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Resumen

La infeccion por el virus de la influenza es un problema de salud publica por su rapida diseminacion
y alta morbilidad. Los casos graves de infeccion por éste virus presentan hipercitocinemia, la cual
se ha asociado a una respuesta inmune adquirida desfavorable y un mal prondstico para el
paciente. Se han realizado hasta ahora experimentos en suero de pacientes o en tejido pulmonar
en modelos de animales, sin embargo, no se tienen reportes del microambiente en el pulmén de
pacientes fallecidos por el virus de la influenza. Objetivo: Determinar las subpoblaciones de
macrofagos y linfocitos T y su correlacién con el dafio tisular en pulmén de pacientes fallecidos por
influenza A H1N1 y otras enfermedades respiratorias. Material y Métodos: Se identificd y
cuantifico el virus de influenza A H1N1 (pdm)09 e influenza A estacional por qRT-PCR, asi como
se determind los niveles de citocinas y marcadores de macréfagos por qRT-PCR (IL-2, IL-4,IL-6, IL-
10, IL-12, IL-17, IL-23, IFN-y, TGFB, TNFa, Arg1, Retnlb e iNOS). Se realizaron tinciones de HyE
para la determinacién del dafo tisular. Por otra parte, se realizaron tinciones de
inmunohistoquimica para analizar las poblaciones celulares CD14+, CD206+, CD4+, CD8+,
FOXP3+ y citocinas (IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-y) in situ. Resultados: Se determiné la presencia del
virus de la influenza A en 10 muestras, de las cuales 4 fueron H1N1 (pdm)09. Ademas, se
obtuvieron 5 muestras de neumonia por Coccidioides spp., y 6 de neumonias de origen bacteriano.
No existe diferencia en el dafo causado por el virus de la influenza A H1IN1 (pdm)09 e influenza A
estacional a nivel histopatolégico. Las células CD14+ y CD4+ se encontraron aumentadas para
todos los grupos de neumonias sin importar el agente etiolégico, excepto CD4 para las neumonias
bacterianas. Las células que expresaron Foxp3 solo se encontraron aumentadas en el grupo de
coccidioidomicosis y neumonias bacterianas. No se encontrd diferencia significativa entre los
grupos de estudio para las células CD8+, excepto para las neumonias bacterianas. La expresién
génica relativa de IL-6 se encontré aumentada 3000 veces la expresion génica en el grupo de
influenza pandémica A H1N1 (pdm)09, mientras en influenza estacional se encontré una
disminucién de 0.08 veces de su expresion. INOS se encontré con expresion disminuida 0.5 veces
para los grupos de influenza pandémica, influenza estacional y coccidioidomicosis. La expresion
génica de IL-10 se encontr6 solamente para el grupo de influenza A H1N1 (pdm)09 (P=0.01).
Resistin Like Beta se encontré con expresion disminuida solo para el grupo de influenza A H1N1
(pdm)09. Existe un aumento de células positivas para IL4 en todos los grupos, excepto neumonias
bacterianas. No se encontré diferencia significativa de células positivas para IL-10 en los grupos de
estudio. Existe un aumento de células positivas para IL-17 en influenza A H1N1p/2009, influenza A
y neumonias bacterianas. IFNy se encontré aumentado en los grupos de neumonia comparados
con el control. Conclusiones: Ambos grupos de neumonias por influenza A se caracterizan por
dano tisular y un exacerbado ambiente inflamatorio; solamente CD206 es capaz de diferenciar
entre influenza A H1IN1(pdm)09 e influenza estacional.

Dr. C. Adrian G. Rosas Taraco
Director de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Propiedades del virus de la influenza

1.1.1 Genoma y estructura

Los virus de la influenza pertenecen a la familia Orthomixoviridae, los cuales son
un grupo de virus con envoltura lipidica. Poseen un genoma de cadena sencilla de
tipo RNA que contiene 8 segmentos separados, los cuales poseen un sentido
negativo; estos segmentos en total codifican para 11 proteinas (1,2). Los ocho
segmentos del genoma incluyen tres segmentos que forman la polimerasa (PB1,
PB2 and PA), dos segmentos para las glicoproteinas de superficie que son la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA), el segmento de la nucleoproteina
(NP), el de la proteina de matriz (M), y el segmento de la proteina no estructural
(NS) (Tabla 1). El virus forma particulas esféricas de 80 a 120 nm de diametro,

aunque también es capaz de formar particulas filamentosas (3-5).

1.1.2 Clasificacion y nomenclatura

Los diferentes tipos de virus de la influenza poseen diferencias antigénicas entre
su nucleoproteina y la proteina de matriz 1, lo cual da lugar a la clasificacién en
los tipos A, B 'y C. De estos, solo los de tipo A y B son de importancia clinica para
el hombre y los animales domésticos, a su vez solo los de tipo A representan un
riesgo de infeccidn zoondtica y tienen el potencial de producir una pandemia (6-8).

Por otra parte, basandose en la antigenicidad de las glicoproteinas de la superficie



de los virus estos se pueden clasificar en base a la combinacion de los subtipos

de HA (H1-H17) y NA (N1-N9) que presentan (8—10).

Existe un sistema estandar para la nomenclatura de los virus de la influenza donde

se incluye la siguiente informacién en el mismo orden que se presenta: tipo,

hospedero, origen geografico, numero de cepa y afio de aislamiento. La

descripcion antigénica de la HA y NA se debe proporcionar entre paréntesis solo

para el tipo A. Cuando el hospedero de origen es un humano, no se especifica la

especie de donde proviene (11,12), por ejemplo: A/Hong Kong/03/1968 (H3N2).

Tabla 1. Segmentos y productos codificados por el genoma del virus

Segmento | Tamaio en | Producto codificado Funcién
nucleétidos
1 2341 Proteina basica de la [ Componente del complejo de la RNA transcriptasa
polimerasa 2 (PB2)
2 2341 Proteina basica de la | Componente del complejo de la RNA transcriptasa
polimerasa 1 (PB1)
3 22331 Proteina acida de la [ Componente del complejo de la RNA transcriptasa
polimerasa (PA)
PB1-F2 Relacionada con la induccién de apoptosis
4 1778 Hemaglutinina (HA) Glicoproteina de superficie que se une al receptor en
la superficie celular. Tiene una funcién de fusién de la
envoltura bajo un pH acido.
5 1565 Nucleoproteina (NP) Relacionado con el complejo RNP
6 1413 Neuraminidasa (NA) Glicoproteina de superficie. Tiene como funcioén evitar
que los nuevos viriones al salir no se unan al acido
sialico de la membrana celular.
7 1027 Proteina de matriz (M1) Es el principal componente del virion.
Proteina de canal idnico | Permite la entrada de protones dentro de la particula
(M2) viral.
8 890 Proteina no estructural | Evita la union de mRNA precursor. Inhibe activacion
(NS) de Interferon.

Proteina de exportacion

nuclear

Tiene un papel en la exportacion del complejo RNP

viral.

Adaptado de Lamb, 2010 (13).




1.1.3 Ciclo de Replicacion

La infeccidn por el virus inicia al unirse éste a través de la hemaglutinina al acido
sialico en la superficie de las células del epitelio respiratorio, después el virus es
internalizado en la célula por via endocitosis. La particula viral es transportada por
una via mediada por clatrina, de modo que pasa por las diferentes fases de
endosoma temprano hasta endosoma tardio, en este ultimo existe un ambiente
mas acido. Una vez que el virus se encuentra dentro del endosoma la proteina M2
funciona como un canal de iones para permitir la entrada de protones al interior de
la particula viral; el pH acido da lugar al cambio conformacional de la HA, la cual
se divide en sus subunidades HA1 y HA2, siendo HAZ2 la responsable de la fusion
de la envoltura viral con la membrana del endosoma, esto produce el
desnudamiento parcial del virus, conservando aun su nucleocapside; ésta
penetrara el nucleo celular, donde el RNA de cadena negativa sirve como plantilla
para la RNA polimerasa y produce RNA de cadena positiva, a su vez esta ultima
funciona como un mRNA que sera traducido a las proteinas necesarias para
ensamblar nuevos viriones y como plantilla para la produccion de nuevo RNA viral.
Una vez ensamblados los nuevos viriones, éstos se liberan hacia el exterior por

gemacion, adquiriendo asi su envoltura y la capacidad de infectar otras células.



1.1.4 Rango de hospederos

El virus de la influenza A se ha aislado de una enorme variedad de animales de
sangre caliente, entre ellos cerdos, aves, caballos, perros, gatos, focas, ballenas,
entre otros (14). En la naturaleza el virus de la influenza A tiene como principal
reservorio a las aves acuaticas migratorias; estas aves pueden mantenerse con
una infeccion asintomatica y portar al virus tanto en el tracto digestivo, asi como
en las vias respiratorias (6). Durante la época de migracion, las aves portadoras
pueden llevar el virus hasta las granjas de explotacién pecuaria y transmitir el virus
a los animales de abasto o a diferentes animales de sangre caliente a través de
sus excretas. La infeccion de las aves y cerdos domésticos de corral para
consumo humano es la principal forma de transmision de virus altamente
patébgenos hacia el ser humano mediante el contacto con los aerosoles
provenientes de los animales infectados. Por otra parte, la infeccion de cerdos con
el virus de la influenza A tiene una especial importancia para la generacion de
nuevos virus emergentes que afectan al humano, ya que tanto los virus aviares
como aquellos de origen humano poseen tropismo por las células del epitelio del
tracto respiratorio del cerdo (9,15), lo cual lo convierte en potencial receptor y es
en esa especie donde se favorece la recombinacion de cepas virales capaces de
generar virus altamente patdgenos con la capacidad de replicarse eficientemente

en el humano(16,17).

1.1.5 Tropismo tisular

La hemaglutinina reconoce residuos de acido sialico unido a oligosacaridos, esta

proteina puede reconocer entre dos tipos de acido sialico: 1) aquel unido a



galactosa por un enlace 02,3; y 2) aquel unido a la galactosa por un enlace 02,6.
Las diferentes cepas del virus tienen predisposicion por la unién a enlaces de tipo
a2,3 o0 02,6, esto determina la especificidad del hospedero. El acido sialico con
enlaces de tipo 02,6 se expresa principalmente en el epitelio respiratorio de seres
humanos, mientras el tipo a2,3 es expresado en el intestino de las aves. En el
caso de los cerdos, el epitelio de la traquea expresa ambos tipos de receptores
(6), lo cual lo convierte en un hospedero de especial importancia para la formacion

de nuevos virus pandémicos.

1.2 Epidemiologia, manifestaciones clinicas e importancia histérica del virus

de la influenza A

1.2.1 Epidemiologia

La influenza es una enfermedad de importancia mundial con altos indices de
morbi-mortalidad, afecta principalmente a nifios y ancianos. Reportes han descrito
condiciones de riesgo a la infeccion tales como cardiopatias cronicas,
inmunodeficiencias o desordenes metabdlicos tales como la diabetes (18). Cada
ano, alrededor del mundo se presentan entre 3 a 5 millones de casos graves que
requieren hospitalizacion y entre 250 y 500 mil decesos a causa del virus (18). El
virus se dispersa principalmente a través de aerosoles producidos al toser,

estornudar y al hablar (19,20).

Existen dos formas de la presentacién de los casos de esta enfermedad, una es

como enfermedad estacional, cuyo mayor numero de casos se encuentran en los



meses de noviembre a marzo en el hemisferio norte y de abril a septiembre en el
hemisferio sur, para los paises de climas templados, por otra parte en los paises
de climas tropicales se espera que los casos se presenten durante todo el afio (6).
Es posible encontrar también brotes pandémicos, los cuales ocurren cuando un
nuevo virus aparece entre la poblacién y la mayoria de ella carece de inmunidad
contra este nuevo virus (21); durante estos periodos se espera encontrar una
mayor morbi-mortalidad comparada con los casos de influenza estacional. Una
pandemia se definen por la presencia de casos de infeccion por el nuevo virus en
al menos dos paises en una misma region de la OMS y un pais de otra region

(22).

1.2.2 Caracteristicas clinicas.

Los pacientes infectados con el virus de la influenza pueden cursar con una
infeccion asintomatica, o con una infeccion sintomatica después de un periodo de
incubacién de 1 a 4 dias caracterizada principalmente por tos, fiebre, disnea, dolor
de garganta, rinorrea, cefalea y mialgia (23-26), entre otros. En el caso de los
pacientes con infeccion por el virus de la influenza, estos pueden presentar
algunos factores de riesgo asociados con la gravedad de la infeccion como el
tabaquismo, la diabetes, el sobrepeso y el embarazo (26-29). Esos factores
predisponen a los pacientes a desarrollar una condicién conocida como sindrome
de distrés respiratorio agudo, un proceso inflamatorio localizado en el pulmén
caracterizado por colapso alveolar e hipoxemia (30,31), esta situacion es un

indicador de mal prondstico para el paciente. El estado inmunolégico y la cepa del



virus infectante son importantes factores para determinar si un paciente pasara de

un estado asintomatico a grave.

1.2.3 Importancia historica del virus de la influenza

Durante el siglo XX se suscitaron tres grandes pandemias a causa de infeccion
por el virus de la influenza A. La primera tuvo inicio en marzo de 1918, la cual es
conocida como la “Influenza espafola®, esta se asocid a una anormalmente
elevada mortalidad en la poblacion de adultos jévenes sanos. Durante esta
pandemia el agente causal fue un virus de tipo A HIN1(6). Las muertes a causa
de esta pandemia se contabilizaron en al menos 50 millones alrededor del

mundo(32,33).

La segunda pandemia tuvo lugar en febrero de 1957 con origen en el sur de
China, en esta ocasion a causa de un virus de tipo A H2N2. Este virus se esparcio
por el continente asiatico y en el mes de julio del mismo afo se realizaron los
primeros aislados del virus en Estados Unidos América (EEUU) y en el Reino
Unido. Durante esta pandemia, el rango de edad donde se concentraron los casos
fatales (>50%) se encontraban entre los 5 a 19 afios de edad. A su término las

muertes se contabilizaron en 69,800 solo en EEUU (6).

Por otra parte, en julio de 1968 un virus de tipo A H3N2 se distribuyé empezando
por Hong Kong. La mayor mortalidad durante esta pandemia se encontraba en los
pacientes de 10-14 afnos de edad. La mortalidad estimada a causa de este virus
fue de 33 800, solo en EEUU. EIl descenso en la fatalidad de este virus se atribuye

principalmente a que la poblacién ya se encontraba inmunizada contra el antigeno



N2 de la oleada pasada (6,34); aunque esto no se encuentra confirmado para la
pandemia de 1968, el fendmeno de reaccion cruzada se ha documentado antes

para otros virus de la influenza A (17,35).

1.2.4 Influenza A H1N1 pandémico de 2009

En abril del afio 2009, la Secretaria de Salud (SSA) de México confirmdé la
aparicion de un brote de infecciones respiratorias a causa de un nuevo virus
influenza de tipo A H1N1 de origen porcino, cuyo mayor numero de casos se
situaron en los meses de septiembre y octubre del mismo afio (36,37). En las
cifras oficiales de la SSA se registré un total de 72,548 casos confirmados, de los
cuales 1,316 fueron fatales, todos ellos hasta el 19 de julio de 2010, fecha en que
se confirmo en México la transicion a etapa post-pandémica. El mayor numero de
casos se encontraron en pacientes de 10 a 19 afios de edad cuyo numero fue de
20,464, de estos solo 74 fueron fatales lo que representa solo un 5.7% de
mortalidad en el grupo. Por otra parte, en el grupo de pacientes de 30 a 39 afnos
se presentaron un total de 7,967 casos y fue el grupo con mayor numero de
defunciones, 304 representando un 23% de mortalidad en el grupo (38). Del total
de los pacientes fallecidos, el 60% presentaban antecedentes patoldgicos,
principalmente diabetes mellitus (12.3%), obesidad (9%), hipertensién arterial
(6.6%), insuficiencia renal (2.6%) y tabaquismo (1.4%), asma bronquial (1.2%) y
EPOC (1%) (36). Segun reportes estatales y a nivel nacional mencionan no se

encontré diferencia en la distribucién de los casos entre género (38).



En cuanto al ambiente internacional, el 17 de abril de 2009 la CDC habia
confirmado la existencia de dos casos de influenza A H1N1 de origen porcino en
pacientes de EEUU (37). Rapidamente, el 25 de abril se declaré una emergencia
de salud publica de caracter internacional por parte de la OMS, pasando a fase 4
dos dias después, posteriormente el dia 29 de abril se habia alcanzado la fase 5.
A principios del mes de mayo la OMS distribuyd 3 millones de tratamientos de
medicamento antiviral a 72 paises. Con 30,000 casos confirmados de influenza A
H1N1 en 74 paises, la fase 6 o pandémica fue declarada el 11 de junio. El pico
mayor de actividad a nivel mundial de la influenza A H1N1 se alcanz6 en el mes
de octubre de 2009 (39). En agosto de 2010, la direccién general de la OMS
declar6 que la influenza H1N1 habia pasado a un periodo post-pandémico (40).
Alrededor del mundo las muertes a causa del virus pandémico se contabilizaron

en al menos 16,455 (40).

1.3 Respuesta inmune contra el virus de la influenza A

1.3.1 Respuesta inmune innata contra influenza A

El virus de la influenza puede ser reconocido por las células del epitelio
respiratorio, macréfagos y células dendriticas en primer instancia a través de
receptores de reconocimiento de patron (PRRs por su siglas en inglés) (41,42), de
éstos los mas estudiados hasta ahora son los Receptores tipo Toll (TLR),
Receptores tipo RIG-I (RLR), Receptores tipo NOD (NLR) y receptores de DNA

citosolico (43). Los PRRs se encargan de reconocer estructuras moleculares
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altamente conservados en los diferentes agentes patdégenos, conocidos como
Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs); en el caso del virus de la
influenza, el principal PAMP reconocido es el RNA que contiene grupos trifosfatos

en su extremo 5 y en menor grado dsRNA (44).

Los TLRs son los PRRs mas estudiados y comprenden una familia de 10
proteinas transmembranales (en el humano), de las cuales TLR3, TLR7, TLR8 y
TLR9 se expresan en compartimientos endociticos y son capaces de reconocer
acidos nucléicos (43)(44). TLR3 y TLR7 tienen un papel importante en el
reconocimiento de los PAMPs del virus de la influenza (45). La sefalizacion a
través de TLR estd mediada por proteinas adaptadoras que contienen un dominio
TIR, principalmente MyD88, solo para el caso de TLR3 esta es mediada por la
proteina TRIF. La union del TLR a su ligando activa el reclutamiento de moléculas
adaptadoras y a su vez éstas se asocian a proteinas de la familia IRAK, las cuales
tienen funcion de serin-treonin cinasas y son activadas por autofosforilacion (46),
éstas posteriormente fosforilan al complejo IKK y permiten la liberacion de la
subunidad NF-k(; esta subunidad es un factor de transcripcion regulador de la

expresion de genes de citocinas proinflamatorias e interferones de tipo | (46)(47).

Por otra parte, la familia de receptores tipo RIG posee tres miembros: RIG-I,
MDAS y LGP2 (48). Estos tienen actividad de helicasa y reconocen RNA viral,
tanto de doble cadena como de cadena sencilla unido a un grupo trifosfato en su
extremo 5  (43)(48). De forma similar a los TLRs, los RLR dan inicio a la

produccion de interferones tipo I, asi como a la activacién de la subunidad NF-k[3,
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su principal diferencia radica en que éstos se encuentran dispersos en el citosol.
De los tres miembros de la familia de los RLR, RIG-I es el mas estudiado en la
repuesta inmune ante el virus de la influenza y ha demostrado tener un importante
rol en el inicio de la respuesta antiviral (45)(49). El reconocimiento de PAMPs por
parte de RIG-I da lugar a cambios conformacionales que exponen su dominio
CARD, el cual interactua con el dominio CARD de la proteina IPS-1. La proteina
IPS-1 se encuentra en las mitocondrias asi como en los peroxisomas y se encarga
de activar la cinasa relacionada a IKK TBKI/IKKi, para dar lugar a la activacion de
IRF3/IRF7; esta ultima activa la transcripcion de interferones de tipo | a través de

TRAF3 (43).

Las vias para dar inicio a la respuesta inmune innata son complejas y existen
muchas diferentes; una vez reconocido el virus da lugar a la produccion de
citocinas inflamatorias, tales como IL-1, L-6, IL-8, IL-12, TNFa, MIP-1 e
interferones de tipo |, algunas células seran reclutadas al lugar de la infeccion
como neutrofilos (PMN), células asesinas naturales (NK), macréfagos y células
dendriticas por accion de algunas de las citocinas anteriormente mencionadas
(50). PMN y NK tienen un papel en la primer linea de defensa al producir
mediadores que lisan a las células infectadas (51). Macrofagos y células
dendriticas ademas de producir mediadores de la respuesta inmune, son células
presentadoras de antigeno, sin embargo, solo las células dendriticas son capaces
de migrar al ganglio linfatico mas cercano para llevar a cabo la presentacion a

células T y dar inicio a una respuesta especifica contra el virus (52-54).
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1.3.2 Macro6fagos

Los macréfagos son células fagociticas con diversas funciones, entre ellas el
reconocimiento de Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPSs).
Poseen en su superficie el marcador celular CD14. Se han descrito dos
subpoblaciones principales de macrofagos: los activados clasicamente y los
activados de modo alternativo. Los macréfagos activados clasicamente, llamados
también M@1, se consideran pro-inflamatorios y se caracterizan por la produccién
de intermediarios reactivos de nitrégeno (IRN) y oxigeno (IRO), ademas de la
produccion de citocinas pro-inflamatorias como son, IL-1B3, IL-6, IL-12 y TNFa
(565,56) Estos macrofagos son potentes efectores en contra de multiples
patdogenos y tumores, sin embargo, la acumulacibn de macrofagos y una
prolongada produccion de citocinas inflamatorias contribuye a la formacion de
dafo tisular especialmente en pulmon (57), lo cual se ha reportado que ocurre en
los casos graves de infeccion por virus de la influenza A. Por otro lado, los
macréfagos activados alternativamente, llamados también M@2, se han asociados
con la reparacion tisular y respuesta en la matriz extracelular. De la subpoblacién
M2 se han descrito al menos 3 subpoblaciones: los M@2a inducidos por IL-4/IL-
13; los M@2b inducidos por complejos inmunes y agonistas de TLRs y/o
receptores de IL-1; y los M@2c (inmunosupresores) inducidos por IL-10 y
glucocorticoides (58)[1]. Otra importante funcion de los macréfagos es la
activacion de linfocitos T , mediante la presentacion de antigenos y el tipo de
respuesta dependera del microambiente propiciado por las citocinas y demas

mediadores inmunologico (42). Un estudio demostro el incremento de la capacidad
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fagocitica y la produccion de citocinas en macréfagos derivados de monocitos de
sangre periférica infectados con el virus de la influenza A aumenta su produccion
de citocinas (59), sin embargo, ésta produccion de citocinas no permite distinguir

si éstos pertenecen a la poblacion Me1 o M@2 (59).

1.3.3 Macrofagos alveolares

El pulmo6n es un érgano en constante contacto con el medio ambiente a través de
la respiracién, por tanto se ve continuamente recibiendo estimulos potenciales que
desencadenen una respuesta inflamatoria y a pesar de ello se encuentra en un
estado quiescente (41). Los macréfagos alveolares son la principal poblacion de
células fagociticas en el pulmdén en ausencia de infeccion, estos tienen un
importante papel en mantener la homeostasis de este érgano y poseen una baja
capacidad de produccion de citocinas inflamatorias (60). Los macrofagos
alveolares presentan un fenotipo principalmente regulatorio negativo de la
inflamacion debido a que producen IL-10 y TGF-(, suprimiendo tanto la respuesta
inmune innata como adquirida, al menos de forma localizada (61). Por otra parte,
el exceso de polarizacion a M2 durante un proceso patoldgico en el pulmén
puede favorecer el depdsito de matriz extracelular y conducir a la pérdida de la
estructura alveolar (62), esto se traduce en una disminucion del area para

intercambio gaseoso.

Existen reportes en que se ha observado que la deplecion de los macréfagos

alveolares conduce a procesos inflamatorios que no pueden ser controlados
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(63,64), donde se reconoce que el principal mecanismo es la falta de regulacion
del proceso inflamatorio (65). Ademas de esto, diferentes grupos de
investigadores han reportado la importancia de los macrofagos alveolares durante
la respuesta al virus de la influenza A, ya que en modelos animales, el virus de la
influenza induce la eliminacion los macrofagos alveolares (66) y por otra parte, la
reconstitucion de la poblacion de macrofagos alveolares, en ratones, les permite
resistir a la infeccion por el virus de la influenza A y controlar el proceso

inflamatorio (64), comparados con aquellos que carecen de esta poblacion.

1.3.4 Respuesta inmune adquirida contra influenza A

Las ceélulas presentadoras de antigeno tienen como funcion principal el
procesamiento de antigenos para después llevar a cabo la activacion antigeno-
especifica de la respuesta inmune adquirida mediante la presentacion del antigeno
en el contexto de MHC | o MHC Il (67). Estas células pueden adquirir el virus de
dos formas diferentes, una al ser propiamente infectadas por el virus, la segunda
es por endocitosis de material proveniente de una célula infectada. Se acepta que
las células capaces de presentar antigeno a linfocitos T son los macréfagos,
células dendriticas y linfocitos B, sin embargo solo las células dendriticas (DC) son
capaces de migrar hasta el ganglio linfatico. Después del reconocimiento del virus
de la influenza, las células dendriticas aumentan su expresién de moléculas del
MHC, asi como moléculas coestimuladoras, tales como CD80 y CD86 (41), las
cuales permiten la interaccién con linfocitos T, ademas de estas moléculas, la DC
aumenta también su expresiéon de CCR7, lo cual permite su migracion hacia el

ganglio linfatico (53,68).
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Los linfocitos T son células que tienen un papel importante en la respuesta inmune
adquirida de tipo celular contra el virus de la influenza, estos tienen en comun la
presencia del antigeno CD3, y a su vez se dividen en linfocitos T CD4+ o
cooperadores (Th) y linfocitos T CD8+ o citotdxicos (Tc). Los primeros son
activados en el contexto del MHC Il (69) y su funcion consiste en orquestar la
respuesta inmune mediante la produccion de citocinas, por otra parte, el segundo
grupo es activado en el contexto de MHC | y su papel principal consiste en la

eliminacion de células infectadas por el virus (67).

1.3.5 Linfocitos T cooperadores

Esta poblacién de linfocitos tiene un importante papel al regular diferentes
procesos mediante la produccion de citocinas, entre ellos, la funcion y polarizacién
de los macrofagos, mantienen la respuesta de linfocitos T citotoxicos y colaboran
en la estimulacion de los linfocitos B para que logren llevar a cabo la produccion
de anticuerpos, incluso son mediadores de la memoria inmunoldgica (70). Existen
diferentes subpoblaciones de linfocitos T cooperadores, cada una de ellas tiene
una produccion de citocinas en particular, lo cual las caracteriza. A continuacion se

describen las principales subpoblaciones.

Los linfocitos Th1 se caracterizan por su importante produccion de IFNy, asi como
de TNFa e IL-12 (71). La polarizacion a Th1 se encuentra controlada por el factor
de transcripcion T-bet, el cual pertenece a la familia T box (70,71). TNFa e 1L-12

son citocinas inflamatorias que favorecen la respuesta de tipo celular. Por otra
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parte, los interferones tienen una potente actividad antiviral, activando una
cascada de sefializacién involucrada en la produccion de proteinas anti-virales
(44,72). En un modelo animal con trasfondo genético que favorece la produccion
de IFNy y TNFa se observdé una mejor sobrevivencia de los animales cuando
fueron retados contra el virus de la influenza A, comparados con aquellos sobre-

productores de IL-6 (73).

Los linfocitos Th2 son productores de IL-4, IL-5 e IL-13 (74); estas citocinas
colaboran en la produccién de una respuesta inmune de tipo humoral contra
antigenos (74). Un mecanismo importante durante la respuesta antiviral es la
produccion de anticuerpos neutralizantes. En pacientes con infeccién grave
ocasionada por el virus de la influenza A H1IN1(pdm)09 tuvieron una favorable
recuperacion cuando fueron tratados con suero hiperinmune de otros pacientes

que previamente se recuperaron de la infeccion (75).

Los linfocitos Th17 son productores de IL-17 e IL-23,ambas citocinas consideradas
inflamatorias, las cuales no son producidas por los linfocitos Th1 ni Th2 (70). En el
caso del virus de la influenza A, se ha caracterizado el importante papel de IL-17
en la produccion del dafio tisular, ya que es una citocina que induce la liberacion
de factores quimioatractantes de neutréfilos(76—78), los cuales liberan en el sitio
de la infeccién el contenido de sus granulos, constituido principalmente por

enzimas proteoliticas (51).
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Treg poseen como marcador de superficie CD25, sin embargo, éstas tienen como
marcador caracteristico el factor de transcripcion Forkhead box P3 (Foxp3) (70).
Estas tienen un papel previniendo dafio tisular causado por respuestas
inflamatorias en diferentes modelos de infecciones (79), por esta misma razon,
pueden favorecer la persistencia del patégeno. Se ha reportado el papel de células
Foxp3+ en la infeccidon por el virus de la influenza favoreciendo la proliferacion de
células T foliculares, mediante la produccion de IL-2 (80) en un modelo animal. En
otros estudios se demostro el aumento de linfocitos Treg posterior a la
inmunizacion de animales contra el virus de la influenza A (81), comparados con
aquellos no inmunizados; el mismo fenbmeno se observa en aquellos pacientes
vacunados anualmente contra el virus de la influenza A(82), sin embargo, su

papel no se encuentra claramente definido.

1.3.6 Linfocitos T citotéxicos

Los linfocitos T citotoxicos (Tc) son los principales efectores de la respuesta
inmune contra tumores, asi como la respuesta inmune antiviral, éstos reconocen
antigenos en el contexto de MHC |. Los Tc desempefian sus funciones mediante
la produccion de citocinas, ademas de la produccion de moléculas citoliticas tales
como granzimas Yy perforinas. Se han descrito de estos linfocitos dos poblaciones

principales:

Los linfocitos Tc1 expresan principalmente IFNy y perforinas; se ha encontrado un

papel protector contra el virus de la influenza A HIN1 (pdm)09 por parte de estas
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células, su presencia se correlaciona con la supervivencia de los pacientes y la
disminucién de la gravedad de los sintomas (83). Por otra parte, en modelos
animales se ha descrito su papel mediando la lisis de células infectadas por el
virus de la influenza pandémica (78). Los linfocitos Tc17 no producen perforinas ni
granzimas, a pesar de ello su papel protector ante el virus de la influenza se ha
probado en modelos de ratones (85). Contrario a lo que ocurre con la poblacién
Th17, las Tc17 se asocian a un prondstico favorable en diferentes modelos en

ratén(85,86).

1.3.7 Distrés respiratorio aqudo

Cuando la respuesta inflamatoria no puede controlarse se produce una condicion
clinica conocida como Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS). El
pulmén es particularmente susceptible a dafios por SIRS, este dafo se conoce
como distrés respiratorio agudo (ARDS); consiste en un sindrome de inflamacién
pulmonar aguda y persistente acompafado de una activacion de la coagulacion. El
ARDS se produce debido al dafio ocurrido en el endotelio, el cual es mediado por
neutrofilos, los cuales liberan en el sitio de la infeccion enzimas que causan
destruccion del epitelio alveolar y permite el escape fluidos al espacio alveolar
(31,87), reduciendo asi el espacio necesario para llevar a cabo el intercambio
gaseoso. Se ha reportado que la produccion de IL-17 es uno de los mecanismos
no traumaticos asociados con el desarrollo de ARDS (87), ya que, como se

menciono anteriormente, es una potente quimioatractante para neutrdfilos.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

A la fecha, el estudio de mediadores inmunoldgicos de la respuesta inmune innata
y adquirida en casos ocasionados por el virus de la influenza A HIN1 (pdm)09 se
han realizado en muestras de suero, plasma y lavados broncoalveolares. Sin
embargo, no existen reportes en la literatura acerca del microambiente vy
subpoblaciones de macréfagos y linfocitos T en el tejido pulmonar de pacientes
fallecidos por infeccion de influenza A H1N1(pdm)09, asi como tampoco existe un
biomarcador de diferenciacion entre influenza A H1N1(pdm)09 e influenza
estacional en dicho tejido humano u otro tipo de muestras. Debido a lo anterior, la
realizacion de este trabajo es pertinente, ya que generara nueva informacién con
respecto a la inmunopatogenia de la infeccion ocasionada por el virus de la

influenza A H1N1(pdm)09.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS

Las subpoblaciones de macréfagos y linfocitos T, asi como sus citocinas
relacionadas son diferentes entre influenza A H1N1 (pdm)09 e influenza

estacional, en tejido pulmonar de casos fatales de neumonias.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar las subpoblaciones de macrofagos y linfocitos T y su correlacion con el
dafo tisular en pulmon de pacientes fallecidos por influenza A H1N1(pdm)09 vy

otras enfermedades respiratorias.

4.2 Objetivos especificos

Identificar y cuantificar la carga viral de influenza A H1N1 (pdm)09 en tejido

pulmonar.

e Determinar el dafno pulmonar en pacientes fallecidos por influenza A H1N1
(pdm)09 y otras infecciones respiratorias.

o Identificar las subpoblaciones de macréfagos y linfocitos T presentes en
pulmoén de los grupos de estudio.

e Determinar los niveles de las citocinas relacionadas con las subpoblaciones

de linfocitos y macréfagos en los grupos de estudio.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1 Obtencion de las Muestras

Las muestras se obtuvieron del Servicio de Anatomia Patologia del Hospital

Universitario “José E. Gonzalez”. Estas muestras constaron de tejido pulmonar

procesado con la técnica histolégica de inclusion en parafina. Las muestras

incluidas en el estudio presentaron las siguientes caracteristicas:

Provinieron de pacientes mayores de 18 afos de edad

Fueron obtenidas entre los meses de abril a diciembre de 2009, para el
caso de influenza A H1N1. El resto de las otras muestras se obtuvieron en
el periodo comprendido desde agosto de 2004 hasta agosto de 2012.

Tenian un diagnostico clinico de neumonia por Influenza A H1N1, Influenza
no A H1N1, Coccidioides immitis, neumonias bacterianas, asi como tejido
pulmonar no infectado como control negativo (clinica e histolégicamente

sano, ver figura 1).
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Figura 1. Imagenes representativas de hallazgos microscépicos en secciones de
pulmén sin infeccidn (40X).
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5.2 Recuperacion de RNA de tejido embebido en parafina

El RNA total fue aislado de las muestras de tejido pulmonar embebido en parafina
mediante el uso de un kit comercial RecoverAll™ total nucleic acid isolation kit
(Austin, Tx, EE.UU., Ambion, no. de catalogo AM1975) siguiendo las instrucciones
del fabricante, con algunas modificaciones. Fueron realizados diez cortes de 10
pum de grosor de cada una de las muestras, los cuales se colocaron en microtubos
estériles de 1.5ml, libres de RNasas. Las muestras fueron desparafinadas
agregando 1ml de xilol (St. Louis, Mo, EE.UU., Sigma-Aldrich, no. de catalogo
18556-6) durante 3 minutos a 50°C, este paso se repitié en 2 ocasiones. El xilol se
removid realizando 2 lavados con etanol absoluto de grado molecular (St. Louis,
Mo, EE.UU., Sigma-Aldrich, no. de catalogo E7023-500ML). Posteriormente, las
muestras se incubaron con proteinasa K (Austin, Tx, EEUU, Ambion, incluida en el
kit) a 55°C durante toda la noche. La proteinasa K se inactivd incubando las
muestras a 80°C durante 15 minutos para después centrifugar a 16,000 g durante
3 minutos para remover el tejido no digerido, después de esto la solucidon
recuperada se pasO por una columna de silice siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI DNA residual se digiri6 incubando con DNasa (Austin, Tx, EE.UU.
Ambion, incluida en el kit) a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente se lavo la columna para eliminar la DNasa y finalmente, la
concentracion de RNA de cada muestra fue obtenida realizando la medicion a 280
nm utilizando un espectrofotometro SmartSpec™Plus de Bio-Rad (Bio-Rad,

Hercules, CA, EE.UU.). Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.
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5.3 Identificacion y cuantificacion de la carga viral en muestras de pulmén

Los virus de la influenza A H1N1 (pdm)09 e influenza estacional se detectaron en
las muestras de RNA mediante gRT-PCR, empleando el Kit for Swine H1N1
Influenza Human Pandemic Strain (H1N1-swine) (PrimerDesign Ltd.,
Southampton, UK) que contiene primers con sondas Tagman conjugadas con
FAM. Las condiciones de la qRT-PCR empleada fue la sugerida por el fabricante:
55°C por 10 minutos, 95°C por 8 minutos, y 50 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
por 10 segundos, con una alineacion y amplificacion a 60° por 60 segundos; estas
condiciones son las mismas que emplea el protocolo de la CDC para la deteccion
del virus. Las reacciones se realizaron utilizando 400ng de RNA total y 10 uL de
2X Brilliant Il Ultra-Fast QRT-PCR Master Mix (Agilent Technologies, La Jolla, CA)
en un volumen final de 20 pL por reaccion y empleando el termociclador CFX96

(Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.).

5.4 Determinaciéon del daio pulmonar

El tejido pulmonar se procesdé mediante la técnica histolégica estandar en un
equipo automatizado, hasta obtener el tejido embebido en parafina, del cual se
obtuvieron cortes de 5 um. Las muestras fueron tefiidas con hematoxilina y eosina

para el analisis histopatoldgico.
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Los criterios tomados para llevar a cabo la medicion del dafno tisular fueron los
reportados por Longhi y colaboradores (53), los cuales consisten en parametros

indicativos de inflamacion pulmonar y se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Criterios evaluados para determinar el dafio tisular.

Criterio valorado Valores minimo y maximo
Evidencia de hemorragia 0Oa3
Infiltracion leucocitaria 0Oab
Agregados linfoides perivasculares Oa4
Fibrosis Oa1
Valor histolégico total 0a13

5.5 Determinacién de las subpoblaciones celulares

5.5.1 Recuperacion de células para citometria de flujo

A partir del bloque de tejido embebido en parafina se obtuvieron de 3 a 5 cortes de
50 uym de grosor, que se colocaron en tubos de ensayo. El tejido se desparafin
empleando 3 ml de xilol en tres ocasiones, para posteriormente incubar en EZ-
Dewax (BioGenex, San Ramén, CA, EE.UU. no. de catalogo HK584-5K) en dos
ocasiones. El tejido se rehidraté con etanol a concentraciones decrecientes
(100%, 70%, 30%) y agua destilada durante 5 minutos en cada uno de las
soluciones. Una vez rehidratado el tejido, el desenmascaramiento antigénico se
realizé empleando 3ml de buffer de citrato (10Mm Acido citrico, 0.5% Tween 20) y

bafio maria a una temperatura de 80°C durante 80 minutos. Las muestras se
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enfriaron a temperatura ambiente durante 10 minutos, el sobrenadante se retir6é y
se realizo un lavado con solucién salina amortiguadora de fosfato 10mM, pH 7.3

(PBS).

El tejido se digirié con colagenasa (St. Louis, Mo, EE.UU. Sigma-Aldrich, no. de
catalogo C7657) durante 30 minutos en bafio maria a una temperatura de 37°C.
Transcurrido el tiempo se adicioné una solucion para bloquear la accion de la
colagenasa (3% de albumina sérica bovina (BSA), 0.05% de Tween 20/PBS) y se

realizaron 2 lavados con PBS (10mM, pH 7.3).

El tejido se macerd por pipeteo en el tubo de ensayo, para después ser macerado
sobre el tamiz celular de 40um colocado en una caja de Petri estéril. El filtrado se

recuperod y las células se contaron en una camara de Neubauer.

5.5.2 Inmunofenotipificacion

Las células se ajustaron a una concentracion de 5x10°-1x10° en 100uL de PBS.
Se adiciond una mezcla de anticuerpos (presentados en tabla 3) contra los
marcadores de superficie para cada una de las subpoblaciones de nuestro interés
en un volumen de 200ul y las muestras se incubron durante 30 minutos a 4°C en
oscuridad. Las células se lavaron con 1ml de staining buffer y se centrifugaron a
1,500 rpm durante 10 minutos, descartando posteriormente el sobrenadante. Las
células se permeabilizaron vy fijaron utilizando 1ml del buffer de fijacion. Del mismo
modo, una mezcla del anticuerpo intracelular se adicioné en un volumen de 200 ul
y las muestras se incubaron a 4°C durante 30 minutos en obscuridad. Las
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muestras se lavaron en dos ocasiones empleando buffer de permeabilizacion 1x,
posteriormente se resuspendié en 500 pyL de PBS (10mM, pH 7.3). Al menos
50,000 células se adquirieron en un citometro FACS Canto Il (BD bioscience, San
José, CA) y analizadas empleando el software Cell Quest Pro, por un experto en

citometria de flujo.

Tabla 3. Anticuerpos empleados para citometria de flujo.

Anticuerpo | Diluciéon | Clona Fluorocromo | Compainia [ No. De

Catalogo

De superficie

Anti-CD14 | 1 ug 61D3 FITC eBioscience | 11-0149-42
Anti-CD16 | 0.06 uyg | eBioCB16 PE eBioscience | 12-0168-42
Anti-CD3 2 ug OKT3 PerCP Abcam ab86884
Anti-CD4 1 ug RPA-T4 FITC eBioscience | 11-0049-42
Anti-CD8 0.06 yg | OKT8 PE eBioscience | 12-0086-73
Anti- 1ug/ RPA-T4/BC96 | FITC/APC eBioscience | 22-0425-
CD4/CD25 | 0.125ug 7A
Anti-Foxp3 | 0.25ug PCH101 PE eBioscience | 12-4776-
71A

Intracelulares

Anti-IL-4 0.125 ug | 8D4-8 APC eBioscience | 17-7049-82
Anti-IL-17A [ 0.06 ug | eBio64DEC17 | APC eBioscience | 17-7179-42
monoclonal

de ratén

Anti-IFNy 0.125ug |4S.B3 APC eBioscience | 17-7319-82
monoclonal

de ratén

Anti-TNFa | 0.125ug | MAb11 APC eBioscience | 17-7349-82
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5.5.3 Inmunohistoquimica

La deteccion in situ de las subpoblaciones de macréfagos vy linfocitos T se llevé a
cabo empleando cortes de 5 ym de las muestras de tejido pulmonar embebido en
parafina y montados en portaobjetos recubiertos con polilisina, Polysine® (Thermo
Scientific, Portsmouth, New Hampshire, no. de catalogo P4981-001). Se
desparafind el tejido empleando dos lavados con EZ-Dewax (BioGenex, San
Ramoén, CA, no. de catalogo HK584-5K), de 10 minutos cada uno. El tejido se
rehidratd con etanol a concentraciones decrecientes (100%, 70%, 30%) y agua
destilada durante 5 minutos en cada uno de las soluciones. Una vez rehidratado el
tejido, el desenmascaramiento antigénico se realiz6 empleando de buffer de
citrato (10Mm Acido citrico, 0.5% Tween 20) en un bafio maria a una temperatura
de 80°C durante 80 minutos. Posterior a esto, el tejido se enfrio durante 10
minutos y se colocd en un portalaminillas Sadon Coverplate™ (Thermo Scientific,
Ref. 72110017). Las secciones se prepararon usando un protocolo de estandar de
inmunohistoquimica (IHC): Estas se incubaron toda la noche a 4°C con un
anticuerpo primario contra los marcadores de superficie de nuestro interés (Tabla
4). Después se incubaron las muestras con un anticuerpo secundario biotinilado
durante 1 hora a temperatura ambiente. La unidn especifica de antigeno-
anticuerpo se amplific6 mediante el uso de un sistema ABC (Vector Lab,
Burlingame, CA, no. de catalogo PK-4001, PK-4002, PK-4005) durante 30 min a
temperatura ambiente. Después del paso de amplificacion las laminillas se
incubaron por 3 minutos con el substrato cromogeno de peroxidasa 3,3-
diaminobenzidina (DAB) (Vector Lab, Burlingame, CA, no. de catalogo SK-4105).

Finalmente las laminillas se contratineron usando hematoxilina (Vector Lab,
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Burlingame, CA, no. de catdlogo H-3401) y montadas usando VectaMount™

(Vector Lab, Burlingame, CA, no. de catalogo H-5000).

Tabla 4. Listado de anticuerpos empleados en inmunohistoquimica para la

determinacion de las poblaciones celulares.

Anticuerpo Dilucién Compaiiia No. De catalogo
Anti-CD14 policlonal de | 1ug Abcam Ab45870
cabra
Anti-CD206 policlonal | 5ug R&D Systems AF2534
de cabra
Anti-CD4 policlonal de | 5ug R&D Systems AF2534
cabra
Anti-CD8 monoclonal | 1:50 Santa Cruz Sc70794
de ratéon (Clona 5F10)

Anti-Foxp3 policlonal | 1:400 Santa Cruz Sc28705
de conejo

5.6 Determinacion de citocinas

5.6.1 Expresion génica de citocinas

A partir de RNA total recuperado, se determind la expresion génica relativa de
citocinas y mediadores inmunologicos relacionados con la polarizacion de
macrofagos empleando primers y sondas Tagman conjugadas con FAM y VIC
(Tabla 5); se empleé como gen normalizador el GAPDH. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos y 40
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento y extensién a
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60°C por 60 s. El cambio relativo en la expresion de mRNA se calculé usando el

método 274t

(89). Todas las reacciones se realizaron con un volumen de 2 uL
de RNA total (400 ng) y 10 uL de Brilliant Il Ultra-Fast QRT-PCR Master Mix 2X
(Agilent Technologies, La Jolla, CA, EE.UU., no de catadlogo 600884) en un
termociclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Se empleé agua DEPC

para completar un volumen de 20 uL por reaccion.

Tabla 5. Listado de primers y sondas.

Gen Fluorocromo Numero de producto
(Applied biosystems)

GAPDH FAM Hs02758991 g1

NOS2 FAM Hs01075529 m1

IL-2 FAM Hs00174114 m1

IL-4 FAM Hs00174122 m1

IL-6 VIC Hs00985639 m1

IL-10 FAM Hs00961622 m1

IL-12 VIC Hs01011518 m1

IL-17 VIC Hs00174383 m1

IL-23 FAM Hs00372324 m1

TNFa FAM Hs00174128 m1

Arginase 1 VIC Hs00968979 m1

IFNy VIC Hs00989291_m1

TGFB VIC Hs01649771 s1

RETNLB VIC Hs00395669 m1

5.6.2 Arreglos de PCR

En 10uL de agua MilliQ se reconstituyd RNA desecado en tubos RNAstable
(Biomatrica, San Diego, CA, EE.UU., no. de catalogo 93220-001) y se procedio a
sintetizar cDNA a partir de 400 ng de RNA, empleando el kit RT? PreAMP cDNA
Synthesis (Sabioscience, Frederick, MD, no. de catalogo 330451) siguiendo las

instrucciones del fabricante. Se elimind el DNA residual en un termociclador T100

30



Thermal cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) a 42°C durante 5 minutos.
Posteriormente, se realizd la retrotranscripcion en el mismo termociclador a 42°C
durante 30 minutos. El cDNA se almacendé a -20°C hasta su uso. El arreglo
empleado fue Innate and Adaptive Immune Response PCR Array (Sabioscience,
Frederick, MD, no. de catalogo PAHS-0527) en un formato de 384 pocillos y las
sondas de tipo SYBR Green/ROX (Sabioscience, Frederick, MD, no. de catalogo
330522). Una vez realizadas las mezclas de cDNA y el RT? PreAMP PCR Master
Mix (incluido en el kit de sintesis) para llevar a cabo las reacciones, éstas fueron
pipeteadas en las placas de 384 pocillos por el sistema de automatizacion
epMotion 5075® (Eppendorf, Hauppauge, NY, EE.UU.). Las condiciones de la
gPCR empleada fue la sugerida por el fabricante: 95°C por 10 minutos, y 40 ciclos
de desnaturalizacion a 95°C por 10 segundos, con una alineacion y amplificacién a
60° por 60 segundos. Todas las reacciones se realizaron en un volumen total de

10 pL en un termociclador ViiA™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.)

5.6.3 Determinacion de la produccion de citocinas mediante la técnica de

inmunohistoquimica

La determinacién in situ de citocinas se llevd a cabo en cortes histoldgicos de Sum
de las muestras de tejido pulmonar embebido en parafina y se montaron en
portaobjetos recubiertos con polilisina (Polysine®, Thermo Scientific, cat.# P4981-
001). El procedimiento que se realizé es igual al descrito previamente para la

deteccidn de marcadores de poblaciones celulares. El listado de los anticuerpos
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empleados se muestra en la tabla 6. La cuenta de células positivas se realizé en
diez campos a un aumento de 40X y se tomd en cuenta el promedio de los 10

campos para cada muestra.

Tabla 6. Listado de anticuerpos empleados en inmunohistoquimica para la

determinacién de la produccién de citocinas y mediadores inmunoldgicos.

Anticuerpo Dilucién Compaiiia No. De catalogo
Anti-IL-4 policlonal de | 0.25ug Peprotech 500-P20
conejo
Anti-IL-10 policlonal de | 2.5ug Peprotech 500-P24
conejo
Anti-IL-17 policlonal de | 1:100 Santa Cruz Sc7927
conejo
Anti-IFNy policlonal de | 1:100 Santa Cruz Sc8308
conejo
Anti-TNFa policlonal de | 1:400 Abcam Ab9739
conejo

5.6.4 Recuperacion de proteinas del tejido embebido en parafina

El protocolo usado para la recuperacion de células del tejido fue empleado
también para las proteinas, solo hasta el paso de desenmascaramiento antigénico
en bafo maria a 80°C durante 80 minutos. Posteriormente, las muestras fueron
maceradas con un homogenizador de tejidos (Tissue tearor, Biospec products inc.,

Bartlesville, OK) durante un minuto a velocidad alta. Las muestras se centrifugaron
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1500rpm durante 10 minutos para recuperar solo el sobrenadante conteniendo las

proteinas y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

5.6.5 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Las proteinas recuperadas de cada muestra fueron cuantificadas por el método de
Bradford. Para lo anterior, se preparé una curva estandar empleando albumina

sérica bovina de la siguiente manera:

Tabla 7. Estandares empleados para la curva de concentracion de proteinas.

Estandares ASB H2.0 Reactivo de | Concentracion
(1 mg/ml) MiliQ Bradford de proteinas
1:50
Blanco | = - 750 pl 750 pl 0 pg/ml
1 75 pl 225 ul 750 pl 2 pyg/ml
2 225 ul 375 ul 750 pl 6 pug/mi
3 375 pl 525 ul 750 pl 10 pg/mi
4 525 ul 675 ul 750 pl 14 pg/ml
5 675 pl 75 750 pl 18 pg/mi

Para la cuantificacién de proteinas, se prepararon tres diluciones de las muestras
(1:10, 1:50, 1:100) en agua MilliQ, con un volumen final de 1ml cada una. Se
colocaron volumenes de 200 ul de los estandares y de las muestras en placas de
ELISA (Costar, Corning, NY, no. de catalogo 2591) por duplicado para llevar a
cabo la lectura de su absorbancia a 595nm en el lector de placas (iMark

Microplate Reader y Microplate Software Manager6, Bio-Rad, Hercules, CA).
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5.6.6 Determinacion de la concentracion de citocinas

Se llevd a cabo la determinacién de las concentraciones de ocho citocinas vy
mediadores inmunolégicos (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFNy y TNFa),
mediante el uso de un kit de perlas magnéticas Bio-Plex®Precision Pro ™ Assays
Human Cytokine 10-Plex (Bio-Rad, Hercules, CA, no. de catalogo 171-A1001P)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La determinacién se realizé en un
volumen de 50ul de homogenizado de pulmén. El resultado se leyd en un Bio-

Plex200 system de Bio-Rad.

5.7 Analisis estadisticos

Para llevar a cabo la comparacion de niveles en el dafio tisular, niveles de
expresion génica, células inmunofenotipificadas, células positivas a las diferentes
inmunotinciones, asi como niveles de citocinas entre los diferentes grupos de
estudio se empled la prueba estadistica U de Mann Whitney. Se determiné la
existencia de correlacion entre la carga viral y el grado de dafio tisular, asi como
con la expresion génica de citocinas y la presencia de células positivas a la tincién
para las diferentes citocinas, mediadores inmunoldgicos y marcadores de
superficie mediante el analisis de correlacion de Pearson. Se tomé como valor de
significancia una P < 0.05. Se empleo el programa Graph-pad Prism 5 para llevar

a cabo los analisis estadisticos
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6. RESULTADOS
6.1 Obtencion y clasificacidon de las muestras

6.1.1 Cuantificacion de la carga viral

Se revisé un total de 580 reportes de autopsia, de los cuales en 110 casos
presentaban neumonia. Se detectaron 4 muestras positivas para influenza A H1N1
(pdm)09, con un rango de copias del virus de 3 a 90 por cada 400ng de RNA
(Figura 2); por otra parte, se detectaron 7 muestras positivas para influenza A, con

un rango de copias de 2 a 138 por cada 400ng de RNA (Figura 3).
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Figura 2. Curva estandar empleada para determinar la carga viral de influenza A
utilizando la expresion del gen M1 del virus.

35



standard Curve

| %o

FAM E= 53.5% R*2=0.573 Slope=23.485 y-int=36.623

Figura 3. Curva estandar empleada para determinar la carga viral de influenza A

H1N1 (pdm)09 utilizando la expresion del gen N1 del virus.

6.1.2 Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con neumonia

Se obtuvieron los expedientes clinicos de cada paciente con neumonia para
analizar la informacion clinica a la llegada a la sala de urgencias. La edad media
de los pacientes fue de 31.7t 8.75 anos para el caso de influenza A H1N1
(pdm)09, 37.8 + 34.2 afnos para el grupo de influenza estacional, 47.6+ 20.6 en el
caso de coccidioidomicosis, 54.5+ 22.5 en el caso de las neumonias bacterianas,
y 41.8+ 23.3 afos para los controles sin infeccion. En la tabla 7 se resumen las

caracteristicas demogréficas de los pacientes.
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Tabla 8. Caracteristicas demogréficas de los pacientes con neumonia.

Identificacion del Edad Sexo Comorbilidades
paciente

Pacientes con influenza A (H1N1)pdm

4814 37 Femenino Desconocidos

4823 23 Masculino Tabaquismo

4826 35 Masculino Obesidad morbida

N-13-09 31 Masculino Tabaquismo

Pacientes con influenza A estacional

4555 29 Femenino Hepatitis

4586 72 Femenino Cardiopatia cronica

4798 36 Masculino Tabaquismo/Obesidad

4807 24 Femenino Tabaquismo/Diabetes

4817 29 Femenino Desconocidos

4824 37 Femenino Diabetes mellitus

N-03-14 80 Femenino Diabetes mellitus/

Cardiopatia crénica

Pacientes con neumonia por Coccidioides spp.

4480 35 Femenino Lupus

4487 54 Femenino Tuberculosis
4835 35 Masculino VIH/SIDA

4912 78 Femenino Diabetes mellitus
4964 27 Masculino VIH/SIDA
N-01-13 57 Femenino Diabetes mellitus
Pacientes con neumonias de origen bacteriano

4955 77 Femenino DM/Alcoholismo
4979 57 Femenino HTA

N-26-12 62 Masculino Cardiopatia cronica
N-41-12 72 Femenino DM/HTA
N-46-12 48 Femenino DM/HTA
N-50-12 78 Masculino DM/HTA
N-58-12 32 Femenino Puerperio
N-66-12 35 Masculino No relevantes
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6.1.3 Determinacion del dano tisular

El dano tisular se cuantific6 mediante observacion de cortes histolégicos al
microscopio de luz, tefidos con hematoxilina y eosina. Debido a que las
caracteristicas histopatolégicas de la neumonia por Coccidioides spp., y
neumonias bacterianas difieren de aquellas de las neumonias virales, no fue
posible hacer una comparacion entre estos dos grupos contra el dafio causado por
el virus de la influenza. No se encontré diferencia significativa entre el dano tisular
ocasionado por influenza A estacional e influenza A H1N1 (P>0.05). Sin embargo,
el dafio es estadisticamente significativo en ambos grupos de influenza

comparado con el control no infectado (P<0.05), tabla 5 y figura 3.
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Figura 4. Evidencia de dano tisular en los grupos de influenza A H1N1 (pdm)09 y
estacional. Las fotomicrografias se tomaron a un aumento de 40X y son
representativas de: A) controles sin infeccion, B) neumonia por influenza A
H1N1(pdm)09, y C) Neumonia por influenza estacional. D) Representa el dafo

tisular tomando en cuenta los criterios reportados por Longhi et al (88)
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Tabla 9. Evaluacién del dafo tisular.

Identificacion | Hemorragia | Infiltracion | Agregados Fibrosis | Daino
de muestra leucocitaria | perivasculares tisular
total
Controles
4830 0 0 0 0 0
4834 0 0 0 0 0
4838 0 0 0 0 0
4850 0 0 0 0 0
4928 1 1 0 0 2
4830 0 0 0 0 0
Influenza A H1N1 (pdm)09
4814 3 2 1 0 6
4823 2 1 2 0 5
4826 2 2 0 0 4
N-13-09 1 3 3 1 8
Influenza A
4555 3 2 0 0 5
4586 0 1 0 0 1
4798 3 4 0 0 7
4807 2 2 0 0 4
4817 3 3 0 0 6
4824 3 4 2 0 7
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6.2 Identificacion de poblaciones celulares en los diferentes grupos de

estudio

6.2.1 Citometria de flujo

Las células recuperadas de tejido pulmonar embebido en parafina se tifleron para
llevar a cabo la identificacion de macréfagos de tipo M1 y M@2, asi como
linfocitos T cooperadores (Th1, Th2, Th17 y Treg) y linfocitos T citotoxicos (Tc1 y
Tc17). En las figuras 5-7 se muestran los dotplots obtenidos; donde se observan
dificultades en la deteccion de las poblaciones celulares, asi como, tampoco fue
posible detectar alguna diferencia entre las Intensidades de Fluorescencia Media
(IMF) de los diferentes grupos; por lo tanto se decidié cambiar la estrategia de

identificacion celular a una mediante técnicas de inmunohistoquimica.

40



S5C-A (x1.000)

150 200 200
FSC-A (1000

11 ABRIL 2012-£4808 ECO

11 ABRIL 201 2-4808 BCO

11 ABRIL 2012-4309 BCO

, s %
N P2 = 53 =1 o
“F!F - = -g:?‘.:_'-!
= a3 o E
= ’ 8. e 3
-] X £ Eeyd
g ek o “E..i
i3 3 5 = . % L L P L PR L
10 10 w0 10° 2 F | 0 10 10 i 10 10* !
SE-A Sin tedir APC-A Percp-a -
Cd

11 ABRIL 2012-4809 i 11 ABRIL 201 2-4809 M1
mﬂ
- <=
- I3
Q Eng
(L]
=
100 150 00 390 w0t 1 w0t o
FSC-A (< 1.000) TNFa APC-A

S8C-A (x1.0000

0 o
PerCP-A

o

S T -

APC-A

&0 wo 150 200 250

FSC-A (10003

v

rd
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observa escasa presencia de células positivas a la tincion para todos los grupos.
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6.2.2 Deteccion in situ de poblaciones celulares

Para los cuatro grupos de estudio se encontraron niveles aumentados de células
CD14+ comparados con el control sin infeccion (P<0.05), figura 8. Por otra parte,
solo para el grupo de influenza estacional y neumonia por Coccidioides spp., se
encontraron aumentadas las células CD206+ (P<0.05), en el caso de influenza
pandémica, éstas células se encontraron disminuidas comparadas con el grupo de
influenza estacional, figura 9. Las células CD4+ se encontraron aumentadas para
ambos grupos de influenza y neumonia fungica (P<0.03), figura 10. Las células

Foxp3+ se vieron aumentadas solo en el grupo de neumonias de origen fungico y
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bacteriano (P<0.05), figura 11. Por otra parte, las células CD8+ fueron dificilmente
contabilizadas en todos los grupos de estudio, encontrandose de manera

disminuida en el grupo de neumonias bacterianas (P<0.01), figura 12.
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Figura 11. Las células positivas para Foxp3 se encontraron elevadas solo para el
grupo de coccidioidomicosis y neumonias bacterianas. A) Control sin infeccion, B)
Neumonia por influenza A H1N1 (pdm)09, C) Neumonia por influenza estacional,
D) Neumonia por Coccidioides spp. E) Neumonia bacteriana. Imagenes

representativas de todas las inmunohistoquimicas contra Foxp3 (40X). .
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Figura 12. CD8 se encontré sin diferencias entre los grupos de estudio, excepto

para las neumonias bacterianas, donde se encontré disminuido. A) Control sin

infeccion, B)

estacional,

Neumonia por influenza A H1N1 (pdm)09, C) Neumonia por influenza

D) Neumonia por Coccidioides spp. E) Neumonia bacteriana.

Imagenes representativas de todas las inmunohistoquimicas contra CD8 (40X)
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6.3 Citocinas

6.3.1 Expresion génica

En todas las muestras fue posible detectar el gen de referencia GAPDH con un Ct
promedio de 26.63 (+ 2.1) para el caso de los controles sin infeccion, 27.74 (
1.96) en el caso de influenza pandémica A H1N1 (pdm)09, 32.7 (+ 11.06) para el
caso de influenza estacional, 29.614 (+ 5.06) para el grupo de coccidioidomicosis y
22.82 (+ 2.73) para el caso de las neumonias bacterianas. Lo anterior, permitio
evaluar los niveles de expresion de citocinas y factores asociados con la
polarizacion de macrofagos. Mediadores inflamatorios como la IL-6 se encontro
aumentada 3000 veces la expresion génica en el grupo de influenza pandémica A
H1N1 (P=0.01), por el contrario para el grupo de influenza estacional se encontrd
una disminucion de 0.08 veces de su expresion (P=0.007) cuando fueron
comparadas con el grupo de tejido pulmonar no infectado. INOS se encontré con
expresion disminuida 0.5 veces para los grupos de influenza pandémica, influenza
estacional y coccidioidomicosis (P<0.01) comparados con el control no infectado.
La expresiéon génica de IL-10 se encontré aumentada de forma significativa solo
para el grupo de influenza A H1N1 (pdm)09 (P=0.01), no asi para el resto de los
grupos de estudio. Resistine Like Beta se encontré con expresién disminuida de
forma significativa solo para el grupo de influenza A H1N1 (pdm)09 (P=0.01). En el
caso de IL-2, IL-4, IL-12, IL-17, IL-23, Arg1, TGFB, IFNy TNFa no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas, figura 13 y figura 14.
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6.3.2 Elevada presencia de citocinas inflamatorias en pulmén de los

diferentes grupos de estudio

Nosotros evaluamos los niveles de citocinas en tejido de pulmén mediante
inmunohistoquimica. La IL-4 se encontr6 elevada para todos los grupos de
neumonia, excepto para las neumonias de origen bacteriano (P<0.05), figura 15.
No se encontrd diferencias significativas entre los grupos de neumonias y el
control sin infeccioén para el caso de IL-10 (P>0.05), figura 16. En el caso de IL-17
se encontr6 aumentada para los grupos de influenza A H1N1 (pdm)09, influenza
estacional y neumonias de origen bacteriano (P<0.01), figura 17. IFNy se encontro
aumentado en todos los grupos de neumonias (P>0.05), figura 18. Por ultimo,
TNFa se encontré en aumento solo para los grupos de neumonia por el virus de la

influenza A H1N1 (pdm)09 y estacional (P>0.03), figura 19.
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Figura 15. IL-4 se encontr6 aumentada para todos los grupos de neumonias,
excepto la de tipo bacteriano. A) Control sin infeccion, B) Neumonia por influenza

A H1IN1 (pdm)09, C) Neumonia por influenza estacional, D) Neumonia por

Coccidioides spp. E) Neumonia bacteriana.

las inmunohistoquimicas contra IL-4 (40X),
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Figura 17. IL-17 se encontr6 aumentada para ambos grupos de influenza A y el
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Figura 18. IFNy se encontr6 aumentado en todos los grupos de estudio. A) Control
sin infeccion, B) Neumonia por influenza A H1N1 (pdm)09, C) Neumonia por
influenza estacional, D) Neumonia por Coccidioides spp. E) Neumonia bacteriana.

Imagenes representativas de todas las inmunohistoquimicas contra IFNy (40X)
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Figura 19. TNFa se encontrd aumentado solo para los grupos de influenza A. A)

Control sin infeccion, B) Neumonia por influenza A H1N1 (pdm)09, C) Neumonia

por influenza estacional, D) Neumonia por Coccidioides spp. E) Neumonia

Imagenes representativas de todas las inmunohistoquimicas contra
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6.3.3 Concentracion de citocinas relacionadas con las subpoblaciones

celulares

Se logro la recuperaciéon de homogenizado de proteinas del tejido embebido en
parafina. Se encontré una mayor concentracion de proteinas para el grupo de
influenza A H1N1 (pdm)09. Estas muestras se almacenaron a -80°C hasta su

posterior uso.

Una vez recuperadas las muestras de proteinas de los cuatro grupos de estudios,
se corridé una primera placa para la deteccién multiplex de citocinas, sin embargo,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las diferentes
citocinas estudiadas, debido a esto se decidié no proseguir con la recuperacion de
proteinas y el procesamiento para la deteccion de citocinas para el grupo de

neumonias bacterianas.
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Figura 20. Concentracién de citocinas en tejido pulmonar de casos fatales de

neumonias.

6.3.4 Expresion génica diferencial por arreglos de PCR

Se determind la expresién génica diferencial de 84 genes para el grupo de
influenza A H1IN1 (pdm)09 e influenza estacional y los controles sin infeccion, de
los cuales se eligieron 6 genes de mayor interés para llevar a cabo una posterior
validacién de su expresion diferencial, los cuales fueron HLA-E, SCL11Af1,

CXCRa3, IRF7, STAT3 e IFNGR1.
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Figura 21. Regulacion de la expresion de genes de la respuesta inmune innata y

adquirida para el virus de la influenza A H1N1 (pdm)09.
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Figura 22. Genes regulados negativamente en el grupo de influenza A estacional.
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Figura 23. Genes sobre-expresados en el grupo de influenza A estacional. La
mayoria de estos genes pertenecen a la repuesta inmune innata, codificando

PRRs o moléculas de sefalizacion por PRRs.
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7. DISCUSION

7.1 Recuperacion de RNA de tejido embebido en parafina y deteccion del

virus de la influenza A

Mantener tejidos embebidos en parafina es una forma estable y barata de
conservarlos con potencial uso en investigacion clinica (90), sin embargo, su uso
en el diagnostico molecular es limitado, ya que este tipo de muestra presenta
varias desventajas tales como son la fragmentacion de acidos nucléicos y
modificaciones quimicas de macromoléculas (56,57). Estudios han reportado la
recuperacion de RNA de tejido embebido en parafina mediante kits comerciales y
su empleo en ensayos de diagnostico molecular y busqueda de biomarcadores por
PCR punto final y PCR en tiempo real (91-93), todos estos coinciden en la
necesidad de un protocolo estandar de fijacion de la muestra, el cual es uno de los
factores mas importantes que afectan la cantidad y calidad del RNA. En este
trabajo se logré demostrar la presencia del virus de la influenza A H1N1 (pdm)09 y
el virus de la influenza A estacional en muestras de tejido embebido en parafina
mediante el uso de PCR en tiempo real, lo cual también ha sido reportado por
otros grupos de trabajo (94,95). Estos hallazgos abren un area de oportunidad
para estudiar el virus de la influenza en muestras sospechosas, asi como, la
patogénesis de infeccidon y la busqueda de biomarcadores en el tejido pulmonar

humano.
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7.2 Caracteristicas de los pacientes

Durante un brote epidémico de influenza se esperan mayores indices de
mortalidad comparados con los brotes de tipo estacional (6). Existen diversos
factores que predisponen a los pacientes a generar una condicion denominada
distrés respiratorio agudo (ARDS) esta condicion se caracteriza por insuficiencia
respiratoria, cianosis e hipoxemia que no mejora con terapia de oxigeno. La
obesidad, cardiopatias crénicas, enfermedades pulmonares cronicas (la mas
importante EPOC), embarazo y diabetes son factores descritos que predisponen a
los pacientes a desarrollar ARDS. Todos los pacientes incluidos en este trabajo
para ambos grupos de influenza desarrollaron ARDS y presentaron
comorbilidades asociadas a ese fendmeno tales como tabaquismo, obesidad,
diabetes y cardiopatias cronicas. Ademas, existen reportes tanto para influenza A
H1N1 (pdm)09 como para influenza estacional de los factores de riesgo para
desarrollar una forma grave de la infeccion, los cuales fueron similares a los

encontrados en nuestro grupo de estudio (26,27).

Se ha reportado que de los pacientes con necesidad de hospitalizacion por
neumonia a causa del virus de la influenza, durante la pandemia de 2009, el 50%
fueron obesos (96), lo cual la coloca la obesidad como un factor de riesgo para
desarrollar la forma grave de la infeccidn (97), ya que impide la correcta funcion
pulmonar disminuyendo la capacidad de expansidén de la caja toracica (98). Otro

factor de riesgo asociado con la infeccion por el virus de la influenza es el
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tabaquismo (99). Un estudio demostré que los extractos del cigarro inhiben a
RIG1, IFN-B e IP-10; todas las anteriores participan en la respuesta inmune innata
ante el virus de la influenza y pudiera estar relacionado con la susceptibilidad a la

infeccion (100).

La diabetes mellitus y la infeccion por VIH/SIDA fueron los factores predisponentes
mas comunes en el grupo de neumonia por coccidioidomicosis. La neumonia por
Coccidioides spp. pueden ser autolimitadas o con una presentacion clinica
moderada (101). Sin embargo, los pacientes inmunocomprometidos tienen
mayores riesgos de desarrollar complicaciones de esta infeccion como efusidn
pleural, empiema o diseminacion extrapulmonar como a piel, articulaciones y
meninges (102). En nuestro estudio, todos los pacientes con coccidioidomicosis
poseian un factor de inmunocompromiso que influyé en el desarrollo de una forma

grave de la infeccion.

En las neumonias de origen bacteriano las comorbilidades mas frecuentes fueron
diabetes mellitus e hipertension arterial. Los pacientes diabéticos tienen retraso en
la cicatrizacion de heridas, una deficiente respuesta inmune contra agentes
infecciosos en piel. Ademas de ser un factor predisponente a infecciones
nosocomiales (97). Nuestros hallazgos van de acuerdo a lo publicado ya que la
mayoria de los casos de neumonias de origen bacteriano fueron de tipo

nosocomial.
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7.3 Poblaciones celulares presentes en pulmoén de pacientes con neumonias

Los neutréfilos son células de la respuesta inmune innata, cuyo papel en la
produccion del dafio en el caso de la infeccién por el virus de la influenza ya se
encuentra bien descrito (76,77) por tanto, nosotros nos interesamos en otro tipo de
células. Se evaluaron marcadores de superficie tanto para macréfagos como para
linfocitos T. En ambos grupo de influenza se encontraron aumentadas las células
CD14+ y CD4+, que son marcadores de macréfagos en general y linfocitos T
cooperadores, respectivamente. Sorprendentemente, las cuentas de células
CD206+ se encontraron en menores niveles en el grupo de influenza A H1N1
(pdm)09 comparado con influenza A estacional; nosotros estamos reportando por
primera vez este hallazgo, no existen en la literatura reportes previos de la
presencia o el papel de las células CD206+ en la infeccion por el virus de la
influenza A H1N1 (pdm)09. Dada su funcién antiinflamatoria a través de la
produccion de IL-4 e IL10, este hecho podria estar relacionado con la mayor
mortalidad observada en los brotes ocasionados por influenza. Por otra parte, CD4
es un marcador de linfocitos T cooperadores, el cual se encontr6 en mayor
numero en ambos casos de influenza. Los linfocitos CD4+ especificos para el virus
de la influenza pueden ser reclutados al sitio de la infeccion (103), de estos se
observdé una abundante infiltracion que puede ser la responsable de la alta
produccion de citocinas inflamatorias como IL-17. Los linfocitos CD4+ (Th1, Th2 y
Th17) son productores de IFN-y, IL-4 e IL-17, respectivamente (70); todas esas

citocinas fueron encontradas en altos niveles en tejido pulmonar para ambos
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grupos de influenza y podrian ser las responsables en gran medida de la
inflamacion encontrada en el pulmén. No se encontro diferencia entre las células
CD8+ comparadas con el tejido pulmonar sin infeccidn. Se ha reportado que las
células CD8+IFNy+ son importantes efectoras en la resolucion de la infeccion por
el virus de la influenza (83); nosotros no encontramos un incremento en el
reclutamiento de estas células en el sitio de la infeccién, lo anterior explicaria en

parte la pérdida del control de la infeccion y el desenlace de los pacientes.

En el caso de la neumonia fungica se encontré una alta presencia de células
CD14+, CD206+ y CD4. De estas, los linfocitos Th1 son reconocidos como un
factor esencial en la respuesta inmune eficiente contra Coccidioides spp., a través
de la produccion de IFNy (101,104). Los macréfagos inflamatorios reclutados al
tejido pulmonar también median esta respuesta inmune eficiente contra
Coccidioides spp. (105), por otro lado, los macréfagos alveolares y macréfagos
activados alternativamente CD206+ juegan un papel en la reparacion del tejido
(106). CD206 se ha reconocido como un importante PRR que reconoce PAMPs
fungicos, especificamente mananos (107,108). Los macréfagos CD206+ son
productores de IL-4 e IL-10, ambas citocinas relacionadas con un peor prondstico
para el paciente en el caso de coccidioidomicosis (109-111). Estudios previos
demostraron la participacién de células CD206+ en inducir la respuesta inmune
celular en voluntarios sanos con inmunidad a Coccidioides spp. (107), sin
embargo, el mecanismo aun no esta bien elucidado. Por otra parte, las células
CD8+ y Foxp3+ se encontraron en cuentas similares al grupo control sin infeccion.

En modelos animales de coccidioidomicosis se ha demostrado que los linfocitos
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CD8 confieren proteccién ante el hongo a pesar de eliminar las células CD4+
(112) . En nuestro estudio, el deceso del paciente podria estar relacionado con el
bajo reclutamiento de células CD8+. En ratones inmunizados con esférulas
atenuadas desarrollan niveles mas altos de células Tregs (Foxp3+) al ser retados
con el hongo sobreviven la infeccion (113), ésto y el inmunocompromiso en los
casos fatales de neumonia por Coccidioides spp., pueden explicar la falla en el

reclutamiento de células Foxp3+ que controlen el proceso inflamatorio.

En el caso de las neumonias bacterianas se encontr6 aumentada la poblacion
CD14+; otros investigadores han reportado la importancia de estas células en la
activaciéon de células CD4+ en diferentes modelos de neumonia bacteriana
(114,115). De forma contraria, un grupo de investigadores ha reportado que las
células CD14+ son capaces de inducir apoptosis en linfocitos T, ésto en un
modelo in vitro de infeccion por Streptococcus pneumoniae; ésto podria ayudar a
explicar la baja presencia de células CD4+ en pulmén de casos fatales de
neumonias bacterianas. Sin embargo, para corroborar esto es necesario realizar
analisis posteriores. No existen reportes de la presencia de células CD206+ en el
caso de neumonias bacterianas, ya que en estas los macrofagos suelen ser de
tipo M@1. Una de las poblaciones aumentadas para el grupo de neumonias
bacterianas fue Foxp3, de esto se ha descrito un potencial mecanismo de evasion
de la respuesta inmune en un modelo de infeccion in vitro mediante la generacion
de células Foxp3+ que mantengan un ambiente inmunotolerante y por lo tanto

permisivo para el patégeno (116). Para finalizar, las células CD8+ se encontraron
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disminuidas, lo anterior concuerda con lo reportado donde ratones knockout para
CD8 desarrollaron una infeccion mas grave comparados con los ratones wild type

(117).

7.4 Niveles de citocinas

Por medio de la técnica de PCR en tiempo real no nos fue posible detectar la
amplificacion de los genes de nuestro interés en algunas muestras, asi como
tampoco de todos los genes a estudiar y por tanto, los datos arrojados fueron
variables y en pocos de ellos se logro establecer una significancia. Otros grupos
de trabajo han encontrado una expresion génica alta de IL-6 e IL-10 en el caso de
infeccion por el virus de la influenza A H1N1 (pdm)09 (25), lo cual concuerda con
nuestros hallazgos, sin embargo, estos resultados provienen de células
mononucleares de sangre periférica (25). Por otra parte, INOS es una molécula
expresada por los macrofagos de tipo M@1, la cual se encontré con una expresion
génica disminuida en los grupos de influenza y neumonias por Coccidioides spp.,

lo cual sugiere una falta de activacion de los mecanismos microbicidas.

Recientemente, otros grupos de trabajo han sido capaces de determinar
concentracion de citocinas en pulmoén de casos fatales de neumonia por el virus
de la influenza (118), una diferencia importante es el procesamiento de la muestra,
ya que ellos emplean tejido congelado, mientras en el presente estudio estaba
embebidos en parafina. Lo anterior, se explica a la modificacion de las proteinas

causada por la fijacién con formalina debido a la formacién de puentes de metilo
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(119), lo cual genera un problema para la deteccion de epitopes de las proteinas
debido a que produce cambios conformacionales en ellas (120), a pesar de haber
realizado un desenmascaramiento antigénico; no existen reportes del uso de
técnicas de desenmascaramiento de antigenos para proteinas totales de tejido y
uso posterior en ensayos de tipo ELISA y/o xMAP, es necesario llevar a cabo mas

pruebas para valorar su potencial uso en este tipo de experimentos.

En nuestro trabajo también se estudiaron citocinas relacionadas con las
subpoblaciones de macrofagos y linfocitos T mediante técnica de
inmunohistoquimica. Los resultados en ambos grupos de influenza fueron
similares. Altos niveles de citocinas inflamatorias tales como IL-17, IFNy y TNF-a
se encontraron en ambos grupos comparados con el control de tejido sin infeccion.
El rol de IL-17 y el IL-17RA con respecto a la mortalidad y el dafio pulmonar
inducido por el virus de la influenza A ya se ha reportado con anterioridad (77). En
este estudio la IL-17A se encontré elevada en los grupos de influenza, lo que
sugiere que la IL-17 liberada tanto por células locales como reclutadas al pulmén
contribuyen al dafio agudo y al prondstico del paciente, ya que esta citocina induce
la produccion de factores quimioatractante de neutrofilos (77), que son los
principales efectores del dafo tisular. En Brasil, otro grupo de investigadores
encontré una fuerte expresion de IFNy y TNF-a en pulmén de casos fatales de
influenza A (HIN1)pdm09 (121). Del mismo modo que en nuestros resultados,
altos niveles de TNF-a se encontraron en tres casos fatales de influenza A
(H1N1)pdmO09, aunque ellos realizaron el hallazgo en sangre; el mismo fenémeno
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se reflejé en tejido pulmonar (121). Los altos niveles de IL-17, IFNy y TNF-a son
una sélida evidencia de la fuerte respuesta inflamatoria en el pulmén durante la
infeccion por el virus de la influenza, todos estos hallazgos pueden estar
involucrados en el desenlace fatal de los pacientes analizados. La IL-4 es una
citocina relacionada con la polarizacién de macréfagos a M@2 y de linfocitos a Th2
(122), ésta se encontr6 elevada en ambos grupos de influenza; resultados
similares se han obtenido en plasma de pacientes con infeccidn por el virus de la
influenza A HI1IN1 (pdm)09 y estacional (123,124). Las diferencias que existen
entre estos resultados pueden deberse a que la muestra es de un tipo muy
diferente, ademas de la cantidad disponible de muestra. Por otra parte, la IL-10 es
una citocina inmunorregulatoria que contrarresta el proceso inflamatorio (27), sin
embargo no se encontré diferencia significativa para ambos casos de neumonias
por influenza, lo cual sugiere que aunque existe la produccion de IL-10, sta no es
suficiente para regular el proceso inflamatorio en el caso de las neumonias por

influenza A.

A pesar de la intensa respuesta de citocinas en el tejido pulmonar de los casos
fatales de influenza, el perfil de estas fue similar en influenza A (H1N1)pdmO09 y

estacional.

En la neumonia por Coccidioides spp. se encontraron altos niveles de IL-4, la cual
se considera perjudicial para el paciente, ya que en modelos animales, los ratones
susceptibles a la infeccion producen mayores cantidades de IL-4 que los
resistentes (109). Por otra parte, los pacientes con coccidioidomicosis autolimitada

tienen predominantemente una respuesta de tipo Th1, mientras altos niveles de
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anticuerpos se ha relacionado con un peor pronostico (125). Ademas, altos niveles
de IFNy se encontraron en las neumonias por Coccidioides spp., del cual se ha
reportado su importancia en la respuesta efectiva contra el hongo (109,126).
Animales resistentes a la infeccion por C. immitis expresan mayores niveles de
IFNy comparados con aquellos que sucumben ante la infeccidon (126), el IFNy
podria estar activando la funciones microbicidas del macrofago; a pesar de su
presencia en el pulmon de casos fatales de coccidioidomicosis, este no parece ser
suficiente para controlar la infeccion o algun otro componente podria estar
evitando la sefializacion a través del receptor de IFNy. Para TNFa no se encontro
un aumento significativo, pero interesantemente la mayor cantidad de células
positivas se encontraron en la periferia de las esférulas, este fenomeno también se

reflejé para IFNy, lo cual se ha reportado previamente para el caso de IFNy (111) .

Para las neumonias bacterianas no se encontré diferencia en la presencia de
células IL-4+, comparado con el control sin infecciébn. La vacunacion contra
Acinetobacter baumanii, asi como de Streptococcus equi induce en modelos
animales la produccion balanceada de IL-4, asi como de IFNy (127,128); sin
embargo, eso se ha reportado en suero y no en pulmén de pacientes. No se
encontré diferencia para el caso de IL-10, con respecto a ella se ha sugerido que
durante el curso de neumonias de origen bacteriano se favorece la secrecion de
citocinas de tipo Th1 por encima de las de tipo antiinflamatorio como IL-10 (129).
Se ha propuesto por otros investigadores que altos niveles de IL-10 al inicio de la
infeccidon bacteriana impide la eliminacion de la bacteria, sin embargo, es

necesaria en fases mas tardias donde regula negativamente la acciéon de los
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neutréfilos en el sitio de la infeccidn (130-132), ésto en modelos animales vy

cultivos de monocitos proveniente de sangre periférica.

Se encontré6 aumentada la positividad para IL-17; en multiples modelos animales
de neumonia bacteriana se observa la alta produccion de IL-17 en pulmon (133—
135), esta alta produccién también ha sido observada en cultivos ex vivo de
células provenientes de lavados broncoalveolares (136). En este trabajo se
confirma la alta presencia de células IL-17+ en pulmdén de casos fatales de
neumonias bacterianas; de las cuales se reconoce que tienen un papel en la
eliminacion del patogeno y el reclutamiento de células de la respuesta inmune con
accioén microbicida al sitio de la infeccién. Se ha encontrado en suero de pacientes
altos niveles de IFNy (123), del mismo modo, nosotros encontramos aumentada
esta citocina pero en el sitio de la infeccidon. Esta citocina es capaz de polarizar
macrofagos de tipo M2 a Me1 (137), que tengan una mayor actividad
microbicida. De forma parecida a IFNy, TNFa también es una citocina
inflamatoria, ésta activa la respuesta de fase aguda de la inflamacion y favorece la
polarizacion de macroéfagos a un fenotipo inflamatorio  (137,138).
Sorprendentemente, esta citocina se encontré sin diferencia significativa en
pulmén de casos fatales de neumonia bacteriana cuando se compardé con el
control sin infeccién, sugiriendo que las cantidades producidas de esta citocina no

son las necesarias para favorecer la eliminacion del agente patégeno.
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8. CONCLUSIONES

. Existe un proceso inflamatorio exacerbado en las muestras de pulmén de
los pacientes fallecidos por influenza, sin embargo éste no distingue entre

pandémica y estacional.

. Todos los casos fatales estudiados presentaron factores de riesgo, tales
como tabaquismo, sobrepeso, diabetes mellitus, cardiopatias cronicas e

hipertension arterial.

. El marcador de superficie de M@2, CD206 se encuentra disminuido en
influenza A H1N1 (pdm)09 comparado con influenza A estacional. Por otro
lado el CD206 se observé elevado en los pacientes con coccidioidomicosis,
éste puede jugar un papel importante en la generacién de un ambiente

inmunoldgico que permite la persistencia del agente patdgeno.

. En las muestras de coccidioidomicosis se observa dafo crénico e

infiltracidon linfocitaria. El estado de inmunosupersion de estos pacientes

puede ser un factor contribuyente que permite la persistencia del hongo.

. Las neumonias bacterianas fueron principalmente de tipo nosocomial; en

ellas se encontr6 un ambiente principalmente de células y citocinas

inflamatorias.
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9. PERSPECTIVAS

. Realizar la validacién de la expresién génica de los arreglos de PCR.

Corroborar in vitro la polarizacion de macréfagos hacia el tipo M1 o M2

mediante el estimulo con diferentes virus de la influenza.

. Estudios que comprueben en un modelo animal la polarizacién de
macréfagos hacia el tipo M1 o M2 mediante el estimulo con diferentes virus

de la influenza.

. Estudiar el potencial del redireccionamiento de la respuesta de macrofagos

tipo M2 a M¢1 mediante el uso de farmacos.

. Estudios en un modelo animal que permita identificar el mecanismo por el
cual persiste el agente patégeno en pulmén y la participacién de las células

CD206+.
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