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INTRODUCCIÓN

Los virus de la gripe son los agentes causales de infecciones respi-
ratorias en humanos que aparecen como epidemias anuales con gran
morbilidad y ocasionalmente como pandemias con importante mortali-
dad. La elevada capacidad de estos virus para generar variantes antigé-
nicos ha permitido definir la gripe como una enfermedad constante
causada por un virus siempre variable. Los virus gripales son original-
mente patógenos de aves, en muchas de cuyas especies, principalmente
aves silvestres, replican eficazmente pero no causan enfermedad. Oca-
sionalmente, estos virus residentes en aves son transmitidos a otras
especies animales o a la población humana, que puede ser inmunológi-
camente virgen para el nuevo patógeno, dando lugar a pandemias de
gran impacto. La elevada variabilidad de los virus de la gripe, junto con
su alta transmisibilidad y su amplio rango de huésped, han hecho de
ellos uno de los patógenos que más mortalidad ha causado en el pasado
siglo XX, entre 40 y 100 millones de personas muertas sólo teniendo en
cuenta las pandemias de los años 1918, 1957, 1968 y 1977. Por otra
parte, las epidemias anuales han ocasionado elevadas pérdidas económi-
cas y un número similar de muertes acumuladas durante el siglo XX. A
la vista de estos hechos y de la situación generada por la circulación
generalizada en el mundo de virus aviares altamente patogénicos del
subtipo H5N1, y su transmisión ocasional al hombre, recientemente se
ha tomado conciencia de que estamos en continuo riesgo de padecer una
pandemia de enormes consecuencias. El incremento de nuestro conoci-
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miento sobre la biología molecular del virus y de sus mecanismos de
patogenicidad nos permitirán mejorar los sistemas de alerta temprana
para detectar la aparición de nuevos virus pandémicos, intentar limitar
su dispersión y atenuar las consecuencias de una previsible pandemia.

Clasificación de los virus gripales

La familia Orthomyxoviridae incluye virus con envuelta membranosa
cuyo genoma está formado por varias moléculas de RNA de cadena sim-
ple y polaridad negativa. Dentro de esta familia se distinguen cinco géne-
ros, los virus gripales de tipo A, B y C, los Thogotovirus, que infectan
insectos, y los Isavirus que infectan peces. Los tres géneros de virus gri-
pales se caracterizan por la ausencia de reactividad serológica cruzada
frente a los dos componentes proteicos más abundantes en la partícu-
la vírica (la nucleoproteína �NP� y la proteína matriz �M1�) y por la
ausencia de recombinación entre sus genomas en infecciones dobles. Los
virus gripales tipo A son los causantes de la mayor parte de los casos de
enfermedad en humanos y los únicos que han producido pandemias a lo
largo del siglo XX. Se clasifican en numerosos subtipos, en función de la
naturaleza antigénica de sus glicoproteínas de superficie: hemaglutinina
(HA) y neuraminidasa (NA). Existen 16 diferentes subtipos de HA y 9 de
NA y el subtipo de cada virus viene definido por la combinación de la
HA y la NA que contiene, por lo que la diversidad antigénica es muy
amplia.

Morfología y componentes estructurales de la partícula viral

La partícula del virus de la gripe contiene una envuelta lipídica que
aparece rodeada por unas espículas o proyecciones que corresponden a
las dos proteínas externas mayoritarias en el virión (HA y NA) (Fig. 1).
Las partículas virales son pleomórficas, de forma general esférica, con
un diámetro de entre 80 y 120 nm, aunque algunas cepas de virus ge-
neran partículas filamentosas de hasta varios micrómetros de longitud.
En general, las cepas aisladas de casos clínicos suelen contener más
partículas filamentosas que las cepas que han sido multiplicadas en
cultivos in vitro.
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La envuelta lipídica contiene tres proteínas de membrana: HA, NA
y proteína M2 (Fig. 1). Las proteínas HA y NA son abundantes, siendo
la HA mayoritaria en la membrana, mientras que la proteína M2 está
presente sólo en unas pocas copias por virión (Zebedee and Lamb, 1988).
La HA se encuentra formando homotrímeros mientras que la proteína
NA y la proteína M2 forman homotetrámeros. Tanto la proteína HA
como la NA están glicosiladas con modificaciones del tipo N-glicosídi-
co, mientras que no se ha descrito glicosilación de la proteína M2. Los
tres polipéptidos de la envuelta son proteínas integrales de membrana,
y tienen un ectodominio que se proyecta hacia el exterior del virión, una
región transmembrana de unos 20 aminoácidos que está contenida en la
envuelta y una región citoplásmica que se extiende hacia el interior de
la partícula viral, de entre 6 y 54 aminoácidos.

FIGURA 1. Esquema de una partícula viral. (Izquierda) Se presenta un esquema ideali-
zado de una partícula viral esférica, en la que la membrana se representa en color
amarillo y la capa de proteína M1 en color azul. Se indica la localización de las proteínas
asociadas a la membrana (HA, NA, M1, M2 y NS2/NEP). En el interior de la partícula
se muestran las ocho distintas RNPs virales, cada una de ellas compuestas de una mo-
lécula de RNA asociada a la polimerasa viral (complejo de las proteínas PB1, PB2 y PA)
y a un número de monómeros de la nucleoproteína (NP), dependiente de la longitud de
cada segmento de RNA. (Derecha) Imagen de una partícula viral purificada al observarla
por microscopia electrónica de transmisión tras tinción negativa. Se aprecia la forma
aproximadamente esférica general, con la apariencia membranosa de la superficie en la
que resultan aparentes las proyecciones de las proteínas de membrana.
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La HA es una glicoproteína tipo I que contiene su extremo C-termi-
nal en el interior de la partícula (equivalente al citoplasma), mientras
que la NA es una glicoproteína tipo II y tiene su extremo N-terminal
intracelular. Ambas glicoproteínas presentan dos regiones diferenciadas
en el ectodominio: Una región alargada o tallo y un dominio globular
distal. En estas regiones globulares contienen el dominio proteico que
interacciona con el receptor celular (HA), y la actividad neuraminidasa
que destruye el receptor celular (NA). Por otra parte, el conjunto de las
regiones transmembrana del tetrámero de la proteína M2 forma un canal
iónico que permite el paso de protones.

Por debajo de la envuelta lipídica se encuentra la proteína M1, que
se asocia consigo misma formando una capa proteica que encierra las
ribonucleoproteínas del virus. Por una parte, la proteína M1 está en
contacto con la membrana lipídica y con las colas citoplásmicas de las
HA y NA, mientras que por otras regiones de la proteína interacciona
con las ribonucleoproteínas internas. La proteína M1 es el factor míni-
mo necesario para la formación de partículas virales (Gómez-Puertas et
al., 1999). El papel básico que la proteína M1 ejerce en la infección y
la multiplicidad de interacciones que establece se ve reflejada en su
estabilidad evolutiva, de modo que M1 es la más conservada entre las
proteínas virales (Ito et al., 1991).

Por debajo de la proteína M1 se encuentra el genoma viral, que está
constituido por ocho segmentos de RNA diferentes. Cada uno de ellos
se encuentra asociado con el complejo de la polimerasa �las proteínas
PB1, PB2 y PA� y con monómeros de la NP, formando lo que se
denominan ribonucleoproteínas (RNPs) virales. Además de los compo-
nentes ya mencionados, el virión incluye la proteína NS2/NEP (nuclear
export protein, proteína de exportación nuclear), que interacciona con la
proteína M1, y cuya función en la partícula vírica se desconoce. En la
Tabla I se indican algunas de las características de las diferentes proteí-
nas virales, así como su abundancia relativa en el virión.
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TABLA 1. Características de los genes y las proteínas expresadas por el virus
de la gripe A

Segmento Longitud 1 Proteína Tamaño 2 Abundancia 3 Funciones

1 2.341 PB2 759 30-40 Proteína de unión a cap.
Iniciación de
transcripción

2 2.341 PB1 757 30-40 Polimerasa
PB1-F2 87 Unión a la mitocondria.

Apoptosis
3 2.233 PA 716 30-40 Proteasa. Replicación
4 aprox. 1.770 HA aprox. 566 500 Hemaglutinina. Unión al

receptor. Proteína de
fusión. Respuesta
inmune

5 1.565 NP 498 1.000 Proteína de la
nucleocápsida.
Replicación.
Encapsidación

6 aprox. 1.413 NA aprox. 454 100 Neuraminidasa.
Destrucción del receptor.
Respuesta inmune

7 1.027 M1 252 3.000 Unión de la
nucleocápsida a la
membrana

M2 96 50 Canal jónico. Fusión
de las membranas

8 890 NS1 aprox. 230 � Modulación de la
expresión génica.
Virulencia

NS2 121 50 Exportación de la
nucleocápsida del núcleo

1 Longitud en nucleótidos. 2 Tamaño en aminoácidos. 3 Abundancia en la partícula viral.

Características de los RNAs virales

El genoma del virus de la gripe tipo A está formado por ocho seg-
mentos de RNA de cadena sencilla y polaridad negativa cuya longitud
oscila entre 2.341 y 890 nucleótidos. Sus secuencias terminales en los
extremos 5� y 3� son conservadas y parcialmente complementarias. Estas
secuencias se encuentran asociadas entre sí y unidas al complejo de la
polimerasa (Klumpp et al., 1997). Tras el estudio de la estructura de los
terminales de los RNAs mediante predicciones de su plegamiento, ex-
perimentos de mutagénesis y de resonancia magnética nuclear, se han
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propuesto modelos tipo panhandle �mango de sartén�, fork �tene-
dor� y corkscrew �sacacorchos� para la zona de interacción entre
los extremos (Cheong et al., 1999; Flick and Hobom, 1999; Fodor et al.,
1994; Hsu et al., 1987) (Fig. 2). Sin embargo, el esclarecimiento de esta
estructura no será posible hasta determinar a nivel atómico la estructura
del complejo de la polimerasa asociado al molde.

FIGURA 2. Estructura del promotor del
RNA viral. La figura muestra distintas
posibilidades para la estructura del
promotor de transcripción-replicación
del RNA viral. En todas ellas, los extre-
mos 5� y 3� del RNA se asocian entre
sí, determinando una conformación cir-
cular de éste. Arriba se muestra el mo-
delo «mango de sartén» �panhandle�
determinado por RMN. En el centro se
muestra el modelo «tenedor» �fork�,
mientras que abajo se muestra el mo-
delo «sacacorchos» �corkscrew.

En la célula infectada se generan tres tipos de RNA virales: (1)
vRNAs, que tienen polaridad negativa y se encapsidan en los viriones
de la progenie. (2) cRNAs, que son copia exactamente complementaria
de los vRNAs (Hay et al., 1982) y se acumulan en el núcleo de la célu-
la infectada, y (3) mRNAs, que son también de polaridad positiva pero
son distintos de los cRNAs porque están poliadenilados en su extre-
mos 3� y contienen una estructura cap en su extremo 5�. Los mRNAs
virales poseen secuencias celulares variables en su extremos 5�, conse-
cuencia del mecanismo de iniciación de la transcripción (Krug et al.,
1979) (Fig. 3). Además, los mRNAs no pueden actuar como intermedia-
rios durante la replicación porque carecen del complemento de la se-
cuencia 5'-terminal del vRNA correspondiente.
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FIGURA 3. RNAs virales presentes en la célula infectada. En la célula infectada se pro-
ducen tres tipos de RNA para cada uno de los segmentos virales: vRNA, de polaridad
negativa; mRNA, de polaridad positiva, y cRNA, también de polaridad positiva. La figura
muestra la posición de la señal de poliadenilación U5-7 en el vRNA, la presencia de cap
y secuencias heterogéneas en el extremo 5� del mRNA y de poliA en su extremo 3�.
Asimismo, se indican las secuencias conservadas entre todos los segmentos de RNA viral
y la presencia de trifosfato en los extremos 5� de los vRNA y cRNA.

Características de las proteínas virales

Los ocho segmentos de RNA genómicos de los virus gripales tipo
A contienen información para once proteínas. En general, cada segmen-
to codifica una proteína, pero algunos de ellos contienen información
para dos genes solapados.

Los dos segmentos más pequeños generan dos proteínas distintas
cada uno, mediante splicing diferencial del transcrito primario (Inglis et
al., 1979; Inglis and Brown, 1981; Lamb and Lai, 1980; Lamb et al.,
1981). El segmento 7 da lugar a tres mRNAs diferentes: el mRNA
transcrito primario, que contiene la información para la proteína M1, y
dos transcritos procesados. Uno de ellos codifica la proteína M2 y el
otro apenas contiene capacidad codificante (Fig. 4).

El segmento 8 genera dos transcritos diferentes: el transcrito prima-
rio, que codifica la proteína NS1, y el transcrito procesado que da lugar
a la proteína NS2/NEP (Fig. 4). Tal y como se muestra en la Figura 4,
las proteínas M1 y M2 por un lado y las NS1 y NS2/NEP por otro,
contienen una región N-terminal común, pero difieren en la mayor parte
de su secuencia. El proceso de splicing de estos transcritos primarios
está regulado de modo que no es completamente eficiente y por tanto se
generan ambos tipos de mRNAs y de proteínas.



JUAN ORTÍN

42

Por otro lado, el transcrito del segmento 2, que codifica normalmen-
te la subunidad PB1 de la polimerasa, también puede ser traducido en
una segunda fase de lectura para generar una proteína pequeña, PB1-F2,
que se asocia a la mitocondria y parece implicada en la apoptosis celular
(Chen et al., 2001).

Las proteínas asociadas a la membrana viral

Los virus de la gripe tipo A expresan una proteína periférica de
membrana (M1) y tres proteínas integrales de membrana (HA, NA y
proteína M2).

La proteína M1

La proteína M1 es la más abundante de las proteínas virales. Presen-
ta una conformación alargada al microscopio electrónico y posee dos
dominios cuya conformación relativa es flexible. De la estructura atómi-

FIGURA 4. Esquema de splicing de los RNA mensajeros virales. La figura muestra la
estructura de los mRNAs de los segmentos 7 y 8, que codifican las proteínas NS1 y M1
respectivamente, así como los RNA mensajeros procesados por splicing que derivan de
ellos. Se indican las posiciones de los marcos de lectura abierta de proteínas como
rectángulos continuos. En los mRNAs procesados se indican los exones como rectángulos,
entre los que se señalan los intrones como líneas quebradas. El diferente color de los
exones indica que utilizan diferentes fases de lectura de proteínas.
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ca de su región N-terminal se puede deducir que una de las superficies
está fuertemente cargada positivamente (Sha and Luo, 1997) y es pro-
bablemente responsable de su unión a RNA (Ye et al., 1989), mientras
que la superficie opuesta es hidrofóbica y sería responsable de la inte-
racción con membranas. Esta superficie puede resultar oculta o no, en
función de la conformación relativa de los dos dominios de la proteína.
Aunque la proteína M1 se localiza mayoritariamente en el citoplasma de
la célula infectada, posee una señal de localización nuclear y aparece en
el núcleo a tiempos tempranos de la infección, donde establece interac-
ciones con el RNA viral, con la NP y con la proteína NS2/NEP durante
el ciclo infectivo.

La hemaglutinina (HA)

La HA desempeña dos funciones esenciales en la infección viral:
(1) Es responsable de la unión al receptor �ácido siálico� en la super-
ficie de la célula susceptible, y (2) Induce la fusión de membranas viral
y celular que determina la penetración del genoma viral en la célula
infectada. Además, la HA es el antígeno viral contra el que se dirige una
parte importante de la respuesta inmunológica neutralizante.

La HA se expresa como un precursor asociado a membranas en el
retículo rugoso, con un péptido señal en su extremo N-terminal que se
procesa durante la traducción. La proteína resultante �HA0� queda
anclada a la membrana por una región hidrofóbica C-terminal y oli-
gomeriza formando trímeros durante su maduración. Además, resulta
modificada durante su transporte a la membrana por adición de oligosa-
cáridos en su ectodominio y de palmitato en la cola citoplásmica. Para
tener plena actividad biológica, la HA ha de procesarse proteolíticamen-
te, para dar lugar a dos polipéptidos independientes �HA1 y HA2�
que permanecen unidos entre sí por puentes disulfuro.

La estructura atómica del trímero de HA (ectodominio) ha sido
determinada tanto para el trímero procesado (HA1 + HA2) como del
precursor no procesado (HA0) (Chen et al., 1998; Wilson et al., 1981)
(Fig. 5). En ambos casos, el trímero consta de un tallo formado por la
asociación de tres alfa-hélices largas que se enrrollan entre sí adoptando
una estructura coiled-coil y una región globular externa, localizada lejos
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de la membrana plasmática. El tallo contiene secuencias de HA2 y la
región globular externa está formado por secuencias de HA1. La región
globular externa contiene el sitio de unión al receptor celular, que tiene
forma de hueco en el que se localizan aminoácidos que están conserva-
dos entre las distintas cepas virales. Este hueco es inaccesible a unión
por anticuerpos, pero las regiones circundantes están muy expuestas y
constituyen las zonas inmunodominantes en la respuesta humoral del
huésped. La identidad del sitio de unión al receptor ha sido verificada
por el fenotipo de mutantes alterados en los resíduos conservados y por
la estructura de un co-cristal del trímero de HA unido a un análogo de
ácido siálico (Weis et al., 1988).

Las estructuras de la HA antes y después de su activación proteo-
lítica sólo difieren en la zona de procesamiento. Estos residuos forman
un lazo situado junto al tallo en la HA0, mientras que en el trímero
procesado, el nuevo extremo N-terminal de HA2 queda oculto entre las
tres alfa-hélices (Fig. 5). Esta secuencia N-terminal constituye el pépti-
do de fusión, que es responsable de la fusión de las membranas celular
y viral durante la penetración.

Sin embargo, la estructura de la HA procesada sufre un cambio muy
sustancial cuando la molécula se somete a pH ácido (Bullough et al.,
1994), simulando las condiciones que el virus encuentra en el endosoma
durante la penetración. La región N-terminal de HA2, que contiene el
péptido de fusión, se mueve desde la zona inferior del tallo hasta la
parte superior de la alfa-hélice larga del tallo, extendiendo su longitud,
mientras que la región basal del tallo se desestructura. Estos cambios no
son posibles en la HA0 y permiten, junto con la apertura de las zonas
globulares, la exposición del péptido de fusión en la parte superior de
la molécula.

La neuraminidasa (NA)

Esta proteína de superficie del virus presenta actividad neuraminida-
sa (N-acil-neuramidil-hidrolasa). La forma biológicamente relevante de
la NA es un tetrámero, que en su región extracelular presenta dos zonas
claramente diferenciadas: un tallo de longitud variable (entre 24 y 82
aminoácidos) y una zona globular distal en la que radica la actividad
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FIGURA 5. Estructura tridimensional de la hemaglutinina. La figura muestra las estruc-
turas tridimensionales del monómero de HA es sus formas procesada (derecha) y no
procesada (izquierda). En rojo se muestra la subunidad HA2 y en azul se indica la
subunidad HA1. La subunidad HA2 está esencialmente formada con hélices a, mientras
que la subunidad HA1 contiene mayor proporción de láminas b. El hueco cercano a la
hélice a situada en el extremo superior de la molécula constituye el sitio de unión al
receptor (flecha roja). El lazo amarillo en la estructura de HA0 es el sitio de procesa-
miento proteolítico. La formación del trímero tiene lugar por interacción entre las hélices
a largas presentes en la subunidad HA2 (rojo). Además, se indican los restos glicosídicos
que se añaden durante la maduración de la molécula en el aparato de Golgi.

enzimática. La estructura atómica de la zona globular es conocida y
presenta un plegamiento con seis láminas b antiparalelas organizadas en
forma de hélice (Varghese et al., 1983). En esta zona globular se loca-
liza el sitio activo del enzima que consiste en un hueco formado por
aminoácidos bastante conservados entre las distintas cepas virales, ro-
deados por secuencias hipervariables contra las que se dirige la respues-
ta humoral neutralizante (Colman et al., 1983). La definición del sitio
activo ha sido contrastada por determinación de la estructura de un co-
cristal del enzima con un análogo de ácido siálico. De hecho, el cono-
cimiento de la estructura de dicho co-cristal ha permitido el diseño y
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desarrollo de inhibidores de la NA que son potentes antivirales especí-
ficos (Moscona, 2005).

La proteína M2

La proteína M2 es una proteína integral de membrana de 97 amino-
ácidos que se expresa abundantemente en la membrana plasmática de la
célula infectada (Lamb et al., 1985). La región N-terminal de la proteína
se localiza extracelularmente, mientras que los 54 aminoácidos C-termi-
nales son intracelulares. La forma biológicamente activa de la proteína
M2 es un tetrámero en el que los monómeros están unidos por puentes
disulfuro por su zona N-terminal (Holsinger and Lamb, 1991; Sugrue
and Hay, 1991). La proteína está fosforilada y contiene residuos de
ácido palmítico acoplados a su región intracelular (Sugrue et al., 1990).
El conjunto de las regiones transmembrana de los cuatro monómeros
forman un canal iónico (Bauer et al., 1999) y la simple expresión de M2
a partir de su gen clonado permite detectar flujo iónico en las células
que la expresan (Pinto et al., 1992). Este canal iónico es activable a pH
ácido y es fuertemente selectivo para protones (Mould et al., 2000). El
canal iónico se puede inhibir por amantadina, un antiviral específico
para gripe tipo A, y consecuentemente se han aislado virus mutantes
resistentes al inhibidor cuyas mutaciones se localizan a lo largo de la
región transmembrana de la proteína M2 (Hay et al., 1985).

La proteína M2 también está presente en el virión, pero en cantida-
des mucho menores (alrededor de 50 copias por partícula) (Zebedee and
Lamb, 1988), por lo que se supone que existe un mecanismo de exclu-
sión de M2 durante la morfogénesis del virión. Este puede estar basado
en la localización de las glicoproteínas mayoritarias en los rafts de la
membrana plasmática, mientras que la proteína M2 queda excluida de
éstos (Ali et al., 2000; Zhang et al., 2000b).

Las proteínas implicadas en replicación-transcripción

Como muchos otros virus, los virus gripales emplean una gran parte
de su información génica para generar la maquinaria de transcripción-
replicación. Estos procesos tienen lugar en complejos macromoleculares
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denominados RNPs, que contienen cuatro proteínas virales: la polime-
rasa, un heterotrímero formado por las subunidades PB1, PB2 y PA, y
la NP. Las RNPs presentan formas super-helicoidales cuando se obser-
van al microscopio electrónico (Pons et al., 1969). Estas estructuras
contienen un lazo en uno de sus extremos y el complejo de la polime-
rasa en el otro (Murti et al., 1988) (Fig. 6). Los extremos de cada
segmento de RNA están asociados entre sí y unidos al complejo de la
polimerasa (Klumpp et al., 1997) mientras que el resto de la molécula
se asocia a la NP a razón de 24 nucleóticos por monómero (Ortega et
al., 2000). Cuando se analizan RNPs recombinantes con RNAs de unos
200-300 nucleótidos se observan formas circulares en las que la polime-
rasa es claramente aparente. Sus estructuras han sido determinadas me-
diante estudios de microscopía electrónica (Martín-Benito et al., 2001).
En estos modelos estructurales se distinguen los monómeros de NP que
interaccionan entre sí por la base de la estructura de la RNP de manera
mucho más intensa que por la parte superior del anillo, lo que sugiere
que es por esta zona por la que la NP interacciona con el RNA genó-
mico. Además, los distintos monómeros de NP muestran una clara vor-
ticidad que puede ser la base de la forma helicoidal que muestran las
RNPs nativas.

FIGURA 6. Modelo tridimensional de una ribonucleoproteína recombinante del virus de
la gripe. (Izquierda) Diagrama de una RNP viral en la que se muestran las NPs en azul
y las subunidades de la polimerasa en verde, rojo y violeta. (Derecha) Se muestra el
modelo 3D de una RNP recombinante. La estructura circular contiene nueve monómeros
de NP asociados entre sí y presumiblemente unidos al RNA viral. Asociada al anillo de
NP se observa el complejo de la polimerasa viral que establece contactos diferenciables
con los dos monómeros de NP adyacentes. Se presentan dos niveles de representación de
masa, en naranja y amarillo.
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La nucleoproteína (NP)

La NP es una proteína que está bastante conservada evolutivamente
entre las distintas cepas virales. Es rica en arginina, glicina y serina y
tiene carga neta positiva a pH neutro. La NP está fosforilada, predomi-
nantemente en la serina en posición 3, que está conservada en esencial-
mente todas las NP del tipo A (Arrese and Portela, 1996). Su estructura
a baja resolución indica que tiene forma elongada, parecida a una bana-
na (Martín-Benito et al., 2001). La NP interacciona con RNA con una
afinidad considerable pero sin ninguna especificidad de secuencia (Bau-
din et al., 1994), principalmente mediante la secuencia N-terminal de la
proteína (Albo et al., 1995), pero también a través de residuos situados
a lo largo de toda la molécula (Elton et al., 1999b). La NP purificada,
en ausencia de ningún RNA, es capaz de oligomerizar para dar lugar a
estructuras que tienen forma similar a las RNPs (Ruigrok and Baudin,
1995). Dos regiones internas de la molécula son responsables de estas
interacciones, mientras que la región C-terminal modula negativamente
la oligomerización (Elton et al., 1999a). Además de estas interacciones
típicas de una proteína que forma RNPs, la NP establece contactos es-
pecíficos con la polimerasa a través de sus subunidades PB1 y PB2
(Biswas et al., 1998). Estas interacciones aparecen reflejadas en la es-
tructura tridimensional de la RNP generada por microscopía electrónica
y procesamiento de imágenes (Martín-Benito et al., 2001).

Además, la NP establece diversas interacciones con proteínas celula-
res, entre las que se encuentran receptores de la familia de las importi-
nas a (O�Neill and Palese, 1995), actina, el receptor para exportación nu-
clear CRM1 (Elton et al., 2001) y la helicasa UAP56 implicada en spli-
cing y transporte nucleo-citoplásmico de mRNAs celulares (Momose et
al., 2001). La NP y las RNPs de las que forma parte puede traslocar del
citoplasma al núcleo y viceversa (shuttling protein), como es de esperar
por sus interacciones con importinas a y con el receptor CRM1.

El complejo de la polimerasa viral

Las subunidades PB1, PB2 y PA, que están codificadas por los
segmentos mayores del RNA genómico, constituyen el complejo de la
polimerasa viral. Contienen 757, 759 y 716 aminoácidos, respectiva-
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mente. La subunidad PB1 forma el núcleo del complejo, sobre el que
interaccionan tanto PB2 como PA (Digard et al., 1989). La arquitectura
general del complejo ha sido definida mediante experimentos de interac-
ción entre las subunidades y sus mutantes (González et al., 1996; Pera-
les et al., 1996; Poole et al., 2004; Toyoda et al., 1996; Zürcher et al.,
1996). Las subunidades se unen de una manera lineal (PA.C-N.PB1.C-
N.PB2), aunque también se ha descrito unión entre los C-terminales de
PB1 y PB2, y no se han detectado interacciones entre las subunidades
PA y PB2. Sin embargo, el modelo tridimensional del complejo deter-
minado por microscopía electrónica (Area et al., 2004) muestra un
empaquetamiento muy compacto del heterotrímero, en el que las inte-
racciones PA-PB2 no son descartables (Fig. 7).

La subunidad PB1 es responsable de la actividad de polimerización.
Así, la proteína presenta los motivos de secuencia típicos de las RNA
polimerasas RNA-dependientes (Poch et al., 1990), cuya mutación da
lugar a complejos de polimerasa no funcionales (Biswas and Nayak,
1994). Además, mutantes virales en este gen son incapaces de sintetizar
RNA de cualquier tipo (Mahy, 1983). La subunidad PB2 es una proteína
que une RNA con cap (Blaas et al., 1982; Ulmanen et al., 1981) y es
necesaria para la iniciación de la transcripción viral (Mahy, 1983; Pera-
les et al., 1996). Por otra parte, la subunidad PA es una fosfoproteína
(Sanz-Ezquerro et al., 1998) que tiene una actividad proteasa implicada
en la replicación del RNA viral (Perales et al., 2000). Mutantes virales
en este gen son defectivos en replicación de RNA (Mahy, 1983).

FIGURA 7. Modelo tridimensional del complejo
de la polimerasa del virus de la gripe. Se mues-
tra la estructura determinada por microscopía
electrónica del complejo presente en una RNP.
Se indican en colores las localizaciones de las
subunidades: PB1 en verde, PB2 en rojo y PA
en violeta.
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La polimerasa viral interacciona específicamente con los extremos
conservados del RNA viral (Fodor et al., 1995; Hagen et al., 1994). Una
parte importante de esta interacción tiene lugar a través de la subunidad
PB1, específicamente por sus extremos N- y C-terminales (González
and Ortín, 1999a). La subunidad PB1 también reconoce específicamente
el intermediario de replicación cRNA, a través de regiones parcialmente
distintas de las que reconocen el vRNA (González and Ortín, 1999b).

Las proteínas virales accesorias

El segmento 8 contiene la información genética para las proteínas
NS1 y NS2/NEP, y las expresa a partir del transcrito primario y del
transcrito procesado, respectivamente (Lamb and Lai, 1980). La estruc-
tura génica de este segmento viral implica que ambas proteínas compar-
ten la secuencia presente en el primer exón, pero difieren en el segundo,
ya que la eliminación del intrón da lugar a un cambio en la fase de
lectura de la proteína. Las dos fases de lectura están parcialmente sola-
padas y el análisis evolutivo de las secuencias de NS1 y NS2/NEP en
esta zona indica que la secuencia de NS2 está conservada a expensas de
la de NS1. Estos datos sugieren que ancestralmente los genes de NS1 y
NS2/NEP no estaban solapados sino eran consecutivos y que la secuen-
cia de NS1 ha crecido por mutación del codón de terminación ancestral
(Winter et al., 1981).

La proteína NS1

La proteína NS1 se expresa por traducción del RNA mensajero
colineal del segmento 8 y contiene un número variable de alrededor de
230 aminoácidos, en función de la cepa viral que se considere. Se ex-
presa primordialmente al principio de la infección viral, momento en el
que se localiza esencialmente en el núcleo (Portela et al., 1985), mien-
tras que más tarde se localiza en el citoplasma celular, en asociación con
polisomas (de la Luna et al., 1995; Falcón et al., 1999). La proteína
contiene dos señales redundantes para su transporte al núcleo (NLSs),
localizadas en las regiones N- y C-terminal de la proteína y además
presenta una señal de exportación nuclear (NES) (Li et al., 1998). NS1
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tiene capacidad de unir RNA, preferentemente RNA de doble cadena y
la estructura panhandle del RNA viral (Hatada et al., 1997; Hatada et
al., 1992; Marión et al., 1997a) (Fig. 8), pero también reconoce poliA
(Qiu and Krug, 1994). La estructura atómica de la región N-terminal de
NS1, que contiene el dominio de unión a RNA, presenta un plegamiento
no observado en otras proteínas que unen RNA y sugiere que la interac-
ción con RNA tiene lugar en forma de dímero (Liu et al., 1997).

FIGURA 8. Dominios funcionales de la proteína NS1. Se presenta un diagrama lineal de
la proteína NS1 en el que se indican los principales dominios funcionales conocidos.
Están señaladas las dos secuencias de localización nuclear (NLS1 y NLS2), así como la
señal de exportación nuclear (NES). Además, se muestran las regiones de la proteína que
son responsables de la interacción con distintos factores: RNA y PABP I en la región N-
terminal, eIF4G en la región central y CPSF y PABP II en la región C-terminal. Los
números en los extremos indican las posiciones de los aminoácidos N- y C-terminales.

Se ha descrito la interacción de NS1 con multitud de factores virales
y celulares. Así, es capaz de unirse a las RNPs virales en la célula infec-
tada pero no en la partícula viral (Marión et al., 1997b). En el núcleo in-
teracciona con la subunidad 30kDa del factor de especificidad de corte y
poliadenilación (CPSF) (Nemeroff et al., 1998), implicado en el procesa-
miento y poliadenilación de los RNAs mensajeros celulares, con la pro-
teína nuclear de unión a poliA (PABP II) y con otra proteína que tiene
características de factor de splicing (Wolff et al., 1998). En el comparti-
mento citoplásmico se une a la subunidad eIF4G del factor de iniciación
de traducción eIF4F y a la proteína de unión a poliA (PABP I) (Aragón et
al., 2000).

La proteína NS2/NEP

La proteína NS2/NEP es el producto de traducción del RNA mensa-
jero procesado del segmento 8. Se han descrito localizaciones citoplásmi-
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ca y nuclear para NS2 (Greenspan et al., 1985; Smith et al., 1987). Esto
es consistente con la interacción de la proteína NS2/NEP con nucleopori-
nas y con el factor de exportación nuclear CRM1 (Neumann et al., 2000;
O�Neill et al., 1998). Aunque originalmente se consideraba que la proteí-
na NS2/NEP era no estructural, se ha demostrado que está presente en la
partícula viral en asociación con la proteína M1 (Yasuda et al., 1993). No
se conoce la función que pueda ejercer en el virión.

El ciclo de infección viral

Adsorción

Los virus de la gripe se adhieren a sus células susceptibles a través de
residuos de ácido siálico presentes en glicoproteínas y glicolípidos de la
membrana celular, mediante la acción de la HA, que contiene en su extre-
mo más distal el sitio de unión al receptor celular. Aunque la afinidad de
unión de la HA por un residuo de ácido siálico es baja, la unión del virus
a la célula es eficaz debido al reclutamiento de numerosos receptores y de
HAs como consecuencia de la fluidez de las membranas celular y viral.
Además, la afinidad de la HA por los residuos de ácido siálico depende
de la naturaleza de su enlace a la glicoproteína o glicolípido: Así, los dis-
tintos virus de la gripe han evolucionado para adaptar su sitio de unión
dependiendo de si este enlace es a 2,3 o a 2,6 y por tanto la interacción
con el receptor se constituye en un primer factor de especificidad de es-
pecie. Los virus que replican en aves usan residuos de ácido siálico uni-
dos por enlaces a 2,3, que son los más abundantes en el epitelio gastroin-
testinal en estas especies, mientras que los virus que infectan mamíferos
usan residuos de ácido siálico con enlaces a 2,6, que están presentes en el
epitelio respiratorio superior (Ito, 2000). De hecho, la replicación de vi-
rus humanos en embrión de pollo para su aislamiento lleva consigo una
adaptación genética con cambio de aminoácidos específicos en el sitio de
unión al receptor de la HA (Robertson et al., 1987).

Entrada del virus en la célula

Los virus adsorbidos sobre la membrana celular utilizan el mecanis-
mo de endocitosis mediada por receptor para penetrar en la célula diana.
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Este proceso implica la formación de vesículas en los puntos de adsor-
ción, por debajo de los cuales se recluta la proteína clatrina. Estas ve-
sículas siguen la vía endocítica de entrada y se fusionan a endosomas
cuyo pH es más bajo. Esta acidificación de los endosomas tardíos es un
paso esencial para la entrada de las RNPs virales al citoplasma, ya que
tanto el desensamblado de las RNPs como la fusión de membranas son
dependientes de pH.

El descenso de pH activa el flujo de protones desde el endosoma al
interior de la partícula, a través de los canales iónicos formados por la
proteína M2. Su activación induce la bajada de pH en el interior de la
partícula viral y consiguientemente la desestabilización de las interac-
ciones entre las RNPs y la capa de proteína M1 que las recubre (Zhir-
nov, 1992). Este paso de la entrada del virus es inhibido por el compues-
to amantadina, que bloquea el canal iónico de M2 y por tanto impide
que las RNPs sean liberadas eficazmente en el citoplasma.

La acidificación del endosoma induce el cambio conformacional de
las moléculas de HA presentes en la membrana viral, lo que provoca el
disparo del péptido de fusión hacia el extremo de la molécula. Cuando
un número adecuado de HAs sufre este cambio, inducen la formación de
poros de fusión entre la membrana viral y la del endosoma, con la
consiguiente liberación de las RNPs (libres de proteína M1) al citoplas-
ma celular.

Replicación y expresión génica

Transporte de las RNPs al núcleo

Los virus de la gripe transcriben y replican sus RNAs en el núcleo
de las células que infectan (Herz et al., 1981; Jackson et al., 1982), por
lo que el RNA viral paterno ha de localizarse en este compartimento
celular para su transcripción y replicación. Por ello, las RNPs paternas
son transportadas al núcleo rápidamente una vez que las membranas
viral y endosómica son fusionadas por la HA.

Aunque tanto la NP como cada una de las subunidades de la poli-
merasa presentes en las RNPs contienen señales de transporte al núcleo,
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el más importante determinante para su paso a este compartimento son
las moléculas de NP presentes en la RNP, que interaccionan directamen-
te con la importina a celular. Esta interacción no tiene lugar por una
señal convencional o NLS (O�Neill and Palese, 1995; Wang et al., 1997).
Para que este transporte al núcleo tenga lugar, es imprescindible que las
RNPs paternas se vean libres de proteína M1, ya que los complejos
RNP-M1 son eficazmente exportados del núcleo al citoplasma.

Transcripción primaria

La transcripción primaria tiene lugar a partir de las RNPs paternas
por acción de la polimerasa que estaba formando parte de las partículas
virales infectantes (Fig. 9).

FIGURA 9. Transcripción-replicación de las ribonucleoproteínas del virus de la gripe. Se
presenta un esquema de los procesos de transcripción y replicación virales. En primer
lugar, las RNPs paternas (vRNP; izquierda de la figura) son transcritas (transcripción
primaria). Los productos de traducción de estos RNA mensajeros son imprescindibles
para comenzar la fase de replicación (ciclo a la derecha de la figura), en el que se dis-
tinguen dos fases: producción de cRNPs y producción de vRNPs progenie a partir de las
cRNPs. Las vRNPs progenie pueden ser transcritas (transcripción secundaria) y final-
mente son exportadas al citoplasma para su encapsidación en viriones.
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La transcripción de los virus de la gripe sigue una estrategia muy
diferente a la de otros virus. La polimerasa viral, cuando funciona como
transcriptasa, no es capaz de iniciar la síntesis de nuevas cadenas de
RNA sino que emplea iniciadores que ella misma genera a partir de los
transcritos celulares. Por ello, la transcripción del genoma del virus de
la gripe es inhibible por actinomicina D, un antibiótico que bloquea todo
tipo de transcripción basada en molde de DNA, y por a-amanitina, un
inhibidor específico de la RNA polimerasa II celular. Estos datos apa-
rentemente sorprendentes fueron explicados cuando se descubrió que la
RNA polimerasa viral reconoce los RNAs celulares con cap (transcritos
de la RNA polimerasa II) y los corta a unos 10-15 nucleótidos de esta
estructura, generalmente después de una secuencia CA (Plotch et al.,
1981; Rao et al., 2003). Estos oligonucleótidos con cap son usados por
el enzima viral como iniciadores a partir de los cuales copia la secuencia
del RNA genómico (Krug et al., 1979) (cap-snatching), de modo que
los RNA mensajeros virales contienen secuencias celulares heterogé-
neas en sus extremos 5� (Caton and Robertson, 1980). El primer nucleó-
tido incorporado es una G, como resultado del emparejamiento con la C
presente en la segunda posición del molde en todos los segmentos del
RNA viral.

A pesar de que los RNA mensajeros virales contienen su extremo 3�
poliadenilado, el origen de este poliA es completamente distinto del
poliA presente en los RNA mensajeros celulares. La poliadenilación de
los RNA mensajeros virales no implica la acción de la poliA-polimerasa
celular y tiene lugar por la acción de la propia RNA polimerasa viral,
que lee reiteradamente una señal de secuencia U5-7 presente unos 15-17
nucleótidos antes del extremo 5� del RNA genómico (Robertson et al.,
1981). Para que este proceso tenga lugar, la presencia de la propia RNA
polimerasa actúa como impedimento para que la secuencia final del
RNA genómico pueda ser copiada, ya que se mantiene unida a la se-
cuencia conservada del RNA genómico presente en su extremo 5� (Pri-
tlove et al., 1999). De acuerdo con este mecanismo de poliadenilación
del RNA mensajero viral, la sustitución de la señal U5-7 por A5-7 en el
vRNA da lugar a la formación de RNA mensajeros con cola de poliU
(Poon et al., 1999).

Las secuencias del RNA genómico viral necesarias para la actividad
de transcripción han sido definidas por ensayos de actividad in vivo e in
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vitro, así como de unión a la polimerasa (Flick and Hobom, 1999; Fodor
et al., 1995; González and Ortín, 1999a; Tiley et al., 1994). Tanto los
extremos 5� como 3� de los vRNAs son necesarios para esta actividad.
Así, el reconocimiento de las estructuras cap de los RNA mensajeros
celulares por el complejo de la polimerasa requiere su asociación con la
secuencia conservada en el 5� del vRNA (Tiley et al., 1994). Además,
para que este complejo realice el corte endonucleolítico del RNA men-
sajero celular se necesita la asociación con la secuencia conservada en
el 3� del vRNA (Cianci et al., 1997).

Replicación

La generación de vRNPs virales progenie tiene lugar en dos pasos:
Primero se producen las cRNPs o RNPs intermedio replicativo y des-
pués estas cRNPs dan lugar a muchas copias de nuevas vRNPs (Fig. 9).

La síntesis de las cRNPs a partir de las vRNPs paternas implica
varios cambios mecanísticos que contrastan con el proceso de transcrip-
ción. Por una parte, la iniciación tiene lugar en ausencia de los oligonu-
cleótidos con cap con los que comienza la síntesis de RNAs mensajero.
Los cRNAs son iniciados de novo, ya que sus extremos contienen un
trifosfato (Hay et al., 1982). Esto sugiere que cuando la transcriptasa
cambia a replicasa, el enzima viral sufre cambios estructurales que anu-
lan su capacidad para llevar a cabo el proceso de cap-snatching, mien-
tras que incrementan sus posibilidades para usar el ATP como iniciador,
dado que el primer nucleótido en todos los RNAs virales es A.

Además, este cambio en el mecanismo de iniciación lleva consigo
la posibilidad de asociar nuevas moléculas de NP al cRNA naciente, de
modo que el producto de replicación no es un RNA sino una nueva
RNP, en la que el cRNA está asociado a un complejo de polimerasa y
recubierto completamente por monómeros de NP. Dado que la primera
secuencia que se produce durante la síntesis de cRNA es el extremo 5�
conservado, por el que la polimerasa tiene afinidad (González and Ortín,
1999b), es previsible que un nuevo complejo de RNA polimerasa, dis-
tinto del que está presente en la vRNP que sirve de molde, se asocie a
esta nueva secuencia. De hecho, experimentos recientes apoyan que el
cambio de la transcripción a la síntesis de cRNA viene dirigido por esta



BIOLOGÍA MOLECULAR DEL VIRUS DE LA GRIPE

57

asociación del RNA producto con un complejo de polimerasa (Vreede
et al., 2004). Este complejo cRNA naciente-RNA polimerasa serviría de
punto de nucleación para la asociación cooperativa de monómeros de
NP sobre el cRNA. Esta propuesta se basa en la evidencia de que la
RNA polimerasa es capaz de asociarse a la NP a través de sus subuni-
dades PB1 y PB2 (Biswas et al., 1998; Martín-Benito et al., 2001) y
permitiría explicar la asociación específica de la NP a las RNPs, a pesar
de que la NP se une a RNA sin ninguna especificidad de secuencia
(Baudin et al., 1994).

Por otra parte, la generación de las cRNPs implica que la poliade-
nilación no tiene lugar. Por tanto, se supone que la RNA polimerasa no
permanece unida al extremo 5� conservado del molde, tal y como ocurre
durante la transcripción, y de este modo se evita la copia reiterada de la
señal U5-7.

Hasta el momento no se saben los factores, virales o celulares, que
determinan estos cambios mecanísticos al pasar de la transcripción a la
replicación del RNA viral. Es posible pensar en cambios estructurales de
la polimerasa o de la NP de nueva síntesis o en la intervención de factores
celulares. Se sabe que existen factores celulares (Huarte et al., 2001;
Momose et al., 2001; Momose et al., 2002) y virales (Falcón et al., 2004;
Marión et al., 1997b) implicados en la replicación. Estos factores, u otros
que todavía desconocemos, podrían alterar la estructura del complejo y
determinar los cambios funcionales apuntados. Por otro lado, se ha des-
crito que las cRNPs permanecen asociadas al núcleo durante toda la in-
fección, hecho consistente con que la síntesis de vRNPs tenga lugar aso-
ciada a la matriz nuclear (López-Turiso et al., 1990).

La síntesis de cRNPs es un proceso temprano y transitorio en la
infección y es rápidamente sustituido por la síntesis de vRNPs. Proba-
blemente las cRNPs contienen promotores mucho más eficientes que las
vRNPs, ya que tan pronto se acumulan cRNPs en cantidad suficiente, la
RNA polimerasa de nueva síntesis pasa a replicarlas para acumular
grandes cantidades de vRNPs. Otra característica de la generación de
vRNPs, en contraste con lo que ocurre con las cRNPs, es que no tiene
lugar de manera simultánea para todos los genes virales. Algunos se
replican al principio, como los que codifican la NP o las proteínas NS,
mientras que otros lo hacen más tarde, como los genes de M1 y HA
(Shapiro et al., 1987).
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Transcripción secundaria

La transcripción secundaria tiene lugar usando las vRNPs progenie
de replicación como molde. Este proceso de transcripción es indistingui-
ble de la transcripción primaria, pero el nivel de síntesis es muy supe-
rior, ya que la concentración de vRNPs en la célula infectada después
de la replicación es muy elevada. Al principio, la transcripción secun-
daria está fuertemente acoplada a la replicación, mientras que después
cesa completamente y las vRNPs presentes en el núcleo son destinadas
a la morfogénesis de nuevas partículas virales. A tiempos tardíos en la
infección, los RNAs mensajeros virales representan alrededor de un 5-
10% de los mensajeros totales presentes en la célula.

Traducción

No está claro si la exportación de estos RNAs mensajero procede
por el mecanismo celular normal o bien ciertos factores virales permiten
incrementar la eficiencia de este proceso, pero los RNAs mensajeros
virales son muy eficientemente exportados del núcleo al citoplasma
celular, donde se asocian a la maquinaria de traducción para producir las
proteínas virales.

Después de que el RNA viral sea replicado, la mayor parte de las
proteínas que se sintetizan en la célula infectada son virales, mientras
que apenas se detecta síntesis de proteínas celulares. Probablemente son
varias las razones que explican este hecho: Por una parte, los mRNAs
celulares son degradados (Beloso et al., 1992; Inglis, 1982; Zürcher et
al., 2000). Ello puede ser debido a que los RNAs mensajeros virales se
asocian preferentemente a la subunidad 40S del ribosoma en el proceso
de iniciación de la traducción. Esta asociación preferencial se debe a la
interacción de la proteína NS1 con la subunidad eIF4G del factor de
iniciación eIF4F y a la proteína citoplásmica que une poliA (PABPI), así
como su interacción con los extremos 5� conservados de los RNA
mensajeros virales (Aragón et al., 2000; de la Luna et al., 1995; Enami
et al., 1994; Park and Katze, 1995). Estas interacciones permiten el
establecimiento de un proceso de iniciación de traducción viral que
competiría con la traducción de los RNA mensajeros celulares.
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Morfogénesis

Los viriones se producen por gemación en la membrana plasmática.
Por tanto, es necesario que los diferentes componentes estructurales del
virus (las RNPs, las proteínas M1, NEP y las proteínas de la envuelta)
confluyan en un mismo punto de la membrana plasmática. A continua-
ción se revisan las rutas que siguen cada uno de estos componentes para
llegar al punto de ensamblaje del virión.

Transporte nucleo-citoplasmático de las RNPs

Los resultados disponibles involucran a las proteínas M1 y NS2/
NEP en este proceso. Inicialmente se propuso que la interacción de la
proteína M1 con las vRNPs, que inhibe la actividad transcripcional de
éstas (Zvonarjev and Ghendon, 1980), anularía las señales de localiza-
ción nuclear de la NP y la polimerasa presentes y permitiría su expor-
tación al citoplasma celular. Por otra parte, se ha descrito que la proteína
NS2/NEP interacciona con la maquinaria de exportación nucleo-cito-
plásmica (nucleoporinas y factor CRM1) (Neumann et al., 2000; O�Neill
et al., 1998) y que además se asocia con la proteína M1 (Yasuda et al.,
1993), por lo que se ha propuesto que las vRNPs son exportadas como
complejos con las proteínas M1 y NS2/NEP gracias a la actividad ex-
portadora de ésta. De acuerdo con este modelo, la microinyección de
anticuerpos específicos para la proteína NS2/NEP inhibe la exportación
de las vRNPs (O�Neill et al., 1998). Asimismo, el fenotipo de mutantes
virales que carecen del gen para NS2/NEP apoyan su implicación en
este proceso (Neumann et al., 2000). Estos virus son viables si la pro-
teína NS2/NEP se suministra en trans por la célula huésped, pero en su
ausencia no son capaces de exportar sus vRNPs del núcleo.

A pesar de toda esta evidencia experimental, la presencia de señales
NES en la propia NP y la existencia de interacciones directas NP-CRM1
permiten especular con otras vías alternativas de exportación de vRNPs
en las que la interacción con M1-NS2/NEP no sería imprescindible
(Elton et al., 2001).
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Transporte intracelular de las proteínas de membrana

Durante su paso por el retículo endoplásmico y su transporte hasta
el aparato de Golgi, las HA y NA se glicosilan y autoasocian en los
correspondientes homotrímeros y homotetrámeros. Asimismo, las pro-
teínas HA y M2 adquieren en el aparato de Golgi los restos de ácido
palmítico que modifican sus regiones citoplásmicas. Por ultimo, las tres
proteínas virales de membrana son transportadas en vesículas hasta la
membrana plasmática de la célula huésped. En este proceso, el canal
iónico que constituye la proteína M2 regula el pH intracelular de dichas
vesículas, impidiendo que en su interior se reduzca el pH, lo que indu-
ciría en un momento erróneo el cambio conformacional que activa la
capacidad de fusión de membranas de la HA.

La infección natural por el virus de la gripe tiene lugar en epitelios,
que contienen células polarizadas. En este tipo de células, las proteínas
HA, NA y M2 son transportadas exclusivamente a la membrana apical,
dado que contienen señales moleculares que las dirijen a este comparti-
mento. Además, la localización de las glicoproteínas HA y NA en la
membrana apical no es al azar, sino que se concentran en regiones defini-
das, que tienen un alto contenido en colesterol y se denominan lipid rafts
(Zhang et al., 2000b). Por contra, la proteína M2 no se acumula en rafts,
lo que explicaría su exclusión parcial de la membrana de los viriones.

Gemación y liberación de los viriones.

El proceso de reconocimiento de los componentes de la partícula
viral es poco conocido. Se postula que inicialmente las extensiones in-
tracelulares de las glicoproteínas de membrana HA y NA interaccionan
con la proteína M1 para iniciar el proceso de curvatura de la membrana
(Ali et al., 2000). Las acumulaciones de estas proteínas en lipid rafts
serían precursores del proceso de gemación de las partículas virales.
Sobre estas estructuras se incorporarían los complejos RNPs-proteína
M1-proteína NS2/NEP que habrían sido exportadas del núcleo, para
entonces culminar el proceso de gemación.

En este proceso juegan también un papel importante las colas cito-
plásmicas de las HA y NA, que están bastante conservadas evolutiva-
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mente entre los distintos virus del tipo A. Recientemente se ha estudiado
su función mediante la generación de virus mutantes que carecen de la
cola citoplásmica de HA, la de NA o la de ambas glicoproteínas (Jin et
al., 1997; Zhang et al., 2000a). Mientras que la eliminación de una de
las colas citoplásmicas induce un fenotipo casi normal, la eliminación
de ambas da lugar a partículas virales gigantes y de formas aberrantes,
mientras que el suministro de HA y NA normales mediante expresión en
trans de los correspondientes genes clonados permite rescatar el feno-
tipo normal

La NA facilita la liberación de la célula infectada del virión ya
formado porque dicho enzima rompe las interacciones que tengan lugar
entre las moléculas de HA del virión naciente y los residuos de ácido
siálico de la célula que lo ha producido. De esta manera, la actividad
enzimática de la NA impide que el virus producido quede atrapado en
las secreciones mucosas del tracto respiratorio y permite su difusión por
el organismo infectado.

Empaquetamiento de los diferentes segmentos en la partícula viral.

La incorporación de las vRNPs que entran a formar parte de los
viriones podría ser al azar o de una manera ordenada. En el caso de un
empaquetamiento ordenado, éste sería consecuencia de un reconocimien-
to específico de las vRNPs virales y un mecanismo de recuento de éstas
en la partícula, mientras que un empaquetamiento al azar incluiría la
entrada de más de 8 segmentos de RNA en cada partícula. Así, si éstas
contuvieran 10-11 vRNPs como media, alrededor del 5-10% de las
partículas contendrían un conjunto completo del genoma y serían infec-
ciosas (Enami et al., 1991).

Los experimentos de genética inversa con análogos de vRNA que
contienen un gen marcador indicaron que éstos pueden incorporarse a
viriones, aunque no son estables durante la replicación en varios ciclos
(Luytjes, 1989). Estos resultados sugieren que las secuencias no codifi-
cantes de cada segmento son suficientes para el empaquetamiento y, de
hecho, fue posible obtener virus mutantes en los que el segmento que
codifica la NA contenían las regiones no codificantes de los genes de
PB1 o NS (Zheng et al., 1996). El hecho de que estos virus mutantes
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contuvieran dos segmentos con las mismas regiones no codificantes
sugería que la señal de empaquetamiento no puede estar exclusivamente
en estas regiones del RNA. Usando otra estrategia experimental, se
generó un virus mutante que contenía 9 segmentos diferentes, ya que se
habían separado los genes de NS1 y NS2 en dos RNAs distintos. Estos
virus fueron viables, aunque contenían una relación partículas físicas/
partículas infecciosas mayor que el virus normal, de acuerdo con la
posibilidad de que cada virión contenga 10-11 vRNPs (Enami et al.,
1991).

Por otro lado, la proporción de las diferentes vRNPs en la célula
infectada no es equimolar, mientras que en la población de viriones si
están presentes en proporciones equimolares, sugiriendo un mecanismo
ordenado de empaquetamiento. Además, se ha comprobado que la pre-
sencia de vRNPs defectivas interferentes procedentes de los segmentos
1 ó 2 compiten eficientemente la incorporación de las vRNPs normales
de dichos segmentos, pero no de otros (Duhaut and McCauley, 1996;
Odagiri and Tashiro, 1997). Además, se ha generado un virus que ha
perdido la información del gen de NA debido a que es replicado seria-
damente en presencia de neuraminidasa bacteriana. Este virus mantiene
el segmento que codificaba el gen de NA, a pesar de que no contiene
un gen funcional y de que no requiere dicha función (Liu and Air,
1993).

Recientemente, el dilema sobre el mecanismo de empaquetamiento
de las vRNPs en los viriones gripales se ha decantado hacia un sistema
ordenado, gracias al desarrollo de técnicas eficientes de manipulación
genética. Así, se han identificado secuencias codificantes y no codifi-
cantes de cada segmento de RNA que son importantes para su encapsi-
dación, así como un orden jerárquico para ésta (Fujii et al., 2005; Fujii
et al., 2003; Muramoto et al., 2006). De hecho, la organización interna
de las RNPs ha sido esclarecida mediante técnicas de microscopía y
tomografía electrónicas (Noda et al., 2006).

Interacciones del virus con la célula huésped

Los virus de la gripe son parásitos intracelulares obligatorios y por
lo tanto establecen interacciones con las células que infectan, tanto al-
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terando las funciones normales de éstas como utilizando factores celu-
lares en su propio beneficio.

Alteraciones de la maquinaria celular inducidas por el virus
de la gripe

Las infecciones virales dan lugar a una disminución de la biosíntesis
de macromoléculas celulares para que la producción de las proteínas y
ácidos nucleicos virales y la generación de virus progenie sea óptima.
En algunos casos esta disminución no es muy aparente pero en otros
puede ser masiva y se conoce como shut-off celular. En las infecciones
gripales se produce la alteración de la biosíntesis de ácidos nucleicos y
proteínas celulares, en muchos casos mediada por la proteína NS1, para
la que se han descrito una gran variedad de actividades, probablemente
como consecuencia de las múltiples interacciones que establece en la
célula infectada (Ortín, 1998).

Inhibición de la síntesis de RNA mensajeros celulares

La infección por virus de la gripe no bloquea la maquinaria de
transcripción celular dependiente de la RNA polimerasa II, ya que esta
actividad es imprescindible para la propia transcripción viral. Sin em-
bargo, los RNA mensajeros celulares normalmente iniciados son secues-
trados y degradados por la transcriptasa viral para obtener sus extremos
5� con cap y usarlos como iniciadores en la síntesis de los RNA men-
sajeros virales. Como consecuencia, la síntesis neta de los RNA mensa-
jeros celulares disminuye durante la infección (Katze and Krug, 1984).

Inhibición del splicing de RNA mensajeros celulares

Mientras que los RNA mensajeros celulares requieren procesamien-
to por splicing antes de ser exportados al citoplama para su traducción,
sólo dos de los RNA mensajeros virales sufre splicing y éste ha de ser
regulado. La alteración del proceso de splicing por el virus de la gripe
fue inicialmente observada al estudiar los efectos de la expresión de la
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proteína NS1, que en ausencia de infección viral daba lugar a la inhibi-
ción del splicing de intrones constitutivos y a la alteración de la elección
del sitio de splicing en el caso de intrones alternativos (Fortes et al.,
1994). Asimismo, se producía una redistribución intranuclear de los
factores de splicing (Fortes et al., 1995). Esta inhibición podría explicar
porqué el proceso de splicing de los propios RNA mensajeros virales
que codifican las proteínas NS1 y M1 no es completamente eficiente y
permite la expresión de las proteínas NS2/NEP y M2. La implicación de
NS1 en la regulación del splicing de los RNA mensajeros virales sería
compatible con el fenotipo de ciertos mutantes virales (Smith and Inglis,
1985) y con la regulación temporal de la aparición del RNA mensajero
de la proteína M2 (Valcárcel et al., 1991). Una consecuencia indirecta
de esta inhibición de splicing sería que los precursores de RNA mensa-
jeros celulares no podrían ser procesados y finalmente serían degrada-
dos en el interior del núcleo.

Inhibición de la poliadenilación y exportación de RNA mensajeros
celulares

También esta inhibición parece consecuencia de la acción de la
proteína NS1. Mediante un rastreo genético por el método del dobre
híbrido, se observó la interacción de la proteína NS1 con la subunidad
30kDa del factor CPSF (factor de especificidad del corte para la polia-
denilación) (Nemeroff et al., 1998). Esta interacción afecta a la capa-
cidad de CPSF para reconocer el sitio de poliadenilación e inhibe el
corte del precursor y la poliadenilación de éste (Nemeroff et al., 1998).
Dado que la poliadenilación del pre-RNA mensajero celular es esencial
para su exportación al citoplasma, indirectamente se produce una inhi-
bición general de la exportación de los RNA mensajeros celulares, que
no tiene porqué afectar a la exportación de los RNA mensajeros virales,
ya que su poliadenilación es independiente de CPSF.

Además de este mecanismo de bloqueo en la poliadenilación, se ha
demostrado que la proteína NS1, expresada independientemente de la
infección, es capaz de retener los RNA poliadenilados en el núcleo
(Fortes et al., 1994; Marión et al., 1997a; Qian et al., 1994).
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Inhibición de la traducción de RNA mensajeros celulares

La infección por el virus de la gripe induce una inhibición casi
completa de la síntesis de proteínas celulares (shut-off). Este hecho no
es sólo una consecuencia de las inhibiciones de splicing, poliadenilación
y transporte de los RNA mensajeros celulares, ya que en el citoplasma
existe una población abundante de RNAs celulares activamente implica-
dos en la traducción de proteínas. Durante el ciclo viral (6-8 horas), la
mayor parte de los RNA mensajeros celulares citoplásmicos serían es-
tables y podrían continuar la síntesis de proteínas. Sin embargo, los
RNA mensajeros celulares son inestables y su concentración disminuye
paralelamente al descenso de la síntesis de proteínas celulares (Beloso
et al., 1992; Inglis, 1982; Zürcher et al., 2000).

La proteína NS1 podría estar implicada en el proceso de shut-off, ya
que estimula la traducción de los RNA mensajeros virales (de la Luna
et al., 1995; Enami et al., 1994; Marión et al., 1997a). Esta estimulación
depende de la presencia de los extremos 5� no codificantes de los RNA
mensajeros virales y tiene lugar como consecuencia de un incremento en
la tasa de iniciación de la traducción (de la Luna et al., 1995). De hecho,
la proteína NS1 se puede asociar a estas secuencias 5�-terminales de los
RNA mensajeros virales in vivo (Park and Katze, 1995). Se propone por
tanto que proteína NS1 actuaría como un factor de iniciación de traduc-
ción específico para los RNA mensajeros virales y la traducción de éstos
competiría fuertemente con la de los RNAs celulares presentes en el
citoplasma de la célula infectada.

En línea con este modelo, la proteína NS1 se asocia a los polisomas
de las células a tiempos tardíos de la infección e interacciona con la
subunidad eIF4G del factor de iniciación eIF4F (Aragón et al., 2000).
Normalmante, el factor eIF4F promueve la asociación de los ribosomas
a los RNA mensajeros a través de su interacción con la estructura cap.
La interacción de NS1 con el factor eIF4G y su asociación a los extre-
mos 5�-terminales de los RNA mensajeros virales (Park and Katze,
1995), podría explicar la traducción selectiva de los RNA mensajeros
virales a tiempos tardíos en la infección (Aragón et al., 2000). En ausen-
cia de traducción de los RNA mensajeros celulares, éstos serían más
accesibles a degradación (Beloso et al., 1992).
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Abuso de funciones celulares por el virus de la gripe

Además de las inhibiciones de procesos celulares inducidas por pro-
teínas virales, en ocasiones el virus de la gripe utiliza ciertos factores
celulares para incrementar la eficiencia de la infección, sin aparente
alteración de la función celular de éstos. Algunas veces, los factores
celulares son empleados por el virus para llevar a cabo una función
similar a la que realizan normalmente en la célula, mientras que en otros
casos el virus subvierte la función normal de estos factores y los emplea
para otros cometidos.

En realidad, el virus usa toda la maquinaria biosintética para su
propio beneficio, pero en ciertas ocasiones este «abuso» es más aparen-
te. Así, la importación de las vRNPs al núcleo se lleva a cabo por
interacción directa de la NP presente en las vRNPs con la importina a.
La importina a es el elemento del transportador que reconoce la NLS o
señal de localización nuclear, pero sin embargo la interacción NP-im-
portina a se lleva a cabo por secuencias que no se corresponden con una
NLS canónica y que implican una afinidad superior a la normal en el
transportador. Es decir, el virus a seleccionado una variante del proce-
dimiento de transporte que es más eficiente que el normal, a pesar de
usar el transportador normal.

Durante la transcripción viral, la RNA polimerasa del virus utiliza
los pre-RNA mensajeros celulares transcritos por la RNA polimerasa II
celular para generar los oligonucleótidos con cap que emplea como
iniciadores de su propia transcripción. Se ha demostrado que la RNA
polimerasa viral se une al supercomplejo de la RNA polimerasa II y
factores asociados (Engelhardt et al., 2005), con lo que se acoplaría
estructural y funcionalmente a las maquinarias de síntesis y maduración
de RNAs mensajeros celulares.

Por otro lado, se ha descrito la interacción de la NP con el factor de
splicing UAP56, una proteína de la familia de las ATPasas que contie-
nen una DEAD box. La interacción entre UAP56 y la NP tiene lugar por
el extremo N-terminal de ésta y ocurre sólo cuando no está asociada a
RNA, por lo que se supone que la función que este factor celular ejerce
durante la replicación del RNA viral es el facilitar la entrada de molé-
culas de NP al RNA naciente para constituir las RNPs progenie (Momo-
se et al., 2001). Es decir, actuaría a modo de chaperona molecular y
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evitaría que las moléculas de NP se agregaran entre sí y con cualquier
RNA celular antes de su incorporación a las RNPs virales.
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