogo de cap y se
hace un cross-linking, esta proteína queda en-
lazada. Pero eso se ha hecho con el comple-
jo, o sea, realmente no se sabe si la proteína
aislada es capaz de unirse al sitio cap. Al aña-
dir un ARN con cap exógeno marcado el com-
plejo da lugar a una reacción endonucieótica
que produce un oligonucleótido de 10 a 15
nucleótidos de longitud. Para un ARN concreto
es un oligonucleótido de una longitud deter-
minada, pero evidentemente en la célula hay
muchos ARNs que son cortados con resulta-
dos por tanto distintos.

E. MÉNDEZ: Me parece muy acertado su co-
mentario de que la estructura terciaria de una
proteína probablemente tiene mucho que ver
con la intergenicidad de las proteínas y de los
virus. Se ha referido también a las posibilida-
des de producir anticuerpos con péptidos,
aunque esto parece que no funciona muy bien
en el caso de los virus. A mí me parece que
la estructura terciaria, puede decir mucho en
este sentido. ¿Usted sabe si se ha hecho al-
gún tipo de estudio con los programas de or-
denadores de diseño gráfico de proteínas dis-
ponibles actualmente? ¿Existe algún tipo de
relación entre la antigenicidad de esos virus
y la estructura tridimensional que se obtiene
de ellos? Es decir, el cambio de determina-
dos aminoácidos, ¿puede cambiar considera-
blemente la estructura globular? Esto se pue-
de realizar actualmente con estos programas
informáticos.
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J. ORTIN: Efectivamente, la estructura terciaria tuales, son cambios muy locales. Eso se ha
tiene mucho que ver con la inmunogenicidad hecho no por programas informáticos, sino por
de estos virus, con la antigenicidad de esta cristalización de mutantes, y se ha observa-
proteína en concreto. En cuanto a las varia- do que no alteran esencialmente la estructu-
ciones de la estructura tridimensional que pue- ra de la proteína. Son cambios muy locales,
den originar los cambios de aminoácidos pun- que se limitan a la zona de la mutación.
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