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Efecto de la infección con diferentes cepas de virus de influenza A en la 

polarización de macrófagos y en la progresión de daño pulmonar 

RESUMEN 

El virus de influenza pandémica (pdm) que se aisló en México en 2009 tiene una 

combinación particular de segmentos genéticos provenientes de virus que infectan 

aves, cerdos en América del Norte y virus estacional H3N2. Este virus tiene alto 

potencial pandémico y causa enfermedad respiratoria grave en individuos 

susceptibles. En este sentido se sabe que diversos factores del huésped como las 

co-morbilidades y una falta de regulación de la respuesta inflamatoria pueden 

contribuir al desarrollo de formas graves de la infección. Sin embargo los 

mecanismos de cómo el virus induce una respuesta inflamatoria exacerbada no se 

conocen con claridad. Por este motivo en este trabajo se analizó  el efecto de los 

virus pdm A/H1N1 y estacional H1N1 (A/PR/8/34) en la regulación y el desarrollo 

de la respuesta inflamatoria. Para ello se llevó a cabo la  cuantificación por RT-

PCR de la expresión de RNAm de genes asociados a fenotipos de macrófagos M1 

o M2 en monocitos humanos infectados experimentalmente con los virus pdm 

A/H1N1 o estacional A/PR/8/34 en una cinética de 18 y 36 horas. 

La infección experimental de monocitos humanos con el virus pdm A/H1N1, en 

relación con la infección por virus estacional A/PR/8/34, indujo una mayor 

expresión de RNAm de interleucinas asociadas con un fenotipo M1 en 

macrófagos, tales como TNF-α, IL-6 e IL-1β. Además el virus pdm A/H1N1 induce 

altos niveles de RNAm de IL-10 en etapas tempranas y tardías de la infección, la 
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cual podría tener un efecto patogénico al inhibir respuestas inflamatorias 

protectoras en etapas tempranas de infección.  

Estos hallazgos sugieren que existen factores inherentes a la cepa del virus pdm 

A/H1N1 que inducen una mayor producción de citocinas y quimiocinas pro-

inflamatorias, mediante la sobre-activación de macrófagos M1, lo cual podría 

contribuir con el desarrollo de un microambiente pro-inflamatorio y con la 

patogénesis de daño pulmonar mediada por la falta de regulación de la respuesta 

inflamatoria. 
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INTRODUCCIÓN  

El brote pandémico del virus de Influenza A/H1N1 del 2009 (A/H1N1/pdm/09) 

causó problemas a los sistemas de salud en todo el mundo. Este virus fue 

identificado en México y se caracterizó por causar un síndrome respiratorio severo 

y muerte particularmente a personas dentro de un rango de edad poco común 

para estos virus: personas jóvenes y de mediana edad [1]. Los primeros estudios 

de infecciones experimentales con este virus en modelos animales, mostraron que 

la nueva cepa A/H1N1/pdm/09 es más patogénica que la cepa A/H1N1 estacional, 

además se demostró que el virus A/H1N1/09 tiene una mayor capacidad de 

replicación en tejido pulmonar bajo, provocando lesiones más graves en el tracto 

respiratorio y mayor persistencia en el tejido pulmonar. Adicionalmente se 

demostró que el virus pdm A/H1N1, a diferencia del virus estacional, tiene una 

mayor capacidad de inducir altos niveles de mediadores inflamatorios como IL-6, 

IL-8, MCP-1, entre otros [4].  

Por otro lado, dado que el virus A/H1N1 tiene una combinación única de 

segmentos genéticos de linajes de virus porcinos clásicos euroasiáticos, aviares 

del norte de américa y humanos [2, 3], su alta frecuencia de mutaciones y 

reordenamientos genéticos representan un desafío a los esfuerzos por controlar a 

estos virus.  

En la actualidad, este virus continúa circulando en México y en varios países de 

diferentes continentes, causando formas graves de enfermedad respiratoria aguda 

y de rápida progresión en individuos susceptibles, además de un extenso daño 

pulmonar y falla de múltiples órganos [4].  
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Uno de los signos clínicos más frecuentemente observados en pacientes 

infectados con este virus, es el síndrome de dificultad respiratoria aguda grave 

(Neumonía grave) [1, 5], cuya morbilidad y la mortalidad reflejan las propiedades 

intrínsecas del virus pandémico, tales como un mayor potencial de replicación y 

efectos citopáticos sobre células epiteliales pulmonares en comparación con los 

virus de influenza estacional [6]. 
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ANTECEDENTES 

Estructura y propiedades de los virus de influenza A 

Hay tres tipos de virus influenza: A, B y C. Los virus A y B son los más estudiados 

debido a que causan enfermedades en humanos, específicamente, el tipo A ha 

sido responsable de distintas epidemias en la historia de la humanidad a causa de 

sus continuos cambios antigénicos, mientras que el tipo C es más estable [7].  

Las diferencias antigénicas mostradas por las proteínas estructurales de 

nucleocápside (NP) y de matriz (M1), son la base para clasificar a los virus de 

influenza en los tipos A, B y C. Los virus de influenza A se dividen en subtipos 

según las variaciones antigénicas de la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa 

(NA), existen 18 subtipos diferentes de hemaglutinina (H1 hasta H18) y 11 de 

neuraminidasa (N1 hasta N11) [9]. Evidentemente la combinación de estos 

diferentes subtipos de HA y NA genera docenas de subtipos de virus de influenza 

A. 

Los virus Influenza pertenecen a la familia Ortomyxoviridae, son pleomórficos  y 

con un diámetro aproximado de 100nm. Su genoma está compuesto por ocho 

segmentos de RNA de cadena sencilla con sentido negativo que codifican al 

menos 9 proteínas estructurales diferentes. Cada segmento de RNA se enrolla 

alrededor de proteínas nucleares (NP) y de proteínas de exportación nuclear 

(NEP). Al extremo de estas estructuras se encuentra un complejo de polimerasa 

(PB1, PB2 y PA), formando las ribonucleoproteínas virales (vRNP), las cuales 

codifican para once proteínas virales incluyendo proteínas no estructurales [8]. Por 
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otro lado, presentan una cubierta lipídica que obtienen al salir de las células que 

infectan, en esta se encuentran sus antígenos transmembranales principales HA y 

NA, y los canales iónicos (M2) (Figura 1) [9].  

 

Figura 1. Esquema representativo de la estructura de los virus de Influenza [17].  

 

La HA representa el 80% de la proteína viral total y está codificada por el 

segmento 4, mientras que la NA representa el 17%, y es codificada por el 

segmento 6. Estas se introducen en la envoltura viral y quedan expuestas como 

espigas de casi 10nm de longitud, con grupos de NA rodeados por HA [9]. La 

glicoproteína HA deriva su nombre de la capacidad que presenta para aglutinar 

eritrocitos uniéndose al ácido siálico presente en su superficie. Durante su 

procesamiento postraduccional, la proteína HA se corta en dos subunidades, HA1 

Envoltura	viral	proveniente	
	de	la	célula	hospedera	

Proteínas	no	
estructurales	

RNP	viral	

Complejo	de	polimerasa	
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y HA2, que permanecen unidas por un puente disulfuro. Para que la partícula viral 

sea infectiva es necesario separar a HA1 y HA2. Mientras tanto, la glicoproteína 

NA funge como enzima sialidasa, retira el ácido siálico de los glico-conjugados, 

facilitando la liberación de las partículas virales de la superficie de las células 

infectadas durante el proceso de gemación, este proceso impide la auto-

agregación de los virones recién liberados. Además, se ha descrito que la NA 

ayuda a los virus a desplazarse a través de la capa de mucina en el aparato 

respiratorio para alcanzar a sus células blanco. Por otro lado, M2 es el 

componente antigénico menos abundante, cubriendo tan solo 16 a 20 moléculas 

por partícula viral, y no se encuentran asociado a balsas lipídicas. Por último, 

debajo de la membrana viral se encuentran las proteínas de matriz (M1) las cuales 

sostienen al núcleo viral [9]. 

Ciclo de replicación del virus de influenza A 

El ciclo de replicación comienza con la adhesión de los virus a sus células blanco; 

el virus se une al ácido siálico de la superficie celular por medio del sitio receptor 

localizado en la proteína HA (Figura 2). El ácido siálico se une de dos maneras 

principales a los carbohidratos de las glicoproteínas: a través de uniones α-2,6 y α-

2,3; lo cual es de gran importancia epidemiológica, puesto que particularmente los 

virus de influenza A que infectan a humanos reconocen preferencialmente uniones 

α-2,6, los virus de influenza aviar reconocen a la unión α-2,3 y los virus de 

influenza porcina reconocen ambos [10], lo que promueve la recombinación de 

virus que infectan distintas especies, tal es el caso de la aparición del virus 

pandémico A/H1N1/09. 
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Figura 2. Ciclo de replicación del virus de los virus de Influenza  [17]. 

 

Posteriormente a la adhesión, las partículas virales se introducen en la célula 

induciendo la endocitosis. En el endosoma, el precursor de la hemaglutinina viral 

HA0 es hendido a subunidades HA1 y HA2 a causa de un bajo pH, entre 5 y 6, lo 

cual también es importante para la activación de canales iónicos M2, los cuales 

acidifican el núcleo viral para liberar las vRNP de la matriz formada por las M1. La 

subunidad HA1 se mantiene anclada a la membrana viral, mientras que la 

subunidad HA2 correspondiente al péptido de fusión queda expuesta y se inserta 

a la membrana del endosoma. HA comienza a doblarse acercando a ambas 

membranas hasta tocarse y se crea un poro de fusión que conecta al núcleo viral  

con el citoplasma celular lo que permite la localización de las vRNP en el 

citoplasma [11]. Ya en el citoplasma, las vRNPs son transportadas al núcleo a 
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través del complejo proteico nuclear (NPC) para llevar a cabo la transcripción del 

genoma viral [12]. 

Durante la primera etapa de la replicación del genoma viral, se lleva a cabo la 

producción RNA complementario (cRNA) de sentido positivo a partir de los 

segmentos completos de RNA de sentido negativo del genoma viral. El cRNA sirve 

como plantilla para la síntesis de copias fieles del RNA genómico con sentido 

negativo y para la producción de RNA maduro viral para la traducción de proteínas 

de manera simultánea. La trascripción y replicación del RNA viral (vRNA), y por 

ende de nuevos genomas, se realiza por la RNA polimerasa viral, la cual está 

constituida por las proteínas PB1, PB2 y PA. Para el inicio de transcripción utiliza 

como oligonucleótidos a los segmentos de RNA con complementariedad invertida 

en sus extremos, los cuales se doblan sobre sí mismos formando pequeñas asas 

de cuatro nucleótidos. Los fragmentos de vRNA negativo replicados en el núcleo 

se exportan en nuevos vRNP, formados con las nuevas proteínas derivadas de la 

traducción [13].  

La síntesis de RNA mensajero (RNAm) viral a partir de vRNA (-) depende de la 

actividad de la RNA polimerasa II de la célula hospedera. El vRNA (-) tiene una 

cola de poli-T, que se transcribirá en una cola de poli-adenina en el mRNA viral, 

sin embargo no tiene una estructura de cubierta cap metilada en su extremo 5’, 

necesaria para la trascripción. Para resolver esto, la proteína PB2 de la 

polimerasa, se une al cap de un pre-mRNA celular y la PB1 hace un corte de 10 a 

15 nucleótidos para secuestrar el cap de este mRNA celular y unirlo al RNA viral 

negativo y utilizarlo como primer de la transcripción. Posterior a la transcripción, se 
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obtiene un RNA viral de sentido positivo, con una cola de poli-adenina y con una 

estructura cap. Este es exportado al citoplasma para la traducción de proteínas 

virales necesarias para la formación de los nuevos los vRNPs [13], que 

inmediatamente se asocian en grupos de ocho segmentos antes de la liberación 

de las partículas virales, requisito para que éstas completen su ensamble. 

Al madurar, el virus se libera por gemación. Los componentes virales individuales 

llegan por diferentes rutas. La nucleocápside se ensambla en el núcleo y se 

desplaza fuera de la superficie celular. Las glicoproteínas NA y HA se sintetizan y 

maduran en el retículo endoplásmico y aparato de Golgi. La proteína M1 sirve 

como puente para unir la nucleocápside a los extremos citoplasmáticos de la 

glicoproteínas. Durante esta secuencia de eventos la HA se escinde en HA1 y 

HA2 si la célula hospedera posee la enzima proteolítica adecuada. La HA retira 

sus terminales en el ácido siálico en la superficie de la célula blanco, para seguir 

con su proceso de infección en otros blancos, proceso que depende de la 

actividad enzimática de la NA que corta la unión HA-membrana celular, además 

de eliminar el ácido siálico de las glicoproteínas de la membrana viral para evitar 

que las partículas virales se conjuguen entre ellas. Los mecanismos por los cuales 

los componentes virales migran a la membrana celular todavía no se conocen, 

aunque se sabe que las proteínas virales membranales HA, NA y M2 tienen 

señales de migración en su extremo y se cree que las demás son reclutadas por 

M1 [14].  
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Origen del virus de influenza pandémica humana A/H1N1 

Debido a la naturaleza segmentada del genoma viral, cuando una célula sufre una 

infección concurrente por virus diferentes de un determinado tipo, se pueden 

ensamblar mezclas de los segmentos del gen progenitor de los virones. Este 

fenómeno, denominado reordenamiento genético, puede producir cambios súbitos 

en los antígenos de la superficie viral, creando un virus recombinante al que no se 

tiene previa inmunidad. Por ejemplo, la inserción de un nuevo subtipo de HA a un 

virus de influenza dirigido a humanos está asociado a pandemias.  

Otra variación antigénica que se puede presentar es la llamada deriva génica, 

proceso por el cual cambios en aminoácidos de las proteínas HA y NA se 

seleccionan, creando nuevas cepas virales que no difieren radicalmente entre 

ellas. Por lo general, estos cambios son los responsables de la generación de 

virus estacionales con nuevas características estructurales, pero a pesar de ser 

cambios menores, son suficientes para evadir la inmunidad adquirida por vacunas 

desarrolladas en contra de un virus estacional específico [15].  

Como se mencionó previamente, se sabe que la HA de influenza A/H1N1 tienen la 

capacidad de unirse tanto al ácido siálico α2,3 como al α2,6, reconocidos 

preferencialmente por los virus de influenza aviar y humana respectivamente [16]. 

Los puercos tienen los dos receptores en la tráquea y son susceptibles a la 

infección por ambos virus, por lo que se propone que son el receptáculo ideal para 

la recombinación de virus humano y aviar por reordenamiento génico, dando como 

resultado la generación de nuevos virus potencialmente pandémicos [17], además 
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de dirigir la infección a células alveolares epiteliales en el tracto respiratorio tanto 

superior como inferior en los humanos. 

En 1918 surgió una epidemia de influenza en el mundo que infectó a un tercio de 

la población mundial, y provocó la muerte de aproximadamente 100 millones de 

personas. Todos los virus de influenza A que han causado pandemias desde ese 

año, incluyendo el virus H1N1 de 1977 y 2009, así como la mayoría de las 

infecciones por influenza A en el mundo han sido causados por descendientes del 

virus pandémico de 1918 [2]. Con respecto al virus H1N1 pandémico del 2009, los 

test preliminares de los CDC indicaron que este virus fue resultado de un nuevo 

rearreglo que contenía elementos genéticos de virus de influenza encontrados en 

cerdos, aves y humanos [2]. Los datos de la composición genética del virus de 

Influenza A/H1N1/pdm/09 muestran que este resultó del rearreglo de los virus 

porcino H1N2 y el reciente H3N2 de Norte América, es decir de un re-arreglo triple 

entre virus aviares, humanos y porcinos más un componente porcino Euro-asiático 

relacionado a aves (Figura 3). Como resultado este virus posee los genes PB2 y 

PA de un virus con origen aviar de Norte América, el gen de PB1 de un virus H3N2 

de origen humano, genes HA (H1), NP y NS de un virus de origen porcino clásico 

y genes NA (N1) y M de un virus de origen porcino relacionado a aves de Eurasia, 

con esto la descripción de este virus se ajusta a un re-arreglo cuádruple. No 

obstante, el gen PB1 de origen humano y el PB2 de origen aviar han circulado en 

cerdos desde 1997 a 1998 (cuando el triple re-arreglo fue descrito por primera 

vez) y probablemente haya sido objeto de adaptación a los cerdos [3].  
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Figura 3. Origen del virus de Influenza A/H1N1 pandémico del 2009 [3]. 

 

Inmunopatogénesis de la infección por el virus de Influenza A/H1N1/pdm09 

Los virus de influenza infectan principalmente el tracto respiratorio superior. Los 

síntomas típicos se presentan de manera súbita e incluyen escalofríos, cefalea y 

tos seca, seguidos poco después por fiebre elevada, dolor muscular generalizado, 

malestar y anorexia; síntomas que corresponden a cualquier cepa de la influenza 
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A ó B. En contraste, la influenza C rara vez causa resfriado común. Por otro lado, 

un incremento de la secreción de las mucosas, ayudan a arrastrar a los agentes 

hacia las vías respiratorias inferiores. 

Una parte de los individuos infectados con el virus pandémico del año 2009 

desarrollaron formas graves de neumonía, asociada en muchos de los casos, a la 

falla de otros órganos, principalmente el riñón. Posteriormente, la progresión 

clínica hacia formas graves de la enfermedad se ha asociado con diferentes 

factores del huésped como son la presencia de comorbilidades como obesidad, 

diabetes, EPOC, entre otras, además de presentar fenómenos inflamatorios poco 

regulados y también factores virales de patogenicidad.  

Hasta ahora no se conocen totalmente los mecanismos relacionados con los 

factores del huésped y de la cepa viral que determinan el desarrollo y la 

patogénesis de la neumonía grave asociada a la infección con el virus 

A/H1N1/pdm/09. 

Durante las infecciones por virus respiratorios la respuesta inmune inflamatoria 

tiene un papel crucial para el control de la etapa aguda de la infección. Sin 

embargo, cuando los mecanismos de control y regulación de esta respuesta 

antiviral e inflamatoria están ausentes o no se regulan de manera adecuada, 

sumado con una consecuente producción elevada de mediadores inflamatorios 

como citocinas y quimiocinas, paradójicamente, puede contribuir a la patogénesis 

de la enfermedad causando daño a distintos tejidos y determinando un desenlace 

grave de la enfermedad [18, 19]. 



 18 

En otros estudios se ha demostrado que los factores genéticos del huésped 

influyen en la susceptibilidad y la progresión clínica de la enfermedad. En un 

estudio reciente de asociación genética de casos y controles, entre pacientes que 

desarrollaron neumonía grave por el virus pandémico y sus contactos 

intradomiciliarios, se encontraron cuatro polimorfismos de nucleótido sencillo 

(SNP) en genes de los cromosomas 1 y 17 que se asocian significativamente con 

la gravedad de la enfermedad, alguno de los cuales codifican a proteínas del 

complemento y receptores involucrados en el procesamiento de complejos 

inmunes, lo cual sugiere que estos genes pueden conferir riesgo debido a un 

incremento en la activación de la inmunidad del hospedero [20]. En apoyo a esta 

hipótesis, recientemente se describió que adultos jóvenes con neumonía grave por 

el virus A/H1N1 pandémico presentan mayor tendencia al depósito de complejos 

inmunes y activación del complemento en tejido pulmonar y tracto respiratorio [21]. 

Con esto se demuestra que en la patogénesis de la infección por el virus de 

Influenza A/H1N1 pandémico están implicados factores tanto genéticos del 

hospedero como patogénicos propios del virus [7]. 

 Así mismo, se ha descrito que durante la infección primaria por virus de Influenza 

A, las células T CD8+ tienen un papel determinante en el control de la infección a 

través de diferentes mecanismos efectores como citotoxicidad y apoptosis de 

células infectadas, limitando de manera eficaz su capacidad de replicación y por lo 

tanto la gravedad del daño [22, 23]. Por el contrario, durante la infección por el 

virus A/H1N1 pandémico parece ser que la respuesta a través de las células T 

puede contribuir con el curso clínico de la neumonía grave. En estudios 
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previamente realizados en el laboratorio, se observó que los pacientes con 

neumonía grave, asociada a la infección por el virus pandémico A/H1N1 

pandémico, presentan una distribución de subpoblaciones efectoras de células T 

periféricas polarizada hacia Th1, en comparación con sujetos expuestos al virus 

que no desarrollaron neumonía y con sujetos sanos. También se demostró que el 

virus pandémico A/H1N1 tiene la capacidad de inducir mayores niveles de 

diferentes citocinas y quimiocinas proinflamatorias como IL-8, TNF-, IFN-γ, IL-6, 

CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), entre otras, en suero y lavados 

bronquioloalveolares (LBA) de pacientes con formas graves de neumonía, en 

comparación con una cepa de influenza A/H1N1 estacional (PR/8/34) y una cepa 

H3N2 [4, 24].  

Respuesta inmune mediada por macrófagos 

Los macrófagos fueron descritos inicialmente por Élie Metchnikoff en el siglo XIX 

como células fagocíticas responsables de la eliminación de patógenos, el 

desarrollo del tejido y reparación de heridas en distintos organismos, desde 

invertebrados hasta vertebrados [26]. Hoy en día, más allá de las funciones 

clásicas descritas por Metchnikoff, sabemos que los macrófagos son una de las 

poblaciones celulares más pleiotrópicas del sistema inmune, presentes en todos 

los tejidos del cuerpo. Tienen funciones homeostáticas que incluyen reparación, 

remodelación y protección de tejidos, al poner en marcha mecanismos inmunes 

innatos e iniciar el desarrollo de respuestas inmunes específicas a través del 

procesamiento y presentación de antígenos, la expresión de moléculas co-

estimulatorias y la producción de citocinas [27]. 
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Los fagocitos mononucleares, como los macrófagos, son producto de un proceso 

denominado monocitopoyesis, que comienza con la generación de precursores 

mieloides en la médula ósea, el bazo y el hígado fetal a partir de células 

pluripotenciales. Los precursores mieloides comunes para el linaje granulocítico y 

monocítico, al ser estimulados con el factor estimulante de colonias de granulocito-

macrófago (GM-CSF) y el factor estimulante de colonias de macrófago (M-CSF) e 

interactuar con el estroma de los órganos hematopoyéticos dan lugar a los 

promonoblastos y generan la progenie monocito-macrófago [27]. Los 

promonoblastos se diferencian a monoblastos y éstos a promonocitos que 

posteriormente se convierten en monocitos que abandonan la médula ósea, entran 

al torrente sanguíneo y se dirigen a los diferentes tejidos por el flujo de 

quimiocinas y factores atrayentes. En los tejidos los monocitos se convierten en 

macrófagos residentes con un fenotipo determinado por un microambiente tisular, 

la matriz extracelular (MEC), los productos de secreción y las moléculas de 

superficie de las células vecinas (Figura 4). Esta especialización contribuye al 

desarrollo de su heterogeneidad, la cual se ha definido como la propiedad de los 

macrófagos de expresar amplios rangos de fenotipos morfológicos y funcionales 

[28]. 
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Figura 4. Origen de los macrófagos [45]. 

 

Por otro lado, los macrófagos tienen una notable plasticidad que les permite 

responder de manera eficiente a las señales ambientales y cambiar su fenotipo, su 

fisiología puede ser marcadamente alterada tanto por la respuesta innata  como 

por la adaptativa. Por ejemplo, los macrófagos pueden responder a estímulos 

endógenos que se generan rápidamente después de una lesión o infección. Estos 

estímulos se producen típicamente por células de la respuesta inmune innata y 

pueden ejercer un efecto, aunque por lo general transitorio, sobre la fisiología de 

los macrófagos. Así mismo, responden a señales producidas por células de la 

respuesta adaptativa, que son más prolongadas que los estímulos inmunes 

innatos y generalmente dan lugar a alteraciones en macrófagos a más largo plazo. 

Además los macrófagos en sí pueden producir varios factores que influencian en 
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su propia fisiología. Durante la caracterización inicial de la activación de los 

macrófagos, la combinación de dos señales, interferón-γ (IFN-γ) y el factor de 

necrosis tumoral (TNF-α), dio lugar a una población de macrófagos que durante 

una infección aumenta su capacidad microbicida o capacidad tumoricida, así como 

la secreción de citocinas pro-inflamatorias y mediadores. Estos se denominaron 

macrófagos activados clásicamente o M1. Se sabe que IFN-γ puede ser producido 

por células del sistema inmune innato o adaptativo. Las células asesinas naturales 

(NK) son una fuente importante temprana de esta citocina, las cuales responden al 

estrés y las infecciones induciendo a macrófagos para secretar citoquinas pro-

inflamatorias y producir una mayor cantidad de aniones superóxido, radicales de 

oxígeno y nitrógeno, favoreciendo una mejor resistencia contra la infección. Sin 

embargo, la producción de IFN-γ por las células NK es generalmente transitoria y 

por lo tanto no puede sostener una población de macrófagos activos durante 

mucho tiempo, en consecuencia la respuesta inmune adaptativa es necesaria para 

mantener a los macrófagos clásicos activados, lo cual se proporciona por la 

producción sostenida de IFN-γ por las células T helper 1 (Th1) [29].  

TNF-α media la producción de IL-6 y su acción sobre las células B, y las células T 

vírgenes. Así mismo está implicado en la mejora de la maduración de los 

macrófagos tisulares y células dendríticas, lo cual posiblemente conduce a una 

mayor respuesta inflamatoria y la activación adicional de células presentadoras de 

antígenos. Así mismo, los macrófagos activados por la vía clásica (M1), tienen la 

capacidad de detonar mecanismos efectores como muerte de parásitos 

intracelulares, lisis de células tumorales, producción y secreción de IL-1β, IL-6, IL-
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12, IL-18, TNF-α, CCL3, CXL9 y CXCL10, así como producción de ROS, 

generación de ON en murinos, cambios fagolisosomales y aumento en la 

expresión de MHC II [27]. 

Por otro lado, estas citocinas pro-inflamatorias que son producidas por los 

macrófagos activados clásicamente y que componen la defensa del huésped, 

pueden causar graves daños. Por ejemplo, la IL-1, IL-6 e IL-23 se han asociado 

con el desarrollo y la expansión de TH17, la cuales producen IL-17, que a su vez 

se asocia con el reclutamiento de altos niveles de leucocitos polimorfonucleares 

(PMN) en los tejidos, los cuales pueden contribuir a patologías autoinmunes.  

En términos moleculares la activación de genes durante la activación clásica de 

los macrófagos se induce por una combinación de factores de transcripción. Estos 

incluyen transductores de señal y activadores de la transcripción (STAT), 

activados por los receptores de IFN-γ y el factor-kappa B nuclear (NFkB), así 

como proteínas cinasas (MAPKs), en respuesta a ligandos de TLR o TNF-α.  

En resumen, los macrófagos activados clásicamente son producto de una 

respuesta inmune mediada por la participación de una gran variedad de células, 

citocinas y mediadores que se producen por daño al tejido, aunque también se 

pueden generar de forma transitoria en respuesta a estímulos de estrés después 

de infecciones virales, por lo cual, algunos patógenos han desarrollado la 

capacidad de interferir con la señalización a partir de IFN-γ y prevenir la activación 

de macrófagos eficientemente [29]. 
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De manera similar, los macrófagos activados alternativamente o M2, se pueden 

desarrollar en respuesta a las señales innatas o adaptativas. Una de las primeras 

señales para ser activados durante la lesión del tejido,  se cree que es la IL- 4, la 

cual se sabe que los basófilos y mastocitos producen tempranamente. Esta 

producción temprana de IL- 4 convierte rápidamente a los macrófagos residentes 

en una población de células que están programadas para promover la curación de 

la herida; la IL-4 estimula la actividad de la arginasa en los macrófagos, lo que les 

permite convertir arginina a ornitina, un precursor de poliaminas y colágeno, 

contribuyendo así a la producción de la matriz extracelular [30]. 

En resumen los efectos de IL-4 en la generación de un fenotipo de macrófago 

activado alternativamente actúan de igual manera  con los inducidos por IL-13, IL-

10, glucocorticoides y TGF-β, compartiendo algunas propiedades funcionales 

generalmente involucradas en respuestas tipo Th2, como inmunoregulación y 

remodelación de tejido. Por otro lado, estos macrófagos también pueden ser 

perjudiciales al hospedero cuando su actividad es regulada inadecuadamente, 

generando autoinmunidad, por ejemplo, la fibrosis del tejido que se produce 

durante la esquistosomiasis crónica [30]. 

Como se ha descrito hasta ahora, la plasticidad de los macrófagos parece 

conservarse y responder a señales ambientales, a diferencia de las células T, que 

se someten a extensas modificaciones epigenéticas durante la diferenciación. 

Varios estudios in vivo sugieren que el fenotipo de una población de macrófagos 

puede cambiar con el tiempo, e independientemente del mecanismo, hay algunos 
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casos en los que un interruptor fenotípico en la población del macrófago se 

produce con el tiempo y se asocia con la patología específica [30].  

En resumen, se sabe que en base a su actividad funcional los macrófagos pueden 

ser de tipo M1 o M2. Los macrófagos M1 son microbicidas y mantienen respuestas 

Th1 mediante la producción de citocinas pro-inflamatorias mientras que los 

macrófagos M2 son inmunomoduladores mediante el estímulo de una respuesta 

Th2, además de promover la remodelación de tejidos [31].  

La mayoría de los genes característicos asociados a macrófagos activados 

alternativamente (M2) y clásicamente (M1) comparte la propiedad de ser 

regulados activa o inactivamente por la vía de señalización STAT6. STAT6 se 

activa por diferentes citocinas y en consecuencia un número de genes importantes 

en una respuesta inmune alternativa y/ó clásica [33]. 

Entre los factores que regulan la vía de señalización STAT 6 también se encuentra 

la expresión de los supresores de la señalización de citocinas (SOCS),  una familia 

de proteínas que regulan la producción de diversas citocinas [34, 35] mediante la 

regulación negativa de la vía JAK/STAT [35-37]. Se ha descrito que la inducción 

exclusiva de SOCS-3 sugiere un patrón de activación clásica de los macrófagos o 

la polarización M1 [38], que promueve la destrucción de los tejidos.  

Al respecto, en estudios previos se ha especificado que la infección experimental 

del células epiteliales con virus de influenza A estacional H3N2 promueve de 

manera eficiente la expresión de SOCS-1 y SOCS-3, regulando la respuesta 
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inmune contra este virus a través de una vía de señalización dependiente de una 

proteína de señalización antiviral mitocondrial (MAVS) [39].  

 

Figura 5. Mecanismos de polarización de macrófagos M1 y M2. 

 

Por otro lado, en estudios recientes se ha descrito una nueva familia de proteínas 

ricas en cisteína conocida como moléculas de resistina o moléculas que se 

encuentran en la zona inflamatoria (FIZZ). Estas proteínas también han sido 

identificadas como resultado de una activación alternativa. Esta familia de 

proteínas está compuesta por cuatro miembros, aunque sólo Retnlα y Retnlβ han 

sido identificados en humanos y son inducidos por citocinas Th2 [33].  
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PLANTEAMINETO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

Actualmente, los mecanismos mediante los cuales el virus pandémico A/H1N1 

induce la producción de mayores niveles de citocinas pro-inflamatorias en relación 

con los virus de influenza estacional H1N1 (A/PR/8/34), así como el efecto del 

virus A/H1N1 en la polarización de macrófagos (M1 o M2) y su correlación con el 

daño, no se conocen con claridad. Por tanto, para establecer si las alteraciones de 

la regulación inmunológica observadas en la infección por virus pandémico 

A/H1N1 podrían atribuirse a factores virales, en este trabajo analizamos la 

capacidad de las cepas de virus pandémico A/H1N1 y H1N1 (A/PR/8/34) 

estacional para inducir la polarización de macrófagos M1 ó M2, y por ende la 

producción de citocinas y quimiocinas en relación a la expresión de SOCS-1, 

SOCS-3, IL-10, IL-6, IL-1b, TNF-α y RenIb, en un modelo de infección 

experimental con macrófagos humanos. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Determinar los mecanismos celulares mediante los cuales el virus de influenza 

A/H1N1 induce la polarización de macrófagos M1 o M2. 

Objetivos específicos 

1) Establecer un modelo de infección experimental de macrófagos humanos 

con diferentes cepas de virus de influenza (A/PR/8/34 y A/H1N1). 

2) Estudiar la expresión de genes reguladores de citocinas (SOCS-1, SOCS-

3), interleucinas (IL-10, IL-6, IL-1β), Factor de Necrosis Tumoral (TNF-α) y 

RenIβ en macrófagos, como respuesta a la infección con dos diferentes 

cepas de virus de influenza y el efecto en la polarización a M1 o M2. 
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL  

1. Aislamiento y titulación del virus de influenza estacional H1N1 

(A/PR/8/34) y pandémico A/H1N1. 

La cepa del virus de influenza A/H1N1 se obtuvo de pacientes con neumonía 

grave hospitalizados en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 

durante los diferentes brotes en la Ciudad de México. Mientras tanto, la cepa de 

virus estacional H1N1 (A/PR/8/34) se obtuvo de la ATCC. Posterior a su 

propagación en células MDCK , la infectividad del virus se evaluó por titulación. 

Los títulos séricos de anticuerpos anti-A/H1N1 y H1N1 (A/PR/8/34) fueron 

analizados mediante un procedimiento de inhibición de la hemaglutinación (IH). 

Para el cual, se realizaron diluciones seriadas de alícuotas con 25 μl de suero en 

PBS, las cuales fueron mezcladas con una cantidad del virus A/H1N1 equivalente 

a 4 unidades de hemaglutinación. Las diluciones suero-virus fueron incubadas 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 50μl de 

eritrocitos y después de 30 minutos de incubación se evaluó la actividad de IH. 

Finalmente los títulos de anticuerpos se establecieron tomando la lectura de la 

última dilución de suero en la cual no se encontró actividad de hemaglutinación.  

2. Infección in vitro de células mononucleares (CMN) totales con el virus 

de influenza estacional H1N1 (A/PR/8/34) o el pandémico A/H1N1. 

Se aislaron células mononucleares totales (CMN) a partir de 100 mL de sangre 

periférica anticoagulada con EDTA de 5 individuos sanos mediante centrifugación 

con gradiente de densidad por 20min/1500rpm utilizando una solución comercial 
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Lymphoprep (Axis-Shield, Oslo, Norway), la cual consiste en una mezcla de dos 

componentes, el diatrizaoato de sodio mezclado con un polímero sintético de 

sacarosa soluble en agua; el primero forma soluciones de alta viscosidad y baja 

densidad, proveyendo de una densidad óptima para la separación entre suero y 

CMN en sangre, además de una osmolaridad adecuada para mantener la 

viabilidad de las células. Mientras que el polímero por si solo causa la aglutinación 

de eritrocitos, facilitando su sedimentación y separación de células  

mononucleares que quedan en la interface de entre el plasma y el medio por su 

menor densidad. Los mononucleares obtenidos se lavaron con medio RPMI-1640 

(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) con el fin de eliminar restos del 

reactivo, del plasma y las plaquetas. 

Se colocaron 9x106 CMN aisladas de cada individuo en placas de cultivo de baja 

adherencia (T75, Corning Life Sciences, Corning, NY), las cuales fueron tratados 

con del virus A/H1N1 pandémico o H1N1 estacional en relación célula;virus 1:5 

(MOI:5), en medio cultivo RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) 

suplementado con suero bovino fetal al 10% (hormonas y factores de crecimiento) 

y L-glutamina 1% (Gibco BRL, Life Technologies), así como penicilina (0.6 mg/mL) 

y estreptomicina (60 mg/ mL) (Gibco BRL, Life Technologies) de forma simultánea 

como inhibidores del crecimiento de contaminantes. Las placas fueron incubadas 

a 37ºC en un ambiente con 5 % de CO2 y saturación de humedad. Posteriormente 

las CMN totales se recolectaron 18 y 36 horas más tarde, seguido de lavados con 

una solución balanceada de sales fría (PBS).  
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Por otro lado se evaluó, con el mismo método de infección, la capacidad de 

infección de ambos virus, estacional PR8 y pandémico A/H1N1 en una cinética de 

tiempo donde se infectaron células de la línea A549 (epiteliales pulmonares) y 

macrófagos humanos con una MOI:1 y se evaluó el título viral de los 

sobrenadantes a través del tiempo con titulaciones después de 1, 2, 3, 5, 10, 15 y 

24 hrs después de la infección. Esto permite establecer la viabilidad, capacidad 

infecciosa y capacidad de replicación viral. Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado (Anexo 1). 

3.   Purificación de monocitos CD14+ por selección positiva 

Las CMN totales recolectadas, se marcaron magnéticamente con microperlas 

recubiertas de manera específica con anticuerpos anti-CD14 (Milteny, Auburn, CA, 

USA). Posteriormente cada suspensión celular se cargó en columnas colocadas 

en un campo magnético que retiene las células marcadas magnéticamente, 

mientras que las fracciones no marcadas se eluyen y desechan. Para finalmente 

remover la columna del campo magnético, y las CD14+ purificadas puedan ser 

eluidas con H2O libre de RNAsas. 

Adicionalmente se determinó la pureza de extracción de monocitos mediante 

citometría de flujo usando anticuerpos monoclonales  CD14-FITC Y CD3-PE 

(BioLegend, San Diego, CA, USA), obteniendo 97.6% de pureza (Anexo 2). 

4. Extracción de RNA celular total. 

Los monocitos CD14+ purificados de CMN totales, se lisaron y homogenizaron en 

un buffer desnaturalizante de guanidina y tiocionato, generando un ambiente 
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hidrofóbico alrededor del RNA. Posteriormente se añadió etanol al 70% para 

proporcionar la adecuada unión selectiva del RNA total cargado a la membrana de 

sílice de columnas de adsorción con el sistema comercial de aislamiento de ARN 

(Qiagen, Valencia CA, EE.UU.), mientras los contaminantes y desechos celulares 

son arrastrados por una serie de lavados. Por último el RNA se eluyó con agua 

libre de RNAsas, proporcionándole de nuevo su recubrimiento hidratante. 

Para la síntesis del DNA complementario (cDNA) se utilizó el kit SuperScript First-

Strand cDNA Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), reacción que es 

catalizada por una enzima transcriptasa reversa que sintetiza una copia del RNAm 

a partir de un cebador antes de degradar el RNA molde,  rellenando al mismo 

tiempo con una secuencia de dNTPs a fin de generar el DNA complementario. 

5. Cuantificación de la expresión genética por PCR en tiempo real 

Posterior a la síntesis de cada cDNA blanco, los niveles de expresión de ciertos 

marcadores de macrófagos M1 y M2 se analizaron por un método de amplificación 

y cuantificación por PCR en tiempo real utilizando ensayos TaqMan de Applied 

Biosystems. Utilizando como genes de expresión constitutiva cuyos niveles no 

cambian bajo las condiciones experimentales usadas, la expresión de β-actina y 

GAPDH, como controles endógenos. (Life Technologies/Applied Biosystems, 

Foster y, CA). 

Los valores del ciclo umbral (CT) de cada gen diana fueron analizados mediante 

una comparación cuantitativa de la secuencia blanco, normalizada con una 

referencia interna (gen endógeno) y comparado contra un calibrador (Mock), 
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mediante el método comparativo CT (2∆∆CT) del software SDS (Life 

Technologies/Applied Biosystems, Foster City, CA). Para validar el uso de éste 

método, se requirió demostrar que la eficiencia de amplificación de ambos genes 

usados (endógeno y blanco) era la misma. Por lo cual, previo al análisis se 

construyó una curva estándar para cada gen blanco y controles endógenos, a 

partir de diluciones seriales (1:2) hechas de una muestra de concentración 

conocida, obteniendo una eficiencia de amplificación mayor al 90% (Anexo2), 

además de una pendiente entre de -0.1 a 0.1 en un gráfico ∆CT (CT blanco-CT 

endógeno) v/s Log concentración, lo cual valida el uso del método ΔCT (Anexo 3). 

Los resultados finales analizados del One-step RT-PCR para cada gen diana y los 

endógenos en las muestras correspondientes a cada condición de infección, se 

presentaron como unidades relativas de cuantificación (RQ) (Anexo4). Estos 

ensayos se realizaron por triplicado. 

6. Análisis estadístico 

La asociación entre las variables celulares y moleculares se determinó empleando 

la prueba estadística de T pareada con el programa Graph Pad Prism v4. Los 

valores con una p<0.05 se consideraron estadísticamente significativos. 
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RESULTADOS  

La infectividad y capacidad de los virus A/H1N1 pandémico y estacional PR8 se 

evaluó en modelos de infección experimental de células epiteliales A549 y 

macrófagos humanos en una cinética de tiempo por titulación mediante un 

procedimiento de inhibición de la hemaglutinación.  Mediante este procedimiento 

demostramos que tras la infección de las células epiteliales y macrófagos a una 

MOI:1, el titulo viral aumento de manera significativa al paso del tiempo lo cual 

demuestra que el virus que utilizamos tenía la capacidad de infectar a las células y 

de replicarse activamente en ellas (ver Figura Anexo 1). Para la purificación de 

monocitos se llevaron a cabo ensayos de selección positiva con perlas 

inmunomagnéticas. El análisis de pureza realizado por citometría de flujo reveló un 

grado de pureza mayor al 95% (ver Figura Anexo 2). Se realizó un proceso de 

validación de la eficiencia de amplificación de las sondas Taqman el cual permitió 

establecer las curvas de amplificación adecuadas (ver Figura Anexos 3 y 4).  

El análisis de expresión del RNAm de estos genes mostró que la infección con el 

virus A/H1N1 pandémico induce mayores niveles de expresión de TNF-α en 

relación a la infección con virus estacional PR8. Este fenómeno se observó en 

macrófagos infectados tanto 18 horas como a 36 horas posteriores a la infección, 

Figura 6. 
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Figura 6. Expresión de RNAm de TNF-α en macrófagos infectados con virus 

estacional (PR8) y pandémico A/H1N1 a las 18 y 36 horas. 

Como se observa en la Figura 7, la expresión de IL-6 también fue 

significativamente mayor en los macrófagos infectados por el virus A/H1N1 en 

relación con los macrófagos infectados con el virus estacional PR8.  Esta 

capacidad de inducción de IL-6 por parte del virus pandémico A/H1N1 se observó 

tanto en macrófagos infectados durante 18 como a las 36 horas.  
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Figura 7. Expresión de RNAm de IL-6 en macrófagos infectados con virus 

estacional (PR8) y A/H1N1 después de 18 y 36 horas. 

Adicionalmente, se observó un patrón similar de expresión de IL-1β en  

macrófagos infectados por el virus A/H1N1. Esta sobre-expresión de IL-1β 

inducida por la cepa A/H1N1 se observó tanto en macrófagos infectados tanto a 

18 como después de 36 horas, Figura 8. 
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Figura 8. Expresión de RNAm de IL-β en macrófagos infectados con virus 

estacional (PR8) y A/H1N1 después de 18 y 36 horas. 

Es importante recalcar que los niveles de expresión de IL-6 con respecto a IL-1β y 

demás citocinas analizadas son casi 10 veces superiores como respuesta a la 

infección por el virus A/H1N1.  

También se observó una expresión significativamente mayor de RNAm de IL-10 

en macrófagos infectados por el virus A/H1N1 a las 18 y 36 horas en relación con 

células infectadas con el virus estacional PR8 y el control sin infección, Figura 9.  
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Figura 9. Niveles de expresión de RNAm de IL-10 en macrófagos infectados con 

el virus A/H1N1 y PR8. 

En contraste, en etapas tempranas de infección con el virus pandémico la 

expresión de RNAm de resistina β (RETNLβ) fue marcadamente menor que por la 

inducida por la infección con el virus estacional H1N1. Es importante notar que la 

expresión de RETNLβ tuvo una disminución significativa a las 36hrs con este 

último, mientras que  se observó un aumento en la expresión de RETNLβ en 

macrófagos infectados con virus pdm A/H1N1 a las 36 horas, Figura 10. 
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Figura 10. Niveles de expresión de RNAm de RETNL en macrófagos infectados 

con el virus A/H1n1 y PR8. 

Como resultado del análisis de expresión de los genes supresores de la 

señalización de citocinas SOCS -1 y SOCS-3, observamos una expresión tardía 

de SOCS1 frente al virus pdm y un pequeño decremento de su expresión frente al 

virus estacional, a pesar de presentar una expresión similar al inicio de las 

infecciones como repuesta a ambos virus, Figura 12. 

SOCS3 presentó una expresión temprana a las 18hrs del virus estacional, valor 

que disminuyó significativamente a las 36hrs de infección. En contraste a la 

respuesta dada por la infección del virus pandémico, donde se mantuvo la 

expresión de SOCS3 en ambos tiempos evaluados. Reflejando igual capacidad de 

inducción por ambos virus de SOCS3 solo en etapas tempranas de la infección, 

Figura 11. Finalmente, no se detectó expresión de Arginasa-1 (ARG-1) en ningún 

modelo de infección con virus A/H1N1 o PR8 (datos no mostrados). 
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Figura 11. Niveles de expresión de RNAm de SOCS3 en macrófagos infectados 

con el virus A/H1n1 y PR8. 
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Figura 12. Niveles de expresión de RNAm de SOCS1 en macrófagos infectados 

con el virus A/H1n1 y PR8. 
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En la Tabla 1, se muestra un resumen de los niveles de expresión de cada uno de 

los RNAm de los genes relacionados con la polarización de macrófagos M1 o M2 

en los modelos de infección con las diferentes de cepas virales tanto a 18 como a 

36 horas. 

Tabla 1. Expresión de  RNAm de genes relacionados con la polarización de 

macrófagos M1 o M2. 

 Estacional  

A/PR8/34 

Pandémico 

A/H1N1 

18hrs 36hrs 18hrs 36hrs 

 

 

M1 

TNFα 5.8 6.5 12.2 12.0 

IL-6 423.2 12.2 1937.8 1165.18 

IL-1β 17.5 0.7 74.3 61.1 

SOCS3 9.0 2.6 8.3 7.7 

 

M2 

SOCS1 46.6 40.3 51.6 67.1 

IL-10 4.46 3.0 109.3 33.3 

RETNLβ 19.4 2.9 4.3 10.4 

*Se muestra el promedio de Expresión relativa (RQ) de cuatro cuantificaciones 

que se realizaron por tripllicado.  
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DISCUSIÓN  

En México el virus de influenza pandémica A/H1N1 detectado en 2009, continúa 

circulando de manera anual, particularmente en la época invernal. En individuos 

susceptibles provoca neumonía con un espectro clínico amplio, que va desde 

formas leves hasta formas graves de neumonía y síndrome de insuficiencia 

respiratoria aguda (SIRPA) [1-4]. Aunque la incidencia de los casos de neumonía 

por virus de influenza  disminuye al inicio del segundo trimestre de cada  año, la 

circulación de esta cepa viral y otras cepas estacionales causan problemas de 

salud considerables con una tasa importante de morbilidad, y en algunos casos 

mortalidad, particularmente cuando se asocian con otros factores como co-

morbilidades y factores virales. A pesar de que se han identificado diversos 

factores del huésped y del virus A/H1N1 que en buena medida contribuyen al 

desarrollo de formas graves de neumonía, los mecanismos de interacción entre 

factores del huésped y el patógeno aún no se han caracterizado de una manera 

detallada. En general se sabe que la infección por virus de influenza A/H1N1 

causa traqueobronquitis debido a que el virus se une fundamentalmente a células 

epiteliales de las vías aéreas donde su principal complicación es la extensión a los 

alvéolos, lo que resulta en neumonía severa, a menudo acompañado de infección 

bacteriana [1, 3, 4, 5]. Además, las autopsias revisadas de casos comprobados de 

influenza A (H1N1) han mostrado predominantemente lesiones relacionadas con 

daño alveolar agudo grave, lesiones que se han observado en el síndrome 

respiratorio agudo severo (SARS), la cual parece estar relacionada con un 

incremento de diversas citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias, alterando así la 
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respuesta inmune inflamatoria [34].  Además, de que una rápida inducción de 

citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias  sumado a una menor respuesta de 

anticuerpos al inicio de la infección apoya la noción de que una desregulación de 

la respuesta inmune del huésped en etapas tempranas de la infección, puede  

contribuir al aumento de la gravedad asociada con la infección por el virus 

pandémico A/H1N1 [38].  

En relación con esto, la hiper-activación del sistema inmune podría explicar 

algunos aspectos de la patogénesis y la gravedad del curso clínico de la 

enfermedad. En estudios recientes, se han descrito niveles elevados de citocinas 

(IFN-, IL-6) y quimiocinas (CXCL8, CCL2) pro-inflamatorias y una respuesta 

celular predominantemente Th1 en sangre periférica de pacientes con neumonía 

grave asociada al  virus A/H1N1 [5, 24, 25]. 

En el presente trabajo, se evaluaron los niveles de RNAm de diversas citocinas  

pro-inflamatorias y moléculas relacionadas con la polarización de macrófagos M1 

(pro-inflamatorios) o M2 (reguladores), para tratar de identificar el perfil de 

polarización de macrófagos inducido por diferentes cepas de virus de influenza 

(estacional H1N1 (A/PR/8/34) y pandémico A/H1N1 2009) y las posibles 

alteraciones que pudiesen explicar porque en algunos individuos que presentan 

una neumonía grave asociada a la infección por el virus de influenza A/H1N1, se 

observa una elevada producción de mediadores inflamatorios. Como se muestra 

en los resultados, los niveles de expresión de RNAm de citocinas pro-inflamatorias 

como IL-1β, IL-6 y TNF-α aumentaron significativamente durante la infección del 

virus pandémico A/H1N1, con respecto al virus estacional (A/PR/8/3) a las 18 y 
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36hrs de infección (Figura 6, 7, 8). Anteriormente, las tres citocinas se han descrito 

como principales mediadores secretados por macrófagos activados con fenotipo 

M1, induciendo cambios locales y generales durante una reacción inflamatoria, al 

promover la coagulación, incrementar la permeabilidad vascular, así como inducir 

la expresión de moléculas de adhesión sobre las células endoteliales. 

Específicamente la citocina TNF-α, que en este trabajo se muestra que mantiene 

su nivel de expresión con el paso del tiempo en la infección por el virus A/H1N1 

pandémico de manera significativa (Figura 6). Se ha demostrado que TNF- 

promueve una actividad fagocítica exacerbada y libera enzimas líticas de 

macrófagos activados, contribuyendo de manera importante a la emaciación tisular 

y por ende a una inflamación crónica.  

Por otro lado, IL-10 es una citocina reguladora que de manera característica es 

producida en macrófagos con fenotipo M2 como respuesta a un proceso de 

activación. Sin embargo, en este trabajo observamos que  la infección con el virus 

pandémico A/H1N1 de manera muy selectiva indujo una sobre-expresión de 

RNAm de IL-10 en relación a la infección con la infección por el virus estacional 

PR8. Se sabe que IL-10 actúa en monocitos y macrófagos interfiriendo en su 

capacidad de activar al subconjunto TH1 de células T, disminuyendo la expresión 

de moléculas MHC clase II, además de anular la producción de óxido nítrico. Pero 

por otro lado,  actualmente también se asocia con un papel regulador durante una 

reacción de inflamación. Además es importante mencionar que los niveles altos de 

expresión de IL-10 pueden contribuir en la patogénesis de neumonía grave dada 

su influencia en la inhibición de la respuesta mediada por IFN-γ, lo cual podría 
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contribuir con una deficiente respuesta antiviral y una mayor capacidad de 

replicación viral. Niveles elevados de IL-10 se han observado de manera 

consistente en pacientes que desarrollan formas graves de neumonía por virus de 

influenza A/H1N1 pandémico [24] y en modelos experimentales [25]. 

En cuanto al virus estacional (A/PR/8/34) se observó una sobre-expresión RNAm 

de RETNLβ en etapas tempranas de infección (Figura 10), el cual además de ser 

identificado como producto génico inducido durante las etapas iniciales de la 

inflamación pulmonar [31], representa a una familia de genes  inducidos por la vía 

de señalización STAT6 la cual juega un papel fundamental en la mediación del 

efecto de citocinas a nivel de la transcripción para montar una respuesta de 

inflamación alternativa (M2) [30]. 

Por otro lado, se observó un aumento de la molécula de resistina a las 36hrs de 

infección con el virus pandémico A/H1N1, lo que puede representar un daño 

crónico de inflamación pulmonar según estudios anteriores, donde se ha reportado 

que en modelos de fibrosis pulmonar RETNLβ se induce en el pulmón durante la 

fibrogénesis, sugiriendo que Retnlβ derivado de macrófagos podría estar implicado 

en la fibrogénesis al promover la diferenciación y supervivencia de los 

miofibroblastos [40], dando por resultado un daño pulmonar con el paso del 

tiempo, como se ha llegado a observar en la patogenia de neumonía grave 

provocada por una infección del virus pandémico A/H1N1.  

Se analizó la expresión de genes reguladores de citocinas (SOCS-1, SOCS-3) 

debido a que los cambios en la expresión de proteínas SOCS tienen un papel 
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crítico en la regulación de la producción de citocinas  tanto de una respuesta 

innata como adaptativa, y en la regulación de la inmunidad contra el virus de 

influenza A [23]. Nuestros resultados muestran que los virus estacional 

(A/PR/8/34) y pandémico A/H1N1 inducen de manera eficiente la expresión de 

RNAm de los genes supresores de la señalización de citocinas  SOCS-3 en 

etapas tempranas de la infección, sin embargo esta expresión se mantiene solo 

durante la infección del virus pandémico A/H1N1 (Figura 11), fenómeno que se ha 

descrito como parte de un patrón de activación clásica de los macrófagos o 

polarización M1, que promueve la destrucción de los tejidos, aunque solo en las 

primeras etapas de infección [25]. La expresión de RNAm de SOCS-1  aumentó 

tanto en etapas tempranas como tardías de la infección por ambos virus (Figura 

12). En la literatura se ha descrito que el virus pdm A/H1N1 induce una menor 

expresión de SOCS1 en relación con virus estacional PR8, particularmente en las 

primeras fases de la infección (10 y 15 h) [25]. Además que SOCS1 en 

macrófagos M1, actúa para ajustar la expresión de mediadores proinflamatorios 

[41]. Sin embargo, también se ha descrito un retraso en la expresión de SOCS1 

[25], lo cual coincide con el aumento de su expresión después de 36hrs de 

infección en nuestros resultados. Además, se ha mostrado que SOCS1 a pesar de 

su alta expresión no logra atenuar de manera significativa a SOCS3 con el virus 

pandémico, contrario al estacional que con poca expresión de SOCS1 a las 36hr, 

disminuye significativamente a SOCS 3. Datos que sugieren su papel divergente 

en la activación M1 y M2.  
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Es importante recalcar que a pesar de que arginasa 1 (Arg-1) es un marcador 

prototípico de activación alternativa, no se detectó expresión de RNAm de Arg-1 

en macrófagos con infección por virus estacional y pandémico A/H1N1. Esta 

carencia de expresión de Arg-1, apoya la hipótesis en relación a que el virus pdm 

A/H1N1 es un potente inductor de macrófagos activados por la vía clásica M1.  

En este trabajo se plantea que en la infección por el virus A/H1N1 hay un modelo 

de inflamación exacerbada caracterizada por una mayor inducción de RNAm de 

citocinas pro-infamatorias y moléculas asociadas principalmente con el desarrollo 

de macrófagos con fenotipo M1.  

Nuestros hallazgos sugieren que  la producción de citocinas pro-inflamatorias 

puede ser estimulada, al menos parcialmente, por factores virales, las cuales 

podrían ser importantes como biomarcadores de manifestaciones graves de la 

infección por virus pdm A/H1N1. La sobreproducción de mediadores pro-

inflamatorios inducidos por el virus pdm A/H1N1 en macrófagos circulantes, 

sugiere que esta cepa podría provocar el mismo fenotipo en macrófagos 

alveolares, induciendo una estado inflamatorio local y sistémico. También se 

propone que los macrófagos pulmonares M1 sobre-activados podrían ser críticos 

en el desarrollo de respuestas ante patógenos, contribuyendo de manera 

importante a la alteración en la regulación de la respuesta inmune y al daño 

pulmonar en las células del epitelio respiratorio.  
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CONCLUSIONES  

 La infección experimental de macrófagos humanos con el virus A/H1N1 

induce una mayor expresión de RNAm de TNF-α, IL-6 e IL-1β en relación 

con la infección por virus estacional A/PR/8/34. 

 El virus pandémico A/H1N1 induce la expresión de RNAm de genes que se 

asocian con el fenotipo de macrófagos M1. 

 El virus A/H1N1 también induce altos niveles de RNAm de IL-10, la cual se 

asocia con la polarización de macrófagos por una vía alternativa (M2). Este 

fenómeno no se observa en la infección experimental con virus A/PR/8/34. 

 La sobre-activación de macrófagos M1 podría contribuir con el desarrollo de 

un microambiente pro-inflamatorio y con la patogénesis de daño pulmonar 

mediada por la falta de regulación de la respuesta inflamatoria. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Evaluación de la infectividad  y capacidad de replicación de las cepas de 

virus de influenza A/H1N1 y PR8. 

En esta figura se muestran los títulos virales obtenidos con el paso del tiempo de 

macrófagos y células A549 infectados con las cepas de influenza A/ H1N1/pdm y 

A/H1N1/estacional. 
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Anexo 2. Análisis de pureza de la separación de monocitos por citometría de flujo. 

En esta figura se muestra la estrategia de análisis (gating) que se siguió para 

establecer la puraza de la población de células CD14+ medicnte citometría de 

flujo. Como puede observarse se obtuvo una pureza mayor al 95%. 
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Anexo3. Eficiencias de Amplificación de genes analizados.  

En estas figuras se muestran las curvas estándar para los RNAm de los genes 

estudiados, lo cual revela que la eficiencia de amplificación de las sodas Taqman 

fueron adecuadas, es decir, mayores al 90%. 
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Anexo 4. Validación de sondas Taqman 

En esta figura se observa que las pendientes de la gráfica ∆CT de amplificación de 

sodas Taqman fueron adecuadas para su validación, todos los valores se 

encuentran entre -0.1 y 0.1. 
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Anexo 5  

Durante mi estancia en el laboratorio de Inmunopatogénesis del Instituto Nacional 

de Enfermedades Respiratorias colaboré en la publicación de un artículo de 

divulgación científica 
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