UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

[0

o W 4
24
- " Pl & ALl » 2

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

CARACTERIZACION CELULAR DE LA PARTICIPACION
DEL TGF-B EN LA INFECCION IN VITRO DE CELULAS
MDCK POR EL VIRUS INFLUENZA

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

P R E S E NT A
LIC. GENOVEVA BUSTOS RIVERA BAHENA

TUTOR
DR. JOSE LUIS MONTIEL HERNANDEZ

CUERNAVACA, MORELOS 2009



http://images.google.com.mx/imgres?imgurl=http://www.bosch.com.mx/content/language2/img_productworlds/logoUNAM.jpg&imgrefurl=http://www.bosch.com.mx/content/language2/html/15200.htm&usg=__mXXXNxUU4aokrU3zO9ZwD8_vEkU=&h=1337&w=1191&sz=387&hl=es&start=7&um=1&tbnid=4X3lL5qc64R0SM:&tbnh=150&tbnw=134&prev=/images?q=logo+UNAM&hl=es&sa=N&um=1�

e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

A Dios que es el motor de mi vida, por todas sus bendiciones, por darme la fuerzas para salir adelante y guiar mis
pasos en mi camino, por permitirme disfrutar dia a dia la alegria de vivir.

A mis papitos, mi don Beto y mi Tesita porque son mis mejores maestros de la vida, porque me han ensefiado
que se necesita mucho coraje y valentia para salir adelante, y que adn en las adversidades una sonrisa y mucho
empefio lo cambia todo. Gracias por sus inmenso amor, sus ensefianzas, nuestros paseos y viajes, sus desvelos y
sus platicas interminables, por sus &nimos y su confianza en mi, no seré la mejor hija, pero ustedes son los mejores
padres y mi mejor ejemplo, los quiero mucho. Porque aunque te extrafio mucho y me haces mucha falta papito,
siempre te llevo en mis oraciones, mi mente y mi corazon, porque eres mi angel y nunca te olvidaré.

A mis hermanitas Carito y Takita por aguantarme, por su compaiiia, su confianza, su apoyo, sus regafios, sus
bromas, por ser mis mejores amigas y compafieras de vida, porque muchas veces ustedes se han convertido en mis
hermanas mayores y jamas han dudado de mi, las quiero muchisimo.

A mis viejitos dofia Fe, Simebdn y Petra porque disfruté mucho vivir a su lado y aprender de la vida, y sé que
jamas me han dejado de cuidar donde quiera que estén y porque son los mejores abuelitos, los quiere su flaquita.

A mi familia y mis nifios (Osvaldo, Rosalba, Nuelany, Gaby, Christopher, Ximena y Breida) por sus &nimos y su
confianza en mi, porque han sacado una sonrisa con sus travesuras y he aprendido mucho de ustedes mis latosos.

A Pedro porque me has ayudado a no perder la fé en mi misma y a salir adelante a pesar de todo, porque tu
compafiia, tus platicas, tus bromas, y tu apoyo incondicional, han sido muy especiales e importantes en mi vida,
porque sé que siempre contaré contigo panda.

A Amed y Poncho porque su apoyo como amigos ha sido especial, gracias por su carifio.

Al Dr. José Luis Montiel por no dudar de mi y permitirme desarrollar este proyecto, sus ensefianzas, por que ha
sido un buen jefe y su ayuda y apoyo han sido muy importantes tanto en este proyecto como en mi vida, gracias por
su amistad.

A la Dra Judith Gonzalez por sus platicas, sus ensefianzas, sus consejos, su compafiia, por su labor mental diaria
de sonreir siempre, sus regafios, por su amistad y apoyo incondicionales.

Al Dr. Pavel Isa por todas las molestias, apoyo y por sus valiosos comentarios en el desarrollo de este proyecto.
Por donarnos amablemente el virus utilizado en este estudio.

Al Dr. Fernando Esquivel por su apoyo, comentarios y ayuda. Por su asesoria para el desarrollo de este proyecto.

A mi comité tutoral, Dra. Yvonne Rosenstein y Dr. Ernesto Méndez por su asesoria y sus comentarios durante la
travesia de mi Maestria.

Al Dr. Gustavo Pedraza y Dr. Luis Teran por su ayuda y disposicién para ayudarme, por sus valiosos comentarios
que enriquecieron este trabajo.

A la tropa del L-13 por su compafiia, sus consejos y sus animos, que hicieron del laboratorio mi segundo hogar;
Blanca, Karina, Mayelli, Kike, Lili, Juan José (aunque no es del L-13), Javier, Tony (como mi hermana mayor),
Oscar, Idalia.

A mis amigos Luld, Irais, Paola, Ivon. Por otro lado estan Ivan (Tepoz), Nancy, Gretel, Carlitos (en todas sus
variantes), Lucerito, Okocha, Didier, Diana, Xitlali, que aunque son amigos de mis hermanas se han convertido en
los mios también, por su apoyo y compafiia incondicional.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por haberme otorgado la beca con ndmero de registro
207220 para mis estudios de Maestria en Ciencias, en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.



INDICE

ABREVIATURAS
LISTA DE FIGURAS
RESUMEN
ABSTRACT

l.  INTRODUCCION

.1 Panorama General

.2 Virus influenza
[.2.1 Estructura
1.2.2 Ciclo replicativo
1.2.3 Caracteristicas clinicas y tratamiento

.3. Respuesta inmune a la infeccion

1.4. Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-)
[.4.1 Estructura
1.4.2 Receptores del TGF-B
1.4.3 Vias de sefializacion activadas por TGF-f3

1.4.4 TGF-B y su posible participacion en las infecciones virales

Il.  JUSTIFICACION
lll. HIPOTESIS
IV. OBJETIVOS
IV.1 OBJETIVOS PARTICULARES

V. METODOLOGIA
V.1 Cultivos celulares
V.2 Preparacion del stock viral y titulacion
V.3 Protocolo de infeccion en células MDCK
V.4 Determinacion de apoptosis por cuantificacion de células subhaploides
V.5 Determinacion del nivel de receptores | y Il de TGF-B
V.6 Activacion de proteinas intracelulares por infeccién viral y por TGF-(3
V.7 Andlisis por SDS-PAGE/Western blot

V.8 Analisis estadistico

© oo N B~ DN

10
10
11

16
19
20
20

21
21
21
22
22
23
24
24
25



VI.

RESULTADOS

V1.1 Obtencién y evaluacion del stock viral

V1.2 Implementacién del sistema in vitro de infeccién viral

V1.3 Muerte celular inducida por infeccién por el virus influenza

V1.4 Cambio en los receptores para TGF-§ en la infeccién viral

V1.5 Modulacién de los niveles de Smad 2/3, pSmad 2/3, P38 y pP38 en células
MDCK infectadas

V1.6 Efecto de TGF-f3 sobre la muerte de células MDCK

VI.7 Efecto de TGF-f3 sobre la expresion de sus receptores de superficie

V1.8 Modulacién de los niveles de activacion de p38 en células MDCK debido al
tratamiento con TGF-§3

V1.9 Efecto del tratamiento con TGF-f sobre la infeccién con el virus influenza

VI.10 Cambio en los receptores para TGF-f debido a la estimulacion con TGF-f y

la infeccion viral

VI.11 Efecto de la incubacién con TGF-$ en la infeccién viral sobre la expresion de

la proteina NS1
V1.12 Modulacién de los niveles de activacién de Smad 2/3 y P38 debido a la

incubacion con TGF-B y la infeccién viral

VII. DISCUSION

VIII.1 Modelo de infeccion con virus Influenza in vitro

VIII.2 Efecto del TGF-B sobre la infeccion viral in vitro

VIII. CONCLUSIONES
IX. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

26
26
27
28
31

32

35

36

38

40

41

43

45

49

49

51

95
56






ADN
ARNm
BSA
CDC
ERK
EROs
FITC
HA
HAU
hrs
IFN-a/B
IFN-y
lgA

IL

kDa
M1, M2
MAPK
MDCK
MFI
MOl
NA
NF-kB
NO
NP
NS1, NS2
PBS
pfu
PI3-K
rpm
RSV
SFB
TBRI
TRRII
Tc

Th
TGF-B
TNF-a
who

ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
AlbUmina sérica bovina

Centro de control de enfermedades
Cinasa regulada por sefiales extracelulares
Especies reactivas del oxigeno
Isotiocianato de fluoresceina
Hemaglutinina

Unidades de hemaglutinacion
Horas

Interferon tipo 1 a/p

Interferén y

Inmunoglobulina A

Interleucina

Yoduro de propidio

Kilo Daltones

Proteina de Matriz 1, 2

cinasa activada por mitégenos
Madin-Darby Canine Kidney Cells, células de rifion de
perro

Intensidad de Fluorescencia Media
Multiplicidad de infeccidn
Neuranimidasa

factor nuclear kB

Oxido Nitrico

Nucleoproteina

Proteina viral no estructural 1, 2
buffer salino de fosfatos

Unidades formadoras de placa
Fosfatidil-inositol 3 cinasa
Revoluciones por minuto

Virus sincicial respiratorio

Suero fetal bovino

Receptor tipo | del TGF-

Receptor tipo Il del TGF-
Linfocitos T citotdxicos

Linfocitos T ayudadores

Factor de crecimiento transformante-f3
Factor de necrosis tumoral a
Organizacion mundial de la salud



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

LISTA DE FIGURAS

Estructura del virus influenza.

Esquema descriptivo de la replicacion del virus influenza A.

Determinacion del titulo viral en células MDCK.

Cinética de sintesis de la proteina NS1 durante la infeccion viral.

Andlisis de muerte de células MDCK inducido por infeccién viral.

Ensayos de Hemaglutinacion.

Cambio en los receptores para TGF-B | y Il (TBRI'y TBRII) en la infeccién viral.
Modulacién de los niveles de Smad 2/3 y su activacion por fosforilacion
(pPSmad2/3) durante la infeccion viral.

Modulacién de los niveles de p38 y su activacion por fosforilacion (pP38) durante
la infeccion viral.

Efecto de TGF-B sobre la muerte de células MDCK.

Efecto de TGF-P sobre la expresion de sus receptores de superficie.

Modulacion de los niveles de p38 y su activacion por fosforilacion (pP38) debido
a la estimulacion con TGF-B.

Andlisis de muerte celular debido a la estimulacién con TGF- y/o infeccién con
el virus influenza

Efecto sobre la expresion de los receptores de superficie TBRI'y TBRII debido a
la estimulacion con TGF-B y la infeccién viral.

Sintesis de la proteina NS1 durante la infeccidn viral y la estimulacién previa con
TGF-B.

Modulacién de los niveles de Smad 2/3 y su activacion por fosforilacion
(pPSmad2/3) debido a la incubacion con TGF- y la infeccidn viral.

Niveles de Smad 2/3 y pSmad 2/3 debido a la estimulacién con TGF-B y la
infeccion viral.

Cinética de modulacién de los niveles de p38 y su activacién por fosforilacién

(pP38) debido a la estimulacién con TGF-f e infeccion viral.



RESUMEN

Actualmente la infeccion por el virus Influenza representa un importante problema de salud, tanto
a nivel nacional como mundial. A nivel de las vias aéreas, este virus induce un cuadro inflamatorio muy
severo donde el sistema inmunolégico puede desempefiar un papel patol6gico, que en casos extremos
puede desencadenar la muerte. En este sentido, el estudio de la inmunopatologia asociada a la infeccion
podria ser de gran ayuda para explicar y, eventualmente, disefiar nuevas estrategias terapéuticas para
controlar los aspectos mas severos de la infeccion viral. Por ofro lado, se acepta que la respuesta
inmunologica es critica para la patogénesis viral, sugiriendo que es posible controlar la respuesta clinica
de acuerdo a la modificacién de algun elemento inmune regulador. En este sentido, se reconoce que la
citocina TGF-f es un importante elemento de regulacion de la respuesta inmune, ya que puede estimular
tanto efectos anti-inflamatorios como pro-inflamatorios, dependiendo del microambiente celular. Sin
embargo, se desconoce su posible participacidn durante la infeccion por el virus influenza.

Teniendo como el objetivo el iniciar la caracterizacion de los efectos celulares e inmunolégicos
inducidos por el TGF-$ durante la infeccion con el virus influenza, en el presente proyecto se
estandarizaron las condiciones in vitro para la infeccion viral en la linea celular MDCK. Se evalué la
posible participacion de TGF-B en 3 eventos de la infeccidn viral: induccién de muerte celular, sobre-
expresion de receptores para TGF-B y activacién de vias de sefializacion intracelular.

Inicialmente observamos que las células MDCK pre-activadas por el tratamiento con TGF-§ e
infectadas mostraron un nivel mayor de NS1 en comparacion con células no pre-tratadas con la citocina,
sugiriendo que el TGF-I podria participar en el ciclo replicativo del virus. Asi mismo, el tratamiento con
TGF-B indujo un aumento significativo en la muerte celular ocasionada por la infeccion viral. Por otro lado,
la infeccion viral parece inducir un aumento en el porcentaje de células positivas para los receptores | y |l
del TGF-B, sin embargo, la presencia de TGF-B, ocasiona un aumento en el porcentaje de células
TBRIMTBRII* pero estas células presentan un menor nivel de moléculas en su superficie. Estos resultados
aparentemente paradojicos, podrian encontrar explicacidn en la regulacion por endocitocis mediada por el
ligando. Sin embargo, en nuestros estudios, la infeccion viral podria controlar la presencia de estos
receptores en la membrana celular.

Estos resultados podrian sugerir que en nuestras condiciones de infeccién de las células MDCK
por el virus influenza se podria inducir una ligera expresion o activaciéon del TGF-f, sin embargo los
niveles de la citocina en el sobrenadante de cultivo no fueron detectables por ELISA. Finalmente,
evaluamos la posible participacion de las vias de sefializacion activadas por el TGF-B en la infeccién viral:
Smad 2/3 y p38. Nuestros resultados sugieren que activacion Smad 2/3 correlaciona con la infeccién viral,
mientras que la modificacién por fosforilacion de p38 en células infectas (incremento a las 24 hrs)
disminuye por el pre-tratamiento con TGF-f. Estos datos en su conjunto sugieren que el TGF-B puede
estimular al menos dos eventos caracteristicos de la infeccion por el virus Influenza en células MDCK:

sintesis de NS1 e induccion de muerte celular, donde la via de las Smads parece tener una participacion.
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ABSTRACT

The Influenza virus infection represents a relevant national and world health problem in our days.
At the human respiratory tree, a severe inflammatory response is induced by the viral infection where the
immune system could have a pathological role that in some cases could be fatal. For that, the study of the
immunopathology associated with the Influenza infection could be of great help to explain and eventually,
to design new therapeutic strategies to control the more severe consequences of the viral infection. By
other side, it is generally accepted that regulation of the immune response is critical in the viral
pathogenesis, suggesting that it should be possible to control the clinical symptoms according to which
regulatory factor is modified. In this sense, the cytokine TGF-$3 is recognized as an important regulatory
element of the immune response, showing anti-inflammatory as well as pro-inflammatory effect depending
of the cellular microenvironment. However is practically unknown its potential role as regulatory element
during the Influenza infection.

Having as final goal the characterization of the cellular and immunological effects induced by
TGF-B during the Influenza virus infection, in the present study we optimized the in vitro conditions for the
infection in the MDCK cell line. We evaluate its possible participation in three events of the virus infection:
cell death induction, overexpression of TGF-[3 receptors and activation of intracellular signaling events.

Initially we observed that MDCK pre-activated by TGF-f treatment and infected, showed a major
level of NS1 in comparison with cells not treated with the cytokine, suggesting a possible role of TGF-B in
the replicative virus cell cycle. Additionally, the TGF-B pre-treatment induced a significant increase in the
cell death induced by the virus infection. Although the virus infection seems to induce an increase in the
TGF-B receptors | and Il the MDCK cell membrane, TGF-B shows a major increase of these proteins in the
cell membrane, but a minor level of molecules in their surface. These seemingly paradoxical results might
find explanation in the regulation mediated by the ligand endocitocis. However, viral infection could
monitor the presence of these receptors on the cell membrane.

This data could suggest that MDCK infection by the Influenza virus could induce a minor
expression or activation of TGF-B in our in vitro conditions; however the cell culture levels were
undetectable by ELISA. Finally, we evaluated the possible contribution of the signaling pathways activated
by TGF-B during the virus infection: Smad 2/3 and p38. Our results suggested that Smad 2/3 pathway
activation correlates with the viral infection, whereas the specific p38 phosphorylation of infected cells (24
hrs peak) diminished by the pre-treatment with TGF-f. The ensemble of our results suggest that TGF-3
stimulate at least two events characterized of the Influenza infection of MDCK cells: NS1 synthesis and

cell death, where Smads activation pathway could be involved.

W



Caracterizacion celular de la participacion del TGF-B en la infeccién in vitro de células MDCK por virus influenza A

I.  INTRODUCCION

I.1.PANORAMA GENERAL

Los virus son los principales responsables de enfermedades respiratorias agudas, al
replicarse en las superficies epiteliales tanto en las vias areas superiores como en las inferiores,
lo que constituye la causa de infecciones sintomaticas, con tasas importantes de morbilidad y
mortalidad. Entre los agentes causales responsables de estas enfermedades se encuentra el
virus de influenza.

La influenza es una enfermedad aguda altamente contagiosa de las vias respiratorias,
de morbilidad elevada y capaz de provocar complicaciones potencialmente letales en pacientes
de riesgo, como es la poblacién infantil o adultos mayores, por esta razon, esta enfermedad
constituye un importante problema de salud a nivel mundial. Se ha reportado que entre el 10 y el
20 % de la poblacion mundial, se infecta anualmente con este patdgeno, de los cuales entre 3y
5 millones presentan enfermedad severa y entre 250 y 500 mil fallecen [1]. Sin embargo, cada
cierto tiempo surgen pandemias de influenza que producen un numero mucho mayor de
muertes.

La influenza, es una enfermedad infecciosa causada por alguno de los tres géneros de la
familia Orthomyxoviridae: A, B y C. Los géneros B y C infectan a los humanos y su
sintomatologia es poco severa. Sin embargo, el género A, puede infectar a varias especies, entre
ellas a las aves y a mamiferos como humanos, cerdos, caballos, ballenas y focas. EI genoma del
virus de influenza se encuentra particularmente expuesto a mutaciones puntuales y rearreglos,
como consecuencia de la ausencia de una actividad de correccion de la replicacion, lo que
contribuye a la generacidén de nuevas variantes [2, 3].

Por otro lado, se han reportado diversas epidemias a lo largo de la historia provocadas
por este virus. En el siglo XV se le dio el nombre de “influenza” debido a la creencia de que las
estrellas influian sobre el origen de las epidemias. En el siglo XX se reportaron tres pandemias
provocadas por el virus de influenza A: en 1918 6 “influenza espafiola”, en 1957 o “influenza
asiatica” y en 1968 6 “influenza Hong Kong”. Actualmente, existe el peligro latente de la aparicién
de una nueva pandemia de origen asiatico provocada por una cepa de influenza aviar y, aunque
se dispone de vacunas y farmacos antivirales en contra de la infeccion, estas herramientas no
son suficientes y no protegen de una manera Optima, especialmente contra pandemias. De
manera interesante, datos recientes del centro de control de enfermedades (Control Disease
Center 0 “CDC” por sus siglas en inglés) en EUA, ha observado cambios muy rapidos en el nivel

de resistencia a antivirales: en los brotes de influenza tipo A estacional del 2004 a 2006 se
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Caracterizacion celular de la participacion del TGF-B en la infeccién in vitro de células MDCK por virus influenza A

observd un incremento en la resistencia a los adamantanos, mientras que del 2007-2009, la
resistencia a Oseltamivir (Tamiflu) aumenté draméaticamente, de 0.7% a cerca del 90% [4]. Esto
habla sobre la necesidad de desarrollar nuevas estrategias anti-virales, debido a que en poco
tiempo estos farmacos antivirales, podrian ser claramente ineficientes para el control de la
infeccidn. En este sentido, el conocimiento detallado de los mecanismos de infeccion viral en la
célula, asi como la participacion de los reguladores de la respuesta inmune durante los procesos
inflamatorios y de muerte celular seradn de gran utilidad durante la busqueda de tratamientos

antivirales mas eficientes.

1.2 VIRUS INFLUENZA.

El virus de influenza es un virus de ARN de la familia Orthomyxoviridae, que esta
envuelto por una bicapa lipidica y posee un genoma segmentado de ARN de cadena sencilla y
polaridad negativa. Como se mencion previamente, existen tres géneros antigénicos basicos,
llamados influenza A, B y C, los dos primeros poseen 8 segmentos de ARN, mientras que el
ultimo sélo cuenta con 7 segmentos. El género A es el causante principal de la enfermedad en el
humano y en animales, y por ello, el mas estudiado, cuyo genoma de 8 segmentos de ARN,

codifican para 11 proteinas.

1.2.1 Estructura.

Como se mencion6 previamente, el virus influenza A se encuentra conformado por 8
segmentos de ARN que codifican para 11 proteinas. En la Figura 1 se observa un diagrama
esquematico que muestra las glicoproteinas de superficie del virion, HA y NA, asi como los 8
segmentos de ARN asociados a las proteinas NP y los componentes del complejo de polimerasa
de ARN dependiente de ARN (PB2, PB1y PA).

En la membrana se localizan 3 proteinas: la hemaglutinina (HA), la neuraminidasa (NA) y
la proteina de matriz 2 (M2), que juegan un papel importante en la adhesién y endocitosis en las
células infectadas asi como en la liberacion de la célula de nuevas particulas virales. Por su
parte, la proteina M2 juega un papel relevante en la liberacion del complejo de
ribonucleoproteinas hacia el interior de la célula. Ademas las proteinas HA y NA, juegan un papel
muy importante en los mecanismos de la respuesta inmune. De ahi que en base a la
antigenicidad de sus proteinas de superficie, se han clasificado 16 subtipos de HA (H1-H16) y 9
subtipos de NA (N1-N9). Estas proteinas externas, son los principales blancos de los anticuerpos
neutralizantes pero al mismo tiempo, son las moléculas mas variables del virus influenza. Asi, los

subtipos de influenza A se definen serologicamente por estas proteinas; por ejemplo, H3N2 se
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refiere al subtipo 3 de HA'y 2 de NA. Todos estos subtipos se han encontrado en aves acuéticas,
y se cree que virus generados por rearreglos entre virus de aves, porcinos y humanos ha dado
origen los serotipos pandémicos en humanos [5].

Por otro lado, la infeccidn por el virus influenza depende de la interaccion de la HA con
los residuos de &cido sidlico de las glicoproteinas de la superficie celular a lo largo del tracto
respiratorio. Se reconoce que la HA de los virus aviares es capaz de unirse y reconocer,
principalmente, al acido sialico mediante una unién 2,3 con un residuo de galactosa (SA 2,3
Gal) en el tracto gastrointestinal; mientras que en el tracto bronquial humano, la HA del virus
humano reconoce una union (SA a2,6 Gal). Sin embargo, en 1997, se observé el primer caso de
transmisién directa de aves a humanos durante un brote de gripe aviar en las aves domésticas
de Hong Kong. Desde esa fecha se han presentado otros casos de infeccién de H5N1 en
humanos, asi como de otras cepas como H7N1, H7N2 y HON1 [6, 7].

Por otro lado, una tercera proteina asociada a la membrana del virus es la proteina de la
matriz 2 (M2), la cual actia como un canal de iones que permite la liberacién de las
ribonucleoproteinas en el citoplasma de la célula. Esta proteina se forma gracias al proceso de
“splicing” alternativo del segmento de ARN viral que codifica para la proteina M1. La proteina M1
forma una matriz por debajo de la bicapa lipidica que le da soporte y recubre al genoma del virus
influenza. Asociadas al genoma se encuentran las proteinas PB1, PB2 y PA, que en conjunto
actan como polimerasas del virus; asi como la nucleoproteina (NP). Las proteinas no-
estructurales NS1 y NS2 se sintetizan durante la infeccién y juegan un papel importante en la
replicacion viral [8-10], siendo NS2 la que se origina por “splicing” alternativo del segmento de
ARN que codifica para NS1. Recientemente, se reportd la existencia de la proteina PB1-F2, con
una longitud de 87 residuos de aminoacidos y que se genera por un marco de lectura +1 en el
gen que codifica para PB1, y aunque se creia que era una proteina accesoria, se evidencié que
esta proteina actia a nivel mitocondrial induciendo apoptosis en monocitos pero no asi en
fibroblastos y células epiteliales; esto posiblemente como un mecanismo que favorece la

propagacién y aumento de la carga viral [11-13].
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Figura 1. Estructura del virus influenza A. Diagrama explicativo de la estructura del virién influenza A y su
genoma. a) Se muestra la estructura del viridn y las proteinas asociadas al ARN viral. b) Se muestran los 8
segmentos de ARN y las 11 proteinas virales generadas a partir de ellos. Tomado y modificado de [14].

1.2.2 Ciclo Replicativo.

El ciclo replicativo del virus influenza es un proceso muy complejo. De forma breve, el
virus tiene que reconocer y unirse a su receptor en la membrana celular para poder entrar a la
célula, donde se desensambla su genoma y posteriormente, en el nucleo, producir nuevas
copias de proteinas virales y ARN mensajeros (ARNm) que daran origen a las nuevas proteinas
virales. Finalmente los componentes proteinicos y nucleotidicos se re-emsamblarén para formar
las nuevas particulas virales que saldran de la célula hospedera para continuar replicandose en

otras (ver Figura 2)[15].

Como se menciond previamente, los virus influenza se unen a la célula a través de la
proteina HA por medio de los residuos de &cido sialico localizados en la superficie de células
epiteliales del tracto respiratorio. Previo a esto, la HA necesita ser cortada proteoliticamente para
que el virus pueda entrar por endocitosis [16, 17].

Una vez dentro de la célula, las condiciones acidicas del endosoma, ayudan a que la
proteina viral M2, que actia como un canal idnico, acidifique el interior del virién y que la HA
fusione la envoltura viral con la membrana de la vacuola. Todo esto, genera que la particula
virica se separe, liberando su contenido ribonucleoproteico en el citoplasma de la célula. A
continuacion, las proteinas y el ARN viral, son transportadas al nucleo celular, donde la el
complejo de polimerasa de ARN “dependiente de ARN” conformado por las proteinas PB1, PB2

y PA, en coordinacion con la accion de la proteina viral NP, comienzan la transcripcion de los
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ARN virales complementarios de sentido positivo. Conviene recordar que el genoma del virus de
influenza consiste de ARN de polaridad o sentido negativo, por lo que es necesario la generacion
de una hebra de ARN complementaria para que sea empleada como molde y permita la sintesis
de proteinas. Por ello, gracias a la participacién de la proteina de exportacion viral 2 (NS2) y la
proteina M1, los ARNs complementarios son transportados al citoplasma y traducidos en
proteinas virales [18]. Las proteinas virales HA y NA pueden ser exportadas tan pronto son
sintetizadas a la superficie celular, via el aparato de Golgi, donde serviran para el ensamble y
salida de los nuevos virus. Sin embargo, no todas las proteinas virales participan en la
replicacion y ensamble del virus, sino que su accion esta vinculada en el control de la maquinaria
celular, ya sea en la degradacién del ARN mensajero celular y/o la inhibicion de la sintesis de
proteinas de la célula hospedera, entre otros mecanismos [19]. En este sentido, la proteina viral
NS1 es una proteina que muestra accién antagonista al interferon, bloqueando la activacién de
factores de transcripcion y productos génicos estimulados por los interferones de tipo | ((IFN-
o/P) [20]. Ademés NS1 parece inhibir la activacion de la RNasa L, la cual participa en la
degradacion de complejos de ARN de doble cadena como un mecanismo de defensa celular [21,
22). Algunos estudios han asociado las variaciones de secuencia en la proteina NS1,con la
produccion de citocinas pro-inflamatorias, lo cual sugiere una relacion con la respuesta inmune
exacerbada en respuesta a la infeccion viral por influenza [23].

Una vez que el virus se ha replicado, los ARN de polaridad negativa, las polimerasas y
las otras proteinas virales se ensamblan formando los viriones, los cuales salen de la célula
mediante gemacion. Sin embargo, para poder facilitar que los nuevos viriones puedan alejarse
de la membrana celular e infectar células vecinas, se requiere la accion de la proteina NA, la cual
corta los residuos de acido sialico de la superficie celular e impide que la HA de los nuevos

viriones pueda unirse con las glicoproteinas de la célula infectada [24, 25].

Cabe resaltar, y como se menciond previamente, la generacion de nuevas cepas virales que
puedan ser las causantes de nuevas epidemias y pandemias, se debe principalmente a la nula
capacidad de correccion de errores por las polimerasas de ARN virales, ya que pueden cometer

errores cada 10% nucledtidos. Este alto nivel mutacional es conocido como deriva

antigénica(“antigenic drift” en inglés), provocando cambios pequefios y graduales en las
proteinas antigénicas del virus [2]. Sin embargo, dado que dos cepas de virus de Influenza,
incluso de especies diferentes, pueden coexistir en una misma célula, es posible que ocurran

rearreglos entre los segmentos de ARN. Esto trae como consecuencia la generacion de nuevas
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cepas virales con caracteristicas estructurales y antigénicas muy diferentes a la cepa de origen.
En varias ocasiones, los virus capaces de infectar a otras especies y vencer la inmunidad
protectora del organismo provocando epidemias, resulta de este tipo de modificaciones [26]. Las
variaciones antigénicas en HA o NA, disminuyen la capacidad de neutralizacion de los
anticuerpos presentes en los pacientes por resultado de infecciones primarias, posibilitando la
susceptibilidad a las infecciones secundarias y disminuyendo la capacidad preventiva de las
vacunas [27]; siendo estos mecanismos importantes en la aparicion de pandemias como ya se

discutié previamente.
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Figura 2. Esquema descriptivo de la replicacion del virus influenza A. Un virién se une a la membrana celular
del hospedero a través de su proteina HA y entra a la célula mediante el mecanismo de endocitosis mediada por
receptor (paso 1). Posterior a esto, la proteina M2, que actia como un canal iénico, genera que el interior del virion
sea mas &cido, provocando que la proteina M1 se disocie de la nucleopcapside viral y el complejo de
ribonucleoproteinas se transloquen del citoplasma al nlcleo a través de la interaccién entre la proteina NP y el
complejo del poro nuclear (paso 2). Ya en el ndcleo, el complejo polimerasa (conformado por PB1, PB2 y PA) se
transcribe (paso 3a) y replica los ARN virales (paso 3b). Estos nuevos ARN virales se translocan al citoplasma
donde son traducidos a proteinas (paso 4) y las proteinas HA, NA y M2, son sometidas a procesamiento post-
traduccional en el aparato de Golgi, y finalmente, transportadas a la membrana celular (paso 5b). Por otro lado, las
proteinas, NP, M1, NS1 y NEP, son transportadas al ncleo (paso 5a), donde se unen a los ARN virales recién
sintetizados, generando nuevos complejos de ribonucleoprotreinas que posteriormente migaran al citoplasma y
generando nuevos viriones al interactuar con la proteina M1y las proteinas de la superficie del virus HA, NA y M2
en la membrana celular (paso 6). Finalmente, los nuevos viriones salen por gemacion de la célula infectada, sin
embargo para ello, la proteina NA, necesita cortar proteoliticamente los residuos de é&cidos sialico que
interaccionan con la proteina HA, lo que permite la liberacion de la progenie viral (paso 7). Ver texto para mayor
detalle.
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1.2.3  Caracteristicas clinicas y Tratamiento.

Debido a la severidad de los sintomas que ocasiona la infeccién por el virus Influenza, los
mecanismos por los cuales el virus causa la enfermedad, han sido estudiados ampliamente. La
infeccion por el virus influenza se caracteriza por sintomas respiratorios (obstruccién nasal,
molestias en garganta y tos) y sistémicos (fiebre, escalofrios, mialgia, anorexia, cefalea e
insomnio). El genotipo viral es un factor importante en el grado de dafio, por ejemplo, los analisis
histopatologicos de tejidos pulmonares de individuos que murieron por neumonia de influenza
primaria en 1918, mostraron un edema masivo con destruccion de la arquitectura alveolar [28,
29]. Este dafio tisular es inducido por la replicacion viral y por los procesos inflamatorios
asociados [30, 31]. Ademas, se encontré que la gran cantidad de proteinas producidas por las
células hospederas, no solo se deben a la respuesta inmune, sino también a los niveles masivos
de replicacién viral producido por ciertas cepas virales de influenza como la HIN1 de 1918 y la
influenza aviar H5N1 [32, 33].

Sin embargo los tratamientos son fundamentalmente sintomaticos, pues los farmacos
antivirales tienen una eficacia muy limitada y los antibiéticos s6lo son utiles en casos de infeccién
secundaria cuyo origen sea bacteriano. Ademas, los virus pueden desarrollar resistencia a las
drogas antivirales mas empleadas [4, 34-38]. Los farmacos antivirales son especialmente utiles
en pacientes de alto riesgo y cuando la epidemia de infeccion por el virus influenza ya esta
presente 0 no hay tiempo para vacunar. Los dos tipos principales de antivirales son los
inhibidores de la proteina M2 (derivados del amadantano) y de la neuraminidasa. Los antivirales
amantadina y rimantadina, han sido disefiados para bloquear un canal iénico (proteina M2) y
prevenir asi la liberacion de los complejos de ribonucleoproteinas virales a las células huésped.
Estos farmacos son en ocasiones eficaces frente al virus de influenza. Sin embargo, en la
actualidad, los inhibidores de neuraminidasa, son la primera eleccion en la infeccion por el virus
de la gripe. El oseltamivir (de nombre comercial Tamiflu) y el zanamivir (Relenza) son inhibidores
de la neuraminidasa que han sido disefiados para detener la propagacién del virus en el
organismo humano. Tienen un rango alto de efectividad tanto frente al virus de influenza A como
B, ayudando a reducir los sintomas y las complicaciones derivadas de la infeccién. Sin embargo,
datos de la CDC de EUA muestran que la resistencia a Oseltamivir (Tamiflu) por el virus H1N1
estacional aumentd draméticamente, de 0.7% a cerca del 99% en el término de 2 afios. Esto
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pone en evidencia la enorme capacidad de variacion del virus e indica la necesidad urgente de
desarrollar nuevos tratamientos antivirales.

Actualmente, existe el peligro latente de la aparicion de una nueva pandemia de origen
asiatico provocada por una cepa de influenza aviar, o de la aparicién de nuevas variantes del
virus influenza A, y aunque se dispone de vacunas y farmacos antivirales en contra de la
infeccidn, estas herramientas no son suficientes y no protegen de una manera &ptima,
especialmente en el caso de una pandemia. Esto habla sobre la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias anti-virales, debido a que en poco tiempo, los antivirales previamente mencionados,
podrian ser claramente ineficientes para el control de la infeccién. En este sentido, creemos que
es de gran importancia conocer los mecanismos de infeccién por el virus influenza ,asi como la
respuesta de la célula ante esta infeccion viral, dado que este conocimiento, permitiria la

busqueda de nuevos y eficientes tratamientos antivirales.

.3 RESPUESTA INMUNE A LA INFECCION.

Las células epiteliales pulmonares son las primeras células infectadas por el virus de
influenza A, las cuales a su vez permiten la generacion de una gran cantidad de viriones que
posteriormente infectan a otros tipos celulares como los macréfagos alveolares. En el control de
la infeccidn por el virus influenza, se ha observado que se requiere de la participacion de todos
los elementos del sistema inmune, tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa [39].
Durante este proceso infeccioso, se ha sugerido que la muerte por apoptosis de los macrofagos
y las células epiteliales tiene un papel relevante en la patogénesis debido a su asociacion a otros
mecanismos, como lo son la inflamacion tisular y la inducciéon de respuestas inmunoldgicas
agresivas, caracterizadas por la alta produccion de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias [40].
Estos eventos juegan un papel importante en la inmunopatologia asociada con el virus de
influenza, como es el edema masivo pulmonar, las pulmonias primarias y secundarias y las
hemorragias pulmonares con bronco-pneumonia aguda [31].

Durante la fase inicial de la infeccién por el virus de influenza se induce la produccién de
una gran cantidad de proteinas: citocinas y quimiocinas, las cuales, son los principales factores
que facilitan la migracién de los monocitos y los linfocitos T al sitio de infeccién. Las primeras
citocinas pro-inflamatorias producidas tras la infeccion viral son la interleucina-6 (IL-6) y los
interferones (IFN) de tipo I, cuyos niveles se correlacionan con la aparicion de sintomas clinicos
como la produccién de moco, fiebre y un aumento de la carga viral [8, 41]. Ademas, los IFNs son

herramientas muy importantes de la célula para inhibir la replicacion viral [13, 22, 42, 43]. Como
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respuesta a ese control antiviral, el virus de influenza ha desarrollado mecanismos antagonistas,
caracterizados por la accion de la proteina no estructural NS1. Estudios en donde se elimind
selectivamente al gen ns1, se observo que los niveles de IFN-y aumentaban considerablemente,
y la carga viral se atenuaba [44]. Por otro lado, otras citocinas importantes producidas debido a
la infeccién por el virus influenza, son IL-8 y TNF-a., las cuales se han vinculado en la activacion
de mecanismos antivirales que eviten la dispersion del virus, el reclutamiento de los neutrofilos y
la apoptosis de células infectadas, respectivamente [45, 46].

En resumen, se considera que la severidad de la enfermedad se correlaciona
fuertemente con el perfil y los niveles de citocinas producidas por células del sistema inmune y
células infectadas [31]. En ese sentido, altos niveles de TNF-a conduce a numerosas
anormalidades clinicas y patolégicas, asociadas con una respuesta inflamatoria aguda en el
tracto epitelial respiratorio. Por ejemplo, dos estudios independientes en los cuales se infectaron
ratones con el virus de influenza y que se trataron con anticuerpos neutralizantes contra TNF- a,
mostraron niveles reducidos de macréfagos y linfocitos infiltrados en sus pulmones, asi como
una patologia menos severa y una mayor sobrevivencia, sin embargo, la capacidad de
eliminacion del virus fue pobre [47, 48]. Ademas como se menciond anteriormente, la gran
cantidad de citocinas asociadas a la infeccion, no sélo se debe a la respuesta inmune, sino
también a los niveles masivos de replicacion viral producido por ciertas cepas virales de
influenza, como se propone sucedié con la infeccién producida por la cepa H1N1 de 1918 y por
la influenza aviar H5N1 [32, 33].

Otra citocina posiblemente relacionada con la inmunopatologia asociada con el virus de
la influenza, es el factor de crecimiento transformante beta (TGF-$). Aunque sus niveles de
expresion no aumentan como consecuencia de la infeccion viral, se ha sugerido que la presencia
del virus podria inducir su activacién a partir de su forma latente 6 inactiva, lo cual posibilitaria su

participacion en la regulacion inmunoldgica y celular [49].

1.4 FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA (TGF-B).

El TGF-B es una citocina pleiotropica, ya que regula una amplia variedad de procesos
biolégicos incluyendo: inflamacion, quimiotaxis, reparacion de tejidos, deposito de la matriz
extracelular, tumorigénesis, proliferacion, migracion y diferenciacion celular [50]. En su conjunto,
el TGF-B es una citocina regulatoria con diversos efectos sobre las células inmunoldgicas.
Dentro del perfil general de citocinas responsables de la respuesta inmune ante un virus, el TGF-
B merece un mencion aparte, y es que dentro de la fisiologia de las células inmunes, juega un

9



Caracterizacion celular de la participacion del TGF-B en la infeccién in vitro de células MDCK por virus influenza A

papel de modulador o inhibidor de multiples respuestas pro-inflamatorias: inhibicion de la
expresion de citocinas pro-inflamatorias, inactivacion de células T, inmunoregulacion a través de
la regulacion de la diferenciacion de los linfocitos hacia una respuesta tipo Th1/Th17, induccion
de apoptosis, aumento de matriz extracelular, induccién de anergia, regulacion de la quimiotaxis,
activacion y sobrevivencia de los linfocitos, las células NK, las células dendriticas, macréfagos,

células cebadas y granulocitos [51-55].

1.4.1 Estructura.

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es un homodimero soluble de 25
kDa, de expresion ubicua [56-59]. Esta citocina se secreta como un factor latente o inactiva, la
cual se asocia a la matriz extracelular gracias a la presencia de proteinas de unién permitiendo
su acumulacion. Aun se ignoran los mecanismos detallados de su activacion, pero se propone
que pueda ser efecto de la activacién de las proteasas extracelulares, como la trombospondina 1

[60], la convertasa de furina [61] o incluso por accion de la NA del virus Influenza [49].

1.4.2 Receptores del TGF-f.

Para que el TGF-B lleve a cabo sus funciones celulares, requiere su interaccion con un
complejo macromolecular constituido al menos por dos proteinas de membrana con un dominio
intracelular de cinasa serina-treonina(Ser-Thr). TBRI 0 ALK-5 (54 kDa) y TBRII (65 kDa). La uni6n
de la citocina a sus receptores ocasiona la formaciéon de un complejo de receptores, lo cual
induce la transfosforilacion del sitio (Glicina-Serina) GS en el receptor | y la consecuente
activacion del dominio cinasa Ser-Thr del receptor | [62]. Estas proteinas estdn ampliamente
presentes en practicamente todos los tipos celulares, aunque su expresion esta fuertemente

regulada y su deficiencia conlleva procesos patologicos [63-66)].

1.4.3 Vias de senalizacion activadas por TGF-g.

La via de activacion intracelular mas conocida para esta citocina (también conocida
como via canonica) es la que se caracteriza por la fosforilacion de las proteinas intracelulares
Smad2 y Smad3. Asi entonces, posiblemente las proteinas Smad son reclutadas hacia la
membrana celular gracias a la participacion de la proteina SARA, permitiendo su acercamiento a

los receptores membranales. Posterior a la activacion del dominio Ser/Thr del receptor |, las
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proteinas Smad2 y 3 son capaces de interactuar con el dominio catalitico, lo cual deriva en la
fosforilacién en el extremo carboxilo terminal de estas proteinas [6, 7]. Esta modificacion
postraduccional ocasiona un cambio estructural de la proteina Smad fosforilada, permitiendo que
interactue con la proteina Co-Smad (Smad4). Este evento constituye un requisito para que el
complejo de sefializacion pueda entrar al nucleo celular y pueda desempefiar un efecto de
transactivacion sobre un espectro amplio de genes, que permiten generar los efectos celulares
de la citocina [67, 68].

Sin embargo, varios estudios han evidenciado que el TGF-B induce otras sefiales
intracelulares no dependientes de Smads, donde se involucran proteinas como MAPKs (ERK 1/
2, JNK, p38), o Ras, asi como los complejos de iniciacién de la traduccion como elF2 y elF3,
pero cuyos mecanismos de regulacion aun se desconocen [67, 69]. Paraddjicamente, la sobre-
expresion de este factor de crecimiento desencadena otras patologias cronicas, situaciéon que

algunos han denominado como el “lado obscuro del TGF- f” [50, 59].

1.4.4 TGF-B y su posible participacion en las infecciones virales.

En afecciones inflamatorias de las vias aéreas, similares a la infeccidn por el virus de
influenza, como lo es el asma, en donde se ha encontrado que los niveles de TGF-B, producidos
por eosindfilos y células epiteliales bronquiales de individuos asmaticos son altos en
comparacion con los sujetos normales, lo que sugiere un papel patofisiologico de TGF- en el
asma humana [70, 71]. En este sentido, se considera que el TGF-B inhibe la respuesta
hipersensibilidad aguda (AHR) y la obstruccion aérea [72].Sin embargo, su presencia
anormalmente alta y continua, en este proceso inflamatorio, como podria acontecer en a la
inflamacidn debido a la infeccion por influenza, podria inducir una obstruccion de las vias aéreas,
como consecuencia de su capacidad fibrolitica o de remodelacion tisular. Esta informacion
sugiere que TFG-B no sélo actia como una citocina anti-inflamatoria, sino que su actividad
podria modificarse sensiblemente dependiendo de su concentracion, su estabilidad y el
microambiente de otros factores celulares y humorales.

Como se menciond antes, se ha sugerido que durante el proceso patoldgico inducido por
el virus influenza, los niveles de TGF-B activo se elevan posiblemente por efecto de la accién de
la glicoproteina NA [49]. La presencia incrementada de TGF-f activo se ha propuesto que
participa en la induccion de apoptosis de células linfoides, lo cual explicaria la linfopenia

producida en infecciones agudas por influenza [55, 73]. Sin embargo, el papel de TGF-§ en la
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infeccion por el virus de influenza no se conoce con exactitud, aun cuando los niveles de esta
citocina activa son elevados en patologias respiratorias similares a la infeccion por influenza.

El efecto pro-apoptotico del TGF- § ha sido ampliamente caracterizado, sin embargo, los
mecanismos parecen variar segun el modelo celular en estudio [74-78]. Por otra parte, multiples
reportes proponen que la apoptosis inducida por la infeccion del virus influenza es un evento
relevante en la patogénesis [79, 80], aunque aun existe gran controversia sobre sus
implicaciones. Asi, ante la llegada de este virus, todas las células alveolares (epiteliales y
macréfagos) e inmunes que se acercan al sitio de infeccién (neutrofilos, linfocitos, etc.) son
blanco de apoptosis [45, 81]. Para este efecto se ha propuesto la participacion de las proteinas
NS1 [82], Hemaglutinina [83], Neuraminidasa [84, 85] y PB1-F2 [11], en la activacién tanto de las
vias extrinsecas (activacion de PKR e induccién de Fas) e intrinsecas (dependiente de
mitocondria) de la induccién de apoptosis [40]. Por el otro lado, se ha sugerido que el TGF-B
puede ser un inductor apoptotico directamente activado por el virus [49] y que podria jugar un
papel importante durante esta patologia. En congruencia con esta idea, el empleo de anticuerpos
anti-TGF-B, demostr6 que era capaz de bloquear la apoptosis inducida por NA 'y NS1 [85].

Por otro lado, en la infeccion por influenza se ha demostrado que las células T
citotoxicas (Tc) juegan un papel importante en la proteccion. De hecho una caracteristica
importante de las células Tc en esta infeccion, y en otras infecciones virales, es su capacidad de
reconocer epitopos altamente conservados entre las diferentes cepas virales y, en especial, de
las proteinas internas del virus que justamente son las mas conservadas [86]. Los mecanismos a
través de los cuales las células Tc pueden inducir sus efectos protectores en la infecciéon por
influenza son: 1) destruccion de las células infectadas, mediante mecanismos de citotoxicidad
ylo induccion de la apoptosis [87]; 2) inhibicién directa de la replicacion viral a través de la accion
de interferones de tipo I, asi como otros factores antivirales [88] y 3) reclutamiento y potenciacion
de la respuesta inmune por células NK y macréfagos [86].

De manera paraddjica, varios estudios sugieren que un factor fundamental para explicar
los efectos clinicos severos inducidos por la infeccion de virus influenza en humanos, es
consecuencia de la respuesta inmune asociada a esta infeccion. Asi se reportd que la
estimulacion de linfocitos T CD8* humanos por células dendriticas (DCs) transfectadas que
expresan la proteina HA de tipo 5, inducen la inhibicion de la produccion de la proteina perforina
y, por lo tanto, una disminucion de la actividad citolitica de los linfocitos T CD8*. Adicionalmente,
esta estimulacion ocasiond un incremento en la produccion de INF-y, lo cual sugiere que la
produccion prolongada de esta citocina resultaria en un perfil inflamatorio con dafio epitelial

mayor [89].
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Por otra parte, el TGF-f ademas de inducir efectos inmunomoduladores en el tracto
pulmonar, puede estimular la proliferacion celular, la induccion de la secrecion de moco y un
incremento en la migracion celular [90-92]. Adicionalmente, en pacientes asmaticos, su
expresion aumenta y se correlaciona con el fenotipo y la severidad de la enfermedad del asma,
posiblemente debido a su caracter como regulador de la fibrosis pulmonar y remodelacion tisular
a través de la diferenciacion y activacion de los fibroblastos [50, 91]. En el mismo sentido, en un
estudio con células epiteliales humanas in vitro, se observé que el tratamiento con TGF-f3 inducia
un incremento en la replicacion del virus respiratorio sincisial (RSV por sus siglas en inglés
“Respiratory Syncitial Virus”), al tiempo que ocasioné un aumento en la produccién de TNF-a
[93]. Estos datos permitirian sugerir que la respuesta exagerada observada durante una
infeccidn viral respiratoria, podria desencadenarse por un incremento de TGF- 8 activo [49]. Sin
embargo, aun no se conocen con detalle los mecanismos intracelulares por los cuales TGF-f
podria actuar y las vias de sefializacion que son activadas por esta ultima citocina.

Por otro lado, Lee y colaboradores [94], observaron que la sobreproduccion de TNF-a
debido a la infeccién por el virus H5N1, se encuentra regulada por la proteina p38, que
pertenece a la familia de las MAP cinasas (MAPK) y que regula procesos inflamatorios. Estos
datos concuerdan con los datos reportados por McCann [93], los cuales muestran que el
aumento en la produccién de TNF-a, se debe a la activacion de la cascada de sefializacion
iniciada por TGF- en la infeccién por RSV. Esta hipétesis se apoya en la identificacion reciente
de MAPK p38 como parte de la via de transduccion de sefiales independiente de Smads
activada por TGF-B [95] y su participacion en diversas patologias como el cancer. En este
sentido, conviene considerar que p38, no es el Unico intermediario de sefializacion del TGF-f3 de
la familia de las MAPKSs, también es posible activar las moléculas ERK 1 /2 y JNK [96]; y su
activacion se ha observado en el contexto de la infeccidn por el virus de influenza. En el contexto
particular de la infeccién de influenza del subtipo H5N1, se ha sugerido que su activacién esta
vinculada a un mecanismo viral para permitir su propagacion y la exportacién de sus proteinas,
asi como para la induccién de muerte celular por estrés debido a la infeccion por el virus,
respectivamente [97, 98].

Por otro lado, los macrdfagos pueden tener efectos diferentes en base a las condiciones
de infeccion viral. Pueden ser benéficos para controlar la infeccion inicial, pero en casos de una
respuesta inflamatoria exacerbada, sus efectos pueden ser dafiinos. Asi entonces, cuando se
inhibe la capacidad fagocitica de los macrofagos en ratones infectados con influenza, se genera
una respuesta inflamatoria mayor, asociada a una concentracion elevada de neutréfilos y

linfocitos en pulmdn, lo que se traduce en un dafio pulmonar grave [23]; sugiriendo que la
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fagocitosis tiene un papel relevante en el control de la respuesta inflamatoria. Aparte de montar
una respuesta pro-inflamatoria, los macréfagos también contribuyen directamente en la
inmunopatologia de muchas enfermedades, debido a que producen y liberan una gran cantidad
de especies reactivas del oxigeno (EROs), como lo son el dxido nitrico (NO), nitrito (NO2),
radicales superdxido (O2), peroxido de hidrogeno (H20), entre otras; como un mecanismo
antimicrobiano en contra de una gran variedad de patégenos. Sin embargo, en una situacién no
controlada, estas moléculas pueden generar un gran dafio tisular durante el estrés oxidativo, por
lo que se considera juegan un papel importante en la patogénesis asociada a la infeccién por
influenza [99].

En este sentido, Xiao y colaboradores [100] mostraron que el estrés oxidativo bloquea la
actividad anti-inflamatoria de TGF-8, por medio de la activacion de p38 y el bloqueo de la via
ERK 1/2. En paralelo, también mostraron que la fosforilacién y activacién de Smad-2, es
independiente del estrés oxidativo, sugiriendo que las vias intracelulares de sefalizacion
activadas por el TGF-B pueden mostrar, en ciertas condiciones, redundancia pero, en otras
ocasiones, pueden desempefiar funciones independientes.

En su conjunto, esta informacion sugiere que TGF-f podria jugar un papel importante en
la inmunopatologia asociada a la infeccion por el virus de influenza, debido a que regula la
respuesta de las células pulmonares por medio de la activacion de varias cascadas de
sefializacion centrales para la induccion de muerte celular. Asimismo podria ser importante
debido a su potente efecto para controlar la diferenciacion celular y la produccion de citocinas y
quimiocinas, lo cual a su vez permiten el reclutamiento de diversas células del sistema inmune
encaminadas en controlar la infeccidn viral.

Por otro lado, varios estudios han mostrado evidencias de que la respuesta inmune
humoral juega un papel importante en el control y prevencion en la infeccién por influenza [101].
En la respuesta primaria a la infeccion viral, tanto los anticuerpos IgA como los IgG parecen estar
involucrados en la eliminacién del virus. Mientras que en la respuesta secundaria, la presencia
de anticuerpos especificos, sobre todo del tipo IgA, es suficiente para prevenir la infeccién,
actando de manera profilactica [102-105]. Ademas de la posible actividad neutralizante vy
opsonizante de los anticuerpos dirigidos contra las proteinas externas HA y NA, se ha sugerido
que las IgA’s podrian bloquear el ensamblaje del virus dentro de la célula epitelial en el proceso
de transcitosis, que se encuentra mediado por el receptor de inmunoglobulinas poliméricas, lo
cual seria un mecanismo para impedir que los virus sean finalmente vertidos a la luz bronquial
[103]. De esta manera, los anticuerpos en pulmdn podrian estar induciendo proteccion contra la

infeccion viral por medio de al menos tres mecanismos diferentes. Por otro lado, la proteccion
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profilactica por anticuerpos contra una re-infeccion por influenza es eficiente sélo cuando la
infeccion secundaria se da por la misma cepa que la primaria o por variantes de esta cepa con
mutaciones que no afecten demasiado los sitios de reconocimiento de HA y NA. Cuando estos
sitios son modificados drésticamente por mutaciones acumuladas o cambios antigénicos totales,
la proteccién de los anticuerpos contra HA y NA no es eficiente; esto es, los virus evaden la
proteccidn humoral previamente generada [106]. En este contexto, la citocina TGF-B podria
cumplir un papel fisioldgico relevante, dado que es un potente inductor del cambio de isotipo
para la expresién de inmunoglobulinas del tipo IgA, favoreciendo otro mecanismo de control viral
[103].

Finalmente, otras células del sistema inmune que juegan un papel importante en la
eliminacion de células infectadas por el virus de influenza son los linfocitos T CD4+, las cuales
son importantes para la proliferacion y diferenciacién de las células Tc y B, a través de la
secrecion de citocinas [107, 108]. Asi entonces, estudios con clonas Th especificas para
influenza, transferidas a ratones infectados con el virus indujeron una reduccioén de los titulos
virales, aunque en un nivel inferior al inducido por clonas Tc. En este estudio también se observd
que otras clonas de células Th en lugar de tener efectos protectores, exacerbaban la infeccion y
generaban un aumento en la patologia pulmonar [109]. Aunque los factores involucrados en este
efecto no fueron dilucidados, parecen coincidir con el hecho de que estas clonas eran capaces
de secretar altos niveles de citocinas pro-inflamatorias y con capacidad citotoxica.
Recientemente, se descubrio una nueva ruta de diferenciacion de los linfocitos T CD4* hacia un
tipo de células T ayudadoras (T helper) Th17, caracterizadas por la produccion de la citocina IL-
17, la cual inicialmente se vinculd6 como mecanismo de defensa en contra bacterias
extracelulares. Varios estudios recientes han confirmado su participacion en la induccién de
procesos inflamatorios severos [110, 111], como ocurre en la infeccion por el virus de influenza.

Bajo este contexto y considerando que el nivel de TGF-B activo puede aumentar durante
la infeccion por influenza, al igual que la citocina pro-inflamatoria IL-6; este microambiente podria
ser favorable para inducir la diferenciacion de las células Th17, de acuerdo a los estudios tanto in
vitro como en modelos murinos [112, 113]. Asi mismo, este efecto podria ser amplificado por
TNF-a e IL-1, citocinas que se producen en los procesos inflamatorios. Ademas, el exceso de
diferenciacion de los linfocitos hacia una respuesta del tipo Th17, podria inducir la activacion de
metaloproteasas, que facilitarian la destruccion de la matriz de colageno y favorecer el
reclutamiento de los neutrofilos, lo cual podria conducir al dafio de los tejidos [112, 113].

Finalmente, en el plano fisiolégico, el TGF-B parece desempefiar un papel muy

importante en la homeostasis de las mucosas, previniendo respuestas inflamatorias

15



Caracterizacion celular de la participacion del TGF-B en la infeccién in vitro de células MDCK por virus influenza A

perjudiciales. Al parecer TGF- 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 [55, 73]. Sin embargo, en el contexto de la infeccion por el virus
de influenza, TGF-B podria participar no solo en los mecanismos de control de la respuesta
inflamatoria, sino que podria alterar varios de los niveles de control de la homeostasis pulmonar,
de manera tal, que esta pérdida de control podria favorecer una respuesta inflamatoria severa,

con consecuencias respiratorias en el paciente.
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II. JUSTIFICACION.

Actualmente la infeccién por influenza representa un serio problema de salud, tanto a
nivel nacional como mundial. Este virus induce un cuadro inflamatorio muy severo que conlleva
una inmunopatologia asociada, y que en casos extremos puede desencadenar la muerte. De
esta manera, es importante estudiar la respuesta inmune de una manera integral para poder
disefar alternativas terapéuticas que combatan la infeccidn, limiten la replicacion viral y
prevengan la inmunopatologia.

Se ha descrito que durante el proceso patoldgico inducido por el virus influenza, los
niveles de TGF-f activo se elevan, posiblemente, por efecto de la accién de la glicoproteina NA
[49]. La presencia incrementada de TGF-B podria participar en la induccion de apoptosis de
células linfoides, lo cual explicaria la linfopenia producida en infecciones agudas por influenza
[40]. Ademas, la induccion de muerte celular en otro tipo de células, se ha asociado a la
generacion de dafios estructurales en los tejidos bronquiales y a la alta produccion de citocinas
pro-inflamatorias y quimiocinas que atraen células como los leucocitos, al sitio de infeccion
generando una inflamacioén exacerbada. Esta respuesta inflamatoria produce directamente un
dafio en los tejidos bronquiales generando sintomas respiratorios, ademés de que
indirectamente, dafia al hospedero al liberarse citocinas pirogénicas que no sélo inducen fiebre,
sino muchos sintomas y signos de infeccion debido a la influenza. Por otra parte, la muerte de
celulas inmunes, como los macréfagos, impactaria sobre la capacidad del sistema inmune para
controlar la viremia. Sin embargo, dado que se reconoce que TGF-B presenta un efecto
antiinflamatorio, su efecto contrario ha sido evidenciado en varios contextos celulares [73, 113].

Aunque la respuesta inflamatoria inducida por el virus influenza tiene un caracter
protector, una alteracion en su control tan preciso puede desembocar en procesos patologicos
mas severos. Dentro de la inmunopatologia asociada a la infeccion por influenza, se sabe poco
de la participacion de TGF-B, a pesar de reconocerse como un factor importante en la
inmunoregulacion [50]. La observacion de que el TGF-B podria activarse por accion directa de la
NA del virus, sugiere que pueda tener un papel importante en el mecanismo de infeccidn v,
posiblemente, en las consecuencias patologicas. La presencia de un factor anti-inflamatorio y/o
apoptdtico en proporciones elevadas podria sugerir una respuesta inmunoldgica pobre, lo cual
facilitaria la infeccién viral. Por otro lado, considerando que el TGF-f participa en la
diferenciacion de las células T CD4* hacia la poblacién Th17, se podria sugerir que el TGF-§

podria también participar favoreciendo la inflamacién, al inducir células Th17 [112].
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Por otro lado, dado que la via de activacion de Smads posee un sistema de regulacién
de corto plazo, Smad-7, al tiempo de que existen evidencias que sugieren que la activacion de
las Smads no se modifica por efecto de la infeccidn viral, se podria sugerir que las vias de
sefializacion independientes de Smads (MAPKs) podrian participar de manera importante en la
regulacion de la respuesta inflamatoria. Algo semejante fue descrito en la infeccion por RSV,
donde TGF-B induce el aumento en la produccion de TNF-a, a través de la activacion de la via
de p38 [93]. Ya que se desconoce la potencial participacién del TGF-$ a nivel celular durante la
infeccion por el virus influenza, los resultados obtenidos durante el presente estudio, aportaran
una valiosa informacién sobre los mecanismos moleculares asociados a la inmunopatologia
inducida por la infeccion del virus influenza en modelos in vitro y a la participacion de TGF-B en
esta infeccidn. Esta informacidn contribuira al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para

el control eficiente de la morbilidad por influenza.
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lIl. HIPOTESIS

Debido a que el TGF- participa en procesos tales como muerte celular y la regulacion
de la respuesta inmune en mucosas, tanto en respuestas anti-inflamatorias como inflamatorias,
proponemos que el TGF-B juega un papel relevante en los eventos de apoptosis y de replicacion
viral inducidos por el virus influenza A en células MDCK, a través de la activacion de las vias de

sefializacidn canonica e independientes de Smads.
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V. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la participacién de TGF-B a nivel molecular y celular en los eventos
apoptoticos y de replicacion viral inducidos por la infeccién con el virus de influenza, en
céelulas MDCK.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Optimizar el sistema de infeccidn en células MDCK por el virus influenza H1N1.

Evaluar el efecto de TGF-f en la linea celular MDCK en la induccion de apoptosis, sobre
los niveles de sus receptores (TBRI/II) y en activacion intracelular (Smads/p38).

Evaluar la participacion de TGF-B en la muerte celular de células MDCK infectadas con
el virus de influenza.

Evaluar la participacién de TGF- en la replicacion del virus influenza.

Evaluar la participacién de las vias de sefalizacion dependientes de Smads 2/3 y de

p38, inducidas por el TGF-B, durante la infeccién viral por influenza de células MDCK.
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V. METODOLOGIA.

V.1 Cultivos celulares.

Se utiliz6 la linea celular MDCK como modelo de estudio (ATCC CCL-34). Estas células
se cultivaron en medio Modified Eagle’s (MEM), suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) (Biomeda), 2% de glutamina y 1% de antibiético (Invitrogen). Para la criopreservacion de
las células se afiadio 5% de DMSO (MP Biomedicals) al SFB y se mantuvieron en congelacion
bajo N, liquido. El nimero y la viabilidad de las células se determiné por la técnica de exclusion
de azul tripano. Las células se diluyeron utilizando la solucion TrypLE Express (GIBCO 12604),
previo a su adicion se lavaron cuidadosamente las cajas de cultivo con el buffer de fosfatos
salino estéril pH 7.4 (PBS, 80.6mM de fosfato sddico, fosfato potasico 19.4mM, 27 mm de KCl y
1.37M NaCl) y se afadio la solucion de TrypLE Express directamente a la caja de cultivo y se
mantuvieron 10 minutos aproximadamente a 37 °C y 5% de €. Al término de este tiempo, se
afiadié medio de cultivo suplementado con SFB y las células se centrifugaron a 1200 rpm, se
lavaron con PBS estéril y se contaron para los ensayos correspondientes o se diluyeron para su

crecimiento y uso posterior.

V.2 Preparacioén del stock viral y titulacion.

Los ensayos de infeccién se llevaron a cabo utilizando el virus HIN1 (New
Caledonia/99), donado por el Dr. Pavel Isa del laboratorio del Dr. Carlos Arias del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. La titulacién viral se determind mediante el ensayo de formacion de
placas en monocapas confluentes de células MDCK en cajas de 6 pozos [114]. De manera
resumida, se agregaron diluciones seriales del lote de virus, en medio MEM sin SFB, y se
incubaron por una hora a 37°C en una atmésfera de 5% de €C. Posteriormente se agreg6
medio MEM (1X) con agarosa al 0.6%, antibiético al 1% y tripsina TPCK (3 pg/ml) (Sigma-Aldrich
Co.). Las placas se incubaron en posicion invertida durante 48 horas a 37°C y 5% de €@;.
Finalmente, las placas se fijaron con formaldehido al 10% por dos horas y se visualizaron por
tincion con cristal violeta al 10%. El titulo viral se determind por la cuenta de placas liticas y se
expres6 como unidades formadoras de placas (pfu/ml).

Por ofro lado, se llevaron a cabo ensayos de hemaglutinacion que nos permitieron
cuantificar las particulas viricas presentes. Brevemente, se prepar6 una solucién de eritrocitos

humanos frescos al 1% en PBS. Por otro lado, se prepard una diluciéon 1:20 del stock viral
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afiadiendo 100 pl en los primeros pozos, y se hicieron diluciones seriadas en los pozos
siguientes. Finalmente se afiadié un volumen de 50 pl de eritrocitos a cada pozo y se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente y al término de este, se observo el titulo por

hemaglutinacién.

V.3 Protocolo de infeccién en células MDCK.

La evaluacion de apoptosis en las células MDCK se llevé a cabo de la siguiente manera:
se incubaron aproximadamente 3.5 x 1@% células MDCK en medio completo 24 horas previas a
la estimulacion con TGF-B y/o infeccién por el virus de influenza HIN1 a 37°C y 5% de COa..
Posterior a este tiempo, las células fueron lavadas cuidadosamente con PBS y se estimularon
con TGF-B (5 ng/ml) por una hora. Terminado este lapso de tiempo, las células fueron lavadas
con PBS y se incubaron con el virus de Influenza a una multiplicidad de infeccién de 1 (MOI 1)
en medio MEM sin SFB por una hora a 37°C y 5% de CO>. Finalmente, las células se lavaron
nuevamente con PBS y se incubaron con medio MEM sin SFB vy tripsina TPCK (3 ug/ml) a
diferentes tiempos post-infeccion. Posterior a los tiempos de incubacion, las células fueron
tratadas segun la técnica de evaluacion: 1) para la evaluacion de apoptosis y determinacion de
receptores para TGF-B, las células fueron recuperadas y lavadas con PBS, y se almacenaron en
etanol al 70% 6 solucién PFA 1%, respectivamente a 4°C; 2) para la evaluacidn de la expresion
de NS1 y de la modificacion por fosforilacion de las vias de sefializacion intracelulares, las
células se lisaron con buffer de lisis por manejo mecanico (10 mM HEPES pH 7.4, 1.5 mM
MgClL;, 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA y 0.5 % Triton X-100, complementado con inhibidores de
proteasas Complete Mini Roche, e inhibidores de fosfatasas P-5726 y P-2850 (Sigma), una
dilucion 1:100), y se mantuvieron a 4°C por una hora; finalmente se centrifugaron a 13,000 rpm y

se almacenaron a -20°C hasta su uso y analisis por Western blot.

V.4 Determinacion de Apoptosis, por cuantificacion de células Subdiploides.

Las células a evaluar, previamente estimuladas, se lavaron 3 veces con PBS, y se fijaron
con etanol frio al 70% a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, las células fijadas se lavaron 2
veces con PBS para eliminar el etanol completamente. Posteriormente, las células fueron
incubadas con 1 U/ml RNasa (Sigma-Aldrich Co.) e loduro de Propidio (50 pg/ml, Molecular
Probes) en PBS, pH 7.4 durante 30 minutos, en oscuridad y a 4°C. A continuacién, las células

fueron analizadas por citometria de flujo utilizando el citometro de flujo FACScalibur (Becton
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Dickinson) con el software CellQuest v.3. Con el fin de confirmar los resultados, se realizaron
tres ensayos independientes y por duplicado, donde en cada caso se evaluaron al menos 10,000
eventos por ensayo. Para la evaluacion del efecto apoptotico se considerd el porcentaje de
células subhaploides observadas en un andlisis del contenido de ADN y se determinaron la

media y desviacion estandar para cada tratamiento.

V.5 Determinacion de nivel de receptores | y Il de TGF-B (TBRIy TBRII).

Para la determinacién comparativa del nivel de receptores presente en la superficie de
las células, inicialmente las células MDCK se trataron bajo diferentes condiciones de
experimentacién. A continuacion, las células se fijaron aproximadamente 5x10° células con
paraformaldehido (PFA) al 1%, al menos toda la noche a 4°C. Posteriormente, las células se
lavaron con 1 ml de FACS juice (PBS 1X, suero fetal de ternera al 2% y 0.1% Na™3) a 1200 rpm
por 5 minutos a temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante y la pastilla de células se
resuspendio en 50 ul de FACs juice, y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, las células se lavaron con FACS juice de nuevo. En seguida, la pastilla celular se
incubd con el anticuerpo primario para el receptor | (TBRI): TGF-BRI (policlonal en conejo IgG
200 pg/ml, sc-9048, Santa Cruz Biotechnology) y para el TGF-RII (TBRII) (monoclonalclonal en
raton 19G 200 pg/ml, sc-17791, Santa Cruz Biotechnology), a una concentracion de 10 pg/ul, en
un volumen final de 50 pl con FACS juice. Se incub6 por 30 minutos a 4°C.

Al termino de la incubacion, se lavd nuevamente la pastilla celular con FACS juice vy,
posteriormente, se agrego el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo acoplado al fluoréforo
FITC (Donkey a-conejo IgG-FITC, 100 pg/ml, Abcam antibodies) y anti-IgG de raton acoplado al
fluoréforo PE (Donkey o-ratdn IgG-PE, 100 ug/ml, sc-3744, Santa Cruz Biotechnology), a una
concentracion de 10 ug/ul, en un volumen final de 50 ul con FACS juice y se incubd por 30
minutos a 4 °C.

Finalmente, se lavaron las células con FACS juice y se fijaron con un volumen de 200 pl
de PFA 1%. La adquisicion y analisis de las células positivas para ambos receptores para el
TGF-B fue determinado por citometria de flujo utilizando el citdmetro de flup FACS Calibur
(Becton Dickinson) con el software CellQuest v.3 (Becton Dickinson). Para compensar las
fluorescencias de cada fluoréforo, se mantuvieron por separado a células que se incubaron
unicamente para un receptor de TGF-, ya sea para el receptor | 6 para el receptor Il. Con el fin
de confirmar los resultados, se realizaron tres ensayos independientes y por duplicado, donde en

cada caso se evaluaron al menos 10,000 eventos por ensayo. Los resultados se expresaron
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como el porcentaje de células MDCK sensibles a la accion del TGF-B, debido a que poseian
ambos receptores.

V.6 Activacion intracelular por infeccion viral y por TGF-B.

Posterior a los tratamientos, y después de ser lavadas con PBS, se les adiciond buffer
de lisis a las células MDCK (como se mencion0 en las secciones previamente) en una proporcion
de 1x1@® cel/ul de buffer y a 4 °C. Las células se lisaron por manejo mecanico con ayuda de
una micropipeta por un lapso de 1 minuto y se sonicaron por lapsos de 30 segundos con
intervalos de 30 segundos por 3 veces. Posteriormente, se centrifugaron por 15 minutos a
13,000 rpm y se recuperd el sobrenadante, el cual se almacené a -20 °C hasta su empleo para

determinacion de proteina, analisis por electroforesis y Western blot.

V.7 Analisis por SDS-PAGE/Western blot.

El analisis por SDS-PAGE se realiz6 utilizando el método de Laemmli [115], en geles de
poliacrilamida al 12 %, y empleando una camara Miniprotean 3 Cell (BIO-RAD). Se determind la
concentracion de proteina de los lisados celulares por el método de Bradford, empleando
albumina (BSA) (AMRESCO) para la curva patron y se determind la cantidad de proteina en
ensayos por duplicado.

En base a experimentos preliminares y de acuerdo a trabajo previo del grupo de
investigacion, se ajustd la cantidad a 30 ug de proteina total por condicion. En este sentido, el
volumen correspondiente a 30 ug de proteina fue desnaturalizado en “sample buffer” 2X (0.5 M
Tris-HCI pH 6.8, glicerol al 4%, SDS 10%, azul de bromofenol 0.5% w/v y 0.05% pB-
mercaptoetanol) y se calentaron por 5 min a 95 °C por 5 minutos en un bafio 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 proteinas contenidas en el gel se transfirieron a membrana de
nitrocelulosa 0.2 uM (BIO-RAD), en las condiciones recomendadas por el proveedor. A
continuacién, la membrana de nitrocelulosa se incubd por una hora con el buffer de bloqueo
(PBS, 0.07% Tween20, 5% wi/v leche descremada) 6 con una solucion de BSA al 1% en
PBS/Tween 0.05%. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con
PBS/Tween20 (0.05%) y las membranas se incubaron durante toda la noche a 4 °C, con los

diferentes anticuerpo primarios (Santa Cruz Biotechnology): 1) a- actina (sc-1615), 2) NS1 (sc-
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17596), 3) Smad 2/3 (sc-6032), 4) p38 (sc-7149), diluidos en la solucion de bloqueo. Para la
deteccion de las proteinas fosforiladas Smad2/3 y p38, se incubaron los anticuerpos primarios P-
Smad2/3 (Ser 423/425) (Santa cruz Biotechnology sc-11769) y P-p38 (Tyr 182) (Santa Cruz
Biotechnology sc-7973 clona D-8) en el buffer IP (Tris-HCI 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 20
0.1%).

Al dia siguiente, las membranas se lavaron con la solucién PBS/Tween 20 tres veces
durante cinco minutos cada uno y a continuacion se incubaron por 1 hr con el anticuerpo
secundario correspondiente: a) anti-ratén (Santa cruz Biotechnology sc-2005), b) anti-conejo
(abcam, ab 7083), c¢) anti-cabra (Santa cruz Biotechnology sc-2354), todos los anticuerpos
secundarios acoplados a la proteina peroxidasa de rabano (HRP). Finalmente, después de los
lavados con PBS/Tween 20 tres veces, las membranas se incubaron por 1 min con reactivo
Western lightning chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer) y la imagen de
quimioluminiscencia fue obtenida en una cadmara ChemiDoc XRS (BIORAD). Los analisis
densitométricos fueron realizados con el software Quantity One v.4.5.1 (Bio Rad), empleando la
misma area en mm? para la comparacién de pixeles. En todos los casos, se evaluaron 2-3
ensayos independientes, y los resultados se presentaron como el promediotdesviacion

estandar.

V.8 Analisis estadistico.

La mayor parte de los ensayos se realizaron por duplicado o triplicado, en los casos
correspondientes se muestra la media + desviacion estandar. La determinacion de las

diferencias significativas se determinaron empleando la prueba t de Student y considerando un
valor de P<0.05. En todo el trabajo se empled el software PRISMA v3.3 (GraphPad Inc.).
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VL. RESULTADOS.

VL1  Obtencién y evaluacion de stock viral.

Para la obtencién del stock viral de la cepa H1N1, se expandi6 el virus mediante la
infeccion de células MDCK (como se menciond previamente en Metodologia) en medio MEM
libre de suero a las 40 horas post-infeccion. Posteriormente, se recuperd el sobrenadante
(aproximadamente se obtuvo un stock final de 50 ml) y se centrifugé a 1200 rpm para la
eliminacién de debris celulares. Con este protocolo se obtuvieron dos lotes de stock viral, que se
almacenaron en un volumen de 1 ml en tubos eppendorf a -70 °C hasta su empleo. (La cepa viral
H1N1 fue donada por el Dr. Pavel Isa del IBT, UNAM).

La determinacién del titulo viral se obtuvo mediante ensayos de formacién de placas
liticas en células MDCK en confluencia (ver Metodologia), lo que también nos permitié confirmar
que el virus fuera infectivo. En la Figura 3, se observa un ejemplo de la titulacion viral, donde el
pozo control muestra ausencia de placas liticas, mientras que en los pozos con virus infectivo se
evidencia la presencia de placas liticas. Asi mismo, se observa que el nimero de placas
disminuye de acuerdo al nivel de dilucion, permitiendo contar las placas liticas entre las
diluciones 105 y 10-. El titulo viral se obtuvo contando el numero de placas, considerando cada
placa litica como una unidad formadora de placa (pfu). En este sentido, los dos lotes de virus

H1N1 mostraron titulos de 3x107 y 5x107 pfu/ml, respectivamente.

Figura 3. Determinacion del titulo viral en células MDCK. A cada pozo de cultivo de células MDCK (con
100% de confluencia), se adicion6 un volumen de 1 ml de medio MEM con virus, para realizar diluciones
seriadas desde -2 hasta -6 del stock del virus de Influenza HIN1. Las flechas indican las placas liticas
visibles. Ejemplo representativo de 2 aislamientos independientes.
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VI.2  Implementacion del sistema in vitro de infeccion viral.

Una vez establecido el protocolo de cuantificacion viral en las células MDCK, se evaluaron
otras dos cepas virales del tipo H3N2: 1) serotipo PuertoRico, donado por el Dr. Fernando
Esquivel (Facultad de Medicina, UAEM) y 2) serotipo HongKong, donado por la Dra. Celia
Alpuche (INDre, SSA). Sin embargo, mdltiples ensayos no mostraron capacidad para lisar las
células MDCK, por lo que nos concentramos con el serotipo H1IN1 (New Caledonia/99).

Con el objetivo de confirmar la infeccion viral, como primera etapa, evaluamos la sintesis de
las proteinas no-estructurales del virus. Para esto realizamos ensayos de infeccidn y sus analisis
por western blot para evidenciar la aparicion de la proteina NS1; para lo cual se empled el
anticuerpo comercial anti-NS1 (Santa Cruz Biotech.).
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Figura 4. Cinética de sintesis de la proteina NS1 durante la infeccién viral. Las células MDCK fueron
infectadas con una MOI de 1 de virus de influenza H1N1 y se incubaron a diferentes tiempos post-infeccidn.
Posteriormente, 30 ug de proteina de los extractos celulares fueron analizados por SDS-PAGE/Western blot para
la deteccion de las proteinas actina y NS1. Imagen representativa de tres ensayos independientes de infeccion
viral, por Western blot.

En la Figura 4 se observa una cinética de infeccién representativa, de tres ensayos
independientes, donde se revelaron en la misma membrana de nitrocelulosa las proteinas actina
(42 kDa) y NS1 (26 kDa). Como se puede observar, hasta el tiempo de infeccion de 6 hrs no se
aprecia la proteina NS1, sin embargo a las 8 hrs se observa una ligera cantidad de esta proteina.
Esta cantidad aumenta significativamente a las 10 y 24 hrs post-infeccion. Este resultado
confirma que los stock virales son capaces de infectar a las células MDCK en nuestras
condiciones de ensayo. Sin embargo, como se puede notar en la Figura 4, existen problemas
posiblemente con el desarrollo de la técnica, debido al aumento en la intensidad de la banda
para la proteina de actina, esto se puede deber a que las células podrian continuar proliferando

aun en las condiciones en las cuales se llevaron a cabo los ensayos, en donde se eliminé el SFB
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del medio de cultivo. Sin embargo, ain cuando se ajustaron los lisados celulares para contener
la misma cantidad de proteina, la cantidad de moléculas de actina reconocidas por el anticuerpo
anti-actina mostré un claro incremento. Independientemente de esta situacion, los niveles de
NS1 parecen aumentar conforme se avance en el tiempo post-infeccion, para llegar a un méaximo
a las 24 hrs, que como se vera a continuacion coincide con el efecto de muerte celular y de
sefalizacion. Esta informacion serda de relevancia para futuros ensayos ya que permitira
desarrollar estrategias mas adecuadas.

En fechas recientes, nos donaron el hibridoma NS1-7 (Dr. F. Esquivel, F. Medicina, UAEM)
y pudimos observar que el sobrenadante de cultivo permitio la deteccién especifica de una
banda con peso molecular semejante al obtenido con el anticuerpo comercial; esto sugiere que
dos clonas de anticuerpos fueron capaces de reconocer la presencia de NS1 en los extractos de

células incubadas con nuestro stock del virus H1N1 (dato no mostrado).

VI.3  Muerte celular inducida por la infeccion del virus influenza.

Otro parametro que nos permite confirmar la infeccién del virus de influenza es la
induccion de muerte de las células [83, 98, 116]. Con este objetivo en mente, se realizaron
ensayos de infeccion sobre las células MDCK y se evalu6 la muerte celular determinando el
porcentaje de células subhaploides (ver Metodologia). Dado que esta metodologia nos permite
determinar el contenido de ADN de las células, un aumento en el porcentaje de células con un
contenido de ADN menor a las células haploides (G1) podria sugerir que se trata de células con
fragmentacion de su material genético y, por ende, de células en proceso de muerte celular.

En la Figura 5, se observan histogramas representativos donde se evalla el contenido de
ADN de las células MDCK infectadas con diferentes MOIs por el virus influenza (utilizando la
solucién stock aislada con un titulo viral de 5x107 pfu). Como se puede observar, las células sin
virus presentaron un nivel de 7.4% de células subhaploides, mientras que las células infectadas
a diferentes MOI siempre presentaron niveles mayores de células subhaploides, sugiriendo que
la infeccion inducia la fragmentacion del ADN y la muerte de las células. Asimismo, es posible
observar una relacion directamente proporcional entre el numero de particulas virales y el nivel

de muerte celular.
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Figura 5. Andlisis de muerte de células MDCK inducido por infeccion viral. Como se describe en
Metodologia, las células MDCK fueron incubadas con diferentes MOls con el virus de influenza HIN1 por 24 hrs.
Posteriormente, se evalu6 el porcentaje de células subhaploides por citometria de flujo para determinar el
contenido de ADN. a) Histogramas representativos de 3 ensayos independientes. b) Se presentan los resultados
gréficos de ensayos similares a los descritos en a). Los resultados representan el promedio + desviacion
estandar de 3 ensayos independientes. La significancia estadistica se determind por la prueba de t-student (¥),
empleando una significancia de P<0.05.

Como se observa en la Figura 5, se evaluo el efecto de la infeccion viral a diferentes
MOQls con respecto al porcentaje de muerte celular. Las células sin virus mostraron un nivel basal
promedio de 9.3 £ 4.1 de células subhaploides. En cambio, las células infectadas mostraron
niveles significativamente mayores: 1) MOI 1, 27.9+ 2.9; 2) MOI 5, 46.7+ 3.8; 3) MOI 10, 77.3
3.9. Asi mismo, por la prueba de t de Student, pudimos confirmar que los diferentes tratamientos
presentaron resultados estadisticamente significativos, entre ellos y con respecto a las células
control, esto es, el efecto de muerte celular inducido por una MOI de 1 fue diferente del
tratamiento con una MOI de 5.

Adicionalmente, estos resultados nos permiten sugerir que la MOl adecuada para llevar
a cabo los ensayos de infeccion en células MDCK es de 1, de tal forma que dara margen para

observar cambios en el nivel de fragmentacién de ADN inducido por los diferentes tratamientos
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experimentales. Estos datos, en conjunto con la expresion de la proteina NS1, nos sugieren que
nuestras condiciones de incubacion en la linea celular MDCK con el stock de virus de influenza
H1N1 conduce a la infeccion de las células.

Por otro lado, se llevd a cabo el ensayo de hemaglutinacion, este método nos permite
conocer de forma cualitativa la cantidad de particulas viricas presentes en nuestra solucién de
trabajo, gracias a la capacidad de la proteina HA de unirse a los residuos de &cido siélico de las
células. Normalmente, los eritrocitos caeran al fondo de los pocillos de la microplaca, formando
una mancha roja densa. Por ello, si existen particulas viricas, dado que cada particula virica se
puede unir a varios eritrocitos formando una red, se observard una mancha roja uniforme, como
se puede observar en la Figura 6a en las primeras diluciones del virus. En el ensayo se mezcla
igual volumen de cada dilucién de la muestra de virus con la suspension de eritrocitos, y se
incuban una hora a temperatura ambiente. En la Figura 6 se observa la grafica de
hemaglutinacién hasta la dilucion 1:160 para nuestra solucién stock viral utilizada que fue de
5x 107 pfu, la unidad de hemaglutinacion (HAU) fue de 3200 HAU/mI.
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Figura 6. Ensayos de Hemaglutinacion. a) Se presenta una imagen representativa del ensayo de
hemaglutinacion y b) se presentan el resultado grafico de ensayos de hemaglutinacion utilizando el stock viral con
el titulo de 5x 107 pfu, el cual fue de 3200 unidades de hemaglutinacion por unidad de volumen (ml) (HAU/mI).
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V1.4 Cambio en los receptores para TGF-f por la infeccién viral.

Debido a la infeccién viral, la célula regula a diferentes niveles su metabolismo y su
capacidad de responder al medio, ya sea como un mecanismo de defensa o como un
mecanismo viral que favorezca su replicacion. Sin embargo, a la fecha no se ha descrito si los
receptores para TGF-f se modulan debido a la infeccién por el virus de influenza, aunque existen
reportes que muestran que su presencia en la superficie celular puede ser regulada en otros
contextos celulares como el cancer [6, 56, 63-65, 117]. Por esta razon, se realizaron ensayos de
infeccion sobre las células MDCK y se evaluaron los niveles de los receptores para TGF-B. Para
esto se realizaron dobles tinciones para los receptores | y Il para esta citocina (TBRI'y TRRII) y se
analizaron por citometria de flujo (ver Metodologia). Esta técnica nos permitié determinar las
celulas que contienen ambos receptores en su superficie celular, y que por ello, podrian ser
capaces de responder al estimulo con TGF-.

2 Contrel Infecclén

1000
L 1

GRANULARIDAD

GRANULARIDAD

0

prevn prevapreey
1000 1000

Confrof Infeccian

§3.09% 74.53%

TER

I
10% 10! lué 10% 104

sssad sinad sasad sisad

TBR)I
10? 10! mé 10° 104

100 10! 10f 10% 10d 109 10! 10% 10° 107
TERI TERI

g

% células TRRI* y TRRI®
8 & B8 8

o

Control Infeccion Control Infeccion

Figura 7. Cambio en los receptores para TGF-§ | y Il (TBRI y TBRII) en la infeccién viral. Analisis de células
MDCK que fueron dobles positivas para TBRI y TRII. Las células se infectaron a MOI 1, se recolectaron a las 24
horas post-infeccion y se fijaron con PFA al 1%, se llevaron a cabo dobles tinciones para observar células dobles
positivas (ver Metodologia). a) Imagenes representativas de la distribucion de la poblacion celular que permitieron
discriminar la poblacién de células muertas y vivas (circulo rojo), b) Imagen representativa de la poblacién celular
que mostro tincidén doble para TRRI y TPRII; c) Andlisis estadistico de células MDCK que se tifiieron para los
receptores TPRI y TPRII. d) Andlisis estadistico de los valores de intensidad media de fluorescencia (MFI)
obtenidos de células dobles positivos para los receptores TBRI y TBRII. El andlisis estadistico se determiné por la
prueba t-student (*) P<0.05.
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En la Figura 7a se observan las iméagenes de dot-blot representativas de la poblacidn
total de células para los parametros de tamafio y granularidad. Asi mismo, se observa un dot-blot
representativo del porcentaje de células TBRI*/TBRII*, presente en las células incluidas en el
circulo de la Figura 7a, tanto para células control como células infectadas por 24 hrs.

Como se observa en esta Figura, el porcentaje de células positivas para ambos
receptores en condiciones sin infectar mostraron un nivel basal promedio de 64.86 £ 2.64, lo que
nos muestra que estas células si poseen receptores de membrana para esta citocina y por tanto
podrian ser capaces de responder a esta citocina. Por otra parte, de manera interesante, las
células infectadas mostraron niveles mayores al infectar con MOI 1, 75.2+ 2.32. Por la prueba de
t de Student, pudimos confirmar que la infeccion induce un aumento estadisticamente
significativo en el porcentaje de células que presentan ambos receptores (p=0.0221): esto es, el
efecto de la infeccién podria modificar el porcentaje de células responsivas para el TGF-p.

En el mismo sentido, al analizar la intensidad media de fluorescencia (“MFI” por sus
siglas en inglés), observamos que la infeccién de las celulas MDCK indujo también un aumento
significativo en el contenido de receptores por células (Figura 7d), de un valor de MFI para las
células control 149.97 +3.88 a una valor de MFI en células infectadas de 187.61 + 6.42 (p=
0.00165). Estos datos sugieren que los niveles de los receptores podrian ser regulados como
consecuencia de la infeccion viral. Conviene resaltar que este aspecto no ha sido reportado a la

fecha y por tanto se desconoce el mecanismo para llevar a este cambio en los receptores.

VI.5 Modulacion de los niveles de Smad 2/3, pSmad 2/3, P38 y pP38 en células MDCK

infectadas.

Debido a que no existe informacién en la literatura sobre los niveles basales y de
activacion de las proteinas Smad 2/3, en el presente trabajo también nos dimos a la tarea de
identificar los niveles basales y de activacidn de estas proteinas ante la infeccién por el virus de
influenza. Esto resulta particularmente interesante después de nuestros resultados anteriores,
donde los niveles de los receptores parecen aumentar de manera significativa por efecto de la
infeccion con el virus influenza. Es por esta razén que resulta relevante el conocimiento de las
vias de sefalizacion activadas por TGF-§3, y como hemos discutido en la parte de introduccion,
se ha demostrado que el TGF-B podria ser activado por la proteina NA viral y con ello, la
modulacion de sus receptores y la activacion de vias de sefalizacion dependientes de TGF-B. En

la Figura 8, se muestra la cinética de activacion de Smad 2/3 de 1 a 24 horas post-infeccion.
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Figura 8. Modulacion de los niveles de Smad 2/3 y su activacion por fosforilacion (pSmad2/3) durante la
infeccion viral. Las células MDCK fueron infectadas con el virus de influenza H1N1 con MOI 1, y se incubaron a
diferentes tiempos post-infeccion. Posteriormente, 30 ug de proteina de los extractos celulares fueron analizados
por SDS-PAGE/Western blot para las proteinas Smad2/3 y pSmad2/3. a) Imagen de un ensayo de infeccién viral
por Western blot. b) Grafica del andlisis por densitometria de los niveles relativos de pSmad con respecto a Smad,
en condiciones control y de infeccion a diferentes tiempos post-infeccion. El analisis por densitometria se llevé a
cabo mediante el uso del programa Quantity One v.4.5.1 (Bio Rad) al utilizar la imagen mostrada en a).

En la Figura 8a podemos notar que los niveles de la activaciéon de Smad en las células
infectadas por el virus influenza, aumentan de forma considerable con respecto a las células
control a parir de las 8 horas post-infeccion. Por otro lado, el analisis por densitometria de los
niveles de pSmad 2/3 que se muestran en la Figura 8b, muestra que la activacion de Smad si
aumentan a partir de las 8 horas en las células infectadas. Estos resultados sugieren que los
niveles de fosforilacién y, por ende, de activacion de Smad 2/3 aumentan como consecuencia de
la infeccion viral desde las 8 hrs hasta las 24 hrs post-infeccion. Interesantemente estos eventos
de senalizacion coinciden con los cambios observados en muerte celular y modulacion de los
niveles de receptores, por lo que se podria postular que estos eventos estan relacionados. Sin
embargo, estos datos necesitan ser corroborados en ensayos posteriores, ya que se trata de un
solo ensayo.

Por otro lado, también se analizé la activacion de la proteina MAPk p38 en la infeccidn

por influenza, ya que se ha reportado que TGF-B podria participar en la activaciéon de esta
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proteina como parte de la via de sefializacion independiente de Smads; ademas, se ha reportado
ampliamente que esta proteina es activada durante a la infeccion viral [94]. En la Figura 9 se
muestra la imagen obtenida mediante ensayos de western blot, en donde se observa que los
niveles de activacion de p38 se mantienen de manera casi constante a lo largo de la cinética de
infeccion, sin embargo la intensidad de la banda fosforilada aumenta en las condiciones de
infeccion y a las 24 horas.
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Figura 9. Modulacion de los niveles de p38 y su activacion por fosforilacion (pP38) durante la infeccion
viral. Las células MDCK fueron infectadas con 1 MOI de virus de Influenza H1IN1 y se incubaron a diferentes
tiempos post-infeccion. Posteriormente, 30 ug de proteina de los extractos celulares fueron analizados por SDS-
PAGE/Western blot para las proteinas P38 y pP38. a) Imagen de un ensayo de infeccion viral por Western blot. Las
bandas corresponden a la forma activa y a la inactiva para p38, y el anticuerpo utilizado ya ha sido utilizado por
varias referencias [118, 119]. b) Andlisis por densitometria de los niveles relativos de pP38 con respecto a p38, en
condiciones control y de infeccion a diferentes tiempos post-infeccidn. El anélisis por densitometria se llevé a cabo
mediante el uso del programa Quantity One v.4.5.1 (Bio Rad) al utilizar la imagen mostrada en a).

El analisis densitométrico de la activacién de p38, mostrado en la Figura 9b, confirma lo
observado en el blot, donde los niveles de p38 se mantienen similares en las condiciones control
y en las células infectadas a los tiempos menores a 24 hrs. Sin embargo, a las 24 horas post-
infeccion los niveles de activacion de p38 aumenta de manera considerable con respecto al
control, dato que ya ha sido corroborado por otros trabajos, cuya implicacion se ha atribuido al

estrés y la apoptosis celular inducida por la infeccién viral [94, 120].
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VI.6  Efecto de TGF-B sobre la muerte de células MDCK.

Dado que se ha reportado previamente que la estimulacion con TGF-B induce la
apoptosis celular en diferentes modelos celulares [74-78], se evalu6 la capacidad de esta
citocina en inducir la fragmentacién nuclear. Por ello, para determinar la concentracion adecuada
de TGF-B para la estimulacion in vitro de las células MDCK, se evalu6 el efecto del TGF-f para

inducir muerte celular por fragmentacién de ADN a las 24 horas (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de TGF-B sobre la muerte de células MDCK. Células MDCK (1x108 cel/pozo) fueron incubadas
por 24 hrs con diferentes concentraciones de TGF-B. Posteriormente, se determiné la muerte celular por
determinacién del porcentaje de células subhaploides (ver Metodologia). a) Se muestran histogramas
representativos de 3 ensayos independientes, y los porcentajes de células correspondientes a estos experimentos.
(La linea negra representa el control, sin estimulacion, y la linea verde representa las células estimuladas a
diferentes concentraciones de TGF-B, el desplazamiento de la linea verde con respecto a la negra es la cantidad de
células que muestran fragmentacion de ADN debido a la tincién con ioduro de propidio).

b) Andlisis estadistico del efecto de TGF- sobre la muerte celular en la linea MDCK. Las graficas se obtuvieron al
utilizar los resultados obtenidos en a).El analisis estadistico se realizé empleando la prueba T-student (*) P<0.05.
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En la Figura 10a se muestran los histogramas representativos del efecto de incubar las
células MDCK con diferentes concentraciones de TGF-B sobre su muerte celular. Mientras tanto,
en la Figura 10b se presenta la representacion grafica de 3 ensayos independientes de
incubacion con TGF-B en las células MDCK. Podemos observar que el TGF- a todas las
concentraciones probadas (de 2 hasta 5 ng/ml) fue capaz de provocar un efecto apoptotico sobre
el 20-25% de las células, y este efecto fue significativo en comparacion con las células sin tratar.
Al evaluar estadisticamente las diferencias entre los tratamientos, observamos una diferencia
significativa en todos (p>0.00091). Estos datos sugieren que el efecto del TGF-f sobre la muerte
celular, es dependiente de su concentracion, y también sugiere que la concentracién de 5 ng/ml
de TGF-B es conveniente para observar un efecto apoptético apreciable con respecto a las

células control, Util para los analisis posteriores.

VI.7  Efecto de TGF-f sobre la expresion de sus receptores de superficie.

Ya se ha mencionado a lo largo de este trabajo, que TGF-B en diferentes contextos
celulares es capaz de modular ya sea aumentando o disminuyendo los niveles de sus receptores
de superficie, por esta razon era necesario estandarizar y analizar el efecto de TGF-f sobre los
receptores de superficie en la linea celular MDCK. En la Figura 11 se observan histogramas
representativos donde se evalua el efecto de la incubacion del TGF-$ sobre los niveles de las
celulas TBRI*/TPRII* en la superficie de las células MDCK porcentaje de células dobles positivas
para los receptores de TGF-B debido a la estimulacién con esta citocina con respecto a las
células control a las 24 horas post-infeccion.

Como se observa, la estimulacion con TGF-$ indujo un aumento significativo en el
porcentaje de células positivas para ambos receptores debido a con respecto a las células
control, de 6486 a 89.34 + 2.52 (Figura 11c). Esto parece confirmar observaciones previas
donde el efecto de esta citocina influye sobre la expresion y sensibilizacidn de las células blanco.
Sin embargo, de manera aparentemente paraddjica, al analizar los valores de MFI, estos
mostraron que el tratamiento con TGF-f parecia disminuir el nivel de receptores en la superficie
celular, de 150.96 £ 6.5, en el control a 88.09 + 7.8 en células estimuladas con TGF-B, siendo
estos valores comparativamente significativos con la prueba t de student (p= 0.0014) (figura
11d), en las células tratadas. En su conjunto estos datos sugieren que el tratamiento con TGF-
de las células MDCK induce un aumento en el porcentaje de células responsivas a las citocina,
pero al mismo tiempo ocasiona la disminucidn del nivel de receptores en superficie por célula.
Obsérvese que este efecto resulta diferente del ocasionado por la infeccién viral, el cual
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ocasiona una menor estimulacion en el porcentaje de células doble positivas, pero en cambio, no

modificaron su nivel de receptores en superficie.
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Figura 11. Efecto de TGF- sobre la expresion de sus receptores de superficie. Analisis de células MDCK que
fueron dobles positivas para los receptores | y Il de TGF-B. Las células se estimularon con 5ng/ml de TGF-f se
cosecharon a las 24 horas y se fijaron con PFA al 1%. Se llevaron a cabo dobles tinciones para observar células
dobles positivas. a) Imagenes representativas de la distribucion de la poblacién celular que permitieron discriminar
la poblacion de células muertas y vivas (circulo rojo), b) Imagen representativa de la poblacién celular que mostr6
tincion doble para TRRI'y TRRII; ¢) Analisis estadistico de células MDCK que se tifiieron para los receptores TRy
TBRII. d) Anlisis estadistico de los valores de intensidad media de fluorescencia (MFI) obtenidos de células dobles
positivos para los receptores TRRI y TBRII. El analisis estadistico se determind por la prueba t-student (*) P<0.05.

VI.8  Modulacién de los niveles de activacion de p38 en células MDCK debido al

tratamiento con TGF-f.
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Como ya se ha discutido uno de nuestro objetivos consiste en caracterizar la activacion
de vias de sefalizacion independientes de Smads por el TGF-B, por ello, datos que se
obtuvieron en nuestro grupo de trabajo, mostraron que la incubaciéon con TGF-$ (5ng/ml) en
otros modelos celulares (tesis de maestria en Farmacia, Luz Maria Mejia C., 2007) era capaz de
activar la via de sefalizacién candnica 30 minutos posteriores a la estimulacion. Por esta razén
se analiz6 la activacion de p38 debido a la incubacidén con TGF-B como se muestra en la Figura
12.
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Figura 12. Modulacion de los niveles de p38 y su activacion por fosforilacion (pP38) debido a la
estimulacion con TGF-. Las células MDCK se incubaron con 5ng/ml de TGF-B y se cosecharon a diferentes
tiempos. Posteriormente, 30 ug de proteina de los extractos celulares fueron analizados por SDS-PAGE/Western
blot para las proteinas P38 y pP38. a) Imagen representativa de un ensayo de infeccidn viral por Western blot.. b)
Andlisis por densitometria de los niveles relativos de pP38 con respecto a P38, en condiciones control y de
estimulaciéon con TGF-$ a diferentes tiempos. El analisis por densitometria se llevé a cabo mediante el uso del
programa Quantity One v.4.5.1 (Bio Rad) al utilizar la imagen mostrada a).
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Con los datos obtenidos y mostrados en la Figura 12a, se hace notar uge los niveles de
activacion de p38, no se modifican debido al tratamiento con 5ng/ml de TGF-f ni a lo largo de

tiempo, datos que se confirman con el anélisis por densitometria mostrados en las Figura 12b.
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Esta informacion podria sugerir que la incubacion con TGF-B no modifica los niveles de
activacion de p38 y, por tanto, pareceria no provocar la estimulacion de p38. Aunque estos
resultados podrian parecer contradictorios con el efecto que tiene la incubacion del TGF-$ con
los receptores y la activacién de Smads, hay que tomar en cuenta que esta proteina no solo se

activa mediante este mecanismo y es una proteina activada por condiciones de estrés celular.

VI.9  Efecto del tratamiento con TGF-$ sobre la infeccién con el virus influenza.
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Con el objetivo de caracterizar la posible participacion del TGF- durante la infeccion
por el virus influenza, se analiz6 su posible efecto en la infeccion viral. Por ello, se estimularon
las células MDCK una hora previa a la infeccion por el virus de influenza, con una concentracion
de 5 ng/ml de TGF-B y se evalud su efecto mediante tres tipos de anélisis: 1) muerte celular, 2)
induccion de receptores TBRI/TPRII'y, 3) expresion de la proteina NS1.

En una primera fase, se evaluo el efecto de la infeccion por el virus influenza sobre las
células MDCK sobre la induccion de muerte celular. En la Figura 13 se observa un ensayo

representativo que muestra que la preactivacion de las células MDCK por el TGF-B durante una
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Figura 13. Andlisis de muerte celular debido a la estimulacion con TGF-§ ylo infeccion con el virus
influenza. Histogramas representativos de las células MDCK que presentan fragmentacién nuclear del ADN por
estimulacion con: TGF-B, infeccién viral e incubacion previa con TGF-§ a la infeccién viral. Las células se
estimularon y cosecharon a las 24 horas para su analisis por citometria de flujo. (La linea negra representa el
control, es decir células sin estimulacién, y la linea verde representa las células estimuladas a diferentes
concentraciones de TGF-B, el desplazamiento de la linea verde con respecto a la negra es la cantidad de células
que muestran fragmentacion de ADN debido a la tincién con ioduro de propidio). b) Los resultados representan 3
ensayos independientes similares al mostrado en a), e indican el porcentaje de células con fragmentacion del ADN.
El analisis estadistico se realizé empleando la prueba T-student (*) P<0.05.

En la Figura 13 se muestra que la estimulacién previa a la infeccion viral con TGF-B

(37.8 £ 1.33) incrementa de manera estadisticamente significativa el porcentaje de células en
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apoptosis a las 24 horas post-infeccion con respecto a las células infectadas a MOl de 1 (28.3 +
1.4). Ademas este nivel de muerte celular fue significativamente mayor que la simple
estimulacion con TGF-f (33.6 + 1.55). Estos datos corroboran que TGF-B tiene un efecto
apoptotico por si solo, sin embargo, la muerte celular inducida por esta citocina debido a una
estimulacion previa a la infeccion viral por influenza, es ligeramente mayor con respecto a la
estimulacion simple, aunque el valor obtenido por la prueba t de student es significativo (p=0.03),
es posible que la induccidén de muerte celular sea un mecanismo viral que a la fecha es un punto
controvertido en el tema de infecciones virales, puesto que no se entiende con certeza el papel

de este proceso en las infecciones virales pero que seria necesario explorar.

VI.10 Cambio en los receptores TPRI y TRRII debido a la estimulacion con TGF-

y la infeccion viral.

Como ya hemos mencionado, los virus al entrar a las células, utilizan su maquinaria
celular para multiplicarse y producir mas progenie viral, controlando a diferentes niveles los
mecanismos celulares que favorezcan la infeccion viral. Ya que a la fecha no se ha reportado la
modulacion de los receptores para TGF-$ debido a la infeccion por el virus de influenza, ni la
modulacion de estas proteina debido a la co-incubacion con TGF-B y la infeccion viral, este
trabajo mostr6 en secciones previas que los niveles de los receptores para esta citocina se
modifican de manera significativa debido a la infeccion (ver Figura 7), por este motivo, también
se realizaron ensayos en donde se estimuld con TGF- durante una hora previo a la infeccion

viral, datos que se muestran en la Figura 14.
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Figura 14. Efecto sobre la expresion de los receptores de superficie TBRI y TBRII debido a la estimulacién
con TGF-B y la infeccién viral. Analisis de células MDCK que fueron dobles positivas para los receptores | y Il de
TGF-B, por estimulacién con TGF-, infeccién viral e incubacidn previa con TGF- seguida de la infeccién viral, se
cosecharon a las 24 horas y se fijaron con PFA al 1%. a) Imagenes representativas de la distribucion de la
poblacién celular que permitieron discriminar la poblacion de células muertas y vivas (circulo rojo), b) Imagenes
representativas de la poblacion celular que mostrd tincion doble para TRRI y TRRII; ¢) Analisis estadistico de
células MDCK que se tifiieron y fueron positivas para ambos receptores TBRI y TBRII. d) Analisis estadistico de los
valores de intensidad media de fluorescencia (MFI) obtenidos de células dobles positivos para los receptores TRRI
y TBRII. El andlisis estadistico se determind por la prueba t-student (*) P<0.05.

Como se observa en la Figura 14, el porcentaje de células MDCK positivas para ambos
receptores cuando se estimula con TGF-f previo a la infeccién es de 85.88 + 2.82. En cambio,
como se mostro de forma previa, las células infectadas mostraron niveles significativamente
menores al infectar con MOI de 1, 75.2+ 2.32 (p=0021). Asi mismo, el porcentaje de células
positivas para ambos receptores debido a la estimulacién simple con TGF-f fue de 89.3 + 2.5.De
estos resultados se podria sugerir que el aumento en el porcentaje de células TRRI* y TRRII*, se

deben en gran medida al efecto inducido por el TGF-B.
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Por otro lado, el valor de intensidad media de fluorescencia (MFI) para la estimulacion
con TGF-B e infeccion fue de 229.78+7.84. Recordando datos ya mencionados en las secciones
V1.4 y VI.7 el efecto de la infeccion viral ocasioné un aumento en el porcentaje de células
TBRI*/TRRII* lo cual concuerda claramente con el valor MFI. Estos resultados fueron diferentes
al efecto observado con la sola estimulacion por el TGF-8, el cual ocasion6 un aumento en el
porcentaje de TPRI*/TBRII*, al tiempo que indujo una disminucidn en el nivel de receptores por
célula (menor MFI), en comparacion con las células control. Ahora, al evaluar el efecto de la
estimulacion previa a la infeccion con el virus influenza, observamos un aumento en el
porcentaje de “celulas sensibles a la citocina como en el nivel de receptores por célula. De estos
datos se podria sugerir que la infeccion viral podria modular la expresion de receptores por
mecanismos diferentes al empleado por la simple estimulacion por la citocina. Sin embargo los

motivos y las consecuencias de esta regulacion se necesitan estudiar con mas detalle.

VI.11 Efecto de la incubacién con TGF-B en la infeccion viral sobre la expresion

de la proteina NS1.

Como se ha mencionado en secciones previas, aun se desconoce el papel que TGF-B
tiene en los mecanismos de infeccion por el virus influenza, sin embargo en un estudio con
células epiteliales humanas in vitro, se observd que el tratamiento con TGF-§ inducia un
incremento en la sintesis de proteinas del virus respiratorio sincisial (RSV) [93], por esta razon se
estudié el efecto de esta citocina sobre la infeccidn viral como ya se ha estado describiendo en

las 3 secciones anteriores.
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Figura 15. Sintesis de la proteina NS1 durante la infeccion viral y la estimulacion previa con TGF-f. Las
células MDCK fueron infectadas con MOI 1 de virus influenza HIN1 y se incubaron a diferentes tiempos post-
infeccién, un grupo de células MDCK fueron incubadas con TGF-f (5 ng/ml) previo a la infeccién. Posteriormente,
30 ug de proteina de los extractos celulares fueron analizados por SDS-PAGE/Western blot para las proteinas NS1
y actina como control de carga. a) Imagen representativa de tres ensayos independientes de infeccion viral, por
Western blot. b) Andlisis por densitometria de los niveles relativos de la proteina NS1 con respecto al control de
carga que es actina. El andlisis por densitometria se llevé a cabo mediante el uso del programa Quantity One
v.4.5.1 (Bio Rad). Los resultados representan 3 ensayos independientes de western blot e indican la densidad
relativa para NS1. El andlisis estadistico se realizé empleando la prueba T-student (*) P<0.05.

En la Figura 15 se observa una cinética de infeccién representativa, de tres ensayos
independientes, donde se revelaron en la misma membrana de nitrocelulosa las proteinas NS1
(26 kDa) y actina (42 kDa). Como se puede notar, en la Figura 15a, hasta el tiempo de infeccion
de 6 hrs no se aprecia la proteina NS1, sin embargo a las 8 hrs se observa una ligera cantidad
de esta proteina. Esta cantidad aumenta significativamente a las 10 y 24 hrs post-infeccion. Por
otro lado, cuando se incub6 previamente con TGF-f se puede apreciar la banda correspondiente
a la proteina NS1 a partir de las 8 horas post-infeccion que aumenta de manera significativa a las
10 y 24 horas. Estos datos nos sugieren que TGF-f tiene cierto impacto en la sintesis de
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proteinas virales, por esa razén se hizo un andlisis por densitometria que se muestra en la

Figura 15b, que nos permite apreciar de manera mas precisa este efecto.

En la Figura 15b, se observa el analisis estadistico de la sintesis de NS1, como se
puede notar en la Figura 15a no era apreciable la diferencia en la intensidad de las bandas para
NS1 en ambas condiciones, sin embargo, el andlisis densitométrico nos sugiere que la
incubacion previa con TGF-B, parece favorecer la sintesis de la proteina viral desde el tiempo de
8 hrs post-infeccion. Posiblemente este sea un mecanismo favorable para la infeccion viral, ya
que a partir de las 8 horas la sintesis de NS1 en las células que fueron tratadas previo a la
infeccién con TGF-B, aumenta significativamente con respecto a la infeccion simple. Estos datos
son relevantes ya que no existen reportes a la fecha que muestre que esta citocina tiene un

efecto directo en la replicacién viral.

V112 Modulacién de los niveles de activacion de Smad 2/3 y P38 debido a la

incubacién con TGF-B y la infeccion viral.

Finalmente y como se ha venido discutiendo a lo largo de este trabajo, es de gran
relevancia conocer los mecanismos bajo los cuales esta citocina lleva a cabo sus funciones en la
célula y por los cuales observamos diferentes respuestas como es la induccion de apoptosis. Por
esta razon, se realizé un ensayo por Western blot que nos permitié obtener un panorama general
de la modulacién de la activacion de las proteinas Smad y p38. En la Figura 21 se muestra un
analisis por Western blot del efecto sobre las células de la estimulacién con TGF-f y su

infeccidn, sobre la presencia de Smad2/3 y sus formas fosforiladas PSmad 2/3.
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Figura 16. Modulacion de los niveles de Smad y su activacion por fosforilacion (pSmad 2/3) debido a la
incubacién con TGF-B y la infeccién viral. Las células MDCK fueron estimuladas con TGF-B (5 ng/ml) e infectadas
con MOI 1 de virus influenza HIN1 e incubadas a diferentes tiempos post-infeccion. Posteriormente, 30 ug de
proteina de los extractos celulares fueron analizados por SDS-PAGE/Western blot para las proteinas Smad2/3 y
pSmad2/3. a) Imagen de un ensayo de infeccion viral por Western blot. b) Anélisis por densitometria de los niveles
relativos de pSmad 2/3 con respecto a Smad, en condiciones control y de estimulacién con TGF-B e infeccion viral a
diferentes tiempos. El andlisis por densitometria se llevo a cabo mediante el uso del programa Quantity One v.4.5.1
(Bio Rad) al utilizar la imagen mostrada en la Figura a).

Como se puede notar en la Figura 16a los niveles de activacion para Smad 2/3 si
aumentan en respuesta al estimulo con TGF-B y la infeccion a partir de las 6 horas post-
infeccién, cuando se compara con respecto al control. Estos datos se confirman cuando la
imagen es analizada por densitometria como se muestra en b, donde los niveles relativos de

Smad fosforilada aumentan con respecto a las células control.
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Figura 17. Niveles de Smad 2/3 y pSmad 2/3 debido a la la estimulacién previa con TGF- y la infeccién
viral. Grafica del analisis por densitometria de los niveles relativos de pSmad 2/3 con respecto a Smad, en
condiciones infeccion y de estimulacion con TGF-B e infeccion viral a diferentes tiempos. El analisis por
densitometria se llevd a cabo mediante el uso del programa Quantity One v.4.5.1 (Bio Rad).

Por su parte en la Figura 17 se muestra el analisis por densitometria del western blot que
corresponde a la simple infeccién viral (ver Figura 8) y de estimulacion previa a la infeccion con
TGF-B. AUnque se trata de un ensayo, estos datos preliminares nos sugieren que la infeccién
por si misma induce la activacion de estas proteinas alcanzando un maximo cerca de las 8 horas
y manteniéndose hasta las 24 horas. Mientras tanto, la incubacién previa con TGF-f3 estimula la
fosforilacién de estas proteinas 2 hrs antes que la infeccion viral. Esto podria sugerir que el
efecto del TGF-B impacta sobre los eventos de sefializacién estimulados por la infeccién viral.

Por otro lado, se analizaron los niveles de fosforilacién de la proteina p38, entre las
células control y células estimuladas con TGF-f e infectadas. En estas circunstancias, el nivel
basal de fosforilacion en células control, fue similar durante toda la cinética. Por su parte, la
estimulacion e infeccion parece inducir un cambio notable en el nivel de fosforilacién. Conviene
recordar que la simple infeccion con el virus ocasion6 un aumento importante en la fosforilacion
de p38 a las 24 hrs, situacion que parece desaparecer por efecto de la estimulacion previa con el
TGF-B.
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Figura 18. Cinética de modulacion de los niveles de p38 y su activacion por fosforilacion (pP38) debido a la
estimulacion con TGF-B e infeccion viral. Las células MDCK se incubaron con 5ng/ml de TGF- por una hora, se
infectaron con MOI 1 y se cosecharon a diferentes tiempos. Posteriormente, 30 ug de proteina de los extractos
celulares fueron analizados por SDS-PAGE/Western blot para las proteinas P38 y pP38. a) Imagen de un ensayo
de infeccion viral por Western blot. b) Andlisis por densitometria de los niveles relativos de pP38 con respecto a
P38, en condiciones infeccion y de estimulacién con TGF-B e infeccion viral a diferentes tiempos. El analisis por
densitometria se llevo a cabo mediante el uso del programa Quantity One v.4.5.1 (Bio Rad).

Estos datos se ven reforzados por el analisis densitométrico que se muestra en la Figura
18b, ya que no se observaron cambios en los niveles de activacion para la proteina p38 con
respecto a las células control desde 1 hasta 6 horas post-infecciéon. Es mas, parece que el nivel
de activacién de p38 disminuye a las 8 y 10 horas post-infeccion, dato que contrasta con el
mostrado en la seccion V1.5, donde se muestra que la infeccion viral por si misma estimula los
niveles de activacion de p38 a las 24 horas post-infeccion (ver Figura 9), dato que no se observo

ni con la estimulacion simple con TGF-B de las células MDCK.
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VI.  DISCUSION.

Como se menciono en la Introduccion, la inmunopatologia asociada a la infeccion podria
ser fundamental para explicar los sintomas severos provocados por la infeccion viral [23, 31]. En
este sentido, el caracterizar el efecto de las diferentes citocinas que regulan la respuesta
inflamatoria pulmonar serian de gran utilidad en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos
mas especificos y eficientes, no sélo en el control de los sintomas sino también para contener e
inhibir la infeccién viral. En este sentido, y con el objetivo de iniciar la caracterizaciéon de los
efectos celulares e inmunoldgicos inducidos por el TGF-B durante la infeccion con el virus
influenza, en el presente trabajo, estandarizamos un sistema de infeccion in vitro en células

MDCK que cumple con las caracteristicas descritas en la literatura.

VII.1 Modelo de infeccion con virus Influenza in vitro.

Los resultados presentados en la primera seccion de este trabajo, muestran que nuestro
sistema de infeccion en las células MDCK por el virus Influenza A H1N1, ademas de ofrecer
resultados reproducibles, muestra caracteristicas semejantes a las descritas en la literatura
especializada. Primeramente, los stock virales obtenidos fueron capaces de generar placas
liticas en esta linea celular, permitiendo la determinacion del titulo viral segun las técnicas
clasicas [114]. Asi mismo, como resultado de la infeccion de las células, se generaron en el
sobrenadante particulas capaces de hemaglutinar eritrocitos humanos, lo cual sugiere
fuertemente que los stock virales utilizados contenian particulas viricas capaces de infectar
células como se demostrd en la Figura 3, mediante los ensayos en placa.

Adicionalmente, se pudo evidenciar que a partir de 10 hrs post-infeccion, en ensayos por
Western blot, aparece una banda correspondiente a la proteina no-estructural NS1, lo cual fue
confirmado por la deteccion positiva con un anticuerpo especifico comercial; una cinética de
expresion de NS1 similar fue evidenciada en otros estudios [121]. Posteriormente, ensayos con
el anticuerpo monoclonal purificado y derivado de un hibridoma especifico en contra de la
proteina NS1, mostr6 una sefial especifica para los extractos de células MDCK infectadas con el
virus (datos no mostrados). Todo esto sugiere fuertemente que nuestro modelo de infeccion viral
coincide con la sintesis de NS1. Dado su importancia para regular la respuesta celular vy,
particularmente relacionada con los interferones, resultara muy interesante caracterizar su

impacto sobre el sistema de regulacion de los interferones de tipo |.
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Finalmente, como se describié ampliamente en la seccion de Introduccion, la infeccion
del virus influenza induce la muerte celular [11, 41, 45, 81, 82, 98, 122, 123]. En este estudio
observamos que la incubacion por al menos 24 hrs con el virus inducia la generacion de células
subhaploides, sugiriendo la fragmentacidn nuclear. Ensayos paralelos, donde se estimulaba con
TGF-B,(datos no mostrados) mostraron que un efecto semejante fue observado al evaluar la
permeabilidad diferencial a la molécula Yo-Pro1 (Molecular Probes, Invitrogen). Esta técnica ha
sido comercialmente validada para determinar los eventos tempranos de apoptosis, mientras que
la fragmentacion nuclear, corresponde a eventos tardios del mismo. En este sentido, seria
interesante poder profundizar nuestro estudio de los mecanismos que llevan a la muerte celular
en nuestro modelo, toda vez que algunos estudios sugieren que tanto las vias intrinsecas
(caspasa 9-mitocondria) como las vias extrinsecas (FasL, caspasa 7) podrian activarse por la
infeccion viral [40]

Por otro lado, dado que uno de nuestros objetivos consistio en caracterizar el efecto de
TGF-B y su impacto en la infeccién por el virus influenza, se analizé y compard la modulacién de
sus receptores de superficie (TBRI y TPRII) por efecto de la infeccién viral contra las células
control. Los datos obtenidos mostraron, que aparentemente infeccion viral modula de forma
positiva la presencia de estos receptores en la membrana celular, datos que se fortalecieron al
analizar los resultados correspondientes al nivel de receptores por células (MFI). Estos
resultados sugieren que la infeccion viral induce cambios altamente heterogéneos en el
metabolismo de la célula, tanto asi que a pesar de reconocerse una una inhibiciéon de la
maquinaria general de sintesis de proteinas, aparentemente algunas moléculas podrian escapar
a este control e incluso, podrian aumentar su expresion, tal como los receptores para el TGF-f.
Alternativamente, se podria explicar el aumento en el porcentaje de células sensibles a la
citocina, sugiriendo que los receptores no son sintetizados de novo, sino podrian resultar del
reciclamiento de receptores endocitados via caveolina [124].

En su conjunto, estos resultados muestran que bajo las condiciones aqui descritas, el
virus influenza A H1N1 es capaz de inducir la infeccién de las células MDCK. Conviene resaltar
que observamos un alto nivel de reproducibilidad en los diferentes ensayos, lo cual es un

aspecto positivo para caracterizar los eventos intracelulares inducidos durante la infeccién viral.
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VII.2 Efecto del TGF-B sobre la infeccion viral in vitro.

Previo a evaluar el posible efecto de la citocina TGF-f sobre la infeccién viral, fue
necesario evidenciar que esta citocina era capaz de inducir sus acciones caracteristicas: 1)
estimulacion de la muerte celular, 2) induccidn de la expresion de sus receptores membranales
para TGF-B (TBRI'y TBRII), 3) sefializacion tanto por la via canénica como por la via alternativa.

Empleando la linea celular MDCK pudimos observar que TGF-f a una concentracion de
5 ng/ml y 24 hrs de incubacién, inducia muerte celular en un nivel significativo, confirmando de
esta manera observaciones realizadas en varios sistemas y contextos celulares [54, 75, 77, 78,
91, 95, 125]. Asi mismo, la incubacién con TGF-B indujo un aumento significativo en el
porcentaje de células con ambos receptores. Sin embargo, resulta interesante que de manera
reproducible, los valores de MFI obtenidos fueron menores con respecto a las células control.
Estos resultados muestran que al mismo tiempo, la presencia de la citocina ocasiona un
aumento en el porcentaje de células TBRI*/TBRII*, estas células presentan un menor nivel de
moléculas en su superficie. Estos resultados aparentemente paradojicos, podrian encontrar
explicacién en la regulacion por endocitocis mediada por el ligando. En este sentido, se ha
descrito que ambos receptores pueden ser endocitados ya sea por vesiculas dependientes de
clatrina o vesiculas dependientes de caveolina [124]. Asi mismo, se ha descrito que de esta
forma, se podria promover la via de sefializacion de Smad en los endosomas tempranos [124].
Es decir la endocitosis puede ser una forma de regulacion positiva y no solo, una manera de que
los receptores sean degradados como ya se ha reportado [50]. Estos datos resultan de gran
interés en este trabajo, debido al hecho de que en las condiciones de infeccion viral por
influenza, la respuesta a TGF-B podria variar dependiendo del nivel de receptores presente en
las células blanco, no sélo en la superficie de las células sino también a su regulacion a través
del mecanismo de endocitosis. Toda esta informacidn podria ser de gran relevancia para nuestro
trabajo ya que sostiene el hecho de que el modelo celular MDCK es sensible tanto a la infeccion
viral como a TGF-B, y que por tanto, podria ser un buen modelo para estudiar la interrelacién
entre ambos factores para regular la endocitosis y la activacion de las vias de sefializacién por
TGF-B.

Finalmente, la incubacién con TGF-f3 de las células MDCK ocasioné que la fosforilacion
de la MAPK p38, mostrada en las Figura 11, se mantuviera constante. A una concentracion
similar, el TGF-B fue también capaz de inducir la activacién de las proteinas de sefializacién
Smads a partir de los 30 minutos. Estos datos son congruentes con los que ya han sido

reportados previamente, aunque en otros tipos celulares y en otros contextos [63-66]. Asimismo,
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como se describi6 en la Introduccion, la molécula p38 es un candidato para explicar los efectos
apoptoticos inducidos por el TGF- [126]. En su conjunto, nuestros resultados mostraron que la
linea MDCK es sensible al efecto del TGF-B, desde que posee los receptores membranales,
provoca muerte en estas células y tanto la via candnica (tesis de Maestria en Farmacia, Luz
Maria C. 2007) como la via alternativa son activadas.

Una vez que se estandariz6 el sistema de infeccion in vitro y se confirmd que este tipo
celular respondia a la citocina en estudio, se realizaron una serie de ensayos preliminares para
evidenciar el posible efecto de la activacion del TGF-B sobre la infeccion viral. Conviene resaltar
que la posible participacién de esta citocina durante la infeccion por el virus influenza no ha sido
descrita en la literatura, hasta la fecha. En un estudio de los afios 90’s, se sugiri6 que el TGF-f3
puede ser directamente activado por el virus [49], por lo que podria jugar un papel importante
durante esta patologia. En congruencia con esta idea, el empleo de anticuerpos anti-TGF-,
demostré que era capaz de bloquear la apoptosis inducida por NA y NS1 [85]. Los pocos
estudios sobre este tema, hablan de la originalidad de nuestro estudio. Asi mismo, dado que el
TGF-B parece jugar un papel pleiotrépico durante los procesos inflamatorios, su participacion
durante la infeccion viral, podria aportar evidencia novedosa sobre los mecanismos de
regulacion celular e inmunoldgica.

Asi entonces, como se presento en la seccion de Resultados, se evalud el efecto de la
citocina sobre la bateria de pruebas celulares inicialmente descritas. En un primer aspecto, en
este trabajo se mostr6 que la estimulacién previa con TGF-B incrementaba de manera
estadisticamente significativa, el porcentaje de células en apoptosis a las 24 horas post-
infeccion; resultado que no fue comparable con la simple estimulaciéon con TGF-B. Asi mismo,
esta observacion debera ser evaluada modificando los pardmetros de estimulacion: diferente
tiempo de estimulacion con TGF-f o varias multiplicidades de infeccién, con el fin de tratar de
identificar los mecanismos subyacentes. Por otro lado, datos no mostrados aqui, sugieren que la
co-incubacion del TGF-$ con la citocina TNF-a, bloquea el efecto apoptético. Estos resultados al
parecer indican, que las vias de induccién de muerte por efecto del TGF-B [127] y la infeccion
con el virus influenza [40] son diferentes.

Por otro lado, los niveles de los receptores para el TGF-f parecen aumentar de manera
significativa por efecto de la infeccion viral. Sin embargo, la estimulacion con el TGF-f previa a la
infeccion viral, parece no modificar el efecto inducido por la citocina sola. Esto podria sugerir que
la infeccidn viral ocasiona el aumento de receptores de membrana por un incremento ya sea en
la activacién celular, por estimulacion de la sintesis-secrecion del TGF-B por las células

infectadas o por un mecanismo que involucre el reciclamiento de los receptores. . Sin embargo, a
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pesar de que se realizaron varios intentos para determinar la concentracion de TGF-3 en el
sobrenadante de cultivo, el nivel estuvo por debajo del nivel de sensibilidad del kit de ELISA
(R&D). En ese sentido, deberia ser fundamental en la continuacion de este estudio, la
determinacion de la expresion (RT-PCR) o su secrecion (ELISA, citometria de flujo con tincién
intracelular).

Adicionalmente se mostré que los niveles de la proteina no estructural del virus
influenza, (NS1), se incrementaron como consecuencia de la pre-estimulacion con TGF-B. Es
mas, se evidencid la presencia de NS1 2 horas antes que el tiempo de aparicidén durante la
infeccion viral. Este efecto podria explicarse por el hecho de que esta citocina también podria
modificar los elementos de la sintesis de proteinas, tales como los factores del inicio de la
traduccion elF2A y elF3 [128]. Asi mismo, este resultado podria sugerir que el TGF-B podria
acelerar el ciclo replicativo del virus, aunque se requiere mas evidencias para poder sugerir un
mecanismo.

Un aspecto de gran interés fue la evaluacion de la posible participacion de las vias de
sefializacion activadas por el TGF-B: Smads y p38. Aunque sélo se realizd un ensayo, se
observé que, de forma notoria, los niveles de fosforilacién de Smad 2/3 aumentaban debido a la
infeccion viral. Asimismo, la pre-estimulacion con TGF-f ocasiond que la fosforilacion de estas
moléculas se observara desde 2 horas antes (6 vs 8 hrs) del efecto inducido por la infeccion viral
sola. Por el contrario, mientras la infeccion viral parece inducir un aumento notable de la
fosforilacion de p38 a las 24 hrs post-infeccidn, la pre-incubacion con el TGF- parecia bloquear
esta via de sefializacion. Es mas, a partir de las 10 horas post-infeccion, el nivel de fosforilacion
de esta proteina parecié disminuir. Estos datos preliminares, sugieren que la estimulacion con
TGF-B en la infeccion viral, podria modular diversos mecanismos celulares que permitan un
aumento en la replicacion viral 0 modulen la respuesta celular a favor de la infeccion vy,
finalmente, contribuyendo en la patologia asociada a la infeccion. De acuerdo a estas
observaciones, se ha reportado que algunas proteinas virales como la NS5A del virus de
Hepatitis C, podrian modular las vias de sefializaciéon del TGF- mediante su interaccién con
proteinas celulares, como por ejemplo, la proteina X del virus de hepatitis B, activa la via de
sefializacion de Smads a través de su interaccion directa con Smad4 [129-131]. Por otro la
proteina E1A inhibe la sefializacion de TGF-B a través de su union con Smad3 [132], mientras
que la proteina E7 del virus de papiloma humano inhibe la via de sefializaciéon candnica de TGF-
B al bloquear la actividad del complejo de Smad de unién al ADN [133, 134].

Todos estos resultados, en conjunto, sugieren que el virus influenza y la estimulacién

con TGF-B podrian regular diversos mecanismos celulares. Por un lado, el virus influenza es un
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inductor de apoptosis a través de sefiales no conocidas totalmente, cuyo estudio puede aclarar
los mecanismos de patogenia viral. Adicionalmente, la estimulacion previa con TGF-f parece
favorecer e incrementar esta respuesta e inducir la sobre-produccion de las proteinas virales.
Este resultado podria sugerir un mecanismo utilizado por el virus para favorecer su infeccion en
la célula hospedera. Aunque son datos aun por confirmar, un primer ensayo sugiere que la
infeccidn viral induce un aumento en la fosforilacion de Smad 2/3, por un lado, y aparentemente,
podria cancelar la via de p38, por otro lado. Esta sugerencia podria ser apoyada por un estudio
que evidencid que el virus podria utilizar la via de Smads para favorecer su replicacion
disminuyendo el metabolismo celular [93] e induciendo su apoptosis.

Finalmente, la regulacién del nivel de receptores para el TGF-f3 podria ser un mecanismo
de retroalimentacion celular, donde la activacion del TGF-B por efecto de la infeccion viral
permitiria explicar el aumento de los receptores durante la infeccion. Esta situacion ha sido
observada durante otros desordenes tisulares, donde se presenta altos niveles de expresion de
TGF-B [92]. De manera inherente, este hecho podria permitir un aumento de la activacién de
proteinas de sefializacion como Smads o la activaciéon de los eventos de reciclamiento de

receptores de la superficie celular.
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VII. ~ CONCLUSIONES.

Se estandarizo un protocolo de infeccion in vitro con el virus influenza H1N1 en células

MDCK, que mostré efectos caracteristicos de esta infeccion viral.

Se observé que la infeccién viral de las células MDCK parece inducir un aumento en la
muerte celular, el nivel de expresion de los receptores para el TGF-B (TBRI y TBRII),
corroborado con los valores de MFI obtenidos, y un aumento en la fosforilacién de Smads
2/3 (6-10 hrs) y p38 (24 hrs).

La incubacién previa con TGF-B podria favorecer los eventos de replicacion viral,
evidenciado por un aumento en la sintesis de la proteina NS1.

Se sugiere que la via de Smads se estimula por efecto de la infeccion viral y TGF-Blvirus,

mientras que la activacion de p38 parece desaparecer debido al efecto de la pre-incubacion
con TGF-B.
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