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Area de estudio: Inmunologia en Infecciones virales

Propésito y Método de Estudio: Las infecciones respiratorias virales son un
problema de salud publica mundial debido a su rapida y facil transmisién a través
de aerosoles respiratorios. Los agentes virales mas comunes que causan este tipo
de infecciones son: virus de Influenza A, Rinovirus, Parainfluenza, Influenza B,
Coronavirus, Virus Sincitial Respiratorio y Metaneumovirus. Los microARNs son
acidos nucleicos de cadena sencilla y pequena (18-25 nucleétidos) que regulan la
expresion génica a nivel post-transcripcional; estos han sido utilizados como
biomarcadores en otro tipo de patologias como el cancer. El proposito de este
estudio fue investigar los perfiles de expresion de microARNs y citocinas que se
encuentran a nivel de mucosa nasal de pacientes adultos infectados con este tipo
de virus, para lograr esto se reclutaron personas mayores de edad con diagnéstico
clinico de infeccién respiratoria aguda a los cuales se les confirmé la gtiologia de la
infeccion por técnicas moleculares, se evalu6 la gravedad de la sintomatologia
durante siete dias ademas de medir los niveles de expresion de microARNs
asociados a inflamacién en lavado nasal. Asi también, se cuantificaron 26 citocinas
tanto en la misma muestra como en plasma. .

Contribuciones y Conclusiones: Se rc_aclutaron 100 pacientes de los cugles
82 resultaron con infeccion respiratoria ocasionada por al menos un agente viral.
Fueron comunes las infecciones por multiples virus (co-infecciones). Se obtuvieron
los perfiles de expresion de microARNs en lavado nasal de los ‘pacientes
dependiendo si contaban con monoinfeccion o co-infecciones virales, asi como los
perfiles diferenciales de citocinas. Independl‘entemen.te (_iel agen@e viral, a!gunos
microARNs (miR-29¢, miR-132Y miR-326), asi como citocinas pro—mﬂamac:jtogag (I:.—
1B, IL-6, TNFa), ambos en lavado nasal correlgcmnaron con dIa graved ad e la
sintomatologia lo que los hace candidatos a ser biomarcadores de gravedaad.

C. Adri . Rosas Taraco
Dirgttor de Tesis

Dr.
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1. INTRODUCCION

1.1 INFECCIONES RESPIRATORIAS: UN PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

Las infecciones respiratorias son aquellas que afectan tanto las vias aéreas
superiores (cavidades nasales, nasofaringe, faringe y laringe) como inferiores
(trdquea, bronquios, bronquiolos y pulmones) y son ocasionadas por algun agente
patdgeno [1].

Se pueden clasificar como infecciones del tracto respiratorio superior, las
cuales pueden ocasionar el resfriado comun, laringitis, faringitis, rinitis aguda,
rinosinusitis aguda y/u otitis. Por otro lado, las del tracto respiratorio inferior dan
origen a traqueitis, bronquitis, bronquiolitis y/o neumonia [2].

El modo de transmisién de este tipo de infecciones puede ser de varias formas
[3]: 1) contacto directo entre persona-persona, es decir, los agentes patégenos son
transferidos desde la piel contaminada de una persona infectada a otra sana, 2)
contacto indirecto a través de fébmites como celulares, manijas de puertas entre otras
estructuras que hayan sido contaminadas y 3) aerosoles respiratorios los cuales
pueden ser particulas grandes (>5 um) o pequenas (<5 um) [4]. En todos los casos

es necesaria la inoculacién de los agentes en la mucosa nasal u oftalmica [3].

1.1.1 Infecciones respiratorias virales

Los agentes patdgenos causantes de este tipo de infecciones pueden ser
desde hongos, parasitos, bacterias (Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Coxiella burnetti, Legionela pneumophila) y
virus siendo los ultimos dos tipos los mas comunes.

Entre los virus causantes de infecciones respiratorias agudas se encuentra:




Virus de Influenza

Pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Las diferencias antigénicas en su
nucleoproteina (NP) y proteina de matriz (M1) permiten clasificar a los virus de
Influenza en los tipos A, B o C [5]. Todos ellos tienen un genoma de ARN
segmentado (ocho moléculas separadas) de cadena sencilla y sentido negativo, su
capside es helicoidal con envoltura [6].

El virus de Influenza A se encuentra envuelto por una membrana que deriva
de la célula infectada. Los ocho fragmentos codifican al menos once marcos de
lectura abiertos. Se encuentran cubiertos por tres proteinas: hemaglutinina (HA),
matriz 2 (M2) y neuraminidasa (NA). HA es una proteina de membrana integral tipo
| que se encuentra glicosilada y cuya funcion es de proteina de unién al receptor,
asi como de fusién [7]. La proteina pequefia M2 funciona como canal de protones
el cual es necesario para la replicacion viral [8]. Por otro lado, la proteina NA es una
glicoproteina de membrana integral tipo Il con actividad enzimatica de sialisidasa la
cual es necesaria para la hidrélisis del acido sidlico de las células hospederas
permitiendo la liberacién de nuevos viriones, asi como de glicoproteinas propias del
virus para evitar la agregacion de los mismos [9].

El virus de Influenza A puede ser subclasificado de acuerdo a la antigenicidad
de la HA y NA. Actualmente, 18 HA (H1 — H18) y 11 NA (N1 — N11) subtipos han
sido identificados [10]. Es un patégeno zoondtico que infecta un amplio rango de
especies mamiferas y aves [11]. Los hospederos naturales del virus de Influenza A

son aves acudticas como patos, gansos y gaviotas [12]. Los tipos HIN1, H2N2 y




H3N2 han causado pandemias en los humanos [13]. Se han reportado casos de
transmisiones desde cerdos y aves a humanos [14]

El virus de Influenza B fue identificado por primera vez en 1940 [15]. A
diferencia del virus de Influenza A, este no se subclasifica de acuerdo a las
moléculas de HA y NA, sin embargo, se han caracterizado antigénica- vy
genéticamente dos linajes: B/Victoria/2/87 (linaje Victoria) y B/Yamagata/16/88
(linaje Yamagata) [16]. No cuenta con un hospedero natural; a pesar de haber un
reporte de aislamiento en focas, este no mostr6 adaptacion y ademas fueron iguales
a los aislados en humanos [17].

El virus de influenza B y A comparten muchas caracteristicas, sin embargo, la
capacidad de evolucion del primero es muy reducida en comparacién con el
segundo. Se habla de aproximadamente un rango de 1x10- a 8x10-2 sustituciones
por sitio por ano en el genoma del virus de Influenza A [18], por lo que se consideran
evolutivamente dinamicos con altas tasas de mutacién. No existe recombinacién
entre ambos virus por lo que es casi improbable que el virus de Influenza B pueda
causar una pandemia [19].

En el caso de Influenza A, cuando las mutaciones ocasionan un cambio en la
cadena de aminoacidos que conforman los determinantes antigénicos de las
glicoproteinas de superficie HA y NA, pueden dar lugar a ventajas selectivas para
las cepas virales por lo que les permite evadir la respuesta inmune de memoria. A
este fenobmeno se le denomina “deriva antigénica” y provoca brotes de gripe
relativamente leves cada uno a tres afos. Por otro lado, el “cambio antigénico”,

causado por el reordenamiento o la mezcla del genoma viral segmentado durante




una co-infeccion en animales no humanos, genera variaciones antigénicas
importantes y periddicamente produce pandemias [6].

Los virus de influenza tienen como blanco principal las células epiteliales de la
mucosa respiratoria. El sitio de unidén a receptor de la HA viral es necesario para la
unioén a la galactosa del acido siélico presente en la superficie de las células del
hospedero [20]. Una vez dada la interaccién virus-receptor, el complejo es
endocitado, se acidifica el endosoma tardio por importacién de protones lo cual
ocurre de forma fisiolégica. Posteriormente, la HA viral sufre un cambio
conformacional el cual permite acercar aun mas la membrana viral y endosomal
hasta su fusion. Para la liberacién del ARN viral en el citoplasma, el canal ibnico M2
viral transporta protones que se encuentran dentro del endosoma al interior del
virion. Como resultado de esto, el ARN se disocia de la proteina M1 mediante la
interrupcion de la interaccién con ribonucleoproteinas la cual es sensible al pH. El
ARN viral es entonces transportado dentro del nucleo en un proceso dependiente
de ATP para iniciar la transcripcién y traduccién [21]. Posterior a la sintesis del
ARNm a partir del molde del genoma viral, son sintetizadas las proteinas en el
citosol. La nucleoproteina (NP) junto con la RNA polimerasa interactia con el ARN
viral para formar ribonucleoproteinas. La proteina M1 interactia con el dominio C-
terminal de HA y NA en la membrana plasmatica formando “parches” de estas
proteinas debido a que las agrupa. Después, las ribonucleoproteinas sintetizadas
de novo interactian con M1 y ocurre un proceso de brotacién formando nuevos
viriones. Esto sucede preferencialmente en la membrana apical en caso de ser

células epiteliales con membranas diferenciadas [22].




Virus de Parainfluenza

Estos virus fueron descubiertos a finales de la década de los 50’s, cuando
demostraron que tres diferentes virus aislados de nifios con infeccidn respiratoria
del tracto inferior, eran Unicos y diferentes al virus de influenza, con los cuales tenian
algunas similitudes. Esta nueva familia de virus respiratorios crecia pobremente en
huevos embrionados y compartian muy pocos determinantes antigénicos con los
virus de la familia Orthomyxoviridae. Posteriormente, en 1959 fue descubierto un
cuarto tipo de virus con las mismas caracteristicas a los tres anteriores, por lo que
se cred un nuevo grupo taxonémico denominado “virus de Parainfluenza” [23].

Los virus de Parainfluenza humanos se encuentran genética- y
antigénicamente divididos en tipos: 1, 2, 3 y 4. Otros subtipos principales de
Parainfluenza tipo 4 (A y B) [24], asi como subgrupos/genotipos del tipo 1y 3 se
han descrito [25, 26]. Al microscopio electrénico se observan envueltos por una
membrana lipidica y pleomorfos, miden entre 150 — 250 nm pero se han reportado
agregados de viriones [27]. Las particulas virales usualmente contienen ARN de
cadena sencilla y polaridad negativa. El genoma esta comprendido por
aproximadamente 15,000 nucleétidos [28] y se encuentra organizado para codificar
al menos seis proteinas estructurales comunes: N (proteina de nucleocapside), P
(fosfoproteina), M (proteina de membrana), F (proteina de fusién), HN
(hemaglutinina-neuraminidasa) y L (proteina de nucleocapside larga).

El proceso de replicacién viral es muy parecido al de los virus de Influenza,
inicia con la fusion de las membranas lipidicas tanto del virus como de la célula

hospedera. Posteriormente, la nucleocapside es expulsada al citoplasma donde se




lleva a cabo la transcripcidn por parte de la proteina L (ARN polimerasa dependiente
de ARN). Después, la maquinaria ribosomal de la célula del hospedero traduce los
ARNm en proteina virales. Estos dirigen la replicacion del genoma del virus, primero
en una cadena de ARN en sentido positivo y luego en una hebra negativa. Una vez
producidos, estas cadenas sencillas de ARN en sentido negativo son encerrados
dentro de la capside con la proteina NP y puede tener dos destinos: 1) ser usado
en futuras rondas de transcripcion y replicacién o 2) ser empaquetado para ser

expulsado como un nuevo virion [23].

Coronavirus

Los Coronavirus son un grupo grande de virus pertenecientes al orden
Nidovirales el cual incluye a las familias: Coronaviridae, Arteriviridae 'y Roniviridae.
La subfamilia Coronavirinae junto con Torovirinae son miembros de la familia
Coronaviridae. La primer subfamilia anteriormente mencionada se divide en cuatro
grupos: alfa, beta, gamma y delta [29]. Dentro de los Coronavirus humanos se
encuentran dos alfas: HCoV-229E y HCoV-NL63; y dos betas: HCoV-OC43 y HCoV-
HKU1. Los subtipos 229E y OC43 fueron aislados en 1967 [30, 31] mientras que
NL63 y HKU1 se identificaron recientemente a raiz de la epidemia del sindrome
respiratorio agudo por Coronavirus (SARS-CoV) [32, 33]. Dos casos especiales son
SARS-CoV y MERS-CoV, ambos son Coronavirus del tipo beta que han causado
epidemias importantes recientemente.

Los coronavirus son virus envueltos en una membrana lipidica, su genoma es

de ARN de cadena sencilla, polaridad positiva y no segmentado, ademas cuenta




con el genoma mas grande de todos los virus de ARN conocidos, comprendiendo
aproximadamente 30 kilobases. En el extremo 5’ y 3’ de la molécula de ARN se
encuentra una caperuza y una cola de poli-adenosinas, respectivamente,
permitiendo actuar como un ARNm para ser traducido [34].

La estructura del virus es esférica con un diametro de 125 nm
aproximadamente. La caracteristica morfolégica mas importante de los Coronavirus
son las proyecciones en forma de espinas que emanan de la superficie del virién
dandoles un aspecto de corona solar, y debido a estas caracteristicas se les nombré
de tal forma [35].

Las particulas virales contienen cuatro proteinas estructurales principales: pico
(S de “spike”), de membrana (M), de envoltura (E) y de nucleocapside (N), todas
ellas codificadas en el tramo final del extremo 3’ del genoma viral. Los homotrimeros
de la proteina S conforman la estructura de pico caracteristica en la superficie del
virus [36], ademas es una glicoproteina de fusidén clase | que media la unién del
virus al receptor del hospedero [37]. La proteina M es la mas abundante de las
proteinas estructurales, contiene tres dominios transmembranales y se piensa le da
la forma al virién. La proteina E se encuentra en cantidades pequenas dentro del
virién y tiene actividad de canal idnico facilitando el ensamble y liberacién del virus
durante la replicacién. La proteina N es la Unica que se encuentra en la
nucleocapside y se une al ARN viral, es la encargada de encapsidar el genoma
antes de que el virus sea liberado de la célula hospedera.

La unién del virién a la célula hospedera inicia con la interaccién entre la

proteina S con su receptor, esta es determinante para que ocurra la infeccion y




ademas, determina el tropismo por ciertos tejidos. Muchos Coronavirus utilizan
peptidasas como receptores celulares, sin embargo, no se sabe porque cuando las
proteinas receptoras carecen del dominio que otorga la actividad de peptidasa, el
virus tiene capacidad de entrar a la célula. Una vez dentro del endosoma, este se
acidifica y una catepsina hidroliza la proteina S permitiendo la liberacion de un
péptido el cual se inserta en la membrana del endosoma y fusiona la membrana
viral lo que permite la liberacion del genoma en el citoplasma.

Una vez en el citoplasma, es necesaria la traduccién del ARNm que codifica
para la proteina replicasa, encargada de crear copias del genoma viral, y proteinas
S, E y M que posteriormente ingresan en el reticulo endoplasmico y siguen la via
secretora, los genomas virales son encapsidados por la proteina N formando
viriones maduros en el compartimento intermedio entre el reticulo endoplasmico-
complejo de Golgi, [38]. Una vez completado el ensamble, los viriones son

transportados en vesiculas hacia la membrana celular donde son exocitados.

Rinovirus

Los Rinovirus fueron descubiertos en la década de los 50’s en un esfuerzo para
identificar el agente etiologico del resfriado comun. Son miembros de la familia
Picornaviridae y del género Enterovirus. Su genoma es de ARN de cadena sencilla
y polaridad positiva de aproximadamente 7,200 pb (pares de bases) y esta
estructurado en un solo gen del cual se pueden originar 11 proteinas tras un proceso
de hidrolisis por proteasas virales [39]. El viridn tiene forma icosaédrica, mide 27 nm

de diametro aproximadamente y no estd envuelto por una membrana lipidica a




diferencia de otros virus. Cuatro proteinas (VP1 — VP4) conforman la capside viral
que contiene el ARN, mientras otras proteinas consideradas no estructurales se
encuentran involucradas en los procesos de ensamblaje y replicacion del virus.

Se han descrito alrededor de 100 serotipos los cuales a través de técnicas de
secuenciacion de las regiones codificantes de la capside viral, asi como otras no
codificantes permitié clasificar a los Rinovirus en dos tipos: 74 serotipos en HRV-A
("Human Rhinovirus-A”) y 25 serotipos en HRV-B (“Human Rhinovirus B”). El
desarrollo de técnicas moleculares altamente sensibles permiti6 una mejor
clasificacion dando lugar en el 2009 a un nuevo tipo: HRV-C [40].

Dependiendo del tipo de receptor (ICAM-1 o LDL-R) el virus ingresa dentro de
la célula hospedera por endocitosis dependiente o independiente de clatrina o bien
por macropinocitosis [41]. Una vez en el endosoma, los viriones sufren cambios
conformacionales que provocan el desnudamiento en un proceso mediado por
ICAM-1 y/o el ambiente acido dentro de la vesicula [41, 42]. Se piensa que el
genoma viral cruza la membrana del endosoma hacia el citosol a través de un poro
formado por proteinas virales o bien por la ruptura de la membrana. Una vez en el
citoplasma, el complejo ribosomal del hospedero traduce el ARN viral dando origen
a una poliproteina que después es hidrolizada en 11 péptidos. Posteriormente, el
virus es ensamblado y liberado al exterior [43].

Virus Sincitial Respiratorio

El Virus Sincitial Respiratorio Humano (VSR) fue aislado por primera vez de

chimpancés en 1956 [44] y posteriormente de nifnos con enfermedad respiratoria
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grave del tracto respiratorio inferior [45]. Pertenece a la familia Paramyxoviridae,
género Pneumovirus, subfamilia Pneumovirinae.

VSR es un virus envuelto por una membrana lipidica con genoma de ARN no
segmentado de cadena sencilla y polaridad negativa, contiene 10 genes que
codifican para 11 proteinas y dado que dos marcos de lectura abiertos se empalman
en el ARNm de M2, este puede dar origen a dos proteinas de matriz distintas: M2-
1y M2-2. Nueve de las once proteinas son estructurales y las dos restantes dirigen
el proceso de replicacién viral una vez el virus infecta la célula hospedera [46].

La membrana viral del VSR contiene tres proteinas: 1) glicoproteina G, la cual
funciona en la union al receptor en la célula hospedera; 2) glicoproteina de fusién
(F), la cual se encarga de la fusion de la membrana celular con la viral; y 3) proteina
hidrofébica SH la cual no participa en ninguno de los procesos anteriormente
mencionados. El virus comprende ademas otras cinco proteinas estructurales:
proteina grande (L), de nucleocapside (N), fosfoproteina (P), de matriz (M) y M2-1;
y dos no estructurales: NS1 y NS2

El VSR muestra una minima heterogeneidad antigénica. Sin embargo, dos
grupos principales: VSR-A y VSR-B, con diferencias antigénicas en las proteinas G,
F, N y P han sido bien caracterizados. La proteina G es la mas variable con solo
53% de homologia en la secuencia de aminoéacidos entre los grupos A y B. Por otro
lado, las proteinas F y N cuentan con un grado alto de homologia genética y
antigénica [47].

La replicacion viral inicia desde la union de la membrana lipidica del virus con

la del hospedero. Después, la envoltura viral se fusiona con la del endosoma en un
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proceso mediado por la proteina F y de esta forma la nucleocépside es liberada en
el citoplasma. El ARN viral en sentido negativo sirve como molde para el ARNm el
cual es traducido dando origen a las distintas proteinas virales. Posteriormente, los

viriones son ensamblados y son liberados por la destruccidon de la célula [47, 48]

Metaneumovirus

Fue descubierto en Holanda en el 2001 cuando se aislé de pacientes
pediatricos que padecian sintomas similares a los causados por la infeccién del
VSR. El Metaneumovirus pertenece al orden Mononegavirales dentro de la familia
y subfamilia Paramyxoviridae y Pneumovirinae, respectivamente [49].

De forma similar al VSR, este se clasifica en dos genotipos: A y B. Basandose
en la secuenciacion de la glicoproteina de union (G) y de fusion (F) que se
encuentran en la superficie, estos dos genotipos son subdivididos en: A1, A2, B1y
B2. El subgrupo A2 se vuelve a subdividir en A2a y A2b [50].

El genoma del Metaneumovirus esta conformado por ARN no segmentado de
cadena sencilla y polaridad negativa donde se encuentran ocho genes que codifican
para nueve proteinas: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina de matriz (M),
glicoproteina de fusién (F), factor de transcripcién putativo (M2-1), factor regulador
de sintesis de ARN (M2-2), glicoproteina pequena hidrofébica (SH), glicoproteina
de unién (G) y polimerasa viral (L) [51]. La envoltura contiene tres glicoproteinas de
superficie (F, SH y G), dentro se encuentra la nucleocapside donde esta el ARN

asociado con las proteinas P, N, L, M2-1 y M2-2.
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El ciclo de replicacion del Metaneumovirus inicia con la unién del virus a la
célula del hospedero, la cual esta dirigida por la proteina G que se asocia con los
receptores heparan-sulfato. La proteina de fusién (F) sufre un hidrélisis por
proteasas liberando un dominio que actua fusionando la membrana viral con la
celular, de esta forma el complejo de ribonucleoproteina viral que contiene el
genoma viral se libera en el citoplasma. Este ultimo, sirve como molde para la
sintesis de ARNm y complementario (antigenoma). Luego de la traduccion, las
proteinas M y complejos de ribonucleoproteinas virales son transportados a la
membrana celular, por otro lado, las glicoproteinas F, G y SH son transportadas
desde el reticulo endoplasmico al aparato de Golgi y después a la membrana
plasmatica. Finalmente, los nuevos viriones son ensamblados y liberados de la
membrana plasmatica en un proceso de brotacién [52, 53].

1.1.2 Epidemiologia de infecciones respiratorias virales

Debido a la facil forma de transmision en comparacién con otros agentes
patdgenos, las infecciones respiratorias virales cursan con gran incidencia y
morbimortalidad en todo el mundo. La World Lung Foundation reporté que la
cantidad de muertes por ano en el mundo debido a infecciones respiratorias agudas
es de 4.5 millones de casos. La tasa de muerte por neumonia es 215 veces mas
alta en los paises en vias de desarrollo en comparacién con aquellos de ingresos
altos, ademas entre tres y cinco millones de personas en el mundo contraen
infecciones graves de la gripe cada afno.

En conjunto, las infecciones respiratorias agudas causan al menos 6% de

discapacidad y muerte en el mundo. Estas muertes se producen mayoritariamente
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en los paises mas pobres del mundo, donde los factores mas frecuentes asociados
a este tipo de infecciones incluyen la malnutricién, contaminacién, hacinamiento y
consumo de tabaco.

Un estudio realizado donde se evaluaron 188 paises, reportaron 18.8 y 15.0
billones de casos de infecciones del tracto respiratorio superior e inferior,
respectivamente en el 2013 [54]. En Estados Unidos de América las infecciones
respiratorias del tracto superior son las mas comunes en la poblacién general,
ademas son una de las principales causas de ausentismo laboral y escolar [55].

En México, durante el 2015 la Secretaria de Salud a través de la Direccion
General de Epidemiologia reporté una disminucion en la tasa de incidencia de
infecciones respiratorias agudas (sin considerar Influenza) desde los grupos de
edad: 60 - 64 anos (tasa por 100,000 habitantes: 20228.21) a 45 - 49 anos
(16511.62) luego >65 anos (16414.60) después 50 — 59 afos (15786.37) seguido
de 20 — 24 anos (12262.91 y por ultimo 25-44 (11384.00) [56]. En estos mismos
grupos de edad, la principal causa de muerte se debi6 a este tipo de infecciones

durante el mismo ano [57-62].
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Los meses con mayor incidencia en nuestro pais son durante finales de otorio,

todo el invierno e inicios de primavera con una baja durante el verano (Fig. 1) [63].
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Fig. 1 Comparativo de incidencia (tasa por 100,000 habitantes) de infecciones
respiratorias agudas, por semana epidemioldgica, México 2015 — 2016 [63].

Virus de Influenza

Los virus de Influenza, normalmente circulan en mayor cantidad durante los
meses de invierno, iniciando desde el mes de octubre con picos en diciembre, enero
y febrero pudiéndose extender hasta el mes de marzo [64].

Conduce a la hospitalizacion de mas de 200,000 personas al ano y da como
resultado 36,000 muertes por la gripe o complicaciones relacionadas en los Estados
Unidos de América, afectando especialmente a grupos de edad avanzada y
pacientes pediatricos [65]. Durante el mes de Octubre 2015 a Febrero 2016, se
reportaron 896 casos de hospitalizaciones que resultaron positivos para virus de
Influenza en este mismo pais, donde las personas mayores de 65 afnos fueron los

que tuvieron la mayor tasa de ingreso a unidades de salud [66].
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Las epidemias causadas por el virus de Influenza B se notaron, ocurrian cada
dos a cuatro afos y eran generalmente bien definidas y discretas. El requerimiento
de tratamiento médico, visitas a clinicas o hospitalizaciones eran comunes en
grupos de todas las edades [67].

En distintos estudios de poblacién adulta y adolescentes donde reportan la
frecuencia de deteccién del virus de influenza B muestran gran variabilidad. En seis,
realizados en Estados Unidos van desde 0 — 40.6% [68-73], en Europa de 1.6 —
24.4% [74, 75], y en cuatro estudios con datos de ambas regiones anteriormente
mencionadas van desde 9 — 43.2% [76-78]. Estudios en Australia y Brasil reportaron
tasas de frecuencia de deteccion entre 1 — 48% en poblaciones adultas [79-83].

En México a diferencia de las infecciones respiratorias, las tasas de incidencia
de Influenza durante el 2015 fueron aumentando conforme la edad de los pacientes:
20 — 24 anos (tasa por 100,000 habitantes: 13.95), 25 — 44 anos (15.97), 45 — 49
anos (18.39), 50 — 59 afos (19.05), 60 — 64 anos (22.25) y por ultimo, mayores de
65 afios (40.14) [84].

En lo que va del 2016, el virus con mayor frecuencia de deteccién ha sido el
de Influenza B. Las entidades con mayor numero de casos confirmados de Influenza
son: Tabasco, Yucatan, Veracruz, Tamaulipas y Nuevo Ledn; que en conjunto

sumaron el 57.1% del total de casos confirmados [85].

Parainfluenza
Los virus de Parainfluenza son comunmente adquiridos en la comunidad sin

distincion de etnia, posicidn social o geografica, género o edad. Muchos factores de
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riesgo para contraer este virus han sido descritos: desnutricion, hacinamiento,
deficiencia de vitamina A, falta de amamantamiento del seno materno, asi como
exposicién a smog y toxinas ambientales [23].

En general, la deteccién de Parainfluenza aumenta cuando el verano termina
e inicia el otofio y nuevamente a inicios de invierno. Se ha reportado diferencia en
la estacionalidad dependiendo el tipo de virus, mientras que los tipos 2 y 4 se
detectan principalmente entre finales de invierno e inicios de primavera, el tipo 1y
3 lo hacen como inicialmente se describid [86].

Un estudio que comprendié varios paises de América Latina realizado entre
2006 y 2010, reporté que la frecuencia de deteccion del virus de Parainfluenza en
pacientes pediatricos y adultos fue del 3.2% [87]. Mientras que, en China, un analisis
realizado en 2009-2011 donde evaluaron, de igual forma, pacientes de un gran
rango de edad (1 dia — 91 afnos de edad) encontraron que el 51.3% de las muestras
fueron positivas para este virus.[86] .

Coronavirus

Los Coronavirus 229E, OC43, NL63 y HKU1 normalmente circulan en la
poblacion humana y causan sintomas leves a moderados de enfermedades
respiratorias tipicas en individuos inmunocompetentes [31, 88, 89]. Sin embargo, en
pacientes inmunocomprometidos y de la tercera edad pueden causar enfermedad
grave [90]. Se report6é que en Francia estos Coronavirus son responsables de entre
5-10% de las infecciones del tracto respiratorio superior e inferior, siendo el tipo
229E y HKU1 los mas comunes con 33.80% y 32.39% de frecuencia de deteccion,

respectivamente [91].
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Dos tipos de Coronavirus han cruzado la barrera inter-especie y causado
enfermedades graves e incluso muertes en humanos. SARS-CoV y MERS-CoV
aparecieron en el 2002 y 2012, respectivamente [92, 93]. A diferencia de los
Coronavirus circulantes comunes, estos eran responsables de una mortalidad
elevada cerca del 10% (SARS-CoV) y 20-50% (MERS-CoV) [94, 95].

Rinovirus

El Rinovirus causa enfermedades en todo el mundo durante todo el afo. A
partir de la década de los 60’s, los estudios de las caracteristicas epidemiolégicas y
clinicas de la infeccién por este virus en climas templados llegaron a la conclusién
que el pico de incidencia es en otofo con un pico mas pequero durante primavera
[96]. Estudios prospectivos mas recientes que emplean métodos de deteccion
molecular han replicado estos hallazgos [97]. En general, este virus es el agente
causal mas comun de enfermedad respiratoria viral durante primavera, verano y
otofio, a diferencia del virus de Influenza y VSR que predominan en invierno.

Después de la identificacién del genotipo tipo C, diversos estudios han tratado
de caracterizar la epidemiologia molecular del Rinovirus e identificar las
caracteristicas clinicas distintivas segun el tipo. Sin embargo, todos los tipos de este
virus se han encontrado a lo largo de todos los meses, en climas templados,
tropicales, subtropicales y semiaridos [98-100].

Se ha reportado que el Rinovirus es capaz de infectar a las personas de forma
asintoméatica. En adultos de mediana y avanzada edad se ha estudiado poco en

comparacién con los infantes, sin embargo, dos estudios [101, 102] reportaron
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haber detectado este virus en 0% y 2% de adultos asintométicos aunque las tasas
fueron mayores en adultos que eran contactos de nifios infectados [103].

Estudios con técnicas moleculares, asi como cultivos virales demostraron que
el Rinovirus es el agente causal del 50 — 66% del total de casos de resfriado comun
[104]. Esta es una enfermedad auto-limitada en pacientes inmunocompetentes, con
un periodo de incubacién promedio de 2 dias [105] y afecta a los pacientes durante
7 a 14 dias [106, 107]. Los sintomas comunes pueden incluir rinorrea, congestion
nasal, dolor de garganta, tos, dolor de cabeza, fiebre, odinofagia y malestar general.
Comparado con la gravedad y duracion de los sintomas reportados por pacientes
con resfriado comun asociado con Coronavirus, no hubo diferencias [108]. A pesar
de la gravedad relativamente baja, los costos en salud son considerables. En una
encuesta realizada a 4,051 hogares en Estados Unidos de América, el impacto
econdmico de las infecciones respiratorias virales (excluyendo al virus de influenza)
se estimé en 40 mil millones de dblares anuales tanto en costos directos como

indirectos [109].

Virus Sincitial Respiratorio
Los resultados de analisis moleculares muestran que varios genotipos de VSR
pueden estar presentes simultaneamente en cualquier temporada

independientemente la region [110]. En las regiones templadas, las infecciones por
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VSR muestran una estacionalidad con aparicion a finales de otono o principios de
invierno, un pico entre mediados de diciembre y principios de febrero y una baja
para finales de primavera. En cambio, en los paises tropicales, los patrones son
menos predecibles y pueden incluir dos picos anuales en primavera y otoio o bien
mostrar una tasa de infeccion constante a lo largo de todo el afno. Los seres
humanos son el Unico hospedero conocido del VSR.

La primoinfeccion por este virus ocurre en la infancia, pero puede haber
reinfecciones a lo largo de toda la vida. A diferencia de infantes, en niinos mayores
y adultos los sintomas estan generalmente ausentes o limitados al tracto respiratorio
superior, solo en el 25% de los casos sintomaticos es donde puede haber afeccién
del tracto respiratorio inferior (traqueo-bronquitis, bronquitis y/o sibilancias) [111].
Por otro lado, los pacientes inmunocomprometidos, con enfermedad
cardiopulmonar crénica o ancianos también son grupos de riesgo por el VSR el cual
constituye una causa importante de morbimortalidad en estas poblaciones, incluso
se estima que entre 11 — 17 mil personas mueren anualmente debido a infeccion

por VSR en Estados Unidos de América [112-114].

Metaneumovirus
Desde la primera descripcién del Metaneumovirus en el 2001, se han descrito
casos de infeccion sin importar situacion econémica. Las infecciones pueden ocurrir

a lo largo de todo el afio, sin embargo, algunos estudios han descrito estacionalidad

20



donde la mayoria de los casos ocurren entre uno a dos meses después de la
observada para epidemias del VSR [115].

El Metaneumovirus humano tipo A se asocia con enfermedad clinica més grave
[116, 117], sin embargo, otros grupos de investigacién relacionan mayor gravedad
con el tipo B [118, 119] o concluyen que no hay una asociacion [120, 121].

Las infecciones por Metaneumovirus se observan en grupos de todas las
edades, pero tienen una alta prevalencia en pacientes pediatricos en primer lugar,
seguidos de adultos de la tercera edad quienes sufren de infecciones graves a pesar
de las altas tasas de seroprevalencia y son independientes de la
inmunosenescencia [122, 123]. Estudios de seroprevalencia indican que a la edad
de 25 anos, todos los adultos han sido infectados con Metaneumovirus durante al
menos una vez a lo largo de su vida, empezando desde los cinco anos con altas
tasas de seroprevalencia [124, 125].

Las infecciones en adultos por Metaneumovirus, estan probablemente sub-
diagnosticadas debido a la falta de pruebas diagnésticas para detectar este virus en
este grupo de pacientes en la mayoria de los hospitales en el mundo.

Un estudio realizado en Suecia donde en grupos de personas hasta los 91
anos de edad, reporté una incidencia del 2.8% (n = 4,989) siendo el tipo A el mas
comun [126]. Por otro lado, en Australia se encontré una incidencia del 18.8% (n =
16) en pacientes de 64 — 102 afos [127].

1.2 RESPUESTA INMUNE ANTIVIRAL

1.2.1 Epitelio respiratorio
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El epitelio respiratorio sirve como interfase entre el cuerpo humano y el
ambiente inhalado y compone una barrera fisicoquimica compleja complementada
con el moco para funcionar como la primera linea de defensa contra patégenos
inhalados.

Las células epiteliales, las cuales cubren toda la superficie de la mucosa en
contacto con el aire, son el componente central de esta barrera. Estan unidas
fuertemente entre ellas mediante uniones célula - célula entre las que se
encuentran: estrechas, adherentes, tipo “gap” y desmosomas [128]. Estas actuan
impidiendo la entrada del virus y la difusién en la submucosa del epitelio, ademas
dificultan el acceso de los virus a los receptores dentro de la membrana basolateral
de la célula, la cual es un sitio alternativo importante de entrada para varios virus
[129, 130].

El moco que recubre el epitelio respiratorio, provee una segunda barrera ya
que es impermeable para la mayoria de los patdgenos, sin embargo, es
semipermeable a nutrientes, agua y gases. Los cilios de las células expulsan el
moco hacia el exterior del hospedero, se habla que aproximadamente el 90% de las
particulas inhaladas, incluyendo los virus, son transportados con el moco desde los
bronquiolos a la traquea [131]. Ademas contiene cerca de 200 proteinas entre las
cuales se han identificado sustancias antimicrobianas, citocinas y antioxidantes
[132].

Ademéas de su rol como barrera fisica, las células epiteliales tienen la

capacidad de reconocer patdgenos a través de receptores de reconocimiento de
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patron (PRR’s de pattern recognition receptors) como los tipo RIG (RLR’s de RIG-I

like receptors) y tipo Toll (TLR’s de Toll-like receptors) [133].

1.2.2 Familia de RLR’s

El ARN viral es un patrédn molecular asociado a patogeno (PAMP de pathogen-
associated molecular pattern) detectado en el citoplasma de las células por la familia
de helicasas de RNA tipo RIG-I (RLR’s): proteina del gen de diferenciacion asociado
a melanoma 5 (MDAS), proteina del gen inducible por acido retinoico | (RIG-I) y
proteina de laboratorio de genética y fisiologia 2 (LGP2) [134-136]

RIG-1 y MDA5 contienen dos dominios de reclutamiento de caspasas (CARD)
en el extremo N-terminal, uno de helicasa de ARN DExD/H y un dominio represor
(RD) en el extremo C-terminal. Mientras que LGP2 carece de CARDs. Cuando los
virus infectan las células, producen ARN de doble cadena o trifosfatado en el
extremo 5. En las células del hospedero, normalmente no hay presencia de ARN
de doble cadena tan largos y generalmente se encuentran protegidos por una
caperuza en el extremo 5’. El dominio de helicasa y de represién son importantes
en el reconocimiento de los ARN'’s virales, mientras que los CARD son esenciales
para activar la cascada de senalizacién [137]. La cascada de sefalizacion de los
RLR’s se detalla en la Fig. 2.

RIG-1 y MDA5 reconocen ARN de cadena sencilla y doble que se encuentra en
el citoplasma como anteriormente se menciond, sin embargo, existen diferencias
entre estos receptores. Por un lado, MDA5 es capaz de detectar el ARN de virus

pequefios como rinovirus y es vital en la regulacién de la transcripcién de genes de
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IFN-B, IFN-A y citocinas pro-inflamatorias, mientras que RIG-I es capaz de detectar
el ARN de cadena sencilla y polaridad negativa que se encuentran trifosfatados en

el extremo 5’ de virus como influenza y VSR [138].
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Fig. 2 Via de senalizacion dependiente de RIG-l y MDA-5. El ARN viral presente
en el citoplasma, consecuencia del desnudamiento, transcripcion o replicacion del
genoma viral, activa las helicasas de ARN: RIG-I y MDA-5. Una vez activados,
reclutan la proteina mitocondrial CARDIF/VISA/MAVS/IPS-1 la cual puede seguir
dos destinos: 1) la via de IRF inicia con el reclutamiento de TRAFS3 el cual se une a
TANK'y después a TBK-1 y/o IKKe. Este complejo actia como quinasa fosforilando
a IRF-3 y/o IRF-7 los cuales forman heterodimeros o homodimeros que se
translocan al nucleo y se unen al promotor de IFN tipo . 2) la via de NF-kB inicia
con el reclutamiento de TRAF6 y RIP1, al formar este complejo TRAF6 sufre un
cambio conformacional liberando un dominio de ubiquitin-ligasa resultando en la
ubiquitinacién de TRAF6 y RIP1. Ahora es reconocido por TAB2 y TABS3 y reclutan
a TAK1, luego NEMO (subunidad y del complejo IKK) reconoce a RIP1 ubiquitinado
y el inhibidor IKK es reclutado, después TAK1 fosforila a IKK facilitando su
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ubiquitinacién y eliminacion por proteosoma y liberando a NF-kB el cual se transloca
al nucleo y se une a distintos promotores. IRF-3, IRF-7 y NF- kB reclutan cofactores
como ATF-2/c-Jun y CBP/p300 los cuales en conjunto inician el proceso de
transcripcion. Modificado de [139].

La unién de ARN viral al dominio helicasa de estos receptores, induce un
cambio conformacional en la proteina permitiendo la interaccién de los CARD con
proteinas adaptadoras como estimulador 1 del promotor de IFN-B (IPS-1), también
conocido como proteina de sefalizacion antiviral mitocondrial (MAVS), adaptador
de senalizacion inducido por virus (VISA) o adaptador de CARD para inducir IFN-
(CARDIF) [140]. Esta proteina que se encuentran en la membrana exterior de la
mitocondria, media el reclutamiento y activacion de quinasas las cuales fosforilan
factores de transcripcidon como el factor regulador de interferén 3 (IRF-3), este ultimo
se transloca al nacleo e induce la transcripcién de genes de interferdn tipo |y I
[141]. Sin embargo, también puede activar la via de NF-kB para la produccién de
citocinas pro-inflamatorias [137].

En células del epitelio respiratorio, la induccion de respuesta antiviral via RIG-
I/MDADS por parte de virus respiratorios ha sido descrita. Por ejemplo, la replicacion
del VSR induce la activacién del promotor del gen de IFN-B via sefalizacién por
RIG-1 [142].

1.2.3 Familia de TLR’s

Los TLR’s son glicoproteinas integrales tipo | que reconocen PAMP’s [143]. Se
han descrito 13 TLR’s en mamiferos [144], sin embargo células humanas del epitelio
respiratorio derivadas de cultivos primarios o lineas celulares expresan del tipo 1-

10 [145] debido a que la distribucién de estos receptores depende del tipo y
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localizacion de las células. Estos tipos de receptores juegan un papel importante en
el montaje de la respuesta inmune innata en la mucosa respiratoria, ya que activan
predominantemente la via de las MAP-quinasas o de algunos factores de
trascripcion importantes como NF-kB, IRF-3 e IRF-7 los cuales inducen la
produccién de citocinas pro-inflamatorias asi como interferones tipo | (IFN-a e IFN-
B) y Il (IFN-A) [146, 147].

Los TLR’s se distribuyen de forma diferencial a lo largo de la morfologia celular,
dado que los virus tienden a infectar de forma intracelular, los receptores
especializados en sensar los PAMP’s virales se encuentran en los endosomas. Esta
subfamilia comprende a TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 los cuales reconocen &cidos
nucleicos virales e inducen la produccion de interferones tipo | [147]. TLR3 es capaz
de reconocer distintos virus como el de influenza [148], rinovirus [149] y VSR [150].
Por otro lado, TLR7, TRL8 y TLR9 reconocen ARN de cadena doble, sencilla asi
como ADN con CpG, respectivamente [151]. TLR7 y TLR9 utilizan esencialmente la
proteina adaptadora MyD88 para la activacion de los factores de transcripcién NF-
kB e IRF-7, los cuales inducen la produccién de citocinas pro-inflamatorias [152] e
interferones tipo | [153], respectivamente. La cascada de senalizacién de TLRS3, asi

como TLR7/9 se detalla en las Fig. 3 y 4, respectivamente.
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Fig. 3 Via de senalizacion dependiente de TLR3. El ARN de doble cadena (ARN
dc) presente fuera de la célula, en endosomas por desnudamiento del genoma viral
o en fagosomas producto de la fagocitosis de una célula infectada por un virus, se
une a TLR3. El producto de esta interaccion es la activacion de TLR3 y la iniciacion
de la cascada de sefalizacion predominantemente por via de NF-kB y en menor
medida por IRF-3/7 los cuales se translocan al nucleo y facilitan la transcripcion de
genes que codifican para citocinas pro-inflamatorias o IFN’s tipo |. La sefializacion
es igual a la descrita en la figura 2. Modificado de [139].
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Fig. 4 Via de senalizacion dependiente de TLR7 y TLR9. El ARN de cadena
sencilla (ARN cs) o ADN CpG interactuan con TLR7 o TLR9, respectivamente, en
los endosomas donde el genoma viral es liberado o por degradacion de células
apoptéticas que son fagocitadas. TLR7 ademas puede ser estimulado por PAMP’s
virales que se encuentran en endosomas resultado de autofagia. Los TLR’s
activados reclutan la proteina MyD88 que a su vez recluta a IRAK-4 e IRAK-1. Este
complejo proteico actia como andamio central para el reclutamiento de proteinas
adaptadoras que pueden seguir la via de IRF-7 o NF- kB. 1) MyD88 recluta a IRF-7
tras la ubiquitinacién de TRAF6, luego IRAK-1 fosforila a IRF-7 y el complejo IRF-
7/MyD88/TRAF6/IRAK1 se transloca al nucleo y se una a promotores de genes
como el que codifica para interferones tipo |. 2) NF- kB sigue la misma via de
sefalizacion descrita en la figura 2. Modificado de [139]

A pesar que los TLR’s endosoémicos son los principales actores en el montaje
de la respuesta inmune innata antiviral, otros que se encuentran en la superficie
celular parecen jugar un papel secundario pero presente. TLR4 es capaz de
reconocer la proteina de fusioén (F) del VSR conduciendo a la senalizacion a través

de MyD88 para inducir la respuesta en células del epitelio respiratorio [154-156].
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También, el virus de Influenza A induce la sobreexpresion de TLR2 en neutréfilos
humanos de forma in vitro [157] mientras en monocitos y células dendriticas del
torrente sanguineo se ve disminuido de forma in vivo [158]. Ademas, el VSR induce
la produccién de citocinas a través de este mismo TLR [159].

1.2.4 Familia de NLR’s

Los receptores tipo de dominio de oligomerizacién por unién de nucleétidos
(NOD-like receptor o NLR’s) son un tipo de PRR’s capaces de reconocer PAMP’s o
patrones moleculares asociados a dafio (DAMP’s) como son metabolitos de purinas
(ATP o adenosina), ADN o ARN en citoplasma o la proteina de grupo de alta
movilidad 1 (HMGB1) [160].

Si bien la produccion de IL-1B3 esta regulada por la sintesis de su ARNm,
también puede ser producida por la hidrélisis de pro-IL-13 mediada por un gran
complejo proteico conocido como inflamasoma que contiene caspasa 1, un NLR y
la proteina ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) [161].
Mientras que NOD1 y NODZ2, los primeros NLR’s identificados, estan involucrados
principalmente en el reconocimiento de PAMP’s bacterianos, el NLRP3 es
importante para la respuesta inmune contra virus respiratorios como Influenza A
[162, 163].

1.2.5 Interferones

Los interferones son proteinas que se han clasificado en tres familias. Los tipos
| son una familia de citocinas cuyos genes codifican 13 subtipos parcialmente
homdélogos de IFN-a en humanos, uno solo para IFN-B y otros mas que no han sido

muy bien caracterizados (IFN-¢g, IFN-1, IFN-K, IFN-w, IFN-& e IFN-C) [164]. La familia
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de interferones tipo Il comprende un solo gen cuyo producto es el IFN-y, el cual es
principalmente producido por células asesinas naturales (células NK) y linfocitos T
[165]. La familia de interferones tipo Ill comprende tres tipos: IFN-A1, IFN-A2 y IFN-
A3 también conocidos como IL-29, IL-28A e IL-28B, respectivamente [166].

Casi todas las células del organismo son capaces de producir IFN-a/ en
respuesta a la induccion por el reconocimiento de PAMP’s por parte de PRR’s como
anteriormente se describi6. Estos interferones actian de manera autocrina vy
paracrina para inducir a la propia célula y a las circundantes en un estado antiviral.
Para lograr esto, se necesita el receptor IFNAR (receptor de IFN ao/B) el cual esta
compuesto por dos subunidades: IFNAR1 e IFNAR2 [167]. Estas dos subunidades
se encuentran separadas e inmersas en la membrana plasmatica; cuando se unen
a su ligando, se propicia la union de ambas. Dentro de las proteinas inducidas por
IFNAR se encuentran proteinquinasa R (PKR), moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase | (MHC clase 1) y 2’-5’-oligoadenilato sintasa (2’5’ OAS).

La cascada de sefalizacion de IFNAR se detalla en la Fig. 5.
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Fig. 5 Via de senalizacion de IFNAR. Por un lado, IFNAR1 esta asociada con TYK2
mientras que IFNAR2 con JAK1. La proteina STAT2 también esta asociada con
IFNAR2 previo a la induccién por la union de IFN- o/f pero en este estado, se
encuentra pobremente asociado. La dimerizacion de estas subunidades por parte
del ligando causa un cambio conformacional que causa la fosforilacion de IFNAR1
por parte de TYK2, creando un dominio de afinidad al cual se une STAT2. TYK2 y
JAK1 fosforilaN a STAT2 y STAT1, respectivamente. Ambos STAT1/2 en su estado
fosforilado forman un heterodimero muy estable. Este complejo es translocado al
nucleo y retenido alli hasta que son desfosforilados, ademas, se asocian con un
monomero de IRF-9 para formar el heterotrimero ISGF3 el cual se une a los
elementos de respuesta estimulados por interferon (ISRE), estos ultimos se
encuentran en los promotores por lo que potencian la transcripcion de muchos
genes de respuesta a interferon como proteinquinasa R (PKR), moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC clase 1) y 2’-5’-oligoadenilato
sintasa (2’5’ OAS). Modificado de [139].
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La PKR fosforila proteinas celulares, incluyendo el factor de iniciacién de la
traduccioén (elF-2), esto ocasiona una inhibicién de la traduccién tanto de ARNm del
hospedero como virales[168]. Ademas, la activacién de PKR puede también causar
apoptosis a través de la via dependiente de Fas [169]. Por otro lado, el aumento de
las moléculas de MHC clase | propicia la presentacidon de antigenos endégenos para
que puedan ser destruidas por células NK o linfocitos T citotéxicos. La proteina 2'5’-
OAS induce la degradacion de ARN de doble cadena, justamente el tipo de genoma
de algunos agentes virales [169].

El IFN-y es un importante elemento en la respuesta inmune adaptativa, sin
embargo, las células NK también lo producen por lo que juegan un papel importante
en la respuesta inmune innata antiviral. De forma general, actia en la polarizacion
de linfocitos virgenes, que han sido activados, a un fenotipo Th1. También
aumentan la expresion de MHC-I y MHC-II facilitando la presentacion de antigeno,
inhibe el ciclo celular para impedir la mitosis y puede inducir la apoptosis, ademas,
al igual que los IFN-a/B, induce la produccién de PKR entre otros muchos efectos
[170].

En cuanto a los interferones tipo Ill, practicamente inducen los mismos efectos
en las células, sin embargo, a diferencia de IFN-a/B, principalmente actian a nivel
de mucosas por lo que se esperaria estos actien primero en la cinética de la

respuesta inmune [171].
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1.2.6 Células inmunes, citocinas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias y
quimiocinas

Las citocinas y quimiocinas secretadas por el epitelio respiratorio en un
proceso inducido por virus, promueven el reclutamiento y activacion de células del
sistema inmune como neutréfilos, eosindfilos, células NK, macréfagos, células
dendriticas convencionales (cDC) y plasmacitoides (pDC) entre otras, desde el
torrente sanguineo al tejido infectado [140]. Estas proteinas de bajo peso molecular,
son producidas bajo la regulacion de varios factores de transcripcién como NF-kB,
AP-1y STAT1/2, siendo el primero de ellos el de mayor contribucién [172].

Citocinas pro-inflamatorias como IL-1a/B, IL-18 y TNF-a son producidas en las
fases tempranas de la infeccién, inducen gran cantidad de efectos en gran
diversidad de células. Esas citocinas son conocidas como pirégenos endégenos por
sus efectos sobre el centro termorregulador del hipotalamo. Activan neutréfilos,
macréfagos, células dendriticas, fibroblastos y células epiteliales e inducen la
expresion de quimiocinas para atraer mas células al sitio de infeccion [173]

El reclutamiento de neutrdfilos principalmente esta inducido por IL-8 (CXCLS8),
CXCL1 y CXCL5. Mientras que IL-5, GM-CSF, CCL11 (eotaxina 1), CCL24
(eotaxina 2) y CCL5 (RANTES) promueven la migracién de eosindfilos al pulmon.
Por otro lado, CCL3 (MIP-1a) se encarga de reclutar células NK y macréfagos
ademas de CCL2 (MCP-1) y TNF-a. Una quimiocina importante es CCL20 (MIP-3a)
la cual es una fuerte inductora en la migracion de cDC [174].Todas las citocinas y
quimiocinas anteriormente mencionadas pueden ser producidas por el epitelio

respiratorio infectado por virus [175].
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Las células NK juegan un papel importante en la respuesta inmune innata
frente a virus, su principal funcién es la citotoxicidad celular por ligando de Fas o
bien por perforinas y granzimas ademas de ser una fuente importante de IFN-y. Se
encargan de eliminar células infectadas por virus, inducir un estado antiviral y
propiciar el montaje de una respuesta inmune adaptativa [176].

Los macroéfagos por su parte, pueden fagocitar células infectadas y presentar
antigenos virales a los linfocitos. El IFN-y activa a estas células con aumento en la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6xido nitrico (NO), ademas
pueden secretar IL-12 para inducir una polarizacion a Th1 en linfocitos virgenes
[140].

Las pDC son una gran fuente de IFN-a/f e IL-12, pueden viajar a ganglios
linfaticos donde se realiza la activacién de linfocitos virgenes por parte de cDC y
propiciar una polarizacién hacia un fenotipo Th1. Expresan grandes cantidades de
TLR7/9 reconociendo PAMP’s virales como ARN de cadena sencilla y ADN CpG
[177,178].

Las cDC, a diferencia de pDC, expresan principalmente TLR2 y TLR4 las
cuales reconocen PAMP’s virales como la proteina F de los Paramyxovirus [179].
Constantemente estan migrando a los pulmones dado que expresan el receptor
(CCR®6) de la quimiocina CCL20 [180]. Se encargan de sensar el exterior del epitelio
respiratorio y una vez reconocen un antigeno, son activadas lo que ocasiona un
aumento en la expresion de CCR7 y disminucién de CCR6 haciendo que estas

migren a los ganglios linfaticos mas cercanos donde se diferencian en células
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presentadoras de antigeno (APC). Estas ultimas, expresan CD80, CD86, MHC-I y
MHC-II permitiendo activar a los linfocitos T CD8+ y CD4+ virgenes [181]

Los linfocitos T CD4+ virgenes especificos, se activan e inician la produccion
de IL-2 que actlua de forma autocrina y paracrina estimulando la proliferacion celular.
Dependiendo el ambiente de citocinas en el ganglio linfatico, puede favorecer la
polarizacion a un fenotipo Th1, Th2, Th17 y/o Treg [140].

El fenotipo Th1 se induce por accion de IL-12 e IFN-y favoreciendo la expresion
del factor de transcripcién maestro T-bet, el cual regula la expresién de distintos
genes, entre ellos los que codifican para IFN-y y TNF. Por otro lado, en presencia
de IL-4 se induce la expresién del factor GATA-3 favoreciendo la expresion de IL-4,
IL-5 e IL-13, caracteristico de un linfocito Th2. Mientras, IL-6 y TGF-B inducen la
expresion del factor ROR-yt que induce la transcripcion de los genes que codifican
para IL-17A, IL-17F e IL-22 estableciéndose un fenotipo Th17. Por ultimo, los
linfocitos T reguladores son diferenciados por accién de IL-2, TGF- e/o IL-10 e
inducen el factor FOXP3, este fenotipo se encarga de regular la respuesta inmune
de forma negativa y entre los distintos mecanismos que utiliza se encuentra el
producir IL-10 y/o TGF-B, citocinas anti-inflamatorias [182].

1.3 MICROARNS
1.3.1 Definicion de microARN

Los microARNs (microRNAs o miRNAs en inglés) son &cidos nucleicos

enddgenos no codificantes de cadena sencilla y corta (18-25 nucleétidos) que

regulan la expresion génica a nivel post-transcripcional teniendo como blancos los
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ARNm que codifican distintas proteinas ya sea inhibiendo su traduccién o

favoreciendo su degradacion [183-185].

1.3.2 Descubrimiento de los microARNs

En 1993 se descubrié que un gen denominado /in-4 conocido por regular el
ritmo de desarrollo de larvas de C. elegans, no codificaba para proteinas si no que
producia un par de ARNs pequefios [186] que solo se expresan en cierto periodo
del crecimiento de la larva; por esto se les llamo ARNs temporales pequernos (small
temporary RNA o stRNA en inglés). Ademas, estos eran complementarios para
multiples sitios en la regiéon 3’-UTR del ARNm del gen lin-14 [186, 187] el cual
codifica para la proteina LIN-14 cuya actividad es necesaria para regular el ritmo de
division en distintos grupos de células durante el desarrollo post-embridnico pero
que en etapas tardias o de adulto del gusano ya no se expresa [188]. También se
observo que en presencia de los ARNs pequenos temporales, los niveles de LIN-14
disminuian sin alterar los niveles de expresion del ARNm de esta proteina [187].
Estos hallazgos apoyaron un modelo en el que los ARNs pequefios inhiben de forma

especifica la traduccion de los ARNm por unién a la regién 3’-UTR.

Siete afnos después se descubre un nuevo ARN pequefio de ~22 nt
denominado /et-7 de igual forma en C. elegans [189]. Homélogos de este gen fueron
detectados en el genoma e incluso el ARN de let-7 en humanos, Drosophila
melanogaster y otros 11 animales [190]. Un afo después en el 2001, se reporté el
hallazgo de genes codificantes para ARNs pequefos no codificantes en Drosophila,
humanos y gusanos [191]. Estos se parecian mucho en cuanto a que eran ARNs

pequenos (~22 nt) expresados de forma enddgena pero a diferencia de lin-4 'y let-
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7, no se expresaban en distintos estadios de maduracion celular si no en tipos
celulares concretos; de esta forma el término microARN o miARN (microRNA o
miRNA en inglés) fue empleado para referirse a los ARNs temporales pequenos y
otros ARNs pequefios con caracteristicas similares pero de funcién desconocida
[191]. Posteriormente se cre6 un registro para facilitar el nombramiento de los

nuevos genes identificados que codifican para miARNs [192].

1.3.3 Biogénesis y mecanismo de accion

La transcripcion de los genes que codifican los miARNs se lleva a cabo por la
ARN polimerasa Il (Pol Il) y el transcrito primario resultante se denomina pri-
microARN [183]. Este ultimo tipicamente esta comprendido por 1 kb y contiene una
estructura de tallo de entre 33-35 pb donde se encuentran las secuencias de los
miARNs maduros y un bucle terminal en la parte superior, ademas unos segmentos
de cadena sencilla tanto en el extremo 5 como 3’. La enzima nuclear RNasa Il
Drosha reconoce las colas de cadena sencilla de ARN, el tallo de aproximadamente
35 pb de longitud y el bucle terminal del pri-miARN para posteriormente medir
aproximadamente 11 pby 22 pb desde la unién basal y apical respectivamente [193],
en esta posicién inicia el proceso de maduracion realizando una escision con la
consecuente generacion de un pre-miARN de aproximadamente 65 nucle6tidos de

largo [194].

Una vez formado el pre-miARN, este es exportado al citoplasma por el sistema
exportina-5 dependiente de RAN-GTP [195], donde se da origen a un duplex
pequefio de ARN por una escision cerca del bucle por la enzima Dicer [196]. Una

de las proteinas: Argonauta 1 (Ago 1), Ago 2, Ago 3 o0 Ago 4 se une al duplex
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formando el pre-complejo de silenciamiento inducido por ARN (pre-RNA-induced
silencing complex o pre-RISC en inglés) [197] separando rapidamente una cadena
de la otra pero conservando una de ellas (cadena guia) asociada a la proteina y
conformando el complejo maduro de silenciamiento inducido por ARN mientras que
la otra (cadena pasajera) puede ser degradada o funcionar como miRNA. Todo lo

anterior se representa graficamente en la Fig. 6.
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1.3.4 Nomenclatura de microARNs

Los microARNs maduros son nombrados utilizando el prefijo miR'y un numero
de identificacion (por ejemplo, miR-1 o miR-2). La numeracién es simplemente
secuencial en cuanto se descubren nuevos miARNSs, sin embargo, cuando en una
especie se descubre un miARN idéntico al previamente reportado en otra, suele
tener el mismo numero. Usualmente también se especifica el organismo del cual
proviene el miARN con tres letras antes del nombre (por ejemplo, hsa-miR-121 y
cel-miR-121 se refiere al miR-121 de H. sapiens 'y C. elegans, respectivamente).

Los genes que codifican para un miARN asi como los transcritos primarios de
tales se denominan con el prefijo mir y un nimero de identificacién (por ejemplo,
hsa-mir-121). Distintas secuencias precursoras, asi como loci genémicos que
expresan en ultima instancia secuencias de miARNs maduras idénticas se nombran
de la forma hsa-mir-121-1 y hsa-mir-121-2. Por otro lado, letras como sufijos
denotan secuencias maduras muy parecidas, por ejemplo, hsa-miR-121a y hsa-
miR-121b difieren en un solo nucledétido.

Los estudios de clonacién de genes potenciales que codifican miARNs en
ocasiones identifican dos secuencias que se originan del mismo precursor. Cuando
las abundancias relativas indican cual de los dos se expresa de forma predominante,
las secuencias maduras se escriben de la forma miR-56 (el producto predominante)
y miR-56* (del brazo opuesto del precursor y por lo tanto el menos predominante).
Cuando la informacioén no es suficiente para determinar los dos casos anteriores,
nombres como miR-142-5p (del brazo del extremo 5’) y miR-142-3p (del brazo del

extremo 3’) son utilizados.

40



Los miARNSs let-7 y lin-4 son excepciones a las normas convencionales y estos
nombres fueron conservados por razones histéricas, sin embargo, los homélogos
de estos miARNs que se descubran en nuevas especies adquiriran estos nombres

[198].

Lo anteriormente descrito actualmente se utiliza de forma mundial, sin
embargo, un nuevo sistema de nomenclatura fue propuesto, este fue creado

pensando en las debilidades del anterior pero aun no es tan popular [199].

1.3.5 microARNSs en la respuesta inmune

Se ha descrito la regulacién por parte de microARNs en multiples niveles de la
respuesta inmune, desde el desarrollo y diferenciacion de distintas células, hasta el
impedimento de la expresion de mediadores moleculares.

miR-16

Este microARN es requerido para degradar rapidamente los ARNm que
contienen elementos ricos en AU en la regién 3’ no traducida y que codifican para
proteinas como TNF-a, IL-8 e IL-6 [200]. Se encuentra elevado en diversas células
de muchos tejidos incluso en aquellos que se relacionan con el proceso inflamatorio

como monocitos, neutréfilos, linfocitos By T [201].

miR-21
Ha sido estudiado en ratones donde se le atribuye un papel regulador en la

polarizacion de linfocitos T CD4+ ya que uno de los blancos de inhibicion es el
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ARNm que codifica para IL-12 (p35) [202], esta citocina es importante para la
polarizacion hacia un fenotipo Th1 debido a que junto con la subunidad IL-12 (p40)
conforma el heterodimero IL-12 (p70) que es la proteina activa [203]. Se ha descrito
como en lavados bronquioalveolares de ratones deficientes de este microARN
presentan niveles elevados de IFN-y y CXCL9 (una quimiocina inducida por IFN-y)
asi como cantidades disminuidas de citocinas Th2 (IL-4 y CCL17) en comparacion
con la cepa normal [204].

También se ha descrito como miR-21 es inducido por LPS en monocitos de
raton [205] y regula la proteina supresora de tumor PDCD4 la cual tiene efectos pro-
inflamatorios por inducir la transcripcién de NF-kB y suprimir la produccion de IL-10,
ademas, esta proteina se induce bajo la regulacién de la via de TLR4. El efecto anti-
inflamatorio de este microARN se debe a que uno de los blancos de inhibicién es
justamente el ARNm que codifica para PDCD4, sin embargo, se ha reportado que
miR-21 puede ser reconocido por TLR7/8 y con esto inducir una respuesta inmune
[206].

Por lo tanto, la consecuencia funcional de miR-21 en la regulacion positiva de
la inflamacion pueden ser determinadas por muchos factores, tales como la
concentracion extracelular local y la cinética de inhibicién de los ARNm por este
microARN. En los momentos iniciales de la sobreexpresion de miR-21 su posible
papel es promover la inflamacién mediante la unién a TLR7/8. Sin embargo, la
posterior inhibicion de PDCD4 puede jugar un papel en la regulacion de tal
respuesta para mantener asi un estado de homeostasis [207].

miR-26b
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Se ha descrito que este microARN regula negativamente la expresion de TLR4
tanto a nivel de ARNm como de proteina. Ademas, los genes bajo la regulacién de
este receptor también se ven afectados ya que la sobreexpresién de miR-26b
disminuye la produccién de IFN-B y CCL5 [208].

Otro estudio realizado de forma in vitro utilizando macréfagos alveolares
bovinos, report6 que la estimulacion con LPS puede inducir o inhibir la expresién de
miR-26b en los tiempos iniciales o tardios, respectivamente. Ademas, la
sobreexpresion de este microARN potencié la sintesis de los ARNm que codifican
para citocinas y quimiocinas como TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-10, pero inhibi6 el de IL-
6. El mecanismo detras de estos efectos se debe a que el blanco de inhibicién es la
proteina fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa (PTEN) cuyo silenciamiento
regula positivamente la via de NF-kB [209].

En macréfagos de ratén, miR-26b aumenta su expresion tras la activacién de
TLR3/4/7 y se une directamente a la regiéon 3’-UTR del ARNm que codifica para la
enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2), inhibiendo su traduccién, pero sin cambio en los
niveles del ARNm. Esta proteina es clave en la biosintesis de prostaglandinas,
prostaciclinas y tromboxanos que tienen un efecto pro-inflamatorio. Por lo que, en

este caso, el miR-26 podria jugar un papel anti-inflamatorio.

miR-29¢
Se ha descrito como los niveles de expresién de este microARN disminuyen

tras la activacién de pDC via TLR9. Dos de sus blancos de inhibicién son los ARNm
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que codifican para las proteinas Mcl-1 y Bcl-2 involucradas en el proceso de
regulacion negativa de la apoptosis, por lo que una sobreexpresién de miR-29c en
pDC de humanos promueve la muerte celular programada [210].

Por otro lado, los ARNm que codifican para IFN-y también son blancos de miR-
29c e incluso la sobreexpresion de este microARN reduce los niveles de interferén
producidos por linfocitos Th1, por lo que suprime la respuesta inmune frente a
patégenos intracelulares [211].

miR-132

Afecta los niveles de gran cantidad de microARNs debido a que uno de sus
blancos de inhibicién es el ARNm que codifica para la proteina Argonauta 2 [212],
la cual es importante para llevar a cabo el proceso de silenciamiento inducido por
microARNs como ya se mencion6 anteriormente.

En este mismo estudio, se demuestra como los niveles de expresion de miR-
146a se ven disminuidos cuando miR-132 se encuentra sobreexpresado. En este
sentido, regularia la respuesta inmune de forma positiva. Sin embargo, también se
ha descrito un efecto negativo debido a que inhibe el ARNm de la proteina co-
activadora de la transcripcién p300 y de esta forma no se transcriben los genes

estimulados por interferon [213].

miR-146a
Este microARN pertenece a la familia de miR-146, la cual esta compuesta por

dos: miR-146a y miR-146b. Se ha descrito un incremento en la expresion de estas
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moléculas en la linea celular de monocitos humanos THP-1 al ser estimulados con
LPS. Por otro lado, la expresién no se ve aumentada tras la activacion de TLR3,
TLR7 o TLR9 con &cidos nucleicos virales o bacterianos [214]. En este mismo
estudio y otro [215] describid los blancos de miR-146a son los ARNm que codifican
para las proteinas quinasa 1 asociada al receptor de IL-1 (IRAK1) y factor 6 asociado
al receptor de TNF (TRAF6). Estas proteinas son moléculas adaptadoras que
actuan en las vias de sefalizacion de TLR2, TLR4, TLRS y el receptor de IL-1.
Ademas, los niveles de miR-146a pero no los de miR-146b aumentan en células
epiteliales alveolares (A549) de forma in vitro y regulan de forma negativa la
produccién de IL-8 y RANTES inducido por IL-1B [216]. Por otro lado, se ha descrito
como la sobreexpresién de miR-146a reduce la citotoxicidad mediada por células
NK asi como la produccion de IFN-y y TNF- a por disminuir los niveles de STAT1
[217].

Con todo lo anterior, miR-146a es un regulador negativo de la respuesta
inmune. Sin embargo, un reporte reciente [218] describe un mecanismo interesante,
por un lado, miR-146a se sobreexpresa bajo la induccion de Poli (I:C), un ligando
de TLR3, por medio de las vias PI3K, JNK y NF-kB. Ademas, induce la expresion
de proteinas de uniones estrechas como claudina-1, ocludina y JAM-A favoreciendo
las funciones de la barrera epitelial, pero disminuye la produccién de citocinas pro-
inflamatorias como IL-8 y TNF-a por la regulacién de TRAF®6.

miR-326

Poco se ha estudiado este microARN en el contexto de la respuesta inmune,

sin embargo, un estudio indic6é que el silenciamiento in vivo en los linfocitos propicia
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una menor polarizacién hacia un fenotipo Th17, esto es porque miR-326 se une al
ARNmM que codifica para la proteina Ets-1, el cual es un potente regulador negativo
en dicho proceso de polarizacién [219].

1.3.6 microARNSs en la infeccidn por virus respiratorios

En un estudio in vivo realizado en cerdos infectados con el virus de Influenza
A mostraron expresiones diferenciales dependiendo el tiempo de analisis de
distintos microARNs, por ejemplo, miR-15a y miR-21 se encuentra sobreexpresados
en el dia tres post-infeccidén, mientras que miR-146a se encuentra disminuido en el
dia 1 en comparacién con el control sano [220].

Se ha descrito como la infeccidn in vitro con el virus de Influenza A induce un
aumento en la expresion de miR-29c y este se encuentra involucrado en la inhibicién
de la respuesta inmune innata inducida por este virus debido a la proteccién del
ARNm que codifica para la proteina A20 [221]. Esta Ultima es una enzima
desubiquitinasa la cual es esencial para el mantenimiento de la homeostasis
inmunolégica ya que se encarga de suprimir la respuesta antiviral por regulacién
negativa de las vias de NF-kB e IRF’s [222].

En cuanto a Metaneumovirus, se ha demostrado en la linea celular A549
infectadas por este virus, sobreexpresan el microARN let-7f a las 6 y 15 horas post-
infeccion. Por otro lado, los niveles de miR-374* y miR-192 disminuyen a las 15
horas post-infeccién en comparacion con el control [223]. En este mismo estudio
demuestran como let-7f inhibe la replicacion de Metaneumovirus y como la proteina
M2-2 esta involucrada en la induccién de la expresion de microARNs. Por otro lado,

otro estudio reporta como let-7f también es inducido por la infeccion de VSR, pero
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a diferencia del anterior, potencia la replicacion viral [224], ademas induce la
expresion de otros microARNs como miR-26 y mir-337.

El Rinovirus utiliza como via de entrada el receptor de lipoproteina de baja
densidad (LDLR) cuyo ARNm es blanco de miR-23 y es uno de los microARNs
inducibles bajo la regulacion de RLR’s. Por lo anterior, se sugiere que la infeccion
de Rinovirus es inhibida por la estimulacién de RIG-I y en consecuencia inducira la

expresién de miR-23 y con esto, disminuir el receptor de entrada del virus [225].
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2. ANTECEDENTES

2.1 ANTECEDENTES DIRECTOS DEL ESTUDIO

Existen pocos reportes de biomarcadores de prondstico en infecciones
respiratorias debido a virus, se ha abordado esta tarea principalmente evaluando el
nivel sistémico y muy poco el local:

Los niveles plasmaticos de IL-1RA, IL-6, IL-7 y G-CSF en pacientes infectados
con Influenza A/H1N1 con enfermedad grave se encuentran elevados en
comparacién con aquellos con enfermedad moderada. Por otro lado, IL-6, IL-8,
CXCL10 y VEGF se encuentran elevados en pacientes con enfermedad grave en
comparacién con controles sanos [226)].

Una respuesta por citocinas Th17 juegan un papel importante en la resolucion
de infecciones por el virus de Influenza A [227], sin embargo, se ha descrito que
estas, ademas de citocinas Th1, se encuentran elevadas en plasma de pacientes
con enfermedad grave por este virus [228, 229].

Los niveles de MCP-3 e IFN-a2 en lavado nasal, asi como de IL-10 en plasma
en el dia del reclutamiento permiten predecir la progresién a enfermedad grave
[230], estas citocinas, ademas de IL-6 en lavado nasal, correlacionaron de forma
positiva con los sintomas del tracto respiratorio superior. En este estudio, el método
para evaluar la sintomatologia consisti6 en una encuesta analoga, es decir, el

paciente indicaba de forma subjetiva la gravedad.
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Existe un reporte donde se evaltan los niveles de expresién sistémicos de miR-
150 de forma in vivo e in vitro en pacientes con enfermedad grave o moderada por
Influenza A H1N1, contactos y controles sanos [226], en este, muestran como miR-
150 se encuentra sobreexpresado en pacientes con enfermedad grave en
comparacién con aquellos de enfermedad moderada o controles sanos. Ademas,
estos niveles correlacionaron de forma positiva con las concentraciones plasmaticas
de IL-1B, IL-8, IFN-y y G-CSF.

No se encontré un reporte de expresién de microARNs en lavado nasal de
adultos con alguna infeccion respiratoria viral, sin embargo, en nifos infectados con
VSR en comparacién con controles sanos, se ha descrito una sobreexpresion de
miR-155, miR-31, miR-203a, miR-16 y let-7d, mientras que los niveles de miR-34b,
miR-34c, miR-125b, miR-29¢, miR-125a, miR-429 y miR-27b se encuentran

disminuidos [231].
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3. JUSTIFICACION

Las infecciones respiratorias ocasionadas por virus son un grave problema de
salud publica que ocasiona la muerte de poblaciones susceptibles como lo son
pacientes pediatricos y de la tercera edad. Sin embargo, este tipo de infecciéon no

se limita a estas dos poblaciones, sino que afecta a personas de todas las edades.

Si bien la tasa de mortalidad es reducida en adultos jévenes, asi como en edad
productiva, la sintomatologia asociada a la enfermedad es causa de ausentismo
escolar y laboral lo que ocasiona grandes pérdidas econémicas debido a la baja en

la productividad.

En la actualidad, el aumento de infecciones respiratorias por patdgenos
emergentes como Influenza B es alarmante debido a que anteriormente la gravedad
de la enfermedad por este virus era leve y de incidencia baja. Otros agentes como
el recientemente descubierto Metaneumovirus se creia afectaba a pacientes

pediatricos, sin embargo, se estan encontrando casos donde afectan a adultos.

A la fecha existen muy pocos estudios del perfil de expresion de microRNAs y
citocinas en pacientes adultos con infecciones respiratorias virales agudas, el
entendimiento de estos mecanismos regulatorios permitira identificar posibles

biomarcadores de gravedad y blancos terapéuticos.
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4. HIPOTESIS
Los microRNAs y citocinas en mucosa nasal son inducidos diferencialmente
por virus respiratorios permitiendo establecer perfiles que funcionan como

biomarcadores de gravedad.
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5.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar el perfil de expresion de microRNAs y citocinas en pacientes

adultos con infecciones respiratorias virales agudas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1 Identificar y cuantificar el (los) agente(s) causal(es) de la infeccién
respiratoria viral aguda en los pacientes adultos.
2 Determinar la gravedad de la infeccidn respiratoria aguda
3 Cuantificar los niveles de citocinas en plasma y lavado nasal de los
pacientes.
4 Determinar los niveles de expresion de los microRNAs (9,16, 21, 26b, 29c,

132, 146a y 326) en lavado nasal de los pacientes.

56



MATERIAL Y METODOS

57



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL

6.1.1 Equipos utilizados

Campana de bioseguridad 1300 Series A2 (Thermo Fisher Scientific)
NanoDrop 2000 (Termo Scientific)

Placa de calentamiento AccuBlock (Labnet)
Termociclador CFX-96 (Bio-Rad)

Termociclador PTC-200 (MJ Research)

Bioplex 200 (Biorad)

Microcentrifugas Legend Micro 21R (Termo Scientific)
Balanza analitica GR-200 (AND)

Potenciémetro AB15 (Fisher Scientific)

Lector de placas de 96 pocillos iMark (Bio-Rad)
Minicentrifuga “spinner” capacidad 2000 x g (Bio-Rad)
Sonicador (Branson)

Estacidn de lavado de placas de 96 pocillos con base magnética (Bio-
Rad)

6.1.2 Reactivos y materiales de laboratorio utilizados

Pipetas automaticas de 1, 10, 20, 200 y 1000 pL.

Puntillas para pipetas automéaticas de 1, 10, 20, 200 y 1000 uL con
filtro y sin filtro, libre de ARNasas y estériles.

Medio de transporte viral universal (BD)

Hisopos de raydn estériles

Agujas “mariposa” estériles (BD)

Tubos a vacio con EDTA (BD)

Tubos de polipropileno de 1.5 mL y 0.2 mL libres de ARNasas
(Eppendorf).

Criotubos de polipropileno estériles de 1 mL con tapa de rosca
Tubos coénicos estériles de 15 y 50 mL con tapa de rosca
Estuches:

QlAamp MinElute Virus Spin (Qiagen)

xTAG® Respiratory Viral Panel Fast v2 (Luminex)
QuantiNova Probe PCR kit (Qiagen)

Human Influenza Type A M2 Advanced (Genesig)

Human Influenza Type B Advanced (Genesig)

Human Metapneumovirus Advanced (Genesig)

Human Rhinovirus All subtypes (generic) Advanced (Genesig)
Enterovirus species Advanced (Genesig)

Respiratory Syncytial Virus Advanced (Genesig)

O
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Human TH17 Magnetic Bead Panel - Immunology Multiplex
Assay (Milliplex)
Human TGF-beta 1 DuoSet ELISA (R&D)
miRNeasy Serum/Plasma kit (Qiagen)
miScript Il RT kit (Qiagen)
Sondas TagMan (Thermo Fisher Scientific)
» miR-16, miR-21, miR-26b, miR-29¢, miR-132, miR-1463a,
miR-326
iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad)
iIQ™ Supermix (Bio-Rad)

6.2 RECLUTAMIENTO DE LOS PACIENTES

6.2.1 Criterios de muestreo
Se reclutaron pacientes voluntarios que acudian a la consulta de Servicios
Médicos de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon, asi como Medicina Interna
del Hospital Universitario “José E. Gonzalez Gonzalez” hasta completar una

cantidad de 100 los cuales tenian que cumplir con los siguientes criterios:

Criterios de inclusién:

o Pacientes mayores de 18 afios de edad no importando género.

o Diagnéstico clinico de infeccion respiratoria aguda.

Criterios de exclusién:

o Paciente trasladado de otro hospital en el que hubiera estado

o

internado por mas de 48 horas.
Internamiento en los tres meses previos por mas de 48 horas por

cualquier causa.

o Episodio de infeccion respiratoria aguda en los ultimos 30 dias.

o Tuberculosis pulmonar activa o sospechada por caracteristicas

de la placa.
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o Paciente con cualquier neoplasia y/o que esté recibiendo
quimioterapia.
o Paciente con sindrome de inmunodeficiencia adquirida por VIH.
o Uso de esteroides de manera cronica.
o Mujeres embarazadas
e Criterios de eliminacion
o Baja cantidad de muestra.
o Mala calidad de la muestra.

o Informacién incompleta del expediente

6.2.2 Consentimiento informado y encuesta de datos sociodemograficos
Aquellos pacientes que cumplian con el perfil deseado se les informaba acerca
del estudio y se les invitaba al mismo, en caso de aceptar se les solicitaba firmaran
un consentimiento informado, asi como el llenado de una encuesta donde se les

preguntaba informacién sociodemografica entre otros datos.

6.3 RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

6.3.1 Recoleccion y preparacion de exudado faringeo
Se realiz6 la toma del exudado faringeo, posteriormente el hisopo se colocaba
en un Medio de Transporte Viral Universal. Se separaba una alicuota de 200 L la

cual se colocaba en un criotubo y se congelaba a -80 °C.
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6.3.2 Recoleccion y preparacion del lavado nasal

A los pacientes se les daban indicaciones de acostarse en forma decubito
lateral en una camilla. Utilizando una pipeta de plastico “Pasteur” de dos mililitros,
se aspiraba tal volumen de solucién salina estéril. Posteriormente, se le indicaba al
paciente inclinara su cabeza aproximadamente 45° de tal forma que el orificio nasal
apuntara hacia la camilla para después colocar un criotubo cerca del orificio. Se
introducia la pipeta “Pasteur” aproximadamente 2-3 cm y se expulsaba la solucién
salina dentro de la nariz, esta se recuperaba con ayuda de la pipeta volviendo a
aspirar y/o colectandola en el criotubo; este procedimiento se repetia 3 veces mas.
Una vez colectado, se separaron en alicuotas de 200 puL, a una de ellas se le
anadian 1000 pL de QiAzol Lysis Reagent (incluido en el estuche de miRNeasy
Serum/Plasma de Qiagen), se mezclaba en “vortex” y se congelaba junto con las

demas alicuotas a -80 °C hasta su uso.

6.3.3 Recoleccion preparacion de muestras de sangre venosa

Las obtenciones de las muestras sanguineas se realizaron siguiendo la técnica
de flebotomia estandar, se emplearon tubos con vacio interno y EDTA. Una vez
colectada la muestra de sangre, una alicuota de 1.5 mL se colocaba en un tubo de
polipropileno de 1.5 mL el cual se centrifugaba a 1000 x g durante 10 minutos, esto
para separar el paquete globular del plasma. Posteriormente con ayuda de una
pipeta automatica y puntillas se recuperaba el plasma teniendo cuidado de no
contaminarlo con los componentes restantes, este se colocaba en un criotubo y se

congelaba a -80 °C hasta su uso.
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La muestra restante era referida al Servicio de Hematologia Especial de la
UANL para la realizacion de una citometria hematica completa con diferencial de

blancos.

6.4 IDENTIFICACION DE LOS AGENTES VIRALES

6.4.1 Extraccion de acidos nucleicos (estuche QlAamp MinElute Virus
Spin)
Se etiquetaron el numero de tubos de polipropileno de 1.5 mL de acuerdo a la
cantidad de muestras a procesar. Se anadié 25 uL de proteasa a cada uno de ellos,
200 pL de muestra (transporte viral) a cada tubo respectivo y 200 L de acarreador
de ARN-AVL previamente preparado. La mezcla se agit6 vigorosamente en “vortex”
durante 15 segundos e incub6 en placa caliente (56 °C) durante 15 minutos. Se bajé
el volumen del liquido al fondo del tubo utilizando una minicentrifuga y se adicioné
250 pL de etanol absoluto grado biologia molecular. La mezcla fue agitada
vigorosamente en “vortex” durante 15 segundos y se incubdé 5 minutos a
temperatura ambiente. Se baj6é el volumen del liquido al fondo del tubo utilizando
una minicentrifuga, se abrieron las columnas “QlAamp MinElute”, se etiquetd
apropiadamente y afadioé el volumen total de la solucién anterior. Las muestras
fueron centrifugadas durante 1 minuto a 6,000 x g, se descart6 el tubo colector y se
coloco la columna en uno nuevo para adicionar 500 uL de solucién amortiguadora
“AW1”. Las muestras fueron centrifugadas durante 1 minuto a 6,000 x g, se descarto
el tubo colector y se colocé la columna en uno nuevo para adicionar 500 pL de

solucién amortiguadora “AW2”. Las muestras fueron centrifugadas durante 1 minuto
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a 6,000 x g. El tubo colector fue descartado y se colocé la columna en uno nuevo,
se adicion6 500 pL de etanol absoluto grado biologia molecular y las muestras
fueron centrifugadas durante 1 minuto a 6,000 x g. El tubo colector fue descartado
y se colocé la columna en uno nuevo y centrifugd durante 3 minutos a 20,000 x g.
La columna fue incubada a 56 °C durante 3 minutos, posteriormente, el tubo colector
fue descartado y la columna fue colocada en un tubo de polipropileno de 1.5 mL. Se
adicion6 50 pL de solucion amortiguadora “AVE” directamente en la membrana e
incubé durante 1 minuto a temperatura ambiente. Las muestras fueron
centrifugadas a 20,000 x g durante 1 minuto. Finalmente, las muestras fueron
almacenadas en congelacion (-80 °C) hasta su uso.
6.4.2 Cuantificacion de acidos nucleicos (NanoDrop 2000)
Las muestras fueron cuantificadas empleando un espectofotometro (NanoDrop 200).
El equipo se ajusté con un blanco (en este caso es la solucion amortiguadora “AVE”)
para andlisis a una absorbancia de 280/260 nm y con el factor para ARN.
Posteriormente, la muestras problemas fueron analizadas y las concentraciones y
purezas fueron registradas.
6.4.3 xTAG® Respiratory Viral Panel Fast v2 (Luminex)

Para la mezcla maestra (MM) se llevé a cabo la adicion de 1.3 pL de agua libre de
ARNasas, 4 pL de solucion amortiguadora “OneStep” 5x, 1.1 yuL de mezcla de
nucledtidos xTAG ®, 2 yL de cebadores xTAG®, 1.6 pL de mezcla de enzimas
“OneStep”. Luego se agregd 10 L de MM a cada uno de los tubos previamente
etiquetados y 10 pL de acidos nucleicos extraidos. Se realizaron controles con ADN

lambda o agua libre de ARNasas. Los tubos fueron agitados en el “vortex” durante
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2-5 segundos y se bajé el liquido al fondo usando una minicentrifuga. Los tubos
fueron colocados en el termociclador precalentado (50 °C) y la RT-gPCR multiplex

se llevé a cabo siguiendo las condiciones mencionadas en la Tabla 1.

Tabla 1 Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa multiple para
deteccion de agentes virales utilizando el estuche xTAG® Respiratory Viral Panel
Fast v2.

Paso Tiempo Temperatura (°C)
1 Precalentado 20 min 50
Activacion de
2 15 min 95
polimerasa

3 Desnaturalizacion 30s 95
4 Alineamiento 30s 59
5 Extension 30s 72
6 Ir al paso 3 x 35 veces

7 2 min 72
8 Infinito 4

La hibridacion se llevo a cabo en una microplaca para PCR adicionando 20 uL
de microesferas, 2 pL del producto de RT-PCR y 75 uL de SA-PE diluido en solucion
amortiguadora informante a cada uno de los pocillos. Se mezclaron suavemente por
pipeteo y se colocaron en el termociclador previamente precalentado (45 °C) y
programado 20 minutos a 45 °C. La adquisicién de datos se llevo a cabo en el

Bioplex 200 (Biorad) empleando el software xPONENT.

64



6.5 CUANTIFICACION DE LOS AGENTES VIRALES

Este procedimiento aplica para los estuches utilizados para cuantificar
Influenza B, Influenza A, Metaneumovirus humano, Rinovirus, Enterovirus y VSR.
Las reacciones de cuantificacion se llevaron a cabo adicionando, a tubos de PCR,
5 uL de 2x “QuantiNova Probe gRT-PCR de Qiagen”, 0.1 uL de “QN Probe RT mix”,
0.5 pL de 20x mezcla de cebadores/sonda, 1.9 uL de agua libre de ARNasas y 2.5
uL de la muestra, control positivo o sin templado (curva estandar o agua libre de
ARNasas, respectivamente. El termociclador CFX-96 (Bio-Rad) fue configurado

como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa para cargas virales
utilizando estuches de Genesig y QuantiNova

Paso Tiempo Temperatura (°C)
1 RT 10 45
Activacion de
2 5 95
polimerasa
3 Desnaturalizacién 10 95
4 Alineamiento/extension 30 60
5 Ir al paso 3 x 49

Una vez terminada la reaccion se determind el umbral de amplificacién y se
obtuvo la concentracién de las muestras problemas con la ecuacién obtenida de la

curva de calibracion.
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6.6 MEDICION DE LA GRAVEDAD DE LA SINTOMATOLOGIA

6.6.1 Evaluacidn subjetiva de la gravedad de la sintomatologia

En el dia del reclutamiento de los pacientes se les solicitaba un numero
telefénico en el cual se les pudiera contactar. Durante los seis dias posteriores se
mantuvo comunicacidén por via telefénica para preguntarles la gravedad de los
sintomas relacionados con infeccién respiratoria aguda (rinorrea, estornudo,
odinofagia, tos, cuerpo cortado, cefalea, escalofrios y fiebre). Inicialmente se le
indicaba al paciente que los numeros cero, uno, dos y tres correspondian a un
sintoma ausente, leve, moderado o grave, respectivamente. Cada sujeto contaba

con un formato donde se anotaba cada dia el seguimiento de la sintomatologia.

Este tipo de evaluacion subjetiva ya ha sido utilizada con los mismos propésitos
por otros grupos de investigacion [230, 232] que estudiaron la gravedad de la

sintomatologia en pacientes con infeccion respiratoria aguda

6.6.2 Calculo del area bajo la curva
El area bajo la curva se calculé utilizando el programa estadistico GraphPad
Prism 6. Utilizando una tabla de datos con formato “XY” se coloca en la columna de
“X” el dia de seguimiento, es decir, del 1 al 7, respectivamente. Mientras que en
cada columna de “Y” se colocan los siete valores de un sintoma dependiendo el

paciente.
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6.7 CUANTIFICACION DE CITOCINAS

6.7.1 Inmunoensayo multiplex (tecnologia Luminex)

El estuche utilizado para el Inmunoensayo fue “Milliplex MAP Kit: Human Th17
Magnetic Bead Panel” de la marca Millipore. Por esta metodologia se cuantificaron
25 citocinas: IL-17F, GM-CSF, IFN-y, IL-10, CCL20, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17A,
IL-22, IL-9, IL-1 B, IL-33, IL-2, IL-21, IL-4, IL-23, IL-5, IL-6, IL-17E, IL-27, IL-31, TNF-
a, TNF-B e IL-28A. Ambos tipos de muestra se analizaron con este método con

ligeras modificaciones dependiendo si se trataba de plasma o lavado nasal.

Antes de iniciar se verificd la calibracion y verificacion del equipo de deteccion
(Luminex 200). En una placa se coloc6 200 uL de “Assay Buffer” en cada pocillo, se
sell6 y mezcld en un agitador de placas por 10 minutos a temperatura ambiente. Se
decant6é el “Assay Buffer” y la placa se secd golpeando sobre una cama de
servilletas absorbentes. Posteriormente, se adicioné 25 pL de “Assay Buffer” en el
pocillo designado como Blanco, 25 uL de cada estandar y control en el pocillo
respectivo. Se adicion6 25 pL de “Assay Buffer” en cada pocillo donde se colocaron
las muestras (en caso de ser muestras de lavado nasal, se omitié este paso). Para
los plasmas se adicion6 25 pL de matriz de suero a los pocillos designados como
Blanco, Estandar y Controles. Se adicionaron 25 uL de muestra de plasma a los
pocillos respectivos (en caso de ser lavado nasal, se afiadieron 100 uL). Se adicioné
25 pL de la mezcla de microesferas a cada uno de los pocillos, la placa se selld,
envolvié con papel plastico y después con papel aluminio. Las muestras fueron
incubadas en agitacion continua toda la noche (16-18 h) a 4°C con ayuda de un

agitador para placas. La placa se colocé en la estacién de lavado automatico con

67



base magnética activada. Se dej6 reposar durante un minuto y se realizaron dos
lavados utilizando 200 pyL de amortiguador de lavado. Se adiciondé 25 pL de
anticuerpos de deteccidén en cada uno de los pocillos. La placa se selld, se cubri6
con papel aluminio e incubd en agitacién durante 1 hora a temperatura ambiente
(20-25°C). Se adicion6 25 uL de estreptavidina-ficoeritrina a cada pocillo, la placa
se sellé y cubrié con aluminio para posteriormente incubar en agitacion durante 30
min a temperatura ambiente (20-25°C). Se realizaron dos lavados utilizando 200 uL
de amortiguador de lavado, posteriormente, se adiciond 150 pL de “Sheat Fluid” a
todos los pocillos y se mantuvo en agitacién por 5 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, se realiz6 la lectura en el Bioplex 200 empleando el software Bio-Plex

Manager que arrojo las concentraciones para cada muestra.

6.7.2 Ensayo por Inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) tipo
“sandwich” para determinacion de TGF-$1
Se emplearon placas Costar #2592 a las cuales se les adicioné 100 upL de
anticuerpo de captura diluido en cada uno de los pocillos. La placa se cubrié con
papel plastico e incubd durante toda la noche (16-18 h). Al dia siguiente, el liquido
se decantd, se realizaron tres lavados con 400 pL de solucién amortiguadora de
lavado. Se adicioné 300 pL de solucién amortiguadora de bloqueo a cada uno de
los pocillos e incub6 a temperatura ambiente durante minimo una hora. Pasado ese
tiempo se realizaron tres lavados como se mencioné previamente. Los estandares,
blancos y muestras activadas. La placa se cubri6 e incubd a temperatura ambiente

durante dos horas. Posteriormente, se realizaron lavados como previamente fueron
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descritos y se adicioné 100 pL del anticuerpo de deteccion e incubd a temperatura
ambiente durante dos horas. Se repitieron los pasos de lavado previamente
descritos. Se adicionaron 100 uL de la estreptavidina-peroxidasa a cada uno de los
pocillos, la placa se cubrié con papel plastico y después con aluminio e incubd a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Se repitieron los pasos de lavado
previamente descritos. Se adicion6 100 uL de solucién sustrato-cromégeno a cada
uno de los pocillos y se cubrié la placa con papel aluminio e incubé durante 20
minutos a temperatura ambiente. Finalizada la incubacién, se adicion6 50 pL de
H2SO4 2N a cada uno de los pocillos y se analizé la absorbancia a 450 nm en un
lector de placas para ELISA. Se traz6 la curva estandar y la ecuacién de la recta
obtenida fue empleada para el célculo de las concentraciones en las muestras

problemas.

6.8 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE MICROARNS

6.8.1 Extraccion de microARNs en lavado nasal (estuche miRNeasy
serum/plasma)

Con la finalidad de obtener una mejor calidad del microARN extraido se
realizaron pequefnias modificaciones al protocolo indicado por el fabricante. Las
muestras de lavado nasal en Qiazol (Qiagen) fueron colocadas en un bafio de agua
a 37 °‘C hasta descongelacion, el tubo con el lisado se dej6 a TA durante 5 min.
Posteriormente, se adiciondé 200 uL de cloroformo (grado biologia molecular), se
mezclé en el “vortex” durante 15 s e incubd por 2-3 min. Las muestras fueron

centrifugadas a 12,000 x g durante 15 minutos a una temperatura de 4 °C. La fase
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acuosa fue transferida a un tubo de polipropileno de 1.5 mL y se adicioné 900 uL de
etanol 96-100% (grado biologia molecular) y se mezclé por pipeteo. 700 pL de la
muestra fueron transferidos a una columna “RNeasy MinElute spin” y centrifugadas
a 8,000 x g durante 15 segundos a TA. La columna del tubo colector fue removida,
el filtrado fue desechado y la columna fue colocada nuevamente en el mismo tubo.
Se destapé la columna y se adiciond la muestra restante y se centrifugdé a 8,000 x
g durante 15 segundos a TA. Se descarté el filtrado, se adicion6 350 uL de buffer
“‘RWT” a la columna y se centrifugd a 8,000 x g durante 15 segundos a TA. Se repiti6
el paso anterior, se deseché el filtrado, se adicion6 250 uL de buffer “RPE” en la
columna y se centrifugd a 8,000 x g durante 15 segundos a TA. Se repitid
nuevamente el paso anterior, se deseché el filirado, se adiciond 500 pL de etanol
80% en la columna, se centrifugd a 8,000 x g durante 2 minutos a TA. Se desechdé
el tubo colector con el filtrado y la columna fue colocada en un nuevo tubo. Las
muestras fueron centrifugadas a 20,000 x g durante 5 minutos, se deseché el tubo
colector y la columna fue colocada en un tubo de polipropileno de 1.5 mL (incluidos
en el estuche). Se adicion6 14 uL de agua libre de ARNasas directamente en la
membrana de la columna y las muestras fueron centrifugadas durante 1 minuto a
20,000 x g. La cantidad y pureza del ARN fue obtenida mediante analisis

espectrofotométrico. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su uso.

6.8.2 Retrotranscripcion de microARNs (miScript Il RT de Qiagen)

Procedimiento
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La retrotranscripcion de miARNs se realizd ajustando a 10 ng la cantidad de
ARN total por reaccién de 20 uL y utilizando el estuche miScript Il RT de Qiagen
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se prepar6 una mezcla
considerando que por cada reaccion se utilizan 4 uL de amortiguador “HiFlex” 5x, 2
UL de mezcla de nucledtidos “Nucleics mix”, 2 uL de enzima retrotranscriptasa
“‘miScript Reverse Transcriptase mix” 10x. Se adicioné la cantidad de muestra
dependiendo los célculos realizados y lo restante de agua libre de ARNasas. Se
mezcld gentilmente y se colocd en termociclador con el siguiente programa 60
minutos a 37 °C y 5 minutos a 95 °C. Las muestras fueron congeladas a -20 °C hasta

Su uso.

6.8.3 Determinacion de niveles de expresion de U6 (SYBR Green ®)

Procedimiento

Se optimizaron las condiciones necesarias para realizar la reaccion en cadena
de la polimerasa utilizando SYBR Green como fluorocromo reportero y los
siguientes pares de cebadores previamente descritos para U6 [233] Cebador hacia
adelante (forward primer) 5-GCTTCGGCAGCAGCACATATACTAAAAT-3 vy

Cebador hacia atras (reverse primer) 5-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3.

Se utilizé también, el amortiguador “iQ™ SYBR® Green Supermix” 2x de Bio-
Rad con el cual se prepar6 una mezcla de acuerdo a las siguientes cantidades por
cada reaccion: 8 uL de agua libore de ARNasas, 10 pL de iQ™ SYBR® Green
Supermix, 0.5 yl de cebador “forward”, 0.5 uL de cebador “reverse” y un microlitro

de ADN complementario (muestra) o agua libre de ARNasas (control sin templado).
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La reaccién se llevd a cabo en un termociclador CFX-96 (Bio-Rad) con las

condiciones descritas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa para amplificacion
de U6 utilizando iQ SYBR Green Supermix.

Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 95 00:10:00
2 95 00:00:15
3 70 00:01:00
4 Ir a paso 2 x 39 veces

Una vez terminada la reaccion, determinar el umbral de amplificacion y guardar

el archivo, anotar los ciclos de amplificacién de cada una de las muestras.

6.8.4 Determinacion de niveles de expresion de miARNs (sondas
TagMan ®)
Se adquirieron sondas TagMan® para analizar los siguientes microARNs: miR-
9, miR-16, miR-21, miR-26b, miR-29¢c, miR-132, miR-146a y miR-326. Se realizaron
alicuotas de 50 pL que se colocaron en tubos de polipropileno de 200 pL y se
congelaron a -20 °C protegidos de la luz hasta su uso. Se prepard la mezcla de
gPCR con 10 pL de 2x “iQ™ Supermix”, 1 uL de mezcla con cebadores/sonda, 8 uL
de agua libore de ARNasas y 1 uL de templado (ADN complementario de la
retrotranscripcidon previamente descrita) o agua libre de ARNasas, respectivamente.
La reaccién se llevdo a cabo en un termociclador CFX-96 (Bio-Rad) con las

condiciones descritas en |la Tabla 4.
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Tabla 4 Condiciones de reaccion para amplificacién de microARNs con sondas
TagMan® utilizando iQ Supermix (Bio-Rad).

Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 95 00:10:00
2 95 00:00:15
3 60 00:01:00
4 Ir a paso 2 x 49 veces

Una vez terminada la reaccion, determinar el umbral de amplificacion y guardar

el archivo, anotar los ciclos de amplificacién de cada una de las muestras.

6.9 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron los paquetes estadisticos IBM SPSS Statistics 22 asi como
GraphPad Prism 6 para realizar los andlisis estadisticos donde se llevaron a cabo,
segun el caso, estadistica descriptiva, estadistica inferencial (prueba de asociacion
de Chi-cuadrada (x?), valor de Phi (@) y V de Cramer), prueba de correlacion de
Pearson o Spearman, T de students o U de Mann-Whitney, prueba de correlacién
de Spearman, ANOVA (una o dos vias) o Kruskal-Wallis. Se consideré significativo

una P<0.05.

6.9.3 Creacion de mapas de calor (utilizando el software “R”)
Se descargé el paquete estadistico gratuito “R” de la pagina de internet

“https://www.r-project.org”. Ademas, se utilizé un cédigo para generar los mapas de
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calor a partir de una matriz creada en Microsoft Office Excel con formato separado

por comas (.Csv).

74



RESULTADOS
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7. RESULTADOS

7.1 CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE ESTUDIO

Se reclutaron 100 pacientes durante los meses de invierno de los anos 2015-
2016 que acudian a la consulta de Servicios Médicos de la UANL, asi como a
Medicina Interna del Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzalez Gonzalez” en

la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, México.

El 64% de los pacientes fueron femeninos con edad de 46 + 16 afios (media *
error estdndar de la media) mientras que el resto fueron masculinos con edad de 40
+ 12 afnos. Las edades para cada uno de los grupos se distribuyeron de forma
normal, segun se evalud con la prueba de Shapiro-Wilk (P>0.05), y mostraron
homogeneidad de varianzas mediante evaluacion con la prueba de Levene (P>0.05).
La edad de los pacientes femeninos y masculinos no mostraron diferencia

significativa (T de Student, P>0.05).

El 28% de los pacientes reportaron ser alérgicos a distintos antigenos entre
ellos alimentos, medicamentos o alérgenos ambientales. El 10% de los pacientes
reclutados fueron fumadores, 14% padecieron diabetes y el 28% reportaron haberse
aplicado la vacuna contra el virus de influenza que promueve la Secretaria de Salud
en México (Tabla 5). El 63% de los pacientes acudieron a la consulta con
automedicacion previa y reportaron haber ingerido principalmente antibiéticos y/o
antigripales. Los dias de evolucion de los pacientes reclutados fueron 3 y 2 dias
(mediana) para los pacientes femeninos (rango: 0-30 dias) y masculinos (rango: 0-

9 dias), respectivamente.
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Tabla 5. Caracteristicas sociodemograficas de los grupos de estudio.

Pacientes Controles

Caracteristicas . . . .
Femeninos Masculinos Femeninos Masculinos

n 64 (64%) 36 (36%) 6 (66.6%) 3 (33.3%)
Edad (anos) 46 + 16 40 + 18 40 £ 12 38+19
Alérgicos 23 (36%) 5 (13%) 0 0
Fumadores 8 (13%) 2 (6%) 0 0
Diabetes 13 (20%)  1(2.7%) 0 0
Vacunados
contra 21 (33%) 7 (20%) 2 (33%) 1 (33%)
Influenza
Medicamentos
utilizados Antibioticos, anti-gripales
Dias de
evolucioén 3 (0-30) 2 (0-9)
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Se incluyeron nueve controles clinicamente sanos y con biometria hematica
completa dentro de los valores normales. A la entrevista negaron ser fumadores,
padecer alergias o diabetes. Se respets la proporcion de género y edad observada
en el grupo de pacientes. Se realizaron pruebas de T de Student para muestras
independientes y verificar si existia alguna diferencia significativa en las edades
tanto entre controles femeninos y masculinos, asi como sus pares en el grupo de
pacientes cumpliendo con los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas antes mencionados y no encontrandose diferencias (P>0.05), ver Tabla

5

7.2 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS AGENTES VIRALES EN
PACIENTES ADULTOS CON INFECCION RESPIRATORIA AGUDA

De los 100 pacientes reclutados, en 82 de ellos se detect6 al menos un agente
viral (Fig. 7). El virus con mayor frecuencia de deteccion fue el de Influenza B con
38 casos, seguido de Coronavirus (29 casos), Rinovirus y virus de Parainfluenza
(21 casos en ambos), VSR (19 casos) y en ultimo lugar el virus de Influenza A 'y
Metaneumovirus (13 casos en ambos) (Fig. 8), ningln paciente fue positivo para
Adenovirus o Bocavirus. Se descart6 la presencia de Enterovirus por gRT-PCR en
los casos que dieron positivos para Enterovirus-Rinovirus por el método de

deteccién mdltiple.

78



En 39 de los pacientes positivos (48%) se detectd un agente viral, mientras en
22 pacientes (27%) se detectaron dos agentes virales; 15 pacientes (18%) se
encontraron infectados con tres virus; en 5 pacientes (6%) se detectaron cuatro y

por ultimo un paciente presentd hasta cinco agentes virales (Fig. 9).

m Positivos = Negativos

‘f ‘

Fig. 7 Proporcién de pacientes con infeccidn respiratoria viral aguda (n = 100)
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Fig. 8 Frecuencias absolutas de deteccion de los agentes virales analizados
(n=82)
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Fig. 9 Proporcién de pacientes con uno, dos, tres, cuatro y hasta cinco agentes
virales causando infeccion respiratoria viral aguda (n = 82)
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Las distintas combinaciones, asi como la cantidad de pacientes en cada grupo

se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6. Cantidad de pacientes de acuerdo a las distintas co-infecciones.

Influenza B

VSR

Influenza A

Coronavirus

Rinovirus

Metaneumovirus

Influenza B/Influenza A

Influenza B/Coronavirus

Influenza B/Rinovirus

Influenza B/Metaneumovirus

Influenza B/Parainfluenza

VSR/Influenza A

VSR/Coronavirus

VSR/Parainfluenza

VSR/Rinovirus

Coronavirus/Parainfluenza

Influenza B/Coronavirus/Parainfluenza

Influenza B/Coronavirus/Metaneumovirus
Influenza B/Rinovirus/Parainfluenza

Influenza B/Rinovirus/Metaneumovirus
Influenza B/Parainfluenza/Metaneumovirus
VSR/Influenza A/Rinovirus
Coronavirus/Parainfluenza/Metaneumovirus
Influenza B/VSR/Coronavirus/Parainfluenza
Influenza B/Coronavirus/Rinovirus/Parainfluenza
Influenza B/Coronavirus/Parainfluenza/Metaneumovirus
Influenza B/VSR/Influenza A/Coronavirus/Rinovirus/Parainfluenza
Total
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N
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Asociaciones entre las infecciones por distintos virus

Se verifico si la infeccion por alguno de los agentes virales estudiados se
asociaba con padecer co-infecciones mediante la prueba de Chi-cuadrada. Se
encontrd una asociacion moderadamente fuerte y positiva entre el virus de Influenza
B (P<0.001; ¢ = 0.542) y Parainfluenza (P<0.001; ¢ = 0.573) con padecimiento de

co-infecciones.

El 81.6% de los pacientes infectados con el virus de Influenza B presentaron
co-infecciones, mientras el 72.7% de los pacientes influenza B negativos no

presentaron alguna infeccién por otro virus.

Todos los casos de infeccidon con Parainfluenza cursaron con co-infecciones,
mientras el 57.9% de los pacientes negativos para este virus no presentaron alguna
otra infeccion por otro agente viral, indicando que el virus de Parainfluenza tiende a
cursar con co-infecciones, sin embargo, los pacientes negativos para este virus

pueden o no tener mono-infeccidn.

Se encontrd asociacién moderadamente fuerte y negativa entre los virus de
Influenza B — VSR (P<0.001; ¢ = -0.423); también, asociacidn leve y positiva entre
el par Influenza B — Parainfluenza (P<0.05; ¢ = 0.280), por otro lado, entre
Coronavirus y Rinovirus se encontrd6 una asociacion moderadamente fuerte y

negativa (P<0.05, ¢ = -0.326).
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El virus de influenza B mostr6 mayores cargas virales en los pacientes
comparado con otros agentes etiolégicos virales

Las cargas virales mayores fueron encontradas en los casos por virus de
Influenza B (mediana: 5332 copias/uL), seguido por Metaneumovirus (mediana:
2405.56 copias/pL), VSR (mediana: 553 copias/uL), Rinovirus (mediana: 222.16
copias/pL) y en ultimo lugar el virus de Influenza A (mediana: 20.54 copias/pL) (Fig.

10)
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Fig. 10 Cargas virales observadas en los pacientes dependiendo del tipo viral. IBV
n = 38, Rinovirus n = 21, Metaneumovirus n = 13, Influenza An =13, VSR n = 19.
Los datos se representan en diagrama de “cajas y bigotes” donde las cajas
representan el 95% de los datos, la linea central dentro de la caja es la mediana y
el rango esta indicado por los “bigotes”.
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Pacientes jovenes mostraron menores cargas virales de Influenza B

Se realiz6 una prueba de correlacion de Pearson para verificar si existia una
relacién entre las cargas virales de los distintos virus analizados y la edad de los
pacientes con infeccion respiratoria viral aguda. Se encontr6 una correlacién
moderada positiva entre los niveles de carga viral de Influenza B y la edad de los
pacientes, R = 0.381, P<0.05 con la edad explicando el 14% de variacidén en los

niveles de carga viral de Influenza B (Fig. 11).

R=0.381, P<0.05
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Fig. 11 Correlacién entre los niveles de logaritmo base 10 de las cargas virales de
Influenza B con la edad de los pacientes. La prueba de correlacion de Pearson fue
utilizada para determinar una P<0.05 como significativa. Las lineas punteadas
delimitan el intervalo de confianza a 95% de la mejor curva n= 38
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Pacientes femeninos tienen mayor carga viral de Metaneumovirus humano
Unicamente se encontré diferencia en el caso de Metaneumovirus humano
donde las distribuciones de las cargas virales para pacientes femeninos y
masculinos fueron similares de acuerdo a inspeccion visual. La mediana fue
significativamente mayor en los pacientes femeninos comparadas con los pacientes

masculinos (2968 vs 1030 copias/plL), P<0.005 (Fig. 12).
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Fig. 12 Valores de las cargas virales de Metaneumovirus en pacientes
adultos con infeccion respiratoria aguda dependiendo el género. Prueba U de
Mann-Whitney, **P<0.01. Pacientes masculinos n = 6, femeninos n = 7. La linea
horizontal representa la mediana.
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Pacientes con mono-infeccion no muestran diferencias en las cargas virales
en comparacion con co-infectados.

Se realizaron pruebas T de Student para verificar si existian diferencias en los
logaritmos de las cargas virales entre pacientes infectados con un solo agente viral
y aquellos con co-infecciones, sin embargo, no se observé diferencia alguna en

ninguno de los agentes virales estudiados (P>0.05).

7.3 Los pacientes tienden a mejorar su sintomatologia a los siete dias

Se realiz6 una evaluacién subjetiva por parte del paciente durante los 6 dias
posteriores al dia del reclutamiento, donde se le indicaba reportara en una escala
del 0-3 dependiendo si la sintomatologia era ausente, leve, moderada o grave,
respectivamente, ver seccién correspondiente a esta valoracibn en material y
métodos para mayores detalles. De los 100 pacientes reclutados, se logrd obtener
en 61 de ellos el seguimiento de la sintomatologia durante los siete dias. En el dia
del reclutamiento se observaron los puntajes de mayor gravedad y estos iban
disminuyendo con el paso de los dias. El sintoma con mayor gravedad reportada
fue el de la tos, seguido de aquellos que afectan al tracto respiratorio superior
(estornudo, rinorrea y odinofagia) y en menor medida los sintomas sistémicos
(cuerpo cortado, cefalea, escalofrios y fiebre). No se encontré diferencia significativa

entre pacientes femeninos comparados con los masculinos (P<0.05) (Fig. 13).
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Fig. 13 Puntaje de cada uno de los sintomas por dia de estudio y género de los pacientes con enfermedad respiratoria
aguda. Los datos se representan con la media * error estandar de la media; n masculinos = 17, n femeninos = 44.
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La sintomatologia leve a moderada fueron las presentes en nuestro grupo de
estudio

Tomando en cuenta la sumatoria del puntaje de los sintomas evaluados en el
dia del reclutamiento se clasificaron a los pacientes en tres categorias de gravedad,
dado que la suma méaxima posible es 24, se decidi6é considerar a los pacientes con
puntajes de 0-7, 8-15 y 16-24 con sintomatologia leve (30 pacientes), moderada (26

pacientes) y grave (cinco pacientes), respectivamente (Fig. 14).
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Fig. 14 Clasificacion de los pacientes de acuerdo a la sumatoria de los
puntajes de los sintomas reportados en el dia del reclutamiento. n = 61
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La gravedad de la sintomatologia no se asocia con las cargas virales

Al comparar las cargas virales de los distintos agentes virales entre pacientes
con sintomatologia leve, moderada y grave mediante pruebas de U de Mann-
Whitney o H de Kruskal-Wallis, no se encontraron diferencias significativas (P>0.05)

en ninguno de los casos por lo que la gravedad no condiciona los niveles de carga

viral en los pacientes (Fig. 15).
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Fig. 15 Niveles de cargas virales observados en los pacientes adultos con
infeccidn respiratoria aguda dependiendo la gravedad en el dia del reclutamiento.
IBV leve = 14, IBV moderado = 12, IBV grave =2, Rinovirus leve = 7, Rinovirus
moderado = 6, Rinovirus grave = 4 Metaneumovirus leve = 6, Metaneumovirus
moderado = 6 IAV leve = 5, IAV moderado = 8 VSR leve = 3, VSR moderado = 8
Las cajas representan el 95% de los datos, la linea horizontal dentro la caja
representa la mediana y los extremos el rango.
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Los sintomas del tracto respiratorio superior mostraron una mayor area bajo
la curva (ABC) en pacientes infectados

Otra forma de analizar la gravedad de la sintomatologia es calculando el area
bajo la curva (ABC) denotada por los puntos de cada uno de los sintomas a través
de los siete dias de estudio. Por esta metodologia se corrobora lo anteriormente
observado donde el sintoma de la tos fue el de mayor gravedad reportada, seguido
de aquellos sintomas del tracto respiratorio superior (TRS) y en ultima instancia los
sintomas sistémicos (Fig. 16). Cabe mencionar que también se realizd el célculo
englobando a los sintomas del tracto respiratorio superior, sistémicos y otro para

todos los sintomas con un puntaje global del area bajo la curva.
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sintomas analizados. TRS = tracto respiratorio superior (estornudo, rinorrea y
odinofagia); sistémicos = cuerpo cortado, cefalea, escalofrios y fiebre; global =
todos los sintomas. Los datos se representan como media + error estandar de la
media. n = 61
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La carga viral de Influenza B correlaciona positivamente con el ABC de tos
Analizando ahora la gravedad de la infeccion con el area bajo la curva, se
realizaron pruebas de correlacion de Spearman para verificar si existia asociacion
entre las cargas virales de algunos de los agentes patdégenos estudiados y la
sintomatologia. Se encontré una correlacion moderadamente positiva entre los
niveles de carga viral de Influenza B y area bajo la curva de tos, rs(27) = 0.407

(P<0.05) (Fig. 17).
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Fig. 17 Correlacién entre los niveles de logaritmos base 10 de cargas virales
de Influenza B con las areas bajo la curva del sintoma de la tos. La prueba de
correlacion de Spearman fue utilizada para determinar una P<0.05 como
significativa. Las lineas punteadas indican el intervalo de confianza a 95% para la
mejor linea recta. n = 28.
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7.4 PERFIL DE CITOCINAS EN PLASMA Y LAVADO NASAL DE PACIENTES
ADULTOS CON INFECCION RESPIRATORIA VIRAL AGUDA.

Se cuantificaron 25 citocinas: IL-17F, GM-CSF, IFN-y, IL-10, CCL20, IL-12
(p70), IL-13, IL-15, IL-17A, IL-22, IL-9, IL-1 B, IL-33, IL-2, IL-21, IL-4, IL-23, IL-5, IL-
6, IL-17E, IL-27, IL-31, TNF-a, TNF-B e IL-28A por inmunoensayo multiplex, asi
como TGF-B por ELISA tipo sandwich. Esto tanto en muestras de plasma como en
lavado nasal a dos tiempos de analisis: el dia del reclutamiento (dia 1) y seis dias

después (dia 7).

Influenza B en presencia de co-infecciones induce un perfil de citocinas Th17

en plasma.

En el caso de las citocinas plasmaticas, los grupos estudiados fueron controles
sanos (n = 9), pacientes Influenza B positivos (monoinfeccion) (n= 6), Influenza B
positivos con co-infecciones (n = 27) e Influenza B negativos con co-infecciones (n
= 35). Se observo diferencia significativa (P<0.05) entre los rangos de las siguientes
citocinas: IL-17F, GM-CSF, IFN-y, CCL20, IL-13, IL-1B, IL-4, IL-17E y TNF-B (Fig.

18)

Los niveles plasmaticos (pg/mL) de GM-CSF fueron significativamente
mayores en el grupo control en comparacién con los tres grupos restantes (P<0.001).
IL-1B e IL-13 se encontr6 en menor concentracidn en pacientes Influenza B positivo
y negativo ambos con co-infecciones, pero no asi con aquellos que contaban
Unicamente con monoinfeccién comparados con el control (P<0.05). Los niveles de

IL-4 fueron significativamente mayores en los controles sanos en comparacion con
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el de pacientes Influenza B negativo con co-infecciones (P<0.05). Los niveles de IL-
17E, IL-17F y TNF-B observados en el grupo de pacientes Influenza B positivos con
co-infecciones fueron significativamente mayores comparados con los encontrados

en el de controles sanos (P<0.05), (Fig. 18).
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Fig. 18 Perfil de citocinas plasmaticas en controles sanos (n = 9), pacientes
Influenza B positivos (monoinfeccion) (n = 6), Influenza B positivos con co-infeccién
(n = 27) e Influenza B negativos con co-infeccidén (n = 35). Las cajas representan el
95% de los datos, la linea horizontal dentro la caja representa la mediana y los
“bigotes” el valor maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 o (***) P<0.001 se
consideré como significativo por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis con
comparacién multiple de Dunn. n.d: no detectado
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Influenza B en presencia de co-infecciones favorece una respuesta
inflamatoria local e interferones tipo lll

En el caso de citocinas analizadas en lavado nasal, el nimero de casos por
grupo de estudio variaron debido a que no en todos se pudieron detectar, sin
embargo, por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis se determind que los niveles
de citocinas con diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos de estudio
fueron: IL-12 (p70), IL-6, TNF-a e IL-28A. Los niveles (pg/mL) de IL-12 (p70), IL-6 e
IL-28A en lavado nasal fueron significativamente mayores en el grupo de Influenza
B positivo con co-infecciones comparados con los de controles sanos (P<0.05). Los
niveles (pg/mL) de TNF-a en lavado nasal fueron significativamente menores en el
grupo de pacientes infectados unicamente con Influenza B en comparacién con los
observados en el de Influenza B positivo o negativo ambos con co-infecciones

(P<0.05) ver Fig. 19.
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Fig. 19 Niveles de IL-12 (p70), IL-6, TNF-a e IL-28A en lavado nasal de controles
sanos, pacientes Influenza B positivos (monoinfeccion), Influenza B positivos con
co-infecciones e Influenza B negativos con co-infecciones. Las cajas representan el
95% de los datos, la linea horizontal dentro la caja representa la mediana y los
“bigotes” el valor maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 o (**) P<0.01 se
consideré como significativo por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis con
comparacion multiple de Dunn. n.d: no detectado

El VSR regula la produccion de citocinas inflamatorias

En el caso de las citocinas plasmaticas, los grupos estudiados fueron controles
sanos (n = 9), pacientes VSR positivos (monoinfeccion) (n= 4), VSR positivos con
co-infecciones (n = 7) y VSR negativos con co-infecciones (n = 57). Se observé
diferencia significativa (P<0.05) entre los rangos de las siguientes citocinas: GM-
CSF, IL-13, IL-1B e IL-17E. Los niveles plasmaticos (pg/mL) de GM-CSF fueron
menores en los grupos de pacientes infectados con virus comparado con los

controles (P<0.05). Los niveles plasmaticos de IL-13 e IL-1B se encontraron
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disminuidos en los pacientes VSR negativo con co-infecciones comparado con los
controles (P<0.05). Por otro lado, los niveles de IL-17E se encontraron aumentados

en los pacientes VSR negativo con co-infecciones comparado con los controles

(P<0.05) ver Fig. 20.
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Fig. 20 Niveles plasmaticos de GM-CSF, IL-13, IL-1B3 e IL-17E en controles sanos
(n = 9), pacientes VSR positivos (monoinfeccién) (n = 4), VSR positivo con co-
infecciones (n = 7) y VSR negativo con co-infecciones (n = 57). Las cajas
representan el 95% de los datos, la linea horizontal dentro la caja representa la
mediana y los “bigotes” el valor maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 se
considerd como significativo por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis con
comparacién multiple de Dunn.
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En el caso de citocinas analizadas en lavado nasal, el nimero de casos por
grupo de estudio variaron debido a que no en todos se pudieron detectar, sin
embargo, por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis se determiné que Unicamente
los niveles de IL-6 fueron significativamente diferentes (P<0.05) entre los grupos.
Los niveles observados en los controles sanos fueron significativamente menores
en comparacion con pacientes VSR positivo 0 negativo ambos con co-infecciones

(P<0.05) ver Fig. 21.
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Fig. 21 Niveles de IL-6 en lavado nasal de controles sanos (n = 9), pacientes VSR
positivos (monoinfeccién) (n = 3), VSR positivos con co-infecciones (n = 3) y VSR
negativos con co-infecciones (n = 16). Las cajas representan el 95% de los datos,
la linea horizontal dentro la caja representa la mediana y los “bigotes” el valor
maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 se consider6 como significativo por medio
de la prueba H de Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn. n.d: no
detectado
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Influenza A regula los niveles de citocinas plasmaticas

En el caso de las citocinas plasmaticas, los grupos estudiados fueron controles
sanos (n = 9), pacientes Influenza A positivo (monoinfeccién) (n= 6), Influenza A
positivo con co-infecciones (n = 5) e Influenza A negativo con co-infecciones (n =
57). Se observo diferencia significativa (P<0.05) entre los rangos de las siguientes
citocinas: IL-17F, GM-CSF, IFN-y, IL-13, IL-1B, IL-17E e IL-27.

Los niveles de GM-CSF fueron significativamente mayores en los controles
sanos en comparacion con los de pacientes infectados Unicamente con Influenza A
o sin influenza (P<0.01). Los niveles de IFN-y observados en los pacientes
infectados Unicamente con Influenza A fueron significativamente menores en
comparacién con aquellos infectados por otros tipos de virus (P<0.05). Los niveles
de IL-13 e IL-1B en el grupo de controles sanos fueron significativamente mayores
en comparacién con aquellos pacientes con infeccién viral que no contaban con
Influenza A (P<0.05). Los niveles plasmaticos de IL-17E, IL-17F e IL-27 fueron
significativamente mayores en pacientes negativos para influenza A en comparacién

con aquellos infectados unicamente con Influenza A (P<0.05), ver Fig. 22.
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Fig. 22 Niveles de expresion de algunas citocinas plasmaticas en controles sanos
(n =9), pacientes Influenza A positivos (monoinfeccién) (n = 6), Influenza A positivo
con co-infecciones (n = 5) e Influenza A negativo con co-infecciones (n = 57). Las
cajas representan el 95% de los datos, la linea horizontal dentro la caja representa
la mediana y los “bigotes” el valor maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 o (**)
P<0.01 se consideré como significativo por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis
con comparacion multiple de Dunn.

En el caso de citocinas analizadas en lavado nasal, el nimero de casos por
grupo de estudio variaron debido a que no en todos se pudieron detectar, sin
embargo, por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis se determind que los niveles
de citocinas con diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos de estudio
fueron: IL-18 e IL-6. Los niveles de IL-13 en lavado nasal en el grupo de pacientes

positivos para Influenza A co-infectados fueron significativamente mayores en

comparacion con aquellos monoinfectados (P<0.05). Los niveles de IL-6 en lavado
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nasal fueron mayores en pacientes Influenza A negativos con co-infecciones

comparados con los controles (P<0.05), ver Fig. 23.
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Fig. 23 Niveles de IL-1B8 e IL-6 en lavado nasal de controles sanos, pacientes
Influenza A positivos (monoinfeccidn), Influenza A positivos con co-infecciones e
Influenza A negativos con co-infecciones. Las cajas representan el 95% de los datos,
la linea horizontal dentro la caja representa la mediana y los “bigotes” el valor
maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 se consideré como significativo por medio
de la prueba H de Kruskal-Wallis con comparacién multiple de Dunn.

Coronavirus regula la respuesta de citocinas

En el caso de las citocinas plasmaticas, los grupos estudiados fueron controles
sanos (n = 9), pacientes Coronavirus positivo (monoinfeccién) (n= 8), Coronavirus
positivo con co-infecciones (n = 18) y Coronavirus negativo con co-infecciones (n =

26). Se observo diferencia significativa (P<0.05) entre los rangos de las siguientes
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citocinas: IL-17F, GM-CSF, CCL20, IL-13, IL-1B, IL-4, IL-17E, TNF-B e IL-28A. Los
niveles de IL-17F en pacientes coronavirus negativos con co-infecciones fueron
significativamente mayores en comparacion con los controles sanos (P<0.05). GM-
CSF en controles sanos fueron significativamente mayores en comparacion con los
tres grupos restantes (P<0.001). CCL20 en el grupo de pacientes infectados con
Coronavirus o negativo ambos con co-infecciones fueron significativamente
mayores en comparacion con aquellos que estaban infectados Unicamente con
Coronavirus (P<0.05). IL-13 en el grupo de controles sanos fueron
significativamente mayores en comparacién con los pacientes infectados
unicamente con Coronavirus o con co-infecciones (P<0.05). IL-13 en el grupo de
controles sanos fueron significativamente mayores en comparacién con
Coronavirus positivo (monoinfeccion) (P<0.01), Coronavirus positivo y negativo
ambos con co-infecciones (P<0.05). IL-4 en el grupo de controles sanos fueron
significativamente mayores en comparacion con los de pacientes infectados
Unicamente con Coronavirus (P<0.05). IL-17E en los grupos de pacientes
Coronavirus positivo o negativo ambos con co-infecciones fueron significativamente
mayores en comparacion con los de controles sanos (P<0.05). TNF-B en el grupo
de pacientes Coronavirus negativo con co-infecciones fueron significativamente
mayores en comparacion con los de controles sanos (P<0.05). IL-28A en el grupo
de controles sanos fueron significativamente mayores en comparacioén con el de

pacientes infectados unicamente con Coronavirus (P<0.05), ver Fig. 24.
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Fig. 24 Niveles de citocinas plasmaticas en controles sanos (n = 9), pacientes
Coronavirus positivo (monoinfeccién) (n = 8), Coronavirus positivo con co-
infecciones (n = 18) y Coronavirus negativo con co-infecciones (n = 26). Las cajas
representan el 95% de los datos, la linea horizontal dentro la caja representa la
mediana y los “bigotes” el valor maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 o (**)
P<0.01 o (***) P<0.001 se considerd como significativo por medio de la prueba H de
Kruskal-Wallis con comparacién multiple de Dunn.

En el caso de citocinas analizadas en lavado nasal, el nimero de casos por
grupo de estudio variaron debido a que no en todos se pudieron detectar, sin
embargo, por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis se determind que los niveles
de citocinas con diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos de estudio
fueron: IL-6 e IL-28A. Los niveles de IL-6 en lavado nasal se encontraron elevados
en pacientes negativos para Coronavirus con co-infecciones (P<0.05). El grupo de

pacientes unicamente infectados con Coronavirus no cont6 con casos para IL-28A
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en lavado nasal por lo que se excluyd del andlisis y el grupo de pacientes
Coronavirus negativo con co-infecciones fueron significativamente mayores en

comparacioén a los controles sanos (P<0.05), ver Fig. 25.
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Fig. 25 Niveles de IL-6 e IL-28A en lavado nasal de controles sanos, pacientes
Coronavirus positivo (monoinfeccion), Coronavirus positivo con co-infecciones y
Coronavirus negativo con co-infecciones. Las cajas representan el 95% de los datos,
la linea horizontal dentro la caja representa la mediana y los “bigotes” el valor
maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 o (**) P<0.01 se consider6 como
significativo por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis con comparacién multiple
de Dunn. n.d: no detectado
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Parainfluenza induce respuesta de citocinas Th1/Th17/Treg en plasma

Para verificar si existian diferencias significativas entre los valores de las
distintas citocinas evaluadas en plasma como en lavado nasal de los pacientes
adultos con infeccién respiratoria debido a Parainfluenza, se realizaron pruebas H

de Kruskal-Wallis con analisis post-hoc para comparaciones multiples de Dunn.

En el caso de las citocinas plasmaticas, los grupos estudiados fueron controles
sanos (n = 9), pacientes Parainfluenza positivo con co-infecciones (n= 19) y
Parainfluenza negativo con co-infecciones (n = 32). No hubo casos de pacientes
infectados Unicamente con Parainfluenza. Se observé diferencia significativa
(P<0.05) entre los rangos de las siguientes citocinas: IL-17F, GM-CSF, IFN-y, IL-10,
IL-13, IL-1B, IL-4, IL-17E y TNF-B. Los niveles de IL-17F e IL-17E en el grupo de
pacientes Parainfluenza positivos o negativos ambos con co-infecciones, fueron
significativamente mayores en comparacién con los controles sanos (P<0.05). Las
concentraciones de GM-CSF fueron significativamente mayores en controles sanos
comparados con los grupos de infectados (P<0.001). IFN-y e IL-10 en el grupo de
pacientes Parainfluenza positivos con co-infecciones fueron significativamente
mayores en comparacion con los de controles sanos (P<0.05). IL-13 e IL-1B en los
controles sanos fueron significativamente mayores en comparacion con los grupos
de estudio (P<0.05). Los niveles de IL-4 en los controles sanos fueron
significativamente mayores en comparacion con los de pacientes Parainfluenza
negativos, pero con infeccién por otros virus (P<0.05). TNF-B en el grupo de
pacientes infectados con Parainfluenza, fueron significativamente mayores en

comparacién con los de controles sanos (P<0.05), ver Fig. 26.
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Fig. 26 Niveles de citocinas plasmaticas en controles sanos (n = 9), pacientes
Parainfluenza positivos con co-infecciones (n = 19) y Parainfluenza negativos con
co-infecciones (n = 32). Las cajas representan el 95% de los datos, la linea
horizontal dentro la caja representa la mediana y los “bigotes” el valor maximo y
minimo. Un valor de (*) P<0.05 o (**) P<0.01 se consideré como significativo por
medio de la prueba H de Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn.
Parainfluenza induce respuesta local de citocinas inflamatorias e IL-28A

En el caso de citocinas analizadas en lavado nasal, el nimero de casos por
grupo de estudio variaron debido a que no en todos se pudieron detectar, sin
embargo, por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis se determiné que los niveles
de citocinas con diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos de estudio
fueron: IL-12 (p70), IL-13, IL-5, IL-6 e IL-28A. Los niveles de IL-12 (p70) en lavado

nasal de los pacientes infectados con Parainfluenza, fueron significativamente

mayores en comparacién con los de controles sanos (P<0.05). Los niveles de IL-5
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fueron significativamente mayores en pacientes sin Parainfluenza, pero con algun
otro tipo de virus comparado con los controles (P<0.05). Los niveles de IL-6 fueron
mayores en los grupos de pacientes infectados comparados con los controles
(P<0.01). IL-28A fue mayor en pacientes infectados con Parainfluenza en

comparacion con los controles (P<0.01), ver Fig. 27.
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Fig. 27 Niveles de IL-12 (p70), IL-5, IL-6 e IL-28A en lavado nasal de controles sanos,
pacientes Parainfluenza positivos y negativos con co-infecciones. Las cajas
representan el 95% de los datos, la linea horizontal dentro la caja representa la
mediana y los “bigotes” el valor maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 o (*¥)
P<0.01 se consideré como significativo por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis
con comparacion multiple de Dunn. n.d: no detectado

Rinovirus induce una respuesta de citocinas Th17 en plasma
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En el caso de las citocinas plasmaticas, los grupos estudiados fueron controles
sanos (n = 9), pacientes Rinovirus positivo (monoinfeccién) (n=5), Rinovirus positivo
con co-infecciones (n = 13) y Rinovirus negativo con co-infecciones (n = 50). Se
observo diferencia significativa (P<0.05) entre los rangos de las siguientes citocinas:
IL-17F, GM-CSF, IL-13, IL-1B, IL-4 e IL-17E. Los niveles de IL-17F en el grupo de
pacientes infectados unicamente con Rinovirus, fueron significativamente mayores
en comparacion con los de controles sanos (P<0.05). GM-CSF se encontr6
disminuido en los grupos estudiados comparado con los controles (P<0.001). Los
niveles de IL-13 e IL-1 observados en los controles sanos fueron significativamente
mayores en comparacion con los de pacientes Rinovirus positivo o negativo, ambos
con co-infecciones (P<0.05). IL-4 en los controles sanos fue significativamente
mayor en comparacioén al grupo de Rinovirus negativos con co-infecciones (P<0.05).
IL-17E en el grupo de Rinovirus sin co-infeccion, asi como en el grupo de Rinovirus
negativos con co-infecciones fueron significativamente mayores en comparacion

con los de controles sanos (P<0.05), ver Fig. 28.
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Fig. 28 Niveles de citocinas plasmaticas en controles sanos (n = 9), pacientes
Rinovirus positivo (monoinfeccidn) (n = 5), Rinovirus positivo con co-infecciones (n
= 13) y Rinovirus negativo con co-infecciones (n = 50). Las cajas representan el 95%
de los datos, la linea horizontal dentro la caja representa la mediana y los “bigotes”
el valor maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 o (**) P<0.01 se consideré como
significativo por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis con comparacion multiple
de Dunn.

En el caso de citocinas analizadas en lavado nasal, el nimero de casos por
grupo de estudio variaron debido a que no en todos se pudieron detectar, sin
embargo, por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis se determin que los niveles
de citocinas con diferencias significativas (P<0.05) entre los grupos fueron: IL-4, IL-
6 e IL-28A (Fig. 29). Los niveles de IL-4 en el grupo de Rinovirus positivo con co-

infecciones fueron significativamente mayores en comparacion con los de controles
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sanos (P<0.05). Los niveles de IL-6 fueron significativamente mayores en los
pacientes Rinovirus positivo o negativo acompanado de co-infecciones en ambos
casos en comparacion con los de controles sanos (P<0.05). IL-28A en pacientes
Rinovirus positivo con co-infecciones fueron significativamente mayores en

comparacion con los de controles sanos (P<0.05).
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Fig. 29 Niveles de IL-4, IL-6 e IL-28A en lavado nasal de controles sanos, pacientes
Rinovirus positivo (monoinfeccién), Rinovirus positivo con co-infecciones y
Rinovirus negativo con co-infecciones. Las cajas representan el 95% de los datos,
la linea horizontal dentro la caja representa la mediana y los “bigotes” el valor
maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 se consideré como significativo por medio
de la prueba H de Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn. n.d: no
detectado
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Perfil de citocinas en pacientes adultos con infeccion respiratoria viral

aguda por Metaneumovirus humano

En el caso de las citocinas plasmaticas, los grupos estudiados fueron controles
sanos (n = 9), pacientes Metaneumovirus positivo (monoinfeccién) (n= 2),
Metaneumovirus positivo con co-infecciones (n = 11) y Metaneumovirus negativo
con co-infecciones (n = 55). Se observé diferencia significativa (P<0.05) entre los
rangos de las siguientes citocinas: GM-CSF, IL-13, IL-1B8 e IL-17E (Fig. 30). Los
niveles GM-CSF fueron significativamente mayores en comparacion con los tres
grupos restantes (P<0.001). IL-13 en el grupo de controles sanos fue mayor en
comparacién con el grupo de Metaneumovirus negativo con co-infecciones
(P<0.05). IL-1B fue menor en los grupos de Metaneumovirus negativo con co-
infecciones y Metaneumovirus positivo con infeccion por algun otro virus en
comparacién con los de controles sanos (P<0.05). Los niveles IL-17E en el grupo
de pacientes infectados por Metaneumovirus y algun otro virus (co-infecciones)
fueron significativamente mayores en comparacion con los de controles sanos

(P<0.05).
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Fig. 30 Niveles de citocinas plasmaticas en controles sanos (n = 9), pacientes
Metaneumovirus positivo (monoinfeccién) (n = 2), Metaneumovirus positivo con co-
infecciones (n = 11) y Metaneumovirus negativo con co-infecciones (n = 55). Las
cajas representan el 95% de los datos, la linea horizontal dentro la caja representa
la mediana y los “bigotes” el valor maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05 o (***)
P<0.001 se consider6é como significativo por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis
con comparacién multiple de Dunn. n.d: no detectado

En el caso de citocinas analizadas en lavado nasal, el nimero de casos por
grupo de estudio variaron debido a que no en todos se pudieron detectar, aun asi,

por medio de la prueba H de Kruskal-Wallis ninguna citocina resulté con niveles

significativamente diferentes entre los grupos (P>0.05).
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IL-10, CCL20, IL-6 y TGF-B en lavado nasal se observaron elevadas en el dia

del reclutamiento en comparacion con el dia siete

En el caso de las citocinas plasmaticas, en ninguna se observd diferencia
(P>0.05), sin embargo, en lavado nasal, los niveles (pg/mL) en el dia del
reclutamiento de IL-10 (media; rango) (2.09; 0 — 21.85), CCL20 (31.65; 0 — 809.79),
IL-6 (17.16; 0 — 171.90) y TGF-B (95.14; 51.24 — 182.29) fueron mayores (P<0.05)
que los observados en el dia siete: IL-10 (0.15; 0 - 1.14), CCL20 (6.14; 0 — 49.86),

IL-6 (1.19; 0 — 13.10) y TGF-B (60.89; 20.59 — 95.07) (Fig. 31).
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Fig. 31 Niveles de concentracién de IL-10, CCL20, IL-6 y TGF- en lavado nasal de
pacientes adultos con infeccion respiratoria viral aguda analizados en el dia 1y 7.
Se consider6 una P<0.05(*) como significativo por medio de la prueba de Wilcoxon.
IL-10 n =9, CCL20 n =22, IL-6 n = 18 y TGF-B n = 43. Las cajas representan el
95% de los datos, la linea horizontal dentro la caja representa la mediana y los
extremos el rango.
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El ambiente de citocinas en la mucosa nasal es diferente al observado en el
sistémico

Se realizaron pruebas de correlacion de Pearson para verificar si existia
asociacién entre los niveles de citocinas plasmaticas y en lavado nasal. Para fines
practicos, aquellas correlaciones no significativas fueron consideradas con un
coeficiente igual a cero. La gran mayoria de las citocinas plasmaticas correlacionan
entre si (Fig. 32), sin embargo, solo se encontraron 21 correlaciones con los niveles
observados en el lavado nasal lo que hablaria de un ambiente inmunol6gico muy

diferente entre ambos sitios anatdémicos.
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Fig. 32 Mapa de calor que muestra las correlaciones entre los mismos niveles de citocinas plasmaticas o con los de lavado
nasal en pacientes adultos con infeccién respiratoria viral aguda, n plasma = 77, n lavado nasal = 44, se consider6
significativo una P<0.05 mediante la prueba de correlacion de Pearson, aquellas correlaciones no significativas se consider6
una R=0.
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Citocinas plasmaticas y de lavado nasal correlacionan con cargas virales

Se encontr6é que existia correlacion entre los logaritmos de las cargas virales
de algunos agentes patdégenos con los niveles de citocinas tanto plasmaticas como
de lavado nasal mediante la prueba de correlacion de Pearson (P<0.05). Se
encontraron seis correlaciones (tres positivas y negativas, respectivamente) entre
los niveles de citocinas en lavado nasal con las cargas virales de Rinovirus,
Metaneumovirus, Influenza A y VSR. Mientras en plasma se observaron siete (tres
positivas y cuatro negativas) con los virus de Influenza B, Rinovirus, Influenza A 'y
VSR. Ninguna de las correlaciones entre las citocinas en lavado nasal con cargas
virales concord6 con las observadas en plasma. A pesar que se encontraron mayor
cantidad de correlaciones entre citocinas plasmaticas con cargas virales, las
observadas en lavado nasal fueron mas fuertes. Por ejemplo, TGF-B en lavado
nasal correlacioné de forma negativa con las cargas virales de Rinovirus R= 0.523,
P<0.05, por otro lado, IL-6 se asoci6é de forma negativa con el virus de influenza A,
R=-0.873, P<0.05; mientras que IL-17A de forma positiva, R= 0.773, P<0.05. En
cambio, GM-CSF e IL-13 en plasma correlacionaron de forma positiva con Rinovirus
R= 0.528 y R= 0.537, respectivamente, P<0.05, ademas TGF-B correlacion6

negativamente con las cargas virales de Influenza B, R=-0.437, P<0.05, ver Fig. 33.
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Fig. 33 Mapa de calor que muestra las correlaciones entre los niveles de cargas
virales y citocinas plasmaticas o de lavado nasal en pacientes adultos con infeccion
respiratoria aguda. En lavado nasal: n IBV=12, n Rinovirus = 12, n Metaneumovirus
=8, n Influenza A = 8, n VSR = 11. En plasma: n IBV = 38, n Rinovirus = 18, n
Metaneumovirus = 13, n Influenza A = 13, n VSR = 18. Se consideré significativo
una P<0.05 mediante la prueba de correlacibn de Pearson, en aquellas
correlaciones no significativas se consider6 una R=0.

117



Citocinas pro-inflamatorias y TH2 correlacionan de forma positiva y negativa,
respectivamente con la sintomatologia de la infeccién respiratoria.

Al verificar si los niveles de citocinas tanto de plasma como de lavado nasal
correlacionaban con la gravedad de la sintomatologia, se lograron agrupar en tres
categorias: 1) Citocinas pro-inflamatorias (IL-1 B, IL-6 y TNF-a), CCL20, IL-17A,
IFN-y, asi como IL-10 correlacionan de forma positiva con la mayoria de los
sintomas. 2) Citocinas Tn2 (IL-4, IL-5 e IL-13) correlacionan de forma negativa y 3)
citocinas que no se asociaron con la gravedad de la infeccion. También, las citocinas
analizadas en lavado nasal fueron las que mejor correlacionaron con la

sintomatologia en comparacién con las plasmaticas (Fig. 34).
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Fig. 34 Mapa de calor que muestra las correlaciones entre los niveles de citocinas en plasma y de lavado nasal con las
areas bajo la curva de los sintomas evaluados en pacientes adultos con infeccion respiratoria viral aguda. n plasma = 54,
n lavado nasal = 34, se consider6 significativo una P<0.05 mediante la prueba de correlacién de Pearson, en aquellas
correlaciones no significativas se considerd una R=0.
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IL-10 correlaciona de forma positiva con citocinas pro-inflamatorias en lavado
nasal

IL-10, una citocina anti-inflamatoria, correlacion6 de forma positiva con la
sintomatologia, por lo que nos preguntamos las posibles razones de este fenomeno.
Al verificar si existia asociacién entre los niveles de IL-10 con otras citocinas en
lavado nasal mediante pruebas de correlacion de Pearson, se encontrd que
efectivamente los valores de esta citocina se asociaban de forma positiva con los

niveles de IL-1 B, IL-6, TNF-a, IL-17A, CCL20 e IFN-y (Fig. 35).
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Fig. 35 Mapa de calor que muestras las correlaciones entre los mismos valores de
citocinas analizadas en lavado nasal de pacientes adultos con infeccion respiratoria
viral aguda. n = 44, se consider6 significativo una P<0.05, para las correlaciones no
significativas se consider6 una R=0.
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Los patrones de correlacion de citocinas con la sintomatologia varian de

acuerdo a la presencia de un agente viral en especifico.

Anteriormente las correlaciones mostradas entre los valores de citocinas con
la sintomatologia fueron tomando en cuenta todos los pacientes con infeccidn viral,
sin embargo, se realiz6 un andlisis mas detallado donde se separan los casos de
acuerdo a la presencia de cierto agente viral y realizando los mismos ensayos de
correlacién de Pearson. Las correlaciones negativas de los valores de IL-4 en
lavado nasal se mantienen con algunos sintomas en el caso de pacientes con virus
de Influenza B a diferencia de los demas. Por otro lado, la IL-1 B fue la citocina con
mayor cantidad de correlaciones positivas con los sintomas independientemente del
agente viral como previamente se habia observado. En los pacientes con infeccién
respiratoria que contaban con virus de Influenza B y/o Parainfluenza se encontré
mayor cantidad de correlaciones seguido de aquellos infectados con Rinovirus,
Coronavirus y en ultima instancia Influenza A; en el caso de Metaneumovirus no se
consideré como significativa ninguna correlacién debido a que todas presentaban
una cantidad de casos menor a cinco, ver Fig. 36. En los casos de infeccién con
Rinovirus, Parainfluenza e Influenza B las correlaciones entre los valores de
citocinas pro-inflamatorias y la sintomatologia se mantuvieron a diferencia de lo

observado en Coronavirus e Influenza A donde fueron solo algunas.
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Fig. 36 Mapa de calor que muestra las correlaciones entre los niveles de citocinas
y las areas bajo la curva de los sintomas evaluados en pacientes adultos con
infeccion respiratoria viral aguda dependiendo la presencia de Influenza B,
Coronavirus, Rinovirus, Parainfluenza e Influenza A con co-infecciones en todos los
casos. n minima en cada correlacion = 5; se considero significativo una P<0.05 por
medio de la prueba de correlacidn de Pearson, en aquellas correlaciones no

significativas se consider6 una R=0.
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7.5 PERFILES DE EXPRESION DE MICROARNS EN LAVADO NASAL DE
PACIENTES ADULTOS CON INFECCION RESPIRATORIA VIRAL AGUDA.

Los niveles de expresion de los microARNs (miR-9, 16, 21, 26b, 29c, 132, 146a
y 326) se determinaron por medio de la técnica de RT-qPCR (Retrotranscripcion -
Reaccion en cadena de la polimerasa en dos pasos) y el método de ACt y AACt
utilizando como gen normalizador el ARN pequefio nucleolar U6. De los 82
pacientes con infeccion viral, en 56 y 22 de las muestras tomadas en el dia uno y
siete, respectivamente se logré determinar de forma confiable los niveles de
expresion debido a que se eliminaron aquellas muestras donde el gen U6
amplificaba por arriba del Ct 35. En ninguna de las muestras se logré detectar el

miR-9.

Perfil de expresion de microARNs en pacientes adultos infectados con virus

de Influenza B

Los microARNSs analizados en el dia del reclutamiento eran diferentes entre los
sujetos de estudio que fueron clasificados como: Influenza B positivos con co-
infecciones (n = 21), Influenza B negativos con co-infecciones (n = 40) y controles
sanos (n = 9). Los niveles de expresibn de miR-26b y miR-146a fueron
significativamente diferentes entre los grupos (P<0.05). Los niveles de expresién de
miR-26b y miR-146a se encontraron elevados en pacientes Influenza B positivos

con co-infecciones en comparacion a los controles (P<0.05), ver Fig 37.
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Fig. 37 Niveles de expresion de microARNs en controles sanos (n = 9), pacientes
adultos Influenza B positivos con co-infecciones (n = 21) e Influenza B negativos
con co-infecciones (n = 40). Todos los datos estan representados como media +
error estandar de la media. Una (*) P<0.05 fue tomada como significativa por medio
de una prueba de ANOVA con analisis post-hoc de Tukey o Games-Howell.

Posteriormente se realizd un sub-andlisis de los mismos datos por medio de
un ANOVA para verificar si existian diferencias en los niveles de expresion de miR-
26b y miR-146a entre los grupos siguientes: controles sanos (n = 9), Influenza B
positivos (monoinfeccién) (n = 3), Influenza B positivos con co-infeccion (n = 18) y
pacientes Influenza B negativos con co-infecciones (n = 40). No se encontré

diferencias significativas entre los grupos de estudio y los controles (P>0.05). El
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incremento en miR-146a observados en los pacientes Influenza B positivos con co-
infecciones eran significativamente mayores en comparaciéon con los controles

sanos (P<0.05), ver Fig. 38.
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Fig. 38 Niveles de expresion de miR-26b y miR-146a en controles sanos (n=9),
pacientes Influenza B positivos (monoinfeccion) (n = 3), Influenza B positivos con
co-infecciones (n = 18) y pacientes Influenza B negativos con co-infecciones (n =
40). Todos los datos estan representados como media + error estandar de la media.
Una (*) P<0.05 fue considerada como significativa por medio de la prueba de
ANOVA con analisis post-hoc de Games-Howell.
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Perfil de expresion de microARNs en pacientes adultos infectados con Virus

Sincitial Respiratorio

Los microARNSs analizados en el dia del reclutamiento eran diferentes entre los
sujetos de estudio que fueron clasificados como: VSR positivos con co-infecciones
(n = 21), VSR negativos con co-infecciones (n = 40) y controles sanos (n = 9). Los
niveles de expresion de miR-29c y miR-146a fueron significativamente diferentes
entre los grupos (P<0.05). Los niveles de expresion de miR-29c fueron
significativamente mayores en el grupo de VSR negativos con co-infecciones en
comparacién con el de VSR positivos con co-infecciones (P<0.05). Los niveles de
expresiéon de miR-146a en el grupo VSR negativos con co-infecciones fueron
significativamente mayores (P<0.05) en comparacion con los controles sanos, ver
Fig 39. Se realizé un sub-analisis de los datos por medio de una prueba de ANOVA
ahora separando a los grupos en: controles sanos (n = 9), VSR positivos
(monoinfeccion) (n = 8), VSR positivos con co-infeccion (n =9) y VSR negativos con
co-infeccién (n = 40). Sin embargo, no se observé ninguna diferencia significativa

entre los grupos (P>0.05).
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Fig. 39 Niveles de expresion de microARNs en controles sanos (n = 9), pacientes
VSR positivos con co-infecciones (n = 21) y VSR negativos con co-infecciones (n =
40). Todos los datos estan representados como media * error estandar de la media.

Una (*) P<0.05 fue considerada como significativa por medio de la prueba de
ANOVA con analisis post-hoc de Tukey.

Perfil de expresion de microARNs en pacientes adultos infectados con

Rinovirus

Para verificar si existia diferencia significativa entre los niveles de expresion de
los distintos microARNs en los grupos de controles sanos (n = 9), Rinovirus positivo
con co-infecciones (n = 14) y Rinovirus negativo con co-infecciones (n = 39) se
realizd una prueba de ANOVA. Los niveles de miR-16, miR-146a y miR-326
mostraron diferencias significativas entre los grupos (P<0.05). Los niveles de
expresion de miR-16 en el grupo de Rinovirus positivo con co-infecciones fueron

significativamente mayores en comparacion con el de Rinovirus negativo con co-
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infecciones (P<0.05). Los niveles de expresidon de miR-146a en el grupo de
Rinovirus positivo con co-infecciones fueron significativamente mayores en
comparacion con el de controles sanos (P<0.05). Los niveles de expresion de miR-
326 en el grupo Rinovirus positivo con co-infecciones fueron significativamente
mayores en comparacion con el de Rinovirus negativo con co-infecciones y

controles sanos (P<0.05 y P<0.01, respectivamente), ver Fig. 40.
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Fig. 40 Niveles de expresion de microARNs en controles sanos (n = 9), pacientes
Rinovirus positivo con co-infecciones (n = 14) y Rinovirus negativo con co-
infecciones (n = 39). Todos los datos estan representados por la media + error
estandar de la media. Una (*) P<0.05 o (**) P<0.01 se consideraron significativas
por medio de la prueba de ANOVA con analisis post-hoc de Tukey.

128



Un sub-analisis de estos microARNs para ver si existian diferencias entre los
grupos: controles sanos (n = 9), pacientes Rinovirus positivo (monoinfeccién) (n =
4), Rinovirus positivo con co-infecciones (n = 10) y Rinovirus negativo con co-
infecciones (n = 39) por medio de una prueba ANOVA con analisis post-hoc de
Tukey mostro diferencias significativas en los tres microARNs (P<0.05). Los niveles
de expresion de miR-16 en el grupo de pacientes Rinovirus positivo (monoinfeccion)
fueron significativamente mayores en comparacion con los de Rinovirus negativo
con co-infecciones (P<0.05). miR-146a en el grupo de controles sanos fueron
significativamente menores en comparaciéon con los encontrados en pacientes
Rinovirus positivo (monoinfeccién) y con co-infeccion (P<0.05). Los niveles de
expresion de miR-326 en el grupo de pacientes Rinovirus positivos con co-
infecciones fueron significativamente mayores en comparacion con el de pacientes

Rinovirus negativo con co-infecciones (P<0.05), ver Fig. 41.
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Fig. 41 Niveles de expresion de miR-16, miR-146a y miR-326 en controles sanos (n
= 9), pacientes Rinovirus positivo (monoinfeccion) (n = 4), Rinovirus positivo con co-
infeccion (n = 10) y Rinovirus negativo con co-infecciones (n = 39). Todos los datos
estan representados como media * error estandar de la media. Un valor de (*)
P<0.05 fue considerado significativo por medio de la prueba de ANOVA con analisis
post-hoc de Tukey.

Perfil de expresion de microARNs en pacientes adultos infectados con virus

de Influenza A

Para verificar si existia diferencia significativa entre los niveles de expresion de
los distintos microARNs en los grupos de controles sanos (n = 9), Influenza A
positivo con co-infecciones (n = 13) e Influenza A negativo con co-infecciones (n =
48) se realiz6 una prueba de ANOVA. Los niveles de miR-29¢c, miR-132 y miR-146a
mostraron diferencias significativas entre los grupos (P<0.05). Los niveles de

expresion de miR-29c en el grupo de pacientes Influenza A negativos con co-
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infecciones fueron significativamente mayores en comparacion con los de Influenza
A positivos con co-infecciones (P<0.001). Los niveles de expresion miR-132 en el
grupo de pacientes Influenza A negativos con co-infecciones fueron
significativamente mayores en comparacion con los de pacientes Influenza A
positivos con co-infecciones (P<0.01). Los niveles de expresidén miR-146a en el
grupo de pacientes Influenza A negativos con co-infecciones fueron
significativamente mayores en comparacion con los de controles sanos e Influenza

A positivos con co-infecciones (P<0.001), ver Fig. 42.
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Fig. 42 Niveles de expresion de microARNs en controles sanos (n = 9), pacientes
Influenza A positivos con co-infecciones (n = 13) e Influenza A negativos con co-
infecciones (n = 48). Todos los datos estén representados como media + error
estandar de la media. Un valor de (**) P<0.01 o (***) P<0.001 fue considerado como
significativo por medio de la prueba de ANOVA con analisis post-hoc de Tukey.
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Un sub-andlisis de estos microARNSs para ver si existian diferencias entre los grupos
de controles sanos (n = 9), pacientes Influenza A positivo (monoinfeccién) (n = 6),
Influenza A con co-infecciones (n = 7) e Influenza A negativos con co-infecciones (n
= 48) por medio de una prueba ANOVA con analisis post-hoc de Tukey mostré
diferencias significativas (P<0.05) en los tres microARNSs. Los niveles de expresion
de miR-29c en el grupo de pacientes Influenza A positivos (monoinfeccion) fueron
significativamente menores en comparacion con los de controles sanos (P<0.05) y
pacientes Influenza A negativos con co-infecciones (P<0.01). Ademas, este ultimo
grupo presentd niveles significativamente elevados (P<0.05) en comparacion con el
de pacientes Influenza A positivos con co-infecciones. Los niveles de expresion de
miR-132 en el grupo de pacientes infectados solo con influenza A fueron
significativamente menores en comparacion con el de controles sanos (P<0.01) y el
de pacientes Influenza A negativos con co-infecciones (P<0.001). Los niveles de
expresion de miR-146a en el grupo de pacientes Influenza A negativos con co-
infeccion fueron significativamente mayores en comparaciéon con el de controles

sanos e Influenza A positivos (monoinfeccién) (P<0.01), ver Fig. 43.

132



Control
IAV positivo

IAV + co-infecciones

IAV negativo con infeccién viral

20 A

_‘Lt_l

Niveles de expresion

Fig. 43 Niveles de expresion de miR-29c, miR-132 y miR-146a en controles sanos
(n =9), pacientes Influenza A positivos (monoinfeccion) (n = 6), Influenza A positivos
con co-infecciones (n = 7) e Influenza A negativos con co-infecciones (n = 48). Todos
los datos estan representados por la media * error estandar de la media. Un valor
de (*) P<0.05, (**) P<0.01 o (***) P<0.001 se considerd como significativo por medio
de una prueba ANOVA con andlisis post-hoc de Tukey.

Perfil de expresion de microARNs en pacientes adultos infectados con

Coronavirus y Parainfluenza

Estos dos virus fueron agrupados en una sola seccion debido a que el perfil de
expresion fue muy similar. Los grupos en Coronavirus fueron: control sano (n = 9),
pacientes Coronavirus positivo con co-infecciones (n = 13) y Coronavirus negativo
con co-infecciones (n = 21). En el caso de Parainfluenza: control sano (n = 9),

pacientes Parainfluenza positivo con co-infecciones (n = 11) y Parainfluenza
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negativo con co-infecciones (n = 23). En ambos casos, se encontraron diferencias
significativas en los niveles de expresion de miR-26b (P<0.05) y miR-146a (P<0.01).
Los niveles de miR-26b y miR-146a fueron mayores en pacientes Coronavirus
positivo 0 negativo con co-infecciones comparados con el grupo control (P<0.05),
ver Fig. 44. Por otro lado, los niveles de expresién tanto de miR-26b como miR-
146a en pacientes Parainfluenza positivos o negativos con co-infecciones fueron

mayores comparado a los controles sanos (P<0.05), ver Fig. 45.

Se realiz6 un sub-analisis de los datos ahora evaluando los siguientes grupos:
controles sanos (n = 9), Coronavirus positivo (monoinfeccién) (n = 3), Coronavirus
positivo con co-infecciones (n = 13) y Coronavirus negativo con co-infecciones (n =
21). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los dos
microARNs. En el caso de Parainfluenza no se realizé el sub-analisis debido a que

ningun paciente presentd monoinfecciones por este virus.
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Fig. 44 Niveles de expresion de microARNs en controles sanos (n = 9), pacientes
Coronavirus positivo con co-infecciones (n = 13) y Coronavirus negativo con co-
infecciones (n = 21). Todos los datos estan representados por la media * error
estandar de la media. Un valor de (*) P<0.05 o (**) P<0.01 se consideré6 como
significativo por medio de una prueba ANOVA con andlisis post-hoc de Tukey.
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Fig. 45 Niveles de expresion de microARNs en controles sanos (n = 9), pacientes
Parainfluenza positivo con co-infecciones (n = 11) y Parainfluenza negativo con co-
infecciones (n = 23). Todos los datos estan representados por la media * error
estdndar de la media. Un valor de (*) P<0.05 o (**) P<0.01 se consideré como
significativo por medio de una prueba ANOVA con andlisis post-hoc de Tukey.

Perfil de expresion de microARNs en pacientes adultos infectados con

Metaneumovirus

Para verificar si existia diferencia significativa entre los niveles de expresién de
los distintos microARNs en los grupos de control sano (n = 9), Metaneumovirus
positivo con co-infecciones (n = 10) y Metaneumovirus negativo con co-infecciones
(n = 48) se realizé una prueba de ANOVA. Sin embargo, no se observaron

diferencias significativas (P>0.05) (Fig 46)
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Fig. 46 Niveles de expresion de microARNs en controles sanos (n = 9), pacientes
Metaneumovirus positivo con co-infecciones (n = 11) y Metaneumovirus negativo
con co-infecciones (n = 51). Todos los datos estan representados por la media
error estandar de la media. Se realiz6 una prueba ANOVA con andlisis post-hoc de
Tukey.

Los niveles de expresion de miR-21 y miR-326 aumentan o disminuyen al dia
siete, respectivamente en comparacion con el dia del reclutamiento en

pacientes con infeccion viral

Comparando los niveles de expresion de los microARNs encontrados en el dia
del reclutamiento con los del dia siete, Unicamente se encontraron diferencias en

los niveles de miR-21 y miR-326.
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En el caso de miR-21 se encontraron niveles de expresion significativamente
aumentados (P<0.001) en el dia siete (mediana: 8.02) comparados con los
observados en el dia del reclutamiento (mediana: -0.51) (Fig. 47). Mientras que, los
niveles de miR-326 se encontraron aumentados (P<0.01) en el dia del reclutamiento
(media % error estandar de la media: 2.22 = 0.85) comparados con los observados

en el dia siete (-5.26 £ 0.93) (Fig. 48).
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Fig. 47 Niveles de Fig. 48 Niveles de expresion de miR-
miR-21 en paciente 326 en pacientes adultos con
infeccion respiratori infeccidbn respiratoria viral aguda
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Correlaciones de miARNs con la gravedad de la sintomatologia de la

infeccion dependiendo la presencia del agente viral

Se realizaron pruebas de correlacion de Pearson para verificar si existia
asociacion entre los niveles de expresion de los distintos miARNs analizados con la
gravedad de la sintomatologia (AUC) dependiendo si los pacientes estaban
infectados con al menos un virus (Infecciéon viral), Influenza B, Coronavirus,
Rinovirus, Parainfluenza, Influenza A o Metaneumovirus, en todos los casos con co-

infecciones.

Debido a que no todos los pacientes contaban con el seguimiento de la
sintomatologia y que ademdas se eliminaron algunos niveles de expresion de
miARNs como previamente se menciond, el numero de pacientes en cada una de
las correlaciones varia, sin embargo, la cantidad minima de datos pareados por

andlisis fue de once. En todos los casos, las correlaciones fueron positivas.

La categoria con mayor cantidad de correlaciones fue el grupo de pacientes
con al menos una infeccion viral independientemente el tipo de virus (diez
correlaciones), seguido de aquellos infectados con Parainfluenza (seis), luego
Influenza B, Rinovirus e Influenza A (tres en cada grupo), después Coronavirus
(dos) y al final Metaneumovirus donde no se encontré6 ninguna correlacion
significativa entre los niveles de expresion de microARNs y la gravedad de la

sintomatologia, esto probablemente debido a la baja cantidad de pacientes en este

grupo.
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El miR-326 fue el que mayor numero de correlaciones tuvo con la
sintomatologia (16 correlaciones), seguido de miR-29c¢ (cinco), luego miR-132 (tres),
miR-26b (dos), miR-21 (una) y en el caso de miR-16 0 miR-146 no se observé

ninguna correlacién significativa.

El rango de los coeficientes de correlacion de Pearson fue de 0.308 a 0.882.
La mas baja se dio en el grupo de pacientes con al menos una infeccién viral entre
miR-29c y escalofrios mientras que la mas alta se observé dentro del grupo de

Parainfluenza entre miR-326 y escurrimiento nasal.

En el caso de miR-326, el rango de correlaciones entre los niveles de expresion
con la sintomatologia fue practicamente idéntico al rango anterior (0.309 — 0.882).
La mas baja se encontrd con el sintoma de tos dentro del grupo de pacientes con al
menos una infeccidn viral, por otro lado, la mas alta fue con escurrimiento nasal en
los pacientes con Parainfluenza. Ademas, la correlaciones de este microARN se
observaron principalmente con sintomatologia del tracto respiratorio superior.

Las unicas correlaciones que se observaron dentro del grupo de pacientes con
Influenza A entre la gravedad de la sintomatologia con los niveles de expresién de
microARNs fueron entre cuerpo cortado (R = 0.623), escurrimiento nasal (R = 0.596)
y sintomas sistémicos (R = 0.561) con miR-132 en los tres casos. Por otro lado, las
unicas correlaciones de miR-29 fueron con escalofrios (R = 0.308), dolor de cabeza
(R = 0.340), puntaje global de la sintomatologia (R = 0.347), cuerpo cortado (R =
0.367) y puntaje de sintomas sistémicos (R = 0.374), todas observadas dentro del

grupo de pacientes con infeccion viral (Fig. 49).
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Fig. 49 Mapa de calor que muestra las correlaciones entre los niveles de expresion
de microARNs y gravedad de la sintomatologia (AUC) en pacientes adultos
infectados con al menos un agente viral (infeccion viral), Influenza B, Coronavirus,
Rinovirus, Parainfluenza, Influenza A o Metaneumovirus. n minima en cada
correlacién = 11; se considerd significativo una P<0.05 por medio de la prueba de
correlacién de Pearson, para aquellas correlaciones no significativas se considerd
una R=0

141



Correlaciones de miARNs con citocinas de lavado nasal dependiendo la

presencia del agente viral

Se realizaron pruebas de correlacion de Pearson para verificar si existia
asociacion entre los niveles de expresion de los distintos miARNs analizados con
los de citocinas de lavado nasal dependiendo si los pacientes estaban infectados
con al menos un virus (Infeccién viral), Influenza B, Coronavirus, Rinovirus,
Parainfluenza, Influenza A o Metaneumovirus, en todos los casos con co-

infecciones (Fig. 50).

El caso con mayor numero de correlaciones significativas (P<0.05) fue el grupo
de pacientes con al menos una infeccién viral, seguido del grupo con Rinovirus e

Influenza A, Influenza B y Coronavirus y en ultimo el de Parainfluenza.

Las citocinas GM-CSF, IL-21, CCL20, IL-17A e IL-1[ correlacionaron de forma
Unicamente positiva con algunos microARNs, mientras que TGF-$ e IL-6 lo hicieron
de forma negativa. GM-CSF en los tres casos donde correlacion6 lo hizo
Unicamente con miR-132 en el grupo de pacientes con Coronavirus (R = 0.881),
Influenza B (R = 0.813) y los que cuentan con al menos una infeccién viral (R =
0.612). TGF-B correlacioné de forma negativa con miR-29c¢ tanto en pacientes con

Rinovirus (R =-0.622) como en aquellos con al menos una infeccién viral (R = -0.27).
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IL-17A correlaciona de forma positiva con miR-326 en aquellos pacientes con
al menos una infeccidn respiratoria (R = 0.391), sin embargo, esta correlacion no se
observa en ningun otro grupo. Otro hallazgo similar es IL-6 el cual correlacioné de
forma negativa unicamente con miR-16 en el grupo de pacientes con Influenza A (R

=-0.914).
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Fig. 50 Mapa de calor que indica las correlaciones entre los niveles de expresion de
microARNs con los de citocinas en lavado nasal dependiendo la presencia del
agente viral. n en cada correlacion 2 5. Un valor de P<0.05 se considero significativo
por medio de una prueba de correlacién de Pearson. En aquellas correlaciones no
significativas se consideré una R = 0.
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Niveles de expresion de miR-29c correlacionan de forma negativa con los

niveles de cargas virales de Rinovirus

Para verificar si existian asociaciones entre los niveles de expresién de
microARNs con las cargas virales de los agentes patdgenos analizados en
pacientes adultos con infeccidn respiratoria aguda, se realizaron pruebas de
correlacion de Pearson. Unicamente se encontré una asociacion fuerte y negativa
(R =-0.5671, P<0.05) entre miR-29c y los valores de cargas virales de Rinovirus

(Fig. 51)
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Fig. 51 Correlacion entre los niveles de cargas virales de Rinovirus y de expresion
de miR-29c en pacientes adultos con infeccion respiratoria. n = 15. Un valor de
P<0.05 se consideré significativo mediante la prueba de correlacién de Pearson.
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8. DISCUSION

Los casos incluidos en el presente estudio fueron determinados por
conveniencia, sin embargo, comparado con otros reportes similares donde se
evallan infecciones respiratorias, manejan una cantidad similar [230] o incluso
menor [226, 234]. También es importante mencionar que estudios similares se
enfocan a la deteccion de un solo virus y no determinan la presencia de co-
infecciones por otros en el tracto respiratorio [235-237].

En cuanto a las enfermedades respiratorias, se ha reportado una etiologia viral
entre 40.7% - 65.6% [238-240] contrastando con el 82% encontrado en nuestra
cohorte. Lo anterior puede ser explicado a que el estudio estaba previamente
dirigido a encontrar virus respiratorios o por la tecnologia empleada para la
deteccién de los mismos.

Entre distintas regiones se reportan varias frecuencias de deteccién del tipo de
virus, por ejemplo, un estudio realizado en China reporté una mayor cantidad de
casos de Influenza A, seguido de Influenza B, Parainfluenza, Adenovirus, Rinovirus
y Coronavirus en adultos [236], sin embargo, esto fue en pacientes con neumonia
adquirida en la comunidad a diferencia de nuestra cohorte de estudio donde ninguno
desarrollé6 neumonia. En otro estudio llevado a cabo en pacientes pediatricos y
adultos ambulatorios, muestra frecuencias de deteccidon similares donde el virus con
mayor numero de casos fue Influenza A seguido de Rinovirus, Influenza B y VSR
[241], a diferencia de nuestros hallazgos donde el virus de Influenza B fue el de
mayor frecuencia de deteccion seguido de Coronavirus y los menos frecuentes

fueron Influenza A y Metaneumovirus.
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Multiples estudios [230, 236, 237, 242, 243] indican que el virus de Influenza A
es mas comun en comparacion con Influenza B difiiendo con nuestros resultados,
esto puede explicarse a una epidemiologia distinta en México en lo que va del 2016
por la Direccion General de Epidemiologia los casos mas reportados son de
Influenza B [244]. Por otro lado, la epidemiologia parece ser diferente en pacientes
pediatricos ya que se ha observado que el Metaneumovirus es el mas frecuente
[245], teniendo esto en cuenta y la falta de estudios donde Unicamente recluten
pacientes adultos, limita la comparacion entre cohortes de estudio.

El analisis de co-infecciones virales es de gran importancia debido a que la
presencia de mas virus respiratorios induce una respuesta inmunoldgica distinta en
los pacientes en comparacion cuando se encuentra uno solo (esto se discute mas
adelante), ademas se ha descrito en un estudio in vitro como el virus de
Parainfluenza tipo 2 favorece la replicacion del virus de Influenza A [246].

Se han reportado distintos porcentajes desde 3% hasta 15% de deteccion de
co-infecciones virales [236-239, 241, 247], sin embargo en nuestra cohorte se
encontr6 mas de la mitad con multiples infecciones. Esto podria ser explicado
debido a que se ha descrito una tendencia a encontrar mayor numero de co-
infecciones cuando la muestra es tomada en los primeros dias de la enfermedad
[238] como se hizo en la mayoria de los casos en este estudio, a pesar de esto, la
mayoria de los reportes citados no expresan los dias de evolucion en el paciente al
momento del reclutamiento por lo que impide comparar resultados.

El ndmero de virus respiratorios causando dobles, triples y cuadruples

infecciones ocurren con frecuencias de 91%, 8% y 0.2%, respectivamente en un
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estudio donde se reclutaron pacientes adultos y pediatricos [247], también se han
descrito dos casos donde se detectaron cinco virus causando infeccién, sin
embargo, estos se encontraban en un estado de inmunosupresion [235].
Comparando con nuestros resultados las frecuencias difieren, pero la tendencia de
disminuir conforme a mayor cantidad de virus co-infectando se observa, otra
diferencia es el hallazgo de un paciente con hasta cinco virus respiratorios en
nuestra cohorte el cual no reporté alguna enfermedad crénica o tratamiento
inmunosupresor.

La asociacion entre infecciones virales parece variar en la literatura, se ha
reportado una asociacion negativa entre el virus de Influenza A con
Metapneumovirus y Rinovirus, mientras que VSR y Adenovirus se asocian de forma
positiva con Rinovirus [240]. También se ha descrito una asociacion entre Influenza
A con VSR y Rinovirus [238]. Estos dos estudios difieren con nuestros hallazgos,
esto es porque, probablemente las asociaciones entre virus dependan de la
epidemiologia de la regién y esta es diferente en nuestra cohorte, como ya se
discutié anteriormente.

A pesar de encontrar una correlacion positiva entre los valores de carga viral
de Influenza B con la edad, toma en cuenta los pacientes de todas las edades. Los
pacientes adultos mayores de aproximadamente 45 afnos muestran tanto cargas
virales altas como bajas en comparacion con los pacientes menores de este punto
de corte, por lo que una mejor interpretacién de los datos de correlacion es que los
pacientes jovenes muestran menores cargas virales del virus de Influenza B. No se

encontrd un reporte igual a nuestro hallazgo, sin embargo, se ha reportado una
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tendencia en presentar menores o mayores cargas virales de Influenza A por parte
de pacientes menores 0 mayores de 65 anos, respectivamente [248]. Por otro lado,
se ha descrito que en el dia de reclutamiento se encontraron menores cargas de
virus de Influenza en pacientes mayores de siete afios en comparacién con aquellos
menores de esta edad, sin embargo, esta diferencia desaparece al dia 3 [230].
Existe un reporte describié como los pacientes jovenes de 15-29 afos disminuyen
mas rapido la carga viral de Influenza A(H1N1)pdm09 en comparacién con aquellos

mayores de 30 afos [249], concordando con nuestros resultados.

No se encontré un estudio que reportara la diferencia en las cargas virales de
Metaneumovirus de acuerdo al género. Se ha descrito una mayor frecuencia de
deteccion de este virus en pacientes masculinos, pero no exploraron los valores de
carga viral [247]. Por otro lado, las hormonas sexuales han sido asociadas con la
modulacién de la respuesta inmune [250], se ha descrito que el género femenino
despliega, preferencialmente, una respuesta Th2 [251], ademas la funcion de
células NK se encuentra disminuida en comparacién con masculinos lo que podria
explicar nuestro hallazgo [252]. Un escenario contrario ha sido reportado en
pediatricos, ya que pacientes masculinos presentan mayores cargas virales de VSR
en comparacion con femeninos [253], poniendo nuevamente en evidencia la

diferencia entre las respuestas inmunes de masculinos y femeninos.

En pacientes pediatricos se han descrito co-infecciones, niveles disminuidos
en las cargas virales de Adenovirus y Parainfluenza en comparacién con
monoinfectados, mientras que los niveles de VSR, Influenza A y Metaneumovirus

no mostraron diferencias entre estos grupos [254]. En nuestros hallazgos no se
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encontrd ninguna diferencia en las cargas virales entre los grupos de co-infectados
y monoinfectados concordando parcialmente con el estudio anterior. No se encontrd

ninguna descripcion en pacientes adultos.

La tendencia de recuperacion de los pacientes a lo largo de los siete dias ya
se ha reportado en un estudio donde incluso reclutaron pacientes pediatricos y
adultos tanto hospitalizados como ambulatorios [230]. Otro estudio realizado
durante 2006-2010 en distintos paises de América Latina donde evaluaron
infecciones respiratorias en pacientes pediatricos y adultos reportaron a la tos y
rinorrea como los principales sintomas con los que acudian en el dia del
reclutamiento [87], concordando con nuestros hallazgos. Algunos reportes
describen a los sintomas sistémicos como los de mayor gravedad [230], sin
embargo, esto probablemente se debe a que incluyen pacientes hospitalizados a

diferencia de nuestra cohorte donde Unicamente se reclutaron ambulatorios.

Al separar a los pacientes en grupos de sintomas leves, moderados y graves
no se encontraron diferencias en las cargas virales de los agentes analizados.
Concordando con nuestro hallazgo, algunos estudios describen que este parametro
no correlaciona con la gravedad en pacientes infectados con virus de Influenza [230,
255]. Por otro lado, al correlacionar las areas bajo la curva se encontrd que el
sintoma de la tos correlacion6 de forma positiva con la carga viral de Influenza B.
Se ha descrito como la carga viral de Influenza A disminuye conforme se resuelve
el dolor de cabeza y la tos en los pacientes [249] de forma similar a nuestros
resultados. En pacientes pediatricos existen reportes que describen asociaciones

de la carga viral con varios indicadores de gravedad, por ejemplo, se ha reportado
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que pacientes con cargas virales elevadas de Bocavirus presentan mayor duracién
de sibilancia y estancia hospitalaria en comparacion con los de cargas virales
disminuidas [256]. Por otro lado, cargas mayores de VSR se asoci6é con falla
respiratoria y requerimiento de cuidado intensivo [253]. Teniendo en cuenta lo
anterior, existe controversia entre la asociacion de cargas virales con la gravedad,
aparentemente en pediatricos si existen tendencias, sin embargo, hacen falta
estudios donde se recluten exclusivamente adultos para tener un panorama mas
amplio al respecto.

Existe un gran debate en determinar si las co-infecciones virales se asocian
con mayor gravedad de la enfermedad, por un lado, reportes indican tal existencia,
por ejemplo, los pacientes con co-infecciones por Bocavirus-Influenza A tienen 2.5
veces mas probabilidad de ingresar a unidad de cuidados intensivos en
comparacién con aquellos pacientes infectados unicamente con Influenza A [237].
En contraste, un reporte indica que el tiempo de estadia y mortalidad son iguales en
co-infectados en comparacion con monoinfectados, pero que la presencia de
multiples virus predispone a los pacientes a padecer neumonia por infeccion
secundaria de origen bacteriano [257], sin embargo otros reportan que tal
asociacion no existe [258]. En contraste, nuestros resultados no muestran una
asociacion de la gravedad con las co-infecciones virales, pero la evaluacién de las
de origen bacteriano es necesaria debido a su asociacién con la gravedad de la
enfermedad respiratoria [259].

Un estudio ha evaluado tanto las concentraciones de citocinas en lavado nasal

y plasma de pacientes infectados con virus de Influenza A [230] no encontrando
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correlacién entre ambos sitios anatdémicos, lo que concuerda con nuestros
resultados. Esto evidencia la importancia de la evaluacibn de marcadores
inmunolégicos tanto moleculares como celulares en el sitio de infeccion ya que, en
este mismo estudio, las poblaciones celulares de monocitos son diferentes en la
mucosa nasal a sangre periférica.

Se encontré una correlacion positiva entre los valores de TGF-B en lavado
nasal y carga viral de Rinovirus. En la literatura se ha descrito como la infeccién por
este virus induce un aumento en la produccién de TGF-B en células del epitelio
respiratorio [260] y niveles elevados de esta citocina potencian la replicacion viral
debido a la regulacién negativa de la respuesta inmune innata con la inhibicién de
produccién de IFN’s tipo | [261, 262] por lo que este mecanismo podria explicar
nuestro hallazgo. En cuanto a las cargas virales de VSR y Metaneumovirus,
correlacionaron de forma negativa con TGF-, si bien no se encontrd ningun reporte
en humanos, un estudio realizado en ratones infectados con estos virus [263],
describidé que los macréfagos alveolares son importantes productores de IFN’s tipo
| y la deplecién de esta poblacién celular en el caso de infeccién con VSR, potencio
la replicacion viral y caus6 un aumento en la produccion de TGF-B, es decir, la
presencia de esta poblacién celular inhibe la replicacién de VSR por la produccién
de IFN’s y presenta niveles disminuidos de TGF-B, concordando con nuestros
resultados, sin embargo, en el caso de Metaneumovirus, la deplecién de los
macrofagos alveolares inhibié la replicacién viral sin cambios en la produccion de

TGF-B.
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En el caso de la correlacién negativa entre los niveles de IL-6 en lavado nasal
con las cargas virales de Influenza A, podria ser explicado porque se ha descrito en
ratones como esta citocina promueve el reclutamiento y supervivencia (inhibiendo
la apoptosis inducida por el virus) de neutréfilos en los pulmones, células
importantes en el montaje de la respuesta inmune innata antiviral [264]. Por otro
lado, se ha descrito como IL-17A es importante en la resolucion de la infeccién por
virus de Influenza A [227, 265], sin embargo, esta citocina se encuentra elevada en
plasma y pulmén de pacientes con enfermedad grave causada por este virus [228,
229, 266]. Estos reportes concuerdan con la correlacion positiva entre los niveles
de IL-17A en lavado nasal con cargas virales de Influenza A encontrada en nuestra
cohorte.

Anteriormente se ha descrito que los niveles de IL-6 en lavado nasal
correlacionaron de forma positiva con la gravedad de los sintomas del tracto
respiratorio superior [230], en concordancia con nuestros hallazgos, sin embargo,
ademas de esta correlacién, en nuestra cohorte fueron halladas correlaciones
positivas con otras citocinas pro-inflamatorias como IL-13 y TNF-a no descritas en
el estudio previamente citado. Como se mencioné en la introduccion, el papel pro-
inflamatorio esta4 bien definido para estas citocinas siendo l6gico que niveles
elevados de estas correlacionen con la gravedad de la sintomatologia. Si bien no se
ha reportado un hallazgo similar; la tormenta de citocinas es la responsable de
agravar los casos de infeccion por Influenza A [228, 267], ademas, pacientes
fallecidos con sindrome de dificultad respiratoria aguda mostraron niveles elevados

de TNF-aq, IL-1B e IL-6 en lavado bronquioalveolar en comparacidén con aquellos que
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sobrevivieron [268] y el volumen espiratorio forzado correlacion6 de forma negativa
con los niveles de IL-13 en plasma de pacientes con enfermedad obstructiva cronica
[269]. Todos estos reportes concuerdan, en cierta forma, con nuestros hallazgos.

La correlacién positiva entre los niveles de CCL20 en lavado nasal con la
gravedad de la sintomatologia no se ha descrito en ningun otro estudio, sin
embargo, se ha reportado como esta quimiocina es producida por células del epitelio
respiratorio en respuesta a citocinas pro-inflamatorias como IL-18 y TNF-a [174],
como estas citocinas correlacionaron positivamente, podria explicar este suceso.
Por otro lado, se ha descrito como el bloqueo de CCL20 de forma in vivo en ratones,
redujo la patologia pulmonar por favorecer una respuesta Th1 [270] concordando,
en cierta forma, con nuestro resultado.

La citocina Th1 como IFN-y, correlacion6 de forma positiva con la gravedad de
la sintomatologia. Se ha descrito como esta citocina se encontr6 elevada en suero
de pacientes hospitalizados por enfermedad causada por virus de Influenza A en
comparacién con ambulatorios y controles sanos [228]. Por otro lado, citocinas Th2
como IL-4, IL-5 e IL-13 correlacionaron de forma negativa con la gravedad de la
sintomatologia. Esto podria ser debido a que en el momento de la polarizacion de
los linfocitos T CD4+ en los 6rganos secundarios, una respuesta Th2 puede inhibir
la polarizacién hacia Th1 por produccion de IL-10 [271], de la misma forma, una
respuesta Th1 inhibe a la Th2 por accién de IFN-y en un mecanismo dependiente
de IL-1 [272]. La co-existencia de ambas respuestas y los mecanismos inhibitorios

entre ellas es importante para regular la respuesta inmune. En concordancia con
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nuestros resultados, el IFN-y agrava la sintomatologia e inhibe citocinas Th2 que
correlacionaron de forma negativa con la gravedad porque regulan la respuesta Th1.

Un hallazgo inesperado fue la correlaciéon positiva entre los niveles de IL-10
con la gravedad de la sintomatologia, debido a que esta es una citocina anti-
inflamatoria. Esto pudo ser explicado debido a que los niveles de IL-10
correlacionaron de forma positiva con los niveles de citocinas pro-inflamatorias,
CCL20 e IFN-y y estas al correlacionar de forma positiva con la gravedad de la
sintomatologia, IL-10 muy probablemente lo hizo también por el fenébmeno de
multicolinealidad. Ademas, se ha descrito como citocinas pro-inflamatorias inducen
la produccion de IL-10 por distintos mecanismos [273, 274] para regular la respuesta
inmune, incluso esta citocina es necesaria para modular de forma negativa la
respuesta Th17 en ratones infectados con virus de Influenza A [275], por lo que el
incremento de citocinas pro-inflamatorias sucede junto con el de IL-10, explicando
nuestro hallazgo.

No se ha descrito el perfil de citocinas en plasma o en lavado nasal de
pacientes infectados con virus respiratorios cuando presentan co-infecciones. El
virus de Influenza B en presencia de co-infecciones indujo una respuesta de
citocinas Th17 en plasma, sin embargo, muy probablemente la monoinfeccién por
este virus también lo haga ya que observando los valores en pacientes co-
infectados se encuentran muy similares o incluso mayores, pero probablemente
debido a la baja cantidad de casos en el grupo, no se observaron diferencias en
comparacién con el control sano. Mientras que, en lavado nasal la infeccién de

Influenza B en presencia de co-infecciones indujo una respuesta inflamatoria con
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niveles elevados de IL-6 y TNF-a asi como IL-12 (p70) y el interferdn tipo Ill: IL-28A
(IFN-A2). Los microARNs en estos mismos grupos de estudio mostraron niveles
elevados de miR-26b y miR-146a en comparacidén con el control, por lo que la
respuesta inducida por Influenza B, en presencia o no, de co-infecciones es muy
parecida. Teniendo en cuenta estos hallazgos, se propone el siguiente modelo ver
Fig. 52.

Como se describe en la imagen, es contradictorio el hecho de que los niveles
de expresién de miR-26 y miR-146a (regulan de forma negativa) asi como los de
citocinas se encuentren aumentados. Sin embargo, se debe contemplar que se
evaluaron solo algunos microARNSs y existen otros involucrados en la regulacién de
la respuesta inmune como miR-155, miR-218, miR-203, miR-192, miR-145, let-7b,

let-7i, let-7e, miR-98 y miR-26 [276].
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Fig. 52 Modelo de regulacién de la respuesta inmune por microARNs en pacientes
infectados con Influenza B con co-infecciones. El virus infecta a las células
epiteliales cuyos receptores TLR y RLR reconocen los PAMP’s virales, la activaciéon
de estos culmina con la translocacion al nucleo de los factores de transcripcion NF-
kB e IRF’s los cuales inducen la transcripcion de genes que codifican para citocinas
pro-inflamatorias como IL-18 y TNF-a asi como IFN’s tipo | (a, B y A),
respectivamente [139]. Estas citocinas actian de manera autocrina y paracrina
induciendo inflamacién local y estado antiviral. El miR-146a es inducido bajo la
regulacion de NF-kB, sus blancos de inhibicion son los ARNm que codifican para
las proteinas IRAK1 y TRAFG6 involucradas en la cascada de sefializacién de TLR’s,
IL-1R y TNF-R [214]. Por otro lado, miR-26 regula negativamente la via de NF-kB e
IRF’s [277]. Ambos microARNs se encontraron sobreexpresados en comparacion
con controles sanos, sin embargo, la produccién de citocinas como TNF-qa, IL-6 e
IL-28A se observé aumentada en lavado nasal, asi como Th17 en plasma. Por otro
lado, los niveles de IL-1B e IL-13 en plasma, estaban mas bajos en comparacion
con controles sanos.
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En el caso de los niveles de citocinas plasmaticas en pacientes con VSR ya
sea monoinfectados o con co-infeccidn, no hubo diferencias con los controles sanos,
sin embargo, nuevamente puede deberse a un problema en la baja cantidad de
casos en ambos grupos debido a que los niveles observados en pacientes VSR
negativos con co-infecciones, a pesar de tener niveles mayores de citocinas en
comparacién con los dos grupos antes mencionados, si dieron significativas las
diferencias con los controles sanos. En cuanto a lavado nasal, Unicamente se
observaron valores aumentados de IL-6 en pacientes VSR positivos 0 negativos con
co-infecciones en comparacion con los controles sanos, pero no se detectaron en
mono-infectados pudiéndose interpretar como que el VSR no induce la produccién
de IL-6 o que la cantidad de casos fue muy limitada (n = 3). Sin embargo, se ha
descrito que VSR induce la produccion in vitro de esta citocina en lineas celulares
de epitelio respiratorio [278] e incluso el subtipo de virus muestra diferentes
potencias de induccién [279], a pesar de esto, otros factores como la dosis de
infeccidn y el hecho de ser un modelo in vitro podrian influir en este escenario.

En cuanto a los microARNs inducidos por este virus, se observd una posible
inhibicién de la expresion de miR-29¢ debido a que el grupo de pacientes VSR
negativos con co-infecciones presentd niveles mayores en comparacion con los
VSR positivos. Un estudio realizado en cepillados de mucosa nasal de pacientes
pediatricos infectados con VSR mostraron niveles disminuidos de miR-29¢ en
comparacién con controles sanos [280], concordando con nuestros resultados. Sin

embargo, este estudio no explor6é si los pacientes contaban con co-infecciones
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virales por lo que impide comparar con pacientes que tienen infeccion viral debido
a otros virus.

En el caso de pacientes infectados con Rinovirus, se observé una respuesta
Th17 en plasma. Anteriormente se ha descrito como este induce una respuesta local
con produccién de IL-17A [281], por otro lado, pacientes pediatricos prematuros
graves naturalmente infectados con Rinovirus mostraron niveles elevados de esta
misma citocina en mucosa nasal [282]. Esto soporta la idea de como este virus
puede modular la respuesta Th17.

Lamentablemente debido a la baja cantidad de casos en los niveles de este
tipo de citocinas en lavado nasal, probablemente no se encontraron resultados
diferenciales. Sin embargo, se observdé como Rinovirus induce un aumento en la
produccién de IL-28A en presencia de co-infecciones a diferencia de pacientes
infectados por otros virus. Previamente se ha descrito como células del epitelio
respiratorio producen esta citocina cuando son infectadas con el Rinovirus de forma
in vitro concordando con nuestros resultados [283].

En cuanto a microARNSs, tanto en los niveles de miR-16 como miR-146a se
puede apreciar una tendencia en la supresiéon de la expresién por parte de los
demas virus. Ambos microARNs disminuyen sus niveles de expresién en el grupo
de pacientes Rinovirus positivo (monoinfeccién) a Rinovirus positivo con co-
infecciones y en ultimo lugar el de Rinovirus negativo con co-infecciones fue
observada. A diferencia de lo encontrado en el miR-326 donde no se aprecié un

comportamiento como en los anteriores. Por otro lado, otra interpretacion es que el
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Rinovirus puede estar induciendo la expresién de miR-16 y miR-146a y este efecto
se ve diluido debido a la presencia de otros agentes virales.

No se observaron valores diferenciales en citocinas Th17 en lavado nasal, pero
si en plasma donde los niveles de IL-17E e IL-17F se encontraron elevados. Esto
podria ser debido al aumento en la expresién de miR-326 el cual inhibe el ARNm de
la proteina Ets-1, un regulador negativo de factor de transcripcion maestro ROR-yt,
el cual es indispensable para la polarizacion hacia una respuesta Th17 [219].

Como no hubo diferencia entre los niveles de microARNs en los grupos de
pacientes monoinfectados o co-infectados con Rinovirus se propone el siguiente

modelo ver Fig. 53.
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Fig. 53 Modelo de regulacion de la respuesta inmune por microARNs en pacientes
monoinfectados y co-infectados con Rinovirus. El virus infecta a las células
epiteliales cuyos receptores TLR y RLR reconocen los PAMP’s virales, la activaciéon
de estos culmina con la translocacién al nucleo de los factores de transcripcion NF-
kB e IRF’s los cuales inducen la transcripcion de genes que codifican para citocinas
pro-inflamatorias como IL-18 y TNF-a asi como IFN’s tipo | (a, B y A),
respectivamente [139]. Estas citocinas actian de manera autocrina y paracrina
induciendo inflamacion local y estado antiviral. El miR-146a es inducido bajo la
regulacion de NF-kB, sus blancos de inhibicion son los ARNm que codifican para
las proteinas IRAK1 y TRAF6 involucradas en la cascada de sefalizacién de TLR’s,
IL-1R y TNF-R [214]. Por otro lado, los blancos de miR-16 son los mensajeros ricos
en elementos AU como aquellos que codifican para TNF-a, IL-6 e IL-8 [200],
mientras que miR-326 es un inhibidor del factor Ets-1 que a su vez es un regulador
negativo del factor de transcripcion ROR-yt necesario para la polarizacion de
linfocitos hacia un fenotipo Th17 [219]. Se observaron niveles elevados de IL-6 e IL-
28A en lavado nasal, asi como de citocinas Th17 en plasma.
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El virus de Influenza A pareciera inhibir la produccion de citocinas Th17 en
plasma ya que cuando este esta ausente, los niveles de IL-17F e IL-17E se
encuentran disminuidos. Se ha descrito como la respuesta por este tipo de citocinas
es necesaria para el control de la enfermedad [227, 265] por lo que el virus podria
estar modulando la respuesta inmune favoreciendo su replicacién. Por otro lado, el
aumento de citocinas Th17 son las encargadas de promover la patogénesis en los
casos graves [228] tiempo después. Probablemente la cinética de produccién de
citocinas Th17 cambia a lo largo del tiempo, sin embargo, en el tiempo del
reclutamiento estos valores se encuentran disminuidos cuando el virus de Influenza

A esta presente.

En lavado nasal, un hallazgo importante fue la disminucién en la produccién de
IL-18 en el grupo de pacientes monoinfectados con el virus de Influenza A en
comparacién con co-infectados. Por un lado, el virus podria estar inhibiendo la
sintesis de esta citocina, o bien los demas virus co-infectando inducen la sintesis en
forma aditiva o sinérgica. Se ha descrito como de forma in vitro en células del epitelio
respiratorio [284] o in vivo en ratones [285], este virus induce la produccién de IL-13
y al mismo tiempo, permite su replicacién. Por lo que, otra interpretacién posible es
que el hospedero mantenga niveles de esta citocina suficientes para montar una

respuesta, pero no ayudar a la replicacion del virus.
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El virus de Influenza A inhibe o no induce la expresién de miR-29c incluso
cuando otros agentes virales estan co-infectando al paciente, sin embargo, en el
caso de miR-132 la sola presencia del virus no inhibe su expresiéon debido a que
cuando hay co-infecciones los niveles estan aumentados. Dado que las respuestas
parecen ser diferentes entre monoinfectados y co-infectados con el virus de

Influenza A, se proponen los dos modelos siguientes, ver Fig. 54 y 55.
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Fig. 54 Modelo de regulacion de la respuesta inmune en pacientes monoinfectados
con Influenza A. El virus infecta a las células epiteliales cuyos receptores TLR y RLR
reconocen los PAMP’s virales, la activacién de estos culmina con la translocacion
al nacleo de los factores de transcripcion NF-kB e IRF’s los cuales inducen la
transcripcion de genes que codifican para citocinas pro-inflamatorias como IL-1B y
TNF-a asi como IFN’s tipo | (a, B y A), respectivamente [139]. Estas citocinas actian
de manera autocrina y paracrina induciendo inflamacién local y estado antiviral. El
miR-146a es inducido bajo la regulacion de NF-kB, sus blancos de inhibicién son
los ARNm que codifican para las proteinas IRAK1 y TRAF6 involucradas en la
cascada de sefalizacién de TLR’s, IL-1R y TNF-R [214]. Por otro lado, miR-29
regula negativamente la via de NF-kB e IRF’s [221]. Mientras que miR-132 inhibe al
mensajero que codifica para la proteina AGO2 necesaria para que los microARNs
como miR-146a realicen su accién inhibitoria [212] o bien, inhibe el ARNm de la
proteina co-activadora de la transcripcién p300 y de esta forma no se transcriben
los genes estimulados por interferdn [213]. Se encontraron niveles disminuidos de
IL-18 en lavado nasal en comparacion con co-infectados, asi como de citocinas
Th17 en comparacion con pacientes infectados por algun otro virus*.

164
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Fig. 55 Modelo de regulacion de la respuesta inmune en pacientes con Influenza A
acompanado de co-infecciones. El virus infecta a las células epiteliales cuyos
receptores TLR y RLR reconocen los PAMP’s virales, la activacion de estos culmina
con la translocacién al nacleo de los factores de transcripcion NF-kB e IRF’s los
cuales inducen la transcripcion de genes que codifican para citocinas pro-
inflamatorias como IL-1B y TNF-a asi como IFN’s tipo | (a, B y A), respectivamente
[139]. Estas citocinas actuan de manera autocrina y paracrina induciendo
inflamacién local y estado antiviral. El miR-146a es inducido bajo la regulacion de
NF-kB, sus blancos de inhibicién son los ARNm que codifican para las proteinas
IRAK1 y TRAFG6 involucradas en la cascada de sefalizacion de TLR’s, IL-1R y TNF-
R [214]. Por otro lado, miR-26 regula negativamente la via de NF-kB e IRF’s [277].
Mientras que miR-132 inhibe al mensajero que codifica para la proteina AGO2
necesaria para que los microARNs como miR-146a realicen su accién inhibitoria
[212] o bien, inhibe el ARNm de la proteina co-activadora de la transcripcion p300 y
de esta forma no se transcriben los genes estimulados por interferon [213]. Se
encontraron niveles aumentados de IL-1B en lavado nasal en comparacion con
monoinfectados
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En el caso de los pacientes infectados Unicamente con el virus de Influenza A
se encuentra disminuida la regulacion por parte de miR-29 pero, al estar disminuido
miR-132, este dejaria actuar a miR-146 o por otro lado, aumentaria la transcripcion
de ISG’s porque no inhibe a p300. Sin embargo, las citocinas tanto en lavado nasal
como en plasma se encuentran disminuidas. Mientras en el caso de los pacientes
con Influenza A acompafnado de co-infecciones se anade la sobrerregulacién
negativa por parte de miR-29, sin embargo, los niveles de IL-1p3 estan aumentados
en comparacion con monoinfectados. No existe un reporte que pudiera explicar este
suceso de manera clara. Probablemente, el papel de los distintos microARNs en la
regulacion tiene distinto peso, o la afinidad y eficiencia de inhibicién es diferente
entre ellos.

Se ha descrito que los niveles de expresion de miR-146a aumentan en la
infeccion con Influenza A de células epiteliales respiratorias humanas (A549) de
forma in vitro [286], sin embargo, estos niveles comienzan a disminuir a las 24 h lo
cual concuerda con nuestros resultados debido a que las muestras fueron tomadas
cuando los pacientes ya contaban con sintomas y el tiempo de incubacion de este
virus es en promedio 2 dias [287], por lo que probablemente en tiempos posteriores
los niveles de miR-146a disminuyen.

La infeccion por Coronavirus y Parainfluenza indujo una expresién de
microARNs muy similar, pero esto no fue asi a nivel de citocinas plasmaticas. Por
un lado, Coronavirus no induce o inhibe la produccién de CCL20 e IL-28A a
diferencia cuando se encuentran otros virus co-infectando. Mientras que

Parainfluenza induce una respuesta Th1/Th17/Treg con el aumento en la

166



produccién de IFN-y, IL-17F, IL-17E e IL-10. En cuanto a lavado nasal, Coronavirus
no mostrd diferencias mientras que, Parainfluenza indujo una respuesta pro-
inflamatoria con produccion de IL-6 e IL-28A. Se ha descrito como SARS-CoV no
induce la produccién de IFN-B en macrofagos de forma contraria a CoV-229E [288],
poniendo de manifiesto la importancia del andlisis detalladamente incluso hasta el
subtipo de virus. También, SARS-CoV no induce la expresion de algunos genes
relacionados con la respuesta inmune innata incluyendo a IL-28A [289],
concordando en cierta parte con nuestros hallazgos. En cuanto a Parainfluenza, se
ha descrito que induce la produccion de IFN-y en células humanas de epitelio nasal
[290] en las primeras 24-48h, esto concuerda con nuestro hallazgo en plasma, sin
embargo no se observd el mismo efecto en lavado nasal, esto porque
probablemente la baja cantidad de casos no permitié encontrar diferencia
significativa. Por otro lado, se ha descrito un papel importante para IL-10, debido a
que el virus de Parainfluenza induce la produccion de esta citocina en células
mononucleares de sangre periférica de forma in vitro y actda protegiendo a los
linfocitos T de la apoptosis inducida por el virus [291], concordando con nuestros
hallazgos

Unicamente en el grupo de Metaneumovirus con co-infecciones, los niveles de
IL-17E se encontraron aumentados. Se ha descrito en la infeccién experimental de
humanos con este virus, que la respuesta de citocinas en secreciones nasales es
muy variable entre individuos y no se observé una tendencia por una respuesta en
especifico [292]. Por otro lado, un estudio en ratones infectados con

Metaneumovirus no induce la produccion de IL-17 en lavado bronquioalveolar [293],
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no concordando con nuestros resultados, sin embargo no reportan que isoforma y
ademas la diferencia entre ratones y humanos no debe ignorarse.

En nuestra cohorte, los pacientes infectados con Metaneumovirus no
mostraron ninguna diferencia en los niveles de expresion de los microARNs
analizados, sin embargo, se ha descrito en un estudio realizado de forma in vitro
donde infectan células epiteliales respiratorias humanas (A549) con este virus, la
induccion de la expresion de let-7f y miR-452 mientras que inhibe la transcripcién
de miR-374* y miR-192 [223]. Debido a esto, el estudio de otros microARNs en estos
pacientes es importante. Una limitante probable fue la poca cantidad de casos
analizados.

Los niveles de miR-21 y miR-326 aumentaron y disminuyeron en nuestra
cohorte de estudio al dia 7 en comparacién con el dia del reclutamiento. Como ya
se menciond, miR-21 regula de forma negativa la respuesta Th1 [204] e inhibe la
proteina pro-inflamatoria PDCD4 [205], mientras que miR-326 inhibe la proteina Ets-
1 favoreciendo una respuesta Th17 [219] y esta se asocia con casos graves de
enfermedad respiratoria dirigiendo la tormenta de citocinas junto con las Th1 [228]
concordando con nuestro resultado debido a que la mayoria de los pacientes
mejoraron al dia 7 en comparacién con el dia del reclutamiento.

Se ha descrito como TGF-B regula de forma negativa los niveles de expresion
de miR-29 [294, 295] y previamente se mencioné como esta citocina correlacioné
de forma positiva con la replicacién viral de Rinovirus debido a que regula de forma

negativa la respuesta inmune innata [261], en conjunto, estos reportes concuerdan
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con nuestro hallazgo de que las cargas virales de Rinovirus correlacionaron de

forma negativa con los niveles de expresion de miR-29.

169



CONCLUSIONES

170



9. CONCLUSIONES

. El virus mas frecuente en nuestra cohorte de estudio fue el virus de Influenza

B.

. Latos y los sintomas del tracto respiratorio superior fueron los mas graves.

. Cada virus induce un perfil de citocinas distinto tanto a nivel local como

sistémico.

. Se encontr6 un perfil de expresion diferencial dependiendo del agente viral
tanto de microRNAs (miR-326, miR-132, miR-29 y miR-26) como de citocinas
(pro-inflamatorias, anti-inflamatorias y quimiocinas), los cuales pueden ser

posibles biomarcadores de gravedad.
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10. PERSPECTIVAS
Replicar los hallazgos en una cohorte de estudio mas grande, incluso que

permita estudiar a nivel de subtipo viral.

Determinar si existe una predisposicidén a contraer infeccién bacteriana o viral
cuando se cuenta con una infeccion por cualquier agente patégeno

respiratorio.

Evaluar las co-infecciones bacterianas en un estudio similar para establecer

perfiles diferenciales.

Evaluar las poblaciones celulares en las muestras de lavado nasal mediante
citometria de flujo para correlacionar con la gravedad de la sintomatologia y

detectar posibles blancos terapéuticos.

Realizar cultivos primarios e inhibir o potenciar la actividad de los miARNs para

observar el efecto inducido sobre la carga viral y citocinas.
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