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1. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 
 
 

1.1 Eosinófilos 
 
Los eosinófilos, junto con los neutrófilos y los basófilos, pertenecen al grupo de 

leucocitos conocido como granulocitos. Se originan a partir de células madre CD34+ 

en médula ósea. El factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos 

(GM-CSF) (1), la interleucina (IL)-3 y la IL-5 (2,3) regulan el desarrollo de los 

eosinófilos, siendo la IL-5 la más específica (4). Una vez maduros, migran a sangre 

periférica con un tiempo de vida de aproximadamente 18 h (5).  

 

En condiciones fisiológicas, los eosinófilos pueden ser detectados en sangre 

periférica en números bajos (<450-500 eosinófilos/μL) (6). Estas células abandonan 

el flujo sanguíneo y migran a diferentes sitios anatómicos como tejido adiposo, timo, 

pulmones, útero, glándulas mamarias y predominantemente al tracto 

gastrointestinal (7–9). En contraste, en patologías como alergia, asma o infecciones 

parasitarias, la eosinopoiesis incrementa, constituyendo más del 5% de los 

leucocitos en sangre periférica (6).  

 

La característica principal de los eosinófilos es el alto contenido de proteínas 

catiónicas en sus gránulos (Figura 1), las cuales son responsables de la tinción con 

colorantes acidófilos como la eosina. Los gránulos específicos, también conocidos 

como gránulos secundarios, contienen  proteína básica principal (MBP)-1 y MBP-2 

en el centro cristalino del gránulo, y las proteínas catiónica del eosinófilo (ECP), 

peroxidasa del eosinófilo (EPO) y neurotoxina derivada del eosinófilo (EDN) en la 



2 

 

matriz de los mismos (10). Los gránulos de los eosinófilos maduros también 

contienen citocinas preformadas, quimiocinas y factores de crecimiento (9). Los 

eosinófilos humanos almacenan de manera constitutiva interferón (IFN)-γ, IL-4, IL-

6, IL-10, factor de necrosis tumoral (TNF)-α, IL-12 (p70) e IL-13, las cuales pueden 

ser liberadas de manera rápida en respuesta a estímulos específicos sin activación 

de la transcripción (11).  

 

 

Figura 1. Características de los eosinófilos. ECP: Proteína catiónica del 

eosinófilo; EDN: Neurotoxina derivada del eosinófilo; EPO: Peroxidasa del 

eosinófilo; MBP: Proteína básica principal. 

 

 
Los eosinófilos se han preservado durante la evolución y se encuentran presentes 

prácticamente en todos los vertebrados (7,12). Por muchos años, el papel benéfico 

de los eosinófilos se centró casi exclusivamente en su respuesta contra parásitos 

helmintos (13,14). Sin embargo, con el desarrollo de ratones deficientes de 

eosinófilos, esta visión cambió (15,16). En las infecciones por helmintos como 
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Strongyloides stercoralis y Schistosoma mansoni, los eosinófilos son dispensables 

en la protección del hospedador tanto en respuestas primarias como secundarias 

(17,18). En otros casos pueden incluso jugar un papel benéfico para el parásito. Por 

ejemplo, la ausencia de eosinófilos disminuye el crecimiento de las larvas de 

Trichinella spiralis y su sobrevida en el músculo esquelético (19,20). En contraste, 

la presencia de eosinófilos o sus productos está asociada a enfermedades que 

afectan piel, vías aéreas y tracto gastrointestinal (21). Desde un punto de vista 

evolutivo, un tipo celular no persistiría si la mayoría de sus funciones fueran dañinas 

para el huésped, por lo que deben existir otras funciones que expliquen su presencia. 

 

Recientemente, algunos estudios han demostrado funciones del eosinófilo no 

descritas previamente, lo que ha llevado a cambiar la descripción tradicional de los 

eosinófilos como “células inflamatorias involucradas en la protección contra 

parásitos helmintos”. Entre estas funciones se encuentran el papel del eosinófilo en 

el mantenimiento de la homeostasis al secretar citocinas como IL-4, necesaria para 

el mantenimiento de los macrófagos activados con fenotipo alternativo en el tejido 

adiposo (22) y APRIL, que genera y preserva células plasmáticas productoras de 

IgA en el tracto gastrointestinal (23). Además, se ha reportado la participación del 

eosinófilo en la respuesta contra el cáncer (24) y en la respuesta inflamatoria en 

infecciones por bacterias, hongos y virus (25), principalmente virus respiratorios (26).  

 
 

1.1.1 Actividad antiviral 
 

Cuando se piensa en la respuesta inmune antiviral, usualmente no se tiene en 

mente a los eosinófilos como células efectoras. Sin embargo, los eosinófilos 
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contienen una gran variedad de sensores que permiten la detección y respuesta 

contra diferentes patógenos virales (Figura 2) (27). Estas células tienen 

mecanismos antivirales complejos e incluso participan en la iniciación de las 

respuestas adaptativas mediadas por células T (26). Los eosinófilos se encuentran 

en condiciones fisiológicas en tejidos como el pulmón (28) y sus niveles aumentan 

en las enfermedades alérgicas (incluyendo asma y rinitis (29)), así como algunos 

casos de helmintiasis (15) donde los eosinófilos con fenotipo inflamatorio son 

reclutados a las vías aéreas y pueden establecer contacto con virus respiratorios. 

 

1.1.1.1 Reconocimiento viral 
 

 
Los eosinófilos expresan una gran variedad de receptores de reconocimiento de 

patrones (PRRs), incluyendo los que participan en el reconocimiento viral. Entre 

estos encontramos principalmente a los receptores tipo Toll (TLR3, TLR7 y TLR9) 

(30-32). TLR7 es un receptor endosomal que reconoce RNA de cadena sencilla 

(ssRNA) (33) y es el TLR que más se expresa en los eosinófilos (34). Cuando se 

administra R-848, un ligando sintético del TLR7, en eosinófilos, se induce la 

producción del radical superóxido (34), sugiriendo el posible papel antiviral de estas 

células contra virus ssRNA. Aunque TLR8 no es expresado de manera constitutiva, 

es posible su inducción mediante IFN-γ (34). El gen I inducido por ácido retinoico 

(RIG-I), también conocido como DDX58, así como el gen-5 asociado a la 

diferenciación de melanoma (MDA-5), ambos sensores intracelulares de daño, se 

expresan en eosinófilos, aunque a niveles bajos (35). Estos sensores forman parte 

de los receptores tipo RIG (RLR). RIG-I reconoce RNA con secuencias 5’-ATP 
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terminales (36), mientras que MDA-5 reconoce secuencias largas de RNA de doble 

cadena (dsRNA) (37). 

 

1.1.1.2 Moléculas antivirales 
 

Los eosinófilos poseen moléculas y mecanismos con potencial antiviral. La ECP no 

solo posee actividad antibacteriana (38,39) y antiparasitaria (38,40), también es 

miembro de la superfamilia de ribonucleasas A junto con la EDN (41). Se ha 

demostrado que ambas proteínas presentan actividad de RNasa (42,43) por lo que 

podrían presentar actividad contra virus de RNA. 

 

Los eosinófilos también son capaces de producir especies oxidantes mediante EPO, 

la cual utiliza el peróxido de hidrógeno como sustrato para producir especies 

reactivas del oxígeno (ROS) (44,45). También producen óxido nítrico (NO) a través 

de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) (46), y este inhibe la replicación de virus 

patógenicos, incluyendo influenza (47,48). 

 

A pesar de que los eosinófilos se asocian con respuestas tipo 2, también son 

capaces de producir citocinas tipo 1, proinflamatorias y antiinflamatorias (11,49). 

Los gránulos del eosinófilos contienen IL-2, IL-12 e IFN-γ (11,50), las cuales son 

citocinas tipo 1 asociadas con la respuesta antiviral (51,52). 

 

De manera similar a los neutrófilos, los eosinófilos son capaces de producir trampas 

extracelulares (ETs) (53,54) y se ha sugerido que este mecanismo podría tener 
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actividad antiviral (55). En un trabajo reciente se demostró que los eosinófilos de 

ratones con asma liberan trampas extracelulares de eosinófilos (EETs) in vitro en 

respuesta al virus sincitial respiratorio (56).  

 

 

Figura 2. Mecanismos efectores del eosinófilo con actividad antiviral. ECP: 
Proteína catiónica del eosinófilo; EDN: Neurotoxina derivada del eosinófilo; EETs: 
trampas extracelulares del eosinófilo; ROS: Especies reactivas del oxígeno; NO: 
Óxido nítrico. TLR: Receptor tipo Toll. 
 
 
 

1.1.1.3 Eosinófilos como células presentadoras de antígenos (APC) 
 

 
Aunque los eosinófilos no expresan de manera constitutiva moléculas del complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC) clase II, estas pueden ser inducidas in vitro 

mediante GM-CSF (57–59), IL-4 e IFN-γ (60). Además, los eosinófilos expresan las 

moléculas coestimuladoras CD80 (59), CD86 (59,61), CD28 (61) y CD40 (59,62). 
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La expresión de moléculas del MHC clase II se ha corroborado clínicamente en 

eosinófilos recuperados del lavado broncoalveolar (BAL) en pacientes atópicos 

después del reto con alérgeno (63,64) y en las secreciones bronquiales de pacientes 

asmáticos (65). 

 

El papel del eosinófilo como célula APC (58,59) se ha demostrado para antígenos 

virales (40,66). Este mecanismo del eosinófilo es capaz de inducir la secreción de 

citocinas en linfocitos T (58,59,66–68). Es interesante señalar que los eosinófilos 

tienen capacidad de migración a los ganglios linfáticos, sitios donde pueden 

presentar antígenos a los linfocitos T (59,66,69). 

 
 

1.1.2 Actividad antiviral de eosinófilos contra virus respiratorios 
 
 

a) Virus sincitial respiratorio (RSV) 
 

La primera vez que se estableció una relación entre el eosinófilo y la actividad 

antiviral fue a finales de los años 1960s durante los ensayos clínicos de la vacuna 

RSV inactivada con formalina. Esta vacuna causó la muerte de dos pacientes 

pediátricos por exposición a la variante nativa del virus RSV (wild-type RSV) (70). 

De acuerdo con los hallazgos histopatológicos publicados, los casos fatales 

presentaron “una infiltración peribronquial monocítica con exceso de eosinófilos” 

(70,71). Sin embargo, esta descripción no fue precisa, ya que las principales células 

infiltradas fueron los neutrófilos y las células mononucleares (71,72). Esta 

imprecisión originó que los investigadores concluyeran erróneamente que los 

eosinófilos eran responsables del fenómeno observado (71).  
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Las controversias de estas observaciones condujeron a algunos investigadores a 

evaluar el papel antiviral de los eosinófilos contra RSV. Los eosinófilos humanos 

son susceptibles de ser infectados por RSV y responden secretando IL-6 (73). Los 

eosinófilos son capaces de reducir la infectividad y la replicación de RSV mediante 

ECP y EDN (74), ya que ambas poseen actividad de RNasa (41). Mediante estudios 

in vivo se ha demostrado que los ratones que presentan un mayor número de 

eosinófilos presentan un título viral disminuido (31,75) y que este fenómeno ocurre 

mediante la activación de la vía de señalización MyD88 iniciada por TLR7 (31,73). 

Esta vía induce la producción de citocinas con actividad antiviral y NO (Figura 3A) 

(31,75). 

 

b) Rinovirus humano (HRV) 
 

El rinovirus humano (HRV) puede unirse a eosinófilos humanos a través de ICAM-

1 in vitro (67) y este receptor es sobre-expresado en eosinófilos de BAL de pacientes 

con asma alérgica (63). La incubación de eosinófilos de sangre periférica con HRV 

demostró por primera vez la capacidad de estas células de funcionar como APC en 

respuesta a antígenos virales, induciendo la proliferación de linfocitos T CD4+ y la 

secreción de IFN-γ (Figura 3B)  (67). En una publicación reciente, donde pacientes 

con asma moderada fueron tratados con Mepolizumab (anticuerpo monoclonal 

humanizado anti-IL-5) y posteriormente retados con HRV, el grupo que recibió el 

monoclonal mostró un título viral aumentado comparado con el grupo que recibió 

placebo (76), indicando un posible papel antiviral de los eosinófilos. 
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c) Virus de Parainfluenza (PIV) 
 
 

Los eosinófilos humanos son susceptibles a la infección por PIV in vitro y pueden 

reducir el título viral, efecto que es incrementado cuando los eosinófilos son pre-

incubados con IFN-γ (77). El mecanismo por el cual los eosinófilos inactivan al virus 

requiere la producción de NO inducido por TLR7 (77) y posiblemente participen las 

proteínas catiónicas (Figura 3C)  (78).  

 

En estudios realizados en ratones y cobayos sensibilizados y retados con OVA vía 

intratraqueal (estímulo que induce un reclutamiento importante de eosinófilos en las 

vías aéreas) se observó una reducción significativa de los títulos virales en 

infecciones posteriores (77,79). Un efecto parecido se observó en la línea de 

ratones transgénicos NJ.1726 que presentan un número incrementado de 

eosinófilos en vías aéreas (77). 

 
d) Virus de la Influenza A (IAV) 

 

Durante la pandemia de influenza de 2009, en un estudio de comorbilidades, se 

reportó que los pacientes con asma presentaron complicaciones menos severas 

relacionadas con la infección viral comparado con la presencia de otras 

comorbilidades (80–84). A partir de estas observaciones es que se han realizado 

estudios donde se evalúa la capacidad antiviral de los eosinófilos contra influenza. 

Mediante estudios in vitro se ha determinado que los eosinófilos de ratón son 

susceptibles a la infección por IAV, induciendo la desgranulación y la 

sobreexpresión de moléculas MHC clase I y CD86. Los eosinófilos expuestos a 
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antígenos de IAV poseen la capacidad de actuar como APC frente a células T CD8+ 

induciendo la secreción de IFN-γ y TNF-α (Figura 3D) (66). En eosinófilos humanos 

no se ha demostrado la susceptibilidad a la infección por el virus, pero estas células 

tienen la capacidad de unirse a IAV y reducir su infectividad. De manera interesante, 

los eosinófilos que provienen de individuos asmáticos presentan defectos en su 

capacidad de unión al virus (85). 

 

Figura 3. Respuesta de eosinófilos contra virus respiratorios. A) RSV induce la 

sobre-expresión de CD11b y la desgranulación y secreción de IL-6. RSV es 

reconocido por TLR7, lo que induce la producción de NO. B) HRV se une al 

eosinófilo a través de ICAM-1. Los eosinófilos presentan péptidos virales a linfocitos 

T CD4+. C) La replicación del virus de parainfluenza es interrumpida en eosinófilos 

humanos. El mediador NO es la principal molécula antiviral en el eosinófilo y su 

producción está mediada por TLR7. D) El virus de la influenza puede replicarse en 

eosinófilos. Este virus induce la desgranulación del eosinófilo y la sobre-expresión 

de moléculas MHC-I y CD86. Los eosinófilos presentan péptidos a linfocitos T CD8+. 

IAV:Virus de influenza A; ICAM: Molécula de adhesión intercelular; IFN: Interferón; 

IL: Interleucina; MHC: Complejo major de histocompatibilidad; NP: Nucleoproteína; 

PB1: Proteína básica polimerasa 1; HRV: Rinovirus humano; RSV: Virus sincitial 

respiratorio; TNF: Factor de necrosis tumoral. 
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En estudios in vivo, combinando modelos de asma alérgica con modelos de 

infección por IAV, se ha determinado que los ratones alérgicos presentan un 

aumento de la eliminación de IAV, un mayor número de linfocitos T CD8+ y menor 

daño epitelial. De manera contrastante, los ratones deficientes de eosinófilos 

presentan un título viral incrementado y un menor número de linfocitos T CD8+ (66). 

Estos datos sugieren que el número elevado de eosinófilos induce un aumento de 

la inmunidad celular. 

 

1.2 Virus de la Influenza A (IAV) 
 

1.2.1 Generalidades 
 

 

Figura 4. Estructura del virus de la influenza. 

 

Los virus de la influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae y son los agentes 

causales de la influenza, enfermedad respiratoria de importancia en los seres 

humanos debido a su alta tasa de morbilidad y mortalidad en todo el mundo (86).  

La estructura viral contiene ssRNA de polaridad negativa con cubierta lipídica y un 



12 

 

genoma segmentado (Figura 4). El género del virus de la influenza está dividido en 

tipos A, B, C y D. Los virus de la influenza A y B causan epidemias estacionales 

durante el invierno (86,87). Las epidemias estacionales causadas por IAV 

ocasionan entre 3 y 5 millones de casos de enfermedad respiratoria severa y entre 

290,000 y 650,000 muertes en todo el mundo cada año (88). Dentro de los virus de 

influenza, el tipo A es el único virus con posibilidad de originar pandemias (89). 

 

IAV se clasifica en subtipos en base a la combinación de las glucoproteínas de 

superficie hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) (87). La HA se une a residuos 

de ácido siálico (SA) expresados en la superficie de las células diana, mediando de 

esta manera su unión y entrada (Figura 5) (86,87). El SA se encuentra 

generalmente en las cadenas terminales de glucanos en las células de mamífero, 

usualmente unidos a galactosas vía enlaces α2,3 o α2,6 (90). Los virus de influenza 

A aviar se unen preferentemente a SAα2,3, mientras que los virus de influenza A 

que infectan humanos se unen preferentemente a SAα2,6 (90,91). Una vez dentro 

de la célula, el virus utiliza la maquinaria celular para su replicación (86).  

 

Figura 5. Unión del virus de la influenza a células diana. HA: Hemaglutinina; 

IAV: Virus de la influenza A; SA: Ácido siálico 
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1.2.2 Respuesta inmune contra IAV 
 
 

IAV entra al huésped a través de las cavidades orales o nasales. La primera línea 

de defensa la constituye la cubierta de moco que recubre el epitelio respiratorio. Si 

el virus atraviesa esta cubierta, podrá infectar las células epiteliales subyacentes. 

La infección inicial activa la respuesta inmune innata, constituída por macrófagos 

alveolares, DCs, neutrófilos y células NK (92,93). Algunos componentes de la 

estructura viral son reconocidos por PRRs en células epiteliales y células del 

sistema inmune. IAV es reconocido por al menos tres diferentes clases de PRRs: 

RLRs, TLRs y receptores tipo NOD (NLRs), los cuales inducen la secreción de IFN 

y citocinas proinflamatorias (93). 

 

a) RLRs 

El RNA no propio en el citoplasma es reconocido por RIG-I y MDA-5 (94). RIG-I es 

el principal receptor que detecta ssRNA intracelular. Este PRR reconoce 

específicamente ssRNA viral con la etiqueta 5’trifosfato terminal generado después 

de la replicación viral (93). La señalización por RIG-I induce la activación de los 

factores reguladores de interferones (IRF)3 e IRF7 y de NF-κB, factores reguladores 

de la transcripción que desencadenan la expresión de citocinas inflamatorias e IFNs 

(95). 

 

b) TLRs 

Los TLRs son PRRs que se encuentran en la membrana celular y en membranas 

de endosomas y lisosomas donde participan en el reconocimiento de una gran 
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variedad de patrones moleculares de patógenos. TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se 

expresan en endosomas y lisosomas donde reconocen ácidos nucleicos virales, 

incluido IAV (94). TLR3 reconoce dsRNA y TLR7/TLR8 reconocen ssRNA (93). La 

señalización de estos receptores induce la activación de IRF3, IRF7 y NF-κB, lo que 

induce la producción y secreción de TNF-α, IL-6, IL-1β e IFNs tipo I como IFN-β y 

tipo III como IFN-λ (94).  

 

c) NLRs 

Los NLRs reconocen una variedad amplia de componentes microbianos y patrones 

moleculares asociados a daño. Están conformados por más de 20 sensores 

citoplasmáticos (27). Los NLRPs (NLR con dominio tipo pirina en su extremo N-

terminal) forman estructuras multiprotéicas conocidas como inflamasomas, 

constituidos por un NLRP (u otro PRR), el adaptador ASC y la pro-caspasa 1. IAV 

es capaz de inducir la activación del inflamasoma NLRP3, lo que conduce al 

procesamiento y liberación de IL-1β e IL-18 activas (96). 

 

Los IFNs tipos I y III restringen la replicación viral durante la primera etapa de 

infección, antes de la activación del sistema inmune adaptativo (97). La respuesta 

inmune adaptativa, caracterizada por la activación de linfocitos T y B, es crítica para 

la eliminación del virus en etapas tardías de la infección. Los anticuerpos 

neutralizantes producidos por los linfocitos B en cooperación con los linfocitos T 

CD4+ bloquean las partículas virales y evitan la infección de más células en el 

epitelio respiratorio (98). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

Las infecciones respiratorias humanas causadas por el virus de la influenza son de 

gran importancia debido a la alta morbilidad y mortalidad que causan a nivel mundial. 

Durante la pandemia de influenza A H1N1 en 2009, el asma fue una comorbilidad 

asociada a mayor riesgo de hospitalización. Sin embargo, los pacientes asmáticos 

presentaron menores probabilidades de presentar complicaciones graves o muerte 

asociada a la infección viral comparado con otras comorbilidades. A pesar de que 

está reportada la actividad antiviral de los eosinófilos contra virus respiratorios, se 

desconocen los mecanismos que pudieran estar implicados, particularmente en 

eosinófilos humanos.  
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3. HIPÓTESIS 

Los eosinófilos humanos expresan ácido siálico en la membrana celular y presentan 

actividad antiviral contra el virus de la influenza pandémica A H1N1 de 2009. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la expresión de ácido siálico en la membrana celular de eosinófilos 

humanos y su actividad antiviral contra el virus de la influenza A H1N1 de 2009. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar la expresión de ácido siálico α2,6 y α2,3 en eosinófilos humanos. 

2. Determinar el título viral de cultivos de eosinófilos incubados con el virus de 

la influenza A H1N1 pdm09. 

3. Analizar la expresión de TLR3, TLR7, DDX59, IFNB1 e IFNL1 en eosinófilos 

humanos incubados con el virus de la influenza A H1N1 pdm09. 

4. Cuantificar la secreción de IL-8, IL-6 e IFN-γ en cultivos de eosinófilos 

humanos incubados con el virus de influenza A H1N1 pdm09. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Estrategia general 

Los eosinófilos se aislaron a partir de sangre periférica obtenida de donadores 

sanos y fueron evaluados para la expresión de ácido siálico en la membrana celular. 

Para los experimentos de exposición con IAV, los eosinófilos fueron incubados por 

24 h en las siguientes condiciones: un grupo sin infección (control), un grupo con 

IAV [multiplicidad de infección (MOI) 0.1 ó MOI 1] y un grupo con el control positivo 

de activación R848. A partir de los sobrenadantes se cuantificó el título viral y la 

secreción de citocinas; se utilizó el botón celular para realizar la expresión de RNA 

mensajero por RT-qPCR.  

 

Figura 6. Estrategia general 
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Líneas celulares 

Las células MDCK (NBL-2; ATCC, Manassas, VA, USA) fueron cultivadas en medio 

EMEM suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%. Las células A549 (ATCC, 

Manassas, VA, USA) se cultivaron en medio F12K suplementado con FBS al 10% 

y 2mM de L-glutamina. La línea celular THP-1 (ATCC; TIB-202) fue cultivada en 

medio RPMI-1640 suplementado con FBS al 10%, 2mM de L-glutamina y 0.05mM 

de 2-mercaptoetanol. 

 

Virus 

Se utilizó el virus de la influenza A/Virginia/ATCC1/2009. Se generó un stock viral 

por propagación en células MDCK (infección con IAV, MOI 0.1) en medio de 

infección (MEM, 1 µg/mL de tripsina TPCK, 10mM de HEPES y 0.125% de BSA) 

hasta observar un efecto citopático en más del 90% de las células (2-5 días). 

Después de la cosecha, el debris celular fue precipitado por centrifugación 

(10,000xg por 10 minutos a 4ºC). Para remover factores solubles de origen celular, 

el IAV fue concentrado y parcialmente purificado utilizando un filtro centricon de 

peso molecular 100,000 Da (Millipore, Billerica, MA). El virus fue titulado con la 

técnica de la dosis infectiva 50 (TCID50) (99) y congelado en alícuotas de un solo 

uso a -80ºC. 

 

Detección de IAV mediante RT-qPCR 

Se extrajo el RNA viral de las muestras de virus concentrado y semi-purificado 

utilizando el kit QIAamp MinElute Virus Spin (QIAGEN, Hilden, Germany) y 

posteriormente se realizó RT-qPCR utilizando Brillant III Ultra Fast qRT-PCR Master 
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Mix (Agilent Technologies, Cat. 600884) y el kit Primer Design Advanced (Premier 

Biosoft, Palo Alto, CA) siguiendo los protocolos del fabricante. 

 

Determinación de la infectividad de IAV 

Se infectaron células MDCK con el virus concentrado y semi-purificado con una MOI 

de 1 por 48 h. Posteriormente las células fueron fijadas con formaldehído al 4% e 

incubadas con el anticuerpo monoclonal IgG2a anti-NP de ratón (ab128193, Abcam) 

y posteriormente con anticuerpo anti-IgG de ratón conjugados con FITC. Se marcó 

el núcleo de las células utilizando DAPI y se adquirieron imágenes representativas 

en el microscopio de fluorescencia Floid cell imaging station (Thermo Fisher 

Scientific, Carlsbad, CA). 

 

Aislamiento de eosinófilos humanos 

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Autónoma de Nuevo León con el número de registro IN18-0003. Se 

reclutaron donadores sanos con los siguientes criterios de inclusión, exclusión y 

eliminación: 

 

Criterios de inclusión: 

-Voluntarios mayores de 18 años de edad sin importar sexo. 

-Sin ninguna enfermedad. 

-Biometría hemática con cuenta de eosinófilos normal (<350 células/µL). 
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Criterios de exclusión: 

-Presencia de cualquier padecimiento agudo o crónico. 

-Internamiento en los tres meses previos por más de 48 h por cualquier causa. 

-Uso de cualquier medicamento 

-Mujeres embarazadas 

 

Criterios de eliminación: 

-Baja cantidad de muestra. 

-Mala calidad de la muestra. 

 

Aquellos donadores que cumplieron con el perfil deseado se les informó acerca del 

estudio y se les invitó a participar en el mismo. A los sujetos que aceptaron participar 

se les solicitó la firma de un consentimiento informado. Se obtuvieron 

aproximadamente 30mL de sangre periférica recolectados en tubos con EDTA 

como anticoagulante. La muestra de sangre se colocó en un tubo cónico de 50mL 

y posteriormente se les añadió solución de dextrán al 6% para eritrosedimentación, 

incubando a temperatura ambiente por 25 minutos. La eliminación de linfocitos, 

monocitos y basófilos se realizó por gradiente de densidad con Ficoll-diatrizoato de 

sodio. Después de realizar un lavado se lisaron los eritrocitos con agua destilada 

estéril. Finalmente, los eosinófilos se separaron de la suspensión de 

polimorfonucleares (PMN) mediante selección negativa utilizando microperlas 

magnéticas anti-CD16 (Milteny Biotec, Auburn, CA). La pureza del aislamiento se 

corroboró por morfología celular utilizando cytospin y tinción de Wright, así como 
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citometría de flujo utilizando anticuerpos anti-Siglec-8 (APC; Biolegend, San Diego, 

CA) y anti-CCR3 (FITC; Biolegend, San Diego, CA).  

 

Cultivo de eosinófilos y exposición con IAV 

Se incubaron 600,000 eosinófilos por pocillo en placas de 12 pocillos con IAV (MOI 

0.1 ó 1) o solo medio como control por 1 h. Después se realizó un lavado para 

remover el virus no adherido y se mantuvieron las células en medio fresco (RPMI, 

10% FBS, 2mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100µg/mL de 

estreptomicina) por 24 h en una incubadora con 5% de CO2. 

 

Determinación de ácido siálico  

Las líneas celulares MDCK, A549 y los eosinófilos aislados fueron teñidos para la 

identificación de SAα2,6 y SAα2,3 por microscopía de fluorescencia y citometría de 

flujo (100). Brevemente, las células MDCK y A549 cosechadas con tripsina o los 

eosinófilos aislados, fueron fijados con 2% de formaldehído por 30 minutos a 4ºC y 

posteriormente lavados con Flow buffer (PBS con 1% de BSA). Las células se 

incubaron con 20µg/mL de la lectina Maackia amurensis-II biotinilada (MAA II; 

Vector Laboratories, Burlingame, CA) para detectar SAα2,3. Para SAα2,6 se 

utilizaron 20µg/mL de Sambucus nigra marcada con fluoresceína por 1 h a 4ºC. 

Para la detección de SAα2,3 se requirió un paso adicional de revelado con 

estreptavidina conjugada con APC (BD biosciences, Mountain View, CA) en dilución 

1:250 en Flow buffer por 1 h a 4ºC. Después del lavado celular con flow buffer, se 

evaluó la expresión de receptores utilizando el citómetro de flujo FACS CANTO II, 

utilizando para el análisis de los datos citométricos FlowJo version 10 para Windows 
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(Treestar, Ashland, OR). Se analizaron al menos 10,000 eventos de cada muestra. 

Para la evaluación de receptores por inmunofluorescencia, al marcaje anterior se 

agregó DAPI para visualizar los núcleos y finalmente se adquirieron imágenes 

representativas en el microscopio de fluorescencia Floid cell imaging station 

(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA). 

 

Titulación de IAV 

Se cultivaron 850,000 eosinófilos por pocillo en placas de 12 pocillos y fueron 

incubados con IAV (MOI 1) o solo medio como control por 1 h. Se mantuvieron las 

células en medio fresco (RPMI, 10% FBS, 2mM de L-glutamina, 100 U/mL de 

penicilina y 100µg/mL de estreptomicina) por 24 h en una incubadora con 5% de 

CO2. Después de la incubación, se obtuvieron los sobrenadantes de los cultivos 

celulares y se evaluó el título viral mediante el método TCID50 utilizando células 

MDCK. 

 

Viabilidad celular 

La viabilidad celular fue evaluada durante cada aislamiento mediante la tinción de 

azul tripano, obteniendo siempre viabilidades >95%. La viabilidad celular de 

eosinófilos cultivados solos o con IAV fue analizada utilizando el kit Calcein Blue AM 

(BD biosciences, Mountain View, CA) por citometría de flujo utilizando el protocolo 

del fabricante. 
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Expresión de RNA mensajero 

El RNA total fue aislado utilizando el kit Rneasy Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA) y 

almacenado a -80ºC hasta su uso. La concentración de RNA obtenido estuvo en el 

rango de 2.1-10.2 ng/µL con relación de absorbancias A260/280 con valores entre 

1.7-2.2. Posteriormente, se realizó la retrotranscripción con M-MLV (New England 

Biolabs, Ipswich, MA) y hexámeros aleatorios (Agilent Technologies, La Jolla, CA). 

La concentración de cDNA obtenido estuvo en el rango de 671-1197.4 ng/µL con 

relación A260/280 en el rango de 1.67-1.75. La qPCR fue realizada utilizando iQ 

SYBR Green Supermix ó IQ Supermix (Biorad, Hercules, CA), primers específicos 

(Alpha DNA, Montreal, Quebec) y/o sondas Taqman (Applied Biosystems, Grand 

Island, NY) en un termociclador CFX96 (Biorad, Hercules, CA). Se realizó la 

expresión relativa de mRNA de los genes TLR3, TLR7, DDX58 (RIG-I), IFNB1 e 

IFNL1 (IFNlambda1, Hs00601677g1 de Thermo Fisher Scientific). Se utilizó GAPDH 

como gen endógeno. Las secuencias de los primers utilizados son las siguientes: 

GAPDH F TGCCAAATATGATGACATCAAGAA; GAPDH R 

GGAGTGGGTGTCGCTGTTG; TLR3 F AAATTAAAGAGTTTTCTCCAGGGTGTT; 

TLR3 R ATTCCGAATGCTTGTGTTTGC; TLR7 F 

TTGAGAAGCCCTTTCAGAAGTC; TLR7 R CACCTGACTATAGGCCACATGA; 

DDX58 F CCAAGCCAAAGCAGTTTTCAAG; DDX58 R 

CACATGGATTCCCCAGTCATG; IFNB1 F CAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGC; 

IFNB1 R TCATCCTGTCCTTGAGGCAGT. 
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Cuantificación de citocinas 

Se cuantificó la secreción de IL-8, IL-6 e IFN-γ a partir de los sobrenadantes de 

cultivo por medio de estuches comerciales de ELISA (Thermo Fisher Scientific, 

Vienna, Austria), siguiendo los protocolos del fabricante. 

 

Análisis estadísticos  

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el programa GraphPad PRISM 

version 4 (Graph Pad Software, San Diego, C.A.). La significancia fue determinada 

mediante las pruebas t-Student y ANOVA de una vía con post hoc de Bonferroni 

para la comparación de 2 y más de 2 grupos, respectivamente. En el caso de datos 

no paramétricos, se utilizó Kruskal-Wallis con post hoc de Dunn para comparaciones 

de más de 2 grupos. Los valores de P<0.05 fueron considerados significativos. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Aislamiento de eosinófilos  

Primeramente, se aislaron células PMN utilizando gradiente de ficoll-diatrizoato de 

sodio. La gran mayoría de las células aisladas fueron neutrófilos (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Aislamiento de PMN a partir de sangre periférica. Se aislaron PMN 

utilizando gradiente de ficoll y se determinaron las poblaciones celulares mediante 

citometría de flujo y morfología. A) Selección de células individuales. B) Selección 

de granulocitos. C) Neutrófilos (CCR3- Siglec-8-) y eosinófilos (CCR3+ Siglec-8+) D) 

Determinación de las poblaciones celulares mediante citología con tinción de Wright.  

 

 

Al utilizar microperlas magnéticas anti-CD16, la mayor parte de las células aisladas 

fueron eosinófilos, con purezas del 95-99% (Figura 8). La viabilidad de los 

eosinófilos aislados, determinada con la tinción de azul tripano, siempre fue >95%. 

 



27 

 

 

Figura 8. Aislamiento de eosinófilos a partir de sangre periférica. Se aislaron 

eosinófilos utilizando gradiente de ficoll y microperlas magnéticas anti-CD16. Se 

determinaron las poblaciones celulares mediante citometría de flujo y morfología. 

(A) Selección de células individuales. (B) Neutrófilos (CCR3- Siglec-8-) y eosinófilos 

(CCR3+ Siglec-8+). Las células fueron teñidas con Wright. (C) Células fijadas por la 

columna de separación (selección positiva de neutrófilos). (D) Células eluidas de la 

columna de separación (selección negativa de eosinófilos). 

 

6.2 Determinación de SA en eosinófilos 

Debido a la capacidad del IAV de entrar a las células diana mediante su unión a 

residuos de ácido siálico presentes en las superficies celulares de los mamíferos, 

determinamos la expresión de SAα2,6 y SAα2,3 en la superficie celular de 

eosinófilos humanos utilizando lectinas específicas. Está reportado que las líneas 

celulares MDCK y A549 presentan SAα2,6 y SAα2,3 en sus membranas (100), por 

lo que utilizamos éstas células como controles positivos (Figura 9C-F, Figura 9I-J). 

Los resultados mostraron que los eosinófilos humanos presentaron SAα2,6 y 

SAα2,3 en sus membranas, esto determinado por microscopía de fluorescencia 

(Figura 9A-B,G) y confirmado por citometría de flujo (Figura 9H). 
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Figura 9. Expresión de SA en eosinófilos humanos. Se midió la expresión de 
SAα2,6 y SAα2,3 en eosinófilos, células A549 y MDCK por fluorescencia y 
citometría de flujo.  Expresión de receptores SAα2,6 (paneles A, G) y SAα2,3 (panel 
B) en eosinófilos. Expresión de receptores SAα2,6 (panel C) y SAα2,3 (panel D) en 
células A549. Expresión de receptores SAα2,6 (panel E) y SAα2,3 (panel F) en 
células MDCK. Determinación de SA en eosinófilos (panel H) y células MDCK 
(páneles I y J) por citometría de flujo. SA: Ácido siálico. 
 

 

6.3 Propagación y semi-purificación de IAV 

El virus de la influenza utilizado en este estudio fue propagado en células MDCK 

por 48 h. A este tiempo, >90% de las células infectadas presentaron efecto 

citopático (Figura 10).  
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Después de recuperar el sobrenadante de las células infectadas, el virus fue 

concentrado y semi-purificado utilizando centricones mediante centrifugación. 

Posteriormente se evaluó la presencia del virus mediante PCR (Figura 11) y se 

confirmó que mantuviera su infectividad (Figura 12). 

 

 
 

Figura 11. Presencia de IAV en las muestras concentradas y semi-

purificadas. Se realizó una RT-qPCR donde se demuestra la presencia del RNA 

viral en las muestras. 

Figura 10. Efecto citopático 

ocasionado por IAV en células 

MDCK. Se infectaron células MDCK 

con IAV o se trataron con el eluyente 

(control) y se observó la morfología 

celular a través del tiempo. Células 

control a las 0 h (A), 24 h (B), y 48 h 

(C). Células infectadas con IAV a las 

0 h (D), 24 h (E), y 48 h (F) post-

infección. 
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6.4 Titulación del virus 

Está reportado que los eosinófilos humanos son capaces de reducir la infectividad 

viral (77). Debido a esto, quisimos evaluar si los eosinófilos humanos presentaban 

actividad antiviral contra IAV, por lo que incubamos los eosinófilos con IAV (MOI 1) 

por 24 h y posteriormente determinamos el título viral del sobrenadante utilizando la 

técnica TCID50 en células MDCK. Se observó que los eosinófilos disminuyeron de 

manera drástica el título viral, aproximadamente dos logaritmos (Figura 13). 

 

Figura 12. El virus concentrado y 

semi-purificado mantuvo su 

capacidad infecciosa. Las células 

MDCK sin infectar (A-D) y las células 

infectadas con IAV concentrado y 

semipurificado (E-H) se tiñeron con 

DAPI y con anticuerpos anti-NP. Luz 

blanca (A,E), núcleos teñidos con 

DAPI (B,F), tinción con anticuerpos 

anti-NP (C,G). Merge (D,H). 
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Figura 13. Los eosinófilos humanos reducen el título viral. Los eosinófilos 

aislados fueron expuestos a IAV por 24 h en cultivo. (A) Fotografías representativas 

del efecto citopático ocasionado por el sobrenadante de eosinófilos expuestos a IAV 

en células MDCK en la titulación del virus. (B) El título inicial de IAV y el título de los 

sobrenadantes de eosinófilos expuestos a IAV (Eos+IAV) fueron determinados con 

la técnica TCID50. Los datos se presentan como promedio y desviación estándar 

(DS); n=3. La comparación estadística se realizó con la prueba t de Student 

(***P<0.001). Eos: eosinófilos; IAV: Virus de la influenza A. 

 

Para descartar la posibilidad de que la disminución del título viral se debiera al efecto 

lítico del virus sobre las células, se realizaron los ensayos de viabilidad a las 24 h. 

La viabilidad de los eosinófilos sin infección (control) fue de 65.9% (Figura 14A). 

Por otra parte, los eosinófilos con IAV presentaron una viabilidad del 92.3% (Figura 

14B), lo cual sugiere que las células están siendo activadas por IAV. Utilizamos 

como control positivo de viabilidad eosinófilos incubados con R848 (Figura 14C), 

un ligando sintético de TLR7 y TLR8, obteniendo una viabilidad del 78.3%. Como 

control de muerte celular se utilizó DMSO al 10%, que redujo la viabilidad celular al 

3.2% (Figura 14D).  
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Figura 14. Los eosinófilos expuestos a IAV mantienen la viabilidad celular. Se 

evaluó la viabilidad celular mediante el colorante vital Calcein Blue AM por citometría 

de flujo a las 24h en (A) eosinófilos sin IAV, (B) eosinófilos con IAV, (C) eosinófilos 

incubados con R848 10µM y (D) eosinófilos expuestos a DMSO al 10%. 

 

6.5 Expresión de TLR3, TLR7, DDX58, IFNB1 e IFNL1 

Los eosinófilos expresan una gran cantidad de PRRs, incluyendo receptores que 

reconocen virus. Debido a que los eosinófilos de ratón incrementan algunos PRRs 

después de la infección con IAV (101), evaluamos si los eosinófilos humanos 

presentan un comportamiento similar. Los eosinófilos incrementaron la expresión 

génica de DDX58 (RIG-I) después de la infección con IAV (MOI 0.1) y el incremento 

fue estadísticamente significativo utilizando una dosis más alta (MOI 1) (Figura 16C). 
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Sin embargo, la infección con IAV no incrementó la expresión de TLR3 ni TLR7 

(Figura 16A-B).  

 

Figura 15. Las muestras de cDNA de eosinófilos amplificaron para el gen 

endógeno GAPDH. Se extrajo el RNA total de eosinófilos bajo las diferentes 

condiciones; se obtuvo el cDNA y se realizó RT-qPCR para GAPDH, utilizado como 

gen endógeno. 

 

 

Parte de la respuesta antiviral consiste en la producción de interferones de tipo I y 

III. Nosotros evaluamos si la exposición con IAV inducía un incremento en la 

expresión génica de IFN-β e IFN-λ. La infección con IAV no aumentó la expresión 

de IFN-β (Figura 16D). Por otra parte, no se encontró expresión de IFN-λ en los 

eosinófilos de sangre periférica (Figura 17). 
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Figura 16. Los eosinófilos humanos regulan positivamente la expresión de 

RIG-I después de la incubación con IAV. Los eosinófilos aislados fueron 

estimulados con IAV (MOI 0.1 ó MOI 1) por 24 h seguidos de extracción de RNA y 

RT-qPCR. Los datos están presentados como promedio y error estándar de la 

media (SEM); n=5-8 donadores/grupo. La comparación estadística se realizó con 

ANOVA de una vía y post-prueba de Bonferroni (*P<0.05). 

 

 

 

Figura 17. Los eosinófilos humanos de sangre periférica no expresan IFNL1. 

Se realizó una RT-qPCR para IFNL1 a partir de cDNA de eosinófilos (verde) y 

macrófagos THP-1 (rosa) expuestos a IAV (MOI 1). Eos: eosinófilos; MΦ: 

Macrófagos. 
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6.6 Cuantificación de IL-8, IL-6 e IFN-γ 

Los eosinófilos responden a la infección viral mediante la secreción de citocinas. 

Debido a que los ligandos de TLR7 activan a los eosinófilos e inducen la secreción 

de IL-8 (102), utilizamos R848 como un control positivo. Como se esperaba, los 

eosinófilos estimulados con R848 secretaron IL-8. De manera interesante, los 

eosinófilos expuestos a IAV también secretaron IL-8 (Figura 18A). Contrariamente, 

cuando evaluamos la secreción de IL-6 e IFN-γ en los sobrenadantes de cultivo de 

eosinófilos incubados con IAV no encontramos expresión de estas citocinas (Figura 

18B). 

 

 

Figura 18. Los eosinófilos humanos secretan IL-8 en respuesta a IAV. Los 

eosinófilos aislados fueron estimulados con R848 (10µM), IAV-MOI 0.1 e IAV- MOI 

1 para después cuantificar los niveles de IL-8 (panel A), IL-6 (panel B) e IFN-γ 

(panel C) por el método de ELISA. Los datos están representados como mediana 

e IQR; n=7-8 donadores/grupo. La comparación estadística se realizó con la prueba 

Kruskal-Wallis y post-prueba de Dunn (*P<0.05, **P<0.01). En el panel inferior se 

muestran las curvas estándar para cada una de las citocinas analizadas 
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7. DISCUSIÓN 

 

IAV infecta a las células diana utilizando la HA, la cual se une a residuos de SA. Los 

virus de influenza que infectan humanos se unen de manera preferente a SAα2,6; 

mientras que los virus de influenza que infectan aves utilizan el receptor SAα2,3 

(90). De manera interesante, se ha reportado que los neutrófilos humanos no 

expresan SAα2,6 ni SAα2,3, pero son susceptibles a la infección por IAV, sugiriendo 

otras formas de entrada (103). Se ha demostrado que los eosinófilos de ratón son 

susceptibles a la infección por IAV (66) pero se desconoce si este proceso ocurre 

en los eosinófilos humanos. En este trabajo demostramos que los eosinófilos 

humanos presentan SAα2,6 y SAα2,3 en la membrana celular, por lo tanto, es 

probable que los eosinófilos humanos sean susceptibles a la infección por IAV. De 

manera contrastante, se ha sugerido recientemente que IAV se une solamente a la 

membrana de eosinófilos humanos en lugar de infectarlos (85). Son necesarios más 

estudios para evaluar la susceptibilidad de eosinófilos humanos a la infección por 

IAV. 

 

En nuestro trabajo, cuando los eosinófilos fueron expuestos a IAV por 24 h, el título 

viral disminuyó dramáticamente, lo cual sugiere que la infectividad de IAV disminuyó 

después del contacto con los eosinófilos. Resultados similares se han observado 

con PIV (77) y RSV (85). Recientemente se demostró que los eosinófilos de ratón 

poseen actividad antiviral contra IAV (101). Esta actividad es debida a la 

combinación de EDN y ECP, proteínas con actividad de ribonucleasas (104). Es 

posible que mecanismos similares puedan estar ocurriendo en eosinófilos humanos.  
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Por otra parte, es probable que la infección por IAV que se lleva a cabo en 

eosinófilos humanos sea abortiva para la replicación viral, como se ha sugerido en 

eosinófilos de ratones (66). Las infecciones abortivas de IAV también se han 

observado en otros tipos celulares, incluyendo en neutrófilos (105). Además, la 

infección abortiva también se ha reportado en eosinófilos humanos para PIV (77). 

 

Para descartar la posibilidad de que el título viral disminuyera debido al efecto de 

IAV sobre los eosinófilos, se realizaron ensayos de viabilidad celular hasta las 24 h. 

Con estos ensayos, se demostró que la disminución de la infectividad viral no es 

debido a un decremento de la viabilidad de los eosinófilos; al contrario, IAV mantiene 

la viabilidad celular en porcentajes elevados comparados con los controles. Es 

probable que este mantenimiento de la viabilidad sea debido a la activación del 

eosinófilo a través del TLR7. El TLR7 es el PRR que más se expresa en eosinófilos 

humanos (27). Estas células responden a través de la señalización por TLR7 

incrementando la sobrevida celular y la expresión del marcador de activación CD11b, 

así como la liberación de superóxido (34). 

 

La activación celular iniciada por TLR7 en eosinófilos humanos también induce la 

producción de IL-8 (102). En nuestro trabajo, los eosinófilos respondieron a R848, 

un ligando de TLR7 y TLR8, secretando esta citocina. De manera similar, los 

eosinófilos humanos expuestos a IAV secretaron IL-8. La IL-8 es una quimiocina 

potente para los neutrófilos y es secretada principalmente por células epiteliales 

después de la infección con IAV (106). A pesar de que los eosinófilos normalmente 

no expresan el receptor para esta quimiocina (107), los eosinófilos activados de 
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donadores atópicos responden a las señales quimiotácticas de IL-8 (108). En un 

escenario asmático, los eosinófilos podrían responder a IAV secretando IL-8 y 

reclutando incluso más eosinófilos al sitio de infección. 

 

Otra citocina evaluada fue la citocina proinflamatoria IL-6. Se ha demostrado que la 

IL-6 es secretada por eosinófilos de ratón después de la infección con PVM y por 

eosinófilos humanos después de la infección con RSV (73). Recientemente, 

Sabogal Piñeros y colaboradores demostraron que los eosinófilos humanos 

incubados con IAV también secretan IL-6 (85). Sin embargo, en nuestras 

condiciones experimentales, no detectamos IL-6 después de exponer a los 

eosinófilos con IAV. La razón podrían ser las diferencias metodológicas utilizadas 

en ambos estudios, incluyendo la dosis de infección, el tiempo de incubación y la 

cepa de IAV utilizada.  

 

Los eosinófilos contienen en sus gránulos citocinas preformadas; entre ellas 

citocinas tipo 1 como IFN-γ, el cual puede ser liberado en cuestión de segundos 

después del estímulo adecuado (109). En nuestro estudio, los eosinófilos expuestos 

a IAV no secretaron IFN-γ. Nuestros resultados son comparables con un reporte 

previo donde se evaluó la respuesta de eosinófilos contra PVM y no se encontró 

secreción de esta citocina (73). Sin embargo, los eosinófilos de ratón incubados con 

péptidos de IAV inducen la producción de IFN-γ por células T CD8+ específicas para 

IAV, lo cual sugiere la participación de los eosinófilos en las respuestas celulares 

(66). El IFN-γ secretado por los linfocitos T CD8+ podría activar más a los eosinófilos 

para responder a la infección por IAV, ya que el IFN-γ incrementa la expresión del 



39 

 

TLR7 y el TLR8 en eosinófilos humanos (34,77). Esto potencializaría la producción 

de NO inducido por TLR7 en eosinófilos (77), molécula con actividad antiviral contra 

virus como IAV (48) y PIV (77). 

 

Nosotros demostramos que los eosinófilos humanos incubados con IAV sobre-

expresan el mRNA de RIG-I, un descubrimiento reportado solo en eosinófilos de 

ratón (110). RIG-I induce una respuesta antiviral contra virus de RNA, como IAV 

(111,112). Su activación induce la producción de IFN de tipos I y III, así como de 

citocinas inflamatorias (95) y se ha propuesto como el principal PRR que reconoce 

a IAV (112). Si la sobre-expresión de RIG-I en eosinófilos tiene una significancia 

biológica o no debe ser investigado, ya que la estimulación de este receptor por 

ligandos sintéticos no parece activar a los eosinófilos (35).  

 

También evaluamos la expresión de otros PRRs involucrados en el reconocimiento 

viral, como TLR3 y TLR7. Los eosinófilos humanos expresaron en nuestros estudios 

de manera constitutiva ambos receptores como se ha reportado previamente 

(30,34). Sin embargo, después de la exposición con IAV no incrementaron su 

expresión. A pesar de esto, su expresión en eosinófilos sugiere participación en las 

infecciones virales, como se ha demostrado para otros virus respiratorios (77,113).  

 

Los IFNs de tipos I y III son importantes durante la respuesta antiviral (52). Teniendo 

esto en mente decidimos evaluar la expresión de los genes IFNB1 (IFN-β) e IFNL1 

(IFN-λ). Contrario a lo reportado para eosinófilos intestinales y de la línea celular 

EoL-1 (114), los eosinófilos de sangre periférica no expresaron IFNL1. Por otra parte, 
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IFNB1 no fue sobre-expresado después de la exposición con IAV. De manera similar, 

en un estudio previo de eosinófilos en respuesta a PVM, no se indujo la secreción 

de IFN-β (73). Estos resultados, sugieren que el papel antiviral de los eosinófilos no 

está mediado por IFNs. Esto podría estar relacionado con la producción disminuida 

de IFN-β e IFN-λ por células epiteliales bronquiales después del co-cultivo con 

eosinófilos (115). Además, hay muchas observaciones en las que pacientes 

asmáticos presentan fallas en las respuestas de inmunidad innata contra virus 

respiratorios por una reducción en la producción de IFNs del tipo I y III (116). 

 

Los eosinófilos de pacientes asmáticos poseen un fenotipo activado (117). Se ha 

reportado que los eosinófilos humanos de pacientes alérgicos responden de manera 

más intensa cuando son activados por ligandos sintéticos de TLR7 y TLR9 (102). 

Con estos resultados en mente, es razonable hipotetizar que los eosinófilos de 

pacientes alérgicos responderán de manera más intensa al estímulo con IAV. Esto 

va relacionado con múltiples estudios realizados en modelos de alergia en ratones 

donde se ha reportado que los eosinófilos poseen propiedades antivirales 

(66,79,113). Sin embargo, también se ha documentado que los eosinófilos de 

pacientes asmáticos tienen una capacidad reducida para unirse a IAV y RSV en 

comparación con sujetos sanos (85). Se necesitan estudios adicionales para 

evaluar si los eosinófilos de pacientes alérgicos poseen una capacidad antiviral más 

débil o más fuerte. Además, se ha reportado que la actividad antiviral de los 

eosinófilos contra IAV es diferente dependiendo del sitio de infección. En un modelo 

de rinitis alérgica, la presencia o ausencia de eosinófilos fue irrelevante para eliminar 
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el virus (118). En contraste, en un modelo de asma alérgica, los eosinófilos 

incrementaron la respuesta antiviral resultando en protección frente a IAV (66).  

 

Recientemente, se describió una población diferente de eosinófilos en pulmones, 

que está presente tanto en ratones como humanos. Dicha población, conocida como 

eosinófilos residentes de pulmón, difieren fenotípica y funcionalmente de los 

eosinófilos tradicionales, siendo capaces de inhibir las respuestas tipo 2 contra 

alérgenos inhalados (28). A la fecha, no se ha descrito si esta población celular 

presenta actividad antiviral contra virus respiratorios, lo cual sería relevante debido 

a la localización anatómica.  

 

En diciembre del 2019 surgió una nueva pandemia derivada de la enfermedad 

ocasionada por el virus SARS-CoV-2 (119). Recientemente se ha descrito que los 

pacientes asmáticos presentan un riesgo reducido de presentar complicaciones 

asociadas a la infección por SARS-CoV-2. Existen reportes que asocian la 

presencia de eosinofilia, tanto en pacientes asmáticos o en personas sanas, con 

una reducción del riesgo de mortalidad ocasionada por el virus (120). Múltiples 

grupos de investigación han propuesto la eosinopenia como un marcador pronóstico 

de la enfermedad, donde la eosinopenia está relacionada a un mayor riesgo de 

enfermedad grave (121–123). A la fecha, la participación de los eosinófilos en la 

patología de la enfermedad se desconoce. Sin embargo, al ser SARS-CoV-2 un 

virus de ssRNA (119), al igual que IAV, existe la probabilidad de la participación de 

los eosinófilos en la respuesta antiviral.  
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A pesar de que existen estudios que demuestran claramente las propiedades 

antivirales de los eosinófilos (26), aún se desconoce si los eosinófilos son 

necesarios durante las infecciones virales en humanos y su significancia clínica. Los 

eosinófilos están involucrados en patologías alérgicas y no alérgicas como el asma 

eosinofílica y la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (COPD). La relación entre 

los virus respiratorios y estas enfermedades no está entendida completamente. Los 

pacientes con asma y COPD con números elevados de eosinófilos en sangre 

presentan un riesgo incrementado de complicaciones (124,125). De hecho, 

específicamente los pacientes con asma eosinofílica presentan un riesgo mayor a 

exacerbaciones inducidas por virus (126). Se han implementado tratamientos para 

estos pacientes, como anticuerpos monoclonales anti-IL-5, anti-IL-4 y anti-IgE con 

buenos resultados (116). Sin embargo, recientemente se ha observado que 

pacientes infectados con HRV tratados con anticuerpos anti-IL-5 presentan una 

carga viral aumentada comparada con el grupo placebo, lo cual sugiere un papel 

antiviral de los eosinófilos (76). Como fue sugerido por Rosenberg y colaboradores 

(127), es posible que los eosinófilos promuevan respuestas antivirales contra virus 

respiratorios durante escenarios específicos. Sin embargo, pueden causar una 

respuesta exagerada al tratar de eliminar al virus. Son necesarios más estudios para 

entender completamente la relación entre los eosinófilos y los virus respiratorios 

durante condiciones específicas, como el asma, lo cual puede a su vez traernos un 

mejor conocimiento sobre la biología del eosinófilo. 
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8. CONCLUSIÓN 

 

Los eosinófilos humanos expresan ácido siálico, sugiriendo un ligando potencial 

para la entrada de IAV. Estas células son capaces de reducir de manera drástica la 

infectividad del virus. Los eosinófilos expuestos a IAV inducen la secreción de IL-8 

y el incremento de la expresión de RIG-I. Estos resultados sugieren la importancia 

de los eosinófilos en la infección con IAV, lo cual podría ser relevante en condiciones 

como el asma eosinofílica. 

 

 

Figura 19. Conclusión gráfica. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

1. Evaluar la actividad de RNasas de ECP y EDN de eosinófilos humanos 

contra IAV. 

2. Estudiar la participación de RIG-I en eosinófilos humanos en la infección 

por IAV. 

3. Evaluar la actividad antiviral de eosinófilos contra otros virus respiratorios, 

como el SARS-COV2. 
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