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Las mejores opciones para el control de las cepas gripa-
les aviares (H5N1) incluyen la vacunacion especifica y la
profilaxis y el tratamiento antiviral. Sin embargo, debido a que
las cepas H5N1 presentan mutaciones antigénicas conti-
nuas, la elaboracion de una cepa vacunal afin es por el mo-
mento imposible. Por tanto, durante las primeras fases de
una pandemia, sdlo se podran aplicar las medidas de control
basadas en los farmacos antivirales. En la actualidad solo los
inhibidores de la neuraminidasa (IN) (zanamivir y oseltami-
vir) son considerados efectivos en la profilaxis y el trata-
miento de los pacientes con infeccion por el virus H5N1. La
sensibilidad de las cepas H5N1 a los INs se clasifica en tres
grupos. Las cepas del linaje | aisladas antes de 2004 se mostra-
ban tan sensibles a los INs como las cepas de referencia (gru-
po 1). Sin embargo, las cepas del linaje | aisladas a partir de
2004 se mostraron 6-7 veces menos sensibles a los INs (gru-
po 2). Las cepas del linaje Il aisladas de 2005 a 2007 presen-
taban una sensibilidad unas 15-30 veces menor al oseltami-
vir que las del linaje | (grupo 3). El descenso especifico en la
sensibilidad al oseltamivir en las cepas del linaje 2 aisladas
en Camboya e Indonesia es un dato preocupante, especial-
mente por el hecho de que mantienen su patogenicidad y
transmisibilidad en las aves y son claramente patdgenas pa-
ra los humanos. No se han observado variaciones en la sen-
sibilidad frente al zanamivir. El zanamivir puede desempe-
fiar un papel importante en el stock de antivirales frente a
una pandemia. Debido aque las cepas del linaje 2 estan di-
fundiendo a gran parte de Europa y Africa, la colaboracion
en la deteccion y caracterizacion fenotipica frente a los INs
es un proceso critico para prever el futuro.
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Analysis of decrease in sensitivity in influenza
A (H5N1) avian and human strains to
neuraminidase inhibitors

The options for efficient control of avian influenza A
(H5N1) viruses include specific vaccination and antiviral
prophylaxis and treatment. However, because H5N1 viru-
ses undergo continuous antigen mutations, the production
of a matched vaccine strain is currently not possible.
Thus, during the early pandemic period, specific control
measures would rely solely on antiviral drugs. Now only
neuraminidase inhibitors (NIs) (zanamivir and oseltamivir)
are considered for prophylaxis and therapy in patients
with H5N1 infection. The sensitivies of H5N1 strains to
the NIs fell into 3 groups. The clade I viruses isolated be-
fore 2004 were as sensitive to NIs than reference strains
(first group). But the clade I viruses isolated from 2004
were 6 to 7-fold less sensitivity to NIs (second group). The
clade II strains isolated from 2005 to 2007 demonstrated a
15 to 30 fold decrease in sensitivity to oseltamivir compa-
red with clade I viruses (third group). The specific decrease
in sensitivity to oseltamivir of both Cambodian and Indo-
nesian clade 2 influenza H5N1 isolates is disturbing, espe-
cially because they maintain their pathogenicity and
transmissibility in birds and are clearly pathogenic in hu-
mans. No altered sensitivity to zanamivir has been detec-
ted. Zanamivir may also play an important role in pande-
mic stockpiles. Because the clade 2 virus is now spread
through parts of Europe and Affrica, continued global co-
llaboration and phenotypic testing of NIs sensitivity are
critical for a future pandemic.
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La principal medida para el control de una posible pan-
demia gripal causada por una cepa humana o aviar es la va-
cunacion selectiva o universal de la poblacion humana frente
a la misma. Sin embargo, en estos momentos las caracteris-
ticas moleculares y la elevada capacidad de mutacion y adap-
tacion de la cepa aviar H5N1 parecen dificultar la obtencion
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de una vacuna frente a la misma en un corto periodo de
tiempo'*. En el caso de que se produzca el inicio de una
pandemia y se dispusiera de la cepa aviar adecuada para
preparar una vacuna eficaz, se precisaria un periodo minimo
de 4-8 meses para disponer de la misma en cantidades sig-
nificativas y poder aplicarse de una forma generalizada'-®.

Como consecuencia de ello se hace necesario disponer de
una alternativa terapéutica durante el periodo de fabrica-
cion vacunal. De los dos grupos de farmacos antivirales co-
mercializados, los inhibidores de la proteina M2 y los inhibi-
dores de la neuraminidasa, sélo estos Ultimos parece que
deberian ser considerados una alternativa terapéutica fren-
te a las cepas gripales aviares H5N17. EI motivo radica en
que hasta la fecha todas las cepas estudiadas de este subti-
po, tanto las aviares como las aisladas de personas infecta-
das, han mostrado invariablemente su resistencia a los pri-
meros antivirales®. Sin embargo, la mayoria de estudios
realizados con estas cepas han mostrado en general una
sensibilidad constante a los IN oseltamivir y zanamivir. De
este modo y con estas premisas, la OMS recomienda ante la
situacion prepandémica creada por la cepa aviar H5N1 el
empleo del antiviral oseltamivir para el tratamiento de los
casos clinicos confirmados y para la profilaxis postexposi-
cion en las personas de riesgo y el inicio de unos programas
de almacenamiento de este antiviral ante la posibilidad del
inicio de esta pandemia’2.,

Desde la aparicion de la cepa gripal aviar H5N1 en 1997
se han producido una serie de variaciones genéticas de la
misma que han derivado en la cepa predominante de los
brotes aviares de 200389, Las cepas aviares aisladas a partir
de este momento pertenecian uniformemente al genotipo Z,
aunque en 2004 se observo la aparicion de una nueva varia-
cion genética que determino la existencia y el manteni-
miento de un segundo genotipo, el designado como V101 A
partir de 2004 cocirculan en el mundo los dos genotipos
que han constituido la base de los llamados sublinajes avia-
res (clades). Asi, el sublinaje 1 (genotipo V) se ha extendido
emimentemente por el Sudeste asiatico (Vietnam, Tailandia,
Camboya, Laos y Malasia). Por su parte, el sublinaje 2 (geno-
tipo Z) y sus tres subclases han emergido y se han distribui-
do por China e Indonesia y a partir de alli se han expandido
hasta llegar a Europa y Africa en 200593 (tabla 1).

Una de las diferencias mas importantes entre los dos li-
najes genéticos es la distinta sensibilidad de los mismos
frente al oseltamivir, uno de los principales IN recomendado
para la profilaxis y el tratamiento de las infecciones huma-
nas causadas por las cepas gripales aviares del subtipo
H5N 1415 Por el contrario, en términos generales, los dos li-
najes presentan unas sensibilidades muy parecidas frente al
zanamivir, otro de los inhibidores con posible utilidad hu-
mana'>16,

La sensibilidad frente al oseltamivir puede clasificarse en
tres grupos cuando se comparan sus valores con los obser-

Tabla 1 Evolucion de los genotipos y linajes
de las cepas gripales aviares H5N1
Ao Genotipos
1999 Gs/Gd
2000 Gs/Gd, C
2001 A B,C D, EX,
2002 Z,7%,Y,B, W, XX,
2003 2,7tV
2004-2007 V (linaje 1) (Japon y Corea)

Z (linaje 2) (tres sublinajes)
Sudeste asiatico, Europa y Africa

vados frente a la cepa humana H1N1 de referencia. El pri-
mer grupo lo constituyen las cepas del linaje 1 aisladas hasta
2004, que se han mostrado igual de sensibles que las cepas
de referencia. Sin embargo, las cepas de este linaje aisladas
a partir de 2005 en Camboya se han mostrado 6-7 veces
menos sensibles al oseltamivir que las anteriores (sensibili-
dad intermedia) (sequndo grupo); al proceder de la misma
zona geografica que las primeras, este dato hace pensar en
un proceso de adaptacion evolutiva o de seleccion induci-
da14,16_

El tercer grupo es actualmente el mas preocupante, ya
que corresponde a las cepas del linaje 2 aisladas en Indone-
sia en 2005, que han mostrado sensibilidades 15-30 veces
menores frente al oseltamivir (baja sensibilidad) comparadas
con las observadas en las cepas de referencia y las del lina-
je 116, Este dato no parece ser solo local, sino que se ha confir-
mado fuera de este pais por la comunicaciéon de Govorskova
et al.'” referente a la cepa humana A/Turkey/15/2006 (lina-
je 2), que se ha mostrado con una sensibilidad 60 veces infe-
rior frente al oseltamivir que la cepa patron de linaje 1 (A/Viet-
nam/1203/2004). Esta importante disminucion de la sensibi-
lidad es muy similar a la que provoca la clasica mutacion
N294S (asparagina/serina) en el gen de la neuraminidasa y
la descrita recientemente en una cepa humana en Egipto y
que parece haberse inducido como consecuencia del trata-
miento con oseltamivir'920,

Lo interesante de estos datos es que mientras la sensibili-
dad frente a zanamivir se mantiene baja y constante, las
sensibilidades frente al oseltamivir han ido disminuyendo
progresivamente. Al analizar la estructura quimica de estos
antivirales se puede comprobar como aunque ambos deri-
van de analogos del acido sialico, el zanamivir presenta una
Unica sustitucion en el grupo guanidinico de la posicion 4’
del anillo glucidico, mientras que el oseltamivir presenta un
grupo amino en la posicion 4"y, ademas, un grupo hidrofo-
bico pentil-éter sustituyendo a la cadena de glicerol en la
posicion 6° del mismo anillo glucidico’2'22. De este modo la
reorientacion del acido glutamico en la posicion 276 de la
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neuraminidasa (E276) del sitio activo se convierte en un ele-
mento clave e imprescindible para crear un bolsillo hidrofo-
bico que permita la union del grupo pentil-éter'8. Por ello,
las mutaciones que evitan o dificultan esta reorientacion
determinan la aparicion de elevada resistencia (baja sensibi-
lidad) al oseltamivir. De todas las descritas, las mas frecuen-
temente detectadas han sido la H274Y (histidina/tirosina) y
la R292K (argininallisina)’2324. También se ha comprobado
como la mutacion en la posicion E119V (acido glutamico/
valina) determina una resistencia al oseltamvir basada en
una modificacion en la reorientacion del grupo 2-amino
(tabla 2)?°. En términos generales las mutaciones que afec-
tan a los sitios cataliticos (R292K, R152K) confieren a las ce-
pas gripales resistencia cruzada frente al zanamivir y oselta-
mivir, mientras que las que afectan al tronco estructural de
la enzima y, por tanto, a la configuracién o reorientacion
global de la misma (H274Y, E119G/A/D), aparentemente so-
lo confieren resistencia al oseltamivir?!23:26,

Los analisis sobre estructura y secuenciacion realizados
por diferentes autores sobre la neuraminidasa del virus gri-
pal A han mostrado que el sitio activo catalitico de la mis-
ma posee unos residuos aminoacidos totalmente conserva-
dos en todos los 16 subtipos descritos'®2"23, Los principales
puntos que participan en el sitio catalitico de la enzima son
la R118, D151, R152, R224, E276, R292, R371 y Y406%2728 y
los que interactlian con el sustrato son basicamente los
E119, R156, W178, S179, D/N198, 1222, E227, H274, E277,
N294 y E425232428 De este modo a la hora de disefiar nue-
vos IN es preciso basarlos en su interaccion con alguna de
las zonas conservadas para que sean eficaces en la mayoria
de subtipos conocidos?°.

Los estudios de mutagénesis realizados sobre las zonas
conservadas de la neuraminidasa han demostrado que la
sustitucion de algunos aminoacidos en estas zonas determi-
nan una disminucion de la propia actividad enzimatica de la
misma?'28, La sustitucion de los aminodcidos en las posicio-
nes 119y 227 de la N9 determina una reduccion de su acti-

Tabla 2 Principales mutaciones de la
neuraminidasa que pueden
determinar disminucion de la
sensibilidad al oseltamivir

Mutacion Consecuencia
H274Y Disminucion de la fijacion
R292K Disminucion de la fijacion
N294S Disminucion de la fijacion
E276 Reorientacion de la zona de fijacion
E119 Reorientacion de la zona de fijacion
R118 Modificacion catalitica
H252Y Modificacion de la zona globular

vidad enzimatica y la sensibilidad al zanamivir?3. Por tanto,
en el estudio de las cepas con sensibilidad disminuida a los
IN es preciso secuenciar completamente el gen que la codi-
fica y comprobar las sustituciones de aminodacidos para po-
der valorar el grado y significado de esta disminucion far-
macoldgica'6%2,

Las mutaciones en las zonas conservadas de la neurami-
nidasa no solo determinan una disminucion de su actividad
catalitica, sino que ademas, y es un factor que hay que te-
ner en cuenta, modifican el equilibrio o balance funcional
entre la neuraminidasa y la hemaglutinina en el proceso de
la replicacion viral?>. Como consecuencia de ello las cepas
con este tipo de mutaciones (R292K) pueden parecen resis-
tentes a los antivirales (menor actividad replicativa) y sim-
plemente presentar un disbalance replicativo funcional?2°,

Los estudios recientes con cepas de ambos linajes han
mostrado como se mantienen sensibles al compuesto 4-ami-
no-Neu5Ac2en, lo cual parece indicar que el descenso en la
fijacion del oseltamivir se debe especificamente a las modi-
ficaciones de las interacciones alrededor del grupo 6-pentil-
éter, lo cual explicaria por qué no se afecta la fijacion a la
neuraminidasa del zanamivir y se mantienen los valores de
sensibilidad constantes’S,

La dismunicion en la sensibilidad al oseltamivir tanto en
las cepas del linaje 1 aisladas en 2005 en Camboya como en las
pertenecientes al linaje 2 recientes es un dato preocupante,
especialmente debido a que los estudios experimentales han
mostrado que estas cepas mantienen su elevada patogenici-
dad y trasmisibilidad para las aves y su patogenicidad para
los seres humanos'620, Estos datos contrastan con comuni-
caciones previas que parecian indicar que las cepas con baja
sensibilidad al oseltamivir presentaban una menor patoge-
nicidad, excrecion y trasmisibilidad en humanos®°.

La aparicion de cepas gripales aviares H5N1 en seres hu-
manos infectados en Egipto en 2006 (con la mutacion N294S)
ha alertado a la OMS. En un comunicado reciente establece
que estas cepas siguen siendo totalmente sensibles al zana-
mivir y s6lo menos sensibles al oseltamivir. Este organismo
no ha modificado su recomendacion sobre el valor y la efi-
cacia del oseltamivir en la profilaxis y el tratamiento de las
infecciones humanas por estas cepas. Sin embargo, sugiere
que se realicen estudios sobre la sensibilidad natural de las
cepas gripales aisladas en animales y la sensibilidad a otros
antivirales®' y recomienda intensamente que se realice un
tratamiento combinado con los dos farmacos antivirales
(zanamivir y oseltamivir) en aquellas areas o zonas geogra-
ficas en las que exista constancia de la presencia de cepas
gripales con sensibilidad disminuida al oseltamivir'?,

En el estudio previo realizado por Monto et al.3? sobre |a
deteccion de cepas gripales con resistencia a los IN se obser-
va que en los 3 primeros afios de su utilizacion (1996-1999)
la tasa de resistencia era del 0,33%. La mayoria de cepas re-
sistentes al oseltamivir se aislaron en personas que no ha-

34 Rev Esp Quimioter 2008;21(1):32-36 48



J. Reina

Anélisis de la disminucion de la sensibilidad de las cepas gripales A (H5N1) aviares y humanas
a los inhibidores de la neuraminidasa

bian sido tratadas con este farmaco, lo cual hace pensar en
que este valor corresponde a la resistencia primaria o natural
existente en la poblacion viral de una determinada zona geo-
grafica. La mutacion mas frecuentemente detectada en las ce-
pas resistentes era la clasica H274Y, ya descrita en diferentes
zonas del mundo'®23,

La consecuencia de esta baja sensibilidad al oseltamivir
puede ser la dosificacion suboptima de los pacientes tratados
con este antiviral, de modo que al desconocerse este dato se
esté administrando la dosis empirica (75 mg/12-24 h), que se-
leccionaria a las cepas existentes con mayor resistencia al an-
tiviral”16. Algunos estudios ya han comunicado la emergencia
de cepas resistentes del linaje 1 en pacientes tratados con do-
sis habituales de oseltamivir, lo cual parece indicar que en
ciertas zonas geograficas se requerira una terapia con dosis
superiores a las previamente recomendadas (150 mg/12-24 h).
Si ademas se confirman los estudios previos que demuestran
que la mayoria de cepas gripales del linaje 2 son como minimo
15-30 veces menos sensibles que las del linaje 1, parece ya ca-
si obligatorio el inicio de una terapia especifica con dosis ele-
vadas en los pacientes con este tipo de infecciones'®33,

La aparicion y extension de las cepas gripales aviares
(H5N1) de ambos linajes genéticos con sensibilidades dismi-
nuidas al oseltamivir pero con mantenimiento de una eleva-
da sensibilidad al zanamivir plantean la necesidad de seguir
considerando este antiviral posible alternativa terapéutica
frente a una posible pandemia causada por las cepas gripa-
les aviares del subtipo H5N1. De este modo seria recomen-
dable el almacenamiento de ambos tipos de antivirales has-
ta que se disponga de mas datos sobre la verdadera realidad
de este fendmeno viral.
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