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

polarizacion de macréfagos y en la progresion de dafio pulmonar

RESUMEN

El virus de influenza pandémica (pdm) que se aislé en México en 2009 tiene una
combinacién particular de segmentos genéticos provenientes de virus que infectan
aves, cerdos en América del Norte y virus estacional H3N2. Este virus tiene alto
potencial pandémico y causa enfermedad respiratoria grave en individuos
susceptibles. En este sentido se sabe que diversos factores del huésped como las
co-morbilidades y una falta de regulacion de la respuesta inflamatoria pueden
contribuir al desarrollo de formas graves de la infeccion. Sin embargo los
mecanismos de como el virus induce una respuesta inflamatoria exacerbada no se
conocen con claridad. Por este motivo en este trabajo se analizé el efecto de los
virus pdm A/H1N1 y estacional HIN1 (A/PR/8/34) en la regulacion y el desarrollo
de la respuesta inflamatoria. Para ello se llevé a cabo la cuantificacion por RT-
PCR de la expresion de RNAm de genes asociados a fenotipos de macrofagos M1
0 M2 en monocitos humanos infectados experimentalmente con los virus pdm

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

La infeccion experimental de monocitos humanos con el virus pdm A/H1IN1, en
relacion con la infeccion por virus estacional A/PR/8/34, indujo una mayor
expresion de RNAm de interleucinas asociadas con un fenotipo M1 en
macrofagos, tales como TNF-a, IL-6 e IL-1B. Ademas el virus pdm A/HIN1 induce

altos niveles de RNAm de IL-10 en etapas tempranas y tardias de la infeccion, la



cual podria tener un efecto patogénico al inhibir respuestas inflamatorias

protectoras en etapas tempranas de infeccion.

Estos hallazgos sugieren que existen factores inherentes a la cepa del virus pdm
A/HIN1 que inducen una mayor produccién de citocinas y quimiocinas pro-
inflamatorias, mediante la sobre-activacion de macrofagos M1, lo cual podria
contribuir con el desarrollo de un microambiente pro-inflamatorio y con la
patogénesis de dafio pulmonar mediada por la falta de regulacion de la respuesta

inflamatoria.



INTRODUCCION

El brote pandémico del virus de Influenza A/HIN1 del 2009 (A/H1N1/pdm/09)
causé problemas a los sistemas de salud en todo el mundo. Este virus fue
identificado en México y se caracterizé por causar un sindrome respiratorio severo
y muerte particularmente a personas dentro de un rango de edad poco comudn
para estos virus: personas jovenes y de mediana edad [1]. Los primeros estudios
de infecciones experimentales con este virus en modelos animales, mostraron que
la nueva cepa A/H1N1/pdm/09 es mas patogénica que la cepa A/H1N1 estacional,
ademas se demostré que el virus A/HIN1/09 tiene una mayor capacidad de
replicacion en tejido pulmonar bajo, provocando lesiones mas graves en el tracto
respiratorio y mayor persistencia en el tejido pulmonar. Adicionalmente se
demostré que el virus pdm A/H1N1, a diferencia del virus estacional, tiene una
mayor capacidad de inducir altos niveles de mediadores inflamatorios como IL-6,

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

Por otro lado, dado que el virus A/HIN1 tiene una combinacion Unica de
segmentos genéticos de linajes de virus porcinos clasicos euroasiaticos, aviares
del norte de américa y humanos [2, 3], su alta frecuencia de mutaciones y
reordenamientos genéticos representan un desafio a los esfuerzos por controlar a

estos virus.

En la actualidad, este virus continda circulando en México y en varios paises de
diferentes continentes, causando formas graves de enfermedad respiratoria aguda
y de rapida progresion en individuos susceptibles, ademas de un extenso dafio

pulmonar y falla de multiples 6rganos [4].



Uno de los signos clinicos méas frecuentemente observados en pacientes
infectados con este virus, es el sindrome de dificultad respiratoria aguda grave
(Neumonia grave) [1, 5], cuya morbilidad y la mortalidad reflejan las propiedades
intrinsecas del virus pandémico, tales como un mayor potencial de replicacion y
efectos citopéaticos sobre células epiteliales pulmonares en comparacién con los

virus de influenza estacional [6].



ANTECEDENTES

Estructuray propiedades de los virus de influenza A

Hay tres tipos de virus influenza: A, By C. Los virus Ay B son los mas estudiados
debido a que causan enfermedades en humanos, especificamente, el tipo A ha
sido responsable de distintas epidemias en la historia de la humanidad a causa de

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

Las diferencias antigénicas mostradas por las proteinas estructurales de
nucleocapside (NP) y de matriz (M1), son la base para clasificar a los virus de
influenza en los tipos A, B y C. Los virus de influenza A se dividen en subtipos
segun las variaciones antigénicas de la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa
(NA), existen 18 subtipos diferentes de hemaglutinina (H1 hasta H18) y 11 de
neuraminidasa (N1 hasta N11) [9]. Evidentemente la combinacion de estos
diferentes subtipos de HA y NA genera docenas de subtipos de virus de influenza

A.

Los virus Influenza pertenecen a la familia Ortomyxoviridae, son pleomorficos y
con un diametro aproximado de 100nm. Su genoma esta compuesto por ocho
segmentos de RNA de cadena sencilla con sentido negativo que codifican al
menos 9 proteinas estructurales diferentes. Cada segmento de RNA se enrolla
alrededor de proteinas nucleares (NP) y de proteinas de exportacion nuclear
(NEP). Al extremo de estas estructuras se encuentra un complejo de polimerasa
(PB1, PB2 y PA), formando las ribonucleoproteinas virales (VRNP), las cuales

codifican para once proteinas virales incluyendo proteinas no estructurales [8]. Por



otro lado, presentan una cubierta lipidica que obtienen al salir de las células que
infectan, en esta se encuentran sus antigenos transmembranales principales HA y

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

Envoltura@iral@rovenientel
Rledaélulafhospederal

@ Proteinashol
estructuralesn

_________________________________

PB']'gz«s‘ssyssco"

_________________________________

ComplejoRieBolimerasal

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

La HA representa el 80% de la proteina viral total y estd codificada por el
segmento 4, mientras que la NA representa el 17%, y es codificada por el
segmento 6. Estas se introducen en la envoltura viral y quedan expuestas como
espigas de casi 10nm de longitud, con grupos de NA rodeados por HA [9]. La
glicoproteina HA deriva su nombre de la capacidad que presenta para aglutinar
eritrocitos uniéndose al acido sidlico presente en su superficie. Durante su

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



y HA2, que permanecen unidas por un puente disulfuro. Para que la particula viral
sea infectiva es necesario separar a HA1 y HA2. Mientras tanto, la glicoproteina
NA funge como enzima sialidasa, retira el acido sidlico de los glico-conjugados,
facilitando la liberacién de las particulas virales de la superficie de las células
infectadas durante el proceso de gemacion, este proceso impide la auto-
agregacion de los virones recién liberados. Ademas, se ha descrito que la NA
ayuda a los virus a desplazarse a través de la capa de mucina en el aparato
respiratorio para alcanzar a sus células blanco. Por otro lado, M2 es el
componente antigénico menos abundante, cubriendo tan solo 16 a 20 moléculas
por particula viral, y no se encuentran asociado a balsas lipidicas. Por ultimo,
debajo de la membrana viral se encuentran las proteinas de matriz (M1) las cuales

sostienen al nucleo viral [9].

Ciclo de replicacion del virus de influenza A

El ciclo de replicacién comienza con la adhesion de los virus a sus células blanco;
el virus se une al acido sialico de la superficie celular por medio del sitio receptor
localizado en la proteina HA (Figura 2). El acido sialico se une de dos maneras
principales a los carbohidratos de las glicoproteinas: a través de uniones a-2,6 y a-
2,3; lo cual es de gran importancia epidemiolégica, puesto que particularmente los
virus de influenza A que infectan a humanos reconocen preferencialmente uniones
a-2,6, los virus de influenza aviar reconocen a la unién a-2,3 y los virus de
influenza porcina reconocen ambos [10], lo que promueve la recombinacion de
virus que infectan distintas especies, tal es el caso de la aparicion del virus

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

Posteriormente a la adhesion, las particulas virales se introducen en la célula
induciendo la endocitosis. En el endosoma, el precursor de la hemaglutinina viral
HAO es hendido a subunidades HA1 y HA2 a causa de un bajo pH, entre 5y 6, lo
cual también es importante para la activacion de canales i6nicos M2, los cuales
acidifican el nucleo viral para liberar las VRNP de la matriz formada por las M1. La
subunidad HAl1 se mantiene anclada a la membrana viral, mientras que la
subunidad HA2 correspondiente al péptido de fusion queda expuesta y se inserta
a la membrana del endosoma. HA comienza a doblarse acercando a ambas
membranas hasta tocarse y se crea un poro de fusion que conecta al nucleo viral
con el citoplasma celular lo que permite la localizacién de las VRNP en el

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

genoma viral [12].

Durante la primera etapa de la replicacion del genoma viral, se lleva a cabo la
produccion RNA complementario (CRNA) de sentido positivo a partir de los
segmentos completos de RNA de sentido negativo del genoma viral. El cRNA sirve
como plantilla para la sintesis de copias fieles del RNA genémico con sentido
negativo y para la produccion de RNA maduro viral para la traduccion de proteinas
de manera simultanea. La trascripcién y replicacion del RNA viral (vVRNA), y por
ende de nuevos genomas, se realiza por la RNA polimerasa viral, la cual esta
constituida por las proteinas PB1, PB2 y PA. Para el inicio de transcripcion utiliza
como oligonucleétidos a los segmentos de RNA con complementariedad invertida
en sus extremos, los cuales se doblan sobre si mismos formando pequefias asas
de cuatro nucleotidos. Los fragmentos de VRNA negativo replicados en el ndcleo
se exportan en nuevos VRNP, formados con las nuevas proteinas derivadas de la

traduccion [13].

La sintesis de RNA mensajero (RNAm) viral a partir de VRNA (-) depende de la
actividad de la RNA polimerasa Il de la célula hospedera. El VRNA (-) tiene una
cola de poli-T, que se transcribird en una cola de poli-adenina en el mRNA viral,
sin embargo no tiene una estructura de cubierta cap metilada en su extremo 5,
necesaria para la trascripcion. Para resolver esto, la proteina PB2 de la
polimerasa, se une al cap de un pre-mRNA celular y la PB1 hace un corte de 10 a
15 nucledtidos para secuestrar el cap de este mRNA celular y unirlo al RNA viral

negativo y utilizarlo como primer de la transcripcion. Posterior a la transcripcion, se
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obtiene un RNA viral de sentido positivo, con una cola de poli-adenina y con una
estructura cap. Este es exportado al citoplasma para la traduccion de proteinas
virales necesarias para la formacién de los nuevos los VRNPs [13], que
inmediatamente se asocian en grupos de ocho segmentos antes de la liberacion

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

Al madurar, el virus se libera por gemacién. Los componentes virales individuales
llegan por diferentes rutas. La nucleocapside se ensambla en el nicleo y se
desplaza fuera de la superficie celular. Las glicoproteinas NA y HA se sintetizan y
maduran en el reticulo endoplasmico y aparato de Golgi. La proteina M1 sirve
como puente para unir la nucleocapside a los extremos citoplasmaticos de la
glicoproteinas. Durante esta secuencia de eventos la HA se escinde en HAl y
HA2 si la célula hospedera posee la enzima proteolitica adecuada. La HA retira
sus terminales en el acido sialico en la superficie de la célula blanco, para seguir
con su proceso de infeccion en otros blancos, proceso que depende de la
actividad enzimatica de la NA que corta la unidon HA-membrana celular, ademas
de eliminar el acido sidlico de las glicoproteinas de la membrana viral para evitar
gue las particulas virales se conjuguen entre ellas. Los mecanismos por los cuales
los componentes virales migran a la membrana celular todavia no se conocen,
aunque se sabe que las proteinas virales membranales HA, NA y M2 tienen
sefiales de migracion en su extremo y se cree que las demas son reclutadas por

M1 [14].
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Origen del virus de influenza pandémica humana A/H1IN1

Debido a la naturaleza segmentada del genoma viral, cuando una célula sufre una
infeccién concurrente por virus diferentes de un determinado tipo, se pueden
ensamblar mezclas de los segmentos del gen progenitor de los virones. Este
fendmeno, denominado reordenamiento genético, puede producir cambios subitos
en los antigenos de la superficie viral, creando un virus recombinante al que no se
tiene previa inmunidad. Por ejemplo, la inserciéon de un nuevo subtipo de HA a un

virus de influenza dirigido a humanos esta asociado a pandemias.

Otra variacion antigénica que se puede presentar es la llamada deriva génica,
proceso por el cual cambios en aminoacidos de las proteinas HA y NA se
seleccionan, creando nuevas cepas virales que no difieren radicalmente entre
ellas. Por lo general, estos cambios son los responsables de la generacion de
virus estacionales con nuevas caracteristicas estructurales, pero a pesar de ser
cambios menores, son suficientes para evadir la inmunidad adquirida por vacunas

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

Como se menciond previamente, se sabe que la HA de influenza A/H1NL1 tienen la
capacidad de unirse tanto al acido sialico a2,3 como al a2,6, reconocidos
preferencialmente por los virus de influenza aviar y humana respectivamente [16].
Los puercos tienen los dos receptores en la traquea y son susceptibles a la
infeccion por ambos virus, por lo que se propone que son el receptaculo ideal para
la recombinacién de virus humano y aviar por reordenamiento génico, dando como

resultado la generacion de nuevos virus potencialmente pandémicos [17], ademas
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de dirigir la infeccion a células alveolares epiteliales en el tracto respiratorio tanto

superior como inferior en los humanos.

En 1918 surgi6 una epidemia de influenza en el mundo que infect6 a un tercio de
la poblaciébn mundial, y provoco la muerte de aproximadamente 100 millones de
personas. Todos los virus de influenza A que han causado pandemias desde ese
afo, incluyendo el virus HIN1 de 1977 y 2009, asi como la mayoria de las
infecciones por influenza A en el mundo han sido causados por descendientes del
virus pandémico de 1918 [2]. Con respecto al virus HIN1 pandémico del 2009, los
test preliminares de los CDC indicaron que este virus fue resultado de un nuevo
rearreglo que contenia elementos genéticos de virus de influenza encontrados en
cerdos, aves y humanos [2]. Los datos de la composicion genética del virus de
Influenza A/HIN1/pdm/09 muestran que este resultdo del rearreglo de los virus
porcino HIN2 y el reciente H3N2 de Norte América, es decir de un re-arreglo triple
entre virus aviares, humanos y porcinos mas un componente porcino Euro-asiatico
relacionado a aves (Figura 3). Como resultado este virus posee los genes PB2 y
PA de un virus con origen aviar de Norte América, el gen de PB1 de un virus H3N2
de origen humano, genes HA (H1), NP y NS de un virus de origen porcino clasico
y genes NA (N1) y M de un virus de origen porcino relacionado a aves de Eurasia,
con esto la descripcion de este virus se ajusta a un re-arreglo cuadruple. No
obstante, el gen PB1 de origen humano y el PB2 de origen aviar han circulado en
cerdos desde 1997 a 1998 (cuando el triple re-arreglo fue descrito por primera

vez) y probablemente haya sido objeto de adaptacion a los cerdos [3].
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Influenza A (H1N1)

Figura 3. Origen del virus de Influenza A/H1IN1 pandémico del 2009 [3].

Inmunopatogénesis de la infeccion por el virus de Influenza A/HIN1/pdmQ9

Los virus de influenza infectan principalmente el tracto respiratorio superior. Los
sintomas tipicos se presentan de manera subita e incluyen escalofrios, cefalea y
tos seca, seguidos poco después por fiebre elevada, dolor muscular generalizado,

malestar y anorexia; sintomas que corresponden a cualquier cepa de la influenza
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A 6 B. En contraste, la influenza C rara vez causa resfriado comun. Por otro lado,
un incremento de la secrecién de las mucosas, ayudan a arrastrar a los agentes

hacia las vias respiratorias inferiores.

Una parte de los individuos infectados con el virus pandémico del afio 2009
desarrollaron formas graves de neumonia, asociada en muchos de los casos, a la
falla de otros oOrganos, principalmente el rifidn. Posteriormente, la progresion
clinica hacia formas graves de la enfermedad se ha asociado con diferentes
factores del huésped como son la presencia de comorbilidades como obesidad,
diabetes, EPOC, entre otras, ademas de presentar fenomenos inflamatorios poco

regulados y también factores virales de patogenicidad.

Hasta ahora no se conocen totalmente los mecanismos relacionados con los
factores del huésped y de la cepa viral que determinan el desarrollo y la
patogénesis de la neumonia grave asociada a la infeccion con el virus

A/HIN1/pdm/09.

Durante las infecciones por virus respiratorios la respuesta inmune inflamatoria
tiene un papel crucial para el control de la etapa aguda de la infeccion. Sin
embargo, cuando los mecanismos de control y regulacion de esta respuesta
antiviral e inflamatoria estdn ausentes o no se regulan de manera adecuada,
sumado con una consecuente produccion elevada de mediadores inflamatorios
como citocinas y quimiocinas, paraddéjicamente, puede contribuir a la patogénesis
de la enfermedad causando dafio a distintos tejidos y determinando un desenlace

grave de la enfermedad [18, 19].
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En otros estudios se ha demostrado que los factores genéticos del huésped
influyen en la susceptibilidad y la progresion clinica de la enfermedad. En un
estudio reciente de asociacion genética de casos y controles, entre pacientes que
desarrollaron neumonia grave por el virus pandémico y sus contactos
intradomiciliarios, se encontraron cuatro polimorfismos de nucledtido sencillo
(SNP) en genes de los cromosomas 1y 17 que se asocian significativamente con
la gravedad de la enfermedad, alguno de los cuales codifican a proteinas del
complemento y receptores involucrados en el procesamiento de complejos
inmunes, lo cual sugiere que estos genes pueden conferir riesgo debido a un
incremento en la activacion de la inmunidad del hospedero [20]. En apoyo a esta
hipdtesis, recientemente se describié que adultos jévenes con neumonia grave por
el virus A/HIN1 pandémico presentan mayor tendencia al deposito de complejos
inmunes y activacion del complemento en tejido pulmonar y tracto respiratorio [21].
Con esto se demuestra que en la patogénesis de la infeccion por el virus de
Influenza A/HIN1 pandémico estan implicados factores tanto genéticos del

hospedero como patogénicos propios del virus [7].

Asi mismo, se ha descrito que durante la infeccion primaria por virus de Influenza
A, las células T CD8+ tienen un papel determinante en el control de la infeccion a
través de diferentes mecanismos efectores como citotoxicidad y apoptosis de
células infectadas, limitando de manera eficaz su capacidad de replicacion y por lo
tanto la gravedad del dafio [22, 23]. Por el contrario, durante la infeccién por el
virus A/H1IN1 pandémico parece ser que la respuesta a través de las células T

puede contribuir con el curso clinico de la neumonia grave. En estudios
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previamente realizados en el laboratorio, se observé que los pacientes con
neumonia grave, asociada a la infeccion por el virus pandémico A/H1N1
pandémico, presentan una distribucion de subpoblaciones efectoras de células T
periféricas polarizada hacia Thl, en comparacién con sujetos expuestos al virus
gue no desarrollaron neumonia y con sujetos sanos. También se demostré que el
virus pandémico A/HIN1 tiene la capacidad de inducir mayores niveles de
diferentes citocinas y quimiocinas proinflamatorias como IL-8, TNF-a, IFN-y, IL-6,
CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), entre otras, en suero Yy lavados
bronquioloalveolares (LBA) de pacientes con formas graves de neumonia, en
comparacion con una cepa de influenza A/HLIN1 estacional (PR/8/34) y una cepa

H3N2 [4, 24].
Respuesta inmune mediada por macréfagos

Los macrofagos fueron descritos inicialmente por Elie Metchnikoff en el siglo XIX
como células fagociticas responsables de la eliminacion de patdgenos, el
desarrollo del tejido y reparacion de heridas en distintos organismos, desde
invertebrados hasta vertebrados [26]. Hoy en dia, mas alld de las funciones
clasicas descritas por Metchnikoff, sabemos que los macrofagos son una de las
poblaciones celulares mas pleiotrépicas del sistema inmune, presentes en todos
los tejidos del cuerpo. Tienen funciones homeostéaticas que incluyen reparacion,
remodelacion y proteccion de tejidos, al poner en marcha mecanismos inmunes
innatos e iniciar el desarrollo de respuestas inmunes especificas a través del
procesamiento y presentacion de antigenos, la expresibn de moléculas co-

estimulatorias y la produccién de citocinas [27].
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Los fagocitos mononucleares, como los macréfagos, son producto de un proceso
denominado monocitopoyesis, que comienza con la generacién de precursores
mieloides en la médula 6sea, el bazo y el higado fetal a partir de células
pluripotenciales. Los precursores mieloides comunes para el linaje granulocitico y
monocitico, al ser estimulados con el factor estimulante de colonias de granulocito-
macréfago (GM-CSF) y el factor estimulante de colonias de macrofago (M-CSF) e
interactuar con el estroma de los 6rganos hematopoyéticos dan lugar a los
promonoblastos y generan la progenie monocito-macréfago [27]. Los
promonoblastos se diferencian a monoblastos y éstos a promonocitos que
posteriormente se convierten en monocitos que abandonan la médula 0sea, entran
al torrente sanguineo y se dirigen a los diferentes tejidos por el flujo de
guimiocinas y factores atrayentes. En los tejidos los monocitos se convierten en
macrofagos residentes con un fenotipo determinado por un microambiente tisular,
la matriz extracelular (MEC), los productos de secrecion y las moléculas de
superficie de las células vecinas (Figura 4). Esta especializacion contribuye al
desarrollo de su heterogeneidad, la cual se ha definido como la propiedad de los
macrofagos de expresar amplios rangos de fenotipos morfolégicos y funcionales

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

Por otro lado, los macrofagos tienen una notable plasticidad que les permite
responder de manera eficiente a las sefiales ambientales y cambiar su fenotipo, su
fisiologia puede ser marcadamente alterada tanto por la respuesta innata como
por la adaptativa. Por ejemplo, los macréfagos pueden responder a estimulos
enddgenos que se generan rapidamente después de una lesion o infeccidn. Estos
estimulos se producen tipicamente por células de la respuesta inmune innata y
pueden ejercer un efecto, aunque por lo general transitorio, sobre la fisiologia de
los macréfagos. Asi mismo, responden a sefiales producidas por células de la
respuesta adaptativa, que son mas prolongadas que los estimulos inmunes
innatos y generalmente dan lugar a alteraciones en macréfagos a mas largo plazo.

Ademas los macréfagos en si pueden producir varios factores que influencian en
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su propia fisiologia. Durante la caracterizacidén inicial de la activaciéon de los
macroéfagos, la combinacion de dos sefiales, interferon-y (IFN-y) y el factor de
necrosis tumoral (TNF-a), dio lugar a una poblacién de macrofagos que durante
una infeccién aumenta su capacidad microbicida o capacidad tumoricida, asi como
la secrecion de citocinas pro-inflamatorias y mediadores. Estos se denominaron
macroéfagos activados clasicamente o M1. Se sabe que IFN-y puede ser producido
por células del sistema inmune innato o adaptativo. Las células asesinas naturales
(NK) son una fuente importante temprana de esta citocina, las cuales responden al
estrés y las infecciones induciendo a macrofagos para secretar citoquinas pro-
inflamatorias y producir una mayor cantidad de aniones superoxido, radicales de
oxigeno y nitrogeno, favoreciendo una mejor resistencia contra la infeccion. Sin
embargo, la produccion de IFN-y por las células NK es generalmente transitoria y
por lo tanto no puede sostener una poblacion de macrofagos activos durante
mucho tiempo, en consecuencia la respuesta inmune adaptativa es necesaria para
mantener a los macrofagos clasicos activados, lo cual se proporciona por la

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

TNF-a media la produccion de IL-6 y su accidn sobre las células B, y las células T
virgenes. Asi mismo estd implicado en la mejora de la maduracién de los
macrofagos tisulares y células dendriticas, lo cual posiblemente conduce a una
mayor respuesta inflamatoria y la activacién adicional de células presentadoras de
antigenos. Asi mismo, los macréfagos activados por la via clasica (M1), tienen la
capacidad de detonar mecanismos efectores como muerte de parasitos

intracelulares, lisis de células tumorales, produccién y secreciéon de IL-183, IL-6, IL-
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12, IL-18, TNF-a, CCL3, CXL9 y CXCL10, asi como produccién de ROS,
generacion de ON en murinos, cambios fagolisosomales y aumento en la

expresion de MHC 11 [27].

Por otro lado, estas citocinas pro-inflamatorias que son producidas por los
macréfagos activados clasicamente y que componen la defensa del huésped,
pueden causar graves dafos. Por ejemplo, la IL-1, IL-6 e IL-23 se han asociado
con el desarrollo y la expansion de TH17, la cuales producen IL-17, que a su vez
se asocia con el reclutamiento de altos niveles de leucocitos polimorfonucleares

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

En términos moleculares la activacion de genes durante la activacion clasica de
los macrofagos se induce por una combinacion de factores de transcripcion. Estos
incluyen transductores de sefial y activadores de la transcripcion (STAT),
activados por los receptores de IFN-y y el factor-kappa B nuclear (NFkB), asi

como proteinas cinasas (MAPKS), en respuesta a ligandos de TLR o TNF-a.

En resumen, los macréfagos activados clasicamente son producto de una
respuesta inmune mediada por la participacion de una gran variedad de células,
citocinas y mediadores que se producen por dafio al tejido, aunque también se
pueden generar de forma transitoria en respuesta a estimulos de estrés después
de infecciones virales, por lo cual, algunos patdgenos han desarrollado la
capacidad de interferir con la sefializacion a partir de IFN-y y prevenir la activacion

de macroéfagos eficientemente [29].
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De manera similar, los macrofagos activados alternativamente o M2, se pueden
desarrollar en respuesta a las sefiales innatas o adaptativas. Una de las primeras
sefales para ser activados durante la lesion del tejido, se cree que es la IL- 4, la
cual se sabe que los basofilos y mastocitos producen tempranamente. Esta
produccion temprana de IL- 4 convierte rdpidamente a los macrofagos residentes
en una poblacién de células que estan programadas para promover la curacion de
la herida; la IL-4 estimula la actividad de la arginasa en los macro6fagos, lo que les
permite convertir arginina a ornitina, un precursor de poliaminas y colageno,

contribuyendo asi a la produccion de la matriz extracelular [30].

En resumen los efectos de IL-4 en la generacion de un fenotipo de macrofago
activado alternativamente actuan de igual manera con los inducidos por IL-13, IL-
10, glucocorticoides y TGF-B, compartiendo algunas propiedades funcionales
generalmente involucradas en respuestas tipo Th2, como inmunoregulacion y
remodelacion de tejido. Por otro lado, estos macréfagos también pueden ser
perjudiciales al hospedero cuando su actividad es regulada inadecuadamente,
generando autoinmunidad, por ejemplo, la fibrosis del tejido que se produce

durante la esquistosomiasis cronica [30].

Como se ha descrito hasta ahora, la plasticidad de los macrofagos parece
conservarse y responder a sefiales ambientales, a diferencia de las células T, que
se someten a extensas modificaciones epigenéticas durante la diferenciacion.
Varios estudios in vivo sugieren que el fenotipo de una poblacién de macréfagos

puede cambiar con el tiempo, e independientemente del mecanismo, hay algunos
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casos en los que un interruptor fenotipico en la poblacion del macréfago se

produce con el tiempo y se asocia con la patologia especifica [30].

En resumen, se sabe que en base a su actividad funcional los macréfagos pueden
ser de tipo M1 o M2. Los macréfagos M1 son microbicidas y mantienen respuestas
Thl mediante la produccion de citocinas pro-inflamatorias mientras que los
macrofagos M2 son inmunomoduladores mediante el estimulo de una respuesta

Th2, ademas de promover la remodelacién de tejidos [31].

La mayoria de los genes caracteristicos asociados a macrofagos activados
alternativamente (M2) y clasicamente (M1) comparte la propiedad de ser
regulados activa o inactivamente por la via de sefalizacion STAT6. STAT6 se
activa por diferentes citocinas y en consecuencia un niumero de genes importantes

en una respuesta inmune alternativa y/6 clasica [33].

Entre los factores que regulan la via de sefalizacion STAT 6 también se encuentra
la expresion de los supresores de la sefializacidon de citocinas (SOCS), una familia
de proteinas que regulan la produccion de diversas citocinas [34, 35] mediante la
regulacion negativa de la via JAK/STAT [35-37]. Se ha descrito que la induccién
exclusiva de SOCS-3 sugiere un patron de activacion clasica de los macrofagos o

la polarizacién M1 [38], que promueve la destruccion de los tejidos.

Al respecto, en estudios previos se ha especificado que la infeccion experimental
del células epiteliales con virus de influenza A estacional H3N2 promueve de

manera eficiente la expresion de SOCS-1 y SOCS-3, regulando la respuesta
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inmune contra este virus a través de una via de sefalizacion dependiente de una

proteina de sefializacion antiviral mitocondrial (MAVS) [39].
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Figura 5. Mecanismos de polarizaciéon de macrofagos M1y M2.

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

ricas en cisteina conocida como moléculas de resistina 0 moléculas que se

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

identificadas como resultado de una activacion alternativa. Esta familia de

proteinas estd compuesta por cuatro miembros, aunque sélo Retnla y Retnlf han

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

Actualmente, los mecanismos mediante los cuales el virus pandémico A/H1IN1
induce la produccion de mayores niveles de citocinas pro-inflamatorias en relacién
con los virus de influenza estacional HIN1 (A/PR/8/34), asi como el efecto del
virus A/H1IN1 en la polarizacion de macréfagos (M1 o M2) y su correlacién con el
dafio, no se conocen con claridad. Por tanto, para establecer si las alteraciones de
la regulacion inmunolégica observadas en la infeccion por virus pandémico
A/HIN1 podrian atribuirse a factores virales, en este trabajo analizamos la
capacidad de las cepas de virus pandémico A/HIN1 y HIN1 (A/PR/8/34)
estacional para inducir la polarizacion de macrofagos M1 6 M2, y por ende la
produccion de citocinas y quimiocinas en relacion a la expresion de SOCS-1,
SOCS-3, IL-10, IL-6, IL-1b, TNF-a y Renlb, en un modelo de infeccién

experimental con macréfagos humanos.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los mecanismos celulares mediante los cuales el virus de influenza

A/H1IN1 induce la polarizacion de macréfagos M1 o M2.

Objetivos especificos

1) Establecer un modelo de infeccion experimental de macréfagos humanos
con diferentes cepas de virus de influenza (A/PR/8/34 y A/H1N1).

2) Estudiar la expresion de genes reguladores de citocinas (SOCS-1, SOCS-
3), interleucinas (IL-10, IL-6, IL-1B), Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a) y
RenlB en macréfagos, como respuesta a la infeccion con dos diferentes

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

1. Aislamiento y titulacion del virus de influenza estacional H1N1

(A/PR/8/34) y pandémico A/HINL1.

La cepa del virus de influenza A/HIN1 se obtuvo de pacientes con neumonia
grave hospitalizados en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
durante los diferentes brotes en la Ciudad de México. Mientras tanto, la cepa de
virus estacional H1N1 (A/PR/8/34) se obtuvo de la ATCC. Posterior a su

propagacion en células MDCK , la infectividad del virus se evaluo por titulacion.

Los titulos séricos de anticuerpos anti-A/HIN1 y HIN1 (A/PR/8/34) fueron
analizados mediante un procedimiento de inhibicion de la hemaglutinacion (IH).
Para el cual, se realizaron diluciones seriadas de alicuotas con 25 ul de suero en
PBS, las cuales fueron mezcladas con una cantidad del virus A/HIN1 equivalente
a 4 unidades de hemaglutinacion. Las diluciones suero-virus fueron incubadas
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 50ul de
eritrocitos y después de 30 minutos de incubacion se evalué la actividad de IH.
Finalmente los titulos de anticuerpos se establecieron tomando la lectura de la

Gltima dilucion de suero en la cual no se encontr6 actividad de hemaglutinacion.

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

de influenza estacional HIN1 (A/PR/8/34) o el pandémico A/H1N1.

Se aislaron células mononucleares totales (CMN) a partir de 100 mL de sangre
periférica anticoagulada con EDTA de 5 individuos sanos mediante centrifugacion

con gradiente de densidad por 20min/1500rpm utilizando una solucion comercial
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Lymphoprep (Axis-Shield, Oslo, Norway), la cual consiste en una mezcla de dos
componentes, el diatrizaoato de sodio mezclado con un polimero sintético de
sacarosa soluble en agua; el primero forma soluciones de alta viscosidad y baja
densidad, proveyendo de una densidad éptima para la separacion entre suero y
CMN en sangre, ademas de una osmolaridad adecuada para mantener la
viabilidad de las células. Mientras que el polimero por si solo causa la aglutinacion
de eritrocitos, facilitando su sedimentacion y separacion de células
mononucleares que quedan en la interface de entre el plasma y el medio por su
menor densidad. Los mononucleares obtenidos se lavaron con medio RPMI-1640
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) con el fin de eliminar restos del

reactivo, del plasmay las plaquetas.

Se colocaron 9x10° CMN aisladas de cada individuo en placas de cultivo de baja
adherencia (T75, Corning Life Sciences, Corning, NY), las cuales fueron tratados
con del virus A/HIN1 pandémico o HIN1 estacional en relacién célula;virus 1:5
(MOLI:5), en medio cultivo RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)
suplementado con suero bovino fetal al 10% (hormonas y factores de crecimiento)
y L-glutamina 1% (Gibco BRL, Life Technologies), asi como penicilina (0.6 mg/mL)
y estreptomicina (60 mg/ mL) (Gibco BRL, Life Technologies) de forma simultanea
como inhibidores del crecimiento de contaminantes. Las placas fueron incubadas
a 37°C en un ambiente con 5 % de CO; y saturacién de humedad. Posteriormente
las CMN totales se recolectaron 18 y 36 horas mas tarde, seguido de lavados con

una solucion balanceada de sales fria (PBS).
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Por otro lado se evalud, con el mismo método de infeccion, la capacidad de
infeccién de ambos virus, estacional PR8 y pandémico A/HIN1 en una cinética de
tiempo donde se infectaron células de la linea A549 (epiteliales pulmonares) y
macrofagos humanos con una MOI:1 y se evalué el titulo viral de los
sobrenadantes a través del tiempo con titulaciones después de 1, 2, 3, 5, 10, 15y
24 hrs después de la infeccién. Esto permite establecer la viabilidad, capacidad
infecciosa y capacidad de replicacion viral. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado (Anexo 1).

3. Purificacion de monocitos CD14+ por seleccion positiva

Las CMN totales recolectadas, se marcaron magnéticamente con microperlas
recubiertas de manera especifica con anticuerpos anti-CD14 (Milteny, Auburn, CA,
USA). Posteriormente cada suspension celular se cargd en columnas colocadas
en un campo magnético que retiene las células marcadas magnéticamente,
mientras que las fracciones no marcadas se eluyen y desechan. Para finalmente
remover la columna del campo magnético, y las CD14+ purificadas puedan ser

eluidas con H,0 libre de RNAsas.

Adicionalmente se determind la pureza de extraccidon de monocitos mediante
citometria de flujo usando anticuerpos monoclonales CD14-FITC Y CD3-PE

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

4. Extraccion de RNA celular total.

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

un buffer desnaturalizante de guanidina y tiocionato, generando un ambiente
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hidrofébico alrededor del RNA. Posteriormente se afiadid etanol al 70% para
proporcionar la adecuada unién selectiva del RNA total cargado a la membrana de
silice de columnas de adsorcion con el sistema comercial de aislamiento de ARN
(Qiagen, Valencia CA, EE.UU.), mientras los contaminantes y desechos celulares
son arrastrados por una serie de lavados. Por ultimo el RNA se eluy6 con agua

libre de RNAsas, proporcionandole de nuevo su recubrimiento hidratante.

Para la sintesis del DNA complementario (cDNA) se utilizo el kit SuperScript First-
Strand cDNA Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), reaccién que es
catalizada por una enzima transcriptasa reversa que sintetiza una copia del RNAm
a partir de un cebador antes de degradar el RNA molde, rellenando al mismo

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

5. Cuantificacion de la expresion genética por PCR en tiempo real

Posterior a la sintesis de cada cDNA blanco, los niveles de expresion de ciertos
marcadores de macrofagos M1y M2 se analizaron por un método de amplificacion
y cuantificacion por PCR en tiempo real utilizando ensayos TagMan de Applied
Biosystems. Utilizando como genes de expresion constitutiva cuyos niveles no
cambian bajo las condiciones experimentales usadas, la expresion de (-actina y
GAPDH, como controles endogenos. (Life Technologies/Applied Biosystems,

Foster y, CA).

Los valores del ciclo umbral (CT) de cada gen diana fueron analizados mediante
una comparacion cuantitativa de la secuencia blanco, normalizada con una

referencia interna (gen enddgeno) y comparado contra un calibrador (Mock),
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mediante el método comparativo CT (2%*°") del software SDS (Life
Technologies/Applied Biosystems, Foster City, CA). Para validar el uso de éste
método, se requirié demostrar que la eficiencia de amplificacién de ambos genes
usados (enddgeno y blanco) era la misma. Por lo cual, previo al analisis se
construyé una curva estandar para cada gen blanco y controles endbégenos, a
partir de diluciones seriales (1:2) hechas de una muestra de concentracién
conocida, obteniendo una eficiencia de amplificacion mayor al 90% (Anexo2),
ademas de una pendiente entre de -0.1 a 0.1 en un grafico ACT (CT blanco-CT

enddgeno) v/s Log concentracion, lo cual valida el uso del método ACT (Anexo 3).

Los resultados finales analizados del One-step RT-PCR para cada gen diana y los
endogenos en las muestras correspondientes a cada condicion de infeccion, se
presentaron como unidades relativas de cuantificacion (RQ) (Anexo4). Estos

ensayos se realizaron por triplicado.
6. Andlisis estadistico

La asociacion entre las variables celulares y moleculares se determiné empleando
la prueba estadistica de T pareada con el programa Graph Pad Prism v4. Los

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

La infectividad y capacidad de los virus A/HIN1 pandémico y estacional PR8 se
evalu6 en modelos de infeccion experimental de células epiteliales A549 y
macréfagos humanos en una cinética de tiempo por titulacibn mediante un
procedimiento de inhibicion de la hemaglutinacion. Mediante este procedimiento
demostramos que tras la infeccidén de las células epiteliales y macréfagos a una
MOI:1, el titulo viral aumento de manera significativa al paso del tiempo lo cual
demuestra que el virus que utilizamos tenia la capacidad de infectar a las células y
de replicarse activamente en ellas (ver Figura Anexo 1). Para la purificacion de
monocitos se llevaron a cabo ensayos de seleccion positiva con perlas
inmunomagnéticas. El analisis de pureza realizado por citometria de flujo revel6 un
grado de pureza mayor al 95% (ver Figura Anexo 2). Se realizé un proceso de
validacion de la eficiencia de amplificacion de las sondas Tagman el cual permitio

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

El analisis de expresion del RNAmM de estos genes mostré que la infeccién con el
virus A/HIN1 pandémico induce mayores niveles de expresion de TNF-a en
relacion a la infeccidn con virus estacional PR8. Este fenOmeno se observd en
macrofagos infectados tanto 18 horas como a 36 horas posteriores a la infeccion,

Figura 6.
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Figura 6. Expresion de RNAm de TNF-a en macrofagos infectados con virus

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

Como se observa en la Figura 7, la expresion de IL-6 también fue
significativamente mayor en los macrofagos infectados por el virus A/HIN1 en
relacion con los macrofagos infectados con el virus estacional PR8. Esta
capacidad de induccion de IL-6 por parte del virus pandémico A/H1N1 se observo

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

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

Adicionalmente, se observdO un patrén similar de expresion de IL-1B en
macrofagos infectados por el virus A/HIN1. Esta sobre-expresion de IL-1
inducida por la cepa A/HLIN1 se observé tanto en macréfagos infectados tanto a

18 como después de 36 horas, Figura 8.
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Figura 8. Expresion de RNAm de IL-3 en macrofagos infectados con virus

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

Es importante recalcar que los niveles de expresion de IL-6 con respecto a IL-1B y
demas citocinas analizadas son casi 10 veces superiores como respuesta a la

infeccion por el virus A/HINL.

También se observl una expresion significativamente mayor de RNAm de IL-10
en macrofagos infectados por el virus A/HIN1 a las 18 y 36 horas en relacion con

células infectadas con el virus estacional PR8 y el control sin infeccion, Figura 9.
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Figura 9. Niveles de expresion de RNAm de IL-10 en macrofagos infectados con

el virus A/HIN1 y PRS8.

En contraste, en etapas tempranas de infeccion con el virus pandémico la
expresion de RNAm de resistina § (RETNLB) fue marcadamente menor que por la
inducida por la infeccion con el virus estacional HIN1. Es importante notar que la
expresion de RETNLB tuvo una disminucion significativa a las 36hrs con este
altimo, mientras que se observdé un aumento en la expresion de RETNLB en

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

con el virus A/H1nly PR8.

Como resultado del analisis de expresion de los genes supresores de la
sefalizacion de citocinas SOCS -1 y SOCS-3, observamos una expresion tardia
de SOCS1 frente al virus pdm y un pequefio decremento de su expresion frente al
virus estacional, a pesar de presentar una expresion similar al inicio de las

infecciones como repuesta a ambos virus, Figura 12.

SOCS3 presentd una expresion temprana a las 18hrs del virus estacional, valor
gue disminuyd significativamente a las 36hrs de infeccion. En contraste a la
respuesta dada por la infeccion del virus pandémico, donde se mantuvo la
expresion de SOCS3 en ambos tiempos evaluados. Reflejando igual capacidad de
induccion por ambos virus de SOCS3 solo en etapas tempranas de la infeccion,
Figura 11. Finalmente, no se detecté expresion de Arginasa-1 (ARG-1) en ningun

modelo de infeccion con virus A/H1IN1 o PR8 (datos no mostrados).

40



SOCS3
151

(]
>
a
()
X 10 -|- '|'
[
\Q
: | | I
g 5
S T
S T
O
0 T T T T T T
SR O
F LSS &
o N O ]
3 <

Figura 11. Niveles de expresion de RNAm de SOCS3 en macrofagos infectados

con el virus A/H1nly PR8.
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Figura 12. Niveles de expresion de RNAmM de SOCS1 en macroéfagos infectados

con el virus A/H1nly PR8.
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En la Tabla 1, se muestra un resumen de los niveles de expresion de cada uno de

los RNAm de los genes relacionados con la polarizacién de macréfagos M1 o M2

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

36 horas.

Tabla 1. Expresion de RNAm de genes relacionados con la polarizacion de

macréfagos M1 o M2.

Estacional Pandémico
A/PR8/34 A/H1IN1
18hrs 36hrs 18hrs 36hrs
TNFa 5.8 6.5 12.2 12.0
IL-6 423.2 12.2 1937.8 1165.18
M1 |IL-1B 17.5 0.7 74.3 61.1
SOCS3 9.0 2.6 8.3 1.7
SOCS1 46.6 40.3 51.6 67.1
M2 | IL-10 4.46 3.0 109.3 33.3
RETNLB 194 2.9 4.3 104

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

gue se realizaron por tripllicado.
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DISCUSION

En México el virus de influenza pandémica A/H1IN1 detectado en 2009, continta
circulando de manera anual, particularmente en la época invernal. En individuos
susceptibles provoca neumonia con un espectro clinico amplio, que va desde
formas leves hasta formas graves de neumonia y sindrome de insuficiencia
respiratoria aguda (SIRPA) [1-4]. Aunque la incidencia de los casos de neumonia
por virus de influenza disminuye al inicio del segundo trimestre de cada afio, la
circulacion de esta cepa viral y otras cepas estacionales causan problemas de
salud considerables con una tasa importante de morbilidad, y en algunos casos
mortalidad, particularmente cuando se asocian con otros factores como co-
morbilidades y factores virales. A pesar de que se han identificado diversos
factores del huésped y del virus A/HIN1 que en buena medida contribuyen al
desarrollo de formas graves de neumonia, los mecanismos de interaccion entre
factores del huésped y el patdbgeno aun no se han caracterizado de una manera
detallada. En general se sabe que la infeccion por virus de influenza A/H1N1
causa traqueobronquitis debido a que el virus se une fundamentalmente a células
epiteliales de las vias aéreas donde su principal complicacion es la extension a los
alvéolos, lo que resulta en neumonia severa, a menudo acompafnado de infeccion
bacteriana [1, 3, 4, 5]. Ademas, las autopsias revisadas de casos comprobados de
influenza A (H1N1) han mostrado predominantemente lesiones relacionadas con
dafio alveolar agudo grave, lesiones que se han observado en el sindrome
respiratorio agudo severo (SARS), la cual parece estar relacionada con un

incremento de diversas citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias, alterando asi la
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respuesta inmune inflamatoria [34]. Ademas, de que una rapida induccion de
citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias sumado a una menor respuesta de
anticuerpos al inicio de la infeccién apoya la nocion de que una desregulacion de
la respuesta inmune del huésped en etapas tempranas de la infeccién, puede
contribuir al aumento de la gravedad asociada con la infeccion por el virus

pandémico A/H1N1 [38].

En relacion con esto, la hiper-activacién del sistema inmune podria explicar
algunos aspectos de la patogénesis y la gravedad del curso clinico de la
enfermedad. En estudios recientes, se han descrito niveles elevados de citocinas
(IFN-y, IL-6) y quimiocinas (CXCL8, CCL2) pro-inflamatorias y una respuesta
celular predominantemente Thl en sangre periférica de pacientes con neumonia

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

En el presente trabajo, se evaluaron los niveles de RNAm de diversas citocinas
pro-inflamatorias y moléculas relacionadas con la polarizacion de macrofagos M1
(pro-inflamatorios) o M2 (reguladores), para tratar de identificar el perfil de
polarizacion de macrofagos inducido por diferentes cepas de virus de influenza
(estacional HIN1 (A/PR/8/34) y pandémico A/HIN1 2009) y las posibles
alteraciones que pudiesen explicar porque en algunos individuos que presentan
una neumonia grave asociada a la infeccion por el virus de influenza A/HIN1, se
observa una elevada produccién de mediadores inflamatorios. Como se muestra
en los resultados, los niveles de expresién de RNAmM de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-6 y TNF-a aumentaron significativamente durante la infeccion del

virus pandémico A/H1N1, con respecto al virus estacional (A/PR/8/3) a las 18 y
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36hrs de infeccion (Figura 6, 7, 8). Anteriormente, las tres citocinas se han descrito
como principales mediadores secretados por macrofagos activados con fenotipo
M1, induciendo cambios locales y generales durante una reaccién inflamatoria, al
promover la coagulacion, incrementar la permeabilidad vascular, asi como inducir
la expresion de moléculas de adhesion sobre las células endoteliales.
Especificamente la citocina TNF-a, que en este trabajo se muestra que mantiene
su nivel de expresion con el paso del tiempo en la infeccion por el virus A/IHIN1
pandémico de manera significativa (Figura 6). Se ha demostrado que TNF-a
promueve una actividad fagocitica exacerbada y libera enzimas liticas de
macrofagos activados, contribuyendo de manera importante a la emaciacion tisular

y por ende a una inflamacion crénica.

Por otro lado, IL-10 es una citocina reguladora que de manera caracteristica es
producida en macréfagos con fenotipo M2 como respuesta a un proceso de
activacion. Sin embargo, en este trabajo observamos que la infeccidon con el virus
pandémico A/HIN1 de manera muy selectiva indujo una sobre-expresion de
RNAm de IL-10 en relacion a la infeccion con la infeccion por el virus estacional
PR8. Se sabe que IL-10 actia en monocitos y macrofagos interfiriendo en su
capacidad de activar al subconjunto TH1 de células T, disminuyendo la expresién
de moléculas MHC clase Il, ademas de anular la produccion de 6xido nitrico. Pero
por otro lado, actualmente también se asocia con un papel regulador durante una
reaccion de inflamacién. Ademas es importante mencionar que los niveles altos de
expresion de IL-10 pueden contribuir en la patogénesis de neumonia grave dada

su influencia en la inhibicion de la respuesta mediada por IFN-y, lo cual podria
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contribuir con una deficiente respuesta antiviral y una mayor capacidad de
replicacion viral. Niveles elevados de IL-10 se han observado de manera
consistente en pacientes que desarrollan formas graves de neumonia por virus de

influenza A/HLN1 pandémico [24] y en modelos experimentales [25].

En cuanto al virus estacional (A/PR/8/34) se observé una sobre-expresion RNAmM
de RETNLP en etapas tempranas de infeccion (Figura 10), el cual ademas de ser
identificado como producto génico inducido durante las etapas iniciales de la
inflamacién pulmonar [31], representa a una familia de genes inducidos por la via
de sefalizacion STAT6 la cual juega un papel fundamental en la mediacion del
efecto de citocinas a nivel de la transcripcidbn para montar una respuesta de

inflamacion alternativa (M2) [30].

Por otro lado, se observd un aumento de la molécula de resistina a las 36hrs de
infeccion con el virus pandémico A/HIN1, lo que puede representar un dafio
cronico de inflamacién pulmonar segun estudios anteriores, donde se ha reportado
que en modelos de fibrosis pulmonar RETNLB se induce en el pulmén durante la
fibrogénesis, sugiriendo que RetnlB derivado de macréfagos podria estar implicado
en la fibrogénesis al promover la diferenciacion y supervivencia de los
miofibroblastos [40], dando por resultado un dafio pulmonar con el paso del
tiempo, como se ha llegado a observar en la patogenia de neumonia grave

provocada por una infeccion del virus pandémico A/HIN1.

Se analiz6 la expresion de genes reguladores de citocinas (SOCS-1, SOCS-3)

debido a que los cambios en la expresién de proteinas SOCS tienen un papel
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critico en la regulaciéon de la produccion de citocinas tanto de una respuesta
innata como adaptativa, y en la regulaciéon de la inmunidad contra el virus de
influenza A [23]. Nuestros resultados muestran que los virus estacional
(A/PR/8/34) y pandémico A/HIN1 inducen de manera eficiente la expresion de
RNAm de los genes supresores de la sefalizacion de citocinas SOCS-3 en
etapas tempranas de la infeccion, sin embargo esta expresion se mantiene solo
durante la infeccion del virus pandémico A/H1N1 (Figura 11), fendbmeno que se ha
descrito como parte de un patrén de activacion clasica de los macrofagos o
polarizacion M1, que promueve la destruccion de los tejidos, aunque solo en las
primeras etapas de infeccion [25]. La expresion de RNAmM de SOCS-1 aumentoé
tanto en etapas tempranas como tardias de la infeccion por ambos virus (Figura
12). En la literatura se ha descrito que el virus pdm A/HIN1 induce una menor
expresion de SOCSL1 en relacion con virus estacional PR8, particularmente en las
primeras fases de la infeccion (10 y 15 h) [25]. Ademas que SOCS1 en
macrofagos M1, actia para ajustar la expresion de mediadores proinflamatorios
[41]. Sin embargo, también se ha descrito un retraso en la expresion de SOCS1
[25], lo cual coincide con el aumento de su expresion después de 36hrs de
infeccion en nuestros resultados. Ademas, se ha mostrado que SOCS1 a pesar de
su alta expresion no logra atenuar de manera significativa a SOCS3 con el virus
pandémico, contrario al estacional que con poca expresion de SOCS1 a las 36hr,
disminuye significativamente a SOCS 3. Datos que sugieren su papel divergente

en la activacion M1y M2.
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Es importante recalcar que a pesar de que arginasa 1 (Arg-1) es un marcador
prototipico de activacion alternativa, no se detectd expresion de RNAm de Arg-1
en macréfagos con infeccion por virus estacional y pandémico A/HIN1. Esta
carencia de expresion de Arg-1, apoya la hipétesis en relaciéon a que el virus pdm

A/H1IN1 es un potente inductor de macréfagos activados por la via clasica M1.

En este trabajo se plantea que en la infeccion por el virus A/HIN1 hay un modelo
de inflamacién exacerbada caracterizada por una mayor induccion de RNAm de
citocinas pro-infamatorias y moléculas asociadas principalmente con el desarrollo

de macrdéfagos con fenotipo M1.

Nuestros hallazgos sugieren que la produccién de citocinas pro-inflamatorias
puede ser estimulada, al menos parcialmente, por factores virales, las cuales
podrian ser importantes como biomarcadores de manifestaciones graves de la
infeccion por virus pdm A/HIN1. La sobreproduccion de mediadores pro-
inflamatorios inducidos por el virus pdm A/HIN1 en macrofagos circulantes,
sugiere que esta cepa podria provocar el mismo fenotipo en macréfagos
alveolares, induciendo una estado inflamatorio local y sistémico. También se
propone que los macréfagos pulmonares M1 sobre-activados podrian ser criticos
en el desarrollo de respuestas ante patdgenos, contribuyendo de manera
importante a la alteracion en la regulacion de la respuesta inmune y al dafio

pulmonar en las células del epitelio respiratorio.
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CONCLUSIONES

La infeccion experimental de macréfagos humanos con el virus A/H1IN1
induce una mayor expresion de RNAm de TNF-q, IL-6 e IL-1B en relacion
con la infeccion por virus estacional A/PR/8/34.

El virus pandémico A/HIN1 induce la expresion de RNAm de genes que se
asocian con el fenotipo de macréfagos M1.

El virus A/H1N1 también induce altos niveles de RNAm de IL-10, la cual se
asocia con la polarizacion de macréfagos por una via alternativa (M2). Este
fendmeno no se observa en la infeccion experimental con virus A/PR/8/34.
La sobre-activacion de macréfagos M1 podria contribuir con el desarrollo de
un microambiente pro-inflamatorio y con la patogénesis de dafio pulmonar

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

Anexo 1. Evaluacion de la infectividad y capacidad de replicacion de las cepas de

virus de influenza A/H1N1 y PRS.

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

macroéfagos y células A549 infectados con las cepas de influenza A/ HIN1/pdm y

A/H1N1/estacional.
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Anexo 2. Analisis de pureza de la separacién de monocitos por citometria de flujo.

En esta figura se muestra la estrategia de andlisis (gating) que se siguié para
establecer la puraza de la poblacién de células CD14+ medicnte citometria de

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

En estas figuras se muestran las curvas estdndar para los RNAm de los genes
estudiados, lo cual revela que la eficiencia de amplificacion de las sodas Tagman

fueron adecuadas, es decir, mayores al 90%.
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Anexo 4. Validacion de sondas Tagman

En esta figura se observa que las pendientes de la grafica ACT de amplificacion de
sodas Tagman fueron adecuadas para su validacién, todos los valores se

encuentran entre -0.1 y 0.1.
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Anexo 5

Durante mi estancia en el laboratorio de Inmunopatogénesis del Instituto Nacional
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Background: The cbesity has been shown to increase the seventy of AHIN1 infection and the development of
aaste respiratocy distress syndrome (ARDS) and organ involvement.

Methods: Girculating Jevels of Capeptide, insulin, glucagon,
protein, tissue plasminogen activator, uﬂsauanAandP).m!nmn!dmmwhﬁmizmnly

leptin, acute phase C

ill patients with AMHIN virus i

17 of had ARDS by acute kidney inpury (AKI) and 15

=
m 2 af whom had ARDS but did not develop AKL ) _
c m""“‘“ i Results: Patients with ARDS and AKI (ARDS/AKI) had higher BMI and higher leveds of C«peptide, insudin, leptin,
Ingulia procalcitonin and serum ammyloid A compared to thase ARDS patient who did not develop AKL Adjusting for cone
Leptin founding variables using logistic regressicn anal higher levels of Copeptide (~0.75 ng/ml) (OR = 648, 95%
Acute Mdsey injury Q= 211980, p = 0.0006) and BMI > 30Kgim" (OR = 42.0, 95% (1 = 1.2-1478, p = 0.04) were significantly
associated with the development of AKI in ARDS patients.
Conclusion: High levels of C-peptide and 8MI > 30 kg/m” wese associated with the developeent of AKI in ARDS pa«
tients due to A’HIN infection. These metabolic/obesity indicators, together with the profiles of prosinflammatory
acute phase proteins, may be mportant links between obesity and poor outcomes in AHINI 09 infection.
© 2014 Blsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction patients with A/HIN1 09 infection is associated with a combénation of

The A/HIN1 2009 virus (Smith et al., 2009) continues circulating
every year in Mexico and many other countries and is associated with
the development of acute respiratory distress syndrome (ARDS) in indi-
viduals with risk factors including obesity, diabetes, and chronic respira~
tory diseases (Bautista et ak, 2010; Perez-Padilla et al., 2009). A growing
body of evidence supports the hypothesis that the poor outcomes in
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hest ptibility and pathy factoes that influence the im-
mune activation and the viral infection (La Gruta et al, 2007; Lipinsky,
2010; Ramirez-Martinez et al., 2013). In addition, a high incidence of
acute kidney injury (AKI) has been reported in patients with severe
preumonia from A/HINT 2009 virus infection, with an asseciated high
mortality rate (Nin et al, 2011; Pettida et al, 2011).

Viral preumonia and ARDS are characterized by an extensive in-
flammatory response in the lung (ltoh et al, 2009; La Gruta et al,
2007 ). We, and others have previously examined the inflammatory me-
distor profiles of patients with severe forms of A/HINI 09 disease
(Bautista et al, 2013; Bermejo-Martin et al,, 2010; ltoh et al., 2009;
Monsalvo et al, 2011; Ramirez-Martinez et al, 2013; Zuniga et al,
2011). We have reported increased levels of several cytokines and
chemokines such as [L-6, IL-10, OXCLS, and CCLS in serum and broncho-
alveolar lavage samples from these patients (Zuniga e al, 2011) and re-
cently we showed that angiogenic and metabolic mediators such as
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