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RESUMEN

El virus de parainfluenza humano tipo 1 (hPIV-1) es el agente causal mas
importante del "Croup" en lactantes. La mayoria de los virus que infectan las vias
respiratorias inducen una respuesta inflamatoria que implica la participacion de IL-
8. El objetivo de este estudio fue evaluar la produccion de IL-8 durante la infeccion
del hPIV-1 y describir los posibles mecanismos de activacion a través de la via de
las MAPK’s que inducen su produccion. Para ello, se utilizé un modelo in vitro de
la infeccién del hPIV-1 que fue desarrollado en dos lineas celulares diferentes,
HEp-2 y A549. La produccion de IL-8 fue determinada por ELISA, y la fosforilaciéon
de MAPK’s involucradas fue identificada por ensayos de Western blot. Para
conocer cual de las MAPK's era la que participaba en la expresion de la IL-8 se
usaron inhibidores especificos para ERK, JNK y p38. También se evalu6 si se
requiere la replicacién viral para la produccion de IL-8 usando virus inactivo. En los
resultados se observé un aumento de la produccién de IL-8 en los primeros
tiempos utilizados, alcanzando el maximo a las 12 hrs y no asi con el virus
inactivado. Se comprobd¢ la fosforilacion de MAPK's y al utilizar el inhibidor de p38,
se observo la disminucion total de IL-8. Por lo anterior, se concluyé que la
produccion de IL-8 en las lineas celulares debido a la infeccion del hPIV-1 esta
relacionada con la fosforilacion de p38 y la produccion de IL-8 esta asociada con

la replicacion viral.
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ABSTRACT

The human parainfluenza virus type 1 (hPIV-1) is the most common causative
agent of croup in infants. Most viruses that infecting the respiratory tract induce an
inflammatory response involving the participation of IL-8. The aim of this study was
to evaluate the production of IL-8 during infection with hPIV-1 and explain the
mechanisms of activation through the MAPK that induce their production. In order
to achieve this purpose, an in vitro model hPIV-1 infection was developed in two
different cell lines, HEp-2 and A549. IL8 production was determined using ELISA,
and MAPK phosphorylation involved was identified by Western blot assays.
Specific inhibitors for each kinase ERK, JNK and p38 were used to identify which
MAPKs are involved in the IL-8 production. Likewise, we evaluated if required for
viral replication IL-8 production using inactivated virus. The results showed that
was a gradual increase in the production of IL-8 after early infection and reach its
maximum after 12 hrs time points analyzed and not with the inactive virus. MAPK
phosphorylation was verified, and to use the p38 kinase inhibitor can achieve
complete reduction of IL-8. | therefore conclude that the production of IL-8 in these
cell lines hPIV-1 infections is tightly associated with phosphorylation of p38 and IL-

8 production is associated with viral replication.
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. INTRODUCCION

El hPIV-1 infecta tanto al tracto respiratorio alto como al bajo, causa enfermedades
leves como resfriado comun, faringitis y otras o infecciones graves como croup,
neumonia y bronquiolitis, padecimientos que se clasifican como Infecciones
Respiratorias Agudas (IRAs). Es responsable de hasta la mitad de las
hospitalizaciones por enfermedades del tracto respiratorio en menores de cinco
anos y en el adulto mayor (1-3).

Durante el proceso infeccioso se desconocen cuales son los posibles mecanismos
patogénicos que activa el hPIV-1. Se ha reportado que los mecanismos de
respuesta para contrarrestar las infecciones virales son locales y participan los
sistemas de defensa innatos y adaptativos (4). En particular, es importante la
inflamacion en la que se ha documentado la participacion de citocinas como
interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) (5.7).

IL-8 es responsable del reclutamiento de neutrdéfilos, macréfagos y mastocitos que
participan en el infiltrado inflamatorio local (s). Recientemente fue demostrado que
células epiteliales, macréfagos alveolares y neutréfilos en humanos liberan IL-8 en
respuesta a la infeccion por el Virus Sincitial Respiratorio (VSR) (también de la
familia Paramyxiviridae) (¢9-12). Otros autores han reportado que la infeccién con el
virus sincitial respiratorio (VSR) y el virus varicela-zoster activan la secrecion de
IL-8 sin la necesidad de la replicacién viral (13.15). Estas observaciones indican que
la interaccion entre el virus y su receptor es suficiente para promover las vias de
sefnalizacion que activan el gen de la IL-8. Sin embargo, en otros virus como el
virus de la viruela y el rhinovirus, la replicacidon es necesaria para la produccion de

IL-8 (16.18). Se ha demostrado que los virus tienen efectos diferentes en la

Miguel Angel Galvan Morales 3
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regulacion, expresion y secrecion de IL-8. Los mas destacados ejemplos incluyen
los Filovirus de Marburg y Ebola, arenavirus y Lassa y Junin (19 20). Otros ejemplos
de la produccion de IL-8 incluyen virus, tales como VSR, adenovirus y el virus del
herpes (21, 22).

Por otro lado, esta quimiocina esta estrechamente relacionada con la activacion
de proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK's), las vias de estas cinasas
pueden ser moduladas por fosforilacion y desfosforilacion en cada paso del
camino (23_25).

Por lo anterior, para describir cuales son los posibles mecanismos moleculares
que pueden estar relacionados en la produccion de IL-8 durante la infeccion de
hPIV-1, y si la replicacién del virus es necesaria en la secrecién de IL-8, se evalud
la infeccion con hPIV-1 en dos lineas celulares HEp-2 y A549, que representa a la
via aérea superior e inferior respectivamente. Por lo tanto, el objetivo de este
estudio fue determinar si existe secrecion de IL-8 en las lineas celulares del
aparato respiratorio y si es necesaria la replicacion del virus o solo con el contacto
celular es suficiente para la secrecion y, por ultimo, si ERK1/2, JNK/SAPK y/o p38
participan de forma directa en la secrecion de IL-8, para que con ello se pueda

proponer una estrategia para la terapia.
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Il. ANTECEDENTES

I1.1.  Sistema respiratorio y enfermedades virales

El sistema respiratorio humano esta formado por un conjunto de érganos situados
en la cara, cuello y térax, tiene como funcion principal llevar el oxigeno a todas las
células del organismo y eliminar del cuerpo el didxido de carbono producido por el
metabolismo celular. Los pulmones son los o6rganos centrales del sistema
respiratorio donde se realiza el intercambio gaseoso; el resto de las estructuras
llamadas vias aéreas o respiratorias actuan como conductos para que pueda
circular el aire inspirado y espirado hacia y desde los pulmones, respectivamente.
Otra funcién de estas estructuras es detener la entrada de microorganismos que
pueden causar infecciones locales o de tipo sistémico (2s).

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son afecciones muy frecuentes y
constituyen una importante causa de morbilidad y mortalidad en todas las edades.
Segun su localizacion, existen las infecciones de vias respiratorias (IR) altas, que
son las que afectan al tracto respiratorio superior y las IR bajas que afectan al
tracto respiratorio inferior. Frecuentemente estas infecciones son ocasionadas por
virus, que penetran por via aérea y se replican en el tracto respiratorio, la
transmision se produce también a través del aire por gotitas de flligge o bien por
manos u objetos contaminados con secreciones respiratorias (27).

Las IRAs representan un problema prioritario de salud publica a nivel mundial, ya
que producen alta morbimortalidad en los meses de invierno y constituyen el

motivo principal de consulta en atencion primaria de centros hospitalarios (2s-30).
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Numerosos virus afectan predominantemente y en forma primaria el aparato

respiratorio, entre ellos los que se agrupan dentro de la familia Paramyxoviridae.

11.2.  Familia Paramyxoviridae

La familia Paramyxoviridae pertenece al orden de los mononegavirales, los virus
de esta familia presentan un genoma de RNA de una sola hebra de polaridad
negativa. Para la clasificacion de la familia se consideran caracteristicas
morfoldgicas, organizacién del genoma y actividades bioldgicas de las proteinas.
La familia se divide en dos subfamilias: Paramyxovirinae, que contiene cinco
géneros: Rubulavirus, Avulavirus, Respirovirus, Henipavirus y Morbillivirus; y la
subfamilia Pneumovirinae, integrada por los géneros Pneumovirus y

Metapneumovirus (Tabla 1) (31, 32).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la familia Paramyxoviridae

SUBFAMILIA GENERO VIRUS

Virus de las paperas (MuV)
Parainfluenza virus 5 (PIV5)
Rubulavirus Parainfluenza virus tipo 2, 4a y 4b humano (hPIV)
Mapuera virus
Rubulavirus Porcino

Avulavirus Virus de la enfermedad de Newcastle (aviar NDV)
Virus Sendai (raton SeV)
Respirovirus Parainfluenza virus tipo 1 humano (hPIV-1)

Paramixovirinae
Parainfluenza virus tipo 3 bovino (bPIV-3)

Virus Hendra (HeV)

Henipavirus
Virus Nipah (NiV)
Virus del Sarampioén (MeV)
Morbillivirus cetaceo
Morbillivirus Virus del moquillo canino (CDV)

Virus de la peste de rumiantes pequefos

Virus del moquillo porcino

Miguel Angel Galvan Morales 6
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Virus de la peste bobina
Virus Sincitial Respiratorio humano A2, B1, S2 (hRSV)
Pneumovirus Virus Sincitial Respiratorio bovino (bRSV)
Pneumovirinae Virus de la neumonia del raton (PVM)
Metapneumovirus humano (hMPV)
Metapneumovirus
Metapneumovirus aviar
Virus Fer-de-Lance (FDLV), Virus Tioman (TiV),
Paramixovirus no Paramixovirus Tupaia (TPMEV), Virus menangle
clasificados Virus Beilong, Virus J, Virus Mossman (MoV)
Virus Salem, Virus Nariva

[1.2.1. Morfologia de la familia Paramyxoviridae

La forma de estos virus es esférica o pleomorfica de aproximadamente 250 nm de
diametro. El virién esta constituido de un 70% por proteinas, 6%, de carbohidratos,
2% de RNA y el 20% restante son lipidos provenientes del hospedero. Ingresa a la
célula blanco por interaccion entre la glicoproteina de unién viral y el receptor
celular. En los Paramyxovirus y Rubulavirus, los receptores celulares son
moléculas de acido sialico mientras que, para los Morbillivirus, el receptor que
reconoce en la célula blanco humana, es la proteina CD46 (proteina de
memebrana tipo | que tiene actividad de cofactor para la inactivacion de los
componentes del complemento C3b y C4b) y para los Pneumovirus se desconoce
el receptor (31). Todos utilizan la proteina F para su penetracion, la glicoproteina
participa en la fusion de la envoltura del virion con la membrana celular, la entrada
tiene lugar a pH neutro lo que permite la liberacion de la nucleocapside viral al
interior de la célula. En la penetracion su cubierta lipidica se funde con la

membrana, ya que son de la misma naturaleza (32, 33).
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[1.2.2. Estructura y funcién de las proteinas virales

La Nucleoproteina (NP) esta constituida de aproximadamente 489 y 553
aminodacidos (aa) y posee dos dominios. Entre los paramyxovirus, la region del
anillo terminal de la proteina se encuentra conservada (alrededor del 80%),
mientras que, la region carboxilo terminal es menos conservada (20%). En la
replicacion viral, la NP tiene varias funciones como la encapsidacién del RNA viral,
durante la transcripcion y la replicacion, se asocia con la P-L polimerasa y es
probable que interaccione con la proteina M durante el ensamblaje del virus (34).

La Fosfoproteina (P) es una proteina variable en su longitud dentro de los virus de
esta familia, estd compuesta por dos dominios el N-terminal y el C-terminal,
separados por una region hipervariable. Esta proteina se caracteriza por presentar
un alto nivel de fosforilacion, desempefa un papel importante en la sintesis de
RNA y junto con la proteina L forman la polimerasa viral (P-L) que en conjunto con
la NP forma un complejo que activa la encapsidacion del RNA llamado “complejo
ribonucleoproteico” (CRNP) (34). Las proteinas accesorias no esenciales del gen
P, son las proteinas C, V, D, W, | y SH. El gen P codifica para las proteinas: P/V/C
en los hPIV y sdlo el virus Sendai expresa 7 polipéptidos que incluyen: P, V, W, C’,

C,Y1yY2.
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11.3.  Virus de Parainfluenza (hPIV)

El virus de parainfluenza humano (hPIV) es un importante patégeno del tracto
respiratorio que afecta a todos los grupos de edad, con mayor incidencia en los
extremos de la vida (menores de un afio y mayores de 65 anos). Se han reportado
5 serotipos (1, 2, 3, 4a y 4b), los virus hPIV-1 y hPIV-3 se agrupan dentro del
género Respirovirus (anteriormente paramyxovirus) y los virus hPIV-2, hPIV-4a y
hPIV-4b en el género de Rubulavirus (Figura 1).

Ambos géneros se separaron morfolégicamente a partir del virus de la influenza
(myxovirus) por su nucleocapside gruesa no segmentada (17 nm frente a 9 nm)
(35, 36). Otros géneros de la familia Paramyxoviridae se pueden distinguir del hPIV
por la ausencia de la neuraminidasa (Morbillivirus, por ejemplo, virus del
sarampion y el virus del moquillo) o por poseer una nucleocapside mas delgada
(Pneumovirus, por ejemplo, el virus sincitial respiratorio [VRS], o metaneumovirus).
Los megamyxoviruses aun estan siendo descritos, pero parece que
filogenéticamente estan mas estrechamente relacionados con los Morbillivirus que
con el hPIV. Otros paramyxovirus con menor incidencia en el hombre y de reciente

descripcion son los virus Hendra y Nipah (31, 37).

[1.3.1. Organizacién estructural

Por microscopia electronica se demostré que el hPIV es un virus pleomoérfico y con
envoltura (Figura 2). Su envoltura deriva de la membrana plasmatica de la célula
huésped que infecta. Los virus de parainfluenza fueron aislados en 1956, su

tamano es de 100 a 300 nandmetros de diametro, con aproximadamente 15,000
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nucleotidos; los cuales se organizan para codificar al menos seis proteinas
estructurales comunes (3’ NP, P/ C/V, M, F, HNy L 5’) (Figura 1). Los hPIV de
los géneros Respirovirus y Rubulavirus tienen una proteina con actividad de
hemaglutinina y neuraminidasa (HN) que es la proteina de unién al receptor
celular y que ademas es sialidasa, estas glicoproteinas de superficie tienen un
Peso Molecular (PM) de 69,000 a 82,000 y la proteina de fusion F (60,000 a
66,000). Por electroforesis se ha demostrado que, existe una gran similitud en el
tamano de las proteinas entre los cuatro tipos principales de hPIV, excepto para la
fosfoproteina P de hPIV-2 y hPIV-4 que tienen un PM de 49,000 a 53,000 respecto
al hPIV-1 y hPIV-3 que es de 83,000 a 90,000 (37- 40).

La proteina mas grande del hPIV es la proteina L “(large”) o "grande" (polimerasa,
con PM 175,000 a 251,000), seguido por la fosfoproteina P (hPIV-1 y hPIV-3).
Estas dos proteinas virales asi como la proteina de la nucleocapside (N o NP) (PM
66,000 a 70,000) estan estrechamente asociadas con el RNA viral (RNAV) (37).

Por otro lado, se ha descrito que en algunos de los paramyxovirus, el Gen P
produce proteinas pequefias no estructurales a partir de multiples marcos de
lectura superpuestos. La edicidn adicional del RNAmM ocurre para producir estas
proteinas. Por ejemplo, hPIV-1, hPIV-2, hPIV-3 codifican una proteina no
estructural; la proteina C (3g); hPIV-2 y quizas hPIV-3 tienen una proteina no
estructural adicional denominada V, proteina que no tiene el hPIV-1. Esta ultima
proteina tiene varias acciones: se une a la proteina NP y desempefia un papel en
la regulacion de la replicacion viral. Sin embargo, la distribucion de la proteina V
(nucleos y citoplasma) no es similar a la de la proteina NP o P (granulos

citoplasmicos) dentro de las células infectadas por virus (3s3). Estudios recientes
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sugieren que la desaceleracion el ciclo celular podria ser una manera en que la
proteina V favorece la replicacion viral (41-43). Ademas, podria estar implicada, en
los Rubulavirus, en la inhibicion de la respuesta de interferbn mediante la
induccion de la degradacion del transductor de sefal y activador de la
transcripcion (STAT1 y/o STAT2 por sus siglas en inglés) (a4- 46). Otra proteina que
puede realizar la misma funcion es la C de hPIV-1. Esta interaccién de las
proteinas V y C con el interferén puede ser importante en la determinacién de la
de la infectividad en el huéspedes para algunos hPIV. Por otra parte, se ha
descrito que hPIV -3 tiene una proteina no estructural unica, la D, que es una

quimera del gen P con un segundo marco de lectura interno (1, 35, 37).

Familia Paramyxoviridae
ARN monocatenario de sentido negativo

NP PIC F L o
hPIV-1 | I -_|:|'—

3 NP PIOCD o
hPIV-3 | Rt -- —

3 NP PV M SH S

i o — S —— ) S—

Figura 1. Genoma de los virus de Parainfluenza (hPIV)
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Figura 2. Microscopia electronica de hPIV. Las glicoproteinas de superficie son faciimente

visualizadas. X 275.000.

[1.3.2. Infeccion y Epidemiologia del hPIV

La distribucion de las infecciones causadas por los virus de parainfluenza se
extiende por todo el mundo, presentandose en forma de infecciones esporadicas o
endémicas, y en forma de epidemias.

El contagio se realiza por contacto directo con las secreciones respiratorias de
individuos enfermos. Hasta el momento se han identificado los tipos 1, 2, 3, 4ay
4b de los virus parainfluenza humanos como agentes etiolégicos. Los hPIV tipo 1,
2 y 3 ocupan el segundo lugar dentro de las causas de infecciones respiratorias
severas en lactantes y nifios pequenos, solo superados por el Virus Sincitial

Respiratorio (VSR) (47, 48). Actualmente son reconocidos como agentes causales
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de enfermedades durante toda la vida, provocando consecuencias mas marcadas
en adultos inmunocomprometidos y ancianos. Los hPIV provocan infecciones
respiratorias frecuentes de gravedad variable que dependen del tipo viral y sobre
todo de la inmunidad del huésped (lactantes; por privacion de la respuesta
adquirida por la madre y en ancianos; por disminucion de la capacidad). Se ha
demostrado que los cuatro serotipos virales son responsables de causar
infecciones respiratorias y reinfecciones en nifios y adultos (37, 49).

Los nifilos con infeccion primaria por hPIV de los tipos 1, 2 y 3 pueden presentar
cuadros clinicos graves que varian desde laringotraqueobronquitis y croup,
particularmente los tipos 1, hasta bronquitis y neumonia. En lactantes menores de
6 meses, la enfermedad vinculada con este virus no se presenta en forma grave
debido probablemente a la inmunidad transmitida por la madre. ElI hPIV tipo 1
causa epidemias que ocurren en ciclos bianuales en el otofio. Estudios serolégicos
han sugerido que el 60% de los nifios a la edad de dos afios han contraido este
tipo de virus y que aproximadamente el 80% ya han sido infectados a los 4 afos
de edad, la mayoria de forma asintomatica; este rango tan alto de infeccion

determina que el virus se disemina rapidamente (sp).

11.4.  Virus de Parainfluenza tipo 1(hPIV-1)

Durante la ultima década, ha habido un cambio considerable en la nomenclatura y
las relaciones taxondmicas de los virus humanos de parainfluenza (hPIV) (Tabla
1). Estos virus se descubrieron por primera vez a finales de 1950, cuando tres

virus diferentes fueron recuperados de nifios con enfermedades respiratorias
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inferiores, demostrando ser un virus unico, facilmente separado de los myxovirus.
Esta nueva familia de virus respiratorios tuvo un escaso crecimiento en huevos
embrionarios y comparte algunos sitios antigénicos con el virus de la influenza.

En 1959 se encontré una cuarta familia de virus, la cual también reunié estos
criterios, creandose un nuevo grupo taxondémico llamado "virus de parainfluenza".
El hPIV tipo 1 es un patégeno respiratorio comun adquirido en la comunidad sin
patrones de caracteristicas étnicas, socioeconémicas, de género, edad o limites

geograficos (37, 49).

I1.4.1. Caracteristicas del hPIV-1

El hPIV-1 es el agente patégeno mas importante a nivel mundial de la
Laringotraqueitis o Laringotraqueobronquitis, y la segunda causa de bronquiolitis y
neumonia en nifios menores de 5 afos.

Es un virus, como todos los de la familia; envuelto, de RNA monocatenario de
sentido negativo. Su genoma codifica al menos para ocho proteinas (3’-NP-P-C-M-
F-HN-L-5’). Los viriones obtienen la bicapa lipidica de la celula hospedera y de la

cual sobresalen proyecciones constituidas por las glicoproteina HN y F (Figura 3)

(a9)-

11.4.2. Estructura del hPIV-1

El virion del hPIV-1 presenta una membrana lipidica (envoltura), donde estan

situadas las proteinas HN y F, seguida de una proteina de Matriz, y por debajo la
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nucleocapside que es una hélice simétrica que envuelve al genoma viral junto con

la polimerasa, esquematizado en la Figura 3.

Proteina F ——
(Fusion) /n
Glicoproteinas
y A “ HN
Membrana \ s - — HéG
lipidica - . ;
A7 Complejo
A " RNP
Proteina M b
(Matriz) -

Figura 3. Virién de Parainfluenza tipo 1 (hPIV-1)

[1.4.3. Genoma y proteinas

El genoma esta constituido por 15,000 nucleétidos aproximadamente y es
traducido para 7 proteinas; la nucleoproteina (NP), fosfoproteina (P), proteina C,
de matriz (M), proteina de fusion (F), glicoproteina (HN), y proteina larga (L) (s7).

Nucleoproteina (NP). Constituida de aproximadamente 489 y 553 aminoacidos
(aa), posee dos dominios. Entre los paramyxovirus, la region amino terminal de la
proteina se encuentra conservada (alrededor del 80%) mientras que, la regién
carboxilo terminal es menos conservada (20%). En la replicacién viral, la NP tiene
varias funciones, como la intervencion en la encapsidacion de RNA durante la
transcripcion y la replicacion se asocia con la P-L polimerasa; y es probable que

interaccione con la proteina M durante el ensamblaje del virus.
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Fosfoproteina (P). Es una proteina variable en su longitud dentro de los virus de
esta familia, estd compuesta por dos dominios el N-terminal y el C-terminal,
separados por una region hipervariable. Esta proteina se caracteriza por presentar
un alto grado de fosforilacion, desempena un papel importante en la sintesis de
RNA vy junto con la proteina L, forma la polimerasa viral (P-L) y en conjunto con la
NP forma un complejo que activa la encapsidacién del RNA, Ilamado complejo
ribonucleoproteico (CRNP) (31, 37).

Proteina C. Es una proteina accesoria no esencial del gen P, en el hPIV -1. El gen
P codifica para la proteina C en un mecanismo de repeticion del RNA para
producir ademas de la proteina P, la C; por escision de un seudotemplete y
transcripcion anidada (dos, o mas marcos de lectura). Se considera que la
proteina C modula el desensamble del virion y desempefian un rol regulador en la
sintesis del RNA viral. La proteina C es abundante y su secuencia no es
conservada. Al interactuar con las proteinas N-L participa en el ensamble de la
particula viral. EI marco de lectura (ORF) se encuentra traslapado para codificar
para ambas proteinas en la porcion C-terminal del gen P (49). El rol de lamproteina
C es multifuncional, ya que inhibe la funcion de los interferones @/, interfiere con
la via STAT-1y 2, regula la sintesis del RNA viral, facilita la union y liberacion del
virién y regula (inhibe o incrementa) la apoptosis celular; ésta es una caracteristica
de los Respirovirus pero no de los Rubulavirus o Avulavirus. Existe otra proteina
gue no es generada en el hPIV, la proteina V, que es altamente conservada en los
miembros de las subfamilias Rubulavirus o Avulavirus que generan esta proteina

en lugar de la C y cuya funcion es la misma (3s, 43, 52).
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Proteina de Matrix (M). Es la proteina mas abundante en el virion, contiene de
341 a 375 aa. Es una proteina basica y poco hidrofébica; durante la entrada del
virus, se fusionan ambas membranas y se separa toda la proteina M permitiendo
la liberacién de la nucleocapside al citoplasma. Durante la etapa final del ciclo de
replicacion, la asociacion de la nucleocapside con la proteina de la matriz media la
integracion de la envoltura (membrana lipidica) y el virus es liberado por gemacion
desde la membrana celular, para formar una capa completa por debajo de la
membrana lipidica del viridn (31, 49).

Proteina de Fusién (F). Es un factor critico y caracteristico de la infeccion y de la
patogenia de la familia Paramyxoviridae, induce la fusién de la envoltura viral con
la membrana plasmatica de la célula hospedera y se encarga de la fusion entre
células, induciendo la formacion de grandes sincitios. Asi permite la propagacion
del virus de célula a célula, lo que favorece a su patogenia, ya que evade la
respuesta inmune. Se caracteriza por ser una proteina integral de membrana tipo
II, que se sintetiza como un precursor inactivo FO y que requiere de un mecanismo
de “maduracion” el cual consiste en el corte del precursor FO para producir el
heterodimero F2-F1, unidos a través de un enlace disulfuro. El evento de
“maduracion” sucede en el compartimiento trans-Golgi y es catalizado por una
enzima serina proteasa semejante a la Furina. Este evento post-traduccional
permite la liberacion del péptido de fusién que se encuentra localizado en el
extremo N-terminal de la subunidad F1 (49, 51).

Proteina HN. La glicoproteina de la envoltura del hPIV -1 es la proteina de unién
del virus a la célula huésped. Constituye una proteina multifuncional y el mayor

determinante antigénico. Es responsable de la absorcién del virus al unirse al
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acido sidlico de la membrana celular «-2-desoxi-2,3-deshidro-acido-N-acetil-
neuraminico. Tiene actividad hemaglutinante y de neuraminidasa. La HN contiene
de 565 a 582 aa, es una proteina integral de membrana tipo Il. Esta proteina tiene
un dominio hidrofdbico localizado en la porcion N-terminal, que actua como sefal
de anclaje a la membrana. Es un tetramero y su funcién es la unién a las células
huésped y con la actividad de neuraminidasa, participa en la liberacion del virus.
Hay diferencias en el numero de sitios de glicosilacion de la HN entre los
diferentes tipos de hPIV y entre cepas dentro de un tipo. Esto puede ser parte de
la estrategia utilizada por el hPIV para escapar de la detecciéon inmunoldgica. La
porcién terminal del acido sidlico es importante (o 2-3 y a 2-6) para la union de HN
a hPIV; sin embargo, parece que la union HN al hPIV-1 es mas limitada en su
union que en hPIV-3, lo cual puede ser importante para el huésped. La unidn de la
proteina HN a los receptores en los eritrocitos produce la hemaglutinacion
conocida también como hemadsorcion de paramyxovirus (sg, 40, 49)-

Proteina Larga (L). Es la proteina de mayor tamafo y longitud, tiene un tamano
aproximado de 2200 aa y es menos abundante respecto a todas las proteinas
estructurales. Es una proteina multifuncional, responsable de la polimerizacién de
nucledtidos y de la adicién de 7-metilguanosina en el extremo 5’ (cap) durante la
sintesis de los mRNA virales. En la familia Paramyxoviridae, la porcién N-terminal
de la proteina L contiene seis segmentos de aminoacidos altamente conservados,
que se sugiere que son dominios cataliticos de la polimerasa. El complejo formado
por las proteinas L y P es requerido para la actividad de polimerasa con la NP y la

cadena molde de RNA (31, 49).
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[1.4.4. Ciclo de replicacion

Como todos los virus de RNA, los hPIV-1 presentan una alta frecuencia de
mutacién por carecer de actividad de exonucleasa en su polimerasa que actué en
sentido 3’ a 5’ como mecanismo de reparacién, lo que contribuye a la formacion de
poblaciones heterogéneas. El RNA en hPIV es de polaridad negativa es decir, no
actua como RNA mensajero, y tiene dos funciones; una como templete para la
sintesis del RNAm y la segunda como templete para la sintesis del genoma viral.
El RNA del virus codifica y contiene su propia RNA polimerasa (proteina L),
aunque su RNA mensajero solo es sintetizado después de que el virus ha sido
desempaquetado en la célula infectada. La replicacion del virus inicia después de
la sintesis de los RNAs mensajeros, y se requiere de una sintesis continua de las
proteinas virales (49).

En la Figura 4 se muestra graficamente el ciclo de replicacion de los virus. La

particula viral se adsorbe al receptor en la membrana celular hospedera por medio

de la proteina HN 0 Un cambio conformacional de la HN activa la proteina F, la
cual lleva a cabo la fusion de las membranas celular y viral Q provocando que el
RNA viral sea liberado en el citoplasma 9 En este punto, por un lado inicia la
sintesis de RNA antigendmico (cadena complementaria al genoma), la cual da
origen a genomas nuevos G y por otro lado, a la produccion de RNA mensajero
9, que codifica para las proteinas virales (@a). Los productos de la traduccion

se dirigen al sitio de ensamble, las proteinas NP, P y L son acopladas al RNA

recién sintetizado y la proteina M se ubica en la parte interna de la membrana
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celular que adoptara el virus @. Las glicoproteinas (HN y F), sintetizadas en

reticulo endoplasmico, son modificadas en el aparato de Golgi (@b) vy
posteriormente expresadas en la membrana citoplasmatica en contacto intimo con
la proteina M @. La afinidad de las proteinas del genoma (NP, P y L) con la
proteina de matriz y de ésta con las glicoproteinas es determinante para el
ensamble del virion, que es liberado de la célula por exocitosis 9 Es

caracteristico en los paramyxovirus que, ademas de la formacion de viriones, los
virus puedan infectar las células vecinas de manera inmediata a través de la fusion

membranal célula-célula, debido a la expresién de las proteinas virales en la
membrana de la célula hospedera @@, lo cual le permite dispersarse sin

necesidad de salir al medio extracelular, fendmeno llamado efecto citopatico (s2).
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Figura 4. Ciclo replicativo de Parainfluenza tipo 1 (hPIV-1) (52)

[1.4.5. Epidemiologia e impacto de las infecciones por hPIV-1

Se han encontrado diferentes factores que predisponen a la infeccion por el hPIV
tipo 1 incluidos; la malnutricidn, el hacinamiento, la deficiencia de vitaminas en la
alimentacion, la falta de lactancia materna y el humo ambiental o la presencia de
toxinas en el medio. Existen mas de 5 millones de casos reportados de
Laringotraqueobronquitis cada afio en los Estados Unidos en nifilos menores de 5
afnos. hPIV-1 se ha encontrado en una tercera parte de estas infecciones (s); que,

ademas, de causar IRAs en lactantes, nifios y adultos, en menor medida se
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encuentra en individuos inmunocomprometidos o bien en los que tienen
enfermedades crénicas (por ejemplo, enfermedad del corazén y pulmones, o bien
asma).

Los nifios que estan infectados por este virus son diagnosticados pero rara vez
este patdégeno puede ser aislado. Las encuestas serolégicas han demostrado que
la mayoria de los nifios de entre 6 y 10 afios de edad tienen evidencia de infeccidn
previa, lo que sugiere infecciones primarias leves o asintomaticas (s3). Las
infecciones respiratorias agudas causan del 3 al 18% de todas las admisiones a
los hospitales pediatricos, detectandose hPIV-1 en 9 a 30% de estos pacientes
dependiendo en la época del afio.

Se reportan entre 500,000 y 800,000 hospitalizaciones por Laringotraqueitis (LRI)
en individuos menores de 18 afios en los Estados Unidos cada afio y
aproximadamente el 12% de estas infecciones son producidas por hPIV-1; y
después, se encuentra el VSR como causa de hospitalizacion. La Inmunidad para
hPIV es incompleta y las infecciones se producen durante toda la vida sin
embargo, la respuesta inmune es menor en infecciones en lactantes y en los
casos de afeccion mas grave. Por lo tanto, la mayoria de la discusion clinica se
centrara en los ninos (s4).

Las epidemias Bienales son propias del hPIV-1 y ocurren en ambos hemisferios.
Los informes en los Estados Unidos han sugerido que cerca del 50% de los casos
de croup son causados por este virus (ss5,56). Durante las epidemias por hPIV-1, se
ha estimado que entre 18,000 y 35,000 nifos estadounidenses menores de 5 afos
son hospitalizados. Algunos de estos niflos padecen laringotraqueobronquitis,

bronquiolitis o neumonia. La mayoria de estas infecciones ocurren en nifios de 36
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meses a 7 a anos con una incidencia maxima en el segundo y tercer ano de la

vida (56, 57).

[1.4.5.1.  Laringotraqueobronquitis o CROUP

La laringotraqueobronquitis es también conocida por los sindénimos de croup,
croup viral, laringitis subglotica o seudocroup. Es una causa frecuente de
obstruccion aguda de las vias aéreas superiores en la infancia; y se refiere al
proceso inflamatorio de origen infeccioso viral que afecta a la laringe y a la
traquea, llegando a involucrar la parte inferior del arbol respiratorio, produciendo
diversos grados de obstruccion (ss).

Se puede definir también como un sindrome clinico agudo, caracterizado por una
triada que comprende: tos ronca o perruna, disfonia o afonia y estridor inspiratorio.
También se presentan signos de dificultad respiratoria secundaria a la obstruccion
laringea o traqueal; término usado casi exclusivamente para referirse a la
laringotraqueitis de origen viral, que se produce como resultado de la inflamacién
del tracto respiratorio superior incluyendo laringe, traquea vy bronquios
(Laringotraqueobronquitis), y que, frecuentemente, es precedida de un episodio de
coriza, rinorrea clara y leve aumento de la temperatura (prédromo catarral). Este
cuadro clinico comun se denomina con el término anglosajon de “croup”, que
quiere decir “llorar fuerte”. Algunos nifos con historia de atopia, tienen un cuadro
no precedido de sintomas virales al que se le ha llamado croup espasmaodico.
Ambos son tratados similarmente siempre y cuando los signos y sintomas sean

los mismos (s9).
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Ademas, otras terminologias usadas para este padecimiento incluyen: laringitis
espastica estridulosa, laringitis catarral banal, laringitis estenosante aguda; y
cuando se presenta por otras entidades clinicas se le llama croup diftérico,
laringotraqueitis bacteriana, epiglotitis, edema de glotis o suglotico vy

laringoespasmo (ss).

11.4.5.2. Epidemiologia del CROUP

Las dos patologias mas frecuentes que provoca el hPIV-1 son la laringotraqueitis
aguda (LRI) y el croup espasmoddico, ambos presentan caracteristicas clinicas
comunes y la diferencia se establece a veces por el tiempo de resolucién.
Representan entre el 15 y 20% de las enfermedades respiratorias mas comunes
en la poblacion pediatrica y precisa la hospitalizacion del 1 al 5% de los pacientes.
La incidencia estimada es del 3 al 6% en nifios menores de 5 afios de edad. Pero
la edad mas importante de la presentacién del sindrome oscila entre 6 meses y 3
afnos, con un promedio de 2 aflos mientras que, la epiglotitis predomina entre los 2
y 5 anos. Existe predominio del sexo, afectando al sexo masculino a razén de 2:1
y con mayor afinidad en nifios eutrdéficos, e incluso con peso superior al normal. Se
presenta frecuentemente en otofio e invierno. La incidencia anual es de 18 por
cada 1000 menores de 5 anos. Antes del empleo de corticoides y adrenalina
racémica en nebulizacion, la patologia era motivo de hospitalizacion hasta en el
25% de todos los casos, siendo precisa la intubacion y en el 2% de ellos, la

cricotomia o traqueostomia (so).
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11.5.  Respuesta inmune contra virus

Los virus son parasitos intracelulares obligados que requieren de la maquinaria
metabdlica de una célula para replicarse. Su estructura basica incluye un acido
nucleico, que puede ser DNA o bien RNA, rodeado por una envoltura proteica o
capsula que le permite ingresar a las células. Los virus ingresan al organismo por
diversas vias incluyendo la respiratoria, gastrointestinal, transcutanea, parenteral,
genitourinaria y rectal.

En términos generales, una infeccién viral comprende una etapa extracelular y una
etapa intracelular por lo tanto, la respuesta inmune puede interferir con ellos en
estos dos niveles.

Es bien conocido que ante la presencia de los agentes virales, la respuesta
inmune del huésped es esencial para el control y progresion de la infeccion. El
dafio celular y tisular que es desencadenado por la infeccion viral, conocido como
efecto citopatico, es importante para determinar el tipo de respuesta inmune que
predominara. En los casos de virus que no inducen esta reaccion la respuesta del
organismo es limitada (31, 35).

Es conocido que existen estrategias de proteccion en las vias aéreas que
participan en las infecciones virales y que corresponden a la respuesta
inmunologica. La primera pertenece a la respuesta innata, correspondiendo a las
barreras naturales, células y mediadores quimicos extracelulares e intracelulares y
la segunda corresponde a la respuesta adaptativa, altamente especifica y con

memoria, y corresponde a una amplia gama de células y mediadores quimicos.
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Las barreras naturales como parte de la inmunidad innata comprenden: 1)
Movimiento ciliar, secrecion de moco, aumento del recambio aéreo, estornudos,
tos, expectoracion, etc. que conducen a la disminucidén de la adherencia viral. 2)
Establecimiento de un medio hostil en la mucosa con liberacion de sustancias
quimicas, variacion del contenido de alcalis y aumento del moco (e0). En la
respuesta innata se utilizan una gran variedad de elementos para el control de la
infeccion como: la produccion de interferones y citocinas proinflamatorias,
moléculas microbicidas (defensinas, catelicidinas, lisozima, etc) y la participacion
de células epiteliales, macréfagos, neutréfilos y células NK. Estos mecanismos
innatos o primarios son reforzados por elementos producidos en la respuesta
adaptativa, dependiendo del tejido y de la forma de agresion del agente infectante,
pudiendo ser representadas por células con especificidad intermedia entre la
innata (fagocitica) y la adaptativa (células presentadoras de antigeno) (so-62).

La respuesta inmune innata celular comprende células fagociticas y células que al
parecer solo tienen capacidad litica y capacidad para liberar sustancias
quimiotacticas, como mastocios y otras células poco estudiadas como basofilos.
Los neutrofilos son células del sistema inmune innato también denominados
polimorfonucleares (PMN), son leucocitos de tipo granulocito, cuya funcion
principal es la migracion hacia los tejidos infectados (inflamacion) y la fagocitosis
de virus, bacterias y hongos.

Los neutréfilos normalmente se encuentran en el torrente sanguineo. Durante, el
inicio de la inflamacion, particularmente como resultado de la infeccion, son unos
de los primeros migrantes hacia el sitio de inflamacion (primero a través de las

arterias, después a través del tejido intersticial, dirigidos por sefales quimicas
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como interleucina-8 (IL-8) e interferon-gamma (IFN-y), en un proceso llamado
quimiotaxis (e3). Son las células predominantes en las secreciones purulentas. La
liberacién de los neutréfilos desde los vasos sanguineos esta condicionada por la
liberacién de histamina (liberada por mastocitos) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) (liberado por macréfagos). EI TNF-a y la histamina actuan sobre las
células del endotelio del vaso, haciendo que se active mediante la expresion de
selectina-E. Los neutrdfilos activados mediante IL-8 pueden unirse a la selectina-E
mediante su ligando glucosidico. De esa manera, son capaces de estar presentes
en los tejidos apenas 5 horas después de iniciar la infeccién .

En algunos casos y particularmente con algunos virus se activan mecanismos
efectores de la respuesta pro-inflamatoria, antes de que estos se repliquen. El
contacto con las células epiteliales es suficiente para que se secreten sustancias
microbicidas, citocinas y hasta inmunoglobulinas del tipo IgA.

La liberacidon de citocinas se destaca principalmente por ser el medio de
comunicacion intercelular ante una invasion microbiana. Las citocinas sirven para
iniciar la respuesta inflamatoria, y para definir la magnitud y naturaleza de la
respuesta inmunitaria especifica. Se conocen en la actualidad mas de 33
interleucinas, las cuales son difierentes desde el punto de vista bioquimico vy
biolégico. Algunas de ellas presentan esencialmente efectos favorables, otras
paralelamente a su funcion defensiva también pueden ser deletéreas para el
organismo (g0, 64)-

En cuanto a la respuesta proinflamatoria, ésta se ve regulada por citocinas como
IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-u, las cuales son regularmente predictores de dafio tisular,

inflamacion e infeccion. Son moléculas orientadas a regular los distintos
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componentes celulares de la respuesta inmune, suelen tener muy bajo peso
molecular (entre 15 y 30 KDa) y estan compuestas por 120 a 180 aminoacidos, los
cuales determinaran sus funciones tan variadas.

Estas moléculas son secretadas por los linfocitos y células epiteliales, aunque
también por otros tipos celulares, de ahi que se le asigne el término citocina.

Un tipo de citocina son las interleucinas, las cuales son moléculas que sirven
como sefales de comunicacion entres los diversos tipos de leucocitos, algunas de
ellas no son nombradas por numero sino segun su funcién biolégica, como es el
caso del factor transformante del crecimiento (TGF). Otras mas, no menos
importantes son los factores transformadores de la diferenciacion celular, factores
estimuladores de colonias y los interferones, los cuales tendran su manera
particular de accién en lo que se refiere a la respuesta inmune (g1).

Es importante mencionar que, las citocinas ejercen un efecto autocrino cuando se
unen a receptores presentes en la célula que las produce; también pueden tener
un efecto paracrino, actuando sobre diferentes tipos celulares que se encuentran a
su alrededor y, en algunos casos, pueden liberarse a la circulacion sanguinea o
linfatica, ejerciendo su efecto en otros 6rganos y tejidos, actuando asi en forma
endocrina como las hormonas.

También pueden atraer a células como macréfagos, neutrdfilos, basofilos,
eosindfilos y células NK (o).

Posterior a su ingreso los virus tienen una etapa de replicacion primaria para
después diseminarse e introducirse en el tejido blanco final, siendo el ejemplo mas
claro el virus del sarampidn, que ingresa a las vias respiratorias (viremia inicial) y

posteriormente se disemina a tejido linfoide y reticuloendotelial (3¢). Las
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infecciones virales pueden ser liticas, latentes o persistentes. La respuesta inmune
adquiere caracteristicas y efectividad diferente de acuerdo a la via de ingreso del
virus y al tipo de infeccion que provoca.

La respuesta inmune frente a estos microorganismos comprende mecanismos
inespecificos y especificos con caracteristicas y efectividad particulares que
dependen de la naturaleza de cada virus. Entre los mecanismos inespecificos, los
de mayor relevancia incluyen: la produccion de interferén tipo I, presencia de
células NK 'y activacion del complemento (e4).

La respuesta inmune adaptativa antiviral incluye mecanismos efectores humorales
y celulares, siendo estos ultimos los mas eficaces.

El organismo cuenta con una serie de elementos para impedir o dificultar el
ingreso del virus al organismo. Por ejemplo, en las vias respiratorias, los virus
deben sobrepasar el efecto neutralizante de la IgA secretada, accion litica de
células NK y la funcion fagocitica de neutréfilos y macrofagos. Ademas, en el
aparato respiratorio existen una serie de elementos que limitan la persistencia e
ingreso de las particulas virales; los cuales tienen importancia en la produccion de
moco compuesto de mucina que dificulta la movilidad viral, la expectoracion y el
estornudo, entre otros. Si los virus logran sobrepasar estas barreras, se ven
enfrentados a diversas modalidades de la respuesta inmunolégica cuya eficiencia
dependera de la etapa del ciclo infectivo viral en que actuen (gs).

En la etapa inicial de la infeccion tiene importancia la actividad litica de las células
NK, que lisan células infectadas por virus ya sea directamente o a través de la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y de la activacion del

complemento por via alterna.
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Cabe sefalar que los virus al ser en general muy inmunogénicos estimulan las
respuestas T y B. Los linfocitos T CD4" reconocen péptidos virales asociados a
moléculas MHC clase Il en células presentadoras de antigeno ejerciendo su
funcion cooperadora con linfocitos B y T CD8". La respuesta celular en su
modalidad citotdxica es la mas efectiva ya que los linfocitos T CD8" activados, al
reconocer péptidos antigénicos de origen viral asociados a moléculas MHC clase |
de células infectadas por virus, son capaces de lisarlas (so, 65).

Los anticuerpos cumplen un papel relativamente pobre en las infecciones virales
agudas, sin embargo son importantes en la prevencion de reinfecciones. Los
anticuerpos al unirse a epitopos presentes en proteinas ubicadas en la superficie
de la particula viral (anticuerpos neutralizantes), pueden reducir su infectividad.
Esto lo consiguen inhibiendo diversas etapas del ciclo reproductivo viral tales
como la unién a la membrana celular y penetracién a la célula. Ademas pueden
producir agregados de viriones, acelerar su degradacién en vesiculas y facilitar la
fagocitosis al opsonizarlos (gs).

La activacion del complemento es otro mecanismo protector contra los virus. Este
sistema puede ser activado por via clasica y alterna, conduciendo a la
opsonizacion por C3b y a la lisis de virus con capsula o de células infectadas por
virus. Su eficacia en el hombre es relativa, ya que pacientes deficientes en
factores del complemento no presentan una mayor incidencia ni gravedad en
infecciones de este tipo.

Finalmente, durante la infeccidn viral se induce la sintesis de interferones en las
células del huésped. Los interferones son liberados a la regién extracelular y

actuan sobre células vecinas uniéndose a un receptor e induciendo la sintesis de
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una proteina cinasa que fosforila un factor de iniciacién de la sintesis proteica,
mediante este mecanismo se interfiere con la sintesis de proteinas virales.
Ademas los interferones activan a endonucleasas que degradan el mRNA viral y
estimulan a otras células que participan en la respuesta inmune tales como células
NK'y linfocitos T citotoxicos. De esta manera se establece un estado anti-viral que

detiene el ciclo celular y origina apoptosis celular (s3).

1.6. Mecanismos efectores de la respuesta contra virus hPIV

Se produce una primera respuesta inflamatoria en la que predominan
monocitos/macréfagos, granulocitos, células NK e IFN. Estas células adquieren
capacidad citolitica 3 o0 4 dias después de la infeccion por el hPIV. Los macréfagos
y neutrofilos actuan en tres niveles para destruir a los virus y a las células
infectadas: se fagocitan los virus y se destruyen las células infectadas por virus y
se forman moléculas antiviricas tales como TNF-a, 2’5’ OAS, 6xido nitrico e IFN-a.
Ademas, el IFN-a permite la induccién directa de proteinas importantes para la
regulacion de la proliferacion celular o bien para la induccion de apoptosis y
permite la activacién del inflamosoma que activa a la caspasa (s1). Durante
estadios tempranos de la infeccidn, las células NK experimentan una proliferacion
inespecifica mediada por IFN tipo | e IL-15. En la respuesta antivirica, estas
células actuan mediando directamente la histdlisis de células infectadas mediante
el mecanismo perforina-granzima produciendo IFN-y e IL2. El IFN-y protege a las
células de la infeccion y activa los mecanismos antiviricos de los macréfagos. Las

células NK participan en la ADCC. El mecanismo por el que las células NK matan
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es el mismo que el utilizado por los linfocitos T citotdxicos generados en la
respuesta inmune adaptativa; los granulos citotoxicos son liberados en la
superficie de la célula diana y las proteinas efectoras que contienen penetran en la
membrana celular induciéndo la muerte programada. Sin embargo, la muerte
producida por las células NK es desencadenada por receptores invariables (g3).
Las células NK se activan en presencia de INF-a y B e IL-12, IL-15 e IL-18
producida por células dendriticas. Las células NK activadas sirven para contener
las infecciones virales mientras la respuesta inmune adaptativa genera células T
citotoxicas y antigenos especificos que puedan eliminar la infeccion. IL-12 en
accion sinérgica con el TNF-a, puede también inducir la produccion de grandes
cantidades de IFN-y por las células NK, y a su vez, el IFN-y secretado es crucial
para controlar algunas infecciones antes de que las células T sean activadas para
producir esta citoquina (s3, 65).

Las células NK reconocen sus células diana sin restriccion por MCH mediante
varios tipos de receptores: Receptor Fc de la IgG (Fc-gamma-Rllla o CD16), que
se unen a células cubiertas de IgG, originando ADCC. El Receptor activador
(KAR), desencadena la capacidad asesina de las células NK, a través de varios
tipos de receptores (lectinas) como el receptor inhibidor (KIR) que inhibe la
reaccion litica. Estos receptores son especificos para moléculas del MCH clase |,
previenen la destruccion de células normales, matan selectivamente células con
niveles bajos o nulos de moléculas MCH de clase |. Cuando los receptores
activadores se unen a su diana, se genera una sefal destructora; sin embargo,

esta sefal es anulada si se produce de forma simultanea otra sefal inhibidora
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mediante el reconocimiento de las moléculas de clase | en la superficie de la
célula. Los interferones activan a los macrofagos y a las células NK.

La resistencia transitoria de las células inhibe la replicacién viral y permite la
activacion de genes que expresan proteinas antivirales y favorece el incremento
de expresion de MHC clase | y MHC clase Il (g6).

Cabe senalar que esta respuesta es reconocida para los virus de la familia
Paramyxoviridae sin embargo, no existe mucha informacion de la respuesta contra

el virus de parainfluenza tipo 1.

11.7.  Citocinas proinflamatorias (Quimiocinas)

Originariamente el término linfocina se establecié para denominar productos
biolégicos producidos por linfocitos en respuesta al antigeno. Posteriormente su
uso se amplié a moléculas de caracteristicas similares secretadas por otros tipos
celulares, por lo que se utilizé el término citocina.

El término interleucina (IL) se aplic6 a aquellas moléculas que servian como
sefales de comunicacion entre distintos tipos de leucocitos, numerandose a
medida que se descubrian (IL-1, IL-2, etc.). No obstante, algunas de ellas se
detectaron inicialmente en ensayos funcionales in vitro y aun conservan su
denominacion original de acuerdo con la funcién biolégica que permitid su
identificacion, como es el caso del TNF (Factor de Necrosis Tumoral) y del TGF
(Factor Transformante del crecimiento).

Algunas se conocen como “citocinas quimiotacticas o quimiocinas” ya que poseen
propiedades quimioatrayentes, regulando el traslado de leucocitos hacia tejidos u

organos.
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Las quimiocinas constituyen un grupo numeroso de citocinas proinflamatorias v,
hasta el momento, se han caracterizado alrededor de 40 diferentes que provienen
de variadas fuentes celulares y tienen acciones pleiotropicas (s7)

Las quimiocinas son moléculas de bajo peso molecular, entre 15-30 KDa,
constituidas por 120-180 aminoacidos. Son producidas por leucocitos, sin
embargo, determinadas citocinas también pueden ser secretadas por otros tipos
celulares. Todas son dimeros aunque la mayoria actuan fisiolégicamente como
monomeros; estructuralmente son similares; tridimensionalmente presentan tres
laminas B plegadas conectadas por asas (denominadas 1, B2 y B3), un asa en la
region NH2 terminal y una hélice a en el dominio C-terminal (Figura 5). Su extremo
carboxilo es de caracter basico y tiene afinidad para unirse a compuestos de tipo
heparina, glicosaminoglicanos y moléculas de azucar cargadas negativamente que
se encuentran en la superficie celular y la matriz extracelular (s6.68).

Las quimiocinas son polipéptidos con un dominio tipo quimiocinas, la mayoria
presenta cuatro cisteinas en posiciones altamente conservadas, unidas entre si
por puentes disulfuro, excepto las y quimiocinas que presenta dos cisteinas

conservadas y un solo puente disulfuro (s9).
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Figura 5. Estructura tridimensional de quimiocinas proinflamatorias

Las quimiocinas secretadas se unen a proteoglicanos y a proteinas de la matriz
extracelular donde se cree permanecen inmovilizadas sin pasar a la circulacion.
Esta capacidad de unidon a la matriz extracelular favorece la permanencia de las
quimiocinas en su lugar de produccion y apoya el concepto de que la migracién de
los leucocitos se realiza a través de un gradiente sdlido.

La caracteristica bioquimica comun de estas moléculas es la conservacion de 4
residuos de cisteina que se unen formando dos puentes disulfuro, esenciales para
la actividad de la molécula. Dependiendo de si las dos primeras cisteinas estan o
no separadas por otro aminoacido se han clasificado en quimiocinas CXC (cis-X-
cis, debido a que las dos cisteinas cercanas al N-terminal estan separadas por un
aminoacido simple), CC (cis-cis las dos cisteinas estan adyacentes), las C y las
CX3C (e9).

Dentro de la familia CC se encuentran la CCL11 (eotaxina), importante en los

procesos alérgicos por ser quimiotactica para eosindfilos, el RANTES que es
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quimiotactico para linfocitos T de memoria, y la CCL13 (proteina quimioatrayente
de monocitos o MCP-1).

Existen otras 2 quimiocinas, la XCL1 (linfotactina), y la CX3CL1 (fractalquina o
neurotactina (subfamilia CX3C) que pertenecen a otras subfamilias también
participan en estos procesos (gs).

Para la familia CXC, la molécula mas representativa es la IL-8 (CXCL8) que es
sintetizada por todos los tipos de leucocitos, asi como por otros tipos celulares
(fibroblastos, células endoteliales, hepatocitos, astrocitos) y células tumorales
(melanoma, carcinoma de ovario, pulmonar) en respuesta a una amplia variedad

de estimulos (70).

11.8. Interleucina 8

La interleucina 8 (IL-8) recientemente fue renombrada como CXCL8, en una
reunion del Subcomité de la Unién Internacional de Sociedades de Inmunologia
por ser una quimiocina, aunque su simbolo en genes HUGO continua siendo IL-8,
es una citocina proinflamatoria. Su sintesis se lleva acabo en una variedad de
tipos celulares como son monocitos, fibroblastos, linfocitos T, macréfagos, células
epiteliales, células del musculo liso de la via aérea, células endoteliales vy
neutrofilos (68, 71, 72).

La primera actividad biolégica que se reporté para esta citocina fue la activacion
de neutrdfilos en los que inducia degranulacion, cambios morfologicos y
quimiotaxis. (70).

Debido a que IL-8 es una de las principales citocinas producidas por los

neutrofilos, se sugiere que ejerce un efecto autocrino que los lleva a perpetuar su
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activacion (73). Ademas se considera que tiene actividad angiogénica (74) y tiene la
propiedad de ser un potente factor quimiotactico de neutrofilos, eosindfilos y
basdfilos, regula la produccion de proteinas de adhesion y la formacion de lipidos
bioactivos y finalmente, amplifica la respuesta inflamatoria local.

En los seres humanos, un gen en el cromosoma 4q13-g21 codifica la interleucina-
8 (72, 73)-

Es conocido que, en la superficie de la membrana, existen receptores a los cuales
IL-8 es capaz de unirse; estos receptores tienen 7 dominios transmembranales de
tipo serpina o rodopsina, la mayoria de ellos acoplados a la proteina G, con tres
asas intracelulares y tres extracelulares y que presentan un extremo N-terminal
extracelular y un C-terminal intracelular (g9, 75).

La porcion intracelular carboxilo-terminal contiene residuos serina y treonina, los
cuales son fosforilados y participan en la transduccién de sefiales y tienen dos
cisteinas conservadas, una en el dominio N-terminal y otra en la tercera asa
extracelular, que se asume se encargan de formar un puente disulfuro que es
importante en la formacion de el surco de uniéon con el ligando. La interaccién
entre la quimiocina y el receptor ocurre en el extremo amino terminal y una de las
asas extracelulares. Estos receptores tienen una secuencia de aminoacidos unica,
DRYLAIV, en la segunda asa del dominio intracelular, que los hace diferentes de
los demas receptores para otros quimioatrayentes (g9).

Los dos receptores de IL-8, CXCR1 y CXCR2 se expresan sobre los neutrofilos;
muestran un 77% de homologia entre sus aminoacidos, sus genes se localizan en
el cromosoma 2g-35. Otros tipos celulares en los que se expresan son monocitos,

basdfilos y eosinodfilos, pero las respuestas son mucho menos significativas que
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las de los neutréfilos (76). El receptor CXCR1 solo tiene union con IL-8 con alta
afinidad; el CXCR2 tiene buena afinidad no sélo por la IL-8 sino también por GRO-
a, NAP-2 y ENA-78 (77, 78). Los neutrofilos pueden migrar ante bajas
concentraciones de IL-8 debido al receptor CXCR2 y responden a altas
concentraciones de IL-8 a través del CXCR1 (79).

La estructura cristalografica de interleucina 8 se determiné mediante sustituciéon
molecular utilizando como modelo de la estructura, la solucién obtenida de
experimentos de resonancia magnética nuclear. La estructura se perfeccioné a 2 A
(Angstrém), datos de rayos X a un factor R de 0.187 (0.217 a 1.6 A). La
comparacion indica posibles diferencias entre la estructura en solucién y en estado

cristalino (7o).

[1.8.1. Receptores de IL-8

Existen diferentes receptores para las citocinas, la clonacion de muchos de estos y
el andlisis de su estructura ha permitido clasificarlos en 4 familias segun regiones
comunes con homologia dentro de los miembros de una misma familia. Unos de
alta afinidad que con pequenas cantidades de la citocina pueden ser activados, o
bien complejos multicatenarios compuestos de una cadena que es la union
especifica de la citocina (cadena especifica) y de una cadena que transduce las
sefales al interior de la célula y que es compartida por otros receptores de
citocinas (cadena comun). Dentro de cada familia, la homologia entre sus
diferentes miembros es aproximadamente del 15 al 25% (72).

Segun su estructura, las 4 familias de receptores se pueden agrupar en:

superfamilia de las inmunoglobulinas, familia del receptor del factor de necrosis
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tumoral (TNFR), familia del receptor del factor de crecimiento hematopoyético
(HGFR) que incluye a la mayoria de los receptores de citocinas por lo que también
se denomina superfamilia de los receptores de citocinas y por ultimo, la familia de
los receptores de quimiocinas.

Los receptores a los que se unen las quimiocinas presentan caracteristicas muy
diferentes a los receptores de otras familias de citocinas. Actualmente se han
clonado muchos de ellos y se ha comprobado que presentan una estructura
similar a los receptores de la familia de la rodopsina ya que consisten en una
region extracelular corta, contienen 7 dominios transmembranales muy
conservados y estan asociados a proteinas de union con nucleétidos de guanina
(proteina G) que intervienen en la transduccion de sefales (75).

Dentro de esta familia de receptores se pueden distinguir los receptores
especificos y los compartidos segun su especificidad de unién con el ligando. Los
especificos que unen un ligando a IL-8 es el IL-8RA o CXCR1 (unicamente une a
IL-8). Por el contrario, los receptores compartidos pueden unir a mas de una
quimiocina del tipo CXC o a mas del tipo CC. Un ejemplo de estos es IL-8RB o
CXCR2 que une a IL-8 y a otras quimiocinas CXC y CCR1 cuyos ligandos son
quimiocinas del tipo CC.

Los neutroéfilos asi como otros leucocitos estan provistos con estos dos tipos de
receptores para IL-8 (CXCR1 y CXCR2), ambos acoplados a la proteina G.
Mientras CXCR1 es altamente especifico para IL-8, CXCR2 se sabe que
interactua con un numero de otras citoquinas que llevan a la activacion a bajas

concentraciones, con los grupos de receptor ELR (75, 79).
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Por otro lado, se ha descrito que IL-8 induce la fosforilacién de la proteina cinasa
B, permite la afluencia de calcio y contribuye en la formacién de F-actina asi como
en el reordenamiento del citoesqueleto. Estos eventos son muy importantes para
la iniciacion del movimiento quimiotactico de neutrdfilos.

Otro receptor importante es el receptor del antigeno Duffy para quimiocinas
(DARC) que también es capaz de unirse a IL-8 y otras quimiocinas con alta
afinidad. Este receptor esta implicado en el transporte transepitelial de IL-8. Uno
de los factores importantes que permiten modular la unién de IL-8 a sus
receptores es el procesamiento proteolitico. Alfa-1 antitripsina e IL-8 forman un
complejo incapaz de interactuar con CXCR1. La oligomerizacién de quimiocinas
también afecta su interaccion con los receptores (so).

Por otro lado, las formas monomérica y dimérica de IL-8 son capaces de inducir el
reclutamiento de células, aunque también se ha descrito que la forma dimérica
induce una migracién inicial mas fuerte en los neutréfilos. Cabe sefialar que la
uniéon de moléculas como los glicosaminoglicanos sulfatados promueven la

oligomerizacion de IL-8 (g1).

11.8.2. Funcioén de Interleucina 8

La IL-8 es conocida como factor quimiotactico de neutréfilos, tiene dos funciones
primarias: 1) Induce la migracion (quimiotaxis) de las células diana, principalmente
neutrofilos, pero también de otros granulocitos y 2) Activa la fagocitosis en el sitio
de la infeccién. En las células diana, induce una serie de respuestas fisioldgicas

necesarias para la migracion y la fagocitosis, tales como: aumento de Ca,’
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intracelular, exocitosis (por ejemplo, liberacion de histamina), y la explosién
respiratoria(sz).

Otra funcién de IL-8 es ser un potente promotor de la angiogénesis. IL-8 puede ser
secretada por las células con receptores de tipo Toll (TLR) que estan involucrados
en la respuesta inmune innata. Por lo general, son los macréfagos los que ven al
antigeno y por lo tanto son las primeras células que liberan IL-8 para reclutar a
otras células. Tanto en la forma de monémero como en la de homodimero IL-8 se
ha reportado que es un inductor potente de CXCR1 y CXCR2. Sin embargo, el
homodimero es mas potente aunque la metilacion de Leu25 puede bloquear la
actividad de los dimeros.

Se ha establecido que IL-8 juega un papel en la patogénesis de la bronquiolitis,

una enfermedad del tracto respiratorio comun causada por la infeccion viral (sz, 83).

11.8.3. Isoformas de IL-8

La estructura tridimensional de IL-8 estda compuesta de 72 aminoacidos. El
mondmero se compone de un extremo N-terminal conformacional que pasa a
través de una region de bucle y una hoja B-plegada antiparalela de tres cadenas,
dispuestas en una greca, y una porcién C-terminal de wa-hélice (residuos 57-72).
Dos puentes disulfuro son necesarios para el anclaje de la porcion N-terminal en el
nucleo de la proteina y para el mantenimiento de la estructura terciaria (Figura 6)
(s4). La porcion N-terminal contiene el sitio de corte para las enzimas proteoliticas.
Después de la secrecion como una proteina monomérica IL-8 se procesa en el

extremo N-terminal por proteinasas extracelulares para producir varias formas
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activas. Las formas mas prominentes constaran de 77 o 72 residuos de
aminoacidos. La proteinasa 3, trombina, plasmina, CD13, catepsina L y varias
metaloproteinasas de la matriz estan involucradas en el procesamiento de la IL-8.
La elongacién y desaminacion son otros procesos de modificacion natural que le

ocurren a IL-8 (gs).

Figura 6. Estructura tridimensional de IL-8. Obtenida de Worldwide Protein Data Bank.

[1.8.4. Células blanco de IL-8

Mientras que los granulocitos neutréfilos son las células diana primarias de IL-8,
hay una amplia gama de células que responden a esta quimiocina como son;
células endoteliales, macréfagos, mastocitos, musculares lisas y queratinocitos. La
actividad quimiotactica de IL-8 en concentraciones similares en los vertebrados fue

comparada con Tetrahymena piriformis, y los resultados en cuanto a su expresion
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fueron similares, lo que confirma que es una estructura y funcion filogenéticamente

bien conservada (sg).

[1.8.5. Transduccién de senales

La senalizacion inducida por los receptores de quimiocinas estd mediada por
proteinas G asociadas a su extremo carboxilo-terminal. Estas proteinas se
encuentran localizadas en la cara interna de la membrana citoplasmatica y
catalizan el intercambio de guanosin difosfato (GDP) por guanosin trifosfato (GTP)
produciéndose la activacion de muchas enzimas citoplasmaticas y al final, la
activacién de factores de transcripcion. En esta familia de receptores asociados a
poteinas G, no es necesaria la oligomerizacion del receptor para la transduccién
de sefales al interior de la célula ya que los receptores funcionales constan de
una cadena (gp).

Otra via de senalizacion utilizada también por los receptores de citocinas es la
Ras-GTP que ademas, forma parte del crecimiento celular normal en respuesta a
muchos factores de crecimiento y de la proliferacion maligna inducida por
oncogenes. La estimulacion de esta via, produce la activacién de la cascada de
cinasas de proteinas activadas por mitégenos (MAPK).

Las MAPK activadas se translocan al nucleo donde fosforilan varios factores de
transcripcion como c-Myc y c-Jun. La transduccién de senales por la via Ras-GTP
parece ser comun a muchas citocinas ya que su activacion ha sido observada en

la sefalizacién por componentes de todas las familias de receptores de citocinas

(87)-
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11.9.  Proteinas Cinasas Activadas por Mitogenos (MAPK’s)

La via de las MAPK’s (Mitogen-Activated Protein Kinase) o proteinas cinasas
activadas por mitégenos se han conservado en la escala filogenética ya que se
encuentran localizadas en organismos eucariontes. Estudios genéticos y
bioquimicos en varios mamiferos como el hombre, el nematodo Caenorhabditis
elegans, el diptero Drosophila melanogaster y las levaduras como Saccharomyces
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe revelan un alto grado de conservacion
evolutiva de genes codificantes para proteinas cinasas que funcionan de forma
secuencial tras la activacion de Ras. Este hecho revela la importancia de la via
MAPK como ruta de sefalizacion en las células animales y en levaduras. Ademas,
existe una ruta equivalente en plantas en respuesta a sefiales externas como la

fitohormona volatil etileno (s7, ss).

[1.9.1. Caracteristicas generales

La cascada de las MAPK's consiste en una cadena lineal de tres cinasas que se
clasifican en distintas subfamilias. La primera corresponde a la subfamilia de Raf o
MAPK Cinasa Cinasa (MAPKKK), subfamilia de MAPK o ERK (cinasa reguladora
de la senal extracelular). La segunda es denominada como MEK 1/2 o MAPK
Cinasa (MAPKK) que activa a JNK o SAPK y la tercera corresponde a la p38.

En la via, estas sefales confluyen arriba del nivel de Raf y la informacion se
transfiere hacia MAPK's, generandose al mismo tiempo la amplificacion de la senal
como resultado de la activacion de MEK y MAPK's; las cuales experimentan la

fosforilacion de los residuos de Treonina y Tirosina dentro de una secuencia
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designada como T-X-Y. Las vias de las MAPKs se integran, transmiten y
amplifican en sefales a partir de un rango amplio de estimulos y reproducen una
apropiada respuesta fisiolégica (so).

La activacion de las MAPKs se realiza mediante una cascada de cinasas: las
MAPK cinasa cinasas (MAPKKK, MKKK, MAP3K o MEKK) fosforilan residuos de
serina o Treonina de las MAPK cinasas (MAPKK, MKK o MEKK), que catalizan la
fosforilacién en Treonina o Tirosina de las MAPKSs.

La familia ERK contiene la secuencia Treonina-Glutamina-Tirosina, y sus
miembros pueden clasificarse en dos grupos: MAP cinasas clasicas (ERK1/p44 y
ERK2/p42), y MAP cinasas grandes (ERK3, ERK5, ERK7 y ERKS8).

ERK 1/2 son las proteinas mas estudiadas de esta familia, y forman parte del
moédulo que incluye a las MAPKKK Raf-1, B-Raf o A-Raf, que pueden ser
activadas por Ras. Las rutas ERK 1/2 se activan en respuesta a varios estimulos
diferentes, incluyendo los factores de crecimiento, citocinas, infeccion por virus,
ligandos de receptores acoplados a proteinas G, agentes transformantes vy
carcindgenos. Estas proteinas participan en la regulacion de los ciclos celulares
como la meiosis y mitosis asi como, en células diferenciadas presentan diferentes
funciones como participar en procesos como el aprendizaje y la memoria en el
sistema nervioso central. Los sustratos de las ERK conocidos ascienden a mas de
50 proteinas, entre las que se encuentran proteinas del citoesqueleto, cinasas,
fosfatasas, enzimas y factores de transcripcion (go).

Las MAPKK activadoras de JNK son MKK4 (SEK-1) activada preferentemente por
estrés ambiental, y MKK7 activada por citocinas. Entre los sustratos de JNK se

encuentran las proteinas JunB, JunD y ATF-2, que forman parte del factor de
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transcripcion AP-1, el factor de transcripcion FOXO4 y receptores hormonales
nucleares, ademas de la proteina adaptadora 14-3-3, la proteina tau asociada a
microtubulos y proteinas mitocondriales de la familia Bcl (91).

Esta variedad de sustratos sugiere que JNK puede intervenir en diferentes
respuestas celulares; de hecho, ademas de su participacion en la transduccion de
sefales durante la respuesta inmune, se ha demostrado su implicacion en
procesos fisioldégicos y patolégicos tan variados como la remodelacién Oésea,
diabetes, enfermedades cardiovasculares y alteraciones neuronales, entre otras
(94). Hay dos MAPKK principales en la activacién de p38: MKK3 y MKK6 que
parecen regular de forma diferencial las isoformas de p38. Ademas, en tipos
celulares concretos, MKK4 (activadora de JNK) también puede participar en la
activacion de p38.

Entre los estimulos extracelulares que activan a p38 se encuentran UV, calor,
choque osmdtico, citocinas inflamatorias y factores de crecimiento. Una vez
activada, p38 fosforila numerosos sustratos, entre los que se encuentran varios
factores de transcripcion como ATF-1/2 y ATF-AT (91, 92).

Las MAPKs llevan sefales extracelulares de los receptores activados a diferentes
compartimentos celulares, en particular el nucleo, donde dirigen la activacion de
los programas genéticos apropiados, incluyendo la activacion de factores de
transcripcion, activacion de la transcripcion de genes de forma directa, sintesis de
proteinas, activacion del ciclo celular, apoptosis, diferenciacién y propagacion

celular. También se ha descrito que son activados en receptores citoplasmaticos

(89)-
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Una caracteristica unica de las MAPKs es que ellas mismas se pueden activar
mediante la adicion de grupos fosfato a sus regiones de activacion, como en los
aminodcidos tirosina y/o treonina (fosforilacion dual) después de la estimulacion de
un receptor. Las vias de MAPKs en mamiferos pueden ser activadas por una
amplia variedad de estimulos diferentes que actuan a través de diversas familias
de receptores, incluyendo hormonas y factores de crecimiento que actuan a través
de receptores tirosina cinasas [por ejemplo, los de la insulina, EGF (Factor de
crecimiento epidérmico), PDGF (Factor de crecimiento derivado de Plaquetas) y
FGF (Factor de crecimiento de Fibroblastos)] o receptores de citocinas (por
ejemplo, hormona del crecimiento); para los péptidos vasoactivos que actuan
acoplados a la proteina G por ejemplo: Ang Il (Angiotensina Il) y endotelina, TGF-
beta (Factor transformante del crecimiento beta) y en polipéptidos relacionados
actuan a través de receptores Ser-Thr cinasa, citocinas inflamatorias como la
familia de receptores del TNF (Factor de necrosis tumoral) y receptores de estrés
ambiental tales como el choque osmatico, receptores de radiacion ionizante y la
lesién isquémica (o3).

Las MAPKSs operan en adaptadores compuestos por tres proteinas cinasas que se
fosforilan y activan entre si de forma secuencial: MAPKKK (MAP cinasa cinasa
cinasa) que activa a MAPKK (MAP cinasa cinasa), que entonces activa la MAP
cinasa.

Actualmente se han identificado al menos, 14 MAPKKKs, 7 MAPKKs y 12 MAPKs
en células de mamiferos. Estos médulos de cinasa han sido duplicados con ligeras
variaciones permitiendo que en las células se presenten multiples respuestas

bioldgicas a través de un conjunto de redes conectadas con las MAP (gs, g9).
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[1.9.2. Via de senalizacion JNK/SAPK

Es una cascada de cinasas compuesta de diferentes niveles de MAPKs. Las
SAPK son codificadas por al menos tres genes: SAPK-Alpha/JNK2, SAPK-
Beta/UJNK3 y SAPK-Gamma/JNK1. Al igual que con todas las MAPKSs, cada
isoforma de SAPK contiene una caracteristica de bucle fosfoaceptora Thr-X-Tyr en
el subdominio VIII del dominio catalitico de la proteina cinasa. Directamente rio
arriba de JNK, en el nivel de la MAPK cinasa (MAP2K), hay dos cinasas de
especificidad dual que fosforilan y activan la JNK en residuos de serina y treonina.
Estas cinasas son MKK4 (MAPK cinasa-4) y MKK7. Estas proteinas se activan a
su vez, por la MAP3K rio arriba: MEKKS (MAPK/ERK cinasa cinasas), MLK2/3
(cinasa de linaje mixto-2/3), TAK1 (TGF-B cinasa-1 activado), TPL2 (Locus-2 del
Tumor de Progresion), ZPK (proteina cinasa de zipper), y ASK1 (cinasa-1 sefal de
regulacion de apoptosis). Aunque se han identificado otras MAP3Ks todavia se
desconocen sus funciones. Estas incluyen a la MAP3K6, la MLK1 y la LZK (cinasa
de zipper que producen leucina) (s).

Recientemente, fueron identificadas y caracterizadas un grupo de MAP4Ks
homologas a la quinasa Ste20 (un miembro de la cascada de MAPK rio arriba
involucrada en la ruta de respuesta de feromonas en Saccharomyces cerevisiae).
Estas proteinas MAP4K proporcionan otro nivel de regulacion de la cascada de
sefalizacion MAPK/IJNK y tal vez un enlace a proteinas reguladoras que
interactuan o se encuentran en la membrana plasmatica. El grupo MAP4K incluye:

HPK1 (cinasa-1 de progenitoras hematopoyéticas), GCK (cinasa de Centro
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Germinal cinasa), GLK (cinasa-GCK), HGK (cinasa-HPK/GCK), cinasa homdloga a
Ste20/Sps1, GCKR (cinasas GCK-relacionadas) (g2).

HPK1 es una cinasa de 97 kDa serina/treonina que pertenece a la subfamilia de
proteinas cinasas HPK1/GCK. HPK1 esta rio arriba de la MEKK1 y TAK1 en la
cascada de la cinasa JNK. Se ha descrito ademas que, la HPK1 esta asociada con
proteinas adaptadoras tales como: Crk, CrkL, GRB2 (proteina-2 del factor de
crecimiento unido al receptor) y Nck a través de la unién a SH3 (Src-homologia de
dominio-3) de estas proteinas. Ademas de la asociacion con estas proteinas,
HPK1 aumenta la actividad de cinasa y su asociacion con el receptor de EGF.
Otras MAP4Ks como GCK, GCKR, GLK, GLK y HGK son activadas por el TNF. Al
igual que la MEKK1 y las MLKs, GCK, GCKR y HGK son activadores especificos
de JNK (g2).

La via de transducciéon de sefales de JNK esta implicada en multiples procesos
fisiologicos. Los JNKs son activos como dimeros para ser translocados a través de
la membrana nuclear. Las JNKs se identificaron originalmente como las
principales cinasas responsables de la fosforilacion de c-jun, dando lugar al
aumento de la actividad del factor de transcripcion AP1 (proteina activadora-1).
Otros factores de transcripcidn nuclear son considerados su blanco incluyendo
ATF2 (Factor de activacion de la transcripcion-2), Elk1, Myc, SMAD3 (Sma y
relacionadas con la Proteina Mad-3), p53 supresor de tumores, NFAT4 (Factor
Nuclear Activador de células T), DPC4 (Eliminado en Carcinoma Pancreatico-4) y
MADD (Dominio de Muerte Activador de MAP-cinasa), una proteina de dominio de

muerte celular (91).
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JNK regula los factores de transcripcion ayudando a modular la expresion genética
en respuesta a una variedad de estimulos celulares, incluyendo eventos de estrés
y factores de crecimiento. La activacién de la cascada de sefalizacion de JNK
generalmente da como resultado la apoptosis, aunque también se ha demostrado
que promueve la supervivencia celular bajo ciertas condiciones y tiene un papel
importante en la determinacién del destino celular durante el desarrollo de los

metazoos, asi como en la implicacion en la tumorigénesis y la inflamacién (o).

[1.9.3 p38y vias de senalizacion

p38 es una familia de las MAPKs, en mamiferos es activada por estrés celular
incluyendo la irradiacién UV, choque térmico, alto estrés osmético, asi como por
inhibidores de la sintesis de proteinas, citocinas proinflamatorias (IL-1 y TNF-alfa)
y ciertos mitégenos.

Al menos cuatro isoformas de p38 son conocidas: p38-a, p38-3, p38-y y p38-4, se
han sido identificado porque todas pueden ser fosforiladas por la cinasa MAPK
MKK6. Otras MAPKKs pueden fosforilar algunas isoformas de p38. La MKKS3
puede activar p38-a, p38-y y p38-5 y MKK4 puede activar a p38-a (g7, 89).

TAK1 es una nueva MAPKKK que participa en la transduccion de sefiales de TGF-
By en la fosforilacién de la ruta quinasa p38. Las isoformas « y [ de p38 son
responsables de la activacion de HSP25/27 (Heat Shock Proteins-25/27, proteina

de choque térmico) y la MAPKAPK2 (proteina cinasa-2 activada por MAPKSs).
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Las isoformas y y & de p38 activan ATF2. Otros factores de transcripcion afectados
por la familia p38 incluyen STAT1 (transductores de sefial y activadores de la
transcripcion-1), complejos Max/Myc, Elk1 y CREB (AMPc respuesta al elemento
proteina de union) a través de la activacion de MSK1 (Cinasa-1 Activada por
mitdégeno y el estrés) (g2).

Un aspecto importante de la subfamilia de p38 es que afecta la motilidad celular, la
transcripcion y la remodelacién de la cromatina. Otros sustratos de la via de
sefalizacion de p38 incluyen CHOP (proteina homéloga-C/EBP) para la regulacion
de la expresion génica, asi como MAPKAPKS3, MAPKAPKS y MNK1 (MAPKs de
interaccién con la cinasa-1).

Cabe senalar que la MAPK p38 es un mediador crucial en la activacion del gen
NF-xB dependiente de induccion por el TNF.

La activacion de la MAPK p38 por el TNF es de forma independiente de la TRAF2
(Factor 2 asociado a Receptores de TNF) ruta regularmente utilizada, sino a través
de NIK-asociado (Cinasa inductora de NF-kB) y a una MEKK adicional que es

conocida por unirse y activar dos IKK recientemente identificadas (cinasa I-xB) (g1-

93).

[1.9.4 Viaregulada por ERK insulina/mitégeno
Fue la primera via MAPK en ser identificada en mamiferos. El médulo de ERK
responde principalmente a factores de crecimiento y mitégenos; y estimula la
respuesta transcripcional en el nucleo. Las ERK1 y ERK2 son el grupo mas
estudiado, se activan por MEK1 (MAPK/ERK cinasa-1) y MEK2, que se fosforilan

en el motivo Thr-Glu-Tyr. Las MEK, a su vez se activan por c-Raf, que es la
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MAPKKK de esta via de sefalizacion, la cual es regulada por los receptores del
factor de crecimiento y tirosina cinasas que se activan a través de Ras.

En la membrana, Raf también es fosforilada por varias proteinas cinasas,
incluyendo cinasas-Tyr tales como: Src y Ser/Thr, cinasas PAK (cinasa activada
por p21), un efector de Rac1 que es una GTPasa de la familia Rho que en si es un
mismo efector de Ras .

Estudios realizados demuestran que Ras puede influir directamente en la via ERK
reclutando Raf1. Y por lo menos, algunas MAPKs de las vias centrales activadas
por estrés pueden ser reguladas por los miembros de la subfamilia Rho de la
superfamilia Ras (g7, 93).

La subfamilia Rho esta compuesta en mamiferos por los grupos de Rho, Rac y
Cdc42 (Ciclina-42 de la Division Celular). La activacién de PI3K (fosfoinositol 3
cinasa) que requiere Ras y en consecuencia la familia Rho GEFs que puede ser
objeto de regulacion por parte de Ras y PI3K. De hecho, la activacién por el
mitégeno Rac1 requiere la activaciéon de PI3K (gg).

Las MEKK2 y MEKK3 son otras MAP3Ks que también pueden activar MEK1 vy
SEK1 (cinasa-1 SAPK/ERK). TPL2 también puede activar a ERK mitogénica.
TPL2 es una MAP3K que podria activar directamente a MEK1 y SEK1. Mientras
que, la sobre expresion de larga duracion de TPL2 activa a los SAPKs y ERK, la
expresion de los genes oncogénicos, COOH-terminal resulta en TPL2 truncada,
teniendo una mayor activacion de SAPK y de ERK, lo que resulta en la afirmacion
de que el dominio COOH-terminal regula negativamente la actividad TPL2. Tras la
translocacion al nucleo, las ERKs son responsables de la fosforilacion de multiples

sustratos dependiendo del estimulo inicial. Estos incluyen activadores de la
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transcripcion incluyendo p90rsk, cinasa S6, MAPKAPK1 (proteina cinasa-1
activada por MAPK), la fosfolipasa-A2 y MSK, asi como factores de transcripcion
(ELK1, Ets1, Sap1a, m-Myc), proteinas STATS3, proteinas adaptadoras como SOS
(Son Of Sevenless ), receptores de factores de crecimiento como EGF (Factor de
crecimiento epidermal) y receptores de estrogeno (g4).

Generalmente, la activacion de una via de sefializacién de ERK tiene un papel en
la mediacion de la division celular, la migracién y la supervivencia. Las ERK1/2 y
MEK1/2 también se activan fuertemente durante el ejercicio muscular y pueden
proporcionar el enlace entre el ejercicio y cambios adaptativos en la composicion
del musculo esquelético (o).

Ademas de las vias de MAPKSs citadas anteriormente, se han identificado otras
familias de MAPKs. Una de ellas es BMK1 (Proteina Cinasa Grande activada por
mitégeno, conocida como ERKS5), un miembro recientemente identificado de la
familia de las MAPKs en mamiferos. BMK1 es activada por factores de
crecimiento, estrés oxidativo y condiciones hiperosmolares. MEK5 se activa por
MEKKS3, es una cinasa rio arriba especifica de BMK1. Dos ERKs mas también han
sido identificados (ERK3 y ERKS3-relacionado), cuyas funciones se desconocen.
Las vias de transduccion de sefales de MAP cinasa juegan un papel importante
en la regulacion de la proliferacion en células de mamifero mediante el intercambio
de sustrato y la interaccion cruzada de la cascada. La vias de las MAP cinasa
estan implicadas en muchas condiciones patologicas, incluyendo el cancer y otras
enfermedades. Por lo tanto, una mejor comprension de la relacion entre el PAM, el

sistema de transduccion de sefal de cinasa y la regulacién de la proliferacién
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celular es esencial para el diseno racional de nuevos enfoques

farmacoterapéuticos (g3).

Miguel Angel Galvan Morales 54



Doctorado en Ciencias Biomédicas

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las Infecciones Respiratorias Agudas (IRAs) son la causa de altas tasas de
mortalidad y morbilidad en el mundo. El hPVI-1 es uno de los agentes infecciosos
responsable de las IRAs (95). Cuando existe infiltrado inflamatorio de PMN en la
zona infectada del paciente se produce el cierre de la vias aéreas. Sin embargo,
se desconocen cuales son los mecanismos patogénicos que se presentan durante
la infeccidn con este virus y particularmente como se activa la produccion de IL-8 y
si tiene alguna relacion con la via de las MAPK's. Ademas, no se ha establecido si
la produccién de esta quimiocina puede ser activada solo con la interaccion del

virus con las células del epitelio respiratorio o es necesaria la replicaciéon del virus.

I JUSTIFICACION

Las enfermedades infecciosas del aparato respiratorio ocupan el primer lugar
como causa de morbi-mortalidad a nivel mundial. El 75% de éstas, son producidas
por virus y de éstos, el virus de parainfluenza es el tercer agente etiolégico mas
frecuente(gs). Se ha comprobado que el hPIV-1es la primer causa de “Croup” en
nifos menores de 5 afios y que dos de cada cinco nifios afectados por esta
enfermedad mueren por el cierre de la via aérea causada por el infiltrado de
polimorfonucleares (neutréfilos) a la zona de la infeccidon (73, 75). Estudios
moleculares de este evento permanecen sin ser abordados y las terapias clasicas
no han dado los resultados esperados; por lo que es necesario conocer mas sobre

el comportamiento del virus de parainfluenza tipo 1, asi como dilucidar los posibles
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eventos patogénicos desencadenados y con ello tener una vision mas amplia para

la terapia del croup producido por el hPVI.

. HIPOTESIS

La infeccion del hPVI-1 en las lineas celulares HEp-2 y A549 provoca cambios en

la fosforilacion de las MAPK's, las cuales activan la produccion de la IL-8.

. OBJETIVO GENERAL

Determinar si las interacciones del hPVI-1 en las lineas celulares HEp-2 y A549

activan la via de las MAPK’s con la produccion de IL-8.

VI.1. Objetivos particulares

|) Establecer si la infecciéon de células HEp-2 y A549 por el VPI-1 activa la
produccion de IL-8.

[I) Determinar si durante la infeccion con hPVI-1 de células HEp-2 y A549 se
fosforilan las MAPKs: ERK 1/2, JNK/SAPK 'y p38.

[Il) Determinar si la inhibicion de las MAPK’s en células HEp-2 infectadas con
hPVI-1 modifica la produccion de IL-8 a diferentes tiempos.

I\VV) Establecer si es necesaria la replicacion viral para la producciéon de IL-8.
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V. MATERIAL Y METODOS

VII.1. Lineas celulares

Se propagaron cultivos de lineas celulares HEp-2 derivadas de epitelioma tipo 2
de laringe humana (ATCC CCL-23, EE.UU) y A549 linea de células alveolares de
adenocarcinoma humano epitelial tipo-Il (ATCC, CCL-185 EE.UU). Ambas lineas
celulares fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (Manassas,
VA, USA). Se propagaron en botellas de 25 cm® (NuncTMThermo Scientific Inc.
Turnberry USA) y cajas petri con Medio Minimo Esencial tipo Eagle (MEM),
suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibidticos (Penicilina 100U/ml,
Estreptomicina 100 pug/ml, Anfotericina-B 1 ug/ml) de Invitrogen Life Technologies
(Gaithersburg, MD). Se tripsinizaron para su propagacion cada tercer dia y fueron

conservadas durante el proceso en incubadora a 37°C con 5% de CO..

VII.2. Propagacion del hPIV-1

La cepa del virus se obtuvo de la ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, EE.UU) con No. VR-94, cepa; C35 hPIV1. La propagacion del virus
se realizé en botellas de 25 cm® con monocapas confluentes al 80% de células
HEp-2 y A549, hasta que se observé un efecto citopatico 48 h después de la
inoculacién (formacion de sincitios). El virus fue titulado y se comprobd su
viabilidad mediante ensayo de placas liticas usando metilcelulosa y ensayos de
hemaglutinacion. Una alicuota del virus se transfirié a criotubos de 1.8 ml después

de la titulacién y se almacend a 70°C. Otra alicuota se utilizd para infectar la
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monocapa de células a una multiplicidad de infeccién de 0.01 (MOI). Monocapas

de células HEp-2 y A549 no infectadas se utilizaron como controles.

VII.3. Titulacion del hPIV-1

Las células HEp-2 y/o A549 en botellas de 25 cm® se tripsinizaron y se
resuspendieron en 11 ml de MEM suplementado con suero fetal bovino al 10%
para un total de 12 ml. Se agregd un mililitro de esta suspensién a una caja
multiple de veinticuatro pozos (CM24) (Nunclon, EU), posteriormente se adiciond
un mililitro mas de MEM. Una vez confluentes las monocapas, se lavaron con PBS
y se llevaron a cabo diluciones del virus en medio sin suero de 10-° hasta 10-2.
Una vez realizadas las diluciones se tom6é 0.1 ml de cada una de ellas y se
depositd en cada pozo completando con 0.9 ml de MEM. Se incubd durante 2 h a
37°C con 5% de CO,. Después se elimind el indculo y se lavaron las monocapas.
A cada pozo se le agregd 1.5 ml de medio incompleto (MI) con metilcelulosa al
2.5% estéril y se incub6 a 37°C en camara humeda con 5% de CO; hasta observar
el efecto citopatico (4-6 dias). Por ultimo, se determind el titulo viral y la viabilidad
de los virus tratados con UV, contando directamente el numero de placas liticas
observadas en la dilucién mayor. El titulo se determind de acuerdo a la formula
(UFP/mI= # placas x 10 x FD), donde FD es el factor de dilucion; y 10 es el factor
de correccion que corresponde a 0.1 ml de indculo. Las proteinas se cuantificaron
por el método de Bradford (Harlow y Lane 1988), el cual cuantifica cantidades de
azul brillante de Coomasie unidas a una proteina desconocida y compara esta

unién con diferentes cantidades de proteina estandar, usualmente albumina sérica
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bovina. Este método puede cuantificar de 1 a 10ug de proteina usando una curva

estandar.

VIl.4. Inactivacion del hPIV-1

Una porcién del hPIV-1 (5 ml de virus con un titulo de 6 x 10° UFP) en medio libre
de suero (RPMI) se coloco en una caja sellada y se irradié a una distancia de 10
cm durante 10 minutos con niveles de radiacién 6ptimas (1.200 unidades x 100
uJ/ecm?) utilizando un FB-UVXL 1000 UV reticulante Fisher Biotech (Thermo Fisher
Scientific Inc. Kentucky, EE.UU.) (o7).

La inactivacion se verifico por ensayo de placas en monocapas de células HEp-2 y
A549 y en ensayos de hemaglutinacion que se realizaron en placas de 96 pocillos.
Para verificar la actividad de hemaglutinina del hPIV-1 se utilizaron diluciones
seriadas de sangre O positivo humana (1:2, 1:4, 1:8 etc) (g8). Los resultados se

expresaron en unidades de hemaglutinacién (HAU) (99, 100).

VII.5. Titulacion por hemaglutinacion

Se colecté sangre humana del Grupo 0 y Rh positivo, se centrifugd (1.500 rpm por
10 min) para llevar las células al fondo del tubo; se aspiré el sobrenadante
removiendo cuidadosamente el suero y la capa de leucocitos. Se adicion6 de 1 a 2
ml de PBS pH 7.4 y se mezclé suavemente hasta que se suspendid el paquete
celular. Posteriormente, se centrifugd una vez mas a 1.500 rpm por 10 min, y se
retir6 el sobrenadante, y se repitio el lavado con PBS (pH 7.4) hasta que el

sobrenadante tenia la coloracion clara. Se estimo el volumen del paquete celular y
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se multiplico por 24, este valor dio el volumen de PBS (pH7.4) necesario para
preparar una suspension de eritrocitos al 4%. A una dilucion 1:100 de suspensién
de eritrocitos en PBS (pH 7.4).

En una placa de 96 pozos se adicionaron en cada uno de ellos 25 ul de solucion
PBS pH 7.4 y se eligieron filas de la placa del 1 al 12 para las diluciones.
Posteriormente se agregaron 25 pl de la solucion con el virus de parainfluenza tipo
1 a las filas 1 y 2. Después se realizaron diluciones seriadas transfiriendo 25 pl
desde los pozos de la segunda fila a los pozos sucesivos hasta la fila 11.
Enseguida se anadieron 25 yl de PBS de la fila 2 a la fila 12. Por ultimo, se
agregaron 50 pul de la solucion de eritrocitos al 0.5% en todas las filas, iniciando de
la fila 12 hasta la fila 1. La fila 12 se utiliz6 como control negativo y la fila 1 como
control positivo.

Finalmente se incubd a 37°C por 45 min y se analizo6 la placa. Los pozos en donde
no se observd una precipitacion de eritrocitos en el fondo indicé la presencia viral
(malla). Una vez observado hasta que fila habia presencia viral, se determiné el

titulo viral considerando las diluciones realizadas (Tabla 2).

Tabla 2. Diluciones del hPIV-1

Fila  Titulo viral Diluciones
1 1:1 25.000
2 1:2 12.500
3 1:4 6.250
4 1:8 3.124
5 1:16 1.563
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6 1:32 0.781
7 1:64 0.391
8 1:128 0.195
9 1:256 0.098
10 1:512 0.049
11 1:1024 0.024

Por ultimo se determind el volumen necesario para infectar la botella de cultivo con
células, para ello se considero la siguiente formula:

Voltimen pl = (dilucion) x (6 x 10°) / (2 x 10°)
En donde:
diluciéon= Valor de la dilucién (titulo viral) tomado de la tabla 2. En esta parte se
toma en cuenta la multiplicidad de infeccién (MOI). Para este caso, se consideré
una MOI de 1 (una MOI de 1 representd una particula viral para cada célula a
infectarse), por lo tanto el valor de la dilucién se dividio entre 1.
6 x 10°= Cantidad aproximada de células en una botella de cultivo de 25cm?

2 x 10°= Particulas virales infecciosas por Unidad Hemaglutinante de eritrocitos

VII.6. Cuantificacion de IL8 por el Método de ELISA

Las células HEp-2 y A549 se infectaron con el hPIV-1 vivo e inactivado a una MOI
de 0.01, el sobrenadante se recuperd en diferentes momentos (30, 45, 60, 90 y
120 min, y 12 y 24 h), células no infectadas HEp-2 y A549 se utilizaron como

controles. La concentraciones de IL-8 se cuantificé por ELISA de acuerdo al
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procedimiento descrito por Kittigul et al, 1998 (101). Se utilizaron anticuerpos
monoclonales CXCLS8/IL-8 antihumanos de R & D Systems, Inc. (Minneapolis, MN,
EE.UU.). La densidad optica se leyo6 a 450 nm en un lector de ELISA
espectrofotometro de Thermo Lab systems (Santa Rosa, CA, EE.UU. y Helsinki,
Finlandia).

La enzima utilizada para la identificacion fue la peroxidasa y el cromdgeno;
3,3’5,5'-tetrametilbencidina base odihidrocloruro (TMB) Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO) que se tifie de azul.

VII.7. Reaccion en Cadena de la Polimerasa y Transcripcion inversa (RT-
PCR)
La expresion de ARNm para IL-8 se determind por transcripcion inversa y reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR). El total del ARN se aisl6 mediante el uso
de sistema de aislamiento de ARN total SV Total RNA Isolation System (Promega,
Madison, EE.UU.) siguiendo el protocolo del fabricante. Una porcion de 0.5 ug de
ARN total fue utilizado para la transcripcion inversa para posterior amplificacion
por PCR en un volumen de 20 pl, incluyendo 200 U de M-MLV RT transcriptasa
inversa (Invitrogen, CA, EE.UU.), 50 U de inhibidor de RNasa (Sigma), 0.2 ug de
random primer, 10 mM de dNTP Mix (Invitrogen, CA, EE.UU.) y 5x de First-Strand
Buffer (250 mM Tris-HCI, pH 8,3; 375 mM KCI; 15 mM MgCl;) proporcionado por
Life Technologies. La reaccion se incubd a 42°C durante 50 min. Posteriormente
en un volumen total de 20 pul se utilizé una porcion del producto de RT se mezcld
con 10 mM de cada dNTP, 1U de Taq polimerasa (Promega, Madison, EE.UU.),

10 pmoles de ambos cebadores tanto del forward como del reverse y 1 x de buffer
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de PCR (formulaciéon suministrada a pH 8,5 que contiene colorante azul vy
colorante amarillo) suministrado por Promega. Los primers para IL-8 fueron los
siguientes: forward, 5-ATG ACT TCC AAG CTG GCC GTG GCT-3' y reverse, 5'-
TCT CAG CCC TCT TCA AAA ACT TCT-3" amplificando un producto de 289 bps
(102). Como control interno se utilizd el gene constitutivo gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH); la secuencia de los primers fue la siguiente: forward,
5-CCA GCC GAG CCA CAT CGC TC-3 y reverse 5-ATG AGC CCC AGC CTT
CTC CAT-3’, amplificando un producto de 390 pb. El gen de GAPDH se amplificé
en la misma reaccion como gen de referencia. La amplificacién se llevé a cabo en
un termociclador Biometra; las condiciones de reaccion fueron: una
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 min; seguido por 35 ciclos de:
desnaturalizacion a 94°C durante 40 seg, alineamiento de primers a 58 °C por 40
seg, extension a 72°C durante 1 min y una extensién final de 72°C durante 6 min.
Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al

2% y se visualizaron mediante transiluminaciéon UV.

VII.8. Determinacion de IL8 por el Método de ELISA en sobrenadantes de

cultivos pretratados con inhibidores de cinasas

Para una mejor reproducciéon de las condiciones de la laringe, los ensayos se
llevaron a cabo utilizando células HEp-2, las cuales fueron pre-tratadas con los
inhibidores ERK1/2 (PD980559), MAPK p38 (SB203580) y JNK/SAPK
(SP600125), productos elaborados por Calbiochem Millipore (San Diego, CA). Los

inhibidores fueron usados a una concentracion de 20 uM en una solucién de
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DMSO; la misma concentracion de DMSO se adicion6 a las células control y se
incubaron a 37°C. Posteriormente, se agregé 1 ml de hPIV-1 a una MOI de 0.01,
las células fueron infectadas y se incubaron durante 30, 45, 60, 90, 120 min, 12y
24 h. Se determinaron los niveles de IL-8 de los sobrenadanates colectados. Los
controles positivos fueron sobrenadantes de células HEp-2 sin inhibidores
incubados bajo los mismos tiempos de infeccion. Cuando se utilizaron los
inhibidores de MAPKSs, las células fueron pre-tratadas con el inhibidor una hora
antes de la infeccion. Después del tratamiento con el inhibidor, se midieron las

concentraciones de IL-8 en los diferentes tiempos de incubacion.

VII.9. Western blot para deteccion de la fosforilacion de MAPK's (ERK,

JNK y p38) en células infectadas con hVPI-1

Las células HEp-2 y A549 fueron infectadas a tiempos diferentes (30, 45, 60, 90,
120 min y 12 a 24 h) con el hVPI-1 vivo o inactivado con UV, a una MOI de 0.01.
Posterior a los tiempos de tratamiento, las monocapas se lavaron dos veces con
PBS frio y se cosecharon proteinas con amortiguador de lisis (NaF 50mM, Na,
MoO4 10mM, NazVO4 y EDTA 1mM) e inhibidores de proteasas (aprotinina 2.5 a
10 pg/ul y leupeptina 2.5 a 1 pg/ul). La monocapa se colectd y se transfirié a tubos
eppendorf de 1.8 ml (Nunclon, EEUU), se centrifugaron a 1200 x g por 10 min a
4°C. El sobrenadante se retird por succién y la pastilla celular se resuspendi6 en
solucion hipoténica de RIPA 2X (que consiste en: 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI a
pH de 7.5, 316mM NaCl, 2mM de NazVO,4, 20mM de NazMoO4, 50mM de NaF y

H>O para 5 ml) con inhibidores de fosfatasas y proteasas en volumenes de 500 pl.
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Después se agregaron 500 pl de una solucion amortiguadora con -
mercaptoetanol y azul de bromofenol y las proteinas se hirvieron a 100°C durante
10 min. Posteriormente, se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford.
Las proteinas obtenidas se separaron en geles por SDS-PAGE al 15% de Laemmli
(103) Y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 ym de la marca
Bio-Rad (Laboratories Hercules, CA) durante 3.5 h, la eficiencia de la transferencia
se determind por tincion con rojo de Ponceau al 0.1% en 5% de acido acético
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Los sitios sin proteina en la membrana se
bloquearon con una solucion de leche descremada al 5%, Tween 20 al 0.1% en
TBS por una hora. Después, la membrana de nitrocelulosa con las proteinas
transferidas se incubd con solucion de albumina sérica bovina al 1% (3 ml) y los
anticuerpos a una dilucién de 1:1000 durante la noche con MAPK fosfo-ERK1/2
(sc-81492), MAPK ERK1/2 (sc-292838), fosfo-p38 MAPK (sc-7973), p38 MAPK
(sc-535), fosfo-JNK (sc-135642) y JNK (sc-571) de Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA). Posteriormente, se aplicaron cuatro lavados a las membranas
con Tween 20 al 0.05% en solucion de TBS y se incub6 a temperatura ambiente
durante 2 h en una bolsa de polietileno con 3 ml de albumina sérica bovina al 1%y
anticuerpo anti-humano IgG de cabra a una dilucién 1:3000 (antibody monoclonal
Goat, 200 mg/ml. Marca Santa Cruz, Atlanta USA). La membrana se lavd y se
cubrié con 1 ml de luminol (Santa Cruz) durante 10 min. Por ultimo, se expuso a
autorradiografia con placas de rayos X en un chasis de exposicion, después se
analizé la intensidad de las bandas y la cuantificacion se llevé acabo con el

software de analisis de imagen Quantity One (Bio-Rad).
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VII.10. Analisis Estadistico

Se realizaron pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk), dado que los datos no
mostraron una distribucion normal, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para
comparar los diferentes tratamientos. Los ensayos se realizaron por triplicado, un

valor de P<0.05 se consideré estadisticamente significativo.
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V. RESULTADOS

VIll.1. Inactivacion del hPIV-1

Se realizaron ensayos de placas para verificar la inactivacién de virus. En la figura
7 se observa como el virus se inactivé adecuadamente ya que no se propagdé. En
la dilucion 10 marcada con la letra C, se pueden observar 4 unidades formadoras
de placa que corresponde a 4(10) (1X 10°) que es igual a 4,000.000 UFP/ml. En
la figura 8 se presentan las pruebas de hemaglutinacion, las cuales mostraron que
los virus tratados con UV tuvieron la misma capacidad de aglutinar eritrocitos que
los virus sin tratar, lo cual demuestra que la inactivacién no afecté la capacidad
antigénica de la hemaglutinina. Se observa hemaglutinacion hasta la dilucién 1:32

en ambos virus, vivos e inactivados.

Control 10" 102 107 10+ 104

Células A549
con hPIV-1 UV

Células HEp-2
con hPIV-1 UV

Células A549
con hPIV-1 vivo

Células HEp-2
con hPIV-1 vivo

UFP= nfd (log) 6x108 = 25cm por caja
4(10)(1X10%)= 4X10° paraunam.o.i. 0.1
UFP=4,000 000/ml.

Figura 7. Ensayo de placas liticas. El nUmero de particulas virales fue determinado por diluciéon en
una placa de 24 pozos con células HEp-2 y A549. Cada placa litica que se desarrolla esta
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relacionada con una sola particula de virion. Este método se realizé para determinar la viabilidad
de ambos virus, vivo e inactivo. Cada tipo de célula y la caracteristica del virus (inactivo y vivo) y
las diluciones del virus que van de 10" a 107 y ell nimero de las unidades formadoras de placa.
Este ensayo se realiz6 por triplicado.

HPIV-1

vV Uv V

Diluciones

(exp.)  (enpl)
1:1 25l

Eritrocitos 50 ul

12 1254
14 625l
18 3.125u
1116 1.75ul
1:32 0.875
1:64 0.437 yl
1:128 0.218 pl
1:256 0.109 ul

1:512 0.054 pl

Control (-)
Eritrocitos 50 ul
PBS 50 ul

1:32 = 0.875 ml devirus
1 HAU = 2x105p.vi.  param.o.i.de0.1
(0.875)(6x10%/2x105

Figura 8. La capacidad hemaglutinante del virus tanto vivo como inactivo se determiné en una
placa de 96 pozos. La V corresponde a la fila de virus vivo y que hizo por duplicado. UV
corresponde al ensayo con virus inactivados (inactivado con luz ultravioleta). Las diluciones
exponenciales en serie del virus fueron de 1:1 hasta 1:512, las diuciones también se expresaron en
/ul. La hemaglutinacién se presento hasta la diclucion de 1:32. Las unidades de hemaglutinacion se
distinguen como HAU y la férmula para obtener el nimero de particulas infectivas (p.v.i.) ambas
utilizadas para calcular la m.o.i. Para el control negativo se utilizé solo PBS vy eritrocitos (Ultimo
carril). Estos ensayos se realizaron por triplicado.

VIII.2. Produccion de IL-8 en lineas celulares infectadas con el virus vivo e
inactivado
Depués de calcular el titulo viral y de comprobar que los virus fueron inactivados y

que aun mantenian la capacidad hemaglutinante, se realizié la infeccién de las
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lineas celulares con el hPIV-1 vivo, donde se produjo un aumento de la secrecién
de IL-8 en funcion del tiempo (Figura 9).

La secrecidon de IL-8 en células HEp-2 y A549 fue maxima a las 12 h post-
infeccion (265 pg/ml en células HEp-2 y 239 pg/ml en células A549), y disminuyo a
las 24 h. Sin embargo, la secrecion de IL-8 en ambos tipos de células con virus
irradiados no se produjo en ningun tiempo experimental (Figura 9).

El andlisis estadistico de la secrecién de IL-8 en células HEp-2 y A549 mostrd

diferencias significativas (P<0.05) con respecto al control (Tabla 3).

Cinética de Infeccion del hPIV-1
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Figura 9. Cinética de secrecion de IL-8 durante la Infeccion con el hPIV-1. Se cuantifico la
secrecion de IL-8 en células HEp-2 y A549 infectadas con hPIV-1. Se muestran la concentracion
de IL-8 a diferentes tiempos en infecciones con virus vivo e inactivo. Los resultados del
sobrenadante en células HEp-2 en color azul y los de las células A549 en color verde. El nivel de
IL-8 aumento con el tiempo en ambas lineas celulares con el virus vivo y los niveles donde alcanzé
su punto maximo fué a las 12 horas. No se detectd IL-8 cuando se usé el virus inactivo, las células
HEp-2 con virus inactivo (UV-1) y para las células A549 (UV-2). Los datos fueron medias de
ensayos por triplicado a partir de tres experimentos por separado.El control se refiere a ambos
tipos de células pero sin infectar. Los datos estadisticos se explican en la Tabla 3.
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Tabla 3. Secrecion de IL-8 (pg/ml) en células HEp-2 y A549 infectadas con hPIV-1 activo e

inactivo.

Tiempo HEp-2 A549 HEp-2UV A549UV Xicuadrada P cv

(pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml) %
Control  0.004® 0.001%  0.002° 0.0272 3.71 0.29 207.49
30' 39.01°  47.042 0.02° 0.06° 10.38 0.01 105.16
45' 55.03° 62.112 0.03° 0.03° 9.35 0.02 104.74
60' 104.15% 92.72° 0.01¢ 0.04° 10.38 0.01 104.74
90" 132.38% 135.07% 1.33° 1.00° 9.46 0.02 102.65
120'  210.08% 201.72° 0.02° 0.01° 9.35 0.02 104.47
12 horas 265.72% 239.84° 0.01° 0.01° 9.43 0.02 104.71
24 horas 145.06% 129.30° 2.05° 2.00° 9.46 0.02 101.74

D, - - I . . - :
& ¢ Medias con diferente superindice indican que son estadisticamente diferentes al nivel de

significancia (P <0.05). P= Valor de significancia al 95%. CV= Coeficiente de variacion.

VIII.3. Reacciéon en Cadena de la Polimerasa y Transcripcion inversa

La expresion de RNAm de IL-8 fue determinada en células A549 y HEp-2 a
diferentes tiempos, el método utilizado fue RT-PCR. El analisis se hizo en células
infectadas con el hPIV-1 vivo e inactivo asi como en células sin infectar. La
amplificacion del producto de IL-8 fue de 289 pb, mientras que para GAPDH
(control de reaccion) fue 390 pb (Figura 10). La mayor expresion de IL-8 se
observo en las células infectadas, seguida de las células no infectadas y con el

virus inactivo. La expresion se mostro igual en ambos tipos celulares tanto en
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células A549 como en HEp-2. El gen constitutivo (o control de carga) se expreso

también en ambas lineas celulares y la expresion no vario con la infeccidn.
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Figura 10. La expresiéon del RNAm de IL-8 en células HEp2 y A549 infectadas con el hPIV-1, con
el virus inactivo por UV y en células sin infectar fue analizada por RT-PCR. La principal expresion
de IL8 se di6 en células infectadas con el hPIV-1 vivo. La expresion de GAPDH no fue diferente a
las células sin infectar. El blanco corresponde a los reactivos para la RT-PCR sin muestra. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado.

VIll.4. La Infeccion de hPIV-1 inactivado con UV no estimula la fosforilacion
de MAPK

Para establecer si el virus inactivo estimula la fosforilacién de las MAPKs (ERK,
JNK y p38) se realizaron pruebas de Western blot (Figura 11). Las dos lineas
celulares probadas fueron HEp-2 simulando la porcidon superior del tracto
respiratorio y la linea A549, para simular el tracto inferior de la misma via. Los
ensayos de Western blot se realizaron para determinar el estado de fosforilacién
de las MAPKs. En ambas lineas celulares no se present6 expresion en ninguno de

los tiempos de la cinética como se puede observar en la figura 11.
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Figura 11. Cinética de la fosforilacion de las MAPK en células HEp-2 y A549, después de la
inoculacién con hPIV-1 virus inactivo. No se encontré fosforilacion de ERK1 / 2, JNK, y p38 en los
tiempos analizados (30 min a 24 hrs). Ctl (-) se refiere a las proteinas de células no infectada.El Ctl
(+) corresponde a las proteinas de células infectadas con el virus vivo (90 min). Los anticuerpos
utilizados se describen en Material y Métodos. Los ensayos de Western blot se realizaron por
triplicado.

VIII.5. Fosforilacion de las MAPKs

Se realizaron ensayos de Western blot para determinar el estado de fosforilacién
de las MAPKs: ERK1/2, JNK/SAPK y p38 en ambas lineas celulares infectadas
con el virus vivo. En células HEp-2, la infeccion por hPIV-1 promovidé desde el
inicio, la fosforilacion de ERK1/2, comenzando a los 60 min de infeccion (Figura 12
A y B; la intensidad de las bandas se cuantificé por medio de un analisis
densitométrico). La fosforilacion aumenté a los 90 y 120 min. Sin embargo, fue
mayor a las 12 h disminuyendo a las 24 h. En el caso del virus inactivo, la banda
de 12 h solo se observo en el carril 3, no hay evidencia de fosforilacion que se

observe en la cinética de los tiempos seleccionados. Los mismos criterios se
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aplicaron a las figuras de Western blot; y so6lo se observé una banda
correspondiente a la interaccién de 12 h sin un aumento en la fosforilacién antes y
después de este tiempo. Los controles consistieron en células no infectadas, para
que no mostraran cambios significativos.

En las células A549 infectadas con el hPIV-1 activo, la deteccion de la fosforilacidn
de ERK1/2 comenzd a los 60 min de infeccion y se observé una sefal de
fosforilacién pequeia a los 90 min (Figura 12 C y D), aumenté ligeramente a los
120 min y en los tiempos restantes fue constante hasta las 24 h. La fosforilacion
se detectod ligeramente para las muestras control y para el virus inactivo y en el
control. En controles (células no infectadas), y muestras con virus inactivos a los
30 y 45 min de infeccién, la fosforilacion se detectd ligeramente. Con los virus
inactivos, el resultado de Western blot fue similar (Figura 12 C; carril 3 y Figura 12

D; carril 3).
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Figura 12. Fosforilacién de ERK. Se detecto6 la fosforilacién de ERK1/2 por Western blot en ambas
lineas celulares HEp-2 y A549 infectadas con hPIV-1 vivo en diferentes puntos de tiempo: (A) En
células HEp-2 con el anticuerpo fosfo-ERK (SC-81492) se detecté p-ERK1/2 y el control de carga
con ERK1/2 (SC-292838); (B) Las bandas de p-ERK1/2 fueron examinadas mediante analisis
densitométrico. (C) Deteccion en células A549 de fosfo-ERK y proteina total de ERK1/2 con los
mismos anticuerpos; (D) Analisis densitométrico de bandas de fosfo-ERK en las lineas A549. Mp:
peso molecular; Ctl: control y UV (virus inactivo) que corresponde a 12 horas en el carril 3. Todos
los ensayos se hicieron por triplicado, cada uno de ellos por separado.

La fosforilacion de JNK en células HEp-2 comenzo6 a los 60 min y se incrementé
gradualmente a los 90 min de interaccion, pero se redujo a los 120 min. Alas 12y

24 h ceso la fosforilacion (Figura 13 A y B). En células HEp-2, la fosforilacién de
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JNK en células A549 comenzd a los 45 min, sin embargo su fosforilacion
disminuyo a los 90 y 120 min, la ausencia total de fosforilacion se observo a las 12

y 24 h, sin ningun aumento adicional (Figura 13 C y D, carriles 9 y 10).
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Figura 13. Fosforilacion de JNK. Deteccion de la fosforilacion de JNK en células HEp-2 y A549
infectadas con el hPIV-1. Las células se infectaron con hPIV-1 vivo e inactivo en una cinética a
diferentes tiempos y los lisados obtenidos de las células tratadas con ambos virus fueron
detectados por Western blot (como se describe en Materiales y Métodos), para evaluar las formas
fosforiladas: (A) fosfo-JNK se detectd con anticuerpo monoclonal SC-135642 y la JNK total con SC-
571 en células HEp-2; (B) La intensidad de las bandas se analizé por densitometia de p-JNK; (C)
La fosforilacion lineas celulares A549 también fueron detectadas con los mismos anticuerpos (D) El
analisis densitométrico de fosfo-JNK. Mp: peso molecular; Ctl: Control y UV (virus inactivo) que
corresponde a las 12 horas en el carril 3. Los experimentos se realizaron por triplicado.
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La fosforilacién de p38 en la linea celular HEp-2 comenzé a los 30 min (Figura 14
Ay B), y aumento a los 120 min, posteriormente se mantuvo estable hasta las 24
h. En células A549, los niveles de fosforilacion de p38 fueron similares,
comenzando a los 30 min (Figura 14 C y D), aumentando gradualmente a los 90

min y logrando un maximo a las 120 min.
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Figura 14. Fosforilacion de p38. Se detectd la fosforilacion de p38 en células HEp-2 y A549
infectadas con el hPIV-1 por Western blot. Las células fueron infectadas con el virus vivo e
inactivado con luz ultravioleta, en la misma cinética de tiempo de los otros ensayos. Se detectaron
tanto las proteinas fosforiladas como las proteinas totales de p38. (A) Las proteinas fosofriladas
en células HEp-2 de p38 se detectaron con el anticuerpo monoclonal SC-7973 y la proteinas
totales con SC-535 en células HEp-2; (B) La intensidad de las bandas se analizaron por
densitometria de las proteina de p-p38; (C) Cinética de fosfo-p38 en las células A549; (D) Analisis
densitométrico de las bandas de proteina fosforiladas en A549. Mp: peso molecular; Ctl: Control y
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UV (virus inactivo) que corresponde a 12 horas en el carril 3. Los datos son las mediciones
significativas de tres experimentos por separados.

VIII.6. Dosis para la Inhibicion de las MAPKs en la Infeccion del hPIV-1

Los inhibidores de ERK1/2 (PD980559), JNK/SAPK (SP600125) y p38
(SB203580), inhibieron la expresion de cada una de las MAPKs en las células
HEp-2 tratadas 1 hora antes de la infeccion y se mantuvo durante 12 hr después
de la prueba. Los inhibidores fueron usados a diferentes dosis y mantenidos a las

12 hrs para la extraccién de las proteinas y valorar la inhibicion (Figura 15).
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Figura 15. Dosis de inhibidores de las MAPKSs. Los experimentos se realizaron mediante la adicion
del inhibidor a concentraciones de 5 uM (1.3 ul) a 20 um (5.2 pl) y extraidas las proteinas a las 12
hrs. Los niveles de proteina se detectaron mediante Western blot. Fueron utilizados anticuerpos
monoclonales especificos para detectar proteinas fosforiladas. Las proteinas extraidas fueron de
células HEp-2 infectadas con hPIV-1. Las pruebas se realizaron por triplicado.
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VIII.7. Inhibiciéon de las MAPKSs en la Infeccion del hPIV-1

Los resultados de este estudio sugieren que ERK, JNK y p38 se activan después
de la infeccién con el hPIV-1. Para determinar si se requieren estas cinasas para
la secrecidén de IL-8, se hicieron pruebas de ELISA con los sobrenadantes de
células HEp-2 pre-tratadas con inhibidores de las cinasas ERK, JNK y p38 e
infectadas con el hPIV-1 en los siguientes tiempos: 45, 60, 90 miny 12y 24 h
(Figura 16). Los resultados demostraron que el inhibidor de p38 reprime la
secrecion de IL- 8 tras la infeccion virica, mientras que los inhibidores de las
MAPK, ERK y JNK/SAPK no inhibieron la secrecion de IL-8 (Figura 16 Ay B), lo
que sugiere que la sefializacién de la MAPK p38 esta implicada en la secrecién de
IL-8. La Figura 16 C representa la media de tres experimentos con células HEp-2
infectadas con hPIV-1 e inhibidores. Se incluyeron controles sin inhibidores para
cada cinasa en todos los tiempos seleccionados. El tratamiento de las células con
inhibidores de JNK y ERK no deterioré la secrecion de IL-8, pero las células
tratadas con el inhibidor de p38 alteraron significativamente la secrecion de IL-8 en
la mayoria de los tiempos de incubacién (antes de 24 h). El analisis estadistico de
la secrecion de IL-8 en células HEp-2 tratadas con los inhibidores ERK, JNK'y p38
mostré que los Inhibidores ERK y JNK no fueron diferentes del grupo de control,
pero se encontraron diferencias significativas (P<0.05) respecto al inhibidor p38

(Tabla 4).
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VII.8. Representacion grafica de la via de sefializacion de las MAPKs

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, se puede inferir que el
hPIV-1 inactivo aun cuando presenta integridad en su superficie no presenta
ninguna respuesta. Y es con la replicacion viral donde se activa la respuesta de IL-
8, se desconoce si es una proteina del virion 6 de su genoma la que lleva acabo
la activacion (Figura 17; numero 1y 2).

Se realizaron pruebas para ver si las MAPKs presentaban actividad y los
resultados indicaron que solo cuando el virus vivo infecta a las lineas celulares se
fosoforilan para realizar su actividad.

Con la utilizacion de inhibidores especificos de las tres MAPKs se realizd la
cinética de infeccién y con los sobreadantes se midi6 la secrecion de IL-8. En la
linea celular HEp-2 infectada con el hPIV-1 y tratada con los inhibidores de ERK y
JNK, la secrecion de IL-8 continud en cantidades similares respecto a las células
que también fueron infectadas con el virus pero en ellas no se utilizaron
inhibidores (Figura 17; numero 3). Sin embargo, cuando se llevd a cabo la
inhibicién de p38, los niveles de la secreciéon de IL-8 fueron depletados, lo que

sugiere que p38 es la via de las MAPKSs que activa la secrecion de IL-8.
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Figura 16. Inhibiciéon de las MAPKs. Por ELISA se cuantificaron las concentraciones de IL-8 en
células pretratadas con inhibidores especificos para cada cinasa: ERK1/2 PD980559, JNK
SP600125 y de p38 SB203580. El control pertenece a los sobrenadantes de células HEp-2 de
células infectadas con el hPIV-1 vivo. (A) Ensayo de la inhibicion de ERK1/2 se muestra en rojo la
expresion de IL-8 las células tratadas con el inhibidor y azul la expresion de las células sin tratar.

(B) El ensayo de inhibidor de JNK, verde claro, es el

producto de las células tratadas con el

inhibidor y verde obscuro sin ningun tratamiento. (C) Ensayo del inhibidor de p38; en color purpura,
se representa las células tratadas con el inhibidor. Los datos son las medias de tres experimentos

separados.

Tabla 4. Secrecion de IL-8 en células HEp-2 pre-tratadas con los inhibidores ERK, JNK'y de p38.

Tiempo ERK JNK P38 Control Xicuadrada P Ccv
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) %

45' 41.88° 43.71% 0.06° 50.04° 8.74 0.03 61.71
60'  102.16° 95.27° 11.10° 92.48° .46 0.02 51.78
90"  139.25% 143.91% 39.73° 135.85° 8.43 0.03 39.68
120"  179.71% 169.71° 59.48° 181.99° 7.61 0.05 36.75
12 horas 243.08° 240.05% 152.78° 246.07° 6.58 0.08 18.74
24 horas 136.39% 144.50° 129.51° 137.07% 7.46 0.05 4.74

a, b, c

significancia (P <0.05). P= Valor de significancia al 95%. CV= Coeficiente de variacion.

Medias con diferente superindice indican que son estadisticamente diferentes al nivel de
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Senalizacion a través de las MAPK's
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Figura 17. Esquema de la activacion de p38 para la secrecion de IL-8 en la infeccion con hPIV-1
vivo. La activaciéon de la via de las MAPKs no se lleva a cabo con la unién a su receptor 0
Mientras que, cuando el virus se replica, hay secrecion de IL-8, aunque se desconoce si el RNA
viral o alguna proteina del virus activa alguna proteina de la via o algun sensor viral @. Tras la
inhibicion de las cinasas ERK, JNK, IL-8 se siguid secretando. Y solo cuando p38 fue inhibida dejo

de secrertarse €.
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VL. DISCUSION

En el presente estudio se utilizé6 un modelo de infeccién con hPIV-1 a diferentes
tiempos in vitro con dos lineas de células epiteliales para determinar si se producia
un aumento de la secrecion de la IL-8. Nuestro ensayo mostré que la secrecién de
IL-8 aumenté gradualmente durante los tiempos evaluados en ambas lineas
celulares. Estos resultados son consistentes con los reportados para otros virus
respiratorios, incluyendo el virus de Influenza A (H3N2) y VSR, que inducen la
secrecion de IL-8 en células epiteliales bronquiales (104, 105).

Se sabe que la IL-8 es responsable del reclutamiento de neutrdéfilos y macréfagos,
y que realiza otras funciones tales como la adhesién y degranulacion ademas, se
ha encontrado en los infiltrados inflamatorios de pulmén y laringe de humanos.
Estudios realizados con diferentes virus han revelado que las células epiteliales
infectadas con virus especificos liberan IL-8 sin necesidad de la replicacién viral,
como ocurre en las infecciones por VSR (14, 106). El contacto con el receptor celular
es suficiente para desencadenar la secrecion de IL-8, mientras que otros virus sélo
promueven la sintesis de IL-8 durante la replicacion (s, 107). En este estudio se
llevaron a cabo ensayos usando tanto con hPIV-1 activo (viable) como inactivo,
para determinar si la replicacion era necesaria para inducir la secrecién de IL-8 o
si era independiente como sucede con el VSR que pertenece a la misma familia.
Los resultados indican que el contacto entre el virus y la célula diana es
insuficiente para inducir la secresion de IL-8, incluso cuando la actividad de

hemaglutinacién esta presente con el virus inactivado, lo que sugiere que la
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replicacion del virus es necesaria para la secresion de IL-8 como ocurre en las
infecciones con Rhinovirus.

Trabajos previos han demostrado que, en la secrecién de IL-8 esta implicada la
activacion de la via de las MAPKs (s 108). Estas cinasas responden a diferentes
ligandos y estimulos y estan implicadas en la sefalizacion y en procesos
celulares, tales como la proliferacion, la diferenciacion, la inflamacion, la respuesta
inmune y la apoptosis.

En la infeccion con hPIV-1, la via de JNK/SAPK a las12 h de infeccién no se
fosforila por lo que, se cree que no interviene en la secrecion de IL-8 mientras que,
p38 y ERK son fosforiladas cuando IL-8 estd presente en el sobrenadante
después de la infeccién. Por lo tanto, para definir que cinasa se requiere para la
secrecion de la IL-8, se realizaron ensayos con inhibidores especificos para cada
cinasa mostrando que incluso en la presencia de inhibidores especificos para ERK
y JNK/SAPK, la IL-8 fue todavia secretada, pero no hubo secrecion cuando se
utilizé el inhibidor para p38. En este caso, se observd una supresion completa de
la secrecion de IL-8, lo que sugiere que la MAPK p38 es la via a través de la cual
el hPIV-1 induce la secrecion de IL-8.

Los paramyxovirus tienen dos glicoproteinas que son importantes durante la
infeccion. La glicoproteina de unién al receptor HN en los virus parainfluenza vy
virus de la parotiditis, H para el virus del sarampion y G en neumovirus (VSR y
metapneumovirus. La segunda glicoproteina es la proteina de fusién (F), que
cataliza la fusion de membranas (viral y celular). Se ha sugerido que las
glicoproteinas HN forman un complejo que se inicia con la unién y activaciéon de la

proteina de fusion, la cual actua de inmediato de tal manera que el virus puede
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entrar en la célula. Sin embargo, hay que sefialar que la glicoproteina HN actua
como hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) en estos virus, la unidén a
moléculas de acido sialico a través de su actividad de HA y la mediacion de la
escision enzimatica del acido sialico promueven la fusién a través de su actividad
de la neuraminidasa. Esta doble actividad sugiere que sean co-expresadas HNy F
formando un complejo. La glicoproteina H de morbillivirus solo tiene actividad de
hemaglutinina y la glicoproteina G no tiene ninguna de estas dos actividades. Por
lo tanto, estas glicoproteinas presentan diferencias significativas. Tales diferencias
estan probablemente relacionadas con las vias de sefializacion que se activan
cuando los virus interactuan con la célula del hospedero. Aunque el hPIV-1y VSR
pertenecen a la misma familia, los dos virus tienen diferentes glicoproteinas, lo
que puede explicar por qué el VSR utiliza la cinasa ERK (cinasa de receptores
extracelulares) y hPIV-1 utiliza la cinasa p38. Tras la union a su receptor celular, el
VSR activa el estimulo extracelular que se transmite a ERK y de ahi al nucleo para
activar la expresion de diversos genes implicados en una actividad biolégica dada.
El virus activa estas vias de acuerdo con la co-evolucion del complejo parasito-
hospedador y, es probable, que el virus también pueda tomar ventaja de la
activacion de la via para proporcionar un medio ambiente mejor y por lo tanto lleve
a cabo libremente la replicacion. Virus, tales como virus del herpes (108), virus de la
hepatitis B (109), €l VIH, el virus de la influenza (104), virus Coxsackie y el virus
vaccinia entre otros, activan la via de las MAPKs en particular en las primeras
etapas de la infeccion. En este estudio, se encontré6 que las MAPK se activan
durante las primeras etapas de la infeccién (60 min post-infeccion). Es posible que

la activacion de la via de la cinasa p38 posterior a la infeccién del hPIV-1 juegue
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un papel igualmente esencial durante otras etapas de la infeccion. Es importante
destacar que el estimulo por hPIV-1 aumenté y se mantuvo hasta 24 h, incluso
cuando el efecto citopatico era claramente visible en al menos el 90 % de las
células del cultivo. Varios autores han afirmado que la activacion de la cinasa
podria ser un requisito para la regulacién de sefalizacion asociada con diferentes
funciones bioldgicas durante la infeccion con otros virus (16). Por ejemplo, los
primeros eventos durante la infeccién de VIH-1 dependen de la via MAPK/ERK, lo
que mejora la infectividad viral (110). El mecanismo por el cual hPIV-1 estimula la
activacion de p38 debe investigarse mas a fondo. Quiza los hallazgos encontrados
por Melchjorsen J. et al en 2005 (4111) y Kitagawa Y. et al en 2013 (112) donde
describen que células no inmunoldgicas (células A549), a través de la helicasa
RIG-I (gen | inducible el acido retindico) y la proteina 5 asociada a la diferenciacion
del melanoma (MDAS) estan involucradas en el reconocimiento de RNA de
cadena sencilla de los virus vivos (y no asi de los tratados con UV) Sendai y
parainfluenza tipo 2 que activan la secrecion de diferentes citocinas. Sin embargo,
un producto de cualquiera de los genes del virus puede estar involucrado en el
proceso, teniendo en cuenta que no hay activacion de la cinasa, tras lo observado
cuando hPIV-1 fue inactivado con rayos UV. Ademas, es posible que las MAPKs
también influyan en la replicacion del virus y en la promociéon de la sintesis de
algunas proteinas necesarias para el virus. La infeccion del hPIV-1 causa
inflamacion de la laringe y la traquea en el croup en los nifos. Los nifios con croup
son admitidos regularmente en la sala de emergencia con su vida en peligro
debido al cierre de las vias respiratorias. Actualmente, el tratamiento para los

pacientes con croup moderado a grave es la dexametasona oral a 0,6 mg/kg de
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dosis (maximo 10-12 mg), que actua sobre diferentes tipos de células involucradas
en la respuesta inmune (113). Sin embargo, los datos muestran que los inhibidores
de MAPK p38 pueden revertir la insensibilidad de glucocorticoides y tener efectos
beneficiosos sobre las concentraciones de glucocorticoides en los pacientes con
asma asi como en la inflamacién de las vias respiratorias, ademas de su papel
como un sustituto en el tratamiento (114).

Una mejor comprension de la patogénesis del hPIV-1 guiara el disefio de
estrategias y terapias que permitan la inhibicion del reclutamiento celular excesivo
por aumento de sintesis de la IL-8 y con ello reducir el proceso inflamatorio no
controlado. Por ahora, el mecanismo exacto en los procesos inflamatorios e
inmunes se debe definir y se requiere mas investigacion para entender si estas

vias son importantes para la patogénesis del HVIP-1.
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VIL. CONCLUSION

Un modelo in vitro con dos lineas celulares infectadas con el HVIP-1 en diferentes
puntos de tiempo fue utilizado para determinar si se produce un aumento de la
secrecion de la IL-8. Los resultados mostraron que la secrecion de la IL-8 aumentd
gradualmente durante los puntos de tiempo evaluados, requiriéndose la
replicacion viral para la secrecion de la IL-8.

Ademas se encontré que las MAPKs se activan durante las primeras etapas de la
infeccion. No se observo la activacion de la cinasa cuando los virus fueron
inactivados, lo que sugiere que algun producto de los genes del virus puede estar
implicado en el proceso.

Cuando se usé el inhibidor de p38, la secrecidon de IL-8 disminuyd, lo que sugiere
que hPIV-1 induce la secreciéon de IL-8 a través de p38. Ademas, es posible que
las MAPKs también afecten la replicacion del virus y la promocién de la sintesis de
algunas proteinas necesarias para el virus.

Se necesitan mas estudios para comprender si estas vias son importantes para la
patogénesis del hPIV-1, con el fin de desarrollar estrategias y terapias que
permitan inhibir la excesiva secrecién de IL- 8 para reducir el proceso inflamatorio

no controlado.
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