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Resumen 

 

Los neutrófilos representan una de las primeras líneas de defensa del sistema inmune contra 

patógenos invasores, sin embargo, una activación descontrolada puede ocasionar daño al 

hospedero. Un ejemplo de ello es la infección por el virus de Influenza A, en el cual una de las 

complicaciones más comunes es el desarrollo del síndrome de dificultad respiratoria aguda 

(SDRA), en el cual la infiltración de neutrófilos en el pulmón es una de las características 

distintivas. Durante condiciones inflamatorias, los neutrófilos adquieren la expresión de nuevos 

receptores, los cuales pueden amplificar las respuestas de los neutrófilos. Se ha demostrado en 

estudios previos que los neutrófilos reclutados en la mucosa pulmonar durante infecciones 

bacterianas regulan la expresión de CCR3 positivamente y que una estimulación ex-vivo de este 

receptor da como resultado una mayor activación de neutrófilos. Es por esto que, el objetivo de 

este trabajo consistió en determinar si el bloqueo del receptor CCR3 mediante el uso del 

antagonista específico SB-328437 reduce el reclutamiento de neutrófilos al pulmón durante la 

infección por influenza A H1N1 en ratones. 

Utilizando un modelo de infección con el virus de influenza A pandémico pdm09 se determinó 

que existe un pico máximo de reclutamiento de neutrófilos al pulmón alrededor del día 4 post-

infección y que la mayoría expresan el receptor CCR3. Mediante una administración 

intraperitoneal del antagonista específico SB-328437 se redujo el reclutamiento de neutrófilos en 

el pulmón, además, en ratones infectados con influenza, un tratamiento de SB-328437 redujo 

significativamente la administración de Tnfa y Cxcl1 y muestran una menor expresión del gen M 

de la influenza, lo que sugiere una reducción en la carga viral.  

En conjunto, estos resultados sugieren que un bloqueo del receptor CCR3 podría ser una 

estrategia para prevenir la activación descontrolada de los neutrófilos que resulta perjudicial para 

el huésped durante infecciones virales como Influenza A-H1N1, pero preservar suficiente 

respuesta efectora para controlar el patógeno. 
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Abreviaturas 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Epidemiología  

 

La influenza es una enfermedad viral altamente contagiosa, la cual puede provocar síntomas 

respiratorios leves que generalmente se limitan al tracto respiratorio superior, sin embargo, las 

infecciones más graves por el virus de la influenza generalmente se asocian con infecciones del 

tracto respiratorio inferior que conducen a neumonía inducida por virus o bacterias, que puede 

ser fatal (Mifsud et al., 2021). Por otra parte, las personas mayores y aquellas con afecciones 

médicas preexistentes pueden ser más vulnerables a enfermedades más graves y las epidemias 

de influenza tienden a tener el mayor impacto en estos grupos, es decir, los niños, personas 

mayores y mujeres embarazadas, además de todos los pacientes inmunocomprometidos y 

aquellos con comorbilidades (Macias et al., 2021). 

En las zonas templadas de los hemisferios norte y sur, la influenza es estacional y se limita a los 

meses más fríos del invierno; y en las zonas tropicales, está restringido a las estaciones 

húmedas. Se han sugerido factores como la ventilación reducida, el hacinamiento en interiores y 

una mayor supervivencia de los virus en aerosol en las condiciones de baja temperatura y alta 

humedad que se encuentran en el invierno (Stephenson & Zambon, 2002). Las pandemias son 

la expresión más severa de la influenza, ya que pueden infectar entre el 20 y el 40% de la 

población y generan alta mortalidad. Pueden tener varios orígenes; entre ellos, el reordenamiento 

entre virus de influenza de animales y humanos que genera un virus diferente y la transmisión 

directa y la adaptación de un virus de animales a los humanos (Organización Panamericana de 

la Salud (PAHO), 2001) 

Las epidemias y pandemias de influenza pueden tener un impacto considerable en morbilidad y 

mortalidad de la población. Se estima que estas epidemias anuales ocasionan entre 3 y 5 

millones de casos de enfermedades graves y entre 290,000 y 650,000 muertes respiratorias a 

nivel mundial (World Health Organization (WHO), 2023). En abril de 2009 apareció en México y 

California (EE.UU.) un nuevo virus, responsable de las primeras pandemias del siglo XXI, el cual 

fué nombrado como A/(H1N1) pdm09, se trata de un virus recombinante cuádruple, que consta 

de dos virus de origen porcino, un virus de origen aviar y un virus de origen humano, el cual, en 

su primer año de circulación, se ha estimado que causó entre 123.000 y 203.000 muertes (Baldo 

et al., 2016; Simonsen et al., 2013). Aunque la inmunidad contra la reinfección con la misma 

variante puede ser de larga duración, ocurren un rápido cambios antigénicos en las variantes 

circulantes rápidamente, lo cual permite que los virus de la influenza escapen de la inmunidad 

de la población que se adquiere después de una epidemia (Ryu & Cowling, 2021).  

Actualmente, la influenza continúa siendo un importante problema de salud pública en México, 

ya que en la última  temporada estacional 2022-2023 se registraron 7,626 casos positivos para 

influenza A y 190,656 casos sospechosos a enfermedad respiratoria viral (Dirección General de 

Epidemiología (DGE, 2023). 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Vqn2om
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=p3riGJ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=KhGEJV
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=kvrl2L
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=kvrl2L
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=uiKHuE
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=uID94q
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=uID94q
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=LRatmY
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=bEeebV
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=bEeebV
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1.2 Generalidades del virus Influenza 

 

Los virus de influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, la cual pertenece al grupo V de 

virus con ARN monocatenario negativo de la clasificación de Baltimore. Actualmente se conocen 

7 géneros en esta familia: Alfainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus, 

Deltainfluenzavirus, Isavirus y Togotovirus (International Committee on Taxonomy of Viruses 

(ICTV, 2023). 

Los virus pertenecientes a Betainfluenzavirus (influenza B) y Gammainfluenzavirus infectan y 

ocasionan enfermedades en el humano, mientras que para Deltainfluenzavirus se han descrito 

únicamente infecciones en cerdos y bovinos; sin embargo, Alfainfluenzavirus (influenza A) es el 

responsable de todas las pandemias de las que se tienen registro e infecta a una gran variedad 

de especies animales, considerándose los patos y los gansos como los reservorios más 

importantes de este virus (Dubovi et al., 2011). 

Dependiendo de las condiciones ambientales (p. ej. humedad y temperatura), el virus puede 

sobrevivir varias horas, en agua a bajas temperaturas (p. ej. <20 °C) puede sobrevivir hasta por 

varios meses. Los virus de la influenza son sensibles a los disolventes y detergentes lipídicos. 

También son vulnerables al calor y al pH bajo, según el tipo de virus (Scholtissek, 1985). 

Se sabe que la transmisión de los virus de Influenza es predominantemente por aerosoles, es 

decir, gotas relativamente grandes (>5 μm) que se crean especialmente al hablar, toser o 

estornudar y que penetran en las mucosas mediante contacto a distancias cortas (Arbeitskreis 

Blut, Untergruppe «Bewertung Blutassoziierter Krankheitserreger», 2009). Sin embargo, en 

algunas publicaciones también se sugiere que la transmisión podría tener lugar a través de los 

llamados núcleos de gotas, que son más pequeños (<5 μm) y pueden permanecer más tiempo 

en el aire. Además, la transmisión puede ocurrir por contacto directo con superficies 

contaminadas con virus y el posterior contacto boca-nariz.Después de la infección, los virus se 

replican en las mucosas nasal y laríngea. Esta replicación también afecta las vías respiratorias 

inferiores a medida que avanza la infección (World Health Organization (WHO), 2023). 

 

1.3 Estructura del virus de la influenza A 

 

Los miembros de la familia Orthomyxoviridae son virus envueltos que contienen de 6 a 8 

nucleocápsides helicoidales, sus viriones son de morfología esférica a filamentosa y tienen un 

tamaño aproximadamente de 100 nm de diámetro con picos de glicoproteínas (Payne, 2017). 

Los virus de la influenza A presentan una membrana de lípidos que proviene de la célula 

hospedera; en esta envoltura se encuentran las proteínas estructurales hemaglutinina (HA) y 

neuraminidasa (NA) (Figura 1), los subtipos de influenza A se clasifican con base a estos 

antígenos; HA sirve como proteína de unión y proteína de fusión y se une a los residuos de ácido 

siálico de las glicoproteínas y aglutina los glóbulos rojos, mientras que la NA es una exosialidasa 

que rompe los enlaces entre el ácido siálico y los residuos de carbohidratos adyacentes 

presentes en  las glicoproteínas celulares y virales (Shtyrya et al., 2009). Así como también juega 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=7QstrQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=7QstrQ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ZBqmPj
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=nW0X8C
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Z6zsZt
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Z6zsZt
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=XHcv9L
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=SNUtTt
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=GIK5Nf
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un papel clave en la liberación del virión de la célula infectada (Arbeitskreis Blut, Untergruppe 

«Bewertung Blutassoziierter Krankheitserreger», 2009). La cubierta del virus de la influenza A 

contiene proteínas de la matriz (M1) y transmembranales (M2). La proteína M1 confiere rigidez 

a la capa bilipídica del virus, mientras que la proteína M2 es un canal iónico dependiente de pH 

(Shen et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura del virus de la influenza (Tomado de: Ibekwe et al., 2021) 

 

1.4 Ciclo replicativo 

 

La proteína hemaglutinina (HA) es la responsable de la adhesión del virus a la célula ya que se 

une a los residuos de ácido siálico en las glicoproteínas y glicolípidos de la superficie celular 

(Klenk et al., 1975). Según la posición que tengan en su enlace con una galactosa de la 

membrana celular,los receptores de ácido siálico  se dividen en dos tipos: los α-2,6 y los α-2,3. 

Los virus influenza humanos tienen una alta afinidad por los receptores α-2,6 que se encuentran 

presentes en gran cantidad en el epitelio ciliado de la mucosa nasal y paranasal, faringe, tráquea 

y bronquios y en la conjuntiva ocular (Ramos & Fernandez-Sesma, 2012). 

Posteriormente, el virus se internaliza mediante endocitosis mediada por clatrina o por 

macropinocitosis (Rust et al., 2004), donde el pH ácido del lumen induce la fusión de las 

membranas viral y endosómica, permitiendo que ocurra la liberación de los complejos 

ribonucleoproteínas virales (RNPv), los cuales ingresan al núcleo a través de poros nucleares, 

procesos que son realizados por las polimerasas virales (PA, PB1 y PB2) (Samji, 2009) y así 

comenzar la replicación del ARN viral (ARNv) y la posterior transcripción de los ARN mensajeros 

(ARNm) a partir de los ARNv. Posteriormente, los componentes que se sintetizaron para la 

formación de RNPv y la nucleocápside son exportadas al núcleo hasta que la partícula viral esté 

lista para ser ensamblada. Por otra parte, las proteínas de membrana son transportadas y 

modificadas en el aparato de Golgi para posteriormente ser insertadas en la membrana celular, 
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Por último, ocurre el ensamblaje, donde permanece unido a la membrana celular hasta el 

momento de su liberación, en este proceso es fundamental que la NA rompa los residuos de 

ácido siálico que mantienen el virión unido a la célula infectada (Salomon & Webster, 2009). 

Este es un momento crítico de ciclo replicativo viral susceptible de intervención terapéutica; los 

agentes antivirales oseltamivir y zanamivir son estructuralmente semejantes el ácido siálico, se 

unen e inhiben la NA, provocan aglomeración viral en la membrana celular e interrumpen el ciclo 

de replicación. Después de ocurrida la infección por el virus de la influenza pueden transcurrir 

entre 18 y 72 h antes del comienzo de la sintomatología clínica (Noda Albelo et al., 2010). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ciclo replicativo de los virus influenza (Tomado de: Neumann et al., 2009) 
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1.5 Generalidades de la respuesta inmune contra influenza 

 

Los virus de la influenza humana se replican en las células epiteliales del tracto respiratorio, el 

pico de replicación se presenta a las 48 horas después de la infección y empieza a declinar hasta 

el día 6 a 8. A mayor cantidad de virus producido, mayor severidad de los síntomas (Samji, 2009). 

Para que se establezca una infección y se propague con éxito, el virus de la influenza debe evadir 

el sistema inmunológico innato, cuya función principal es prevenir o restringir la replicación viral. 

Una vez que el virus se ha implantado en el epitelio de las vías respiratorias, comienza a 

replicarse y diseminarse en el tracto respiratorio, causando la descamación de las células ciliadas 

y células secretoras de moco. Dentro de primeras respuestas del organismo contra la infección, 

debido a la liberación de distintos antígenos virales, se induce el reclutamiento de macrófagos,  

dendríticas y linfocitos para dar inicio a la respuesta inmune del hospedero (Mifsud et al., 2021). 

El ARN viral que está dentro de las células infectadas es reconocido como extraño por varios 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR), lo que conduce a la secreción de interferones 

tipo I (IFN-I), citocinas proinflamatorias, eicosanoides y quimiocinas, las cuales causan 

inflamación local y sistémica (Zúñiga et al., 2011). 

Las quimiocinas tales como CXCL1 y CXCL2 que se producen en el sitio de la infección reclutan 

células inmunes adicionales, incluidos neutrófilos, monocitos y células asesinas naturales (NK), 

hacia las vías respiratorias. Las células epiteliales infectadas se convierten en el objetivo de las 

células NK, que median la eliminación viral secretando citocinas que pueden contener la 

replicación viral al matar a las células infectadas (Tsioumpekou et al., 2023). 

Los monocitos y neutrófilos se reclutan rápidamente en el pulmón infectado por el virus de la 

influenza y ayudan a eliminar las células muertas infectadas, junto con los macrófagos alveolares, 

la eliminación fagocítica de las células infectadas por virus mediante fagocitos reclutados 

proporciona un mecanismo importante de eliminación viral (Iwasaki & Pillai, 2014) . 

Sin embargo, si el virus logra establecer la infección a pesar de la activación de la respuesta 

inmune innata, la eliminación definitiva del virus requiere inmunidad adaptativa la cual genera 

anticuerpos contra los antígenos HA y NA. Los anticuerpos dirigidos contra la HA, tienen como 

función neutralizar al virus impidiendo la unión con el receptor ácido siálico, mientras que, los 

anticuerpos contra NA, reducen la eficiencia de la liberación del virus de las células infectadas y 

evitan que se infecten otras células (Yang et al., 2016). 

Esta respuesta incluye la inmunidad humoral e inmunidad celular, la primera la realizan los 

linfocitos B y la segunda por los linfocitos T. Para que el virus sea reconocido es necesario que 

sea digerido por las células presentadoras de antígenos y que sea fragmentado en el interior de 

estas células hasta formar péptidos que se unen a las moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC), las cuales llevan los péptidos a la superficie celular donde 

posteriormente serán reconocidos a través de su receptor (Chen et al., 2018).  

Una vez que ocurre la presentación de antígeno en las células, inicia el reclutamiento de distintos 

linfocitos y células especializadas en la destrucción de las células infectadas para combatir la 
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infección. Por último, se forman células de memoria, que constituyen un factor importante para 

la protección contra futuras infecciones por el mismo tipo de virus de Influenza (Chen et al., 2018). 

 

Figura 3. Esquema del tracto respiratorio y la respuesta inmune del hospedero contra virus 

influenza (Tomado de: Mifsud et al., 2021) 

 

1.6 Papel de los neutrófilos durante la infección por influenza 

 

       a) Generalidades de los neutrófilos 

  
Los neutrófilos, también llamados leucocitos polimorfonucleares, son fagocitos que juegan un 

papel importante en la defensa del huésped contra patógenos invasores, particularmente contra 

bacterias y hongos (Hidalgo et al., 2019). Los neutrófilos representan a la población de leucocitos 

más abundantes en circulación sanguínea en humanos (40 a 60%), mientras que en ratones 

representan un 10 a 25% de los leucocitos circulantes. Su tamaño aproximado es de 10 nm de 

diámetro para humanos y 7 nm de ratón, estos leucocitos se caracterizan por la morfología de 

su núcleo, teniendo una forma multilobulada con segmentos de tres a cinco lóbulos en neutrófilos 

humanos y en ratones, el núcleo se distingue por presentar lóbulos con forma anillada y un poco 

distinción de la segmentación del núcleo, lo cual permite diferenciarlos de otros leucocitos 

(Hidalgo et al., 2019; Veda, 2011) 
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El citoplasma de los neutrófilos contiene un gran número de gránulos y vesículas secretoras, los 

gránulos tienen la función principal de almacenar y liberar sustancias microbicidas como las 

defensinas y las catelicidinas. Estos gránulos son una herramienta para combatir agentes 

patógenos, liberando su contenido al medio extracelular o fusionándose con fagosomas como un 

producto de la fagocitosis (Cassatella et al., 2019). 

b) Producción y maduración de los neutrófilos 

  

Los componentes celulares de la sangre se generan mediante el proceso de hematopoyesis en 

la médula ósea, donde, a partir de las células troncales hematopoyéticas, se pueden diferenciar 

en células progenitoras linfoides o mieloides (Doulatov et al., 2012). Las células progenitoras 

linfoides se caracterizan por dar origen a linfocitos T, B, células NK y dendríticas, mientras que 

las mieloides se pueden diferenciar en un progenitor megacariocito-eritroide o en un progenitor 

de granulocitos-macrófagos, a partir de los cuales se producen eritrocitos/megacariocitos y 

células mieloides como macrófagos, mastocitos, basófilos, eosinófilos y neutrófilos (Lawrence 

et al., 2018). 

Durante el proceso de maduración de los neutrófilos murinos ocurren cambios en marcadores de 

membrana, tal es el caso de la molécula Ly6G, la cual incrementa su expresión conforme el 

neutrófilo alcanza su maduración (Ueda et al., 2005). Además de expresarse exclusivamente en 

neutrófilos, Ly6G es utilizado como un marcador para definir subpoblaciones de neutrófilos de 

acuerdo a su estado de maduración en médula ósea, identificando dos subpoblaciones de 

neutrófilos, denominadas Ly6G bajo  y Ly6G alto, consideradas como neutrófilos inmaduros o 

maduros, respectivamente (Kim et al., 2017). 

Conforme maduran los neutrófilos, la expresión de los receptores de quimiocinas CXCR2 y 

CXCR4 van cambiando, ya que a través de las señales del receptor CXCR4 que reconoce a la 

quimiocina CXCL12 , la cual es producida por las células del estroma de la médula ósea, los 

neutrófilos inmaduros son retenidos en la médula ósea en un estadio de reservorio mitótico y 

postmitótico y conforme maduran, los neutrófilos dejan de expresar CXCR4 e incrementan la 

expresión del receptor de quimiocina IL-8, CXCR2 (Evrard et al., 2018). Una vez que los 

neutrófilos ingresan a los tejidos, siguen gradientes de quimioatrayente para alcanzar los sitios 

de infección o inflamación. Algunos quimioatrayentes para los neutrófilos son quimiocinas, como 

CXCL8 (IL-8 en humanos) o CXCL1 (su análogo en ratones), CXCL2 (proteína inflamatoria de 

macrófagos) 2 [MIP-2]) y CXCL5 (Liew & Kubes, 2019). 

c) Mecanismos efectores de los neutrófilos   

  

Los neutrófilos son los primeros leucocitos en acudir a los sitios de infección o inflamación, por 

lo tanto constituyen una de las primeras líneas de defensa contra los patógenos (Rosales et al., 

2017). Es por esto que los neutrófilos cuentan con diversos mecanismos para realizar su función, 

entre estos mecanismos se incluyen: 

● Fagocitosis (Figura 4A): Consiste en el reconocimiento e internalización de partículas 

conocidas como fagosomas, es el principal mecanismo utilizado para eliminar patógenos, 

es un componente fundamental responsable de la homeostasis tisular y de la respuesta 

inmune innata (Jaumouillé & Waterman, 2020). Los neutrófilos reconocen patógenos a 
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través de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs del inglés Pathogen 

Associated Molecular Patterns)  o mediante opsoninas ( anticuerpos o componentes del 

complemento). Este proceso inicia mediante cascadas de señalización que modifican el 

citoesqueleto de actina e inducen cambios en los lípidos de la membrana celular para 

extender la membrana alrededor de la partícula y así completar la formación de una 

vesícula que contiene la partícula, llamada fagosoma, el cual se fusiona con vesículas 

derivadas del complejo de Golgi o del retículo endoplasmático y así formar un fagosoma 

intermediario, el cual se fusiona con vesículas endocíticas y liberará vesículas secretoras 

cambiando la composición de la membrana, posteriormente este fagosoma intermediario 

se fusionará con los lisosomas para convertirse en el fagolisosoma, una vacuola 

microbicida, el interior de esta es un ambiente tóxico para los patógenos (Rosales et al., 

2017). 

● Degranulación (Figura 4B): En los tres tipos de gránulos que conforman los neutrófilos, 

se almacenan proteínas microbicidas, los cuales son los gránulos primarios (azurófilos) 

que contienen mieloperoxidasa (MPO), elastasa de neutrófilo (NE), azurocidina, sialidasa, 

proteinasa 3, catepsina G y defensinas; los gránulos secundarios, los cuales contienen 

lactoferrina, lisozima, y la catelicidina LL-37 y los gránulos terciarios, que contienen 

metaloproteinasas de la matriz (MMP) (Nauseef, 2023). En este proceso, los gránulos se 

fusionan con la membrana plasmática, del cual se liberan de las moléculas microbicidas 

contenidas en los gránulos hacia el medio extracelular y cuando el neutrófilo se estimula 

por algún patógeno, se reclutan los gránulos hacia la membrana plasmática ocasionando 

la liberación de las enzimas digestivas hacia la membrana blanco (George et al., 2021). 

● Especies reactivas de oxígeno (ROS del inglés Reactive Oxygen Species) (Figura 4C): 

son metabolitos químicamente reactivos del oxígeno que provienen de los subproductos 

del metabolismo aeróbico (George et al., 2021). Los neutrófilos sintetizan una variedad 

de ROS para ayudar en la eliminación y eliminación de patógenos. La producción de ROS 

se logra principalmente mediante la activación de la NADPH oxidasa, una enzima que 

cuenta con 2 subunidades (p47phox y p67phox),  que requiere electrones para reducir el 

oxígeno a superóxido. El ion superóxido (O2-) puede entonces convertirse 

espontáneamente en peróxido de hidrógeno (H2O2); ambos compuestos de ROS 

primarios pueden conducir a la formación de ROS secundarios a través de la enzima 

mieloperoxidasa de neutrófilos (MPO). Posteriormente, los neutrófilos pueden liberar 

estos compuestos al espacio extracelular o en el fagosoma después de la fagocitosis. 

Además de dañar directamente a los patógenos, las ROS también pueden aumentar la 

producción de citoquinas proinflamatorias y reclutar otras células del sistema inmune 

innato en el sitio de la infección (Dahlgren et al., 2019). 

● Trampas extracelulares de neutrófilos (NETs del inglés Neutrophil Extracellular Traps) 

(Figura 4D): Los neutrófilos son capaces de sufrir una forma única de muerte celular, 

NETosis, que da como resultado la formación de trampas extracelulares de neutrófilos 

(NETs). Los NETs están compuestos de ADN cromosómico descondensado, histonas y 

proteínas granulares (como elastasa y mieloperoxidasa) capaces de atrapar y eliminar 

microbios extracelulares. En la NETosis, la estimulación de una variedad de mediadores 
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inflamatorios (por ejemplo, TNF, IL-8) y la activación de receptores tipo Toll (TLR) 

(Brinkmann et al., 2004). 

 

Fig 4. Mecanismos efectores de los neutrófilos (Modificado de: George et al., 2021) 

 

d) Neutrófilos e infección por influenza 

 

Aunque la mayoría de las infecciones por influenza resultan en una enfermedad leve a moderada, 

estas se pueden complicar en los segmentos más vulnerables de la población, estas 

complicaciones pueden ser pulmonares o extrapulmonares. Dentro de las complicaciones 

pulmonares están la neumonía, aproximadamente entre el 30% y el 40% de los pacientes 

hospitalizados con influenza confirmada por laboratorio son diagnosticados con neumonía aguda 

(Rothberg et al., 2008). La neumonía asociada a la infección por influenza primaria tiene una tasa 

de mortalidad de 6-29%, y aproximadamente el 25% de los pacientes con neumonía puede 

progresar al síndrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) (Hu et al., 2021). Actualmente no 

existe un tratamiento efectivo para la enfermedad grave y la neumonía asociada a la infección 

por el virus de la influenza. Aunque hay antivirales disponibles, sólo son eficaces si el tratamiento 

se inicia dentro de las 48 h siguientes al inicio de los síntomas y los pacientes no suelen buscar 

tratamiento en este periodo de tiempo (Koonin & Patel, 2018). 

La neumonía aguda y el SDRA ocasionan daño a la barrera epitelial-endotelial, ocasionando fuga 

de líquido hacia el lumen alveolar e insuficiencia respiratoria (Short et al., 2014), se ha observado 

en modelos murinos y en humanos que este reclutamiento, activación de neutrófilos y formación 
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están implicados  como un factor que contribuye en una enfermedad más severa y SDRA 

causado por influenza (Sugamata et al., 2012). 

En el modelo murino se ha observado que la infección con influenza resulta en un reclutamiento 

exacerbado de neutrófilos y a la consecuente producción de citocinas proinflamatorias. Este 

reclutamiento ocurre rápidamente, pues se ha observado que el número de neutrófilos en el 

pulmón aumenta al doble solo 24 horas post-infección (Perrone et al., 2008). Durante la infección 

por influenza, los neutrófilos pueden adquirir la expresión de nuevos receptores para quimiocinas 

cuando son reclutados al pulmon, entre ellos: CCR1,CCR2, CCR3, CCR5, CXCR1, CXCR3 y 

CXCR4. Rudd y colaboradores determinaron que el receptor CCR3 incrementa su expresión en 

los neutrófilos recuperados de LBA a los 4 días post infección en una infección por influenza. 

En este estudio nos enfocaremos en la adquisición del receptor CCR3 (Receptor de quimiocina 

CC-3) en los neutrófilos durante la infección por influenza.  El receptor CCR3 se expresa 

predominantemente en los eosinófilos, en una proporción de  aproximadamente 50000 

receptores por célula y se ha demostrado que es el principal receptor de quimiocinas en estas 

células. También se ha observado que las células Th2, los basófilos, los mastocitos, los 

macrófagos alveolares, las células epiteliales de las vías respiratorias, los queratinocitos y la 

microglía expresan CCR3 (Gong & Wilhelm, 2009). Dada la amplia expresión de CCR3 en células 

presentes en el tracto respiratorio durante patologías como las alergias se han evaluado diversas 

estrategias para bloquear a este receptor. Estas estrategias incluyen moléculas pequeñas 

antagonistas del receptor, anticuerpos monoclonales y oligonucleótidos antisentido (Pease & 

Horuk, 2014). Dentro de las moléculas pequeñas antagonistas del receptor se encuentra el 

compuesto SB-328437, el cual se ha utilizado como una estrategia terapéutica para el 

tratamiento de asma y rinitis alérgica de las vías respiratorias ya que este receptor se expresa 

altamente en eosinófilos.  

En los neutrófilos, la estimulación ex vivo del receptor CCR3 aumenta la producción de péptidos 

antimicrobianos, ROS, NETS y sus actividades fagocíticas y microbicidas (Hartl et al., 2008). 

Nuestro grupo de trabajo ha encontrado que en condiciones inflamatorias, los neutrófilos 

incrementan la expresión del receptor CCR3. Por ejemplo, en el modelo de neumonía aguda 

inducida por Acinetobacter baumannii en ratón se observó que más del 50% de los neutrófilos 

reclutados al pulmón expresan CCR3 (Perez-Lopez et al., 2021). Por otro lado, la estimulación 

de CCR3 con sus ligandos CCL28 o CCL11, incrementan las actividades efectoras de los 

neutrófilos como la producción de ROS y NETS, así como su capacidad microbicida.  Este efecto 

es revertido por la presencia de SB-328437 (Li et al., 2011). 

Utilizando un modelo de distrés respiratorio inducido por LPS, se ha observado que los neutrófilos 

que son reclutados al pulmón expresan CCR3 (Fig. 4A) y que al administrar el antagonista SB-

328437, el número de células totales en LBA se reduce (Fig 4B), así como el reclutamiento de 

neutrófilos al pulmón (Fig 4D). 
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Fig. 5. Ratones C57/BL6 fueron administrados intranasalmente 2g/kg de LPS y el grupo de control se administró con 

PBS. Para el grupo tratado se administró una dosis de 5 g/kg de SB-328437 vía intraperitoneal. A las 24h los ratones 

se sacrificaron y se determinó A) el porcentaje de neutrófilos que expresan CCR3 en el lavado broncoalveolar (LBA) 

y médula ósea (BM) mediante citometría de flujo, B) el número total de células por mililitro de LBA y  C) la presencia 

de neutrófilos por mililitro de LBA. Se muestran los datos obtenidos de 2 experimentos independientes y se presentan 

como la media +/- SEM, cada símbolo representa un ratón. Los datos fueron analizados mediante una prueba de t de 

student (A) o ANOVA de una vía y se realizó la prueba pos hoc de Kruskal-Wallis (B, D). Las diferencias significativas 

se indican como * p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. 
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2. HIPÓTESIS 

 

Los neutrófilos reclutados al pulmón de los ratones durante la infección por influenza A H1N1, 

expresarán el receptor CCR3 y al administrar el compuesto SB-328437, un antagonista 

específico para este receptor, se reducirá el reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección. 

 

3. JUSTIFICACIÓN 

 

Los neutrófilos son una de las primeras líneas de defensa contra patógenos invasores, sin 

embargo, una activación descontrolada de estas células puede causar daño al hospedero. Un 

ejemplo de esto es en la infección por influenza, en la cual una complicación en casos 

diagnosticados con neumonía aguda aproximadamente el 25% puede progresar al síndrome de 

distrés respiratorio agudo (SDRA) y durante la cual, los neutrófilos juegan un papel importante 

en la respuesta inmune (Hu et al., 2021b). 

 

Aunque existen terapias antivirales y vacunas para este virus, influenza sigue representando a 

uno de los patógenos respiratorios humanos con altas tasas de morbilidad y mortalidad, 

reportando mundialmente 9 millones de casos y 5,000 de muertes y para México, en la última  

temporada estacional 2022-2023 se registraron 7,626 casos positivos para influenza, lo cual 

representa  una amenaza para la salud pública, y por lo tanto, es importante buscar estrategias 

terapéuticas para el tratamiento de las complicaciones por infecciones de influenza A.  

 

Nuestro grupo de trabajo y otros grupos han demostrado que los neutrófilos adquieren la 

expresión de CCR3 durante procesos infecciosos. Además, la estimulación de este receptor 

incrementa las funciones efectoras de los neutrófilos, entre ellos, su capacidad microbicida, 

producción de ROS y NETs. Por otra parte, experimentos in vitro han demostrado que la 

presencia del compuesto SB-328437 revierte el efecto de la estimulación de CCR3 en los 

neutrófilos. In vivo, la administración de SB-328437 reduce el reclutamiento de neutrófilos al 

pulmón en el modelo de distrés respiratorio inducido por LPS. Por lo tanto, proponemos que la 

administración de SB-328437 reducirá el reclutamiento de neutrófilos al pulmón y en 

consecuencia la inflamación durante la infección por influenza A.  

 

 

 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=XEURgB
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

 
Determinar si el bloqueo del receptor CCR3 mediante el uso del antagonista específico SB-

328437 reduce el reclutamiento de neutrófilos al pulmón durante la infección por influenza A 

H1N1 en ratones. 

 

 

4.2 Objetivos particulares 

 

1) Estandarizar el modelo de infección de influenza A H1N1 en ratones de la cepa C57/BL6. 

 

2) Evaluar la expresión del receptor CCR3 en neutrófilos reclutados a pulmón, sangre y 

médula ósea de ratones de la cepa C57/BL6 infectados con influenza A H1N1 

 

3) Determinar si la administración del antagonista específico de CCR3, SB-328437, tiene la 

capacidad de modular el reclutamiento de neutrófilos al pulmón de ratones infectados con 

influenza A H1N1. 

 

4) Determinar si la administración del antagonista específico de CCR3, SB-328437, reduce 

la expresión de citocinas y quimiocinas proinflamatorias en el pulmón de ratones 

infectados con influenza A H1N1. 

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 Animales de experimentación 

 

Se seleccionaron hembras de 6 a 8 semanas de la cepa de ratones C57/BL6, los cuales se 

obtuvieron del bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala. Los experimentos se 

realizaron siguiendo los lineamientos del Comité de Ética de la Facultad de Estudios Superiores 

Iztacala (protocolo número 1573). 

5.2 Virus influenza H1N1 

Para los experimentos se utilizó un aislado mexicano de virus influenza A (H1N1) pdm 09 donado 

por el doctor Carlos Cabello Gutiérrez (Departamento de Virología, Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias Ismael Cosío Villegas, México) (Castillejos et al., 2019). 

5.3 Infección y tratamiento de ratones 

 

Los ratones se inocularon con 1x106 unidades formadoras de placa (UFP) en un volumen de 

62.5 μl, por vía intranasal. Los ratones tratados con SB-328437 fueron administrados con una 
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dosis de 5 g/kg del compuesto por vía intraperitoneal. Los ratones se agruparon de la siguiente 

manera: 

 

● Grupo control: Administrados intranasalmente con PBS e intraperitonealmente con 

DMSO (vehículo) 

● Grupo influenza: ratones administrados intranasalmente con virus influenza H1N1 e 

intraperitonealmente con DMSO 

● Grupo influenza + SB-328437: ratones administrados intranasalmente con virus influenza 

H1N1 y a las 32 y 72 horas post infección administración intraperitoneal de SB-328437 

 

A las 96 horas post-infección los ratones  de los diferentes grupos experimentales se sacrificaron 

mediante la inhalación de isoflurano y se obtuvo sangre, lavado broncoalveolar, tejido pulmonar 

y médula ósea para sus análisis, el cual se detalla en las siguientes secciones.   

 

 
 
Fig 6.  Esquema de infección, tratamiento y recolección de muestras  

 

5.4 Recolección de muestras 

 

a) Sangre 

 

Se obtuvo la sangre periférica a partir de la vena hepática, se recolectó en tubos de 1.5 mL 

suplementados con 5 μl de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 500 mM para evitar la 

coagulación. Posteriormente la sangre centrifugó a 1800 revoluciones por minuto (rpm) durante 

5 minutos a 4°C para separar plasma de las células se durante 5 minutos a temperatura 

ambiente; posteriormente, se centrifugó a 2000 rpm durante 9 min a 4° C y se recuperó el paquete 
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celular que corresponde a los leucocitos. Las células se lavaron con PBS (agregando 1 mL de 

PBS y centrifugando 2000 rpm durante 5 min a 4° C), el paquete celular se  resuspendió en 100 

μl de PBS y se mantuvieron a 4° C hasta su procesamiento para el análisis mediante citometría 

de flujo. 

 

b) Lavado broncoalveolar 

 

El LBA se realizó siguiendo el protocolo publicado por Van Hoecke  (Van Hoecke et al., 2017). 

Brevemente, se realizó una incisión en la piel de los ratones para exponer y separar las glándulas 

salivales, se expusó la tráquea y se introdujo un catéter Punzocat (22G) el cual se aseguró 

usando un fragmento de hilo dental. Posteriormente se administró 0.8 mL de PBS usando una 

jeringa de 1mL, se realizó un masaje a los pulmones y la solución se aspiró lentamente. Esta 

operación se repitió este lavado 2 veces. El lavado bronqueoalveolar colectado se mantuvo a 4° 

hasta su procesamiento para el análisis mediante citometría de flujo. 

 

c) Obtención de suspensión celular a partir de tejido pulmonar 

 

Los pulmones se perfundieron con PBS hasta que ocurrio un cambio de color en el tejido a 

blanco, se recolectó el ventrículo derecho a un tubo Eppendorf y se cortó en fragmentos 

pequeños, posteriormente el tejido se transfirió a medio de cultivo RPMI suplementado con 1% 

SFB y 0.01% antimicotico antibiótico (adicionado con 1mg/mL colagenasa marca Sigma y 

0.25mg/mL DNasa marca Sigma). El tejido se cortó y se incubó en agitación a  200 rpm durante, 

1 hora a  37° C). La suspensión celular obtenida se filtró en un colador celular de 70 μm y se 

recuperaron mediante centrifugación (2000 rpm/ 5 min/ 4° C) y se lavaron con 1 mL de PBS. La 

suspensión celular se guardó a 4° C hasta su procesamiento para el análisis mediante citometría 

de flujo.  

 

d) Médula ósea 

 

Las células de médula ósea se obtuvieron a partir del fémur de los ratones. Para ello, se recuperó 

el fémur izquierdo, se cortaron los extremos del hueso y se introdujo 1 mL de PBS usando una 

jeringa con aguja calibre 25G en la luz del hueso. La suspensión celular se colectó en un tubo 

Eppendorf y el paquete celular se recuperó mediante centrifugación   2000 rpm, durante 5 min a 

4°C).  El paquete celular se resuspendió en 1mL de solución de lisis de eritrocitos y la suspensión 

celular se volvió a centrifugar usando las condiciones mencionadas previamente. Posteriormente 

se hizo un lavado con 1mL de PBS, las células se recuperaron mediante centrifugación, se 

suspendieron en 100μl de PBS y se mantuvieron a 4° C hasta su procesamiento para el análisis 

mediante citometría de flujo.  

 

5.5 Cuantificación de células totales de lavado broncoalveolar 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Tzsgar
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El lavado bronqueoalveolar recolectado se centrifugó a 2000 rpm, durante 7 min a 4°C, se 

recolectó el sobrenadante el pellet que se obtuvo al centrifugar y  almacenó a -20°C, mientras 

que la suspensión celular se resuspendió en un volumen final de 200 μl de PBS. Con la 

suspensión celular obtenida se realizó una dilución 1:10 con azul tripano y utilizando una cámara 

de Neubauer se contabilizaron las células utilizando la siguiente fórmula: Células/ mL= Promedio 

células contabilizadas x 10,000 x dilución y para calcular el número de células por mililitro, se 

dividió entre el volumen total  de LBA recolectado para cada muestra. 

 

5.6 Cuantificación de proteínas totales en lavado broncoalveolar por método Bradford 

 

Se realizó una curva de calibración utilizando las concentraciones descritas para los pozos 1 a 7 

y el pozo 8 siendo el blanco (Tabla 1) y se colocaron 225 μl de las muestras de sobrenadante de  

LBA en los pozos restantes de una placa de 96 pozos fondo plano y se agregaron 25 μl de 

reactivo de Bradford, se homogeneizó y después de 5 minutos, se midió la absorbancia a 595 

nm en un espectrofotómetro BioTek. Posteriormente se graficó la absorbancia y la concentración 

de albúmina de suero bovino (BSA), obteniendo una curva de calibración de la proteína estándar, 

con la cual, se traspoló la concentración de proteínas, determinando la pendiente de la recta, 

donde, para la ecuación: y=mx+b ; x=absorbancia-b/m 

 

Pozo Volumen BSA Agua miliQ 

1 20 2 mg/mL 780 μl 

2 20 2 mg/mL 980 μl 

3 12 2 mg/mL 788 μl 

4 500 Tubo 2 500 μl 

5 500 Tubo 4 500 μl 

6 500 Tubo 5 500 μl 

7 500 Tubo 6  500 μl 

8 ---- ---- 500 μl 

Tabla 1. Reactivos utilizados para la cuantificación de proteínas totales en LBA 

 

5.7 Tinción para citometría de flujo 
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A las células obtenidas de sangre, médula ósea, y LBA, se les agregaron 50 μl de solución de 

bloqueo (a1 μl de zombie uv Biolegend y 3 μl de trustain Biolegend por muestra) y se incubaron 

en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, las células se lavaron con 500 μl de PBS y se 

centrifugaron durante 7 minutos a 2000 rpm a 4 grados. Después se agregaron 50 μl de la mezcla 

de anticuerpos y se incubó en hielo durante 30 minutos a 4°C; posteriormente se agregaron 500 

μl de PBS y se centrifugaron las muestras a las mismas condiciones para agregar 250 μl de 

solución de fijación (Paraformaldehido al 2% en PBS) e incubar durante 20 minutos a temperatura 

ambiente; finalmente se realizó un lavado de las muestras con PBS y el pellet obtenido se 

resuspendió en 200μl de PBS. 

 

 

Antígeno Fluoróforo Clona Isotipo Marca 

anti-mouse 

CD182 (CXCR2) 

APC/Cyanine7   

SA044G4 

Rat IgG2a, κ Biolegend 

anti-mouse 

CD45  

PerCP/Cyanine5.5  30-F11 

 

Rat IgG2b, κ Biolegend 

anti-mouse 

CD16/32 

TruStain FcX™ 93 Rat IgG2a, λ Biolegend 

anti-mouse Ly-

6G  

FITC 1A8 Rat IgG2a, κ Biolegend 

anti-

mouse/human 

CD11b  

Pacific Blue M1/70 Rat IgG2b, κ Biolegend 

anti-mouse 

CCR3 

PE 83101 Rat IgG2a R&D  

Tabla 2. Fluoróforos utilizados para citometría de flujo. 

 

 

5.8 Estrategia de análisis mediante citometría de flujo 

 

Las muestras obtenidas se procesaron en un citómetro BD-Fortessa y los resultados obtenidos 

se analizaron utilizando el software Flowjo. A continuación se presenta la estrategia de análisis.  
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Fig 7. Estrategia de análisis mediante citometría de flujo 

 

5.9 Extracción de ARN y RT-PCR 

 

Para la extracción de ARN de se trabajó en un ambiente libre de RNAsas utilizando RNAzap; se 

enfrió un mortero y pistilo utilizando nitrógeno líquido y se le agregó a la muestra de tejido 

pulmonar añadiendo poco a poco nitrógeno líquido moliendo el tejido hasta obtener un polvo fino; 

se transfirió a un tubo de 1.5 mL eppendorf con Trizol (Tri-reagent, Invitrogen) y se incubó durante 

5 minutos a temperatura ambiente (TA). Se agregaron 200 μl/ mL de cloroformo, se homogeneizó 

la muestra  y se incubó por 10 minutos a TA. Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 

15 min a 4° C y la fase acuosa se recolectó en un tubo eppendorf nuevo y se mezcló con 0.5 mL 

de isopropanol; se incubaron a -20° C durante una hora y se centrifugó a 13000 rpm /15 min /4° 

C , las muestras se decantaron y se lavó el pellet de RNA añadiendo 1 mL de etanol al 75% y 

mezclando, se centrifugó  con las mismas condiciones y se decantó de nuevo para 

posteriormente dejar secar las muestras. Finalmente, el pellet obtenido se resuspendió utilizando 

10 μL de agua libre de RNAsas. 

 

Se realizó un tratamiento previo para eliminar el DNA de la muestra siguiendo las 

especificaciones de la marca ThermoScientific, en el cual se agregaron 10x de solución buffer y 

1 μL de DNasa y se incubó durante 30 minutos a 37° C . Posteriormente se agregaron 0.5 μL de 

EDTA y se incubó por 10 minutos a 65°C. 
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Con el RNA obtenido se realizó el protocolo para cDNA agregando 2 μL de Master mix , 2.5 μg 

de RNA y agua libre de RNAsas para llegar a un volumen final de 10 μL; las condiciones fueron 

las siguientes: 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos 

Alineamiento 25 10 min 1 

Retrotranscripción 50 10 min 1 

Extensión 85 5 min 1 

Tabla 3. Etapas y condiciones de retrotranscripción utilizados 

 

 

Posteriormente se realizó la PCR en tiempo real, brevemente, se preparó la mezcla de reacción 

que incluía SYBR Green (Ampliqon), agua, el templado (cDNA) e iniciadores para los genes: 

Beta actina, Tnfa, Cxcl1, Ccl28 y el gen que codifica para la proteína M de influenza A.  

 

 

Primer Secuencia 

Beta actina F GGCTGTATTCCCCTCCATCG 

R CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 

Tnf alpha F CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 

R TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 

Ccl28 F TGCTGTCATCCTTCATGTTAAACG 

R

 TCTCTGCCATTCTTCTTTACCTCTG

A 

Cxcl1 F TGCACCCAAACCGAAGTCAT 

R TTGTCAGAAGCCAGCGTTCAC 

Gen M virus de Influenza F            AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA 

R           CAAAGCGTCTACGCTGAGTCC 

Tabla 4. Secuencia de los primers utilizados para RT-PCR en tiempo real. 
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Las condiciones de reacción fueron:  

 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos 

Activación enzimática 95 15 min 1 

Desnaturalización 95 30 seg 45 

Alineamiento 60 30 seg 45 

Extensión/Adquisición 72 30 seg 45 

Tabla 5. Etapas y condiciones de RT-PCR tiempo real 

 

Los datos se analizaron mediante el método de la ΔΔCt 

 

6. RESULTADOS 

 

6.1 Determinación de la dosis de infección de influenza H1N1 en ratones C57/BL6 

 

Para determinar la dosis de infección adecuada en ratones C57/BL6 se administraron 

intranasalmente con dosis de 1x103, 1x104, 1x105 y 1x106 UFPs de virus influenza A H1N1 

(pdm09). Para dar seguimiento a la infección los ratones se pesaron diariamente y se determinó 

el porcentaje de cambio de peso corporal con las distintas dosis con respecto al peso registrado 

al día 0 (figura 8A). Para las dosis de 1x103, 1x104, 1x105 UFPs no se observaron diferencias 

significativas con respecto al peso inicial, mientras que para la dosis de 1x106 UFPs se 

observaron diferencias significativas a los días 3 y 4 post-infección. Al día 4 post-infección, los 

ratones fueron sacrificados y se realizó un lavado broncoalveolar para determinar el número total 

de células por mililitro de LBA (figura 8B). Además, se determinó la presencia de neutrófilos 

mediante citometría de flujo para determinar la cantidad del infiltrado celular al pulmón 

representaban estas células (figura 8C), con los resultados obtenidos indican que solo cuando 

los ratones fueron infectados con la dosis de 1x106 existe un incremento significativo en la 

presencia de neutrófilos de LBA. En conjunto, estos resultados nos indican que la infección con 

una dosis de 1x106 UFPs se induce una pérdida de peso significativa desde el día 3 post infección 

y un reclutamiento significativo de neutrófilos al sitio de infección a los 4dpi. 
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Figura 8. Estandarización de la dosis de infección en ratones C57/BL6. Ratones hembra C57/BL6 fueron 

infectados intranasalmente con1x106 UFP de influenza A H1N1 pdm09 o con PBS para el grupo de control durante 4 

días. A) Los ratones se pesaron diariamente y se determinó el cambio de peso corporal en los diferentes grupos 

experimentales. B) Número total de células por mililitro de LBA y C) Número total de neutrófilos por mililitro de LBA. 

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía y se realizó la prueba pos hoc de Kruskal-Wallis. Las 

diferencias significativas se indican como * p<0.05, ***p<0.001. 
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6.2 El pico máximo de reclutamiento de neutrófilos al pulmón y expresión de CCR3 

ocurre al día 4 post-infección 

 

Ya que los resultados obtenidos previamente indican una diferencia significativa en el número 

total de células por mililitro y en el número de neutrófilos respecto a los controles con una dosis 

de 1x106 UFPs, se utilizó esta dosis para infectar intranasalmente ratones C57/BL6 y se 

sacrificaron al día 4 y 7 para determinar el número total de células por mililitro de LBA (figura 

9A), se determinó la presencia de neutrófilos mediante citometría y se calculó el número de 

neutrófilos por mililitro en LBA (figura 9B). Al día 4 post infección se observaron diferencias 

significativas entre el grupo control y el infectado con una dosis de 1x106 UFPs para el número 

de células y el número de neutrófilos por mililitro de LBA. Se determinó la concentración total de 

proteínas en el LBA obtenido a los 4 días post-infección y se observó un incremento significativo 

a los 7 días post-infección (figura 9C).  

El objetivo del trabajo es determinar si el bloqueo del receptor CCR3 mediante el uso del 

antagonista SB-328437 reduce el reclutamiento de neutrófilos al pulmón durante la infección por 

influenza A H1N1, por lo tanto, se determinó la expresión del este receptor en los neutrófilos 

durante la infección por influenza mediante citometría de flujo. En la figura 9D se muestran los 

histogramas representativos de los neutrófilos obtenidos del LBA a los días 4 y 7 post infección. 

En la figura 9D panel derecho se muestran los porcentajes de expresión de CCR3 en los 

neutrófilos. Los resultados muestran que la expresión del receptor CCR3 es mayor al día 4 que 

al día 7. En conjunto estos resultados nos indican que al día 4 post infección se encuentra el pico 

máximo de reclutamiento de neutrófilos al pulmón al igual que la expresión del receptor CCR3, 

por  lo que se decidió utilizará una dosis de 1x106 UFPs y el reclutamiento de neutrófilos al pulmón 

se analizarán a los 4dpi en los experimentos posteriores. 

 

     6.3 El antagonista SB348437 reduce el reclutamiento de neutrófilos al pulmón durante 

la infección por influenza A 

Nuestros resultados de estandarización del modelo de infección por influenza A en ratón 

mostraron que la dosis de 1x106 UFPs al día 4 post infección induce una pérdida de peso 

significativa y el pico máximo de reclutamiento de neutrófilos al pulmón a este tiempo post 

infección. Por lo tanto, para determinar el efecto de SB-328437 en el reclutamiento de neutrófilos 

al pulmón durante la infección por influenza, se realizó el análisis a los 4 días post infección. Para 

ello, se formaron 3 grupos: el grupo control se administró con PBS intranasalmente, un grupo se 

infectó intranasalmente con una dosis de 1x106 UFPs virus influenza A H1N1 (pmd09) y un tercer 

grupo se infectó con la misma dosis de influenza (1x106 UFPs) y a las 32 y 72 horas post 

infección, se administró intraperitonealmente 5 g/kg de peso del compuesto SB-328437 (Figura 

6). Se registraron los pesos diariamente para determinar el porcentaje de cambio de peso 

corporal y se sacrificaron al 4 dpi. La figura 10A presenta el porcentaje de cambio de peso 

corporal de los ratones infectados respecto al peso registrado al día 0, en el cual se observó que 

tanto los ratones infectados con influenza y el grupo tratado con el antagonista tuvieron una 

reducción en el porcentaje de peso corporal respecto al grupo control. Al cuantificar el número 



33 

 

total de células en LBA observamos un incremento en la concentración de células totales en el 

LBA del el grupo infectado con influenza con respecto al grupo control (figura 10B), sin embargo, 

cuando los ratones fueron tratados con SB-328437, la concentración de células  totales se redujo 

significativamente. 

Posteriormente se determinó la presencia de neutrófilos en el LBA. El análisis de las células 

mediante citometría de flujo reveló que el porcentaje de neutrófilos en LBA incrementa en el 

grupo infectado con influenza A (90.7%), en comparación con el grupo control (40.1%) y este 

disminuye en el grupo tratado con SB-328437 (62.1%) (figura 10C, panel izquierdo). Al 

determinar el número de neutrófilos por mililitro del LBA se encontraron diferencias significativas 

entre el grupo control e influenza y los tratados con el antagonista y el grupo influenza (figura 

10C, panel derecho) 

 

Figura 9. Determinación del pico máximo de reclutamiento de neutrófilos y expresión de CCR3 en pulmón. 

Ratones C57/BL6 fueron infectados intranasalmente con 1x106 PFU influenza A H1N1 pmd09 o administrados con 

PBS para el grupo de control. A los  4 o 7 días post-infección se determinó: A) Número total de células por mililitro de 

LBA y B) Número total de neutrófilos por mililitro de LBA C) Cuantificación de proteínas totales (mg/ml) en LBA a los 

4 y 7 días post-infección. D) Los neutrófilos de LBA fueron analizados mediante citometría de flujo para determinar la 

expresión de CCR3, se muestran los histogramas representativos de la expresión de CCR3 (panel izquierdo) y su 

cuantificación (panel derecho). Se muestran los datos obtenidos de 2 experimentos independientes y se presentan 
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como la media +/- SEM, cada símbolo representa un ratón. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía 

y se realizó la prueba pos hoc de Kruskal-Wallis. Las diferencias significativas se indican como * p<0.05. 

 

En la figura 10D, panel izquierdo se observan los dot plots representativos de los neutrófilos 

reclutados al pulmón durante infección por influenza y en el panel derecho, el porcentaje de 

neutrófilos reclutados al pulmón, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre 

los grupos experimentales (figura 10 D, panel derecho). Resultados similares se obtuvieron al 

analizar los neutrófilos presentes en sangre (figura 10 E panel izquierdo) y en médula ósea 

(figura 10 F panel izquierdo), ya que al analizar los porcentajes de los tres grupos 

experimentales no existen diferencias significativas (figura 10 E y F, paneles derechos). 

Todos estos datos en conjunto muestran que la administración del antagonista SB-328437 con 

una dosis de 5 g/kg en ratones C57/BL6 infectados con influenza A H1N1 a las 32 y 72 horas 

post infección reduce significativamente el reclutamiento de neutrófilos en el pulmón a los 4dpi, 

mientras que no se observan cambios significativos en sangre y médula ósea.  

6.3 La administración del antagonista SB-328437 no afecta la expresión de los 

receptores CCR3 y CXCR2 en neutrófilos. 

 

Dado que el antagonista SB-328437 es específico para el receptor CCR3, evaluamos si este 

antagonista tenía efecto en la expresión de CCR3 o de CXCR2. Este último está involucrado en 

la movilización de los neutrófilos desde la médula ósea hacia el sitio de infección. Para esto, se 

analizaron las muestras recuperadas de LBA a los 4 días post infección de sangre periférica, 

médula ósea y tejido pulmonar mediante citometría de flujo de los 3 grupos experimentales 

(figura 6). En cuanto a la expresión de CCR3, observamos que la mayoría de los neutrófilos 

obtenidos a partir de LBA y sangre expresan este receptor sin diferencias significativas entre los 

diferentes grupos experimentales (figura 11, paneles A y C). Los niveles de expresión de CCR3 

son menores en los neutrófilos obtenidos de médula ósea y del parénquima del pulmón, sin que 

exista diferencia significativa entre los diferentes grupos experimentales. Aproximadamente, 

entre el 2-8% de los neutrófilos expresan CCR3 en la médula ósea (figura 11, panel E) y en 

promedio, entre 30-40% de los neutrófilos localizados en el parénquima pulmonar expresan este 

receptor (figura 11, panel G). 

Cuando analizamos la expresión de CXCR2, encontramos que los niveles de expresión de este 

receptor fueron similares en los neutrófilos provenientes de LBA, sangre y médula ósea de todos 

los grupos experimentales (figura 11, paneles B, D y F). Se excluyó el análisis del receptor 

CXCR2 en pulmón ya que, al realizar la digestión enzimática para recuperar las células de tejido 

pulmonar, descrito en la metodología, se pierde la expresión de este receptor.  

En conjunto, estos resultados demuestran que al administrar el antagonista SB-328437 en un 

modelo de infección por influenza A no afecta a la expresión de los receptores CCR3 y CXCR2 

en los neutrófilos reclutados al pulmón. Por lo que es posible que el antagonista al unirse con el 

receptor esté impidiendo que se unan sus ligandos y por consiguiente esto impide que se puedan 

desencadenar las vías de señalización. 
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Figura 10. Administración del compuesto SB-328437 durante infección por Influenza A H1N1 en ratones 

C57/BL6. Ratones C57/BL6 fueron infectados intranasalmente con 1x106 PFU de influenza A-H1N1 pmd09 y el grupo 

de control se administró con PBS. Para el grupo tratado se administró una dosis de 5 g/kg de SB-328437 vía 

intraperitoneal a las 32 y 72 horas. A) Los ratones se pesaron diariamente y se muestra el porcentaje de cambio de 

peso a los 1-4 días post infección. A los 4 días post-infección se determinó: B) el número total de células por mililitro 

de LBA y C) la presencia de neutrófilos se analizó mediante citometría de flujo en LBA (C), pulmón (D), sangre (E) y 

médula ósea (F). Se muestran los dot plots representativos para las muestras colectadas (C-F panel izquierdo), la 

cuantificación de neutrófilos por mL de LBA (C, panel derecho) y el porcentaje de neutrófilos de células CD45+ (D-F, 

panel derecho). Se muestran los datos obtenidos de 2 experimentos independientes y se presentan como la media +/- 

SEM, cada símbolo representa un ratón. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía y se realizó la 

prueba pos hoc de Kruskal-Wallis. Las diferencias significativas se indican como * p<0.05, ***p<0.001. 

 

6.5 La administración del antagonista SB-328437 reduce la expresión de citocinas 

inflamatorias y puede reducir la carga viral durante la infección por influenza A 

 

Como resultado del reclutamiento de neutrófilos a el pulmón se promueve la producción de 
citocinas y quimiocinas proinflamatorias y a su vez, esto amplifica la respuesta inflamatoria en el 
tejido (Zemans & Matthay, 2017). Nuestros resultados indican que al administrar SB-328437 se 
reduce el reclutamiento de neutrófilos al pulmón durante una infección por influenza (Fig. 10). 
Por lo tanto, evaluamos la expresión de algunos mediadores pro-inflamatorios, incluyendo: Ccl28, 
ligando de CCR3 (Pan et al., 2000), el factor de necrosis tumoral alfa (Tnfa), una citocina pro-
inflamatoria (Yamazaki, 1994) y la quimiocina Cxcl1, involucrada en el reclutamiento de los 
neutrófilos al sitio de infección (De Filippo et al., 2013). Esta evaluación se realizó mediante RT-
PCR en tiempo real y los resultados se expresan como veces de incremento de la expresión con 
respecto al grupo control. En la figura 12 A observamos que los niveles de expresión de Ccl28 
son similares en el tejido pulmonar de los ratones infectados con influenza y aquellos que fueron 
infectados con influenza y tratados con SB-328437 (figura 12A, panel izquierdo). Con respecto 
a la expresión de Tnfa, encontramos que el tratamiento con SB-328437 reduce la expresión de 
esta citocina en el tejido pulmonar (figura 12A, panel intermedio). Cuando evaluamos la 
expresión de Cxcl1 observamos una tendencia en la reducción de la expresión de esta 

quimiocina pulmón durante la infección por influenza en el grupo al cual se le administró SB-
328437 (figura 12A, panel derecho). Estos resultados sugieren que la administración de SB-

328437 durante la infección por influenza reduce la expresión de citocinas proinflamatorias.   

Por último, para determinar si la administración del antagonista tenía algún efecto sobre la carga 

viral, se determinó la expresión del gen que codifica para la proteína de matriz (M) de influenza 

A mediante RT-PCR. Nuestros resultados indican que los ratones infectados con influenza y 

tratados con el compuesto SB-328437 muestran niveles de expresión del gen M menores que el 

grupo de ratones que solo fueron infectados con influenza (figura 12B). Estos hallazgos sugieren 

que la administración del compuesto SB-328437 podría tener un impacto en la carga viral de 

forma indirecta.  
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Figura 11. Expresión de los receptores CCR3 y CXCR2 al día 4 post infección. Ratones C57/BL6 fueron infectados 

intranasalmente con 1x106 PFU de influenza A H1N1 pdm09 y el grupo de control se administró con PBS. Para el 

grupo tratado se administró una dosis de 5 g/kg de SB-328437 vía intraperitoneal a las 32 y 72 horas. A los 4 días post 

infección y mediante citometría de flujo se determinó: A) El porcentaje de neutrófilos CCR3+ en LBA, C) sangre, E) 

médula ósea, G) pulmón. Y el porcentaje de neutrófilos CXCR2+ en B) LBA, D) sangre, F) médula ósea. Se muestran 

los histogramas representativos para las muestras colectadas (A-G panel izquierdo). Se muestran los datos obtenidos 

de 2 experimentos independientes y se presentan como la media +/- SEM, cada símbolo representa un ratón. Los 

datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía y se realizó la prueba pos hoc de Kruskal-Wallis.  

 

 

 

Figura 12. Expresión de citocinas proinflamatorias a los 4 días post infección. Ratones C57/BL6 fueron 

infectados intranasalmente con1x106 PFU de influenza A H1N1 pmd09 y el grupo tratado se administró una dosis de 

5 g/kg de SB-328437 vía intraperitoneal a las 32 y 72 horas. Al día 4 post infección se recolectó una muestra del lóbulo 

derecho del pulmón de los ratones y se realizó una RT-PCR en tiempo real para los genes: Ccl28, Tnfa, Cxcl1 (A) y el 

gen que codifica para la proteína M de influenza A (B). Los resultados se analizaron mediante el método de la ΔΔCt. 
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7. DISCUSIÓN 

 

El virus de influenza A representa una problemática de salud mundial debido a la aparición de 

variantes con mayor capacidad de transmisión humana y mayor patología (Flerlage et al., 2021). 

La variante del virus de influenza A H1N1 (pdm09) surge a partir de la pandemia en el año 2009 

que afectó entre otros países a México y que presentó una mayor tasa de transmisión y una 

severidad moderada a grave en comparación con virus de influenza estacionales. Dentro de las 

complicaciones que se observaron en estos pacientes se encuentra el desarrollo de SDRA, el 

cual se caracteriza por una respuesta inflamatoria exacerbada en la que los neutrófilos juegan 

un papel central (Hu et al., 2021b). Si bien los neutrófilos representan una de las primeras líneas 

de defensa del sistema inmune contra patógenos invasores, su activación descontrolada puede 

ocasionar daño al hospedero (Zemans & Matthay, 2017). 

Los neutrófilos expresan los receptores CXCR1 y CXCR2, los cuales participan en el 

reclutamiento de estos a los sitios de infección, sin embargo, se ha demostrado que en 

condiciones inflamatorias, los neutrófilos adquieren la expresión de receptores de quimiocinas, 

entre ellos CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, CXCR3, y CXCR4 en la superficie y su activación puede 

amplificar los mecanismos efectores de los neutrófilos (Hartl et al., 2008; Rudd et al., 2019).  

Nuestros experimentos de estandarización indicaron que a una dosis de 1x106 UFPs de virus de 

influenza A (pdm09) los ratones pierden un porcentaje significativo de peso desde el día 3 post-

infección y continuo a la baja al dia 4 post-infección, lo cual es un indicativo de enfermedad 

(figura 8A). Estos resultados son similares a los reportados por Eisfeld et al en 2019, en los 

cuales se observa una tendencia a reducción en el peso en ratones C57/BL6 utilizando una dosis 

de 1x106 UFP de virus influenza A H1N1. Adicionalmente, se analizó el LBA de los ratones 

infectados con las diferentes dosis a los 4 días post-infección para determinar el número total de 

células y la presencia de neutrófilos. Los resultados indican que solo cuando los ratones se 

infectaron con una dosis de 1x106 UFP hay un incremento significativo en el número de células 

totales y presencia de neutrófilos en el LBA con respecto a los ratones del grupo control (figura 

8A-C). El incremento significativo de células totales y neutrófilos en el LBA usando la dosis de 

infección de 1x106 UFP se correlaciona de manera positiva con la pérdida significativa de peso 

usando esta misma dosis. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Rudd et al en 2019, 

en el cual se encontró un incremento en el número total de células en LBA y neutrófilos al día 4 

post infección.  

En el modelo de infección de influenza en ratones, los neutrófilos comienzan a ser reclutados al 

pulmón desde el día uno post-infección y la presencia de estas células se en el tejido pulmonar 

se extiende hasta los días 5-7 post-infección, dándose el pico máximo de reclutamiento entre los 

días 3-6 post-infección (Rudd et al., 2019). Cuando evaluamos la presencia de neutrófilos en el 

LBA a los días 4 y 7 post-infección, encontramos que al día 4 hay un incremento significativo de 

neutrófilos en el LBA con respecto al grupo control y se reduce al día 7 post infección (figura 

9B). Estos hallazgos concuerdan con lo reportado previamente en el modelo de infección de 

influenza en ratón.  
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Un marcador de daño pulmonar es el incremento de la concentración de proteínas en el LBA 

(Suliman et al., 2001). En el caso del modelo de infección de influenza en ratón, se puede 

observar un incremento en la concentración de proteínas totales en el LBA desde el día 3 post-

infección y hay incrementos significativos a partir del día 5 post-infección (Ferreira et al., 2023; 

Suliman et al., 2001). En nuestro caso, observamos un incremento significativo en la 

concentración total de proteínas al día 7 post-infección, indicando que hay daño tisular (figura 

9C). 

Por otra parte, se ha demostrado que los neutrófilos reclutados en la mucosa intestinal o 

pulmonar durante procesos infecciosos adquieren la expresión del receptor CCR3 (Perez-Lopez 

et al., 2021; Rudd et al., 2019). En línea con estos reportes, nuestros resultados muestran que la 

mayoría de los neutrófilos obtenidos de LBA expresan el receptor CCR3 al día 4 post-infección y 

este porcentaje tiende a reducirse a los 7 días post-infección. Además, los pocos neutrófilos 

recuperados del LBA de los ratones del grupo control también expresan CCR3. Por lo tanto, la 

expresión de CCR3 se da en la mayoría de los neutrófilos que se translocan al espacio alveolar 

y en el caso de la infección por influenza, esto ocurre principalmente al día 4 post-infección. En 

conjunto, los resultados indican que fuimos capaces de replicar el modelo de infección por 

influenza en ratones C57/BL6, ya que obtuvimos parámetros como la pérdida de peso, número 

de células totales por mL de LBA, número de neutrófilos por mL de LBA. 

Para comparar si el pico máximo de expresión y reclutamiento de neutrófilos ocurría al día 4 o 7, 

se comenzó infectando ratones C57/BL6 intranasalmente con dosis de 1x106 UFP y sacrificados 

al día 4 y 7 post infección, posteriormente se determinó el número total de células por mililitro de 

LBA (figura 9A) y la cantidad de neutrófilos por mililitro en este lavado bronquioalveolar (figura 

9B), en los cuales se obtuvieron diferencias significativas respecto al grupo control en día 4 post 

infección, estos resultados se asemejan con lo reportado por Rudd et al en 2019 ya que a pesar 

de que trabajan con una variante distinta del virus de influenza A, encontraron que existía un 

número de células totales en LBA a los 4dpi, al igual que los resultados obtenidos, encontramos 

que el reclutamiento de células es significativo a partir del 4dpi y se mantiene elevado hasta los 

7 dpi, sin embargo el pico máximo se encuentra a los 4 días. 

Como un indicador de inflamación en el pulmón se cuantificó la concentración total de proteínas 

(figura 9C) en la cual se encontraron diferencias significativas respecto al control utilizado hasta 

el día 7 post infección,  resultado que va en línea con lo reportado por Suliman et al en 2001, en 

donde una cuantificación en el incremento de proteínas totales en LBA es un indicador del 

alcance del daño pulmonar agudo provocado por una infección de influenza A, en el cual se 

encontró un aumento en las proteínas totales en grupos infectados encontrando diferencias 

significativas a los 5 dpi y un aumento aún más evidente a los 7 dpi, por lo tanto esto sugiere que 

el daño pulmonar agudo en pulmones infectados con influenza A presenta un pico máximo a los 

7 días post infección y es por lo que se decidió no realizar esta cuantificación en los experimentos 

posteriores, sin embargo en futuros experimentos sería importante realizar un seguimiento y 

comparar los resultados que se obtengan. 

Reportes previos han demostrado que los neutrófilos reclutados a la mucosa adquieren la 

expresión de CCR3. Por ejemplo, durante la infección por Salmonella, los neutrófilos presentes 

en la mucosa intestinal expresan CCR3 (Perez-Lopez et al., 2021). Por otro lado, los neutrófilos 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=mYetEA
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=RuVrc7
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=RuVrc7
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=vJhjgB
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=vJhjgB
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=kfi8nj


41 

 

reclutados al pulmón durante la infección por Acinetobacter baumannii o COPD, también 

expresan CCR3 (Perez-Lopez et al., 2021). Nuestros resultados muestran que los pocos 

neutrófilos presentes en el pulmón de los ratones del grupo control también expresan CCR3, los 

niveles de expresión se mantienen a los 4 días post-infección y los niveles se reducen al día 7 

post-infección (figura 9D). Estos hallazgos están en línea con lo reportado previamente, en 

donde la máxima expresión de CCR3 en los neutrófilos recuperados de BAL durante la infección 

por influenza se encontraron entre el día 4 y 5 post-infección (Rudd et al., 2019). En conjunto, 

nuestros datos y los reportes previos demuestran que la expresión de CCR3 en los neutrófilos 

reclutados a la mucosa durante procesos inflamatorios, infecciones agudas o inflamación crónica, 

es un fenómeno generalizado.  

Nuestro grupo de trabajo y otros han encontrado que la estimulación de CCR3 puede incrementar 

el estado de activación de los neutrófilos. De hecho, experimentos in vitro han demostrado que 

la presencia de la molécula SB-328437, un antagonista específico para CCR3, revierte el efecto 

de CCL28. In vivo, hemos observado que en el modelo de distrés respiratorio inducido por LPS, 

la administración de SB-328437 reduce el reclutamiento de neutrófilos al pulmón.  

Una de las complicaciones de la infección por influenza A es la inducción de inflamación 

exacerbada con el consecuente desarrollo de SDRA. En el SDRA, la activación aberrante de los 

neutrófilos tiene un papel importante en el daño a la barrera epitelial y endotelial al pulmón 

(Perrone et al., 2008). Estos son reclutados a las 24 horas post infección y producen ROS, 

citocinas proinflamatorias y NET´s, lo cual resulta en daño a la barrera epitelial-endotelial (Short 

et al., 2014). Se ha observado que la acumulación de neutrófilos en el pulmón se correlaciona 

positivamente en la severidad de pacientes con síndrome de dificultad respiratoria aguda 

(Weiland et al., 1986). 

Por lo tanto, evaluamos si la administración del antagonista de CCR3 durante la infección por 

influenza A podría tener algún efecto sobre la inflamación pulmonar. Nuestros resultados 

demuestran que el pico máximo de reclutamiento de neutrófilos y expresión de CCR3 en estas 

células se da al día 4 post-infección usando una dosis de 1x106 UFP. Los resultados indican que 

tanto los ratones infectados con influenza, como los infectados y tratados con el antagonista 

muestran cinéticas similares en la pérdida de peso (figura 10A). Se ha determinado que en 

modelos murinos durante infecciones por influenza presentan una pérdida de peso de más del 

30% antes de comenzar a recuperarse (Felgenhauer et al., 2020). En este sentido, se podría 

realizar un seguimiento más largo de la infección para poder determinar si la administración del 

antagonista podría tener un efecto sobre este parámetro a periodos más largos post-infección.   

Nuestros resultados previos indicaron que el pico máximo de reclutamiento de neutrófilos es a 

los 4 días post-infección, por lo tanto, decidimos analizar el efecto de la administración del 

antagonista de CCR3 en el reclutamiento de neutrófilos a este tiempo. Encontramos que hay una 

disminución de células totales y neutrófilos en LBA en el grupo infectado y tratado con SB-328437 

en comparación con el grupo que solo fue infectado (figura 10B y C). Estos hallazgos 

concuerdan con lo observado por nuestro trabajo y con el reporte de Lee, en donde la 

administración de este compuesto reduce la presencia de neutrófilos en el BAL en el modelo de 

SDRA inducido por LPS (Fig 5C y D). Además, existen otros modelos de otras patologías donde 

se ha empleado la administración de SB-328437 para reducir la inflamación. Por ejemplo, la 
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administración de este antagonista de CCR3 reduce la neovascularización en el modelo de 

inducción de neovascularización por daño alcalino (Zhou et al., 2012). También se ha observado 

una reducción en infiltrado eosinofílico en el modelo de colitis inducida por TNBS cuando los 

animales son administrados con SB-328437 (Filippone et al., 2022). Todos estos hallazgos 

demuestran que el receptor CCR3 puede ser empleado como un blanco terapéutico en aquellas 

patologías en las que la inflamación juega un papel central, incluyendo las complicaciones 

durante la infección por influenza A.  

Por otra parte, observamos que no hay diferencias significativas en las células obtenidas de tejido 

pulmonar, en sangre periférica y en médula ósea entre los 3 grupos experimentales (figura 10 

D-F). Estos datos sugieren la administración de SB-328437 durante la infección por influenza 

afecta exclusivamente la translocación de los neutrófilos al espacio alveolar, sin que este altere 

la generación de neutrófilos en médula ósea, su egreso a sangre periférica o su llegada al 

parénquima pulmonar. Nuestro grupo de trabajo encontró que la administración de SB-328437 

no tiene efecto en la frecuencia de neutrófilos en médula ósea, sin embargo, observó una 

tendencia de reducción de neutrófilos en sangre periférica en el grupo tratado con el antagonista 

de CCR3. Por otra parte, cuando se administró el compuesto SB-328437 en el modelo de colitis 

inducida por TNBS se observó una reducción de la presencia de eosinófilos en sangre periférica. 

Estos hallazgos contrastan con nuestros hallazgos en sangre periférica durante la infección por 

influenza A, una posibilidad es que los efectos de la administración del antagonista sobre células 

en la periferia dependan del origen de la inflamación. Alternativamente, podríamos evaluar el 

efecto de la administración del antagonista de CCR3 sobre los neutrófilos de sangre periférica 

durante la infección por influenza a tiempos más tempranos y/o tardíos de los evaluados en este 

trabajo.   

Los resultados obtenidos indican que la administración del antagonista durante infección por 

influenza A no afecta la expresión de los receptores CCR3 ni CXCR2 (figura 11), por lo que, al 

unirse SB-328437 a CCR3 impide la unión de sus ligandos (CCL28, CCL11, CCL24, CCL26), 

esto impide que se desencadenan las vías de señalización como quimiotaxis, degranulación, la 

producción de ROS o NET´s.  

El reclutamiento e infiltración de neutrófilos hacia el pulmón durante la infección por influenza A 

promueve la producción de citocinas proinflamatorias y quimiocinas, las cuales amplifican la 

inflamación en el tejido (Camp & Jonsson, 2017). Nuestros resultados mostraron que hay una 

reducción en el reclutamiento de neutrófilos al pulmón durante la infección por influenza cuando 

fueron tratados con el antagonista de CCR3 (figura 10). En línea con estos resultados 

encontramos que hay una disminución en la expresión de Tnfa y Cxcl1 en los ratones infectados 

con influenza A que fueron tratados con el compuesto SB-328437 en comparación con aquellos 

que solo fueron infectados (figura 12). TNFa es una citocina proinflamatoria, la cual ha sido 

asociada con la morbilidad y mortalidad en infecciones severas por influenza (Horiuchi et al., 

2010), ya que una infiltración de neutrófilos  al pulmón durante la infección viral promueve la 

producción de esta citocina y a la vez esto amplifica la respuesta inflamatoria en el tejido (Zemans 

& Matthay, 2017) . Por otra parte, CXCL1 actúa principalmente como quimioatrayente para los 

neutrófilos y desempeña un papel crucial en el reclutamiento de estas células a sitios de 

inflamación o lesión tisular. 
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Estudios previos han demostrado que la inhibición de la autofagia reduce la inflamación y la 

replicación viral (Sun et al., 2012), estos datos sugieren que existe una relación bidireccional 

entre la inflamación y la replicación viral. Cuando evaluamos la carga viral a través de la 

expresión del gen M de influenza (figura 12), encontramos un nivel menor de expresión del gen 

M de influenza en los ratones infectados y tratados con SB-328437 fueron menores que en el 

grupo experimental que solo fue infectado con influenza. No consideramos que el antagonista de 

CCR3 tenga un efecto antiviral directo. Una posibilidad es que el haber reducción de daño tisular 

por la administración de SB-328437 se limite la replicación viral, alternativamente, al limitar la 

respuesta mediada por citocinas proinflamatorias se podría favorecer la producción de 

interferones tipo I, los cuales son centrales en la respuesta antiviral (Wu & Metcalf, 2020). 

8. CONCLUSIONES 

 

1) El pico máximo de reclutamiento de neutrófilos al pulmón durante la infección por 

influenza A se da alrededor del día 4 post-infección. 

 

2) La mayoría de los neutrófilos reclutados al pulmón durante la infección por influenza A 

expresan CCR3 al día 4 post-infección. 

 

3) La administración de compuesto SB-328437 reduce el reclutamiento de neutrófilos al 

pulmón durante la infección por influenza A.  

 

4) La administración del antagonista de CCR3 reduce la expresión de Tnfa y Cxcl1 durante 

la infección por influenza A. 

 

5) Los ratones tratados con SB-328437 muestran una menor expresión del gen M de la 

influenza, lo que sugiere una reducción en la carga viral.  

9. PERSPECTIVAS 

 

1) Evaluar los efectos del compuesto SB-328437 a tiempos más tempranos y tardíos post-

infección. 

 

2) Determinar si el tratamiento con el antagonista de CCR3 reduce la producción de TNFa 

y CXCL1 nivel de proteína. 

 

3) Corroborar los niveles de carga viral determinando las unidades formadoras de placa. 

 

4) Determinar si la administración de SB-328437 favorece la producción de interferones tipo 

I durante la infección por influenza.  
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