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RESUMEN 
 

La infección por virus Influenza A (IAV) es una enfermedad de gran riesgo a nivel mundial, debido a que 

puede favorecer la generación de epidemias y pandemias, por lo que su estudio sigue siendo de gran 

importancia. Por otro lado, es bien conocido que la infección por IAV induce una respuesta inflamatoria y de 

muerte celular, que sin un tratamiento adecuado puede derivar en complicaciones respiratorias que pueden 

poner en riesgo la vida de los individuos. A este respecto, estudios previos han sugerido que la citocina TGF-

1 podría ejercer funciones de modulación de la respuesta celular durante el curso de esta infección viral. En 

ese contexto, es bien conocido que TGF-1 tiene importantes efectos anti-inflamatorios y tolerogénicos a 

nivel inmunológico, pero es poco conocido su efecto celular sobre la infección viral.  

La expresión, activación y función de TGF-1 podrían estar asociado funcionalmente con la respuesta de 

la célula infectada por IAV. Es por eso que en este proyecto se evaluó el impacto de la activación de la vía 

de señalización intracelular del TGF-1 en un modelo de infección de células A549 por el virus Influenza A 

H1N1(New Caledonia/99). La infección con IAV in vitro en células A549, promueve el incremento de los 

niveles de Smad-7 y, por lo tanto, inhibe los efectos anti-inflamatorios potencialmente inducidos por TGF-1, 

ya que la pre-incubación con TGF-1 induce la fosforilación de Smad 2/3 reflejándose en una reducción de 

proteínas apoptóticas, una reducción en la cuantificación de IL-1 por ensayos de ELISA, así como una 

reducción en la cuantificación de partículas víricas infectivas a 48 hpi. 
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ABSTRACT 
 

Influenza virus infection is a high-risk disease worldwide, because it can favor the generation of 

epidemic and pandemic, so its study continues to be of great importance. On the other hand, it is well 

known that infection by type A influenza viruses (IAV) induces an inflammatory response and cell death, 

which without proper treatment can lead to respiratory complications that can put the lives of individuals 

at risk. Previous studies have suggested that the cytokine TGF-1 could exert functions modulating the 

cellular response during the course of IAV viral infection. In this context, it is well known that TGF-1 has 

important anti-inflammatory and tolerogenic effects at the immunological level, but its cellular effect on 

viral infection is poorly understood. 

The expression, activation and function of TGF-1 could be functionally associated with the response 

of the cell infected by the Influenza virus. In this project we evaluated the impact of the activation of the 

intracellular signaling pathway of TGF-1, in a model of infection of A549 cells by the Influenza H1N1 virus 

(New Caledonia / 99). In the context of infection with IAV in vitro with A549 cells, the infection promotes 

the increase of the levels of Smad-7 and, therefore, inhibits the anti-inflammatory effects potentially 

induced by TGF-1, since the pre-incubation with TGF-1 induces the phosphorylation of Smad 2/3 

reflected in a reduction of apoptotic proteins, a reduction in the quantification of IL-1 by ELISA assays, 

as well as a reduction in the quantification of infective viral particles at 48 hpi. 
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I. INTRODUCCIÓN. 

I.1 TGF-. 

I.1.1 GENERALIDADES Y ESTRUCTURA DE TGF-. 
 

La súper familia del TGF- está compuesta por diversas proteínas responsables de varias actividades en 

diversos tipos celulares, tales como proliferación, migración, inflamación, reparación tisular, diferenciación 

celular, apoptosis, respuesta inmune, así como en el desarrollo embrionario de una gran cantidad de 

organismos. Existen más de 30 miembros de esta súper familia incluyendo a la familia de TGF- (1,2 y 3), 

activinas, BMP, inhibinas, proteína Nodal, miostatina, la sustancia inhibitoria Mulleriana [1].  En humanos se 

expresan 3 isoformas de TGF- (TGF-1, TGF-2 y TGF-3), las cuales se secretan como precursores 

inactivos y requieren de su activación antes de unirse a su receptor en la membrana celular para ejercer su 

función. 

TGF-1, es una citocina pleiotrópica, con importantes funciones sobre diferentes tipos celulares durante 

el desarrollo embrionario, como los cartílagos, el hueso y la piel, jugando un papel importante en el 

crecimiento y diferenciación de estos tejidos. TGF-1 estimula la quimiotaxis de monocitos, linfocitos, 

neutrófilos, migración de fibroblastos, y juega un papel importante en la regulación de la respuesta 

inmunológica, la reparación tisular y el desarrollo de fibrosis [1]. Esta última función, está relacionada con el 

control de la producción de matriz extracelular en células mesenquimales, además de que los efectos de 

esta citocina sobre la matriz extracelular se manifiestan a diferentes niveles, ya sea a partir de la expresión 

de proteínas de la matriz extracelular, la inhibición de la expresión de proteasas que degraden la matriz, la 

estimulación de inhibidores de proteasas o la regulación de la expresión de integrinas, los cuales actúan 

como receptores de diversos componentes de la matriz extracelular. Todas estas funciones son 

fundamentales en el proceso de reparación tisular, y explica el papel de TGF-1 en la fibrosis, la reparación 

de tejidos, enfermedades autoinmunes, parasitosis, asma, cáncer y en la respuesta a patógenos [1-3]. 

TGF-1 es una proteína dimérica unida mediante enlaces disulfuro con un peso molecular de 25 kDa en 

su forma activa. Todas las isoformas se secretan como precursores inactivos (pro-proteína) que requieren 

activarse previo a su unión a su receptor. La forma precursora o pro-pre-TGF-1 tiene una longitud de 390-

412 aminoácidos, de los cuales la LAP (proteína asociada a la latencia) la constituyen 279, mientras que  

TGF-1 maduro está formado por 112 aminoácidos. LAP posee varias funciones entre las cuales se reconoce 

que favorece el plegamiento adecuado de la cadena polipeptídica en el Retículo endoplásmico y, por otro 

lado, evita que TGF-1 una vez secretado, se una a sus receptores asegurando un reservorio extracelular 
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de TGF-1 que pueda ser activado tan pronto exista una demanda del mismo para un efecto autócrino o 

parácrino (Figura 1). 

Después de su síntesis, TGF-1 se dimeriza y en Golgi la pro-proteina es cortada en su extremo C-

terminal (en la secuencia RXXR) por una endoproteasa del tipo furina, sin embargo, el dominio 

biológicamente activo permanece asociado de manera no covalente a LAP, a esta forma inactiva 

asociación se conoce como “small latent complex” (SLC). Algo importante a señalar, es que el complejo 

LAP-TGF- tiene sitios de glicosilación en el extremo N-terminal que favorecen su secreción por la célula. 

Una vez secretado TGF-1 inactivo, el complejo SLC puede asociarse con una glicoproteína de 120-240 

kDa conocida como proteína de unión a TGF-1 latente (“latent TGF- binding protein”, LTBP) formando 

un complejo conocido como LLC (long latent complexes) (Figura 1). Finalmente, TGF-1 es liberado de 

LAP y de LTBP por diferentes factores, tales como pH acido, el corte proteolítico por 

trombospondina/plasmina o la unión de la secuencia RGD de LAP del complejo latente al receptor de 

integrina v6 (el cuál se ha detectado exclusivamente en las células epiteliales de pulmón). También 

se reconoce que TGF-1 puede ser activado mediante enzimas como la neuranimidasa (NA) bacteriana 

y vírica (Figura 2) [4, 5]. 

 

 

FIGURA 1. ESTRUCTURA DE TGF- Y SU ASOCIACIÓN CON LAP Y LTBP.  

TGF-1 es una citocina que se secreta de forma inactiva y se asocia con proteínas de la matriz 
extracelular, esta citocina puede ser activada tan pronto exista una demanda de la misma para un 
efecto autocrino ó paracrino. Tomada y modificada de [1, 4]. 

 



 5 

 

FIGURA 2. SÍNTESIS Y ACTIVACIÓN DE TGF-1.  

TGF-1 pasa por la vía secretoria y es secretada como una proteína inactiva asociada a las 
proteínas de unión al péptido de latencia y asociada a la matriz extracelular. Bajo diversas 
condiciones, cambios de pH, actividad de la trombospondina o por enzimas bacterianas o 

víricas, TGF-1 pasa de ser una citocina inactiva a una proteína activa [1, 4].  
 

I.1.2 RECEPTORES PARA TGF-1. 
 

TGF-β1 ejerce sus funciones celulares gracias a la interacción con un complejo macromolecular 

constituido por dos proteínas de membrana con un dominio intracelular de cinasa serina-treonina (Ser-Thr), 

TβRI o ALK-5 (54 kDa) y TβRII (65 kDa) [6]. Estas proteínas están ampliamente presentes en prácticamente 

todos los tipos celulares, aunque su expresión está fuertemente regulada y su deficiencia conlleva procesos 

patológicos.  

TβRI y TβRII se encargan de la transducción de señales una vez que TGF-β se une a ellos. Una diferencia 

importante entre ambas proteínas es que TβRII es una cinasa constitutivamente activa, mientras que TβRI 

es activado por fosforilación realizada por el receptor II: cuando TGF-β se une al receptor II, ocasiona la 

transfosforilación del sitio GS (Glicina-Serina) en el receptor I y la consecuente activación del dominio cinasa 

Ser-Thr del receptor I, lo que conlleva a que TβRI y TβRII se asocien formando un complejo hetero-

tetramérico [1]. 

TβRI y TβRII no solo sufren modificaciones pos-traduccionales por fosforilación, también pueden sufrir 

modificaciones por ubiquitinación, lo que puede proporcionarles estabilización y regulación de la degradación 
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de TβRI por el proteosoma [7]. La sumoilación es otra modificación post-traduccional que facilita el 

reclutamiento y fosforilación de SMAD3 por parte del receptor I, TβRI. Finalmente, la presencia en la 

membrana de los receptores para TGF-β también puede regularse mediante su internalización 

dependiente de clatrina o por otras vías endocíticas dependientes de balsas lipídicas [8]. 

Otras dos proteínas que se encuentran en la superficie celular son el betaglicano y la endoglina, las 

cuales son consideradas como correceptores y aunque no tienen un dominio intracelular de cinasa, 

también unen al TGF-β y podrían regular el acceso del ligando a sus receptores en ciertos tipos celulares. 

El betaglicano, también llamado el receptor tipo III, une a todas las isoformas del TGF-β y juega un papel 

selectivo al facilitar la interacción de la isoforma TGF-β2 con el receptor TβR-II [4, 9, 10]. 

 

I.1.3 SEÑALIZACIÓN. 
 

Como ya se mencionó de manera previa, la forma dimérica bioactiva de TGF-1, permite que los 

receptores puedan asociarse entre sí formando una estructura hetero-tetramérica, lo que asegura la 

correcta conformación de los dominios cinasa de ambos receptores para activar las vías de señalización 

que a continuación se describen. 

 

I.1.4 VÍA CANÓNICA DE TGF-1. 
 

La vía de activación intracelular más conocida para esta citocina (también conocida como vía 

canónica) es la que se caracteriza por la fosforilación de las proteínas intracelulares llamadas Smad. 

Estas proteinas intracelulares son activadas directamente por fosforilación en residuos de serinas por 

los receptores para TGF-1. Las proteínas Smad se han clasificado en 3 subfamilias de acuerdo a sus 

propiedades estructurales y funcionales:  

R-Smad: también se les identifica como Smads activadas por el receptor, siendo Smad-2 y Smad-3 

las que son activadas por TGF-1. 

Co-Smad: Se encuentra conformada por Smad-4, que se une a las R-Smad para poder ingresar al 

núcleo como factores transcripcionales. 

I-Smad: también conocidas como Smad inhibitorias, a la cual pertenece Smad-7 y que controla de 

forma negativa la vía de señalización activada por las R-Smad y TGF-1. 

Las proteínas co-Smad, son proteínas globulares con dos dominios muy conservados denominados 

MH1 (N-terminal) y MH2 (C-terminal). Estos dominios se encuentran conectados por una región de unión 
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denominada “linker”, la cual es rica en residuos de prolina y serina de longitud variable.  

El dominio MH1 se caracteriza por ser la región de la proteina Smad que se une al surco mayor del ADN. 

MH1 interacciona con otras proteínas nucleares como por ejemplo factores de transcripción, tales como ATF-

2, c-jun o TFE; también regula el importe nuclear ya que contiene una señal de localización nuclear (NLS) y 

modula la transcripción de diversos genes. 

Por otro lado, el dominio MH2 favorece la asociación específica de Smad al receptor de tipo I, y posee el 

sitio de fosforilación necesario para la activación de la vía canónica para TGF-1 y regula la oligomerización 

de las R-Smads y co-Smad y factores de transcripción [3, 11]. 

Las proteinas I-Smad carecen del dominio MH1 sin embargo, poseen el dominio MH2 que les permite 

competir con las R-Smads para interaccionar con el receptor TβRI, evitando su fosforilación por el dominio 

cinasa del receptor I. Sin embargo, no es la única forma de regular la vía de activación canónica de TGF-1, 

I-Smad puede facilitar la ubiquitinación del receptor de tipo I, al reclutar a las proteínas Smurf1 y Smurf 2 [1, 

3, 6, 12]. 

Como se describió antes, una vez liberado del péptido de latencia, TGF-1 se une al receptor tipo II, y 

este a su vez, activa la actividad del dominio cinasa del receptor I. Este hecho, permite que el receptor 

fosforile a las proteínas Smad-2 y Smad-3 en sus residuos de Serina localizados en el extremo C-terminal 

del dominio MH2. Esta modificación postraduccional ocasiona un cambio estructural de la proteína Smad 

fosforilada, permitiendo que interactúe con la proteína Co-Smad (Smad-4) formando un complejo 

heterotrimérico. Este evento constituye un requisito para que el complejo de señalización pueda entrar al 

núcleo celular y pueda desempeñar un efecto de transactivación sobre un espectro amplio de genes, que 

permiten generar los efectos celulares de la citocina [13, 14]. La asociación de factores de transcripción al 

complejo ADN-Smads aportan especificidad y alta afinidad a la unión, ya que la interacción con co-

activadores y co-represores determinan el efecto transcripcional. 

Finalmente la regulación de la vía de señalización canónica para TGF-1 se debe a un mecanismo de 

retroalimentación negativo por parte de la expresión de Smad-7, interactuando con Smad-2 y Smad-3 y 

compitiendo por el sitio cinasa del receptor tipo I ó con Smad-4. Además la interacción de Smad-7 con los 

receptores TRI y TRII da como resultado la ubiquitinación y degradación de estas proteínas de membrana 

bloqueando de manera eficiente la vía de señalización canónica de TGF-1, siendo Smad-7 uno de los genes 

de respuesta temprana a esta vía de señalización (Fígura 3a). 



 8 

a) b) 

 

FIGURA 3. VÍAS DE SEÑALIZACIÓN ACTIVADAS POR TGF-1.  

a) Vía canónica de TGF-1, dependiente de la activación por fosforilación de las proteínas Smad.  b) Vía 
independiente de Smad, proteínas de la familia de MAP cinasas pueden ser activadas por los receptores para 

TGF-1 [1, 3]. 
 

I.1.5 VIA NO CANÓNICA O INDEPENDIENTE PARA TGF-1. 
 
Varios estudios han evidenciado que TGF-β1 induce otras señales intracelulares no dependientes de 

Smads, donde se involucran proteínas como MAPKs (ERK 1 / 2, JNK, p38), o Ras, así como los complejos 

de iniciación de la traducción como eIF2 y eIF3, cuyos mecanismos no se conocen con certeza (Figura 

3b) [15]. 

La activación de estas vías parece ser más importante en los efectos del TGF-1 relacionados con la 

regulación de la síntesis de la matriz extracelular. TGF-1 puede activar a TAK-1, una cinasa de residuos 

de serina y treonina, que pertenece a la familia de las MAP cinasas. Además, Rac y Ras, miembros de la 

familia de proteínas G pequeñas, han sido también implicadas en la señalización del TGF-1. En ciertos 

tipos celulares, ciertas MAPKs, incluyendo las cinasas reguladas por señales extracelulares como ERK1 

y 2, las cinasas activadas por estrés como SAPK/JNK y la PI3- K, son también activadas por el TGF-1. 

Las Smads tienen además una importante función como integradoras de señales de múltiples vías de 

señalización. En ese sentido, se ha reportado que cinasas como las ERKs (MAPKs), la proteína cinasa II 
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dependiente de Ca2+ /calmodulina (CamKII) y la proteína cinasa C (PKC) pueden fosforilar a las Smads en 

diferentes regiones del dominio “linker”, evitando en algunos casos su acumulación nuclear y en otros su 

unión con el ADN, por lo tanto, modulando así su actividad (Figura 3b). Aunque resulta un proceso bastante 

complejo, se reconoce que la integración de señales intracelulares activadas por TGF-1 son importante para 

explicar diversos procesos patogénicos, como inflamación, autoinmunidad, cáncer, fibrosis y metástasis [1, 

11, 13-15]. 

 

I.1.6 FUNCIONES DE TGF-1. 
 

Desde una perspectiva inmunológica, el TGF-1 es una citocina pleiotrópica que participa en el 

fortalecimiento de la homeostasis y la tolerancia inmune, regulando la expansión celular, la memoria y la 

función de muchos componentes del sistema inmunológico [16]. Las alteraciones en la señalización de TGF-

1 son la base, por ejemplo, de muchas enfermedades inflamatorias y en el desarrollo de tumores y cáncer, 

ya que las alteraciones desde los niveles en la expresión y activación de los receptores y de las vías de 

señalización dependientes de esta citocina, pueden desencadenar patologías crónicas. Algunos autores han 

denominado este efecto como el “lado obscuro del TGF-β1”, ya que algunos estudios revelaron que esta 

citocina tiene un papel funcional en la evasión inmunitaria tumoral [17]. 

TGF-β1 es una citocina involucrada en una amplia gama de funciones celulares que incluyen, entre varias 

otras, al crecimiento celular, proliferación, diferenciación y muerte. Se sabe que la vía de señalización 

canónica del TGF-β1 tiene un papel central en la inducción de procesos fibróticos al promover la EMT, la 

proliferación y diferenciación de fibroblastos. Se ha demostrado que TGF-β1 induce fibrosis pulmonar 

activando vías dependientes e independientes de Smad, aumentando directamente la transcripción de genes 

ECM, principalmente colágeno, elastina y fibronectina que se depositan en la matriz extracelular y limitando 

la capacidad respiratoria. En el contexto respiratorio, una falla en la regulación de producción de proteinas 

de ECM puede generar patologías asociadas al desarrollo de pulmones, fibrosis pulmonar, enfermedad 

crónica obstructiva (COPD) y enfermedad vascular pulmonar, en este contexto, se ha demostrado que Smad-

3 puede desempeñar un papel importante [18]. 
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I.1.7 TGF-1 EN EL CONTEXTO DE INFECCIONES POR MICROOGANISMOS. 
 
Así como TGF-β1 interviene en la homeostasis de la respuesta inmune a diferentes niveles, también 

participa en la respuesta frente a las infecciones por microorganismos. Una gran cantidad de evidencias 

sugieren que TGF-β1 controla la interacción entre el patógeno y su hospedero, modulando las diferentes 

fases de la patogénesis y jugando un papel importante en la respuesta inflamatoria y la resolución a la 

infección, así como en la reparación de tejidos.  

En el contexto de infección por patógenos, TGF-1 puede regular la magnitud y el tipo de respuesta 

contra los microorganismos, así como mantener la tolerancia inmunológica contra antígenos propios y 

extraños en condiciones normales [1, 16, 19]. 

Resulta importante señalar que muchos patógenos utilizan y explotan en varias formas a TGF-β1 para 

su ingreso a la célula hospedera, su replicación y su permanencia en el hospedero, ya sea utilizando la 

plataforma de TGF-β1 (hablando de sus receptores, la vía de señalización que activa, la activación y 

represión de genes y la secreción de TGF-β1), o también controlando la respuesta inmune. Por ejemplo, 

la secreción y activación de TGF-β1 por parte de células epiteliales puede reducir la respuesta inmune de 

algunos tipos celulares como los macrófagos, favoreciendo la proliferación intracelular del patógeno y su 

virulencia. Trypanosoma cruzi utiliza a los receptores TβRI y TβRII para ingresar a la célula hospedera, 

ya que células epiteliales que carecen de estos receptores de membrana mostraron ser resistentes a la 

infección por T. cruzi, mientras que la infectividad se restauraba en presencia de los receptores 

expresados por transfección [20]. Además, el tratamiento con TGF-β1 de macrófagos humanos y murinos 

bloquea la acción de INF- lo que favorece el crecimiento de T. cruzi mientras que, ratones que se trataron 

con TGF-β1 mostraron una mayor cuantificación de parásitos y mayor mortalidad, comparados con los 

ratones control, lo que sugiere que T. cruzi utiliza a esta citocina para inhibir la respuesta inmune que 

controla su tasa de crecimiento [21]. 

Es por ello, que el papel de esta citocina en la resolución o exacerbación de la infección, depende de 

la naturaleza de la respuesta inmune necesaria para controlar la replicación y la enfermedad generada 

por el patógeno, es por esta razón que la respuesta asociada a esta citocina se le ha considerado como 

el “yin-yang de la respuesta inmune” [1].  

Considerando lo anterior, se sugiere que la forma y la vía mediante la cual un patógeno infecta al 

hospedero, modula el tipo de respuesta inmunológica. Bajo este contexto, la respuesa inmune por 

mucosas activada por la secreción de IL-6, IL-23 y TGF-β1 activa la inmunidad tipo Th17 favoreciendo la 

resolución de la infección por el microorganismo. Por ejemplo, cuando se infectan ratones por vía oral 



 11 

con Yersinia enterolitica se activa la señalización vía TLR2/TLR1 induciendo la respuesta Th17, mientras 

que la infección sistémica por este microorganismo activa la respuesta tipo Th1 [22]. También se ha 

demostrado que cuando no existe producción de citocinas inflamatorias y hay sobre-producción de TGF-β1 

por células intestinales, los linfocitos T no se activan de manera correcta en infecciones por Helicobacter 

pylori [23], por lo que en este contexto es importante señalar que la respuesta inflamatoria favorece la 

resolución de la  infección.  

En la infección por malaria, por ejemplo, TGF-β1 es activado reduciendo la carga parasitaria y la 

enfermedad causada por Plasmodium sp. Además en este contexto, se ha demostrado que cuando TGF- β1 

participa de la diferenciación los linfocitos T CD4+ hacia células Treg se eleva la tasa de crecimiento del 

parásito en humanos. Por el contrario, mientras que la inhibición de la actividad de TGF-β1 da como resultado 

una respuesta más robusta por parte de los linfocitos T CD8+, así como también protección en los ratones 

que se reinfectan con malaria [21, 24].  

Existen numerosos ejemplos en los que el efecto protector o supresor de TGF-1 depende del contexto 

inmune del hospedero. En la infección por Candida albicans, un hongo oportunista causante de la mortalidad 

de pacientes inmunocomprometidos, la respuesta tipo Th1 y la producción de IFN- es importante para la 

resolución de la enfermedad, sin embargo en pacientes inmunocomprometidos la actividad local TGF-1, 

reduce la respuesta del hospedero  [25]. 

 

I.1.8 TGF-1 EN EL CONTEXTO DE INFECCIONES POR VIRUS. 
 

En el contexto de infecciones virales, TGF-1 puede proteger en contra de la patología asociada a 

infecciones agudas, sin embargo, en infecciones crónicas tiene un efecto perjudicial sobre la inmunidad 

mediada por células T. Por ejemplo, en la infección con el virus de la coriomeningitis linfocítica crónica 

(LMCV), la presencia de TGF-1 y la activación por fosforilación de Smad-2, mostraron ser un punto clave 

de la respuesta de las células T CD8+ durante las infecciones virales crónicas in vivo. Esta evidencia mostró 

que los linfocitos T CD8+ de ratones infectados con dos cepas distintas de LMCV presentaron una mayor 

fosforilación de la proteína Smad-2 y la presencia de la proteína pro-apoptótica Bim, sugiriendo una respuesta 

reducida por Linfocitos T CD8+ en infecciones crónicas. Además, ratones TRIIdn no mostraron la presencia 

de la proteína Bim bajo las mismas condiciones de estudio de infección por LMCV [26]. Es importante señalar, 

que en este contexto TGF-1 es una citocina insuficiente para la eliminación del virus. 

Algunas proteínas de virus inducen la producción y secreción de TGF-1, como ocurre con la proteína no 
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estructural NS4 del virus de hepatitis C (HVC) [27]. En este contexto, se observó un aumento en la 

secreción de IL-17, IFN-, IL-10 y TGF-1, lo que sugiere que la infección por HCV induce respuesta de 

evasión de la respuesta inmune al inhibir las respuestas tipo Th1 y Th17. Esta información se correlaciona 

con estudios en pacientes infectados con el virus de hepatitis B o C, donde los niveles de TGF-1 están 

incrementados con respecto a individuos sanos, lo cual contribuye, adicionalmente, en el desarrollo de 

fibrosis hepática [28-30]. Además pacientes que poseen polimorfismos en el gen tgfb, presentan una 

mayor cantidad de TGF-1 en plasma, lo que se ha relacionado con un peor desenlace frente a 

infecciones por hepatitis C [31]. 

En la infección por VIH (virus de inmunodeficiencia humana) el desarrollo de la enfermedad se puede 

correlacionar con los niveles de TGF-1 [32]. Se sabe que esta citocina induce la expresión del receptor 

de quimiocinas CXCR4 en macrófagos, favoreciendo el tropismo del virus hacia este tipo celular y los 

linfocitos T CD4+ [33]; además in vivo, los monocitos productores de TGF-1 inducen la apoptosis de 

linfocitos T CD4+ [34]. Sin embargo, la infección por VIH de linfocitos Treg inhibe la expresión de Foxp3 y 

la secreción de TGF-1,incrementando la producción de IL-4, lo que pudiera explicar por que algunos 

pacientes con VIH presentan inflamación crónica en diversos tejidos [35].  

Esta información sugiere que los virus han seleccionado mecanismos que alteran la expresión, 

producción, secreción y activación de TGF-1, regulando así tanto la respuesta celular como la respuesta 

inmunológica. Por todo esto consideramos que es importante identificar cuales son los mecanismos 

celulares bajo los cuales pudieran llevar a cabo este control. 

Se ha identificado, que los virus pudieran utilizar 4 estrategias de la vía de señalización de los factores 

de crecimiento celular, entre ellos TGF-1, para favorecer el proceso infectivo y la generación productiva 

de progenie viral [36] (Figura 4). Estas cuatro estrategias son:  

1. Control de la secreción y activación de TGF-1 a partir de su forma latente. 

2. Regulación de la presencia de los receptores para TGF-1 (TRI y TRII) en membrana. 

3. Activación o inhibición de las vías de señalización activadas por TGF-1. 

4. Interacción de proteínas virales con los receptores TRI y TRII o con proteínas Smad. 
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FIGURA 4. CONTROL DE LA RESPUESTA POR TGF-1 UTILIZADA POR LOS VIRUS.  
Se ha identificado que los virus utilizan diferentes estrategias a su favor para controlar la 

maquinaria celular. Podemos establecer 4 estrategias que les permiten controlar la respuesta 
celular y como consecuencia la respuesta inmune para establecer con éxito su ciclo replicativo e 

infectivo a diferentes niveles en la respuesta y señalización por TGF-1. Tomado y modificado de 
[37]. 

 

Estrategia 1. Muchos virus inducen la producción y secreción de TGF-1 en su forma latente, activándose 

bajo diversas condiciones dependiendo del contexto celular y estimulando una respuesta de tolerancia 

inmune [16].  

Estrategia 2. Aunque no se ha reportado que los receptores para TGF-1 participen como vía de entrada 

a la célula hospedera, la estimulación de los receptores para esta citocina están relacionados con la 

modulación de la replicación del virus. En este contexto, existen varios ejemplos donde los virus controlan la 

presencia de los receptores en la membrana plasmática. Por ejemplo, en la infección con el virus sincitial 

respiratorio (RSV), los receptores para TGF-1 favorecen la replicación del virus [38]. Por otro lado, se ha 

reportado que el receptor TRII es indispensable para la reactivación del virus Eipstein-Bar ya que su 

ausencia, inhibe la apoptosis a través de las vías de señalización activadas por TGF-1; señales necesarias 

para la reactivación de este virus en células epiteliales [39]. Por otro lado, la proteína E5 del virus del papiloma 

humano reduce la expresión de TRII lo que genera una reducción de la fosforilación de Smad-2 y su 

translocación junto con Smad-4 al núcleo, evento que pudiera desempeñar un papel importante en la 

carcinogéneses de cáncer cervico-uterino inducido por VPH [40]. 

En la infección con adenovirus de células A549, se redujo la presencia del receptor TRII tanto de la 

proteina, mediante un mecanismo dependiente de la proteína E1A. Por otro lado, el pre-tratamiento de TGF-
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β1 redujo la abundancia relativa de proteínas estructurales de adenovirus en las células infectadas, un 

efecto que se potenció cuando las células se infectaron con mutantes incapaces de modular la vía de 

señalización de TGF-β1. Estos resultados plantean la posibilidad de que la inhibición de la señalización 

de TGF-β1 por E1A sea un mecanismo mediante el cual el adenovirus contrarresta las defensas antivirales 

del huésped [41]. 

En un modelo murino de infección in vivo por reovirus aumenta la expresión de receptor I de TGF-β1 

(TRI),  lo cual incrementa, a su vez, la fosforilación de Smad-3. Además, en este modelo se propuso 

que la señalización de TGF-β1 tuvo efecto neuroprotector, ya que el uso de un inhibidor para TRI 

aumentó la muerte de las neuronas infectadas como una respuesta protectora del sistema inmune innato 

[42]. 

Estrategia 3. Toda vez que la presencia y la regulación de los receptores para TGF-1 es importante, 

la respuesta de señalización activada define tanto el destino de la replicación del virus como la respuesta 

celular inmune que ayude a la resolución de la infección y el desarrollo de la enfermedad causada por el 

virus. En el caso de la infección por coronavirus MERS, la muerte por apoptosis in vitro de células 

epiteliales de pulmón Calu-3 parece estar relacionada con un aumento en la presencia de Smad-7 [43]. 

En SARS-CoV, la proteína de Nucleocápside (N) interacciona con la proteína Smad-3 interfiriendo con su 

asociación con Smad-4 y bloqueando la apoptosis inducida por la infección en células HPL-1 [44]. Por su 

parte, el análisis por inmunohistoquímica de muestras de pacientes con infección con este coronavirus 

mostró que la asociación de la proteína N con Smad-3 activa la expresión de la proteína PAI-1 (proteína 

de activación de plasminógeno) que se relaciona con el desarrollo de fibrosis pulmonar causada por la 

infección [44]. Estos hallazgos proporcionan evidencia de un mecanismo por el cual una proteína viral 

puede modificar la señalización del TGF-1 y así bloquear la apoptosis de las células infectadas con el 

SARS-CoV, promoviendo la fibrosis tisular. La proteína Plpro (papain-like protease) de SARS-CoV 

estimula la expresión de colágeno tipo I dependiente de TGF-1, a través de la activación de STAT-6, en 

modelos de cultivo in vitro e in vivo,  lo que pudiera relacionarse con el desarrollo de fibrosis pulmonar 

después de la infección por este virus respiratorio [45]. 

Estrategia 4. Como se describió antes, en respuesta a la presencia de TGF-1 se lleva a cabo la 

activación de un amplio abanico de genes, por lo que es importante identificar los posibles blancos en el 

ADN que participen en la respuesta frente a la infección. Por ejemplo, el sarcoma de Kapossi (KS) es el 

resultado de una infección con un virus herpes gamma, conocido como herpervirus tipo 8 asociado con 

el sarcoma de Kaposi  (KSHV). La infección por KSHV comprende 2 fases: latentes y líticas, cuyas 
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propiedades transformadoras se derivan principalmente de la expresión de genes latentes como la kaposina, 

microARN virales, proteína inhibidora de la enzima convertidora de IL‐1β del dominio de muerte viral de Fas 

(vFLIP), ciclina viral (vCyc) y antígeno nuclear asociado a la latencia (LANA). La desregulación de la 

señalización de TGF-β1 contribuye de manera importante a la sobrevivencia y proliferación celular en la 

infección por KSHV. Además, una proteína lítica de KSHV interfiere con la señalización de TGF-β1: la 

proteína viral factor de regulación de interferon-1 (vIRF-1) a través de interaccionar de forma directa con 

Smad-3 y Smad-4 impide su unión al ADN para la transactivación de genes que contribuyan con el arresto 

celular [46].  

Las estrategias anteriores sugieren, que TGF-β1 podria ser un objetivo crítico de los virus, ya que las 

patologías asociadas a la enfermedad causada por estos patógenos puede involucrarse en la fibrosis 

pulmonar inducida por la infección, las enfermedades renales y otras complicaciones asociadas a la 

respuesta inmune exacerbada causada por la resolución de la infección. Dos eventos importantes regulados 

por TGF-β1 que son modulados por la mayoría de los virus son la proliferación celular y la inducción de 

fibrosis. Por lo tanto, como una vía fundamental modificada por los virus, la señalización de TGF-β1 debe 

evaluarse como un objetivo terapéutico apropiado. De modo que los anticuerpos TGF-β1, los oligonucleótidos 

antisentido y las moléculas pequeñas que se dirigen al TGFβRI han demostrado potenciales terapéuticos 

[47, 48]. 

 

I.2 INFLUENZA 
 
Durante siglos, las epidemias de influenza han asolado al hombre y hoy en día, sigue siendo una de las 

principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, y grandes segmentos de la población 

humana se ven afectados cada año.  

Los virus de influenza cambian constantemente, por lo que no es inusual que aparezcan nuevos virus 

cada año. Los casos de influenza ocurren regularmente durante los meses fríos de cada ańo y se conocen 

como epidemias o brotes de influenza estacional. Para estudio, los virus de influenza se clasifican en cuatro 

tipos: A, B, C y D. Los virus de influenza tipo A (IAV) son zoonóticos, ya que infectan una amplia variedad de 

aves y mamíferos y se dividen en subtipos. Estos virus han sido causantes durante el siglo pasado de tres 

pandemias, como se les conoce a las epidemias que se extienden a más de un continente. Los virus de 

influenza B, sólo infectan humanos y tienen un bajo potencial de causar pandemias, aunque pueden 

provocar enfermedades respiratorias serias. Los virus de influenza C, infectan a humanos y cerdos, causan 

enfermedades respiratorias leves y han sido poco estudiados, mientras que los virus de influenza D afectan 



 16 

principalmente al ganado y no se cree que puedan causar infecciones o enfermedades en los seres 

humanos [49].  

Los virus de influenza pertenecen a la familia de los Orthomyxoviridae y son virus con genomas de 

ARN segmentados de sentido negativo y monocatenarios [50]. Los virus de influenza A y B poseen 8 

segmentos de ARN, que codifican para las subunidades de ARN polimerasa, glicoproteínas virales 

hemaglutinina (H ó HA) con sus distintas estructuras globulares de 'cabeza' y 'tallo', que facilitan la entrada 

del virus, y neuraminidasa (N ó NA), que facilita la liberación viral, nucleoproteína viral (NP), proteína de 

matriz (M1) y proteína de membrana (M2), la proteína no estructural NS1 y la proteína de exportación 

nuclear (NEP ó NS2) (Figura 5). Las proteínas virales HA y NA son las más variables antigénicamente y, 

en el caso del virus de la influenza A, se clasifican en subtipos antigénicamente diversos. Estas dos 

glicoproteínas virales se encuentran en la superficie de la partícula del virus y son los principales objetivos 

de los anticuerpos protectores inducidos por la infección y la vacunación por el virus de la influenza. Los 

virus de influenza C y de influenza D tienen solo siete segmentos de ARN y no parecen causar una 

enfermedad sustancial en los seres humanos. Sin embargo, las infecciones por el virus de la influenza C 

pueden causar enfermedades similares a la influenza y hospitalizaciones en algunos casos, 

especialmente en niños [51]. 

Para los virus de influenza A existen 18 subtipos de hemaglutinina y 11 subtipos de neuraminidasa 

diferentes (de H1 a H18 y de N1 a N11, respectivamente). Si bien existen potencialmente 198 

combinaciones del subtipo de influenza A, sólo se han detectado 131 subtipos por naturaleza. Los 

actuales subtipos de virus de influenza A que circulan habitualmente entre las personas son: A(H1N1) y 

A(H3N2) desde 1977, junto con virus de influenza B. Los virus de influenza B no se dividen en subtipos, 

pero en cambio se clasifican en dos linajes: B/Yamagata y B/Victoria. La frecuencia de estos tres grupos 

de virus varía de manera temporal y geográfica.  

Las cepas del virus de la influenza se nombran de acuerdo con su tipo, la especie de la cual se aisló 

el virus (omitido si es humano), la ubicación del aislado, el número del aislado, el año de aislamiento. Por 

ejemplo, el virus del subtipo H5N1 aislado de pollos en Hong Kong en 1997 es: virus influenza 

A/chicken/Hong Kong/220/97 (H5N1).  
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FIGURA 5. ESTRUCTURA DEL VIRUS DE INFLUENZA A. 
Representación de una partícula o virión del virus de la influenza A. El virus de influenza A es 

un virus envuelto de ARN de cadena sencilla y sentido negativo, su genoma comprende ocho 
segmentos de ARN monocatenarios ubicados dentro de la partícula del virus, con una longitud de 
890 a 2341 nucleótidos que codifican para 12 proteinas virales funcionales. Tomado y modificado 
de [52]. 

 
Se sabe que varias comorbilidades aumentan el riesgo de infección letal por el virus de la influenza. El 

embarazo y la edad son factores de riesgo conocidos, siendo que niños menores a 1 año y las personas 

mayores (> 65 años) son las poblaciones vulnerables. Aunque la mortalidad es baja en niños, se ha registrado 

un número considerable de muertes debido a la infección por IAV en individuos jóvenes sin factores de 

predisposición conocidos. La gravedad a la enfermedad causada por la infección por el virus de influenza y/o 

la mortalidad, se deben en general a una neumonía inducida por el virus o a una super-infección bacteriana 

secundaria a la infección. La neumonía viral primaria se caracteriza por altos niveles de replicación viral en 

el tracto respiratorio inferior acompañada de fuertes respuestas pro-inflamatorias, también conocida como 

tormenta de citocinas [53]. 

Durante la pandemia de 2009 con influenza A H1N1, la obesidad mórbida (IMC>35-40 kg/m2) se reconoció 

como un factor de riesgo importante [54], ya que se asocia una replicación excesiva de IAV, una mayor 

gravedad de las infecciones bacterianas secundarias y una menor eficacia de la vacuna en pacientes con 

obesidad [55]. Por último, el papel de los factores genéticos del hospedero en la enfermedad sigue siendo 

poco estudiado, pero se ha demostrado que los polimorfismos y las mutaciones sin sentido en varios genes 

del huésped (como IFITM3 e IRF7, que codifican genes implicados en la vía del interferón) y que participan 

en la respuesta inmune innata frente al virus, predisponen a la enfermedad grave por IAV [56]. 
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I.2.1 VARIACIÓN ANTIGÉNICA Y ZOONOSIS. 
 
Los virus de influenza pueden escapar a la respuesta inmune del hospedero gracias a las variaciones 

antigénicas en sus proteínas H y N  [57]. A diferencia de otros virus respiratorios, los virus de influenza 

tienen dos mecanismos de variación antigénica: “genetic drift” y “genetic shift” (Figura 6). 

“Genetic drift” es causado por mutaciones puntuales, cambios en nucleótidos individuales, causados 

durante la replicación del genoma viral, ya que la ARN polimerasa del virus genera con mayor frecuencia 

errores en la copia de los segmentos de su genoma viral. La replicación del virus resulta en una tasa de 

mutación de mutación de aproximadamente un cambio por cada genoma copiado (7.3 x10 -5 

mutaciones/nucleótido copiado) [58]. 

En los virus de influenza A, los genes HA, NA y M2, presentan una tasa de evolución diferente, con 

respecto a los demás segmentos, lo cual refleja la diferente presión de selección por parte del hospedero 

para cada proteína del virus. Se ha calculado que la tasa de evolución, es decir, la fijación de mutaciones 

de las proteínas HA y NA es alrededor del 1% anual. Estos cambios en las proteínas de superficie del 

virus generan que el sistema inmune de las personas previamente infectadas con un virus en particular 

ya no reconozca a las proteínas HA y NA de este nuevo virus. Esto último es la razón por la que cada 

año se revisa la composición de los tipos de virus que se incluirán en la vacuna estacional [59, 60].  

Por otro lado, “genetic shift” se facilita cuando dos virus de diferentes subtipos de HA y NA infectan a 

un mismo organismo, y en la misma célula infectada, los genes de ambos virus pueden mezclarse y 

producirse nuevos virus, conocidos como re-arreglantes por haber experimentado un re-arreglo de genes, 

con combinaciones de H y N diferentes a la de los virus originales. Este es un cambio antigénico brusco 

que puede resultar en la introducción de un nuevo subtipo de HA y/o de NA en la población humana. 

Cuando esto sucede, los nuevos subtipos de HA y/o NA pueden representar proteínas 

inmunológicamente diferentes a la de las cepas que estaban en circulación. Si este fuera el caso, 

usualmente se da una alta incidencia de infección en la población que no tiene anticuerpos contra la 

nueva cepa de virus, generándose potencialmente una pandemia, como ocurrió de forma reciente, en el 

2009 (Figura 6). 
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FIGURA 6. CAMBIO Y DERIVA ANTIGÉNICA.  
Un ejemplo del significado de “genetic shift” y “genetic drift” es el representado en esta figura. 

En 1968, las coinfecciones entre un virus de influenza aviar A H3Nx (donde x = 1–9) y los virus de 
influenza humana A H2N2 estacional dieron como resultado el intercambio de segmentos virales 
(reordenamiento) y la selección del virus pandémico de influenza humana A H3N2 , con la ARN 
polimerasa PB1 y segmentos de ARN de hemaglutinina (HA) derivados del virus aviar y el resto de 
segmentos derivados del virus humano. La falta de inmunidad preexistente a el H3, una proteina 
HA antigénicamente novedoso en humanos que facilitó la transmisión humana. Se han llevado a 
cabo procesos similares de reordenamiento durante otras pandemias del virus de la influenza A. 
Una vez que el H3N2 se estableció en los seres humanos, el virus comenzó a desplazarse, como 
es el caso de todos los demás virus de la influenza estacional humana. Durante la deriva, se 
seleccionan pequeños cambios antigénicos en la proteína HA generados por la mutación para 
aumentar la evasión de la respuesta inmune, aunque no tan dramáticamente como con el cambio 
antigénico. Tomado y modificado de [52]. 

 

El principal reservorio de diversas cepas y subtipos del virus de la influenza A son las aves silvestres, 

especialmente los patos y gansos migratorios. De hecho, los patos domésticos criados en estanques abiertos 

son los intermediarios entre los reservorios de los virus de la influenza en las aves acuáticas silvestres y 

otras aves domésticas. La transmisión entre aves puede ocurrir directamente a partir de agua contaminada. 

Aunque la mayoría de los subtipos de influenza A causan infecciones asintomáticas en especies de aves, 

los subtipos H5Nx y H7Nx pueden evolucionar a cepas de mediana patogenicidad que permite la maduración 

de HA por las proteasas ubicuas del hospedador y la propagación del virus fuera de los epitelios respiratorios 

e intestinales a múltiples órganos, incluido el cerebro, y puede causar infecciones letales en pollos, pavos y 

algunas razas de patos domésticos. La transmisión de los virus de la influenza a múltiples especies de aves 

de corral domésticas ocurre a través de la denominada cría de traspatio, mediante la cual las especies se 
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crían juntas y en mercados de aves de corral vivas; la transmisión posterior a granjas avícolas comerciales 

puede ocurrir debido a la falta de bioseguridad y debido a la propagación viral a través de mercados vivos 

[61]. 

La influenza en cerdos es una enfermedad respiratoria similar a la influenza en humanos, con fiebre 

alta y neumonía causada por los subtipos de influenza A H1N1, H3N2 y H1N2. El intercambio de genes 

entre dos virus de diferente subtipo, generalmente provenientes de diferentes especies animales, se ven 

facilitados en los cerdos ya que, a diferencia de las aves, que generalmente no son infectadas por virus 

de influenza A de origen humano, y viceversa, los cerdos se pueden infectar con virus de origen aviar, 

humano y por supuesto, porcino. Así, cuando un cerdo se infecta al mismo tiempo con dos virus de 

diferentes especies, por ejemplo de patos y humanos, se convierte literalmente en un recipiente de 

mezclado de genes, en el cual pueden generarse nuevos virus [61, 62]. 

Se sabe que algunas cepas de IAV se transmiten por aerosol de humanos a cerdos y viceversa, 

incluida la cepa de influenza A H1N1 pandémica 2009 y la variante de influenza A H3N2 que se transmite 

de cerdos a niños. En los caballos, la infección causa enfermedades respiratorias y se transmite por 

aerosol; dos linajes de influenza A H3N8 son los principales responsables. En 2004, la cepa de influenza 

equina A H3N8 se propagó a los perros y en 2006 en Asia, también se detectó un virus de influenza A 

aviar H3N2 transmitido a perros [52, 63, 64].   

En el siglo pasado aparecieron tres cambios antigénicos en los virus de influenza A, circulantes en 

humanos que fueron responsables de sendas pandemias: en 1918, con la aparición de un virus H1N1; 

en 1957, cuando el virus H1N1 fue reemplazado por un virus de subtipo H2N2; y en 1968, cuando un 

virus H3N2 reemplazó al subtipo H2N2. En 1977 reapareció el subtipo H1N1 en humanos, aunque en 

este último caso el virus H1N1 no resultó en una pandemia y no reemplazó al subtipo circulante H3N2, 

por lo que ambos subtipos (H1N1 y H3N2) co-circulan hasta nuestros días en todo el mundo y son los 

responsables de causar los brotes estacionales que se presentan cada ańo durante la temporada 

invernal.  Las pandemias de 1957 y 1968 resultaron del intercambio de genes entre virus de origen 

humano y aviar. El origen del virus que causó la pandemia de 1918 es todavía controversial. La 

caracterización de la secuencia del genoma del virus reconstruido por métodos de ingeniería genética 

sugirió que éste había pasado directamente de aves a humanos [65]; sin embargo, datos recientes 

indican que los componentes genéticos de este virus pandémico circulaban en cerdos y en humanos 

desde 1911, por lo que parece poco probable que haya sido un virus de aves el que se haya introducido 

a la población humana poco antes de la pandemia de 1918 [52, 66]. 
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Los estudios filogenéticos que se han llevado a cabo utilizando decenas de secuencias genómicas del 

virus A/H1N1/2009 aislados en diferentes partes del mundo, indican que este virus es de origen porcino, ya 

que sus genes han estado presentes en linajes de virus que han circulado en cerdos por al menos los diez 

últimos ańos [66-69]. El precursor inmediato del actual virus pandémico es un virus triple rearreglante que 

circula en la población porcina de Norteamérica y Eurasia, el cual adquirió los genes de la N y de la proteína 

M de un virus de cerdo Eurasiático [66-68]. 

Los virus de la influenza humana se transmiten por vía respiratoria, mientras que los virus de la influenza 

aviar en las aves silvestres se transmiten por las vías fecal-fecal, fecal-oral o fecal-respiratoria. Dependiendo 

de la ruta de transmisión, el virus se dirige a las células epiteliales del tracto respiratorio o intestinal para la 

infección y la replicación productiva. Además, algunos virus de influenza aviar A, especialmente los del 

subtipo H7, se han asociado con infecciones humanas del ojo y conjuntivitis. La gravedad de la infección en 

humanos se asocia con la replicación del virus en el tracto respiratorio inferior, que se acompaña de una 

inflamación grave debido a la infiltración de células inmunitarias. 

 

I.2.2 ESTRUCTURA Y REPLICACIÓN DEL VIRUS DE INFLUENZA. 
 
Los virus de influenza A tiene una apariencia pleomórfica al microscopio electrónico con un diámetro 

promedio de 100 nm.  La partícula viral está envuelta por una bicapa de lípidos en la que se encuentran 

insertadas las glicoproteínas HA y NA y menores cantidades de la proteína transmembranal M2, como ya 

se mencionó de manera previa. Al interior de la bicapa lipídica se encuentra una capa de proteína formada 

por la proteína de matriz M1, y en el interior de la estructura así formada está contenido el genoma viral. El 

genoma del virus recubre a la nucleoproteína NP, y además está asociado a la ARN polimerasa viral, la 

cual es un complejo protéico formado por dos subunidades básicas (PB1, PB2) y una acídica (PA) (ver 

Fígura 5). 

En humanos, como ya se mencionó previamente, el virus normalmente ingresa al organismo por nariz o 

boca e infecta las células que recubren el tracto respiratorio, uniéndose a ácido siálico (AS) en la superficie 

de las células para iniciar la infección. El AS es una molécula muy abundante en todas las células, forma 

parte de cadenas de azúcares unidas a proteínas o lípidos y define el tropismo de los virus de influenza. Esto 

último depende de la afinidad diferencial entre la hemaglutinina y los diferentes tipos de enlaces glucosídicos 

del AS con el azúcar que los precede en la cadena de carbohidratos, que generalmente es galactosa (Gal). 

Los virus aislados de humanos, se unen preferentemente a AS en unión -2,6 con la galactosa, mientras 

que los virus aviares se unen AS con unión -2,3. Las células epiteliales que recubren la tráquea humana 
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tienen principalmente AS con enlaces -2,6, mientras que las células epiteliales del intestino de aves 

acuáticas, que es donde se replica el virus en estos animales, tienen principalmente AS en enlace -2,3 

[70, 71]. Por su parte, en las células epiteliales de la tráquea de los cerdos existen ambos tipos de enlaces 

del AS, lo que favorece que el cerdo pueda ser naturalmente infectado tanto por virus porcinos como por 

virus de origen aviar y humano, lo que resulta, como se mencionó anteriormente, que en esta especie 

animal se puedan generar frecuentemente rearreglos genéticos que dan lugar a virus de influenza con 

combinaciones de segmentos génicos de diferentes orígenes. 

Una vez dentro del organismo, la proteína HA del virus se une al residuo de AS, se internaliza en un 

endosoma y, posteriormente, este último se asociará con los lisosomas. A continuación y por un 

mecanismo dependiente de la proteína viral M2, el interior del endosoma se acidifica, lo que desencadena 

un cambio conformacional en la HA viral que produce la fusión de la envoltura viral con la del endosoma. 

La fusión da como resultado la liberación del contenido del virus, es decir los 8 segmentos de ARN en 

forma de complejos de ribonucleoproteínas (vRNP), en el citoplasma. Los vRNP se importan, 

posteriormente, al núcleo de las células infectadas, donde se produce la transcripción y replicación del 

ARN viral a través de las actividades enzimáticas del complejo de polimerasa viral unido a los vRNP. La 

replicación del ARN viral ocurre a través de un intermedio de sentido positivo, conocido como complejo 

de ribonucleoproteína complementaria (cRNP). La transcripción del ARN viral da como resultado ARNm 

de hebra positiva a los que se les añade en su extremo 5´, 5-metil-guanosina (cap) celulares, proceso 

conocido como “cap snatching”, se poliadenilan y se exportan al citoplasma para su traducción en 

proteínas virales. Las polimerasas virales recién sintetizadas (PB1, PB2 y PA) y las NP virales se importan 

al núcleo para aumentar la tasa de síntesis de ARN viral, mientras que las proteínas de la membrana del 

virus HA, NA y M2 se transportan y se insertan en la membrana plasmática, a través de la vía secretoria 

(Figura 7) [52].  En las últimas etapas de la infección, las proteínas M1 y NS2 se unen a los vRNP y 

medían su exportación al citoplasma, primero, y, después, a la membrana plasmática. Todo esto da como 

resultado la incorporación de los vRNP en nuevas partículas de virus con una membrana derivada de la 

membrana plasmática del hospedero y contiendo las proteínas transmembranales virales. Finalmente, 

los nuevos viriones salen por gemación. La actividad de NA evita la unión no productiva de HA de nuevos 

viriones a receptores que portan ácido siálico presente en las glicoproteínas virales y en la membrana de 

las células infectadas, facilitando la diseminación viral.  

Varios autores sugieren que el proceso replicativo del virus puede dar como resultado la muerte celular 

con implicaciones patológicas a tiempos largos de infección. Además, las partículas víricas generadas 
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por el proceso infectivo, inducen una respuesta pro-inflamatoria que es responsable del reclutamiento de 

células inmunes cuya función consiste en la eliminación del virus, mediante la secreción de citocinas e 

induciendo un proceso inflamatorio que en exceso induce inmunopatología y neumonía [72]. 

 

FIGURA 7. CICLO REPLICATIVO DEL VIRUS DE INFLUENZA.  
El virus de la influenza ingresa a la célula por reconocimiento de un residuo de ácido siálico, 

endocitosis y liberación endosomal por acidificación del interior de la partícula viral. Su material 
genético de sentido negativo en forma de ribonucleoproteínas virales (vRNP) se importa al núcleo 
para la transcripción del ARNm y la replicación a través de un intermedio de ribonucleoproteína 
complementaria de sentido positivo (cRNP). El ARNm viral se traduce en proteínas virales en el 
citoplasma, y estas se ensamblan en nuevos viriones junto con los vRNP recién sintetizados. PB1-
F2 se muestra aquí como un dímero, pero también puede ser multimérico. HA, hemaglutinina; M1, 
proteína de matriz; M2, proteína de membrana; NA, neuraminidasa; NEP, proteína de exportación 
nuclear; NP, nucleoproteína; NS1, proteína no estructural; PB1, PB2 y PA, ARN polimerasas virales. 
Tomado y modificado de [52]. 

 

I.2.3 RESPUESTA INMUNE FRENTE A INFLUENZA. 
 
Los virus son "parásitos celulares obligados” que “secuestran” la maquinaria celular para replicarse antes 

de ser liberados e infectar células vecinas y, eventualmente, otros organismos. Como ya se mencionó de 

forma previa, el primer paso en la infección viral es la unión del virus a la membrana plasmática y su entrada 

a la célula, a lo que sigue la replicación viral y, finalmente, su liberación de los virus recién formados. Con 

base a los eventos de co-evolución entre los sistemas virales y el sistema inmune, las nuevas cepas virales 

han desarrollado mecanismos sofisticados para interferir con la respuesta inmune del hospedero, lo que lleva 

a una carrera que definirá sí el patógeno se establece crónicamente o es eliminado; esta situación puede 

resultar en el desarrollo de respuestas inmunopatológicas [73]. La pérdida de equilibrio de la respuesta 
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inmune, así como la liberación exacerbada de citocinas, juega un papel clave en el daño pulmonar, la 

enfermedad sistémica y la muerte en la infección por el virus de influenza. Sin embargo, a pesar de estos 

mecanismos, algunas cepas de virus de influenza presentan un incremento en la replicación de su 

genoma y un aumento de la síntesis de proteínas virales. Por esta razón es importante entender tanto el 

proceso en el que las proteínas virales participan en el proceso replicativo y ensamble del virus, así como 

en los mecanismos para alterar y evadir la respuesta celular e inmunológica. 

 

I.2.4 RESPUESTA INMUNE INNATA FRENTE A INFLUENZA. 
 
Las principales células blanco de los virus de la influenza son las células epiteliales que recubren el 

tracto respiratorio y que inician una respuesta inmunitaria antiviral tras la detección del virus. La inmunidad 

innata del hospedero representa una barrera crucial que los virus deben superar para replicarse y 

propagarse en nuevos hospederos, razón por la cual los virus de la influenza dedican varias de sus 

proteínas virales para superar la respuesta inmunológica del hospedero. La respuesta inmune innata es 

la primera línea de defensa durante la infección, la cual se basa en el reconocimiento de estructuras 

conservadas exhibidas por patógenos, conocidas como patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMP). Estos PAMP pueden ser detectados por proteínas del hospedero conocidas como receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR). El IAV es reconocido por al menos tres familias distintas de PRR, 

incluidos los receptores tipo Toll (TLR), los receptores similares al dominio de oligomerización de 

nucleótidos (NOD) (NLR) y los receptores tipo RIG-I (RLR) [73]. Estos PRR facilitan la detección viral en 

distintos compartimentos celulares de diferentes tipos de células y en diferentes fases de infección [73].  

Los receptores tipo Toll, reconocen patrones específicos de los microorganismos, por ejemplo TLR2 

y TLR4, se localizan en la superficie celular y reconocen las glicoproteínas proteínas virales HA y NA. 

TLR7 reconoce ARN de cadena sencilla de virus en compartimentos endosomales de células dendríticas 

plasmacitoides (pDC) e induce la producción de interferones (IFN) de tipo I a través de la respuesta 

primaria de diferenciación mieloide 88 (MyD88). Por otro lado, TLR3 reconoce y detecta, en endosomas 

de macrófagos, células infectadas e inicia respuestas proinflamatorias a través de la señalización de 

interferón-β inductor de adaptador que contiene el dominio TIR (TRIF). Finalmente, un miembro de la 

familia NLR que responde a la infección por IAV es NLRP3, que participa en la activación del inflamosoma, 

reside en el citosol de varios tipos de células, es capaz de desencadenar la inducción de IL-1β e IL-18 a 

partir de la activación de caspasa-1. RIG-I por su parte, es un sensor del ARN de influenza y el inductor 

de IFN en células infectadas por influenza [74]. 
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 Tanto los interferones de tipo I (IFN-α e IFN-β) como los interferones de tipo III (IFN-λ) [75] pueden 

inhibir la replicación viral en las células epiteliales (Figura 8). Algunas de las proteínas antivirales inducidas 

por INF son: MxA, la OAS/RNasa L y PKR. 

MxA es una GTPasa citoplasmática que reconoce las RNPs del virus que han sido liberados al citoplasma 

y cuya función es inhibir su importación al núcleo. La OAS es activada por el dsRNA viral y convierte ATP 

en 2´5´ oligoadenilato, molécula que posteriormente activa a la RNasa L, cuya función es degradar al ARN 

de cadena simple tanto viral como celular, inhibiendo la s íntesis proteica y la replicación viral [76]. Por 

último, la proteína PKR también reconoce el dsRNA viral y una vez activada fosforila la subunidad-α del 

factor eucariótico iniciador de la traducción 2a (eIF2a), provocando la inhibición de la síntesis de proteínas 

tanto celulares como virales; por otro lado PKR estabiliza el ARNm de INF, asegurando la traducción de esta 

citocina [77].  

Por otro lado, la proteína receptora tipo dominio de oligomerización por unión a nucleótidos-3 (NRLP3), 

forma un complejo multiproteico conocido como “inflamasoma” que actúa como plataforma para activar la 

caspasa-1. NLRP3 recluta la proteína adaptadora ASC (proteína asociada a la apoptosis que contiene un 

dominio de reclutamiento de caspasa). ASC contiene un dominio PYD N-terminal y un dominio de activación 

y reclutamiento de caspasa C-terminal (CARD) que es esencial para la unión y el reclutamiento de caspasa-

1 al inflamasoma. La activación del inflamasoma NLRP3 y la producción de IL-1β generalmente requieren 

dos señales. La primera señal puede ser desencadenada por agonistas de TLR, lo que lleva a la activación 

transcripcional de NLRP3. La segunda señal se activa en respuesta a varias señales de estrés asociadas 

con moléculas dañadas propias y no propias. En el caso de la infección por el virus de la influenza de DC y 

macrófagos, la participación de TLR7 desencadena la primera señal, mientras que la actividad del canal 

iónico M2 en la red trans-Golgi sirve como la segunda señal para activar NLRP3 [74]. Una vez activada, la 

caspasa-1 puede activar a citocinas como IL-1β e IL-18, que se liberan al entorno extracelular participando 

en la activación del sistema de inflamación y activación de la inmunidad adaptativa. La IL-1β actúa sobre las 

células dendríticas promoviendo el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa, induciendo la migración 

de neutrófilos, monocitos, células dendríticas y células NK al tejido pulmonar infectado. Por su parte, los 

macrófagos residentes en tejidos y las células dendríticas también pueden ser infectados por el virus, pero 

la producción viral parece estar limitada en estas células inmunes innatas. Sin embargo, la exposición de 

estas células a la infección viral da como resultado su activación y la secreción de citocinas proinflamatorias, 

lo que lleva al reclutamiento de células innatas adicionales, como las células NK y los monocitos 

proinflamatorios a los pulmones, donde pueden controlar Infección viral al matar las células infectadas. 
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Aunque estas respuestas del hospedero a la infección son cruciales para la eliminación del virus y la 

inducción de respuestas inmunes adaptativas, una respuesta exacerbada puede conducir a 

inmunopatología y enfermedad grave. Por ejemplo, niveles altos de netocis de neutrófilos pueden 

provocar daño pulmonar e infección grave por el virus de la influenza. Las terapias destinadas a reducir 

esta llamada "tormenta de citocinas" podrían ser beneficiosas para los pacientes con influenza grave. 

 

 

FIGURA 8. MECANISMOS DE ACCIÓN DE LA ACTIVACIÓN DE LOS INTERFERONES.  
Los interferones son proteínas que ejercen un efecto antiviral al intentar restringir el virus en 

varios pasos de la infección viral. La MxA humana en el citosol evita la importación de los vRNPs al 
núcleo, mientras que la proteína Mx1 bloquea la transcripción viral en el núcleo. En el citosol, el 
dsRNA viral activa la oligoadenilato sintetasa 2′-5 ′ (OAS) y la proteína quinasa R (PKR). OAS 
produce oligoadenilato 2′5 ′ a partir de ATP, que activa una ribonucleasa latente, RNasaL. La 
ARNasaL escinde el ARNm viral (así como el ARNm del huésped). La PKR activada por dsRNA 
inhibe la traducción, lo que altera la síntesis de proteínas virales. ISG15 modifica las proteínas 
recién sintetizadas (la mayoría de ellas son proteínas virales) formando un complejo con HERC5. 
La viperina altera la gemación viral al interrumpir las balsas de lípidos. Tomado de [74]. 

 

 Por otro lado, el epitelio respiratorio participa en la separación física de una amplia gama de 

antígenos, contaminantes y agentes infecciosos presentes en el espacio aéreo de los pulmones del 

interior del hospedero. Las células epiteliales respiratorias también funcionan como un sensor de agentes 

infecciosos para iniciar respuestas inflamatorias junto con la muerte celular por infección [78]. Varios 

patógenos causan principalmente tres vías de muerte celular programada: apoptosis, necroptosis y 

piroptosis [74]. Durante mucho tiempo, la capacidad de inducir la muerte celular de un virus se interpretó 
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como la medida de su potencial patógeno, sin embargo, su propagación depende completamente del entorno 

intracelular de las células huésped [72, 79]. A nivel celular, la generación de muerte celular inmediata, en 

respuesta a la infección, bloquea la propagación del virus y, por lo tanto, protege al resto de la población 

celular cercana de una carga viral en aumento. Este resultado se comprueba con la codificación de proteínas 

virales “anti-muerte” en algunos tipos de virus, mientras que otros interactúan con proteinas asociadas a la 

apoptosis para ejercer su efecto. Sin embargo, si la relación entre la muerte celular y la infección por el virus 

se examina a nivel de organismo, la respuesta a la pregunta es más compleja, ya que los virus presentan 

diferentes tropismos tisulares y diversas estrategias para infectar y replicar. En general, la interacción de tres 

factores clave: tiempo, capacidad inmunogénica y especificidad tisular pueden determinar el resultado final 

de la muerte celular en la infección por virus [80]. 

Hay que considerar que si bien la respuesta inune innata juega un papel importante en la respuesta frente 

a la infección por IAV, muchas de las respuestas celulares pueden evadirse por proteínas específicas del 

virus. Por ejemplo, la proteína NS1 del virus es una proteína de unión a ARN que previene la activación de 

sensores de ARN viral citoplásmico RIG-I, durante el proceso de replicación activa del virus. Esta última 

proteína reconoce los ARN virales de influenza en el extremo 5'-trifosfato y la estructura de ARN bicatenario 

adyacente formada por los extremos 5 'y 3' de los ARN virales que se requieren para la replicación del ARN 

viral y transcripción. Una vez que RIG-I se activa por el reconocimiento de la estructura del ARN del virus, 

expone su dominio N-terminal reclutador de caspasas (CARD) para que éste sea poliubiquitinado por las 

ligasas de ubiquitina ”Tripartite Motif Protein Family (TRIM25)” y/o RIPLET, tras lo cual se oligomeriza y se 

asocia con la proteína de seńalización antiviral mitocondrial (MAVS), formando un complejo de 

seńalización que activa al factor regulatorio de interferón 3 (IRF3) y NFB, factores de transcripción 

necesarios para la transcripción del interferón en el núcleo celular [81]. Además, la proteína NS1 es capaz 

de inhibir esta cascada de seńalización antiviral interactuando directamente con RIG-I e inactivándolo. NS1 

también puede prevenir la síntesis y el procesamiento del ARNm del hospedero. Otras proteínas del virus de 

la influenza pueden inhibir la respuesta antiviral mediada por interferón. PB1-F2, una proteína viral no 

estructural, generada a partir de un marco de lectura abierto alternativo presente en el segmento viral de 

PB1. Esta proteína ejerce un papel en la mediación de la respuesta inmune del hospedador similar al de la 

proteína NS1 como antagonista del INF, potenciando las coinfecciones bacterianas [81] . PB1-F2 interfiere 

con el complejo RIG-I/MAVS, inhibiendo la activación del factor regulador del interferón IRF-3, lo que 

inhabilita la respuesta innata conducida por las proteínas de la familia del INF tipo I del hospedero. Esto se 

relaciona de manera directa con un aumento en la infiltración por neutrófilos y macrófagos en las vías 
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aéreas, aumentando la mortalidad y patogenia de las neumonías bacterianas secundarias a infecciones 

por el virus de influenza A. Por último, esta proteína ha demostrado tener un papel regulador de la 

apoptosis de la célula hospedero, permeabilizando la membrana mitocondrial y provocando la liberación 

de citocromo C [77] hacia el citosol, e iniciando la cascada proapoptótica mediada por las caspasas. PB2, 

es una proteína que forma parte de la polimerasa viral. PA-x, una proteína viral que resulta del 

desplazamiento del marco de lectura del ARNm de la ARN polimerasa viral PA, degradando ARNm del 

hospedero generados por la ARN polimerasa II, en virtud de su actividad ARN endonucleasa [82, 83].  

Todos estos mecanismos de evasión del virus permiten conocer las estrategias por las que IAV logra 

su replicación de manera eficiente, así como la respuesta celular e innata pudiera contender con la 

infección. 

 

I.2.5 RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA FRENTE A INFLUENZA. 
 
Las respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas resultan clave en la protección del 

hospedero ante la infección por el virus de la influenza. Tras el reconocimiento de los antígenos virales y 

la interacción con las células T CD4+ afines, las células B “naive” se activan. En general, la respuesta de 

anticuerpos derivados de la inmunidad adaptativa a la infección por el virus de la influenza es 

relativamente amplia y de larga duración.  

Por su parte, la respuesta inmune mediada por anticuerpos se induce de manera rápida y conlleva la 

formación de anticuerpos neutralizantes que reducen la replicación y diseminación del virus tanto a nivel 

local en la mucosa del tracto respiratorio superior y del tejido pulmonar en el tejido linfoide asociado a los 

bronquios, como a nivel sistémico en los ganglios linfáticos que drenan la infección, desde donde migran 

hacia los centros germinales de los nódulos linfáticos.  

La interacción de los linfocitos B con los linfocitos T CD4+ activados y con células dendríticas, en los 

nódulos linfáticos, promueve la diferenciación de los linfocitos B a células plasmáticas secretoras de 

anticuerpos y células B de memoria. Éstos serán altamente específicos frente a esa cepa viral y 

protegerán al individuo en el caso de reinfección por una cepa homóloga, sin embargo, debido a la alta 

tasa de mutaciones que sufre el virus de la influenza, esta inmunidad mediada por anticuerpos deja de 

ser específica en caso de infección por una cepa mutada, aunque sí se mantiene protección parcial 

gracias a la reactividad e inmunidad cruzada de los anticuerpos neutralizantes frente a regiones 

conservadas de la HA. Durante la última pandemia en el ańo 2009 por la cepa A(H1N1)pmd09 la morbi-

mortalidad en los ancianos fue inesperadamente baja, y estudios serológicos realizados en personas 
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nacidas antes de la década de 1970 mostraron que estos individuos estaban parcialmente protegidos por 

reactividad cruzada de los anticuerpos frente a una cepa H1N1 previamente circulante [52].  

En la infección por el virus de la influenza, se requiere la ayuda de las células T CD4+ para el cambio de 

clase de isotipo y para la activación de las células T CD8+. Es muy bien conocido, como las células T CD8+ 

se activan y van a desempeñar un papel efector en la respuesta citotóxica para la erradicación del virus de 

la influenza. Los componentes antigénicos destacados son el NP, la proteína de matriz M1 y las polimerasas 

virales. De particular interés es el hecho de que las células infectadas exhiben péptidos virales de 8-12 

aminoácidos de longitud que se unen a glucoproteínas de clase I del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC; codificado por los genes HLA), estos péptidos forman un complejo antigénico al 

unirse a los receptores TCR localizados en la membranas de las células CTL. Estos péptidos generalmente 

se derivan de componentes dentro del virus que están menos sujetos a la deriva antigénica seleccionada por 

anticuerpos y, por lo tanto, están más conservados en distintas cepas y subtipos del virus de la influenza. 

Este reconocimiento facilita la eliminación de las células infectadas y evitando su propagación hacia otros 

tipos celulares. 

 

I.3 TGF-1 E INFLUENZA. 
 
Como ya se mencionó previamente, mediante 4 estrategias importantes los virus pueden modificar la 

señalización del TGF-1, así como de otros factores de crecimiento, favoreciendo su ciclo replicativo y 

perpetuidad (ver Figura 4).  

Una de las causas del desarrollo de la gravedad en la enfermedad causada por influenza es la 

hipercitocinemia en pacientes infectados por el virus de la influenza A y que puede estar asociada con la 

mortalidad por la infección. A ese respecto, se ha sugerido que uno de los principales mecanismos 

patogénicos atribuidos a la infección por IAV es su capacidad para desencadenar lo que se ha denominado 

una "tormenta de citocinas" [84]. En este contexto, se encontraron niveles bajos de IFN- y TGF-1 en 

mujeres embarazadas con infección severa por influenza A (H1N1) pdm09 [85]. Por otro lado, otro estudio 

mostró que los niveles séricos de TGF-1 son diferentes entre controles sanos, pacientes con influenza A 

(H1N1) pdm09 y pacientes con otras causas de neumonía adquirida. En ese sentido, los niveles de TGF-1 

se correlacionaron negativamente con la etapa clínica SOFA (“Sequential Organ Failure Assessment”) al 

ingreso en pacientes con influenza A (H1N1), sugiriendo que los niveles de TGF-1 son una herramienta útil 

para diferenciar la influenza A (H1N1) pdm09 de otras causas de neumonía que progresa a sepsis. Estos 
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niveles bajos y anormales de TGF-1 también se observaron cuando se analizaron muestras tomadas 96 

horas después de la admisión, indicando que existe una correlación negativa entre los niveles de TGF-1 

y el puntaje clínico SOFA al ingreso en pacientes con influenza A (H1N1) pdm09 [86]. 

De forma previa, Schultz-Cherry, et al., evidenciaron que la concentración de TGF-1 activo en suero 

de ratones a las 24 horas post-infección se incrementaba como consecuencia de su activación por la 

neuraminidasa viral (NA). Además relacionaron el aumento de los niveles de TGF-1 activo con la 

inducción apoptosis en la línea celular MDCK a través de ensayos de fragmentación de ADN en geles de 

agarosa, sugiriendo su papel potencial en la patogénesis [87]. Trabajos posteriores de este grupo 

mostraron que la administración exógena de TGF-1 a través de un vector de adenovirus de replicación 

deficiente proporciona protección contra la patogénesis de la influenza H5N1 y, por el contrario, la 

neutralización de TGF-β1 durante la infección resultó en incremento en la infección viral. En este mismo 

trabajo, observaron que varios subtipos del virus de la influenza A (H1N1, H1N2, H3N2, H5N9, H6N1 y 

H7N3) indujeron la activación de TGF-1, excepto las cepas altamente patógenas H5N1 tanto in vitro 

como en in vivo. Por su parte, la adición exógena de TGF-β1 a ratones infectados con el virus de la 

influenza H5N1 retrasó la mortalidad y redujo los títulos virales, mientras que la neutralización de TGF-β1 

durante la infección por H5N1 y la pandemia de H1N1 2009 aumentó la morbilidad. Estos datos en 

conjunto muestran que TGF-β1 parece desempeñar un papel muy activo en la protección del hospedero 

de la patogénesis de la influenza [88]. 

Por otro lado, el asma es un factor de riesgo en pacientes que se infectan con influenza, donde el 

TGF-1 puede jugar un papel en el desarrollo de lesión, remodelación y desarrollo de fibrosis pulmonar. 

Furuya, et al,  empleando un modelo murino de asma, observó que los ratones asmáticos presentaron 

resistencia al desarrollo de la tormenta de citocinas y, por lo tanto, a la consecuente citotoxicidad en las 

vías respiratorias ante la infección viral. Por su parte, los lisados pulmonares de estos ratones mostraron 

concentraciones de TGF-β1 significativamente elevados, sin embargo no mostraron cambios significativos 

en los titulos virales a diferentes tiempos post-infección, pero sí entre ratones infectados control y ratones 

asmáticos e infectados [89].  

 Hay que considerar que la activación de los receptores para PAMPs son importantes para montar 

una respuesta inmune innata antiviral, generando la activación de los factores IRF3 e URF7 que a su vez 

favorecerán la síntesis de Interferones. Sin la activación de la señalización antiviral innata, IRF3 reside 

principalmente en el citosol y no está asociado con Smad3. Tras la activación del RLR por el ARN del 

virus, IRF3 se fosforila formando un dímero que se transloca al núcleo para activar la transcripción de los 
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promotores que contienen IRE (Elementos de Respuesta Interferones). Algunos IRF3 activados atenúan la 

señalización de TGF-β1 mediante mecanismo basado en la similitud estructural de su dominio de 

transactivación con el dominio Smad3 MH2, evitando así su asociación con TβRI y atenuando la activación 

de Smad3 inducida por TGF-β1. En el núcleo, el IRF3 activado compite con los correguladores de Smad3/4, 

interrumpiendo así la formación de complejos funcionales de Smad y su unión a los promotores que 

responden a Smad y las respuestas asociadas a esta citocina [64, 90].  

Finalmente, en el plano fisiológico, el TGF-β1 parece desempeñar un papel muy importante en la 

homeostasis de las mucosas, previniendo respuestas inflamatorias perjudiciales. Al parecer TGF-β1 sirve 

como un mecanismo de acoplamiento de las células a su entorno, de forma tal que las células tienen 

plasticidad para responder apropiadamente a los cambios en el medio ambiente. Sin embargo, en el contexto 

de la infección por el virus de influenza, TGF-β1 podría participar no solo en los mecanismos de control de la 

respuesta inflamatoria, sino que podría alterar varios de los niveles de control de la homeostasis pulmonar, 

de manera tal, que esta pérdida de control podría favorecer una respuesta inflamatoria severa, con 

consecuencias respiratorias en el paciente. En su conjunto, esta información sugiere que TGF-β1 podría jugar 

un papel importante en la inmunopatología asociada a la infección por el virus de influenza, ya que los virus 

pueden, de manera indirecta, modificar la señalización asociada a  TGF-β1, cambiando la respuesta celular 

e inmunológica del hospedero. 
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II. JUSTIFICACIÓN. 
 
Actualmente la infección por influenza representa un serio problema de salud, tanto a nivel nacional 

como mundial. Una de las prioridades de la Organización Mundial de la Salud, es el desarrollo de un 

tratamiento eficiente en contra de diversos virus respiratorios, entre ellos para la infección por el virus de 

influenza (IAV). Asimismo, resulta crítico el reconocimiento de que un alto porcentaje de los procesos 

clínicos y patológicos ocasionados por esta infección viral ocurre como consecuencia de la respuesta 

inflamatoria exagerada no controlada. Por lo cual, es importante la caracterización de los eventos 

intracelulares inducidos durante la infección viral, la replicación viral y la inducción de procesos 

inflamatorios, así como conocer el patrón de síntesis de las proteínas en respuesta a diferentes estímulos. 

Por ello, el estudio integral de la respuesta inmune podría permitir el diseño de estrategias terapéuticas 

para combatir la infección y la inmunopatología asociada a la infección por este virus.  

En este contexto, se ha identificado la presencia de diversas citocinas que pueden participar en la 

respuesta frente a la infección por IAV, siendo TGF-β1 una citocina multifuncional con importantes 

funciones de regulación inmunitaria y con implicación directa durante la infección viral.  

Durante la infección por IAV, las células epiteliales son las primeras en generar una respuesta de 

defensa, siendo TGF-β1 una de las citocinas cuya expresión y síntesis se incrementa en el epitelio de las 

vías respiratorias después de la infección por IAV. Sumado a esto, parece que IAV ha evolucionado para 

alterar las acciones inmunoreguladoras del TGF-β1  

Toda vez que se desconoce con exactitud la participación del TGF-β1 en la resistencia antiviral y la 

tolerancia frente a la infección por IAV, los resultados obtenidos durante el presente proyecto aportarán 

información valiosa en los mecanismos moleculares asociados a la inmunopatología inducida durante la 

infección viral en modelos in vitro y que se encuentra asociada a la participación de TGF-β1 en la infección 

viral. Por ello, el presente trabajo, tiene como finalidad la disección molecular de los componentes 

asociados a la señalización por TGF-β1, dentro del contexto inmunológico y de los eventos de muerte 

celular, inducción de citocinas inflamatorias como IL-1 y de señalización, que permitan revelar proteínas 

que se encuentren asociadas a la inmunopatología asociada a la infección por IAV. Esta información 

contribuirá al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para un control eficiente de la morbilidad por 

influenza. 
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III. HIPOTESIS 
La activación por TGF-β1 de la vía de Smad, inhibe la respuesta celular asociada a la infección in vitro 

por el virus de Influenza A H1N1 en células A549. 

 

IV. OBJETIVOS 

IV.1 OBJETIVO GENERAL. 
 
Caracterizar los eventos celulares asociados a la estimulación con TGF-β1 generados por la infección in 

vitro con IAV H1N1(New Caledonia/99). 

  

IV.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
 

1. Implementar el sistema infección in vitro en células A549 por el virus de influenza A H1N1(New 

Caledonia/99). 

2. Evaluar la apoptosis inducida por la infección viral y la estimulación con TGF-β1. 

3. Evaluar el efecto de TGF-β1 sobre la replicación del IAV H1N1(New Caledonia/99). 

4. Evaluar el efecto TGF-β1 en la secreción de IL-1β. 

5. Evaluar la activación y regulación de la vía canónica para TGF-β1 en la infección de células A549 

con y sin estimulación con TGF-β1. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

V.1 CULTIVOS CELULARES. 
 
Se utilizó la línea celular MDCK (ATCC CCL-34) como modelo de células adherentes para la titulación 

viral y la línea A549 (ATCC CCL-185) como modelo de infección en epitelio bronquial. Estas líneas se 

cultivaron en medio Modified Eagle´s (MEM) y Dubelcco´s Modified Eagle´s F-12 (DMEM F-12), 

respectivamente, suplementados con 10% de SFB (Biomeda) y antibiótico al 1%. Para la crio-

preservación de las líneas celulares se añadió 5% de DMSO (MP Biomedicals) al SFB y se mantuvieron 

en congelación bajo N2 líquido. El número y la viabilidad celular se determinó por la técnica de exclusión 

de azul trípano. Los pases de continuidad de las líneas se llevaron a cabo utilizando la solución TrypLE 

Express (GIBCO 12604) añadiendo la solución directamente a la caja de cultivo y manteniéndola durante 

10 minutos a 37 ºC y 5% de CO2. Al término de este tiempo, se añadió medio de cultivo suplementado 

con SFB y las células se centrifugaron a 1200 rpm, se lavaron con PBS estéril y se contabilizaron para 

los ensayos correspondientes o se diluyeron para su crecimiento y uso posterior. 

 

V.2 PREPARACIÓN DE STOCK VIRAL Y TITULACIÓN EN CÉLULAS MDCK. 
 
Los ensayos de infección se llevaron a cabo utilizando el virus IAV H1N1 (New Caledonia/99), donado 

por el Dr. Pavel Isa del laboratorio del Dr. Carlos Arias del Instituto de Biotecnología de la UNAM. La 

titulación viral se determinó mediante el ensayo de formación de placas en monocapa confluente de 

células MDCK en cajas de 6 pozos. De manera resumida, se agregaron diluciones seriadas del lote de 

virus, en medio MEM sin SFB, y se incubaron por una hora a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2. 

Posteriormente se agregó medio MEM (1X) con agarosa al 0.65%, antibiótico al 1% y tripsina TPCK (2 

µg/ml) (Sigma-Aldrich Co.). Las placas se incubaron en posición invertida durante 48 horas a 37°C y 5% 

de CO2. Finalmente, las placas se fijaron con formaldehido al 10% por dos horas y se visualizaron por 

tinción con cristal violeta al 10%. El título viral se determinó por la cuenta de placas líticas y se expresó 

como unidades formadoras de placas (pfu/ml). 

 

V.3 PURIFICACIÓN DE VIRUS.   
 
El sobrenadante de células MDCK infectadas se colocó cuidadosamente sobre un colchón de 3 ml de 

sacarosa al 30% en buffer NTE (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH=7.4, 1 mM EDTA), y se centrifugó 
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durante dos horas y media a 4°C a 25,000 rpm. Posterior a ello, se desechó el sobrenadante y el pellet 

resultante se resuspendió en 700 µl de buffer NTE [91]. 

El virus concentrado se purificó en un gradiente de sacarosa de 30-60% y centrifugó a 32,000 rpm durante 

3 horas a 4 °C. Finalmente la banda opalescente correspondiente al virus, localizada entre el 30 y 40% de 

sacarosa, se recolectó cuidadosamente y se añadió buffer NTE para centrifugar a 40,000 rpm durante 2 

horas a 4°C. Finalmente, el pellet se resuspendió en 1 ml de buffer NTE y se cuantificó por ensayo en placa. 

 

V.4 TINCIÓN PARA ANÁLISIS POR MICROSCOPIA. 
 
Para verificar la capacidad infectiva del virus purificado en células A549, se realizó un análisis por 

microscopia para la proteína NS1 del virus. Para ello, se sembraron celulas A549 sobre cbreobjetos 

colocados en cajas de 12 pozos. Al llegar a confluencia, las células se trataron con las condiciones 

anteriormente mencionadas, y se recolectaron 24 horas post-infección. Posteriormente, las células se 

lavaron con PBS 1X estéril, se fijaron con metanol/acetona (1:1) y se mantuvieron a -20°C toda la noche. Al 

día siguiente, la mezcla metanol/acetona se eliminó y las muestras se secaron a temperatura ambiente por 

2 horas. Al término de este tiempo, se añadió PBS para rehidratar las células, manteniendo las muestras en 

una cámara húmeda. Las células se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.5% en una cámara húmeda 

durante 5 minutos, se lavaron y se bloquearon con suero humano al 7%, BSA al 2% y EDTA 2mM en PBS, 

durante 45 min. Se lavaron y se incubaron con el primer anticuerpo NS1 viral vC-20 (goat IgG NS-23-1 clone, 

Santa Cruz Biotech.), a una concentración de 200 ng/mL durante 45 min. Al término de este tiempo, se realizó 

un lavado con PBS estéril y se incubó con el anticuerpo goat-FITC (Jackson Immuno research) a una 

concentración de 2.5 µg/mL durante 45 min. Posteriomente, las células se lavaron y se incubaron con 300 

nM DAPI por 5 minutos. Finalmente las muestran se fijaron con glicerol al 10% en PBS, sobre un vidrio 

portaobjetos y se sellaron perfectamente. Las muestras se observaron en un microscopio de fluorescencia 

(Apotome Zeiss Axiovert 200 M) a las longitudes de onda correspondientes para la identificación con DAPI 

(461 nm) y FITC (520 nm). Las imágenes se obtuvieron utilizando Axiocam MRM y el software Axiovision 3.1 

(Carl Zeiss, Inc.). 
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V.5  INFECCIÓN VIRAL Y ESTIMULACIÓN CON TGF-1. 

 
Se sembraron células A549 a confluencia en placas de 6 pozos y se incubaron en medio DMEM/F12 

sin SFB durante 2 horas. Al término de este tiempo, las células recibieron diferentes condiciones de 

tratamiento.  

 Se estudiaron diferentes condiciones de tratamiento de infección y de estimulación con TGF-β1, 

las cuales fueron: células control, células estimuladas con TGF-β1, células infectadas con IAV, células 

estimuladas con TGF-β1 como tratamiento de pre-incubación e infectadas y células infectadas con IAV y, 

posteriormente, tratadas con TGF-β1.  

Los tratamientos mencionados se realizaron después del tiempo de incubación con medio DMEM/F12 

y se describen a continuación:  

Células control (sin tratamiento):  las cuales se mantuvieron en medio DEM/F12 sin SFB durante 

una hora, células con TGF-β1: la estimulación con TGF-β1 se realizó al incubar las células con 5 ng/ ml 

de esta citocina durante 1 hora a 37ºC. Al término de este tiempo, las células se lavaron con solución de 

PBS y se añadió medio DMEM/F12 fresco, antibiótico y sin SFB. 

Células infectadas con IAV: las células se infectaron a una multiplicidad de infección de 10 MOI 

durante 1 hora a 37ºC y después de este tiempo, las células se lavaron con solución salina PBS y 

finalmente se añadió el medio de cultivo DMEM/F12 sin SFB, antibiótico y 2ng/ml de tripsina TPCK. 

Células pre-estimuladas con TGF-β1: las células se estimularon con TGF-β1 (5 ng/ml) por una hora, 

se lavaron con solución salina PBS, se adicionó medio DMEM/F12 y se infectaron a una multiplicidad de 

10 durante 1 hora más a 37ºC. Al término de este tiempo las células se lavaron con solución PBS y se 

adicionó medio de cultivo DMEM/F12 sin SFB, antibiótico y 2ng/ml de tripsina TPCK. 

Células infectadas y estimulas con TGF-β1: las células se infectaron a una multiplicidad de 10 y se 

incubaron durante 1 hora, al término de este tiempo, se lavaron con solución salina PBS, se adicionó 

medio DMEM/F12 y se estimularon con TGF-β1 (5 ng/ml) por una hora adicional a 37ºC. Al término de 

este tiempo las células se lavaron con solución PBS y se adicionó medio de cultivo DMEM/F12 sin SFB, 

antibiótico y 2ng/ml de tripsina TPCK. 

 Se recolectaron los sobrenadantes de cultivo para su evaluación por ensayos de ELISA a las 24 

horas post-infección y se almacenaron a -20ºC hasta su análisis. A diferentes tiempos post-infección las 

células se lavaron con solución PBS y se lisaron para su análisis por inmunodetección. 
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V.6  ANÁLISIS POR WESTERN BLOT. 
 
  Para el análisis de inmunodetección por western blot y el microarreglo de proteínas apoptóticas, la 

fracción proteina se obtuvo a 4ºC, utilizando el buffer de lisis RIPA (25 mM Tris/HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 

10% glycerol, 0.1% SDS, 0.5% deoxicolato de sodio, 1% IgePal, 2 mM EDTA, 2mM EGTA, pH 8.0, 

complementado con los inhibidores de proteasas Mini-complete e inhibidores de fosfatasas Phospho-stop 

(Roche)). Los sobrenadantes se centrifugaron a 13,000 rpm y se almacenaron a -20ºC hasta su uso. 

Se cuantificó la concentración de proteína mediante ensayos de Bradford (Bio Rad). Se utilizó la 

concentración de 25 g de proteína por cada tratamiento para el estudio de inmunodetección de proteinas 

de señalización mediante Western blot. 

Brevemente, el análisis por SDS-PAGE se realizó utilizando el método de Laemmli [92, 93], en geles de 

poliacrilamida a diferentes porcentajes y empleando una cámara Miniprotean 3 Cell (Bio Rad). El volumen 

correspondiente a 25 µg de proteína fue desnaturalizado en “sample buffer” 2X (0.5 M Tris -HCl pH 6.8, 

glicerol al 4%, SDS 10%, azul de bromofenol 0.5% w/v y 0.05% β-mercaptoetanol), se calentaron por 5 min 

a 95 ºC en un baño seco (Barnstead/Termolyne). Las muestras se corrieron en los geles de poliacrilamida 

por una hora a 40 mA y 200 V utilizando la fuente de poder EPS 301 (Amershan Pharmacia Biotech). Seguido 

a esto, las proteínas contenidas en el gel se transfirieron a membrana de nitrocelulosa de 0.2m (BIO-RAD), 

en las condiciones recomendadas por el proveedor. A continuación, la membrana de nitrocelulosa se incubó 

por dos horas con el buffer de bloqueo (TBS: Tris, 0.07% Tween20, 5% w/v leche descremada) ó con una 

solución de BSA (BSA al 1% en TBS/Tween 0.05%). Posteriormente, se realizaron tres lavados de 5 minutos 

cada uno con TBS/Tween20 (0.05%) y las membranas se incubaron durante toda la noche a 4 ºC, con los 

diferentes anticuerpos primarios en solución de TBS/ Tween20 (0.05%). Se utilizaron los anticuerpos de 

SMAD-7 (goat IgG clona N-19, Santa Cruz Biotech.), SMAD 2/3 (goat IgG clona N-19, Santa Cruz Biotech.), 

phospho-SMAD 2/3 (rabbit IgG Ser 423/425, Santa Cruz Biotech.), anti-M1viral (mouse HB-64, ATCC), 

proteína NS1 viral vC-20 (goat IgG NS-23-1 clone, Santa Cruz Biotech.), caspasa-1 (rabbit IgG 178280, 

Abcam), TβRI (rabbit IgG clona RM0016-3A11, Santa Cruz Biotech.), TβRII (mouse IgG clona C-4, Santa 

Cruz Biotech.) y β-actina (goat IgG clona C-4, Santa Cruz Biotech.).   

Después de la incubación del anticuerpo primario, las membranas se lavaron con la solución 

TBS/Tween20 (0.05%) tres veces durante cinco minutos cada uno y a continuación se incubaron por 1 hr 

con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a peroxidasa de rábano (HRP), (Jackson 

ImmunoResearch). Finalmente, las membranas se incubaron por 1 min con el reactivo Western lightning 

chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer) y la imagen de quimioluminiscencia fue obtenida en una 
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cámara ChemiDoc XRS (BIORAD). Los análisis densitométricos se realizaron con el software Quantity 

One v.4.5.1 (Bio Rad), empleando la misma área en mm2 para la comparación de pixeles. 

 

V.7 MICROARREGLO DE INMUNODETECCIÓN DE PROTEÍNAS RELACIONADAS A APOPTOSIS. 
 
 Los lisados de proteína de los diferentes tratamientos se utilizaron para evaluar la abundancia 

relativa de 35 proteínas relacionadas con el proceso de apoptosis, utilizando el kit Human Apoptosis array 

kit  (R&D Systems, Cat. Num. ARY009). Cada panel de apoptosis de este kit, se incubó con 25 g de 

proteína de los tratamientos anteriormente mencionados, siguiendo las instrucciones del proveedor. 

Finalmente, las membranas se incubaron por 1 min con el reactivo Western lightning chemiluminescence 

Reagent Plus (Perkin Elmer) y la imagen de quimioluminiscencia fue obtenida en una cámara ChemiDoc 

XRS (Bio Rad). Los análisis densitométricos se realizaron con el software Quantity One v.4.5.1 (Bio Rad), 

empleando la misma área en mm2 para la comparación de pixeles correspondiente a cada par de puntos 

de señales. En la Figura 9, se muestra la información sobre del panel de apoptosis indicando la 

localización de los puntos control y las coordenadas de cada cada proteína de estudio en el panel de 

apoptosis (Figura 9a), así como la correspondencia a la proteína apoptotica a identificar por 

inmunodetección (Figura 9b). El análisis comparativo individual y el mapa (heat map) entre proteínas 

relacionas con la apoptosis se realizó utilizando el software Prism v.8.0 (GraphPad).  

a) b) 
 

 
FIGURA 9. PANEL DE APOPTOSIS R&D SYSTEMS.  

a) Información sobre la localización de los puntos control y las coordenadas correspondientes a cada 
proteínas de estudio en el panel de apoptosis. b) Proteínas apoptoticas localizadas en el panel de 
apoptosis para identificar por inmunodetección. (Tomado del proveedor de R&D Systems, cat. ARY009). 
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V.8 ANÁLISIS DE APOPTOSIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO. 
 
Para la determinación de la muerte celular inducida por la infección por el virus y el efecto del tratamiento 

de TGF-β1 sobre la infección por el virus de influenza, se analizaron mediante citometria de flujo los diferentes 

tratamientos anteriormente mencionados utilizando la tinción con YOPRO-1 [94]. Para el análisis de células 

con virus inactivado (iIAV), el virus purificado fue tratado con psoralen a una concentración de 40 g/ml y 

una longitud de onda de 260 nm durante 15 min; este virus inactivado se incubó con células A549  tal cuál 

se especifica para células infectadas en la sección V.5. 

Se cosecharon las células A549 a las 24 horas post-infección mediante el siguiente protocolo: las células 

adherentes se lavaron 3 veces con PBS y se despegaron cuidadosamente utilizando la solución de Versene 

frío (PBS 1X, EDTA 2 mM), se centrifugaron y se lavaron nuevamente con PBS. Posteriormente, se incubaron 

con 50nM YOPRO-1 (Molecular probes, Invitrogen) a temperatura ambiente y protegido de la luz durante 30 

minutos y se dispuso a comenzar el análisis por citometria. Al momento de la lectura en el citometro se 

añadió una concentración final de 30 ng/ml de Ioduro de Propidio (IP) (Molecular probes, Invitrogen) y las 

muestras se analizaron en un citómetro FACS Calibur BD (longitud de emisión de 488nm), con el software 

CellQuest v.3 (Becton Dickinson). Para compensar las fluorescencias de cada fluoróforo, se analizaron por 

separado a células que se incubaron únicamente para Yo-Pro e IP. Se consideraron células en apoptosis 

aquéllas que fueron doble positivas (Yo-Pro+/IP+) [94]. Con el fin de confirmar los resultados, se realizaron 

tres ensayos independientes, donde en cada caso se evaluaron al menos 10,000 eventos por ensayo.  

 

V.9 CUANTIFICACIÓN DE CITOCINAS INFLAMATORIAS MEDIANTE EL ANÁLISIS DE ELISA. 
 
Los sobrenadantes de las células tratadas bajo las diferentes condiciones ya mencionadas, se fijaron en 

placas de 96 pozos de alta unión utilizando una solución de bicarbonato de sodio 1 mM durante toda la noche 

a una dilución 1:1 a 4°C. Al día siguiente, las placas se mantuvieron a temperatura ambiente, se lavaron con 

PBS y se bloqueraon con leche descremada al 5% por 2 horas. Después, se incubaron con los anticuerpos 

correspondientes a TGF-1 (Preprotech), IL-1 (Preprotech) y TNF-α (Preprotech) por 2 horas. Se incubó 

durante 1 hora con el anticuerpo secundario de inmunoglobulina conjugada con peroxidasa de rábano 

(Jackson ImmunoResearch). Para finalizar, las placas se analizaron a 405 nm con solución ABTS (Sigma). 
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V.10  CUANTIFICACIÓN DE FOCOS INFECTIVOS. 
 
Se sembraron cajas de 96 pozos con células A549 y se les dio tratamientos de infección y con TGF-

1 (Preprotech) antes y después de la infección. Al término de los tratamientos, se recolectaron los 

sobrendantes a las 24 y 48 hs post-infección y se almacenaron a -70ºC hasta su uso. Por otro lado, se 

sembraron células MDCK y se trataron con los sobrenadantes obtenidos de células A549 por duplicado 

en placas de 96 pozos. Después de 1 h de incubación, se eliminó el inóculo y las células se lavaron dos 

veces con PBS y se suplementaron con medio de crecimiento sin FBS. A las 16 post-infección, las células 

se fijaron con acetona al 80% en PBS y se añadió un anticuerpo anti-M1viral (mouse HB-64, ATCC) y se 

incubaron durante una hora a 37 ºC. Las células se lavaron con PBS y se incubaron durante una hora a 

37 ºC con un anticuerpo IgG anti-conejo de cabra acoplado a peroxidasa de rábano (Jackson 

ImmunoResearch). Los complejos inmunes se detectaron mediante tinción con 3-amina-9-etil carbazol 

(Sigma Aldrich) en tampón acetato 1 M. Se contaron las células teñidas (foco) y se informaron los títulos 

virales como unidades formadoras de foco por ml (ffu/ml). 

 

V.11 ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
Se utilizó estadística descriptiva, con media y desviación estándar. Todas las pruebas experimentales 

se llevaron a cabo en ensayos independientes duplicados o triplicados. Las diferencias significativas se 

determinaron usando la prueba t de Student y considerando un valor de p<0.05 y p<0.001. Se utilizó el 

software Prism v8.0 (GraphPad Inc.). 
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VI. RESULTADOS. 
 

VI.1 OBTENCIÓN, PURIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DEL STOCK VIRAL. 
 
Para la obtención del stock viral de la cepa de IAV H1N1, el virus se expandió mediante la infección de 

células MDCK en medio MEM libre de suero y se recolectó a las 40 horas post-infección. El sobrenadante 

se recuperó y se centrifugó a 1200 rpm para la eliminación de debris celulares. Se determinó el título viral 

mediante ensayos de formación de placas líticas en células MDCK en confluencia. El titulo viral se obtuvo 

contando el número de placas, considerando cada placa lítica como una unidad formadora de placa (pfu). 

En este sentido, el lote de medio MEM con virus tuvo un título de 5x106 pfu/ml. 

Debido a que la capacidad infectiva del stock viral obtenido en células MDCK no era alta, requerimos 

generar otro stock viral con mayor capacidad infectiva, para lo cual purificamos el virus utilizando un gradiente 

de sacarosa. Este procedimiento consistió inicialmente en concentrar el virus mediante un colchón de 

sacarosa. A continuación, el pellet obtenido se resuspendió, se colocó sobre un gradiente de sacarosa (30-

60%) y se centrifugó a 32,000 rpm [91]. Finalmente, las bandas opalescentes obtenidas se rescataron para 

su cuantificación y análisis posteriores. En la Figura 10 se muestran las bandas opalescentes recuperadas y 

analizadas, durante el procedimiento de purificación. 

 

 

FIGURA 10. PURIFICACIÓN VIRUS INFLUENZA A H1N1.  
Mediante un gradiente de sacarosa, se purificó y concentró el virus de influenza A H1N1 

expandido en células MDCK en medio de cultivo libre de SFB. El gradiente se obtuvo mediante 
centrifugación a 32,000 rpm durante 3 horas. Al término de este proceso, se observaron las bandas 
opalescentes al iluminar con luz blanca en la parte superior del tubo en un cuarto oscuro. Se 
extrajeron las bandas obtenidas mediante punción del tubo y se lavaron para su posterior análisis 
de infección. Las flechas muestran las bandas opalescentes en el gradiente. 
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El título del stock viral se determinó mediante ensayos de placa lítica en células MDCK, las bandas 

opalescentes que se obtuvieron en el gradiente de sacarosa correspondientes a los porcentajes de 

sacarosa entre el 30 y 40%. En la Figura 11, se puede observar el ensayo de placa lítica del virus 

recuperado, el cual mostró un claro perfil de formación de placas, mostrando un título de 9.7 x 108 pfu/ml, 

lo cual corresponde a un incremento en 100 veces de la preparación inicial del virus obtenido en células 

MDCK. 

 

 

FIGURA 11. ENSAYO DE PLACAS LÍTICAS EN CÉLULAS MDCK.  
Cuantificación de IAV mediante la formación de placas líticas en la línea celular MDCK. 

 

Adicionalmente al ensayo de placa lítica, se verificó la presencia de las proteínas virales mediante 

geles desnaturalizantes de acrilamida. Para ello se realizaron geles al 10 y 12% en los cuales se 

visualizaron las diferentes bandas correspondientes a proteínas virales (Figura 12). Hay que recordar que 

9 proteínas virales se encuentran en la partícula vírica, siendo que NS1, PB1-F2 y PA-x se sintetizan 

durante la infección viral. En la Figura 12a podemos observar los pesos moleculares en kDa de las 

proteínas encontradas en la partícula vírica. Como podemos notar, en los incisos b y c) de la Figura 12, 

se obtuvieron bandas correspondientes a los pesos de las proteínas virales (pesos indicados en el inciso 

d). Por lo que, en resumen, la purificación del virus de influenza mediante un gradiente de sacarosa 

incrementó el título viral. 

 

 

 



 43 

 

 

a)                                              b)                                                        c) d) 
 

Proteín
a viral 

PM 
(KDa

) 
PB1 86.5 
PB2 85.7 
PA 82.5 
HA 63.5 
NP 56.2 
NA 49.6 
M1 27.8 
M2 11.3 
NS2 

(NEP) 
14.3 

 

FIGURA 12. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS VIRALES DE VIRUS PURIFICADO POR 

GRADIENTE DE SACAROSA POR ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE.  
Se muestran las imágenes de geles de acrilamida a diferentes porcentajes. a) Imagen tomada de [91].  

para el análisis y comparación de bandas correspondientes a proteínas virales. b) Gel al 10% de 
acrilamida. c) Gel al 12% de acrilamida. d) Tabla que muestra los pesos correspondientes a las proteínas 
del virus presente en la partícula vírica. 

 

 Finalmente, se verificó la capacidad infectiva del virus purificado en células A549 por western blot y 

microscopia de fluorescencia. Se empleó el anticuerpo monoclonal específico para la proteína NS1 de virus 

de Influenza para confirmar la infección de las células A549 por inmunodetección mediante western blot. En 

la Figura 13a se observa la inmunodetección de NS1 correspondiente a una sola banda de 27 kDa. Para 

verificar la capacidad infectiva del virus purificado, se realizó un ensayo de microscopia de fluorescencia para 

detectar la presencia de la proteína NS1 (Figura 13b). Las células fueron infectadas a MOI 10 y se 

recuperaron para su análisis a las 24 hrs post-infección. Asimismo, para contrastar los núcleos celulares se 

empleó DAPI. De esta manera, se observó que la presencia de NS1 en el 60-70% de células analizadas por 

campo. Es notable comentar, que gran parte de las células mostraron una importante fluorescencia para NS1 

en el núcleo celular, mayor incluso que la presente en el citoplasma. 
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a) b) 

 

 

FIGURA 13. INMUNODETECCIÓN DE NS1 POR INFECCIÓN DEL VIRUS DE INFLUENZA EN LA 

LÍNEA CELULAR A549 MEDIANTE WESTERN BLOT Y MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.  
a) Imagen de identificación por western blot de NS1 (27 kDa) en células infectadas y de actina (42 

kDa) en células control e infectadas, b) Imagen representativa microscopia de fluorescencia para la 
inmunodetección de NS1 en células A549. Para analizar por microscopia los núcleos fueron teñidos con 
DAPI y la proteína NS1 utilizando un anticuerpo secundario acoplado al fluoróforo FITC. 

 

VI.2 EFECTO DE TGF-1 SOBRE LA MUERTE CELULAR INDUCIDA POR IAV. 
 
TGF-β1 es una citocina con efectos pleiotrópicos sobre diferentes tipos celulares, siendo uno de estos, 

el efecto pro-apoptótico que ha sido ampliamente caracterizado, sin embargo, los mecanismos parecen 

variar según el modelo celular en estudio. Muchos estudios proponen que la apoptosis inducida por la 

infección del virus influenza participa de manera importante en el daño que ocurre durante la infección 

con el virus influenza, siendo este mecanismo favorable también para su propagación hacia otras células. 

Por ello, se evaluó el impacto de la pre-incubación de TGF-β1 y su efecto sobre la muerte celular 

ocasionada por el virus influenza. Para esto, se determinó el efecto apoptótico de TGF-β1, analizando el 

porcentaje de células positivas para Yo-Pro/ioduro de propidio (Yo-Pro+/IP+). en células infectadas por 

IAV, células tratadas con TGF-β1, y la pre-incubación de TGF-β1 previo a la infección por IAV, mediante 

ensayos de citometría de flujo. Como se puede observar en la Figura 14, la citocina TGF-β1 por si misma, 

indujo la muerte celular de la línea A549 como ya se ha reportado para esta citocina [1]; así también, la 

infección con IAV ocasionó un incremento en la muerte celular dosis dependiente a diferentes MOI de 
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infección. Por otro lado, la pre-incubación con TGF-β1 mostró una reducción en el porcentaje de células Yo-

Pro+/IP+. Como se puede notar, la pre-estimulación con TGF-β1 tanto a 2 como a 5 ng/ml, redujo de manera 

significativa, cerca de 3 veces la inducción de apoptosis en células A549 con respecto a aquéllas que solo 

fueron infectadas con IAV. En la Figura 14, se observan los resultados totales de 3 repeticiones 

independientes de este ensayo, mostrando que hubo una diferencia significativa entre la presencia o 

ausencia del pre-tratamiento con TGF-β1, sobre el efecto apoptótico del virus influenza.  

  

 

FIGURA 14. EFECTO DE TGF-1 EN LA INDUCCIÓN DE APOPTOSIS E INFECCIÓN POR EL 

VIRUS DE INFLUENZA H1N1 MEDIANTE ANÁLISIS EN CITOMETRIA DE FLUJO EN LA LÍNEA 

CELULAR A549.  
Las células A549 se infectaron a diferentes MOIs de virus de influenza A H1N1 y se incubaron 

durante 24 horas. Para analizar el efecto de TGF-β1 sobre la infección por el virus, las células A549 
se trataron con TGF-β1 durante una hora previo a la infección con el virus. Análisis estadístico de 
células A549 que fueron dobles positivas (YO-PRO/ Ioduro de propidio). iIAV, virus influenza A 
inactivado con psoralen. El análisis se llevó a cabo mediante la prueba T-student con un valor de 
p<0.05 *, p<0.01**, n=3. 

 

Esta información, resulta relevante ya que la reducción de células YoPro+/IP+ debido a la pre-estimulación 

con TGF-β1 con respecto a células infectadas, podría sugerir que activación de la cascada de señalización 

del TGF-β1 inhibe con la muerte celular inducida por el virus. Por esta razón, con el objetivo de identificar las 

vías apoptóticas que pudieran estar relacionadas con la infección por IAV y TGF-β1, se utilizó un microarreglo 

de proteínas relacionadas con la apoptosis (kit Human Apoptosis array kit, R&D Systems). Para esto, se 

utilizaron 25 µg de extracto de proteína de células bajo las siguientes condiciones: control, con tratamiento 

con TGF-β1, con infección por IAV y con pre-tratamiento con TGF-β1 e infectadas. En la Fígura 15 se 

observan los resultados del experimento utilizando el panel de apoptosis (R&D Systems). Como ya se ha 
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mencionado, TGF-β1 induce la activación de vías de señalización relacionadas con la apoptosis, por lo 

que como se esperaba, esta citocina por si misma indujo un aumento en la densidad relativa de algunas 

proteínas asociadas a la apoptosis con respecto a las células control.  Por otro lado, la infección por el 

virus influenza incrementó la presencia relativa de proteínas pro-apotóticas incluso en mayor grado que 

el tratamiento solo con TGF-β1. De manera interesante, el pre-tratamiento con TGF-β1 no sólo anuló el 

incremento de proteínas pro-apoptóticas sino que la densidad relativa de los "spots" fue menor que la 

presente en las condiciones control. 

Con el fin de hacer más evidente el efecto del pre-tratamiento con TGF-β1 sobre el efecto inducido por 

el virus influenza, se realizó un análisis de las densidades relativas de los "spots" para cada proteína y se 

comparó mediante el formato de heatmap (Figura 16). La Figura hace evidente que la infección por el 

virus influenza indujo una mayor presencia, tanto en número (25 de 35 proteínas) como abundancia 

relativa, de proteínas pro-apoptóticas que las inducidas por el tratamiento con TGF-β1 (Figura 16). Sin 

embargo, el pre-tratamiento de TGF-β1 bloqueó de manera importante el efecto del virus influenza.   

 
a) 

 

 

b) 

c) 

FIGURA 15. EL PRE-TRATAMIENTO CON TGF-1 REDUCE LA ACTIVACIÓN DE PROTEÍNAS 

RELACIONADOS CON LA APOPTOSIS EN CÉLULAS INFECTADAS POR IAV EN LA LÍNEA 

CELULAR A549.  
a) Información sobre la localización de los puntos control y las coordenadas correspondientes a 

cada proteínas de estudio en el panel de apoptosis. b) Proteínas apoptoticas localizadas en el panel 
de apoptosis para identificar por inmunodetección. (Imágenes tomadas del instructivo del proveedor 
de R&D Systems, cat. ARY009). c) Los lisados de proteínas de células con diferentes tratamientos, 
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fueron analizados utilizando el panel de apoptosis de R&D Systems. El ensayo de inmunodetección 
del panel de apoptosis mostró cambios notables en la activación de proteinas relacionadas con la 
apoptosis entre los diferentes tratamientos. 

 

De una manera más clara, se realizó un análisis gráfico de las densidades relativas obtenidas con el 

microarreglo de apoptosis (Fígura 17), donde se observa la modulación de proteínas como proteínas HSP, 

clusterin, claspin, la forma activa para caspasa-3,  p53, así como diversas proteínas con capacidad de 

activar la vía intrínseca y extrínseca de apoptosis. Esta reducción en proteínas pro-apoptoticas debido a 

la pre-estimulación con TGF-β1, muestra como la infección viral parece inducir la muerte celular, mientras 

que esta citocina parece prevenir este proceso si se incuba de manera previa. Es importante recalcar que la 

prevención de células en apoptosis con el tratamiento con TGF-1, sugiere un rol importante de esta citocina 

en la muerte celular inducida en la infección por IAV, ya que reduce la presencia relativa de una amplia gama 

de marcadores clásicos de proteínas pro-apoptóticas como caspasa-3 activa, XIAP, Bcl-X; así como 

proteinas HSP. 

 
 

FIGURA 16. TGF-1 REDUCE LA ABUNDANCIA RELATIVA DE PROTEÍNAS 

APOPTOTICAS EN UN ANÁLISIS DE HEAT MAP.  
Se determinó la relación entre la densidad relativa en pixeles/mm2 de cada pareja de 

puntos correspondientes a una proteina apoptotica de un tratamiento sobre el tratamiento 
control. 
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FIGURA 17. ANÁLISIS GRÁFICO DE ABUNDANCIA RELATIVA DE PROTEÍNAS 

APOPTOTICAS EN LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS.  
Se determinó la relación entre la densidad relativa en pixeles/mm2 de cada pareja de 

puntos correspondientes a una proteina apoptotica de un tratamiento sobre el 
tratamiento control. Los asteriscos indican identifican a las proteinas que aumentaron su 
densidad relativa promedio de forma significativa debido a la infección por IAV, en 
comparación con el tratamiento previo con TGF- β1. 

 

 

VI.3  EFECTO DE TGF-1 SOBRE LA REPLICACIÓN VIRAL. 
 
Con el fin de evaluar si el pre-tratamiento con TGF- β1 afecta la replicación del virus de IAV, se evaluó 

mediante ensayos de inmunodetección por western blot la abundancia relativa de M1, en una cinética de 

24 horas post-infección (Figura 18). 

En la Figura 18a, se observa que el pre-tratamiento con TGF-β1 reduce la presencia de M1 durante la 

cinética de estudio a 24 hpi, siendo que a partir de 6 hpi se manifiesta una reducción en la 

inmunodetección de M1 en el pre-tratamiento con TGF-β1 con respecto a la infección misma. Así mismo, 

en el análisis normalizado de abundancia relativa de M1/actina, muestra una reducción de cerca del 30% 

de la proteína M1.  

Por otro lado, se realizaron ensayos con sobrenadantes de células A549 infectadas y estimuladas con 

TGF-β1 para, a su vez, evaluar la infectacción de células MDCK mediante la técnica de unidades 

formadoras de focos (uff) y de esta forma confirmar si el tratamiento con TGF-β1 participa en la regulación 

de la replicación del virus (Figura 19). 
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a) 

 

 

 

 

b) 

 

FIGURA 18. EL PRE-TRATAMIENTO CON TGF-1 A LA INFECCIÓN POR IAV, REDUCE EL 

TIEMPO DE APARICIÓN Y LA ABUNDANCIA RELATIVA DE M1 EN CÉLULAS A549.  
a) Análisis de inmunodetección por western blot de M1 (27 kDa) durante 24 horas post-infección 

(h.p.i.). b) Análisis comparativo de abundancia relativa de M1 y β-actina en células A549, n=2.  
 

 

 

FIGURA 19. EL PRE-TRATAMIENTO CON TGF-1 A LA INFECCIÓN POR IAV, REDUCE LOS 

TÍTULOS VIRALES CUANTIFICADOS COMO UNIDADES FORMADORAS DE FOCOS (UFF) 

EN CÉLULAS A549 A 24 Y 48 HPI.  
Cuantificación de uff por tinción intracelular utilizando anticuerpos anti-M1 en células MDCK 

infectadas con sobrendantes de células A549 estimuladas a 24 y 48 hs post-infección. El análisis 
se llevó a cabo mediante la prueba T-student con un valor de p<0.001**, n=3. 

 
 

 



 50 

La Figura 19 confirma que el pre-tratamiento con TGF-β1 a la infección con IAV, si reduce la producción 

de partículas víricias infectivas, influyendo en la replicación del virus en las células A549. Esta 

información, sugiere que el pre-tratamiento con TGF-β1 modifica la respuesta de la célula hospedera para 

contender con la infección por IAV, no solo reduciendo la cantidad de células en apoptosis, sino también, 

potencialmente, mediante la modificación de señales intracelulares que reducen la replicación del virus in 

vitro. 

VI.4  EFECTO DE TGF-1 EN LA SECRECIÓN DE IL-1 DEBIDO A LA INFECCIÓN POR IAV. 
 
Ha sido ampliamente reportado que el proceso inflamatorio causado por la infección por IAV, es una 

respuesta celular dirigida a eliminar tanto al patógeno, así como también para eliminar los estímulos 

capaces de generar daño e iniciar los mecanismos de reparación. Por esta razón, y dado que se 

observaron cambios importantes en el patrón de abundancia de proteínas apoptóticas y una reducción 

en la generación de partículas víricas a 48 h.p.i., se evaluó si el pre-tratamiento con TGF-β1 en las células 

A549, influye en la síntesis y secreción de IL-1. 

De esta manera, primero se evaluó si la caspasa-1 se activa bajo nuestras condiciones de estudio. En 

la Figura 20 se muestra los diferentes tratamientos que se utilizaron con las células A549 para estimular 

la activación de caspasa-1. Para ello, se utilizaron los siguientes estímulos: TNF-α (10 ng/ml), IFN-β (10 

ng/ml), PMA (10 μM) y LPS (1 nM) durante 24 horas. Como se demuestra en la Figura 20, de los controles 

utilizados, el estímulo de TNF-α y LPS lograron inducir la activación de caspasa-1 (20 kDa) a partir de la 

pro-caspasa (42 kDa), mientras que las células control y tratadas con TGF-β1 (10 ng/ml) a diferentes 

tiempos no se observó la activación de caspasa-1. 

 

 

FIGURA 20. INDUCCIÓN DE LA ACTIVACIÓN DE CASPASA-1 EN CÉLULAS A549.  
Análisis de inmunodetección por western blot de la forma activa de caspasa-1 (20 kDa) en una 

cinética de 24 horas post-infección (hpi). 
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Con base a los resultados de la Figura 20, se realizaron ensayos de inmunodetección por western blot 

para identificar el fragmento activo caspasa-1 bajo condiciones de infección y de pre-tratamiento con TGF-

β1 e infección por IAV (Figura 21).  

 

 

FIGURA 21. EL TRATAMIENTO CON TGF-1 PREVIO A LA INFECCIÓN POR IAV, REDUCE 

LA ABUNDANCIA DE LA FORMA DE CASPASA-1 ACTIVA A LO LARGO DE UNA CINÉTICA 

DE 24 HORAS EN CÉLULAS A549.  
Análisis de inmunodetección por western blot de la forma activa de caspasa-1 (27 kDa) en una 

cinética de 24 horas post-infección (h.p.i.).  
 

En la Figura 21 se puede notar que la infección con IAV induce mayor activación de la caspasa-1 a 

tiempos largos (>12 hrs) en comparación del pre-tratamiento con TGF-β1. Al representar los resultados 

normalizados y comparativos de las densidad de las bandas (Figura 22), se puede observar que la presencia 

de la forma activada de la caspasa-1 es similar en ambas condiciones a tiempos cortos, pero a tiempos 

largos, hay mayor presencia relativa de la forma activada de la caspasa. La excepción a esta regla fueron 

los tiempos de 6 y 8 hrs, donde la banda de la forma activa de la caspasa fue más densa en el pre-tratamiento 

con TGF-β1, situación para la cual no tenemos explicación.  

De manera general, la abundancia relativa de la forma activa de la caspasa-1 es mayor después de 10 

hpi en células infectadas (Figura 22). Sin embargo, el pre-tratamiento con TGF-1 modifica el perfil de 

activación de caspasa-1 cuando se añade como un estímulo previo a la infección logrando modificar la 

aparición de proteínas virales como M1 (Figuras 18 y 19), así como la inducción de muerte celular (Figura 

14).   

 



 52 

 

 

FIGURA 22. EL TRATAMIENTO CON TGF-1 PREVIO A LA INFECCIÓN POR IAV, REDUCE 

LA ABUNDANCIA RELATIVA DE LA FORMA DE CASPASA-1 EN CÉLULAS A549.  
Análisis gráfico de densitometría de la forma activa de caspasa-1/actina en una cinética de 24 

horas post-infección (h.p.i.). Los niveles de intensidad de caspasa-1 activa fueron homologados en 
base a la intensidad de actina (Caspasa-1 activa/actina), n=1. 

 

La activación de caspasa-1, es una respuesta celular importante en la infección por IAV ya que 

participa en la activación de la citocina inflamatoria IL-1. Por ello, se analizó el impacto de este efecto 

sobre los niveles de IL-1 en el sobrenadante de células pre tratadas con TGF-1 e infectadas (Figura 

23).  

 
 

FIGURA 23. EL TRATAMIENTO CON TGF-1 PREVIO A LA INFECCIÓN POR IAV, REDUCE 

LA CONCENTRACIÓN DE IL-1.   
Se determinó mediante ensayo de ELISA, la concentración de IL-1β en sobrenadantes de cultivo 

de células A549 a 24 horas post-infección. El análisis se llevó a cabo mediante la prueba T-student 
con un valor de P<0.05 **, n=3. 

 
Los ensayos de ELISA evidenciaron que la activación reducida de caspasa-1 causada por TGF-β1 

utilizado como un estímulo anterior a la infección con IAV, comparado con la infección por si sola, reduce 

la concentración de IL-1β en los sobrenadantes de células A549 (Figura 23). Este resultado propone que 

TGF-β1 participa modificando el perfil apoptótico, de replicación del virus y la respuesta de la célula 

hospedera disminuyendo la secreción de IL-1.   
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VI.5 EFECTO DE TGF-1 EN LA SEÑALIZACIÓN DEBIDO A LA INFECCIÓN POR IAV. 
 
La expresión de TGF-β1 en epitelio pulmonar aumenta después de la infección con influenza en el modelo 

murino, controlando la respuesta apoptótica [87, 88, 95]. Con base a esto, fue importante evaluar si esta 

citocina, bajo nuestras condiciones de estudio, era secretada en los sobrenadantes de cultivo células. 

La forma activa de TGF-β1 se secreta en menor concentración en células infectadas con IAV con respecto 

a células que fueron pre tratadas con TGF-1, lo que puede explicar que su presencia en sobrenadante 

ejerza un efecto anti-apoptotico y anti-inflamatorio in vitro (Figura 24). 

 

FIGURA 24. EL TRATAMIENTO CON TGF-1 PREVIO A LA INFECCIÓN POR IAV, MODIFICA 

EL PERFIL DE SECRECIÓN DE TGF-1.  
Se determinó mediante ensayo de elisa, la concentración de TGF-β1 en sobrendantes de cultivo 

de células a549 a 24 horas post-infección. el análisis se llevó a cabo mediante la prueba t-student 
con un valor de p<0.05 **, n=3. 

 
Si bien, la secreción de TGF-β1 por si solo podría explicar los eventos mencionados anteriormente, una 

parte fundamental es analizar si la célula contiene los elementos necesarios para responder al estímulo por 

esta citocina. Por esta razón mediante ensayos de western blot, se estudió la inmunodetección de los 

receptores para TGF-β1 (Figura 25a). Estos resultados nos muestran que en lisados celulares de células 

tanto infectadas como pre-tratadas con TGF-β1 e infectadas con IAV, existe un aumento en la cantidad de 

receptores para TGF-β1 (TβRI y TβRII), con respecto a las células control o solo estimuladas con TGF-β1 

(Figura 25b), proponiendo que TGF-β1 puede unirse y activar una respuesta celular a través de su vía 

canónica de señalización. 
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a) b) 

 
 

FIGURA 25. EL NIVEL DE LOS RECEPTORES PARA TGF-1 (TRI Y TRII) SE 

INCREMENTA BAJO CONDICIONES DE INFECCIÓN.  
Se determinó mediante ensayo de western blot la presencia de los receptores para TGF-β1 en 

lisados de células A549 a 24 horas post-infección. a) Imagen representativa de inmunodetección 

de los receptores para TGF-β1 (TRI y TRII). b) Gráfico de abundancia relativa mediante análisis 
de densitometría para los receptores para TGF-β1, n=2. 

 

Con el objetivo de evaluar la activación de la vía de señalización canónica para TGF-β1, se verificó la 

activación por fosforilación de las proteínas Smad-2/3 así como la aparición de Smad-7 como proteína 

inhibitoria de la vía, debido a  estimulación con TGF-β1 mediante ensayos de western blot en la línea 

celular de estudio, a períodos cortos de tiempo (Figura 26). Los resultados de estos ensayos sugieren 

que TGF- activa la vía de señalización dependiente de Smad en el modelo de células A549. Es por 

esta razón, que se hizo una análisis preliminar de la vía canónica de TGF- en la infección por IAV a 24 

hpi (Figura 27). 

 
 

FIGURA 26. TGF-1 ACTIVA SU VÍA CANÓNICA A TRAVÉS DE LA ACTIVACIÓN POR 

FOSFORILACIÓN DE SMAD-2/3.  
Se detectó mediante ensayo de western blot la presencia de Smad 2/3 y su forma fosforilada, 

así como la presencia de Smad7, una proteina inhibitoria de la vía, en lisados de células A549 a 0, 
30 y 60 minutos post-estimulación con 10 ng/ml de TGF-β1. 
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En la Figura 27 se observa que las infección de células A549 por IAV induce un incremento parcial de 

Smad7, sin un claro incremento de las formas fosforiladas de Smad2/3. Por el contrario, el pre-estimulo con 

TGF-β1 induce una mayor activación de P-Smad. Esto parece sugerir que la infección mantiene durante el 

tiempo de estudio la presencia de Smad-7 inhibiendo la vía canónica para TGF-β1, potencialmente explicando 

el efecto anti-viral, anti-apoptótico y anti-inflamatorio como consecuencia de la activación de la vía canónica 

para esta citocina previo a la incubación del virus. 

 

FIGURA 27. LA PRE-ESTIMULACIÓN CON TGF-1 INCREMENTA LA FOSFORILACIÓN DE 

SMAD-2/3.  
Se detectó mediante ensayo de western blot a Smad 2/3 y su forma fosforilada, así como la 

presencia de Smad7, una proteina inhibitoria de la vía, en lisados de células A549 bajo las diferentes 
condiciones de tratamientos a 24 hpi. 

 
Con la idea de confirmar estos resultados, se realizó una cinética a 24 horas para estudiar el perfil de 

activación para estas proteínas de señalización para TGF-β1 (Figuras 28 y 29). 

 

 

FIGURA 28. LA PRE-ESTIMULACIÓN CON TGF-1 INCREMENTA LA FOSFORILACIÓN DE 

SMAD-2/3.  
Se detectó mediante ensayo de western blot a Smad 2/3 y su forma fosforilada, así como la 

presencia de Smad-7, una proteina inhibitoria de la vía, en lisados de células A549 bajo las 
diferentes condiciones de tratamientos a 6, 12 y 24 hpi. 
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FIGURA 29. LA INFECCIÓN CON IAV INCREMENTA LA ABUNDANCIA DE SMAD-7.  

Se detectó mediante ensayo de western blot a Smad-2/3 y su forma fosforilada, así como la 
presencia de Smad7, una proteina inhibitoria de la vía, en lisados de células A549 bajo las diferentes 
condiciones de tratamientos desde 0.5 hasta 24 hpi. 
 

En la Figura 28 y 29, se observa que la fosforilación de Smad-2/3 parece ser mayor bajo las 

condiciones de pre-incubación con TGF-β1, con respecto a la infección con IAV, lo cual sugiere la 

activación de la vía canónica de la citocina. Este efecto se vuelve más notorio al representar la abundancia 

relativa de la forma fosforilada para Smad-2/3 en las diferentes condiciones de tratamiento (Figura 30). 

Esta Figura muestra que el pre-tratamiento con TGF-β1, durante toda la cinética de 0.5 hasta 24 hs, fue 

un estímulo para la activación de la fosforilación de Smad-2/3, en comparación a la infección viral.   

Por su parte, como se observa en las Figuras 28 y 29, la presencia de Smad-7 parece incrementarse 

durante la infección viral. Al representar los cambios relativos de Smad-7 en el curso de 24 de infección 

se observa que Smad-7 aumenta su presencia desde las 4 y hasta las 18 hpi durante la infección viral 

(Figura 31). Mientras que, bajo las condiciones de pre-tratamiento con TGF-β1, la abundancia relativa de 

esta proteína, es menor durante este período de tiempo. Estos resultados nos sugieren que la infección 

por IAV, controla la señalización de la vía canónica para TGF-1. 
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FIGURA 30. EL PRE-TRATAMIENTO CON TGF-1 E INFECCIÓN CON IAV INCREMENTA LA 

ACTIVACIÓN DE SMAD-2/3.  
Gráfico de abundancia relativa mediante análisis de densitometría de P-Smad-2/3 muestran 

diferencias desde 0.5 hasta 24 hpi entre las 3 condiciones de estudio. 
 

 

FIGURA 31. LA INFECCIÓN CON IAV INCREMENTA LA ABUNDANCIA RELATIVA DE SMAD-
7.  

Gráfico de abundancia relativa mediante análisis de densitometría de Smad-7, muestran 
diferencias desde 0.5 hasta 24 hpi. 

 

VI.6 EFECTO DE TGF-1 COMO TRATAMIENTO POSTERIOR A LA INFECCIÓN POR IAV. 
 

Con el objetivo de evaluar si el tiempo de la activación de la vía canónica de TGF-β1 es importante en la 

respuesta celular frente a la infección por IAV, se realizaron ensayos similares a los anteriores pero donde 

el tratamiento con TGF-β1 se realizó una hora después de la incubación con el virus de influenza (IAV+TGF-

β1). De esta manera, se comparó la abundancia relativa de Smad-7 con respecto a la infección con IAV y 

con el pre-tratamiento con TGF-β1 (Figuras 32 y 33). Mientras que los resultados a los tiempos de 6, 12 y 24 

hs, muestran un patrón relativamente similar si la incubación con TGF-β1 ocurre antes o despues de la 
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infección. Sin embargo, la cinética de activación durante 24 hs de infección (Figura 33), hace evidente la 

presencia de Smad-7 disminuye con el pre-tratamiento con la citocina, pero sí la estimulación es posterior 

a la infección, la presencia de Smad-7 presenta un patrón similar a la infección por IAV sola (Figura 32 y 

33). Por ello, el análisis de abundancia relativa para Smad-7 en el tratamiento IAV+TGF-β1 permite 

mostrar que no hay cambios notable entre la infección y el tratamiento posterior con TGF-β1 (Figura 34). 

 

FIGURA 32. EL TRATAMIENTO CON TGF-1 POSTERIOR A LA INFECCIÓN CON IAV,, 
MANTIENE EL PERFIL DE DE APARICIÓN DE LA FOSFORILACIÓN DE SMAD-2/3 CON 

RESPECTO A LA INFECCIÓN POR IAV.  
Se detectó mediante ensayo de western blot a Smad-2/3 y su forma fosforilada, así como la 

presencia de Smad-7, en lisados de células A549 bajo las diferentes condiciones de tratamientos, 
IAV, TGF-β1+IAV e IAV+ TGF-β1 a 6, 12 y 24 hpi, para verificar los cambios relacionados con la 
fosforilación de Smad-2/3 y Smad-7. 

 

 

FIGURA 33. EL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON TGF-1 DESPUÉS DE LA INFECCIÓN 

POR IAV MANTIENE EL PERFIL DE APARICIÓN DE SMAD-7. 
Se detectó mediante ensayo de western blot Smad-2/3 y su forma fosforilada, así como la 

presencia de Smad-7, una proteina inhibitoria de la vía, en lisados de células A549 bajo las 
diferentes condiciones de tratamientos desde 0.5 hasta 24 hpi. 



 59 

 

 

 

FIGURA 34. EL PERFIL DE APARICIÓN DE SMAD-7 DE LOS TRATAMIENTOS IAV Y DE IAV 

+ TGF-1 NO SE MODIFICA.  
Gráfico de abundancia relativa mediante análisis de densitometría de Smad-7 muestran 

diferencias desde 0.5 hasta 24 hpi entre las 3 condiciones de estudio. 
 

Finalmente, al comparar la presencia de la proteína M1 por el tratamiento con TGF-β1  antes y después 

de la infección viral (Figura 35), muestra que el perfil y nivel de expresión fue muy similar durante la condición 

de infección por IAV e incubación con TGF-β1 posterior a la infección viral. Por su parte, como se había 

descrito previamente, la incubación de TGF-β1 previo a la infección induce un retraso en el tiempo de 

expresión y disminución de la presencia de la proteína viral. Con el fin de facilitar la comparación del ensayo 

de inmunodetección para la proteína viral M1, se realizó un análisis de abundancia relativa para esta proteína 

(Figura 36),  confirmando que no existen diferencias en la cinética de abundancia, en comparación con la 

infección por IAV y con IAV+TGF-β1. Esto nos permite concluir que el orden de la estimulación con TGF-β1, 

parece ser muy relevante en el efecto antiviral y anti-apoptótico observado en nuestro modelo de estudio. 

 

 

FIGURA 35. EL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON TGF-1 POSTERIOR A LA INFECCIÓN 

POR IAV MANTIENE EL PERFIL DE APARICIÓN DE M1 COMPARADO CON LA INFECCIÓN 

POR IAV.  
Se detectó mediante ensayo de western blot M1 en lisados de células A549 bajo las diferentes 

condiciones de tratamientos desde 0.5 hasta 24 hpi. 
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FIGURA 36. EL PERFIL DE APARICIÓN DE M1 DE LOS TRATAMIENTOS IAV Y DE IAV+TGF-

1 NO SE MODIFICA.  
Gráfico de abundancia relativa mediante análisis de densitometría de M1 desde 0.5 hasta 24 hpi 

en lisados de células A549, que demuestra que la adición posterior a la infección de TGF-1 no 
modifica el perfil de aparicion de la proteína M1 con respecto a la infección por IAV por si sola. 
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VII. DISCUSIÓN. 
 
Varios estudios previos han evidenciado que para generar una respuesta antiviral eficaz, los elementos 

tanto inmunológicos como no-inmunológicos participan para alterar el programa de la infección viral [73, 96, 

97]. En este sentido, nuestro presente modelo de estudio, permitió analizar los elementos propios de la célula 

ante la infección viral. Con esa idea y, con base en la literatura, nos interesó evaluar el efecto del TGF-β1 en 

la respuesta celular durante la infección por IAV, ya que la tolerancia inmunológica ante la presencia de un 

patógeno es una estrategia de defensa del hospedero, permitiendo, eventualmente, un mejor control de la 

inflamación y, por lo tanto, limitar la inmunopatología y el daño tisular asociado a la infección por el virus [73].  

En su conjunto, los resultados de este estudio sugieren que la activación de la vía canónica de TGF-β1 

previo a la infección por IAV, modifica la respuesta celular y la replicación del virus. Como se ha descrito, 

TGF-β1 es una citocina que se secreta como una proteína inactiva y requiere un procesamiento proteolítico 

para su completa activación, pudiendo permanecer inactiva en la matriz extracelular, incluso en el caso de 

tejido pulmonar [1, 3, 4, 15]. Por eso resulta interesante los estudios que muestran que TGF-β1 puede 

activarse como consecuencia de su interacción con la proteína viral NA, al cortar el residuo AS localizado 

en su peptido de latencia que mantiene a esta citocina inactiva [87]. Como se sabe, los residuos de AS 

juegan un papel importante en la diseminación del virus, ya que la actividad enzimática de la NA permite la 

liberación de los viriones unidos a la superficie de células infectadas y facilita su diseminación a través del 

tracto respiratorio. En ese sentido, Carlson, et al., evidenciaron que TGF-β1 podría activarse debido a la 

actividad NA de diversas cepas de IAV [88]. En ese contexto, ratones infectados con IAV e inoculados por 

via intranasal con un vector adenoviral para la expresión de TGF-β1, provocó una disminución de los títulos 

virales en lisados pulmonares y la reducción en la mortalidad de los ratones infectados e inoculados con 

TGF-β1 comparado con ratones únicamente infectados [88]. Todo lo anterior, parece sugerir que la presencia 

de TGF-β1 ejerce un papel inhibitorio en la respuesta frente a la infección por IAV in vivo.  

Muchos estudios muestran que el momento de liberación y activacion de TGF-β1 asi como el tipo celular 

que lo produce, parece ser fundamental en el desenlance de la enfermedad causada por influenza. Dado 

que durante la infección natural por IAV, las células epiteliales son las primeras células  en ser infectadas, 

por ello, en nuestro modelo in vitro, con las células A549, se evaluó el efecto directo de TGF-β1 sobre las 

consecuencias de la infección por IAV. Anteriormente, Denney et al., mostraron la importancia del tiempo de 

aparición de TGF-β1 y de INF-β producido por células epiteliales en ratones infectados con la cepa de IAV 

H3N2, indicando que estas citocinas determinan el curso y el desenlace de la enfermedad causada por el 

virus. De esa manera, la  secreción y activación de TGF-β1 en ese trabajo, ocurrió a 12 hpi, mientras que la 
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presencia de IFN-β despues de 48 hpi. Empleando ese sistema, los ratones deficientes para TGF-β1 

mostraron un incremento de IFN-β a las 24 hpi, sugiriendo que TGF-β1 induce cambio en la temporalidad 

de la respuesta celular epitelial frente a la infección por IAV [98]. Por su parte, en nuestro modelo in vitro, 

se mostró que el pre-tratamiento con TGF-β1 indujo un retraso y una reducción en la abundancia relativa 

de la proteína M1 con respecto a las células que sólo fueron infectadas (Figura 18). Adicionalmente, 

estos resultados fueron corroborados al evaluar las partículas víricas infectivas mediante ensayos de 

unidades formadoras de foco (uff/ml) de sobrenadantes de células A549 (Figura 19).  

Por otro lado, el papel benéfico de la presencia de TGF-β1 fue observado en un modelo murino con 

asma. En estas condiciones ratones asmáticos por OVA mostraron resistencia a la infección por H1N1 

IAV. Al evaluar los tejidos pulmonares se observó un fuerte incremento en los niveles de TGF-β1, 

exhibiendo una reducción tanto de citocinas inflamatorias, así como de proteínas totales y citotoxicidad 

en las vías respiratorias, indicadores de una disminución de la lesión tisular. De esa manera, los autores 

sugirieron que el efecto no dependió del ciclo de replicación del virus, sino del perfil inflamatorio de los 

animlaes, ya que un aumento transitorio en la expresión de TGF-β1 después del asma agúda puede 

inducir protección contra la inmunopatología inducida por influenza [89]. Adicionalmente, en el mismo 

estudio, empleando un ratón knockout condicionado para el receptor TRII, se observó que la perdida 

funcional de este receptor impactó en la resistencia a la infección por IAV [89]. Otros estudios también 

han sugerido que el TGF-β1, ya sea por su aplicación recombinante [99], por la estimulación de 

macrófagos alveolares con IL-6 [100] o por la expresión de ADAP en linfocitos T CD8+ [101], puede inducir 

efectos benéficos sobre la infección por IAV. Por ello, los resultados de este trabajo enfatizan la 

importancia de la expresión y activación del TGF-β1 para modular la respuesta antiviral.  

Otra respuesta celular de relevancia en la infección por IAV, es la apoptosis, ya que es un proceso 

celular involucrado en la modulación de la patogénesis por influenza [72], aunque sus consecuencias en 

el curso de la infección son aún controversiales [78, 102-105]. Primeramente, nuestros resultados 

mostraron que la pre-incubación con TGF-β1 ocasiona una fuerte inhibición del proceso de apoptosis, lo 

cual significó una reducción de la mayoría de los marcadores pro-apoptóticos evaluados, al comparar con 

las células sólo infectadas por IAV (Figuras 14 y 16). Asimismo, nuestros ensayos permiten establecer 

una relación novedosa entre la inhibición de apoptosis y la activación de la vía canónica del TGF-β1: la 

inhibición de la apoptosis coincidió con activación por fosforilación de Smad-2/3, mientras que la apoptosis 

inducida por IAV parece coincidir con incremento en presencia relativa de Smad-7 (Figura 14). De esa 

manera, en nuestro modelo de estudio, sugerimos que el balance entre la fosforilación de Smad-2/3 y la 
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presencia de Smad-7 pueden ser elementos activos en la respuesta celular en las primeras horas post-

infección por IAV. A ese respecto, se conoce muy bien que Smad-7 es una proteína inhibitoria de la vía 

canónica de TGF-β1 [106], pero se desconoce su relevancia en las infecciones virales, en particular por IAV. 

Estudios realizados en modelos de cancer gástrico y de seno, han relacionado la expresión y presencia de 

Smad-7 con la inducción de apoptosis [106-108].  

Por otro lado, cada vez hay más pruebas de la interrelación entre la muerte celular y las vías 

inflamatorias, por lo que una mayor comprensión de su papel en la defensa y la respuesta inflamatoria puede 

facilitar el diseńo de nuevos tratamientos para controlar la respuesta inflamatoria del hospedero ante 

infección por influenza, permitiendo eventualmente un mejor manejo de casos graves de la patología. Una 

importante respuesta generada por la célula como consecuencia de la infección por IAV, es la activación 

de caspasa-1 y la secreción de IL-1β, como se demostró en ratones deficientes en la activación del 

inflamosoma que, ante la infección por IAV, presentaron capacidad respiratoria  reducida, necrosis pulmonar 

y una alta mortalidad con respecto a ratones control [109]. Adicionalmente, se demostró que en condrocitos 

humanos la sobre-expresión de Smad-7, se relaciona con un aumento en los niveles de IL-1β mediante un 

mecanismo dependiente de NF-B [110]. En ese contexto, estos resultados sugieren una posible asociación 

entre el incremento de los niveles de Smad-7 y la activación del inflamosoma, como parece observarse en 

los resultados del presente estudio. 

En conjunto con esta última información y los resultados de este trabajo, estas observaciones ofrecen 

una posible explicación de la presencia de Smad-7 en paralelo con la activación del inflamosoma en el curso 

de la infección por IAV (Figura 22 y 23), y como el aumento de la abundancia relativa de la forma fosforilada 

de Smad-2/3 reduce de manera significativa la concentración de IL-1β y la apoptosis de células infectadas 

por IAV. 

En la Figura 37 se resumen los elementos más sobresalientes de este estudio. Por un lado, se mostraron 

evidencias que la infección por IAV in vitro incrementa la abundancia relativa de Smad-7, lo cual sugerimos, 

podría inducir, por un lado, una respuesta inflamatoria (activación de caspasa-1 y secreción de IL-1) y, por 

otro lado, la apoptosis de células infectadas. Con base a antecedentes de la literatura, se propone que este 

efecto pueda estar inducido mediante el factor de transcripción NF-B [110]. Asociado a esta información, 

estudios recientes sugieren que IRF3 puede interactuar con Smad-3, gracias a la homología estructural que 

ambas proteínas presentan. En esta lógica, IRF-3 podría impedir la activación de Smad-3 debido a la 

fosforilación por el receptor TβRI [90]. Estudios previos han mostrado que dentro de los varias respuestas 

celulares, la infección por IAV induce la activación de IRF3 como consecuencia de la respuesta innata por 
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interferones de tipo I. En estas condiciones, se podría sugerir que la presencia de IRF3 podría suprimir la 

vía canónica inducida por TGF-β1, al impedir su fosforilación. Por su parte, el pre-tratamiento con TGF-

β1 ocasionaría la activación por fosforilación de Smad-2/3 y retrasaría la aparición de Smad-7, 

favoreciendo por un lado, la sobrevivencia celular y, por otro lado, la reducción de la activación de 

caspasa-1 e IL-1β y, potencialmente, una posible respuesta pro-inflamatoria. Por otra parte, la activación 

de la vía canonica, por algún mecanismo aún desconocido, afectarían la cinética de replicación viral y 

síntesis de proteínas virales, lo cual, posibilitaría una disminución en la producción de particulas virales 

(uff/ml). 

 

 

 

 

 

FIGURA 37. SMAD-7 SE RELACIONA CON LOS EFECTOS DEL VIRUS SOBRE LA 

RESPUESTA DE LAS CÉLULAS A549.  
Debido a la infección con IAV, las células epiteliales inducen Smad-7, relacionándose en las 

respuestas celulares de inducción de apoptosis, secreción de IL-1 y la replicación del virus, toda 
vez que ya se ha reportado la participación de esta proteína inhibitoria de la vía canónica con NF-

B e IRF3 en el contexto IAV. Por esta razón, la activación de la vía canónica, debido al pre-
tratamiento con TGF-β1, se reduce la presencia de Smad-7 favoreciendo los efectos anti-
apoptóticos, anti-inflamatorios y anti-viral.  En color rojo se indica los resultados obtenidos en este 

trabajo debido al pre-tratamiento con TGF-1 y en azul los resultados asociados con la infección 
con IAV en el modelos celular A549. 

 

Sin embargo, es necesario confirmar estos resultados mediante estudios in vitro e in vivo directamente 

vinculados a evaluar el efecto de silenciar la expresión de Smad-7 sobre la infección por IAV. 
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Adicionalmente, aunque no necesariamente vinculados con la vía de Smad, otros estudios han mostrado 

que elementos de la vía de señalización inducida por TGF-β1 [36], podrían interaccionar con proteínas viral 

como en hepatitis C [111], virus de fiebre amarilla [112] y HIV [113]. Asimismo, los resultados de este trabajo, 

también enfatizan la idea de que el momento en que se sintetiza, secreta y activa TGF-β1 es importante en 

el resultado patológico del hospedero, favoreciendo la respuesta inmune pulmonar y limitando los efecto pro-

virales. 

 

VII.1 LIMITACIONES DEL ESTUDIO 
 
 Los presentes resultados ofrecen una descripción limitada del proceso de infección, dado que no 

comprende el papel que cumplen las respuesta inmune innata y adaptativa para el curso del ciclo replicativo 

del IAV y menos sobre la patología. En ese sentido, una de las más importantes limitaciones de este estudio 

fue la ausencia de estudios in vivo, ya sea en modelos murinos o mediante evaluación de muestras clínicas. 

 Es importante considerar ensayos de muerte celular que ayuden a entender si este proceso favorece 

la respuesta anti-viral de TGF-β1 a través de la activación de su vía de señalización canónica, toda vez que 

se sabe que la activación diversos mecanismos de muerte celular favorecen el reconocimiento de PAMPS, 

la erradicación efectiva de IAV y la patogénesis causada por IAV [114]. Estudios basados en la 

inmunodetección de caspasa-3, así como otros marcadores de fragmentación de ADN como ensayos de 

TUNEL, permitirán verificar el efecto anti-apoptótico de TGF-β1 visualizado en este trabajo. Además, será 

importante hacer estudios tanto in vivo como in vitro, utilizando virus inactivado (iIAV), no sólo como una 

estrategia de control experimental, sino también para disectar si los PAMPS asociados a la partícula vírica 

junto con el estímulo de TGF-β1, pudieran modular la vía canónica de TGF-β1 en las condiciones de estudio. 

 Siguiendo este mismo contexto, en el presente trabajo se realizaron análisis de inmunodetección por 

western blot, pero será importante confirmar sí la activación de la vía canónica de TGF-β1 podría ser un 

mecanismo de defensa antiviral aún en células ya infectadas, a pesar de la presencia de inhibidores de la 

vía tales como Smad7 o hipoteticamente IRF3. Este análisis sería importante realizarlo por citometría de flujo 

discriminando entre células infectadas y no infectadas y evaluando por tinción intracelular las proteínas 

intracelulares relacionadas con la vía canónica de TGF-β1, así como de marcadores específicos de muerte 

celular en diversos modelos de células epiteliales, como pudiera ser células NHBE, células normales de 

epitelio bronquial (ATCC: CRL-2741), así como cultivos celulares primarios derivados de modelo murino, que 

permitan comparar el efecto de infección con la línea A549, modelo de estudio de este trabajo.  
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 Varios estudios han mostrado que la infección por IAV modifica tanto el perfil de expresión como 

la síntesis de proteínas, por lo que será importante describir las modificaciones en el perfil de expresión 

de proteínas relacionadas con las cascadas de señalización del TGF-β1. De esa manera, estudios 

mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real y proteómicos confirmará si el incremento de la fosforilación 

de Smad-2/3 por el pre-tratamiento con TGF-β1 ó de Smad-7 por la infección por IAV se deben a un 

aumento en la expresión, transcripción y traducción de estas proteínas.. 

 Se demostró que Smad-7 podria participar en los efectos celulares estudiados, por lo que será 

importante verificar mediante ensayos de silenciamiento selectivo, por técnicas de ARN de interferencia 

o CRISP-Cas9, su impacto sobre la infección por IAV y posible impacto sobre los eventos de la respuesta 

celular. Entre los principales efectos a estudiar, el análisis de citocinas por multiplex como INF-β e IL-6 

que participan en la respuesta antiviral e inflamatoria, favorecerá en la confirmación de los efectos sobre 

Smad-7. 

 Dentro de los resultados relevantes de este trabajo, la reducción de partículas vírales formadoras 

de foco debido al pre-tratamiento con TGF-β1 sugiere un efecto antiviral para esta citocina, por lo que 

ensayos de co-precipitación de IRF-3 y Smad-3, permitirán confrontar nuestra hipótesis de que Smad-7 

induce un papel activo durante la infección por IAV. Por su parte, la transfección con el plásmido que 

expresa NS1 en células A549, posibilitará evaluar su efecto sobre la respuesta antiviral, la fosforilación 

de Smad-2/3 y la síntesis de interferones como IFN-. En términos generales, será una manera muy 

controlada para caracterizar las interacciones de proteínas durante el pre-tratamiento con TGF-β1 y uno 

de los inductores principales del IAV (NS1) para el control de la infección celular. 

 Si bien, fue importante el uso del microarreglo de proteínas relacionadas con muerte celular para 

el presente estudio, será importante caracterizar el mecanismo por el cual TGF-β1 pudiera modificar la 

expresión de proteínas pro-apoptóticas. Estudios previos han mostrado que la proteína HSP70 se une a 

las proteínas PB1/PB2, incrementando la velocidad de replicación del virus en el núcleo, e induciendo la 

degradación del receptor TβRI por el proteosoma; además HSP70 reduce la actividad de los genes de 

respuesta a NF-B [115], por lo que será importante realizar estudios de transfección de algunas 

proteínas relevantes estudiadas en el microarreglo de apoptosis para verificar su relación con elementos 

de la señalización de TGF-β1 y la infección por IAV. Finalmente, el silencimiento selectivo de proteínas 

de la vía canónica para TGF-β1 (inhibidor para Smad-3), así como del los receptores TβRI y TβRII 

permitirán confirmar los resultados de este trabajo.  
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VIII. CONCLUSION.  
 
La relevancia de los resultados del presente estudio sugieren que TGF-β1 parece modular la respuesta 

celular a la infección por el virus de influenza A, como consecuencia de activación de su via de seńalizacion 

canónica previo a la incubación con el virus. Este evento parece inducir un efecto antiviral, inhibiendo 

factores vinculados con la apoptosis, la replicación viral y la activación del inflamasoma. Estos resultados 

parecen además sugerir que los eventos coinciden con la activación por fosforilación de Smad-2/3 y la 

reducción de los niveles de Smad-7, en el pre-tratamiento con TGF-β1. En este sentido, este trabajo sugiere 

que la infección por el virus influenza promueve el incremento de los niveles de la Smad-7 y, por lo tanto, 

inhibe los efectos anti-inflamatorios potencialmente inducidos por la citocina.  

Por esta razón, estudios de interacción entre proteínas celulares asociadas a la infección por el virus 

influenza, así como de otros virus respiratorios, con proteinas de la v ía de seńalización canónica para 

TGF-1 y la asociación con los receptores por el dominio cinasa del receptor TRI para TGF-1, pudieran 

ayudarnos a generar nuevos compuestos con capacidad anti-inflamatoria, ú objetivos terapéuticos que 

controlen la presencia de Smad-7 en las infecciones por IAV y que regulen la respuesta inmunológica frente 

a la infección viral, manteniendo un equilibrio entre resistencia y tolerancia.  

 

IX. PERSPECTIVAS 
1. Silenciamiento selectivo de posibles moduladores de la respuesta anti-viral del TGF-β1, por 

ejemplo, Smad-7. 

2. Confirmar estos resultados mediante su realización en un modelo in vivo. 

3. Confirmar posible relación causal entre la apoptosis celular e inducción de inflamosoma. 
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