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Resumen 

RESUMEN 

El metapneumovirus humano (HMPV) es un importante agente etiológico de la infección 

respiratoria aguda en población pediátrica, aunque recientemente se ha descrito su alta 

incidencia también en la población adulta. Se ha observado un 100% de seroprevalencia del 

HMPV a partir de los 5 años, aunque las reinfecciones son comunes, probablemente debido a 

una inmunidad adquirida efímera. El HMPV se caracteriza por su alta diversidad genética, mayor 

incluso que en el virus respiratorio sincitial humano (HRSV), perteneciente a la misma familia. 

Además, este virus presenta una gran cantidad de estrategias de evasión del sistema inmune, 

abarcando diferentes vías de señalización para interrumpir la respuesta inmunitaria a diferentes 

niveles.  

En esta Tesis Doctoral se realiza una descripción de la prevalencia, estacionalidad y 

diversidad genética del HMPV detectado en muestras de pacientes pediátricos y adultos en el 

hospital universitario Vall d’Hebron a lo largo de ocho temporadas, desde octubre de 2014 hasta 

diciembre de 2021. En este trabajo se realiza una descripción de la emergencia de nuevas 

variantes virales, cuya prevalencia aumenta hasta reemplazar los grupos genéticos circulantes 

al inicio del estudio, y se describen los cambios estructurales aportados por las mutaciones de 

las nuevas variantes. También se realiza una descripción del impacto clínico que tiene el HMPV 

en el paciente, concretando en las diferencias que presentan los pacientes afectados por estas 

variantes virales. Finalmente, se realiza un estudio evolutivo del genoma completo de este virus, 

pudiendo trazar la emergencia de estas variantes virales y estudiando las diferentes presiones 

selectivas a las que está sometido el virus.   

Esta Tesis Doctoral remarca la importancia de llevar a cabo una monitorización de la 

infección por HMPV, donde la unión de los datos microbiológicos, epidemiológicos y clínicos 

permiten realizar una vigilancia virológica de la emergencia, impacto y evolución de nuevas 

variantes del HMPV. 
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Introducción 

1 INTRODUCCIÓN 

El año 2001, un virus desconocido fue aislado por un equipo de investigación holandés a 

partir de muestras respiratorias de 28 pacientes pediátricos con infección respiratoria. El virus 

aislado replicaba lentamente in vitro en cultivos de células terciarias de riñón de mono (tMK), 

causando efectos citopáticos indistinguibles de aquellos causados por el virus respiratorio 

sincitial humano (HRSV, por sus siglas en inglés, human respiratory syncytial virus), 

caracterizados por la formación de sincitios y posterior disrupción celular. Este efecto citopático 

apareció a los 10-14 días del primer inóculo, y al estudiar el sobrenadante por microscopía 

electrónica se observó la presencia de partículas pleomórficas paramyxovirus-like de 150-600 

nm con pequeñas proyecciones de 13-17 nm en la envuelta (Figura 1). Se realizaron pruebas 

moleculares para confirmar la presencia del virus de la parainfluenza (HPIV) 1-4, el virus de la 

parotiditis, el virus del sarampión, HRSV, el simian virus 5, el virus Sendai y el virus de la 

enfermedad de NewCastle, siendo todas negativas. Se inocularon dos aislados del virus en 

hurones y cobayas y se analizó el suero de los animales post-inoculación mediante ensayos de 

seroneutralización e inmunofluorescencia para HPIV 1-4, HRSV y virus de la gripe A y B. Todos 

los ensayos obtuvieron resultados negativos, descartando que el virus aún sin identificar 

perteneciera a estas especies. Se enfrentó el suero de los hurones y cobayas a los 28 aislados en 

cultivo de células tMK, obteniendo un resultado 

positivo por inmunofluorescencia y comprobando 

de esta manera que los animales habían 

seroconvertido y que eran serológicamente 

compatibles. Dado que en los cultivos celulares no 

se pudo demostrar que hubiera hemoaglutinación y 

que la replicación viral era dependiente de la 

presencia de tripsina, característica propia de los 

orthomyxovirus, se dedujo que el nuevo virus debía 

pertenecer a la familia Paramyxoviridae (1). 

Fue posible la secuenciación parcial del genoma de este virus mediante una técnica 

llamada RAP-PCR (de sus siglas en inglés, RNA arbitrarily primed PCR), que consiste en la 

amplificación aleatoria de fragmentos del genoma y su posterior secuenciación. Estas secuencias 

presentaban una gran similitud con la del metapneumovirus aviar (AMPV), especialmente con 

el serotipo C, razón por la que llamaron a este nuevo virus METAPNEUMOVIRUS HUMANO 

Figura 1. Micrografía de partículas virales de 
HMPV. Imagen procedente Schildgen et al. Clin. 
Microbiol. Rev. 2011. 
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(HMPV) (1). En estudios serológicos realizados a partir de sueros recogidos y preservados desde 

los años 50 en diferentes países, confirmaron la presencia de anticuerpos neutralizantes contra 

este virus, demostrando que el HMPV había circulado durante décadas sin haberse podido 

detectar con los medios disponibles en el momento (1,2).  

1.1 TAXONOMÍA Y CLASIFICACIÓN 

Según el International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 

https://ictv.global/taxonomy/), el HMPV pertenece al dominio Riboviria, que incluye todos los 

virus cuyo genoma está compuesto por ácidos ribonucleicos (ARN); al reino Orthornavirae, que 

incluye los virus que contienen una ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp); al fílum 

Negarnaviricota, que incluye los virus de ARN monocatenario y polaridad negativa; al subfílum 

Haploviricotina; a la clase Monjiviricetes; al orden Mononegavirales; a la familia Pneumoviridae, 

junto al HRSV; y al género Metapneumovirus, junto al AMPV . 

https://ictv.global/taxonomy/
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Hasta el año 2015, el HMPV y el HRSV pertenecían a la subfamilia Pneumovirinae dentro 

de la familia Paramyxoviridae, pero debido a la reconstrucción filogenética de las secuencias 

(Figura 2), la presencia de la proteína M2 (única para HMPV y HRSV) y las diferencias a nivel del 

complejo de la ribonucleoproteína, se establecieron como familia independiente de los 

paramyxovirus (3).  

Figura 2. Árbol neighbor-joining de la región central de la polimerasa de los virus representantes del orden 
Mononegavirales. Los virus descritos en orden descendente son los siguientes: AMPV, HMPV, pneumovirus murino 
(MPV), HRSV, virus del Ébola (EBOV), virus Marburg (MARV), virus parainfluenza 3 (PIV3), virus Sendai (SeV), virus 
Fer-de-Lance (FDLV), virus Hendra (HeV), virus Nipah (NiV), virus canino distemper (CDV), virus del sarampión (MeV), 
virus de las paperas (MuV), virus parainfluenza 5 (PIV5), virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), paramyxovirus 
aviar tipo 6 (APMV6), APMV2, APMV3, APMV4, virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV), virus de la 
septicemia hemorrágica viral (VHSV), virus del reticulado amarillo del Sonchus (SYNV), virus de la necrosis amarilla 
de la lechuga (LNYV), virus de la rabia (RABV), virus de la estomatitis vesicular (VSV) y virus de la fiebre efímera 
bovina (BEFV). Imagen adaptada de Kuhn et al. ICTV, 2015. 
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1.2 ESTRUCTURA Y ORGANIZACIÓN GENÓMICA 

La longitud del genoma de este virus varía según la variante viral, entre 13.280 y 13.378 

pares de bases (pb), y contiene 8 genes que codifican para 9 proteínas. Estas proteínas, en orden 

3’-5’, son la nucleoproteína (N), la fosfoproteína (P), la proteína de la matriz (M), la proteína de 

fusión (F), las proteínas M2-1 y M2-2 (ambas codificadas por el gen M2), la proteína SH, la 

glicoproteína (G) y la polimerasa (L). Estas proteínas son muy similares a las del HRSV (Figura 3), 

con la diferencia de que el HMPV carece de las proteínas no estructurales NS1 y NS2 del HRSV 

(4). 

 

El genoma de HMPV contiene también regiones no codificantes entre los genes, llamadas 

regiones intergénicas. Estas regiones varían en tamaño y secuencia, y van desde los 23 hasta los 

209 nucleótidos (5). A modo de curiosidad, estas regiones intergénicas no guardan ninguna 

similitud con el HRSV o con su antecesor aviar.  

Finalmente, hay dos regiones extragénicas en los extremos 3’ y 5’ del genoma de HMPV, 

llamadas secuencias líder y tráiler, respectivamente. Los primeros 12 nucleótidos de la secuencia 

líder y los últimos 12 nucleótidos de la secuencia tráiler son complementarios, y esto se debe 

probablemente a que contienen elementos básicos del promotor viral. La secuencia líder 

consiste en 41 nucleótidos, cuya región central es similar a la del AMPV; la secuencia tráiler 

consiste en los 179 nucleótidos que hay tras el codón stop de la polimerasa (5).  

Figura 3. Comparación de la organización del genoma de HMPV y HRSV. Imagen adaptada de Shildgen 
et al. Clin. Microbiol. Rev. 2011. 
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Los viriones de HMPV son partículas pleomórficas que tienen una envuelta de bicapa 

lipídica alrededor de la proteína de la matriz, en la cual se encuentran ancladas las tres 

glicoproteínas de superficie: la proteína de fusión (F), la glicoproteína de adhesión (G) y la 

proteína pequeña hidrofóbica de membrana (SH) (Figura 4).  

 

1.2.1 El complejo de la ribonucleoproteína  

Dentro de la partícula vírica, se encuentra el complejo de la ribonucleoproteína (RNP), 

que consiste en la proteína N, P, L, M2-1 y el genoma de naturaleza ARN no segmentado, de una 

sola cadena y de polaridad negativa (4). 

1.2.1.1 La nucleoproteína (N) 

La proteína N es la única responsable de envainar y proteger el genoma del HMPV de las 

RNasas. Esta proteína cubre de manera homo-oligomerizada el ARN genómico del virus, 

formando ribonucleocápsides helicoidales y flexibles, también conocido como nucleocápside 

(6). Para ello, las proteínas N se ensamblan entre ellas a través de los dominios N- y C-terminal, 

que se encuentran a ambos lados de la proteína. El ARN del virus queda unido por cargas 

positivas firmemente a una hendidura que hay entre los dominios N- y C-terminal en grupos de 

7 nucleótidos, tal como se ha descrito para el HRSV y al contrario que en lo observado en los 

virus de la familia Paramyxoviridae (7).  

La proteína N presenta dos conformaciones que se alternan con una movilidad de tipo 

bisagra. La conformación N0, que siempre está unida a la proteína P en el extremo C-terminal, 

es aquella en la que la proteína N aún no se ha unido al ARN viral, y la alanina de la posición 254 

está siendo estabilizada por la treonina de la 257 y una interacción con la treonina de la 175, 

Figura 4. Virión de HMPV. Imagen adaptada de Cheemarla et al. 
Pathogens, 2015. 
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manteniendo una conformación helicoidal. Cuando el ARN genómico se une, la treonina de la 

posición 257 contacta la cadena del genoma en vez de estabilizar la alanina 254, y la forma 

helicoidal de la bisagra se pierde, ganando flexibilidad y a su vez, permitiendo el movimiento de 

los extremos N- y la C-terminal (7).  

El extremo C-terminal juega un papel importante en la oligomerización de las proteínas 

N. Una vez unida la proteína N al ARN viral, y por lo tanto en su segunda conformación, se 

extiende el extremo C-terminal hacia el siguiente protómero de proteína N, aún unida a la P. El 

extremo C-terminal de la primera proteína N desplaza a la proteína P de la segunda proteína N, 

secuestrando su extremo y uniéndola al oligómero de N. Este proceso se lleva a cabo a medida 

que va replicando el ARN, de manera concomitante (7). 

1.2.1.2 La fosfoproteína (P) 

La proteína P es el cofactor esencial de la polimerasa. Esta proteína, que contiene largas 

regiones de desorden intrínseco, tiene varias funciones e interactúa con diversos componentes 

del complejo de replicación viral. Se diferencian tres regiones: la N-terminal, asociada a la unión 

del ARN viral y la N0, la C-terminal, asociada al complejo ARN-N ya unido, y el módulo de 

tetramerización central. El tetrámero P tiene grandes dimensiones y una gran flexibilidad, 

factores que le permiten realizar sus funciones relacionadas con la replicación y transcripción 

viral, que requieren de la unión simultánea de la N0, de la proteína M2-1, de la polimerasa L y 

de la nucleocápside (8,9).  

La región N-terminal de la proteína P parece ser un MoRE (α-helical molecular recognition 

element), y es muy similar a los descritos para otros virus de las familias Paramyxoviridae o 

Rhabdoviridae (10). Esta región actúa como una chaperona de la proteína N0, manteniéndola en 

Figura 5. Modelo de conformación que adquiriría la proteína P en forma de tetrámero 
anclada a la proteína L. Imagen original de Pan et al. Nature, 2020. 
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un estado libre de unión a ARN previo al ensamblaje de la nucleocápside (9). Este paso es 

importante para el virus, ya que impide que la proteína N0 se una a los ácidos nucleicos de la 

célula huésped, manteniendo un pool de N0 como reserva. La región comprendida entre los 

aminoácidos 135-158 corresponde al sitio de unión con el factor de procesividad M2-1. Las 

proteínas P y M2-1 forman un complejo extendido no globular impreciso, en el que, aun 

formando una sola estructura, ambas proteínas mantienen su flexibilidad. En el extremo C-

terminal, se encuentra el sitio de unión a la proteína N secundario, cuya función se sugiere que 

es acercar las proteínas N y L para facilitar la síntesis de ARN (8). La región central de la proteína 

P es menos desordenada, y forma un tetrámero de proteínas P muy estable (10). Esta región 

tetramérica permanece anclada a la proteína L tal y como se observa en la Figura 5. Desde esta 

posición, es capaz de adoptar estructuras asimétricas que permitirían que cada uno de los 

extremos de las 4 proteínas P tuvieran una conformación diferente (8,9). 

1.2.1.3 Las proteínas M2 

El gen M2 tiene dos pautas de lectura abiertas presentes únicamente en la familia 

Pneumoviridae, que codifican para las proteínas M2-1, de 187 aminoácidos, y M2-2, de 71 

aminoácidos. Ambas han demostrado ser imprescindibles en experimentos in vivo, donde se ha 

observado una gran atenuación de la replicación viral (11), especialmente con la proteína M2-2 

(12).   

La proteína M2-1 actúa como un antiterminador de transcripción y factor de procesividad, 

previniendo la terminación transcripcional prematura de ARNm largos y mejorando la síntesis 

de ARNm largos policistrónicos. También participa en el tránsito del ARNm post-transcripcional 

y la acumulación de ARNm virales en orgánulos sin membrana, previa liberación de éstos al 

citosol para su traducción. También se ha asociado al ensamblaje de la partícula viral, mediando 

interacciones entre la N y la M. En HRSV se ha visto que también tiene un rol en la morfogénesis 

del virión, pues forma una capa entre M y N. Para poder llevar a cabo este amplio abanico de 

funciones, es necesario que haya cambios conformacionales, que pueden darse por 

modificaciones post-traduccionales, interacciones o cambios ambientales, como estrés 

oxidativo o cambios de pH (13,14).  

Esta proteína forma tetrámeros con tres regiones diferenciadas: el extremo N-terminal, 

que tienen un dominio de unión al ion Zn2+ (residuos 1-30), la hélice de tetramerización (residuos 

31-52) y el dominio central (residuos 66-170). Los residuos 53-65 corresponden a una secuencia 

linker que conecta el dominio central y la hélice de tetramerización (13,14). La unión de Zn2+ al 
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motivo CCCH del extremo N-terminal es reversible, lo que permite el cambio conformacional 

necesario para llevar a cabo funciones diferentes. Además, el M2-1 puede formar oligómeros 

mayores, relacionado con la morfogénesis del virión (13). 

El ARN se une al dominio central, cuyas dimensiones le permiten la unión de secuencias 

de 12-13 nucleótidos, especialmente GE y colas poliA, y se estabiliza mediante interacciones 

entre fosfatos y residuos cargados positivamente, y esta unión provoca que el tetrámero adopte 

una conformación cerrada (14). En esta conformación, previene la terminación transcripcional 

prematura y aumenta la síntesis de ARNm policistrónicos (Figura 6). 

La proteína M2-2 juega un papel importante en la replicación y transcripción viral y en la 

evasión del sistema inmune. Aunque se desconoce el mecanismo por el cual está implicada en 

el ciclo viral, experimentos in vitro demostraron que la titulación viral de cepas ∆M2-2 era muy 

inferior a aquella de cepas sin deleciones. También se encontraron diferencias a nivel de 

expresión proteica, indicando un rol de esta proteína en la transcripción viral (15). Cultivos 

infectados con la cepa ∆M2-2 probaron producir más citocinas y quimiocinas, demostrando que 

la proteína M2-2 juega un papel en la regulación de la señalización antiviral celular (16,17) Se ha 

descrito que los aminoácidos 1-25 de esta proteína son los implicados en la replicación viral, 

mientras que los 26-69 son los que evaden el sistema inmune (18).  

1.2.1.4 La polimerasa (L) 

La proteína L es una enzima multifuncional transcrita en un solo polipéptido de 2005 

aminoácidos (19). La proteína L, con ayuda del cofactor P y de la proteína M2-2, realiza la 

Figura 6. Modelo de reconocimiento del ARNm viral por M2-1 junto 
al complejo de transcripción viral de HMPV. Imagen adaptada de 
Leyrat et al. eLife 2014. 
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replicación y la transcripción del genoma, funciones que incluyen la polimerización del RNA, 

adición de la caperuza 5’, la metilación de esta caperuza, poliadenilación del extremo 3’ y 

replicación del genoma viral (9,19).  

Esta proteína se divide en 5 dominios según su función (Figura 7), llamados dominio RdRp 

(ARN polimerasa dependiente de ARN, aminoácidos 1-903), dominio de caperuza (aminoácidos 

904-1381), dominio conector (aminoácidos 1382-1599), dominio de la metil-transferasa 

(aminoácidos 1600-1884) y dominio C-terminal (aminoácidos 1885-2005). Además, esta 

proteína está muy conservada en todos los Mononegavirales, en especial 6 regiones llamadas 

CR (conserved region)-I a CR-VI, que se encuentran repartidas entre los dominios RdRp, el 

dominio caperuza y el dominio metil-transferasa (19), y se ha observado que algunas mutaciones 

pueden inhibir las funciones de la polimerasa (20). 

Las actividades enzimáticas de la proteína L están coordinadas, de manera que el 

tránscrito de ARNm naciente es sintetizado y modificado durante varias etapas diferenciadas. 

Una vez el tránscrito de ARNm alcanza una longitud determinada, se forma la estructura llamada 

caperuza en el extremo 5’. Esta caperuza consiste en la adición de una guanosina al primer 

nucleótido del ARN naciente mediante un puente trifosfato 5’-5’. Acto seguido se produce la 

metilación del segundo oxígeno del primer nucleótido del ARNm y del séptimo nitrógeno de la 

guanina de la caperuza. De esta manera, el ARNm es protegido de la actividad exonucleasa 

celular. La proteína L continúa la elongación de este ARNm hasta que encuentra la secuencia 

terminal de, momento en que sintetiza una cola poli(A) en el extremo 3’ y libera el ARNm (9,19).  

 

Figura 7. Representación de los dominios de la proteína L. Las regiones conservadas (CR) están representadas en 
rectángulos grises, el dominio de la polimerización de ARN dependiente de ARN (RdRp) es el dominio azul, el dominio 
de cobertura (Cap) es el verde, el dominio conector (CD) es el amarillo, el dominio metil-transferasa es el rosa y el 
dominio C-terminal (CTD) es el azul claro. Imagen original de Liang, Journal of Virology, 2020. 
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1.2.2 La proteína de la matriz (M) 

La proteína M es la coordinadora del ensamblaje de los viriones. Se asocia a la membrana 

de la célula desde el interior mediante la interacción con las colas citoplasmáticas de las 

glicoproteínas virales, y forma la partícula viral final tras interaccionar con el complejo de la 

ribonucleoproteína (21,22). La proteína M forma dímeros que se estabilizan mediante la 

interacción de iones Ca2+, que parecen ser indispensables. Cada subunidad del dímero está 

compuesta de un extremo N-terminal (aminoácidos 1-123), un extremo C-terminal (aminoácidos 

137-254) y una región linker (aminoácidos 123-137). La región N-terminal presenta un sitio de 

unión al calcio con forma de bolsillo, y los aminoácidos implicados son Glu24, Asp26, Leu28 y 

Lys101. Los dímeros se ensamblan en lípidos, formando estructuras complejas mediante 

interacciones con otros dímeros de M (22).  

1.2.3 Las glicoproteínas de la envuelta 

1.2.3.1 La proteína pequeña hidrofóbica (SH) 

La proteína SH es una glicoproteína transmembrana integral de tipo II de 179 

aminoácidos. Esta proteína puede tener hasta tres formas de glicosilación diferentes: sin 

glicosilaciones, con N-glicosilaciones y altamente glicosilada. Aún no se conoce bien la función 

de esta proteína, de hecho, hay estudios que la consideran una proteína accesoria porque el 

virus sigue siendo viable sin el gen que la codifica in vitro (12,23), aunque in vivo se ha observado 

que los niveles de infección son menores. Hay estudios que apuntan a que tiene varias 

funciones, tanto a nivel estructural como no estructural (24).  

Una función de esta proteína es actuar como una viroporina. Las viroporinas son proteínas 

generalmente pequeñas e hidrofóbicas con uno o más dominios transmembrana que 

oligomerizan para poder formar canales y, por tanto, permeabilizar la membrana para permitir 

el paso de iones o pequeñas moléculas. La proteína SH forma octámeros cuyos protómeros 

están simétricamente distribuidos, formando un canal en el centro. Se ha demostrado que la 

presencia de esta proteína in vitro aumenta la permeabilización de la membrana de la célula 

huésped y de sus orgánulos celulares, evidenciando que se trata de una viroporina, aunque el 

rol que juega esta viroporina en el ciclo viral aún es desconocido. Por otra parte, parece que esta 

permeabilización necesita una modulación, ya que el número de proteínas SH incorporadas al 

virión es muy bajo en comparación a las otras glicoproteínas de HMPV (24).  



 

17 
 

Introducción 

Otra función principal de esta proteína es la regulación y evasión de la respuesta inmune 

innata y adaptativa del hospedador, función que realiza desde varias perspectivas. Por una 

parte, esta proteína afecta a la producción de IFN de al menos dos maneras. La proteína SH 

inhibe la señalización TLR7/MyD88/TRAF6 en células dendríticas plasmacitoides mediante su 

unión a TRAF6, inhibiendo la secreción de IFN (25). También disminuye la señalización de la vía 

de IFN impidiendo la fosforilación del receptor STAT1, disminuyendo la expresión de IFN-α y IFN-

γ (26). Finalmente, también regula la respuesta inmune del hospedador en las células epiteliales 

mediante la modulación de NF-κB. La proteína SH inhibe la fosforilación de p65, factor necesario 

para la expresión de citocinas y quimiocinas, modulando así la actividad transcripcional de NF-

κB (27). Además, la proteína SH, junto a la proteína G, inhibe la macropinocitosis de las células 

dendríticas, reduciendo así la ingesta de antígenos del virus por parte de las células y 

consecuentemente, su presentación. Al evitar o disminuir la presentación de antígeno por parte 

de las células dendríticas, se limita la proliferación de células T CD4 y por tanto, se restringe la 

respuesta polarizada Th1 (28). 

Recientemente, un estudio describió otra función para esta proteína. Este estudio 

evidenciaba que la proteína SH era una activadora del inflamasoma NLRP3, provocando la 

maduración de IL-1β. Esta citocina tiene un papel importante en procesos inflamatorios, y se ha 

comprobado que éstos son importantes para la patogenia de este virus (29).   

1.2.3.2 La proteína de adhesión (G) 

La proteína G es una glicoproteína transmembrana de tipo II, y tiene 219-236 aminoácidos 

(5,30). Aún se desconoce la función principal de esta proteína, ya que, aunque en un inicio se 

postuló que era la que permitía la adhesión a un receptor celular para iniciar la fusión y 

consecuentemente, la infección, se demostró en diversos estudios que la ausencia de la misma 

no afectaba a la replicación in vitro (23), aunque sí atenuaba la infección in vivo (12). Dado que 

esta proteína siempre se encuentra en el virus de manera natural (23), la proteína G podría estar 

confiriendo una ventaja para la adhesión en algunos tejidos fortaleciendo la unión del virus a la 

membrana o concentrando viriones (4,31); o bien podría tener algún papel en la evasión del 

sistema inmune (32,33).  

Otra función que se ha comprobado que lleva a cabo esta proteína es la inhibición de IFN-

α y el reclutamiento de neutrófilos en los espacios alveolares, relacionado con el incremento de 

los niveles de TNF, IL-17 y otras citocinas proinflamatorias y quimioatrayentes de neutrófilos. 

Esta infiltración de neutrófilos en el sistema respiratorio también se ha visto en otros virus como 
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HRSV o el virus de la gripe A (34). También se ha observado que esta proteína, junto con la 

proteína SH, reduce la internalización del virus por células dendríticas, reduciendo así la 

activación y proliferación de células T CD4+ (28).  

La proteína G es la más variable de todo el genoma. De hecho, uno de los primeros 

estudios de HMPV comprobó que la proteína G variaba hasta un 33% entre los diferentes grupos 

de HMPV (30), porcentaje muy similar a la divergencia que hay entre proteínas F de HMPV y 

HRSV (35). La región N-terminal de la proteína contiene la región citoplasmática (aminoácidos 

1-30) y el dominio transmembrana (aminoácidos 31-51). Las tres cuartas partes de la proteína 

desde la C-terminal correspondería a la región extracelular (12,36). Esta proteína tiene un gran 

contenido de serinas y treoninas, que son aceptores potenciales de O-glicosilaciones, entre 3-6 

lugares de N-glicosilación y una gran cantidad de residuos de prolina, ambas características 

indicadoras de que se trata de una proteína similar a una mucina altamente glicosilada 

(4,5,36,37). El tamaño de la proteína G en Western Blot resultó ser hasta 4 veces mayor de la 

esperada por su composición aminoacídica, por lo que se sugiere que es una proteína altamente 

glicosilada. En el mismo estudio se observó que la proteína G era muy sensible a la tripsina 

presente en el medio en varios puntos de su estructura, por lo que se propuso que esta proteína 

probablemente presentaba una estructura no globular, extendida y expuesta (12). Estudios in 

silico del ectodominio demostraron que se trataba de un proteína elongada y desordenada, con 

una gran cantidad de conformaciones diferentes que le permitían sobresalir entre 10 y 25 nm 

por encima de la superficie celular. Dado que la proteína G siempre co-localiza con la proteína 

F, probablemente formando un complejo proteico (38), se propuso un modelo de evasión del 

sistema inmune donde la proteína G actuaba como un escudo para la proteína F (Figura 8), 

impidiendo el acceso de los anticuerpos monoclonales a ella. Esta hipótesis se ve respaldada por 

la hipervariabilidad de esta proteína, especialmente en la región C-terminal; el desorden 

intrínseco que tiene y el alto número de glicosilaciones (37). 
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Se han detectado diversos puntos en la proteína donde actúa una selección positiva. Este 

es un fenómeno extraño, dado que la selección positiva suele darse por fuerzas del sistema 

inmune, y esta proteína no parece ser diana de anticuerpos neutralizantes (4,12,39,40). Este 

hecho sugiere que la proteína no tiene un papel como epítopo antigénico pero sí como evasora 

de la respuesta inmune (41). 

1.2.3.3 La proteína de fusión (F) 

La proteína F es una glicoproteína de fusión de clase I homotrimérica de 539 aminoácidos, 

y la encargada de fusionar la membrana viral con la membrana de la célula huésped para liberar 

el genoma y el complejo de replicación en el interior del citoplasma, pudiendo iniciar así la 

replicación viral (42,43). Esta proteína también puede realizar la fusión de la célula infectada y 

una célula adyacente, formando sincitios (células gigantes multinucleadas). A diferencia de los 

paramyxovirus, que requieren de la proteína de adhesión junto a la F para poder fusionar las 

membranas (31), los pneumovirus pueden realizar la fusión con tan solo la proteína F. De hecho, 

se ha demostrado en varios estudios que la proteína F, en ausencia de la proteína de adhesión, 

puede realizar el reconocimiento del receptor celular y la fusión (23), pudiendo el HMPV replicar 

eficientemente, aunque estas cepas in vivo se vean atenuadas (12).  

Dado que el virus sin proteína de adhesión puede replicar de manera eficiente in vitro 

(32), se sugiere que la proteína F de HMPV se activa para realizar la fusión mediante factores 

ambientales y del huésped aún desconocidos (44). Para ello, la proteína F debe poder reconocer 

receptores celulares para realizar la adhesión y posteriormente, la fusión de membranas. El 

modelo que se ha propuesto entre varios estudios consiste en un primer reconocimiento del 

glucosaminoglicano (GAG) heparán sulfato como receptor celular (32,35), tras la unión al cual el 

Figura 8. Esquema comparativo de los tamaños de las dos proteínas de membrana F y G. Aparece representado el 
anticuerpo monoclonal DS7, mostrando la posibilidad de enmascarar este epítopo. Imagen adaptada de Leyrat, JVI 
2014 
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virus reconocería otros coreceptores como las integrinas αVβ1, α5β1 u otras αV-integrinas. Estas 

integrinas se unirían a los aminoácidos arginina-glicina-aspartato (RGD) de las posiciones 329-

331 de la proteína F, región conservada en todas las cepas de HMPV caracterizadas hasta la 

fecha (31). La integrina αvβ1 es un factor mayor promoviendo la infección de HMPV. El motivo 

RGD parece estar al descubierto solo en la conformación post-fusión de la proteína, por lo que 

podría interaccionar con la integrina a partir de este estado intermedio de fusión, disparando 

una cascada de señalización que aumentara la permisividad de la célula a la infección (32). 

Aunque este es un fenómeno extraño para proteínas de fusión de clase I, sí se ha visto para 

proteínas de fusión de tipo III, como la de VSV-G (45).  

Esta proteína se sintetiza como un precursor inactivo llamado F0, que es escindido 

proteolíticamente por proteasas aún desconocidas similares a la tripsina en el espacio 

extracelular, dando lugar al heterodímero formado por las subunidades F1 y F2, que se 

mantienen unidas covalentemente por dos puentes disulfuro entre residuos de cisteína 

(42,43,46). Cada una de las dos subunidades comprende varios dominios funcionales, como se 

observa en la Figura 9. 

La subunidad F1 contiene el péptido hidrofóbico de fusión (FP), que se inserta en la 

membrana de la célula huésped para iniciar la fusión de ambas membranas; dos regiones de 

repeticiones heptádicas denominadas HRA y HRB, que están implicadas en el correcto 

plegamiento de la proteína en el cambio de conformación pre-fusión a post-fusión; la región 

transmembrana (TM) y la cola citoplasmática (C-tail). La subunidad F2 comprende el péptido 

señal (SP) en el extremo N-terminal (31,43).   

La proteína F madura es un trímero de los heterodímeros F1+F2 unidos a su vez por 

puentes disulfuro, que es incorporada a las membranas celulares y posteriormente a los viriones 

en una conformación metaestable llamada pre-fusión. Durante la fusión de membranas del 

Figura 9. Esquema representativo de la estructura de la proteína F. En la región F2 se encuentra el péptido señal 
(SP) y en la región F1 se encuentran el péptido de fusión (FP), las regiones de repeticiones heptádicas HRA y HRB, el 
dominio transmembrana (TM) y el dominio citoplasmático (C tail). Los aminoácidos RGD donde se une el receptor 
celular está representado por un pentágono rosa. Imagen original de Feuillet et al. Journal of Clinical Virology, 2012. 
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virión y de la célula hospedadora, esta glicoproteína cambia a la conformación post-fusión (45). 

Durante el cambio de conformación de pre- a post-fusión, las regiones HRA y HRB forman cada 

una tres hélices superenrolladas, y en el extremo N-terminal de la HRA se encuentra el péptido 

fusión, que se inserta en la membrana de la célula diana, quedándose en una conformación 

inestable denominada “pre-hairpin” (Figura 10). Posteriormente, las regiones HRA y HRB se 

reorganizan, acercándose las seis hélices y formando un poro entre la membrana de la célula y 

la del virión. Esta conformación post-fusión de las seis hélices unidas formando el canal es muy 

estable e irreversible (31,46,47). 

El péptido de fusión se encuentra en el interior del trímero, y la región N-terminal parece 

estar en un bolsillo protomérico bloqueado por 456F en HRB. Esta conformación pre-fusión 

sugiere que es necesario desestabilizar la proteína antes de la liberación del péptido fusión y del 

desdoblamiento a la conformación post-fusión, mucho más estable. En HRSV, la posición interna 

de este péptido fusión resulta en una región con un gran potencial para bloquear la infección 

mediante pequeñas moléculas inhibidoras de fusión, cuya función es aumentar la estabilidad de 

la forma pre-fusión encadenando el péptido fusión y la región HRB. La gran similitud estructural 

con la proteína pre-fusión de HRSV sugiere que esta estrategia también pueda utilizarse en 

HMPV (45).  

Otra característica de la forma pre-fusión es la presencia de una región que actúa a modo 

de sensor de pH, que debe disociarse para la formación de la estructura post-fusión. La 

protonación de la H435 sería la responsable de la desestabilización local de la proteína para 

poder realizar el cambio conformacional, pero también podría llevar a la desestabilización global 

(45). Aunque todas las cepas llevan los residuos correspondientes al sensor de pH (Lys20, 

Glu433, His435), solo algunas cepas son sensibles al pH (Gly294, Lys296, Trp396 y Asn404) 

(45,48–50). De hecho, en la posición 294 se ha visto que hay selección positiva restringida a los 

aminoácidos G, K y E. La presencia de G y K condiciona al virus a requerir un pH bajo para poder 

realizar la fusión, mientras que la E permitiría al virus realizarla a pH neutro (51). Por otra parte, 

Figura 10. Modelo de fusión de membranas mediado por la proteína F de HMPV. Imagen original de Chang and 
Dutch, Viruses, 2012. 
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un cambio por una histidina en la posición 434 provoca un fenotipo hiperfusogénico, por lo que 

se sugiere que este cambio contribuye a la fusión mediada por pH bajo a través de un mecanismo 

similar a la H 435, que se ha propuesto que tras protonarse, desestabiliza la forma pre-fusión 

para iniciar el doblamiento a la forma post-fusión. De hecho, es necesaria la desestabilización 

de la HRB para comenzar el desdoblamiento hacia la conformación post-fusión. Se requieren 

más factores de la célula huésped para la fusión de algunas cepas de HMPV para escapar del 

endosoma e iniciar la infección, y parece que este factor no se encuentra presente en la 

superficie de la célula (51). K438 también podría tener un rol en el aumento de la actividad de 

fusión, debido a la proximidad de este residuo a los aminoácidos de las posiciones 434 y 435. 

H434 no suele estar presente, por lo que parecería que la hiperfusogenicidad no beneficiaría el 

virus, aunque se ha visto que esta mutación le confiere la evasión del anticuerpo monoclonal 

neutralizante 54G10, por lo que parece que esta mutación introduce cambios estructurales 

ventajosos (51) 

Otros estudios señalan que el HMPV, como el HRSV y otros virus con envuelta, tendría 

diversas maneras de entrar e infectar las células, y estas diferentes vías de entrada podrían 

utilizarse de forma simultánea. De esta forma, al inhibirse una de las vías, se incrementaría la 

entrada por una vía alternativa, y así el virus podría completar el ciclo de infección (52,53). Se 

ha observado que la adhesión de la proteína F a integrinas a través de su dominio RGD provoca 

una endocitosis mediada por clatrina. Aún se desconoce por qué HMPV necesita esta 

internalización para llevar a cabo la infección, ya que suele darse en virus que requieren un pH 

bajo para hacer la fusión y este fenómeno se ha visto en un número muy bajo de cepas de HMPV. 

Es posible que HMPV necesite algún constituyente iónico o proteasa presente en los endosomas 

para poder empezar el cambio conformacional de la proteína F, pero aún está por demostrar 

(52). Aunque tanto la vía de entrada por endocitosis mediada por clatrina como la vía de entrada 

mediante la fusión directa en la membrana celular han sido demostradas, se desconoce cuál 

sería la principal, ya que parece que cambia según el tipo de célula infectada (52,53).  

La proteína F de HMPV es la única proteína de superficie diana de anticuerpos 

neutralizantes; aunque las proteínas G y SH son también inmunogénicas, no se han detectado 

anticuerpos neutralizantes contra ellas. La proteína G induce una respuesta humoral muy débil, 

mientras que la de la proteína SH es indetectable. Esto difiere de la respuesta inducida por virus 

relacionados con HMPV, como por ejemplo HRSV, cuya respuesta humoral contra la proteína G 

produce un nivel significativo de anticuerpos neutralizantes y resulta protectora ante una 

segunda infección por HRSV, atenuando la sintomatología; o como HPIV3, cuya respuesta contra 
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la hemaglutinina, proteína análoga a G, es más protectora que la inducida por la proteína F del 

virus. Esta diferencia en inducir la creación de anticuerpos podría ser debido a los diferentes 

patrones de glicosilación que tienen estas proteínas, dado que las proteínas SH y G son 

altamente glicosiladas en comparación a F (40). Aun así, la proteína F está glicosilada en las 

asparaginas de las posiciones 57, 172 y 353, y las dos últimas han demostrado ser 

imprescindibles para el correcto plegamiento y consecuente función de la proteína (31). Estas 

glicosilaciones se encuentran en el ápex de la conformación pre-fusión de HMPV, y parece 

ocultar los epítopos al sistema inmune (45). 

Aquellas regiones antigénicas asociadas a una mayor capacidad de neutralización frente 

a HMPV son las reconocidas por los anticuerpos tanto en conformación pre- como post-fusión. 

Además, la administración de una vacuna basada en proteína F estabilizada en conformación 

pre-fusión demostró la producción del mismo título de anticuerpos neutralizantes que la 

estabilizada en la conformación de post-fusión. En HRSV se da una mejor respuesta ante la 

conformación pre-fusión, y este cambio puede deberse a las glicosilaciones que tiene la proteína 

F de HMPV, que parece que forman un escudo de glicanos donde estaría el equivalente al lugar 

antigénico  (54,55).  Aunque a nivel aminoacídico tan solo hay un 38% de similitud entre los 

ectodominios de las proteínas F de HRSV y HMPV, tanto la estructura pre-fusión como la 

estructura post-fusión son muy similares, por lo que parte del conocimiento sobre sitios 

antigénicos que se tiene del HRSV puede extrapolarse a HMPV (Figura 11) (46).  

En la literatura se utilizan dos nomenclaturas diferentes para referirse a los sitios 

antigénicos de HMPV. Una primera corriente continua lo publicado por Ulbrandt donde se 

describen los sitios 1-6 (56–58), mientras que otras aproximaciones, dado que se comparan los 

sitios antigénicos de HRSV con los de HMPV, denominan a los sitios antigénicos análogos con el 

Figura 11. Representación esquemática de la estructura primaria de las proteínas F de HMPV y HRSV y la 
localización de sus epítopos. Los números hacen referencia a las posiciones aminoacídicas donde se han encontrado 
mutaciones que escapan al reconocimiento de anticuerpos. Imagen adaptada de la tesis doctoral del Dr. Eduardo 
Olmedillas, Universidad Autónoma de Madrid, 2017. 
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mismo nombre. Para esta tesis, se ha decidido seguir esta segunda nomenclatura para mayor 

facilidad en la comparación. Los sitios antigénicos III, IV y el V son análogos a los lugares 

antigénicos III, IV y V de HRSV, y hay anticuerpos con diana en estos epítopos capaces de 

neutralizar ambos virus (54,55). Los aminoácidos críticos para la unión de los anticuerpos son 

los siguientes: I266, K271, G307, V308 e I309 para el lugar antigénico III, G430, I431 e I432 para 

el lugar antigénico IV y E163, A170, K176, K201 y D263 para el lugar antigénico V (55). El lugar 

antigénico IV de HMPV está preservado en ambas conformaciones de la proteína F y comprende 

los aminoácidos 391-409, cuyos aminoácidos 398-401 (GIIK) son idénticos a los 430-433 de 

HRSV, que se sugiere sea la razón por la que este lugar antigénico tiene reacción cruzada entre 

ambos virus (59). Se ha descrito otro epítopo localizado en la cabeza de la proteína y 

denominado DS7, que también se encuentra conservado en el HRSV, y comprende los 

aminoácidos 19-26, 31, 33, 34, 282-284, 312, 317, 345, 348, 349, 351-353, 356, 378, 411, 413 y 

414 (60). Recientemente se ha descrito un nuevo epítopo en la región F2, en la cadena alfa hélice 

de los aminoácidos 66-87. Esta región se encuentra conservada en ambas conformaciones de la 

proteína, aunque se observó una mayor unión a anticuerpos neutralizantes en la conformación 

pre-fusión. Curiosamente, este epítopo se encuentra en el interior del trímero en esta 

conformación, sugiriendo que quizá los anticuerpos con diana en este epítopo evitarían la 

transición de la proteína F de pre- a post-fusión, hecho que parece ser el mecanismo de acción 

de la mayoría de anticuerpos descritos para los pneumovirus (61). Por otra parte, es importante 

remarcar que el epítopo contra el anticuerpo monoclonal Palivizumab, fármaco comúnmente 

utilizado para HRSV, también está presente en HMPV en los aminoácidos 224-247, aunque se ha 

comprobado que este anticuerpo no tiene efectividad contra las hospitalizaciones asociadas a 

HMPV (62,63).  

Debido al grado de conservación de esta proteína y la potente producción de anticuerpos 

monoclonales neutralizantes que estimula, ésta se ha convertido en la diana más popular para 

el desarrollo de vacunas (12,54). 
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1.3 CICLO REPLICATIVO VIRAL 

El ciclo de replicación de HMPV empieza con la unión del virus a la célula del huésped 

(Figura 12) (4), que como se ha explicado anteriormente, puede darse tan solo con la proteína F 

(32). Tras esta unión, se produce la activación de la proteína F dando lugar a la fusión de las 

membranas del virus y de la célula infectada. La proteína M, que se encontraba en la parte 

interna de la envuelta del virus, se desestructura permitiendo la liberación del complejo de la 

nucleocápside al citoplasma celular. Una vez en el interior de la célula, el ARN viral de polaridad 

negativa sirve como molde para la síntesis de ARN mensajero (ARNm) y ARN copia (cARN) 

antigenómico de polaridad positiva (4). Esta molécula de antigenoma se utiliza para sintetizar 

ARN genómico para la incorporación de esta molécula en la progenie viral o bien para tener más 

moldes donde hacer la transcripción y así tener más expresión proteica viral (4).  

El genoma de HMPV se transcribe empezando por el extremo 3’ mediante un proceso 

lineal secuencial, también conocido como stop-restart. Eso significa cada gen está flanqueado 

por unas secuencias llamadas gene-start (GS) y gene-end (GE), que median el inicio de la 

Figura 12. Representación esquemática del ciclo replicativo viral de HMPV. Imagen 
procedente Schildgen et al. Clin. Microbiol. Rev. 2011. 
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transcripción y la terminación o poliadenilación (64). El GS del HMPV consiste en un motivo de 

16 nucleótidos cuyo consenso es GGGACAAnTnnnAATG, cuyos 10 primeros nucleótidos guardan 

una gran similitud con aquellos del GS del HRSV (64) y del AMPV (5). El GE del HMPV es un motivo 

de entre 12 y 15 nucleótidos cuyo consenso es AGTTAnnnAAAAA, idéntico al de HRSV (64). La 

diferencia de longitud del GE es debido al residuo de adeninas, que puede tener entre 4 y 7 

nucleótidos (64). 

Las proteínas de superficie F, G y SH son las únicas que pasan por el aparato de Golgi para 

las modificaciones postraduccionales, y tras este paso se dirigen a la membrana plasmática de 

la célula. La proteína M no requiere del aparato de Golgi, tras la traducción va directamente a la 

parte interior de la membrana plasmática, donde se asocia a las colas citoplasmáticas de las 

proteínas de superficie. Una vez el complejo de la RNP está ensamblado, se dirige hacia las 

proteínas M bajo la membrana celular, donde interaccionan y forman nuevas partículas virales 

mediante exocitosis o gemación (4,21,22). 

1.4 MANIFESTACIONES CLÍNICAS 

El HMPV es uno de los agentes más comunes en las infecciones de tracto respiratorio 

superior e inferior en pediatría, pacientes inmunodeprimidos y en pacientes mayores de 65 años 

(65). La población pediátrica, la inmunocomprometida y la de mayores de 65 años son las más 

vulnerables a la infección por este virus.  

Aunque este virus raramente se detecta en pacientes asintomáticos en los pocos estudios 

en los que esta cohorte es incluida, la infección viral por HMPV suele presentar sintomatología 

clínica, aunque leve. Como la mayoría de los virus respiratorios, la infección por HMPV suele 

limitarse al tracto respiratorio superior, manifestando síntomas inespecíficos como rinorrea, 

coriza, tos, dolor de garganta, fiebre y crup. Otros síntomas menos comunes son conjuntivitis, 

otitis media aguda, vómitos, diarreas, erupciones maculopapulares, incremento de los niveles 

de transaminasas y convulsiones febriles (4,65). La duración de los síntomas suele ser de 1 

semana, y el virus suele ser aclarado entre 1 y 2 semanas (4).  

El HMPV también puede infectar el tracto respiratorio inferior, en cuyo caso las 

manifestaciones más comunes serían bronquiolitis, neumonía y exacerbación del asma (4,65) 

generalmente como mala evolución de la infección del tracto respiratorio superior y habiendo 

presentado previamente sintomatología más leve (66). Las radiografías de tórax de los pacientes 

que sufren una infección del tracto respiratorio inferior suelen presentar infiltrados perihilares 
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difusos, manguitos peribronquiales e infiltrados lobares, imágenes similares a las producidas por 

otros virus respiratorios (66).  

Diversos estudios tanto en población hospitalizada como ambulatoria han asociado este 

virus con 6-40% de enfermedad respiratoria aguda en pacientes en edad pediátrica (2). Los 

pacientes hospitalizados por infección de HMPV suelen tener entre 6 meses y 1 año de edad, un 

poco mayores que los infectados con HRSV, que tienen 2-3 meses de edad, hecho que sugiere 

una mayor protección en la infancia temprana relacionada con la transferencia de anticuerpos 

de la madre (2,65). Este virus es una de las principales causas de bronquiolitis en niños menores 

de 5 años (65), en algunos estudios se ha observado que es el segundo agente por detrás de 

HRSV, siendo el agente causal de aproximadamente el 10% de hospitalizaciones pediátricas 

(43,66). 

Aunque se estima que todas las personas han experimentado una primoinfección por 

HMPV antes de los 5 años, las reinfecciones en adultos son comunes. Esta infección en adultos 

sanos suele ser leve debido a la inmunidad creada en la primera infección (4), aunque diversos 

estudios han sugerido que la inmunidad creada por este virus sea efímera e incompleta (66). Por 

otra parte, se ha observado un incremento en la gravedad y una alta morbilidad y mortalidad en 

el paciente mayor de 64 años (2). La enfermedad en adultos está muy subestimada, ya que los 

hospitales no suelen incluir este virus en el cribado cuando los pacientes no son población 

pediátrica. Se ha visto que el HMPV puede tener una prevalencia del 4-11%, aunque esta 

incidencia varía según el estudio debido a la diferencia en los grupos estudiados (adultos sanos, 

pacientes de alto riesgo, mayores de 65, pacientes en residencias, etc.) (4).  

Aquellos pacientes con inmunodepresión, con enfermedades cardíacas previas o 

enfermedades respiratorias de base (enfermedad pulmonar obstructiva crónica o asma) suelen 

estar en más riesgo de desarrollar síntomas más graves, llevando a fallos respiratorios que 

requieren soporte de oxígeno de alto flujo o incluso ventilación mecánica (65) y en general, 

teniendo una mayor tasa de hospitalización. Ha habido casos fatales de HMPV en pacientes con 

cáncer, y se ha visto una gran asociación con enfermedad grave de este virus en pacientes 

adultos y pediátricos con cáncer o trasplantes hematopoyéticos. Esta mayor gravedad 

probablemente se debe a la capacidad reducida de controlar la replicación viral, aunque aún se 

desconoce este mecanismo (4).  

El HMPV es un virus que tiene suficiente entidad clínica como para producir enfermedad 

por sí solo, sin necesidad de la contribución de otros virus respiratorios. Además, las 
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coinfecciones o codetecciones con otros virus respiratorios son poco frecuentes (66). Aun así, 

las coinfecciones detectadas parecen no tener impacto en la gravedad de los síntomas. Las 

neumonías bacterianas secundarias a la infección por HMPV, por otra parte, sí están asociadas 

a una mayor mortalidad (2).  

1.5 PATOGENIA E INMUNIDAD 

La transmisión del HMPV se puede dar por contacto directo con individuos infectados 

mediante la aerosolización de gotitas infectivas a través de la tos o los estornudos de éstos, o 

por contacto indirecto mediante fómites, de manera que un objeto que ha estado en contacto 

con secreciones contaminadas entra en contacto con el epitelio nasal o conjuntival de una 

persona susceptible, transmitiendo la infección (2,67). La infección por HMPV principalmente se 

localiza en el epitelio del tracto respiratorio superior. El período de incubación suele ser de 3-5 

días antes de la manifestación del primer síntoma. En los casos más graves, el HMPV puede 

llegar a infectar el epitelio del tracto respiratorio inferior mediante la infección de células 

adyacentes y la aspiración de secreciones nasofaríngeas (65). 

Como protección y para hacer frente a la infección, el ser humano cuenta con la respuesta 

de su sistema inmune, que juega papeles determinantes a varios niveles. Se conoce que las 

infecciones virales estimulan una respuesta inmune innata caracterizada por la inducción de la 

respuesta mediada por interferón de tipo I (IFN-I). Esta vía comienza con el reconocimiento de 

Figura 13. Vías de señalización de los dos TLR que reconocen PAMPs de HMPV. Imagen original de Kolli et al. 
Viruses, 2012. 
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patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) del virus por parte del sistema inmune a 

través de toll-like receptors (TLR) o helicasas de ARN como RIG-I o MDA-5 (4). Tras el 

reconocimiento por parte de los TLR4 y 7 específicamente en el caso de HMPV, éstos disparan 

vías de señalización intracelular que inducen citocinas inflamatorias, quimiocinas e IFN-I (18) 

(Figura 13). 

Las moléculas RIG-I y 

MDA-5 también pueden 

interaccionar con el ARN del 

virus. Estos sensores 

transmiten una señal a través 

de la proteína mitocondrial de 

señalización antiviral (MAVS) 

para activar el IRF3 y el NF-κB, 

que llevan a la activación de 

IFN-I y a la expresión de otros 

genes estimulados por IFN 

(4,18) (Figura 14).  

De estas vías de señalización se puede deducir que la respuesta más rápida que da el 

cuerpo humano ante una infección viral es la producción de IFN-I. Estas moléculas de IFN-α y β 

son reconocidas por el receptor IFNAR, que da inicio a otra cascada de señalización celular donde 

están implicadas la fosforilación de STAT1 y su consecuente dimerización con STAT2, que al 

unirse se dirigen al núcleo celular para activar la transcripción de genes antivirales (68). 

Por otra parte, la entrada de HMPV en las células epiteliales también provoca la activación 

de un conjunto de quimiocinas proinflamatorias que atraen monocitos, macrófagos y neutrófilos 

(69) (Figura 15). Los neutrófilos se especializan en la eliminación de células infectadas, células 

muertas y debris. Además de esta función citotóxica, estas células promueven el paso de la 

respuesta inmune adaptativa. Es importante remarcar que un exceso de actividad de neutrófilos 

es negativo para el huésped, ya que pueden provocar daños peores que los provocados por 

propia infección del tejido respiratorio. Por ello, estas células entran en apoptosis a los pocos 

días de haber empezado su función, y sus restos serán limpiados por los macrófagos (69). Otras 

células implicadas en la respuesta inmune innata son las natural killer (NK). Estas células son 

capaces de discernir las células infectadas para poder eliminarlas, a la vez que median una 

respuesta inmune adaptativa, tal como se ha observado en la infección por el HRSV. Sin 

Figura 14. Esquema de la vía de señalización de RIG-I para la activación de 
IRF y NF-κB. Imagen original de Kolli et al. Viruses, 2012.  
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embargo, parece que las proteínas de HMPV no son reconocibles por los receptores activadores 

de estas células (69). Finalmente, las células epiteliales pueden llevar a cabo la muerte celular 

programada o apoptosis para poder limitar la replicación y propagación viral (69). 

Otra respuesta temprana inducida por la infección de HMPV es la producción de 

linfopoyetina estromal tímica (TSLP, de sus siglas en inglés). La TSLP induce una respuesta 

inmune innata similar a la alergia, que lleva a la expresión de citocinas como TNF-α, IL-5 e IL-13, 

que acaba incrementando el reclutamiento de células polimorfonucleares y la inducción de 

secreción mucosa (68). Además, la TSLP activa las células dendríticas mediante la OX40L, 

provocando la diferenciación a células T CD4+ de tipo Th-2 (69).  

Las células dendríticas son células presentadoras de antígeno que expresan TLR a la 

espera de encontrar PAMPs para activarse. Suelen ser las primeras células del sistema inmune 

Figura 15. Esquema representativo de la respuesta inmune provocada por HMPV. Imagen original de Ballegeer y 
Saelens, Viruses, 2020. 
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en tomar contacto con los virus, ya que pueden detectar antígenos directamente en el lumen 

del tracto respiratorio. Una vez tienen las partículas virales en su interior, estas células pueden 

permanecer en el tracto respiratorio y promover respuestas inmunes locales o bien migrar a los 

nodos linfáticos donde presentan el antígeno a células CD4+ y CD8+. Tras este reconocimiento, 

las células T efectoras activadas con un receptor T adecuado al antígeno reconocido viajan hasta 

el parénquima pulmonar, donde eliminan las células epiteliales infectadas (69).  

Las células T convencionales juegan un papel importante en el control de la replicación 

viral de HMPV en el pulmón durante las fases temprana y tardía de la infección. Se ha observado 

que tanto las CD4+ como las CD8+ tienen un rol en la respuesta antiviral, pero la combinación 

de ambas poblaciones resulta más efectiva para la erradicación del HMPV del tracto respiratorio. 

En diversos estudios se ha observado que la respuesta idónea por parte de las células T CD4+ es 

la Th1, ya que limita la replicación viral, mientras que una respuesta de tipo Th2 facilitaría su 

persistencia. Por otra parte, las células T CD8+ eliminan de manera selectiva las células 

infectadas. De hecho, se ha observado que estas células permanecen en sangre periférica de 

pacientes recuperados, y el 97% de éstas está dirigido a la proteína F. Las células T no 

convencionales (células T-γδ) también parecen participar en esta defensa, pero se desconoce el 

mecanismo (69). 

Otra vertiente de la respuesta inmune adaptativa es la humoral. Se ha observado que en 

pacientes de entre 6 meses y 1 año, la prevalencia de anticuerpos específicos para HMPV es del 

25%, del 55% entre 1-2 años, del 70% entre 2-5 años y del 100% en mayores de 5 años. Aun así, 

no todos estos anticuerpos son neutralizantes. Se ha observado que en pacientes de 6 meses a 

1 año se mantiene el porcentaje, mientras que para pacientes de 1-2 años desciende al 31%, en 

aquellos de 2-5 desciende al 38% y en mayores de 5 años el porcentaje varía entre el 75 y 100% 

(18). Los anticuerpos neutralizantes pueden bloquear la actividad de proteínas virales de 

superficie, específicamente la proteína F, como se ha comentado previamente, y prevenir la 

infección de otras células por viriones liberados al lumen. 

Aun habiendo diversos estudios sobre la respuesta inmune inducida por HMPV, muchos 

de éstos se contradicen al describir diversas respuestas implicando a moléculas muy diferentes. 

Esto demuestra que, aunque ya hace 20 años que se descubrió este virus, aún queda mucho por 

estudiar para poder desarrollar técnicas eficientes contra su infección.  
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1.5.1 Estrategias de evasión del sistema inmune 

Dado que la producción de IFN-I es crítica en una buena respuesta inmune innata, el 

HMPV ha desarrollado maneras de evitar su expresión. Estas estrategias consiguen interrumpir 

la vía de señalización que lleva a la producción de IFN mediante el bloqueo de alguna molécula 

de la vía Jak/STAT, el incremento de algún supresor de moléculas implicadas en la vía, fosfatasas, 

etc. (18) 

Las proteínas G, SH y M2-2 han demostrado jugar un papel en la evasión del sistema 

inmune innato (Figura 16).  

La proteína SH parece impedir la activación de NF-κB mediante la inhibición de una de las 

quinasas que fosforila esta molécula, impidiendo la expresión de genes dependientes de NF-κB 

como la IL-6, IL-8 y TNF-α entre otras (18). Esta proteína también tiene la capacidad de inhibir la 

fosforilación de STAT1, interrumpiendo así la señalización promovida por el IFN-I (68).  

La proteína G ha mostrado ser un factor de virulencia importante capaz de inhibir la 

señalización celular tanto en células del tracto respiratorio como en células primarias del sistema 

inmune. Esta proteína interacciona directamente con RIG-I, impidiendo que ésta se asocie con 

MAVS e interrumpiendo completamente esta vía de señalización. También se ha observado la 

implicación de esta proteína en la vía de señalización dependiente de TLR4 en células 

dendríticas, pero se desconoce el mecanismo. Este último descubrimiento abre las puertas a 

Figura 16. Esquema de los efectos que tienen las proteínas fe HMPV sobre las diferentes vías de señalización del 
sistema inmune innato. Imagen original de Soto et al. Frontiers in Immunology, 2018. 



 

33 
 

Introducción 

que esta proteína también esté jugando un papel en la modulación del sistema inmune 

adaptativo (18). La proteína G también contribuye al reclutamiento de neutrófilos, que provoca 

daños al hospedador y colabora en una mayor gravedad del curso clínico del paciente. Se 

desconoce el mecanismo por el que atrae neutrófilos, pero se cree que tiene que ver con la 

inhibición de RIG-I (69).  

La proteína M2-2 también es una antagonista de la señalización antiviral celular (18). Esta 

proteína interactúa físicamente con la proteína MAVS formando un complejo y así evitando su 

activación. También se ha comprobado que interactúa con el adaptador MyD88 en células 

dendríticas para suprimir la respuesta inmune antiviral (16) y con la proteína IRF7, impidiendo 

que ésta se fosforile y alcance la homodimerización necesaria para poder activar la vía del 

interferón α (IFN- α) (17). 

Por otra parte, las proteínas de la RNP también parecen jugar un papel en la evasión del 

sistema inmune. Las proteínas N y P pueden formar cuerpos de inclusión dentro de la célula 

donde se da la replicación viral, ocultando de esta manera el ARN viral de las helicasas de ARN 

celulares, impidiendo así la activación de la vía de señalización de RIG-I (18).  

Aunque queda mucho por descubrir sobre la respuesta inmune contra este virus, se ha 

visto que las proteínas SH y G son las que juegan un mayor papel contra ésta, inhibiendo a varios 

niveles la respuesta mediada por IFN-I (68). 

Por otro lado, la activación de la vía de TSLP parece ser otra estrategia del virus para poder 

permanecer en las células e incrementar su replicación viral, ya que al inducir una respuesta de 

tipo Th2, ésta provoca el retraso o freno de una posible respuesta Th1, que es la verdadera 

respuesta efectiva contra el HMPV. En cuanto a las células CD8+, aunque sí se ha observado que 

matan las células infectadas in vitro, in vivo no son capaces de eliminar el virus del tracto 

respiratorio; aún se desconoce por qué, aunque sí se sabe que está relacionado con el 

incremento del nivel de PD-1 (69). 

En cuanto a la respuesta humoral, se ha observado la persistencia de este virus en 

presencia de anticuerpos neutralizantes, y las reinfecciones de este virus en pacientes 

seropositivos son muy comunes. No obstante, sí existe una correlación inversa entre el nivel de 

anticuerpos neutralizantes y la susceptibilidad a la infección por HMPV (69). También se ha 

postulado que una de las funciones de la proteína G es el enmascaramiento de la proteína F para 

obstaculizar el reconocimiento por parte de los anticuerpos neutralizantes de los epítopos de 

esta proteína (37).  
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También se ha observado que este virus es capaz de revertir el estado apoptótico de una 

célula, pudiendo persistir en ella y evitar su eliminación. Esto, sin embargo, tan solo se ha 

observado en pacientes con inmunodepresión (69). 

En resumen, el HMPV dispone de múltiples estrategias para evadir todos los pasos de 

nuestra respuesta inmune, y es que tal y como se expone en un reciente artículo de Balleeger y 

Saelens, The human respiratory system is a playground for HMPV (69). 

1.6 EPIDEMIOLOGÍA Y EVOLUCIÓN DEL HMPV 

1.6.1 Epidemiología molecular 

Desde el descubrimiento del virus ya se diferenciaron dos genotipos circulantes 

denominados HMPV-A y HMPV-B. Análisis filogenéticos basados en las proteínas de superficie F 

y G describieron subgenotipos diferentes en cada uno de los grupos, llamados A1, A2, B1 y B2. 

Entre proteínas F de los genotipos A y B hay una identidad de 95-97%, mientras que para la G es 

de tan solo 30-35% (4). Desde la descripción de este virus, se han descrito diversos subgenotipos 

y linajes que han ido emergiendo y sustituyendo a los que circulaban previamente. El año 2006 

se describió por primera vez la distinción de los linajes A2a y A2b dentro del subgenotipo A2 

Figura 17. Árbol filogenético con los diferentes genotipos, linajes y sublinajes descritos hasta la fecha de inicio de 
la Tesis Doctoral. Imagen original de Regev et al, Viruses, 2012. 
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(70), y el año 2008, los linajes B2a y B2b dentro del genotipo B2 (71). Más recientemente, el año 

2012, se describió la emergencia de dos sublinajes del linaje A2b, denominados A2b1 y A2b2 

(72) (Figura 17). 

 Se ha descrito la circulación de los 4 genotipos en todo el mundo, de lo que se sustrae 

que no hay grupos genéticos restringidos a una región geográfica y que diferentes grupos 

genéticos pueden co-circular a la vez en un mismo lugar (4). Aunque se han descrito una gran 

diversidad de anticuerpos neutralizantes, todos ellos contra la proteína F, y experimentalmente 

se ha comprobado que muchos de ellos ofrecen una protección cruzada para todos los 

genogrupos de HMPV, se ha postulado que la variación antigénica podría explicar la co-

circulación de múltiples linajes genéticos de HMPV, pues habrían escapado a la inmunidad 

preexistente (4).  

1.6.2 Estacionalidad y prevalencia 

Las infecciones por HMPV pueden ocurrir a lo largo de todo el año, pero el grueso de los 

casos ocurre en una época determinada. Este fenómeno, llamado estacionalidad, es común en 

otros virus respiratorios como HRSV o los virus de la gripe A y B, donde hay una mayor incidencia 

de casos en un momento determinado del año (4). Los virus de la gripe A y B y el HRSV tienen 

una incidencia muy marcada en los meses de invierno, como se observa en la Figura 18.  

El HMPV puede ser detectado a lo largo de todo el año, aunque también presenta una 

incidencia marcada entre febrero-abril en el hemisferio norte. Este virus presenta una 

prevalencia de entre el 3-7% en estudios de diversos países que incluyen pacientes de todas las 

edades (73–81), ya que como se ha expuesto en el apartado de manifestaciones clínicas, es un 

virus que afecta a pacientes de todos los grupos de edad.  

Figura 18. Estacionalidad de algunos virus respiratorios en zonas del hemisferio norte. Imagen adaptada de 
Moriyama. Annual Review of Virology, 2020. 
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Se ha postulado que los picos de incidencia de los diferentes virus respiratorios que 

presentan estacionalidad no se solapan debido a un fenómeno de interferencia viral (82,83). De 

hecho, se observó que la pandemia de gripe del año 2009 debutó más tarde en Europa que en 

el resto del mundo debido a que en aquel momento había un pico de incidencia de rinovirus 

(82).  

1.6.3 Evolución del HMPV 

Los eventos evolutivos que más contribuyen a la diversidad genética de los virus ARN son 

las mutaciones y las recombinaciones (84). Hasta el momento, no se ha observado ningún 

evento claro de recombinación en HMPV, aunque un estudio de 2016 describió 3 posibles 

puntos de recombinación en la posición 1207 del gen F, en el residuo 153 de la proteína SH y en 

el residuo 104 de la proteína G (85). Los cambios en F y G eran sutiles, pero en la proteína SH se 

observó un cambio de genotipo, donde algunas secuencias de antes del punto de recombinación 

agrupaban con las del genotipo A1, mientras que las mismas después del punto de 

recombinación se acercaban más a las del genotipo A2, sugiriendo un evento que propiciara la 

emergencia del genotipo A2 (Figura 19). 

 

Este tipo de análisis filogenéticos que se observa en la Figura 19 no solo permite 

reconstruir la historia evolutiva del patógeno estudiado, sino que establece una base necesaria 

para la posterior asociación con características virales como la virulencia, eficiencia replicativa, 

transmisibilidad o antigenicidad entre otras. 

Figura 19. Árboles filogenéticos de las secuencias antes y después del punto de 
recombinación sugerido para la proteína SH. La escala indica el número de sustituciones 
por posición. Imagen adaptada de Kim et al. Plos One, 2016.  
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Durante el curso de la evolución, las mutaciones que resultan beneficiosas y que emergen 

más rápido de lo que marca la deriva genética propia del virus se mantienen mediante la acción 

de la selección positiva, pero aquellas que son defectivas acaban siendo eliminadas mediante 

selección purificadora o negativa. Estas presiones selectivas suelen calcularse a través del 

análisis de la relación entre la proporción de sustituciones no sinónimos y la proporción de 

sustituciones sinónimas (dN/dS) (84). 

El genoma completo tiene una tasa de mutación de 0,52 x 10-3 sustituciones nucleicas por 

posición y por año, y se estima que el ancestro común de todas las secuencias de HMPV data de 

hace 400 años aproximadamente (2,4,85). Sin embargo, el ancestro común de los grupos 

genéticos A1, A2a, A2b, B1 y B2 es mucho más reciente, siendo A1 el más antiguo, hace unos 70 

años (4,85).  

La proteína G es la más variable de todo el genoma, con una tasa evolutiva de 3,5 x 10-3 

sustituciones nucleicas por posición y por año, mientras que la proteína F presenta una tasa de 

7,1-8,5 x 10-4, que es la tasa más reducida junto a las de las proteínas N y P. Aun así, estas tasas 

evolutivas siguen siendo muy elevadas, aunque no inusuales en virus ARN (4). El hecho de que 

esta proteína tenga la menor tasa evolutiva de todas las proteínas de superficie la hace una 

candidata ideal para ser diana de vacunas y tratamientos.  

1.7 DIAGNÓSTICO 

Clásicamente, los virus han sido diagnosticados a través del aislamiento en cultivos 

celulares (86,87). Para este virus, el aislamiento en cultivo celular es posible en las líneas 

celulares Vero, HEp-2, 293 y LLC-MK2 entre otras, aunque resultando dificultoso. El HMPV tiene 

una tasa de replicación lenta, mostrando efectos citopáticos tardíos como son el 

redondeamiento de células, desprendimiento de la monocapa de células, o formación de 

sincitios (86). Esta técnica tiene algunos puntos en contra, como la necesidad de formación 

específica para el personal técnico, el consumo de recursos y el tiempo hasta el resultado, o los 

valores de especificidad y sensibilidad que ofrece en comparación con las técnicas moleculares 

que se utilizan actualmente. Por otra parte, el trabajo necesario para poder implantar esta 

técnica en el laboratorio exige disponer de distintas líneas celulares, ya que no todas permiten 

la propagación de todos los virus. Además, se ha observado una gran pérdida de sensibilidad de 

esta técnica a partir de muestras congeladas, especialmente si se trata de virus con envuelta. 

Por todos estos motivos, muchos laboratorios han dejado de utilizar el cultivo celular en favor 

de técnicas moleculares. Sin embargo, es importante destacar que el aislamiento celular es una 
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de las pocas técnicas que permite el aislamiento de patógenos desconocidos o emergentes, tal 

como sucedió el descubrimiento de HMPV, especialmente cuando no hay técnicas moleculares 

específicas desarrolladas, por lo que es necesario mantener esta técnica en laboratorios de salud 

pública (87).  

Otra técnica utilizada para el diagnóstico de HMPV es la basada en inmunofluorescencia. 

Estos ensayos, aunque tienen una gran especificidad, tienen muy baja sensibilidad (86). Como 

ventaja frente al cultivo, esta técnica no requiere que los virus de la muestra estén viables, por 

lo que pueden hacerse a partir de muestras congeladas, y el tiempo de respuesta son mucho 

más cortos. Aun así, sigue siendo necesario tener un personal técnico especializado y formado, 

ya que es una técnica laboriosa que requiere experiencia en la lectura e interpretación. Cabe 

decir que esta técnica no puede ser implementada en laboratorios con una alta demanda de 

muestras (87). 

Actualmente, y debido a los avances en biología molecular, las técnicas más utilizadas son 

las basadas en la amplificación de ácidos nucleicos (NAAT, de sus siglas en inglés). Para ello, es 

necesaria la extracción y purificación de ácidos nucleicos de la muestra. Una vez obtenida la 

extracción, ya puede realizarse la PCR (siglas en inglés de reacción en cadena de la polimerasa), 

que en el caso del HMPV debe tener incorporado un paso de transcripción inversa (RT-PCR). Las 

más implementadas son las técnicas basadas en RT-PCR de tiempo real multiplexadas, es decir, 

que pueden detectar diversas dianas a la vez y así, detectar varios agentes patógenos al mismo 

tiempo, visualizando su positividad o negatividad a medida que la reacción va ocurriendo (87). 

Estas técnicas de amplificación de ácidos nucleicos, como las de extracción, pueden 

automatizarse y así poder implementarse en laboratorios que requiere disponer de una alta 

capacidad de procesado. Como desventaja, esta técnica también requiere de personal formado 

y especializado, pero el tiempo de respuesta bajo y la alta especificidad y sensibilidad hacen de 

esta técnica la gold-standard hoy en día.  

Hay otras técnicas utilizadas para el diagnóstico de HMPV, como la amplificación mediada 

por transcripción (TMA, de sus siglas en inglés) (88), con una gran especificidad y sensibilidad y 

equiparable a las técnicas de NAAT, pero aún no está tan distribuida globalmente. 
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1.8 PREVENCIÓN Y TRATAMIENTO 

1.8.1 Vacunas 

No hay ninguna vacuna contra el HMPV, aunque se han realizado muchos esfuerzos para 

poder desarrollar una que sea segura y efectiva. Se han realizado aproximaciones con diferentes 

tipos de vacunas, aunque aún no se ha podido aprobar el uso de ninguna de ellas (2). 

La vacunación mediante virus inactivado es una aproximación que se utiliza ampliamente 

para otros tipos de virus. La vacuna para la gripe, por ejemplo, es una vacuna de virus inactivado 

mediante formalina. Esta vacuna se utiliza de forma masiva anualmente en todo el mundo 

debido a su estabilidad, la facilidad de manufacturación y su seguridad biológica, ya que se ha 

comprobado que no hay replicación viral. En cambio, cuando se probó esta misma aproximación 

con el HRSV, la vacuna provocó una enfermedad con mayor gravedad ante la infección natural, 

provocando la muerte de dos pacientes (89). Esta vacuna provocó una respuesta inmune 

adaptativa de tipo Th2, que llevaba a la infiltración de eosinófilos a los pulmones de los pacientes 

ante una infección natural de HRSV. La vacunación con HMPV inactivado con formalina parece 

provocar enfermedad pulmonar de gran gravedad y respuesta Th2 desproporcionada en 

animales, igual que la vacuna de HRSV hizo en humanos, por lo que no es una buena candidata. 

Existen otras maneras de inactivar los virus, que quizá harían este tipo de vacunación segura, 

aunque aún está por estudiar (90).   

Otro tipo de vacunas son las de subunidades virales, que son aquellas que expresan 

algunas proteínas virales. Normalmente, estas proteínas se encuentran en la forma de partículas 

similares a las virales (virus-like particles, VLP), en nanopartículas o con adyuvantes que mejoran 

la inmunidad. La proteína F es la única que promueve la creación de anticuerpos neutralizantes, 

de manera que todas las aproximaciones basadas en subunidades que han obtenido buenos 

resultados contenían esta proteína en su composición (90). Las proteínas F y G expresadas en 

una VLP retroviral mostraron buenos resultados en ratones (91), similares a los obtenidos en 

VLP de alphavirus o de PIV3, aunque estos dos últimos estudios son de 2008 y de 2003, 

respectivamente, y no han prosperado (90). Otro equipo trabajó en una aproximación con 

proteína F soluble, pero la respuesta desaparecía rápidamente, a las 8 semanas (92). Otra 

aproximación fueron las VLP de células 293F con la proteína F, que provocaron una respuesta 

de anticuerpos neutralizantes y de células T CD8+ efectivas frente a la proteína F. Los ratones 

inmunizados con estas VLP eran capaces de restringir la infección de HMPV al tracto respiratorio 
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superior (93), demostrando ser una candidata prometedora para la prevención de esta 

infección.  

Finalmente, el último tipo de vacuna que se ha probado para este virus es el de vacunas 

vivas atenuadas. La atenuación de un virus puede realizarse de dos maneras. La primera forma 

de atenuación es la mutación del genoma del virus mediante pases en cultivo celular o 

mutagénesis. Esta aproximación se ha probado para HMPV, y los ratones inmunizados 

mostraron protección, pero la desventaja de este tipo de vacunas es que existe la probabilidad 

de que el virus mute y revierta su atenuación, provocando la infección por HMPV en el paciente  

(90). La segunda forma de atenuación es mediante la recombinación. Esta recombinación 

permite la deleción de genes considerados “accesorios”, como serían la proteína G, SH o M2-2. 

La deleción de G o de M2-2 despertó una respuesta inmune adecuada con anticuerpos 

neutralizantes (11,12,23), aunque no la deleción de SH (12). Aun así, ya no hay más estudios 

sobre estas dos aproximaciones desde 2005. Una review del año 2015 subrayó la importancia 

de la respuesta de linfocitos T citotóxicos, donde se describe que estas células T CD8+ requieren 

de unos péptidos específicos para su activación y como dianas, que se encuentran en las 

proteínas N, M2-2, SH y G, indicando que son necesarios para la regulación de una correcta 

respuesta de tipo Th1 (90). Quizá esto explica por qué las vacunas con genes delecionados no 

son suficientemente eficaces.  

Aún no ha habido ninguna aproximación que llegara a probarse en humanos, aunque se 

ha sugerido que las vacunas vivas atenuadas por recombinación sean las mejores candidatas 

para llegar a este estadio. 

1.8.2 Fármacos 

Por el momento no hay ningún antiviral específico para este virus. El tratamiento 

principalmente es de soporte, tratando los síntomas para reducir la clínica de una infección que 

acostumbra a ser autolimitada (2). Hay diversos estudios en marcha para encontrar un fármaco 

que sea eficaz contra la infección por HMPV, y los tratamientos que parecen tener mayor 

potencial son la ribavirina y las inmunoglobulinas (2).  

La ribavirina es un análogo de nucleósido con actividad contra los virus ARN. Los análogos 

de nucleósidos son antimetabolitos que mimetizan nucleósidos fisiológicos, de manera que, al 

incorporarse durante la replicación en la nueva cadena, bloquea la continuación de la síntesis. 

Este fármaco ha demostrado frenar la replicación viral de HMPV in vitro y en ratones, limitando 

la transcripción viral. Además, este fármaco también es capaz de incrementar la respuesta Th1 
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a la vez que limita la respuesta Th2 (94). No obstante, este fármaco presenta diversos 

inconvenientes, como que es potencialmente teratogénico, que su administración es mediante 

nebulización, por lo que debe hacerse con generadores de pequeños aerosoles y puede debilitar 

algunas funciones respiratorias, o que su precio es muy elevado (94,95).  

Los anticuerpos monoclonales contra epítopos conservados de proteínas inmunogénicas 

también tienen la capacidad de proteger o minimizar las manifestaciones clínicas de las 

infecciones. Hay diversos estudios que plantean el uso de diferentes anticuerpos con diana en 

los epítopos descritos para la proteína F del HMPV (Tabla 1).  

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales con actividad neutralizante contra HMPV descritos hasta ahora. 

Anticuerpo Epítopo en la 

proteína F 

Conformación 

proteína F 

Genotipos de 

HMPV 

Cross-

HRSV 

Año y 

referencia 

DS7 DS7 Pre y post Todos Sí 2007 (96) 

MPE8 III Pre Todos Sí 2013 (97) 

54G10 IV Pre y post Todos Sí 2014 (98) 

101F IV Pre y post Todos Sí 2016 (99) 

25P13 III Pre y post Todos Sí 2017 (100) 

17E10 IV Post Todos Sí 2018 (59) 

MPV364 III Pre y post Todos No 2019 (101) 

MPV196 DS7 Pre y post Todos No 2019 (101) 

MPV201 DS7 Pre y post Todos No 2019 (101) 

MPV314 DS7 Pre y post Todos No 2019 (101) 

M1C7 V Pre Todos Sí 2019 (55) 

Sin embargo, las inmunoglobulinas también presentan desventajas importantes. Este tipo 

de fármaco requiere un gran volumen por dosis, genera una gran cantidad de proteína en el 

paciente y está asociado a efectos adversos en pacientes pediátricos con enfermedades 

cardíacas congénitas (95). 
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Los inhibidores de fusión son otro tipo de fármaco dirigidos a los primeros pasos del ciclo 

replicativo viral (94,95). Son péptidos inhibitorios con secuencias homólogas a regiones de la 

secuencia de la proteína F, como los dominios HRA o HRB (102,103), que al impedir el cambio 

conformacional de la proteína F, evitan la fusión de las membranas viral y celular. No obstante, 

tan solo se observó actividad antiviral significativa cuando la administración del fármaco se hacía 

en el momento en el que el paciente tenía contacto con el virus (102), por lo que este fármaco 

sería de utilidad como medida profiláctica en casos de contacto con personas infectadas o como 

tratamiento temprano en contextos de epidemia.  

El ARN de interferencia (ARNi) es una aproximación descubierta recientemente. Este tipo 

de molécula se produce de manera natural en procesos de inhibición intracelular, cuyo objetivo 

es la regulación de la expresión génica a través del silenciamiento de ARNm específicos. Se ha 

descrito la eficacia del ARNi in vitro e in vivo en infecciones de HRSV, parainfluenza y gripe (95), 

aunque para HMPV solo se ha probado in vitro, mostrando resultados prometedores. En un 

estudio, la mejor combinación resultó ser la de dos ARNi con diana en los genes N y P, que 

forman parte del complejo de replicación viral, hecho que sugiere que su silenciamiento llevaría 

a la pérdida total de síntesis de ARN (104). Además, tanto la proteína N como la P son las más 

conservadas del genoma del HMPV, razón por la que sería un buen diseño de fármaco. Otro 

estudio probó con ARNi contra la proteína G, que resultó ser muy efectivo en la inhibición de 

este gen, que, aunque in vitro no mostró reducción de la replicación viral de manera significativa 

(105), hipotetizaron que in vivo sí funcionaría, de igual manera que los virus con la G delecionada 

in vitro replicaban bien, pero se veían atenuadas in vivo (12,23). 

Otro fármaco que ha mostrado una potente actividad antiviral contra el HMPV es el lípido 

sialil sulfatado o NMSO3 (94). Se desconoce el mecanismo de acción exacto, pero parece que 

interfiere en la unión entre la proteína de adhesión viral y el receptor celular mediante la 

adherencia del fármaco a través de cargas electrostáticas (106). Este fármaco reduce de manera 

significativa la carga viral y el reclutamiento de células inflamatorias en los pulmones (107). Hay 

muy pocos estudios de este fármaco en HMPV, y aún es necesario probarlo en modelos animales 

de mayor tamaño y en humanos.  
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2 HIPÓTESIS 

El metapneumovirus humano (HMPV) es un patógeno muy común en infecciones del 

tracto respiratorio, tanto superior como inferior. Aunque ya hace 20 años de su descubrimiento, 

sigue habiendo un gran desconocimiento en comparación al que ya tenemos sobre los virus de 

la gripe o el virus respiratorio sincitial humano (HRSV). Aun existiendo diversos estudios sobre 

la prevalencia y estacionalidad del HMPV, el conocimiento sobre su diversidad genética es 

realmente escaso, ya que son pocas las iniciativas de vigilancia virológica que realicen una 

caracterización de los virus en circulación.  

Los virus respiratorios con un genoma ARN se caracterizan por una elevada diversidad 

genética, adquirida mediante mutaciones puntuales, y eventos de recombinación, inserción y 

deleción que les permite seguir evolucionando. Para HMPV, sólo se han descrito mutaciones 

puntuales, sin haber descrito todavía otros cambios genéticos. Dada la estrecha relación 

taxonómica con el HRSV por una gran similitud genética y estructural, para que el que sí se han 

descrito eventos de duplicación en la glicoproteína G de la envuelta, y cuyas variantes 

portadoras con el tiempo se han convertido en predominantes, podríamos esperar la adopción 

de este mismo mecanismo evolutivo en los HMPV.  

La emergencia de nuevas variantes de HMPV y su evolución podrían ser una realidad, 

aunque desconocida por una falta de iniciativas en el estudio de su diversidad genética. Estas 

nuevas variantes podrían tener un impacto clínico, por lo que tenemos que profundizar en su 

conocimiento, que con el tiempo podría contribuir a un mejor entendimiento de la evolución 

epidemiológica, a una mejor gestión de las epidemias anuales y al desarrollo de vacunas o de 

nuevos tratamientos con actividad antiviral, especialmente dirigidos a ser utilizados en los 

pacientes más susceptibles a la infección.  
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3 OBJETIVOS 

1. Describir la prevalencia y estacionalidad de los HMPV detectados en el tracto 

respiratorio del paciente atendido en el Hospital Universitario Vall d’Hebron (HUVH) de 

Barcelona a lo largo de ocho temporadas de vigilancia (2014 – 2021).  

2. Estudiar la diversidad genética, incluso a nivel de genotipo y linaje, de los HMPV 

detectados en base a la secuenciación parcial de la región codificante de la glicoproteína 

G de la envuelta. Caracterizar los posibles cambios genéticos de la glicoproteína G de la 

envuelta que pudiéramos describir por secuenciación. 

3. Estudiar la epidemiología y el impacto clínico de la infección por HMPV en pacientes 

pediátricos y adultos, diferenciando según la diversidad genética observada. 

4. Estudiar la secuencia del genoma completo de una selección de HMPV para describir su 

variabilidad, posibles eventos de recombinación, inserción y deleción, así como el 

resultado de la presión selectiva. Asimismo, implementar una herramienta de 

visualización de las secuencias obtenidas junto a otras de referencia, para poder 

monitorizar su evolución.  
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6 DISCUSIÓN 

Hace 20 años del descubrimiento del HMPV, virus que según datos seroepidemiológicos 

ya había estado circulando por lo menos desde los años 50. Es un virus que desde un principio 

ya se asoció a una importante morbilidad en la población, observando un 100% de 

seroprevalencia en pacientes desde los 5 años de edad, lo cual demuestra que la exposición al 

virus ya ocurre en los primeros años de edad (1,86). Si bien este virus se asoció en un principio 

a la infección respiratoria aguda en población pediátrica (67,110,111), diferentes estudios han 

permitido desvelar que también juega un papel importante en la enfermedad respiratoria aguda 

del adulto en estos últimos años. A pesar del escaso conocimiento de la diversidad genética de 

este virus, que es incluso mayor que la del HRSV, sorprende el elevado número de estrategias 

diferentes que presenta para poder evadir el sistema inmune y así esquivar la inmunidad 

preexistente en individuos que ya han pasado la infección previamente, mediante las diferentes 

estrategias de interrupción de la vía de señalización que lleva a la producción de interferón, por 

ejemplo. Y todavía queda mucho por conocer sobre la naturaleza de este virus. Así, el objetivo 

que se persigue en esta Tesis Doctoral es conocer la prevalencia, estacionalidad y diversidad 

genética de los HMPV detectados en la población atendida en el HUVH, realizando una vigilancia 

de la emergencia y evolución de las posibles nuevas variantes de este virus, así como del impacto 

que puedan tener a nivel de población humana y viral, para contribuir en un mejor conocimiento 

de la infección respiratoria por este virus. 

Esta Tesis Doctoral se ha desarrollado en tres fases que se han traducido en los tres 

artículos que se adjuntan. Ya que el virus clásicamente había sido considerado como un “virus 

pediátrico” (67,110,111), nuestro primer estudio se orientó al estudio de la infección 

respiratoria por HMPV en esta población, describiendo la prevalencia, estacionalidad, diversidad 

genética e impacto clínico en esa población durante dos temporadas. Tras observar la 

importancia del HMPV en el paciente pediátrico atendido en nuestro hospital y las últimas 

evidencias sugiriendo que el HMPV también era un patógeno importante en la población adulta 

(2), se realizó un segundo estudio de tres temporadas añadiendo también esta población, 

aportando datos actualizados sobre prevalencia, diversidad genética, y características clínicas, 

pero también llevando a cabo un estudio de biología estructural para conocer mejor la 

naturaleza tridimensional de las duplicaciones que se pudieron detectar en la proteína G en 

nuestra primera aproximación para describir la diversidad genética viral. Estos dos primeros 

artículos evidenciaron la importancia de realizar una vigilancia epidemiológica y virológica del 
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HMPV, como la que ya se realiza en virus con gran morbilidad como los virus de la gripe y el virus 

respiratorio sincitial humano. Esto motivó la realización de un tercer estudio que prolongó esta 

vigilancia hasta la temporada 2021-2022, esta vez trabajando con secuencias de genoma 

completo para su caracterización, que, además de describir su divergencia, ha permitido 

conocer mucho mejor su evolución. 

La prevalencia del HMPV observada en los tres estudios fue similar en la mayoría de las 

temporadas, aunque con algunos cambios a lo largo del periodo de estudio, observando un 

aumento de esta proporción en los picos epidémicos de las temporadas 2017-2018 y en 2021. 

Esta prevalencia, habitualmente del 2-3% tanto en paciente pediátrico como en adulto, era 

ligeramente inferior en comparación a los resultados de otros estudios realizados en población 

pediátrica en España y otras regiones del mundo (112–116), de entre el 3 y el 14%, aunque muy 

similar a la observada en estudios que incluían pacientes de todas las edades (73,74,78,117), de 

entre el 2 y el 7%. De hecho, para ser un virus clásicamente considerado como pediátrico, 

sorprendió que la prevalencia en ambas poblaciones fuera tan similar, observando incluso como 

fue mayor en la población adulta en alguna de las temporadas.   

Algunos cambios en la prevalencia observados a lo largo del estudio tienen una 

explicación metodológica. El incremento de la prevalencia del HMPV observado a lo largo de las 

tres primeras temporadas, fue probablemente debido a la implementación progresiva de las 

técnicas moleculares que había sido llevada a cabo en nuestro hospital desde el año 2013. 

Mientras que en la primera temporada la mayoría de las muestras eran procesadas por una 

técnica de inmunofluorescencia directa y solo unas pocas lo eran por RT-PCR, esta proporción 

fue revirtiendo hasta llegar a un 100% de muestras procesadas por RT-PCR en la temporada 

2017-2018. Si bien ambas técnicas incluían el HMPV como dianas para el diagnóstico, las 

técnicas moleculares tienen una mayor sensibilidad, razón por la cual, a mayor uso de estas 

técnicas, mayor número de casos detectados.  

Otro de los factores que también podrían influido en una menor prevalencia, aunque su 

efecto debería ser muy limitado, es el algoritmo diagnóstico de nuestro laboratorio, teniendo 

en cuenta tanto las técnicas rápidas como las técnicas de rutina. De entre las muestras 

estudiadas, un porcentaje importante de éstas fueron procesadas por técnicas rápidas para el 

diagnóstico de los virus de la gripe y HRSV, sobre todo durante los picos epidémicos anuales. 

Según este algoritmo diagnóstico, aquellas muestras que fueron positivas para HRSV o para los 

virus de la gripe mediante estas pruebas rápidas, no fueron procesadas más tarde por la PCR 

multiplex de rutina para el diagnóstico microbiológico de los virus respiratorios, entre ellos 
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HMPV. Así, es posible una infraestimación de los HMPV que pudieran estar en codetección con 

los virus de la gripe y el HRSV. Sin embargo, consideramos que esto es poco probable ya que las 

tasas de codetección de HMPV con estos virus respiratorios a partir de los datos de la PCR 

multiplex no son frecuentes. 

En cuanto a la circulación del HMPV en nuestro medio, este trabajo describe un patrón 

habitual de estacionalidad con una mayor circulación a partir del descenso de la curva epidémica 

de los virus de la gripe, en el mes de febrero, y termina en los meses de primavera, en los meses 

de abril y mayo, tal como se había descrito en otros estudios (2,78,94,113,118,119). Es 

importante remarcar que esta estacionalidad es similar en las regiones templadas del hemisferio 

norte y sur (86), pero muy diferente a lo descrito en las zonas tropicales, donde se ha descrito 

una atemporalidad más relacionada con las épocas de monzón (73). Sin embargo, durante este 

periodo de estudio hemos podido observar cambios en esta circulación, como lo ocurrido en la 

temporada 2016-2017, cuando se observaron dos picos epidémicos bien diferenciados, el 

primero a mediados de diciembre y el segundo a finales de febrero y principios de marzo. Como 

detalle, no se observaron diferencias en los genotipos circulantes entre ambos picos epidémicos. 

Como contexto del periodo incluido en este estudio, cabe destacar que en diciembre del 

año 2019 emergió el SARS-CoV-2, causante de la enfermedad COVID-19 (120). Tres meses 

después, en marzo de 2020, la organización mundial de la salud (OMS) declaró el estado de 

pandemia. Hemos podido observar cuál ha sido el impacto de la pandemia de SARS-CoV-2 en la 

detección y circulación del HMPV y otros virus respiratorios, especialmente el impacto de los 

confinamientos, la restricción del movimiento de personas y de las medidas no farmacológicas 

implementadas para el control de la pandemia y para reducir la transmisión de este virus. 

Seguramente, son estas medidas las que han cambiado el patrón de circulación de los virus 

respiratorios, desplazando su circulación al menos hasta los meses de verano de 2020 (121–

123). Ese verano, diversos estudios describieron el repunte de rinovirus, enterovirus y 

adenovirus, todos ellos carentes de envuelta lipídica (124–126). Es importante remarcar que los 

virus que no tienen envuelta lipídica son más resistentes a los geles hidroalcohólicos y resisten 

en superficies durante más tiempo que los virus con envuelta. Tras el verano de 2020, llegó un 

invierno marcado por la emergencia de una nueva ola de SARS-CoV-2 (la tercera en nuestro país) 

(127) pero que destacó sobre todo por la ausencia de las esperadas epidemias de gripe, HRSV y 

HMPV (123,126). Esta ausencia de HMPV, igual que la ausencia de gripe o HRSV, podría ser 

debida a las medidas adoptadas por Salud Pública para frenar el avance de la pandemia. Sin 

embargo, cabe destacar que parte de lo ocurrido desde el inicio de la pandemia hasta los meses 
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de otoño de 2020 no esté probablemente bien descrito a nivel mundial en cuanto a la circulación 

de los virus respiratorios, ya que las prioridades de los sistemas de vigilancia y de los laboratorios 

clínicos estaban enfocadas a incrementar la capacidad para el diagnóstico del SARS-CoV-2, 

primero en el paciente ingresado y más tarde en la comunidad, relajando esa vigilancia virológica 

que nos ha permitido temporada tras temporada disponer de una información continuada y a 

tiempo real de la circulación de los diferentes virus respiratorios. 

No fue hasta bien entrada la primavera de 2021 que se detectó un brote epidémico de 

HMPV, y más tarde en los meses de otoño e invierno, otro inesperado pico epidémico de HMPV, 

ambos picos epidémicos con la circulación paralela del HRSV, que también dibujó este patrón. 

A lo largo de ocho años de vigilancia, estos hechos ocurridos tras la pandemia de SARS-CoV-2 se 

consideran extraordinarios. Además, el segundo pico de HMPV mostró una prevalencia de casi 

el doble a la mediana observada en las temporadas pre-pandémicas, incrementando la 

prevalencia en la población pediátrica hasta un 12%. Este incremento de prevalencia en la 

población pediátrica sugiere que ha habido un incremento de población susceptible, pues hasta 

dos generaciones de niños y niñas no tuvieron ocasión de exponerse a la circulación de HMPV 

debido a la ausencia de circulación de éstos durante el invierno y primavera de 2020-2021, razón 

por la cual no habrían adquirido protección inmunitaria específica frente a la infección, un 

porcentaje de los cuales acaban siendo atendidos en los hospitales pediátricos. Esta alta 

incidencia había sido predicha para el HRSV (128), pero puede ser extrapolada para lo sucedido 

con el HMPV. Este hecho también había sido ¡ observado tras la pandemia de gripe del año 2009, 

donde el HMPV vio su estacionalidad afectada, y reemergió con intensidad y un gran aumento 

de prevalencia que no continuó en las siguientes temporadas (72).  

En la mayoría de los casos detectados en nuestro hospital, el HMPV fue el único virus 

detectado en las muestras estudiadas, aunque la tasa de codetección con otros virus 

respiratorios no difiere de lo publicado anteriormente (115,118,119). Hay mucha controversia 

con el papel que juegan las codetecciones en una mayor gravedad del curso clínico de los 

pacientes. Mientras algunos estudios concluyen que no hay ninguna asociación, otros la asocian 

a un peor pronóstico (129,130), siendo así no concluyentes. En cualquier caso, estos estudios de 

asociación deberían realizarse junto a otra técnica que demostrara la viabilidad del virus para 

demostrar cuál es el responsable de la infección activa, es decir, qué agente patógeno es el 

causante de la enfermedad respiratoria aguda que motiva el estudio de esa muestra 

respiratoria. En el caso de realizar este estudio sólo por técnicas moleculares, la detección de 

una determinada diana solo confirma la presencia de su material genético. Puede ser, por lo 
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tanto, que aún no se haya aclarado el virus o su material genético del tracto respiratorio tras 

una infección pasada, y por eso sea detectado por estas técnicas de gran sensibilidad. Aun así, 

en el caso de coinfecciones reales donde dos o más virus respiratorios están replicando al mismo 

tiempo, se suele dar una competición por los recursos disponibles en las células del huésped, 

predominando el virus que presenta una mayor tasa de replicación (129).  

A lo largo de las seis primeras temporadas, aquellas correspondientes al periodo 

prepandémico, se observó que los virus más comúnmente detectados junto al HMPV eran, en 

orden descendente, rinovirus, adenovirus, bocavirus y enterovirus (115,118). Existen dos 

razones por las que estos virus son las codetecciones más usuales. Por una parte, el rinovirus, 

adenovirus y enterovirus son patógenos con una alta prevalencia, y la circulación atemporal de 

los rinovirus y adenovirus coincide con las epidemias del HMPV (131–133). Por otra parte, en el 

caso del bocavirus en particular, es un virus que tiene una excreción muy prolongada, con casi 

un 50% de codetecciones con otros virus respiratorios. El hecho que se pueda detectar hasta 6 

meses después de la infección (134,135) podría ser la razón de esta alta tasa de codetecciones, 

también con HMPV. Dado que este estudio se ha realizado en un hospital terciario con pacientes 

de alta complejidad, una gran proporción de los pacientes presentan algún grado de 

inmunosupresión, por lo que no sería de extrañar que presentaran una excreción prolongada de 

diversos virus respiratorios, facilitando esta codetección de HMPV con rinovirus, adenovirus o 

enterovirus. Además, no se descarta para la mayor parte de los virus respiratorios que pueda 

existir excreción viral prolongada incluso cuando el paciente ha dejado de ser sintomático, como 

sabemos que ocurre con los rinovirus o el SARS-CoV-2 entre otros. 

Mientras que la tasa de codetecciones se mantuvo estable a lo largo de las temporadas 

prepandémicas, en el segundo pico epidémico de 2021 tras la emergencia de SARS-CoV-2, y 

correspondiente a la temporada 2021-2022, la tasa de codetecciones aumentó hasta un 32%. El 

rinovirus continuó siendo el virus más observado en codetección con HMPV, pero el siguiente 

virus más detectado en codetección fue el enterovirus, a diferencia de lo observado en 

temporadas anteriores. Esta observación se puede asociar al cambio en el patrón estacional, 

pues es bien conocido que los enterovirus suelen tener una mayor circulación en otoño (133), y 

hay que resaltar que este otoño de 2021 se describió una epidemia de enterovirus de gran 

intensidad, marcada por una gran circulación de EV-D68 (136), que al igual que los virus de la 

gripe, el HRSV, y el HMPV, su circulación se había desplazado casi más allá de un año de los 

esperado debido a la pandemia. 
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 En cuanto a las características demográficas de los pacientes afectados por HMPV, se 

observó una mayor incidencia en el paciente pediátrico menor de 2 años, como se había 

reportado previamente (2,86). Sin embargo, después de iniciarse la pandemia, la mediana de 

edad del paciente pediátrico aumentó hasta los 3 años. Estos datos serían coherentes con la 

hipótesis planteada anteriormente, donde al haber una mayor proporción de población 

pediátrica susceptible a la infección por HMPV, aumentarían tanto la prevalencia del virus como 

la edad mediana del paciente que requiere atención sanitaria. En cuanto al paciente adulto, la 

mediana de edad observada fue de 70 años, aunque se comienza a observar una mayor 

incidencia de este virus a partir de los 55 años de edad. Por otra parte, a lo largo de las ocho 

temporadas estudiadas, se observó una tendencia hacia una mayor detección de HMPV en 

paciente pediátrico de sexo masculino, que ya había sido descrito en otros artículos para 

diversos virus respiratorios, pues estos pacientes presentan una respuesta inmunitaria innata 

menos efectiva que la presentada por pacientes pediátricos de sexo femenino (137). Por el 

contrario, se observó una tendencia hacia una mayor afección en el paciente adulto de sexo 

femenino, lo cual podría estar asociado a cambios hormonales y a una respuesta inmunitaria 

innata menos eficiente que la del paciente adulto de sexo masculino (138).  

Con el objetivo de describir la diversidad genética a nivel de genotipo, subgenotipo y 

linajes, se realizó la caracterización molecular de los HMPV detectados en nuestro hospital a 

partir de la secuencia parcial del gen codificante para la proteína G mediante el método Sanger. 

A lo largo de ocho temporadas se ha podido observar una co-circulación variable de los 

genotipos HMPV-A y HMPV-B, con cambios de predominio pero sin superar el 70%, similar a lo 

descrito previamente (117). Este cambio de predominio cíclico sugiere que la inmunidad creada 

por infecciones pasadas es efímera (66), permitiendo la reinfección del genotipo que ya había 

circulado anteriormente. Curiosamente, en la tercera temporada (2016-2017) se observó una 

circulación equivalente entre genotipos. Esto podría ser debido a un estado intermedio de 

alternancia de genotipos, o quizá podría estar relacionado con la emergencia de nuevas 

variantes virales del genotipo HMPV-A que aportaran nuevas características antigénicas que 

podrían evadir la inmunidad creada en la temporada anterior, pudiendo mantener así su 

prevalencia. Al llegar la temporada 2017-2018, se observó un aumento considerable de la 

prevalencia de HMPV. Esto sugiere que hubo un incremento de circulación de HMPV-B debido 

a la alternancia cíclica esperada, sin embargo, no hubo un descenso en la circulación de HMPV-

A, probablemente debido a la emergencia de variantes con nuevas características antigénicas. 

Tras la emergencia del SARS-CoV-2, en los dos picos epidémicos descritos de HMPV en 2021 y 

fuera de lo que se consideraría periodo estacional típico, se observó que el predominio del 
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genotipo HMPV-A aumentó hasta superar el 90%, siendo un porcentaje de predominancia nunca 

observado en temporadas anteriores o publicado previamente en otras regiones. 

En cuanto a la clasificación de subgenotipos y linajes, se observó la circulación de todos 

los hasta ahora descritos excepto la del subgenotipo A1, que no se ha detectado desde el año 

2006 y que sería un subgenotipo ancestral ya extinguido (41). Es importante remarcar que entre 

la publicación del primer y segundo estudios hubo confusión en la nomenclatura a utilizar, 

donde los sublinajes denominados como A2b1 y A2b2 para algunos autores (72,139) eran 

genéticamente indistinguibles de los linajes denominados como A2b y A2c para otros (73,140), 

respectivamente. Aunque en nuestro primer estudio se utilizó la nomenclatura anterior, en esta 

Tesis Doctoral se ha utilizado la nomenclatura que incluye los linajes A2b y A2c. De nuevo, y 

como ocurre con HRSV, existe la necesidad urgente de una clasificación oficial, así como de 

definir unos criterios universales para determinar cuando son nuevos genotipos o linajes para 

una correcta vigilancia. 

Disponer de una secuencia parcial de la región codificante de la proteína F permitió su 

caracterización. El análisis filogenético de estas secuencias permitió observar si se mantenía o 

no la agrupación y clasificación de secuencias tal como se observaba en la filogenia de las 

secuencias parciales de la proteína G. Se observó una congruencia entre filogenias mayoritaria 

que, dado que no ha habido descripción de ningún evento de recombinación en este virus, era 

lo esperado. Aunque sí ha habido un estudio que sugiere que haya habido eventos de 

recombinación en el pasado (85), no se ha encontrado ningún virus en el que se pueda ver 

claramente este tipo de evento genético. 

Uno de los principales hallazgos del primer estudio incluido en esta Tesis Doctoral fue la 

descripción de una duplicación de 180 nucleótidos en el gen codificante para la proteína G. Esta 

duplicación ocurrió en el ectodominio de la proteína G de una variante perteneciente al linaje 

A2c. Esta fue la primera descripción de una duplicación en el género de los metapneumovirus, 

ya que nunca había sido reportado ni para el HMPV ni para el AMPV. Un evento genético similar 

ocurrió en HRSV, curiosamente, tanto en el grupo genético HRSV-A como en el HRSV-B, también 

en el ectodominio de la proteína G. Estas duplicaciones fueron de 72 y 60 nucleótidos (141,142), 

dando lugar a los nuevos genotipos ON1 y BA de HRSV, que tiempo después de su emergencia 

llegarían a reemplazar a todos los genotipos preexistentes, y que actualmente son solo estas 

variantes portadoras de duplicaciones las que se encuentran en circulación, sugiriendo que estas 

duplicaciones son una ventaja evolutiva (143). Poco después que comunicáramos este hallazgo 

en el congreso anual de la European Society for Clinical Virology (ESCV), en septiembre de 2016 
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(144), y al mismo tiempo que se publicaba nuestro primer trabajo, esta misma duplicación fue 

también detectada en Japón (145), revelando que estas variantes virales portadoras de la 

duplicación de 180 nucleótidos ya circulaban a nivel mundial, siendo de esperar que otros países 

también reportaran su detección más tarde (117,146). Muy poco tiempo después de la 

descripción de la duplicación de 180 nucleótidos, en 2017, describimos la emergencia de una 

segunda duplicación de 111 nucleótidos en la misma región donde había surgido la de 180, 

siendo excluyentes la una de la otra en el European Congress of Clinical Microbiology and 

Infectious Diseases de abril de 2017 (147), publicado unos meses más tarde por el mismo equipo 

de Japón (148). 

Se observó una ausencia de agrupación de la proteína F de los virus portadores de 

duplicaciones, y esto podría tener diversas causas. La primera, podría ser que fuera un evento 

genético tan reciente en el tiempo, que la proteína F, conocida por su lento avance evolutivo en 

comparación a la proteína G, no hubiera tenido tiempo de divergir lo suficiente como para poder 

observar separación de estos nuevos grupos genéticos del grupo original donde emergieron las 

mutaciones. La segunda explicación podría ser que realmente fueron diversos eventos genéticos 

independientes que llevaron a la emergencia de diferentes duplicaciones de 180 nucleótidos y 

diferentes duplicaciones de 111 en la misma región. Esta última hipótesis, aunque improbable, 

es la hipótesis que se tiene de las duplicaciones ocurridas en HRSV. Por una parte, Trento realizó 

una predicción de la estructura secundaria que tenía la secuencia de ARN viral en la región donde 

había encontrado la duplicación de 60 nucleótidos, del genotipo BA9. Esta estructura sugería 

que la región original que sería duplicada se encontraba en un hairpin, hecho que podría 

provocar que la polimerasa viral, al acabar de replicar esta región, saltara por error al inicio de 

este hairpin, replicando de nuevo esta región y creando así la duplicación (142). Por otra parte, 

Comas-García demostró años más tarde que la duplicación de 72 nucleótidos presente en el 

genotipo ON1 de HRSV no provenía de un solo evento, sino que había emergido paralelamente 

desde diversos virus pertenecientes al genotipo GA2 (149). Esta conclusión fue basada en la 

diferente huella genética que tenían los diferentes virus que presentaban esta duplicación. La 

forma más probable de que hubiera sucedido de esta manera sería que en este genotipo 

también se encontrara la estructura en hairpin que Trento demostró que se formaba en BA. A 

nuestro conocimiento, la estructura del ARN viral del gen codificante para la proteína G de 

HMPV aún no ha sido estudiada, pero en el caso que se encontrara un hairpin similar al descrito 

por Trento para HRSV, explicaría por qué se han dado las dos duplicaciones de 180 y 111 

nucleótidos en esta proteína del HMPV, por qué ha sucedido en la misma región, y por qué no 

agrupan las secuencias de la proteína F para los virus portadores de estas dos duplicaciones. 
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En cuanto a la circulación de los diferentes subgenotipos y linajes pertenecientes al 

genotipo HMPV-A, parece que las variantes circulantes van siendo reemplazadas a medida que 

emergen nuevas variantes. El subgenotipo A1 se sugiere que ya se ha extinguido, pues no hay 

datos sobre su circulación en los últimos años (140), tampoco en nuestro estudio tal como 

hemos comentado, en favor de la circulación del subgenotipo A2. Este subgenotipo se subdividió 

en linajes con el tiempo, que también fueron desplazados a medida que emergían otros linajes 

nuevos. En nuestro estudio de ocho temporadas, podemos ver como el linaje A2a fue 

desplazado por el A2b, que a su vez fue desplazado por el A2c no portador de duplicaciones 

(A2cwt), y como con la emergencia de las variantes virales portadoras de duplicaciones, la 

prevalencia de los A2cwt comenzó a disminuir en favor de un aumento progresivo de la 

prevalencia de ambas variantes portadoras de duplicaciones. Sin embargo, debemos remarcar 

cómo la variante portadora de la duplicación de 180 nucleótidos (A2c180dup), la más prevalente 

en un inicio, fue sustituida de forma progresiva pero rápida por la variante portadora de la 

duplicación de 111 nucleótidos (A2c111dup), hasta el punto de ser el 99% de las variantes 

portadoras de duplicaciones detectadas en la última temporada. 

En cuanto al genotipo HMPV-B, se observó una circulación muy similar de los 

subgenotipos B1 y B2. Este genotipo presentó un comportamiento muy diferente al observado 

para HMPV-A, donde los grupos genéticos B1 y B2b coexisten, dibujando un patrón de 

predominancia cíclica del grupo predominante, similar a lo que se había observado al comparar 

la circulación de HMPV-A y -B. 

Poco antes del inicio de esta Tesis Doctoral, Leyrat hipotetizó que, debido al desorden 

intrínseco de la proteina G, su hipervariabilidad genética, su elevada O-glicosilación, y su co-

localización con la proteína F, una de las funciones que podría tener la proteína G sería la de 

hacer de escudo de la proteína F para enmascarar sus epítopos antigénicos de la acción de los 

anticuerpos neutralizantes (37). Este mecanismo sería similar al descrito para otros virus que 

han demostrado evadir el sistema inmune gracias a las glicosilaciones presentes en sus proteínas 

de membrana. Entre estos virus se incluyen el virus del ébola, el virus de la hepatitis C, el virus 

de la gripe A, el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus Nipah y el arenavirus (150).  

Las duplicaciones de 180 y 111 nucleótidos que describimos en las variantes de HMPV que 

han incrementado su prevalencia las últimas temporadas aportarían 23-26 y 12-14 lugares 

adicionales de O-glicosilación, respectivamente, probablemente para modificar las propiedades 

antigénicas de las nuevas variantes en comparación a las anteriores, en caso de ser cierta esta 

hipótesis. Con el objetivo de aportar nuevas evidencias a esta hipótesis se estudió el impacto de 
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estas dos duplicaciones en la estructura de esta proteína. Para poder comparar las estructuras 

de las proteínas con una duplicación con la de una proteína no portadora de duplicaciones, era 

necesario comprobar que la región duplicada tenía las mismas características estructurales que 

la original. Tras comprobar que las regiones de la duplicación eran tan desordenadas 

intrínsecamente como el resto de la secuencia del gen codificante para la proteína G, que no 

había segmentos autoagregativos y que el patrón de O-glicosilaciones era similar a la 

distribución observada en la proteína, se procedió a la comparación in silico del ensamblado más 

probable del ectodominio de las proteínas G de las variantes A2cwt, A2c180dup y A2c111dup. Esta 

predicción sugirió que las proteínas G portadoras de duplicación sobresalían de la membrana 

más que la proteína que no era portadora de la duplicación, alejándose de la membrana lipídica 

más allá de lo que mide la proteína F en un 23% de los casos en las variantes A2cwt, en un 39% 

de los casos en las variantes A2c111dup, y en un 46% de los casos en las variantes A2c180dup. Esta 

observación respalda la hipótesis de Leyrat (37) sobre el papel de la proteína G como escudo de 

la proteína F para enmascarar sus epítopos antigénicos, y por ello refuerza la hipótesis de que 

estas nuevas duplicaciones serían un mecanismo de evasión del sistema inmune.  

Inicialmente podríamos pensar que, si la proteína G del linaje A2c180dup sobresale más y, 

por tanto, cubre mejor la proteína F que la proteína G del linaje A2c111dup, esta duplicación de 

180 nucleótidos sería un mejor mecanismo de evasión, pudiendo ser el linaje más prevalente. 

Aunque en el inicio del periodo de estudio sí hemos podido ver como parecía que esto si iba a 

ocurrir, la variante portadora de la duplicación de 111 nucleótidos se acabó imponiendo. Dado 

el escaso conocimiento sobre el comportamiento evolutivo que pueden tener unas 

duplicaciones de este tamaño, en este trabajo se sugiere que, o bien la duplicación de 180 

nucleótidos requería demasiada energía por parte del virus para mantenerla, o bien al cubrir 

demasiado la proteína F, el proceso de activación de esta proteína se veía afectado, limitando 

así la fusión de membranas y, por tanto, limitando la propagación del virus. 

El linaje A2c111dup, pues, no solo ha logrado desplazar al resto de grupos genéticos de 

HMPV-A, también ha desplazado casi en su totalidad al genotipo HMPV-B tras la pandemia. No 

es la primera vez que se detecta un aumento de morbilidad de HMPV, que además estuviera 

relacionado con un cambio en los virus en circulación. En invierno de 2010, tras la pandemia de 

gripe A(H1N1)pdm09, se detectó un aumento de prevalencia de este virus, especialmente del 

genotipo HMPV-A, en Israel (72) Muy probablemente también ocurrió en otras áreas 

geográficas, pero no existe una gran vigilancia de este virus respiratorio a nivel mundial. 

Paralelamente, otro estudio publicado en esta misma época describió que el linaje A2c 
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(anteriormente denominado A2b2) había predominado más años que los subgenotipos B1 o B2, 

además de presentar una mayor distancia genética intragrupo que los demás grupos genéticos 

establecidos (151). Ambos estudios sugerían que este linaje A2c evadía el sistema inmune de 

una manera más eficiente que los subgenotipos de HMPV-B, hecho que explicaría el predominio 

que presenta. Así, las evidencias sugieren que la proteína G del linaje A2c111dup sería un mejor 

mecanismo de evasión de la respuesta inmunitaria que su predecesor A2cwt, observando la gran 

prevalencia que en general ha presentado el genotipo HMPV-A, y especialmente durante el 

último pico con una gran morbilidad asociada, por lo que podemos deducir que las próximas 

temporadas podríamos observar un nuevo salto evolutivo para este nuevo linaje. 

La longitud de la proteína G no solo se ve afectada por la emergencia de estas dos 

duplicaciones de 180 y 111 nucleótidos. Otro fenómeno genético común en este virus es la 

adquisición de codones stop prematuros (140), también observado en la proteína G del HRSV 

(152). Los linajes A2b y A2cwt (no portadores de duplicación), por ejemplo, incluían proteínas G 

de 218 y 220 aminoácidos, respectivamente. En cuanto al subgenotipo B1, se observó la 

agrupación de las secuencias en dos clústeres diferentes, denominados I y II en este trabajo, tan 

solo para su diferenciación en la descripción, y mostraron tener una diferencia de 10 

aminoácidos de longitud entre ellas, que quizá podrían evolucionar en nuevos linajes con el 

tiempo. Además de estas largas duplicaciones, y estos codones stop prematuros, la longitud de 

las proteínas G también se puede ver modificada por duplicaciones cortas en el subgenotipo B2. 

En este grupo genético hemos podido observar hasta dos duplicaciones de la pareja 

aminoacídica KE de la posición 160-161, y también se observó un grupo diferenciado que, en vez 

de tener estas pequeñas duplicaciones, tenía la inserción de una R tras el primer grupo KE. La 

emergencia de estas variantes del subgenotipo B2 deberían ser monitorizadas, como las 

duplicaciones de 180 y 111, o los nuevos subgenotipos B1 con codones stop prematuros para 

extrapolar una posible ventaja evolutiva. 

En cuanto a la relevancia clínica del virus, resumida en los dos primeros estudios de esta 

Tesis Doctoral, la infección por HMPV se asocia sobre todo a infección del tracto respiratorio 

inferior. Además, se observó una asociación entre la infección de tracto respiratorio inferior y 

una menor edad del paciente pediátrico, mientras que esta asociación se invertía en el paciente 

adulto, siendo el de más edad el que tenía más probabilidad de desarrollar una infección de 

tracto respiratorio inferior, tal como se había descrito en la literatura (2). De hecho, los cálculos 

realizados permitieron dar un valor a esta asociación, estimando un incremento de 1,03 veces 

la probabilidad de sufrir infección del tracto respiratorio inferior por cada año de edad en el 
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paciente adulto. Las cardiopatías estaban más presentes en los casos con infección del tracto 

respiratorio inferior, aunque probablemente esta asociación era debida a que en este grupo se 

encontraba un gran número de pacientes mayores de 64 años. Las comorbilidades también 

fueron asociadas al desarrollo de infección de tracto respiratorio inferior en el paciente 

pediátrico, especialmente las comorbilidades respiratorias o la inmunosupresión, pero no la 

prematuridad, al contrario que otros estudios anteriores (153–156). Se observó un uso de 

tratamientos antibióticos mayor en los casos que con infección del tracto respiratorio inferior, 

aunque solo el 8% de pacientes pediátricos y el 30% de pacientes adultos tratados con 

antibióticos acabaron teniendo un cultivo positivo, pues la infección por HMPV rara vez se ve 

asociada con una infección bacteriana (157). Este uso de antibióticos siempre estaría no 

indicado. Así, si dispusiéramos de pruebas de diagnóstico rápido para HMPV para estos casos 

con sospecha de infección del tracto respiratorio inferior, tal como ya tenemos para HRSV o los 

virus de la gripe, no sería necesario instaurar este tratamiento antibiótico en el caso de un 

resultado positivo para HMPV. 

En cuanto a las infecciones por el linaje A2c, los pacientes de pediatría parecían igual de 

afectados por los linajes A2c portadores de duplicaciones que por el A2cwt u otros subgenotipos 

o linajes. En cambio, en el paciente adulto sí que se encontró una asociación entre los linajes 

A2c portadores de duplicaciones y el desarrollo de infecciones del tracto respiratorio inferior. 

Aunque los adultos deberían tener una respuesta inmune eficiente (94) tienen 3,45 veces más 

probabilidades de manifestar una infección del tracto respiratorio inferior al infectarse con una 

variante portadora de duplicación que si esta variante no es portadora. Esto sugiere que, en el 

caso de la infección por estas nuevas variantes en el paciente adulto, aun con una previa 

exposición a otras variantes anteriores tal como ocurre con la mayoría de infecciones 

respiratorias virales, una de las infecciones más frecuentes a lo largo de la vida, la respuesta 

inmunitaria adquirida no era suficientemente efectiva para hacerle frente. Esto, junto a las otras 

evidencias de este trabajo, como son una mayor prevalencia o el impacto de estas duplicaciones 

en la estructura de la proteina G, respaldaría la hipótesis de Leyrat (37), donde el rol que juega 

la proteína G es la de enmascarar los epítopos de la proteína F, impidiendo el acceso a los 

anticuerpos neutralizantes, a la vez que respaldaría la hipótesis planteada en el primer trabajo 

de esta Tesis Doctoral, donde se proponía que las nuevas variantes portadoras de una 

duplicación habrían modificado esta función (108).  

En cuanto a la relación de factores de gravedad como días de hospitalización, 

requerimiento de oxígeno y el tiempo de ingreso en planta o en la unidad de cuidados intensivos, 
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no se encontró ninguna asociación entre estas nuevas variantes y una mayor gravedad en la 

enfermedad en ninguna cohorte. Aun sin tener un valor estadísticamente significativo, se 

observó una tendencia general en los subgenotipos A2 y B2 a generar una mayor gravedad en 

el curso clínico, alargando la hospitalización o el requerimiento de oxígeno. El estudio de las 

características clínicas de los pacientes en asociación al grupo genético de HMPV había sido poco 

explorado hasta la publicación de este primer trabajo, algunos grupos coincidiendo en la mayor 

gravedad de A2 (158), y otros concluyendo que no había asociación entre una mayor gravedad 

y un grupo genético determinado (115,159). 

Sin embargo, debemos tener en consideración una limitación importante a la hora de 

estudiar la gravedad o características de los pacientes en nuestro estudio, pues tan solo se 

incluyeron las muestras de pacientes atendidos en nuestro hospital, por lo que era de esperar 

observar una mayor gravedad de la que se esperaría en el caso de poder realizar este mismo 

estudio en la población general, donde el número de casos leves y asintomáticos podría ser 

mucho mayor, tal como se espera de cualquier otro virus respiratorio. 

Además de la diversidad genética de los HMPV, es importante estudiar cómo el virus ha 

evolucionado a lo largo de los años, aspecto que quisimos abordar en el tercer trabajo de esta 

Tesis Doctoral. Para ello era necesario realizar secuenciación del genoma completo del HMPV, 

lo cual nos permitiría disponer de toda la información para obtener unos resultados de la 

máxima exactitud. Para intentar disponer de muestras anteriores al inicio de nuestro estudio, 

cuando se observaron las primeras variantes portadores de estas dos duplicaciones, hemos 

tenido la oportunidad de poder colaborar con el Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid, 

quienes aportaron muestras desde 2009 y hasta 2015. 

Para poder realizar una secuenciación completa del genoma viral existían dos opciones, o 

bien una estrategia basada en amplicones o bien una aproximación metagenómica. Finalmente, 

ya que la aproximación metagenómica no era abordable con los recursos disponibles, no siendo 

coste-efectiva para la secuenciación de un gran número de muestras, finalmente se decidió por 

una secuenciación a partir de la amplificación de 4 amplicones solapantes de 4 kilobases cada 

uno, aproximadamente. Una de las limitaciones que presenta esta aproximación es poder 

disponer de las suficientes secuencias de referencia para el diseño de unos cebadores que 

puedan no limitar la amplificación de cualquiera de las variantes que durante este periodo 

hubieran estado en circulación. Dado que tan solo había 164 secuencias del genoma completo 

disponible en la base de datos GenBank, finalmente se escogieron los diseñados por Tulloch 

(160). La idea de amplificar todo el genoma en solo 4 amplicones, no solo reduce el trabajo, sino 
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que también limita el efecto de la deriva genética natural de este virus respiratorio a la 

complementariedad deseada de estos cebadores.  

En este tipo de trabajo, el análisis bioinformático posterior a la secuenciación es clave 

para reconstruir el genoma preservando los posibles eventos genéticos que queremos detectar. 

Se probaron dos aproximaciones de ensamblado para optimizar el script de análisis para este 

virus, tanto portadores como no portadores de duplicaciones. La primera aproximación consistió 

en un ensamblado mediante el mapeo de los reads contra una secuencia de referencia. Tras la 

comparación de las secuencias consenso obtenidas con las obtenidas por Sanger, que nos había 

permitido la identificación de estas duplicaciones en la región correspondiente al ectodominio 

de la proteína G en estudios anteriores, se observó que no se encontraban las duplicaciones en 

la gran mayoría de casos, probablemente debido a que, al ser una región larga y los reads 

obtenidos, cortos, el programa forzaba el alineamiento de los reads que contenían la duplicación 

en la región original duplicada, perdiendo esta información. La segunda aproximación consistió 

en un ensamblado de novo, donde los reads se alinean entre ellos para acabar obteniendo una 

secuencia consenso sin compararla con una secuencia de referencia. Aunque esta aproximación 

no había sido la escogida en un primer momento debido a que era más compleja y requería de 

mayor tiempo de cómputo, resultó ser la más idónea para el análisis de las secuencias del 

genoma completo de HMPV. Así, esto también nos ha permitido explorar otras vías de análisis 

de secuencias de genomas completos como las que ya estamos obteniendo de otros virus 

respiratorios también con genoma ARN, y donde este tipo de inserciones o duplicaciones son 

también encontradas (161,162). 

El estudio de presiones selectivas a través de cuatro algoritmos diferentes implementados 

en Datamonkey permitió el cálculo del dN/dS de todas las proteínas del virus, además de 

describir qué posiciones de cada proteína estaban bajo una presión selectiva negativa o positiva. 

Como era de esperar, las proteínas G y SH mostraron ser las más variables de todo el genoma, 

además de ser las que menos aminoácidos tenían bajo presión selectiva negativa, como se había 

observado previamente (85). Esto podría estar relacionado con que son proteínas de la envuelta, 

aunque no sean grandes determinantes antigénicos (163,164). Además, se observaron 

diferencias en los perfiles de selección positiva en estas dos proteínas al estudiar HMPV-A y 

HMPV-B por separado, indicando una selección específica en cada linaje. Además de lo 

observado para estas dos proteínas, también se detectó selección positiva en las proteínas L, 

M2-1 y P. Se desconoce la implicación que tienen los aminoácidos bajo presión selectiva positiva 

en estas tres proteínas, por lo que debería monitorizarse la posible fijación de mutaciones en 
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estas regiones de su genoma, cómo podrían afectar a su circulación o su gravedad, además de, 

por supuesto, realizar estudios fenotípicos adicionales para poder determinar y medir su efecto. 

Al contrario, las proteínas N, M y F fueron las más conservadas de todo el genoma. La proteína 

F, además de ser una proteína de la envuelta, es la única proteína que estimula una respuesta 

inmune neutralizante, y a pesar de la presión selectiva que podría ejercer la inmunidad 

poblacional, sorprende que tenga un grado de conservación tan elevado, sin posiciones 

aminoacídicas bajo selección positiva. Además, dos de las tres asparaginas localizadas en su ápex 

mostraron estar bajo selección negativa. Se ha sugerido que estas tres asparaginas juegan un 

papel en la evasión del sistema inmune mediante el enmascaramiento de sus propios epítopos 

a través de las N-glicosilaciones que tienen asociadas (54,55) hecho que explicaría la necesidad 

de conservación de estos aminoácidos. Por otra parte, la mayoría de aminoácidos 

pertenecientes a epítopos antigénicos reconocidos por anticuerpos neutralizantes, estaban bajo 

selección negativa, es decir, estaban muy conservados. Esto sugiere que el sistema inmune no 

ejerce una presión sobre esta proteína, y por lo tanto respalda la necesidad de enmascaramiento 

que le proporciona la proteína G para evitar el reconocimiento de los anticuerpos neutralizantes. 

Este alto grado de conservación hace de esta proteína una diana óptima para el desarrollo de 

vacunas, tal como se está haciendo actualmente (90–93), aunque el hecho de que podría estar 

enmascarada por la proteína G debería tenerse en cuenta en el diseño de estas vacunas. 

 En cuanto al análisis evolutivo llevado a cabo con Nextstrain (165), y respaldado con los 

resultados de BEAST, se observó que la divergencia de los genotipos HMPV-A y HMPV-B fue 

mucho más reciente de lo que se había calculado en estudios anteriores (164), aunque éstos 

contaban con un número más reducido de secuencias disponibles. Los dos únicos estudios de 

evolución de genoma completo de HMPV donde se calcula esta divergencia habían obtenido 

estimaciones muy diferentes. Mientras un estudio situaba el antecesor común de ambos 

genotipos el año 1622 (85), el otro estudio lo hacía en un rango de años de 1645 a 1858 (164), 

debido a la diferencia encontrada entre las diferentes proteínas. Esta diferencia entre las fechas 

estimadas en nuestro estudio en comparación a los anteriores podría estar relacionada con la 

inclusión de un mayor número de muestras estudiadas, pues en el momento del estudio tan solo 

había 164 secuencias de genoma completo disponibles en GenBank, y el trabajo realizado para 

esta Tesis Doctoral contribuye con 187 nuevas secuencias de entre 2009 y 2021. Por otra parte, 

sería importante poder disponer de un mayor número de secuencias HMPV ancestrales, incluso 

anteriores a su descubrimiento hace tan solo 20 años, pues los estudios seroepidemiológicos 

realizados ya han demostrado su circulación al menos desde 1958 (1). Realmente, realizar una 

vigilancia virológica de este virus respiratorio, al igual que lo hacemos con otros virus también 
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asociados a una importante morbilidad como son los virus de la gripe y HRSV, ha permitido 

detectar estas variantes portadoras de largas duplicaciones con un rol en el enmascaramiento 

de las características antigénicas, suponiendo un cambio en su epidemiología, sólo 3-4 años 

después de que emergieran según las estimaciones evolutivas, seguramente como resultado de 

dos eventos genéticos independientes, tal como propuso Saikusa (148) y tal como se había 

propuesto para HRSV también (149).   

Aunque los subgenotipos y linajes de HMPV-A y HMPV-B tenían diferentes patrones de 

predominio, HMPV-A y HMPV-B están en una evolución constante, probablemente con el 

objetivo de evadir la respuesta inmune adquirida en temporadas anteriores, lo que les permite 

seguir circulando en población humana. Este dato pone en evidencia la necesidad de seguir 

manteniendo esta vigilancia virológica para monitorizar su evolución en los próximos años.  

La vigilancia genómica es importante para monitorizar la evolución de HMPV, ya que 

permite detectar la emergencia de nuevas variantes y la asociación de estos hallazgos a 

características clínicas, hecho muy relevante para la salud pública. Nextstrain es una 

herramienta que ha demostrado su versatilidad y utilidad, especialmente durante la pandemia 

de SARS-CoV-2, permitiendo el estudio de miles de secuencias de una forma rápida (166). En 

este último trabajo de la Tesis Doctoral, Nextstrain ha permitido visualizar la evolución del HMPV 

en tiempo real y de manera interactiva, conocimiento que hemos hecho público a través de la 

página https://nextstrain.org/groups/valldhebronvirology/metapneumovirus/AB/timetree. 

Este tipo de análisis se ha convertido en un modelo para trazar la evolución de otros patógenos 

respiratorios virales, como ya se hace actualmente para el enterovirus D68 (167). La creación 

del grupo /valldhebronvirology bajo el dominio de Nextstrain permitirá compartir la vigilancia 

epidemiológica que hacemos actualmente con otros virus como el HRSV, los virus de la gripe, o 

los enterovirus, compartiendo una información siempre actualizada, el cual es uno de los 

objetivos principales de una vigilancia virológica. Esta información microbiológica, junto con la 

disponible en otras fuentes de información, tanto epidemiológica como clínica, deben permitir 

la vigilancia de la emergencia, impacto y evolución de nuevas variantes. 
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7 CONCLUSIONES 

1. Esta Tesis Doctoral ha permitido disponer de valiosa información sobre la emergencia 

de nuevas variantes del HMPV, de su prevalencia, de su impacto y de su evolución. 

2. La prevalencia del HMPV en general ha sido del 3% en el periodo de estudio que, aun 

siendo un porcentaje moderado en comparación a la de otros virus respiratorios, tiene 

relevancia debido a su fuerte asociación con la infección del tracto respiratorio inferior. 

El aumento de prevalencia observado en la temporada 2017-2018 ha sido asociado a 

la emergencia de nuevas variantes virales, mientras que el aumento de prevalencia 

observado en la temporada 2021-2022 ha sido asociado a una mayor población 

susceptible a una infección primaria.  

3. La estacionalidad típica de los HMPV observada en nuestra área geográfica comienza 

al decaer la curva epidémica de los virus de la gripe en los meses de invierno, y termina 

durante los meses de primavera. La pandemia de SARS-CoV-2 interrumpió la epidemia 

de HMPV de la temporada 2019-2020, y retrasó la siguiente curva epidémica hasta el 

verano de 2021, que fue seguida por un segundo pico epidémico en otoño-invierno del 

mismo año. 

4. Se ha descrito un porcentaje significativo de casos de HMPV en codetección con otros 

virus respiratorios, especialmente con rinovirus, adenovirus, bocavirus y enterovirus. 

Estos son algunos de los virus respiratorios más prevalentes en nuestro territorio, que 

coinciden en su circulación con las epidemias de HMPV, hechos que podrían explicar 

su alta codetección, entre otros motivos.  

5. Se ha remarcado la importancia que tiene el HMPV en la infección respiratoria del 

paciente adulto, con una especial incidencia en los pacientes a partir de 55-60 años. La 

detección de HMPV en el paciente adulto presenta una prevalencia muy similar a la 

observada en el paciente pediátrico, y representa el 45% de los casos detectados. 

6. El estudio filogenético de las secuencias parciales de la región codificante de la 

proteína G ha permitido describir una alta diversidad genética, donde los linajes 

emergentes han ido ganando prevalencia en detrimento de los que circulaban 

previamente.  
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7. Aun habiendo cocirculación de los dos genotipos de HMPV, A y B, hasta antes de la 

pandemia de SARS-CoV-2 existía un cambio en el predominio de uno sobre el otro que 

podría estar determinado por la inmunidad de la población.  

8. Esta Tesis Doctoral ha permitido describir dos eventos de duplicación en el género de 

los metapneumovirus. Estas dos duplicaciones, de 180 y 111 nucleótidos, están 

situadas en el ectodominio de la proteína G de los virus pertenecientes al linaje A2c.  

9. Las nuevas variantes virales han presentado un aumento de prevalencia progresivo, 

llevando finalmente al predominio de la variante A2c portadora de la duplicación de 

111 nucleótidos, sugiriendo que aporta unas nuevas características antigénicas al virus 

favorecedoras para su continuidad. De hecho, el patrón observado en esta alternancia 

HMPV-A y B descrito en las temporadas antes del inicio de la pandemia, se vio alterada 

las dos últimas temporadas, con la expansión del genotipo HMPV-A, liderado por esta 

nueva variante. 

10. Las proteínas G portadoras de una duplicación son tan desordenadas intrínsecamente 

como lo son las proteínas no portadoras, sin segmentos autoagregativos y con un 

patrón de glicosilación similar. La proteína G se mantiene en una conformación 

extendida que sobresale por encima de la proteína F, obstaculizando el paso de los 

anticuerpos neutralizantes con sus numerosas O-glicosilaciones. Esta función se vería 

potenciada por las duplicaciones emergentes, pues éstas aportarían una longitud extra 

a la proteína que provocaría que sobresaliera todavía más sobre la proteína F.   

11. En este trabajo, el HMPV ha sido principalmente asociado a una infección del tracto 

respiratorio inferior, y por lo tanto a una mayor gravedad, aunque cabe destacar que 

esta observación podría estar sesgada debido a que este estudio se ha realizado en un 

contexto hospitalario. Estos resultados podrían ser diferentes en el caso de incluir 

casos detectados en la comunidad. 

12. No encontró asociación entre la gravedad del curso clínico y los subgenotipos y linajes 

de HMPV no portadores de duplicaciones.  

13. Las nuevas variantes portadoras de duplicaciones, A2c180dup y A2c111dup, fueron 

asociadas a una mayor probabilidad de desarrollar una infección del tracto respiratorio 

inferior en el paciente adulto, sugiriendo que la respuesta inmune adquirida por estos 

pacientes en infecciones pasadas no era tan eficiente frente estas variantes. 
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14. El aumento de la prevalencia de las variantes virales portadoras de duplicaciones a lo 

largo del periodo estudiado, la asociación de éstas a la infección del tracto respiratorio 

inferior en adultos y la predicción de una mayor cobertura de la proteína F por parte 

de estas variantes sugiere que las duplicaciones podrían estar aportando una ventaja 

evolutiva mediante un enmascaramiento estérico mejorado en comparación a las 

variantes no portadoras, contribuyendo a la evasión del sistema inmune durante la 

infección. 

15. Se ha demostrado la importancia de la optimización y validación del análisis 

bioinformático de las secuencias genómicas del HMPV, y de todos los virus 

respiratorios con un genoma de ARN, en los que es muy probable se pueden dar 

eventos genéticos de inserción o deleción. Un ensamblado mediante mapeo contra 

una secuencia de referencia puede inducir errores en caso de largas duplicaciones, por 

lo que debería realizarse este análisis también mediante aproximaciones de novo. 

16. Esta Tesis Doctoral ha contribuido enormemente con nuevas secuencias y evidencias 

a un mejor conocimiento de la evolución del HMPV, hasta ahora bastante limitado por 

el escaso número de estudios realizados.  

17. La vigilancia genómica es importante para la monitorización de la evolución de HMPV, 

la detección de variantes emergentes y la asociación de mutaciones o grupos genéticos 

a factores poblacionales o clínicos, como son la edad, el sexo o la gravedad de la 

sintomatología del paciente. 
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