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CAPITULO |

1. RESUMEN

El virus de la influenza B (VIB) causa una infeccion respiratoria aguda. Las citocinas son mediadores
importantes para la inmunidad durante las enfermedades infecciosas. El cortisol y el estrés se han
relacionado con la susceptibilidad a padecer una enfermedad respiratoria y con la regulaciéon de
citocinas. Se sabe poco sobre la relacion entre las citocinas sistémicas, el cortisol, la percepcion del
estrés y el recuento de células sanguineas en pacientes infectados con VIB. Objetivo: Correlacionar
los niveles de estrés, cortisol y citocinas en pacientes infectados con el virus de la influenza B. Material
y Métodos: El diagndstico de los pacientes con VIB fue realizado con el kit de RVP Luminex xTAG y
confirmado por qRT-PCR. La carga viral del VIB fue determinada a través de qRT-PCR y el estrés
percibido se evalué utilizando la escala de estrés percibido (PSS-10). Se determiné el nivel de cortisol
y de veinticinco citocinas plasmaticas (IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-
17A, IL-17E/IL-25, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IL-28A, IL-31, IL-33, GM-CSF, IFN-y,
MIP3a/CCL20, TNF-a, TNF-B) por ELISA. El recuento diferencial de leucocitos se midié con un
protocolo de laboratorio estandar. Resultados: Se incluyeron 33 pacientes infectados con el VIB (nueve
hombres y veinticuatro mujeres) con una edad media de 53 afos (el percentil 25% era 44,5 y el percentil
75%, 57). Las citocinas Th1, Th17 e IL10 fueron mas altas en los pacientes infectados con VIB (P<0,05).
Los leucocitos y los neutréfilos estan correlacionados negativamente con la carga viral (P<0,05). El
estrés percibido tuvo un efecto negativo en los monocitos y las citocinas sistémicas en los pacientes
infectados por el VIB (P<0,05). El nivel de cortisol fue mayor en los pacientes infectados con VIB y se
correlacion6 positivamente con el CCL20 (P<0.05); ademas mostré un efecto positivo en la mayoria de
las citocinas sistémicas (P<0,05). Conclusiones: Se encontré un patrén de citocinas en pacientes
infectados con VIB, asi como un posible rol de la cuenta leucocitaria en el control de la infeccién.
Nuestros resultados sugieren la importancia del cortisol y del estrés percibido en los niveles de citocinas
sistémicas en pacientes infectados con VIB, pero son necesarios mas estudios para entender su

importancia en la produccion de citocinas en una infeccion respiratoria.



CAPITULO I
2. INTRODUCCION

El estrés y las enfermedades respiratorias en nuestra sociedad toman una
relevancia muy importante en estos momentos de pandemia presentada por el
COVID-19. Actualmente se conoce que existe una relacion entre el estrés y la
forma como se comporta el sistema inmune, pero aun no se conoce del todo qué
partes especificas se encuentran involucradas en este proceso (citocinas, células
blancas, cortisol). Las infecciones de vias respiratorias superiores suelen

asociarse a virus como el rinovirus, el coronavirus o el virus de la gripe.

La aparicion de nuevos tipos de gripe, como el "sindrome de distrés
respiratorio agudo severo", la gripe aviar AH5N1 y la ultima gripe pH1N1, y mas
reciente el COVID-19 ha hecho que se ponga mas atencion sobre estos virus,
como una amenaza para la salud publica. De la poblacion expuesta, sélo un
porcentaje desarrollara la enfermedad clinica, lo cual sugiere que al menos una
parte de esta variabilidad, en algunos casos, pudiera estar afectada por estrés
psicolégico. Esto se ve respaldado por la evidencia de que el estrés psicoldgico
esta asociado a cambios en parametros inmunoldgicos relevantes; a nivel local
se cree que éste influye a través de la inervacion auténoma de los tejidos
linfoides, asi como a nivel sistémico, a través de los procesos mediados por

hormonas sobre los leucocitos [1].

El estrés laboral se asocia con varios factores que suelen reflejarse en una



afectaciéon del sistema inmune. Es necesario un esfuerzo continuo para
establecer relaciones causa efecto entre el estrés y la inmunidad [2]. El estrés
crénico es bien conocido que reduce la capacidad del sistema inmunitario para
responder a las sehales hormonales que desactivan la produccion de citocinas
proinflamatorias y sus respuestas demasiado intensas pueden dar lugar a una
mayor respuesta sintomatica. Diversos estudios de evaluacion han respaldado la
validez de las escalas de autoinforme de las infecciones respiratorias agudas.
Por ejemplo, se ha demostrado que los sintomas autoinformados que alcanzan
los criterios de un resfriado clinico se correlacionan con el uso de los servicios

meédicos [3,4].

Desde hace siglos se conoce que las experiencias vitales estresantes y el
estado psicologico del individuo influyen en la manifestacién y el curso de las
enfermedades. En la década de 1960 se realizaron estudios para descubrir los

vinculos entre el estrés psicoldgico y el sistema inmunitario.

La importancia del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal (eje HPA) se puso de
manifiesto muy pronto tras el descubrimiento de la funcidon antiinflamatoria del
cortisol (y, posteriormente, de los andrégenos suprarrenales). Lo anterior fue
respaldado por investigaciones donde demostraban que los errores del eje HPA
pueden incluso inducir enfermedades inflamatorias crénicas en modelos
animales. Una segunda via fue descubierta y estaba intimamente relacionada
con el sistema nervioso simpatico (SNS), con las dos ramas del sistema medular

suprarrenal (adrenalina) y las fibras nerviosas simpaticas (noradrenalina), que

3



llegan a casi todos los lugares del cuerpo y se pudieron observar los efectos

simpaticos, anti y proinflamatorios [5].

Durante las décadas de 1980 y 1990, se descubren las funciones de mas
hormonas de estrés no suprarrenales, como las hormonas de la glandula tiroides,
la hormona del crecimiento, las hormonas del sistema renina-angiotensina-
aldosterona, y otras mas que se han afadido al concepto de inmunomodulacion
inducida por el estrés. Por ultimo, se ha observado que el sistema nervioso
parasimpatico (SNP), con su principal neurotransmisor, la acetilcolina,
desempefia un papel antiinflamatorio e inmunosupresor, a través de los
receptores nicotinérgicos de subunidad alfa 7; mientras que el estrés psicoldgico
se inicia principalmente en el cerebro para influir en estas cuatro vias hormonales
y neuronales principales y, por tanto, en el sistema inmunitario, éste puede influir

en el cerebro y en los cuatro operadores posteriores [5].



2.1 Antecedentes

El virus de la influenza B (VIB) pertenece a la familia Orthomyxoviridae. Es un
virus ARN envuelto y uno de los agentes etioldgicos de la infeccion respiratoria
aguda que tiende a ser pasado por alto debido a la prominencia del virus de la
gripe A (VIA). También es responsable de cerca del 25% de los casos de gripe

documentados en el laboratorio[6,7].

Las primeras etapas de la respuesta inmunolégica comienzan con el
reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) por
medio de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), tales como los de
tipo-Toll (TLR), RIG-I (RLR) y los de dominio de oligomerizacion de nucleottidos
(NLR). Se producen interferones de tipos | y lll (IFNs), citocinas pro-inflamatorias
tales como TNF-q, IL-6, e IL-1B o las quimiocinas CCL20, CXCL10 o CCL5, esto
genera una respuesta inmune ampliamente efectiva la cual conduce a la
resolucion de la infeccion [8—11]. Estas citocinas regulan positivamente de
manera autécrina y paracrina a las células circundantes con la consecutiva
produccion de otras interleucinas. La sintomatologia de la infeccion respiratoria
aguda se ha asociado con la respuesta inmune, la cual si no esta regulada se
produce una tormenta de citocinas responsable de la forma grave de la

enfermedad [12,13]



Durante mas de 30 afos de estudios se ha identificado la intima relacion entre
el estrés, la respuesta inmunoldégica y el desarrollo de enfermedades. En otros
estudios se ha demostrado que el estrés esta relacionado con la susceptibilidad
al resfriado comun, asi como con una mayor gravedad de los sintomas [14]. La
mayoria de las investigaciones se han centrado en la infeccion por el VIA; sin
embargo, no se conoce bien el rol del estrés percibido, la produccion del cortisol,
y el recuento de leucocitos sobre los niveles de citocinas en pacientes infectados

con el VIB.



2.2 Importancia

Todo lo mencionado previamente evidencia que el entendimiento de como
interactuan el sistema inmune y el sistema nervioso, sobre todo en los procesos
que tienen que ver con la salud mental, aun no estan muy claros y mucho menos
en infecciones como en el caso de aquellas ocasionadas por el virus de influenza
B. El conocer qué tan vulnerable puede ser una persona que se encuentra en
una situacion crénica de estrés es primordial ya que el cambio de estilo de vida,
el fallecimiento de personas cercanas y el mismo padecimiento son motivos

comunes de estrés y ansiedad.



2.3 Originalidad

El presente estudio evalu6 el nivel de estrés encontrado en pacientes con
enfermedad respiratoria aguda ocasionada por el virus de influenza B y su
correlacion con la percepcion de la intensidad de los sintomas, la cuenta

diferencial de leucocitos y los niveles de 25 citocinas.



2.4 Justificacion

Las implicaciones que tiene el estrés en el sistema inmune aun no estan del
todo claras. Los estudios previos han sido limitados a correlacionarlo con algunas
citocinas inflamatorias en infecciones respiratorias agudas y mucho menos en
infecciones ocasionadas por el virus de influenza B, por lo que es necesario
conocer como los niveles de estrés y citocinas afectan el curso natural de la

enfermedad en infecciones ocasionadas por este virus.



CAPITULO 1l

3. HIPOTESIS

A mayor estrés existe una mayor percepcion de la intensidad de los sintomas,
y esto se relaciona con un patron de citocinas y la cuenta leucocitaria diferencial
en pacientes con enfermedad respiratoria aguda ocasionada por el virus de

influenza B.
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CAPITULO IV
4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la correlacion de los niveles de estrés, cortisol y citocinas en

pacientes infectados con el virus de influenza B.

4.2 Objetivos especificos

1. Realizar la cuenta leucocitaria diferencial en pacientes infectados con el
virus de influenza B.

2. Determinar la percepcion del estrés en pacientes infectados con el virus
de influenza B.

3. Cuantificar los niveles de cortisol y correlacionarlos con la percepcion del
estrés en pacientes infectados con el virus de influenza B.

4. Cuantificar los niveles de citocinas en pacientes infectados con el virus de
influenza B.

5. Correlacionar los niveles de citocinas y cortisol con el estrés percibido en

pacientes infectados con el virus de influenza B.

11



CAPITULO V

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Poblacion de estudio

Se incluyeron pacientes que acudieron a la consulta externa y/o urgencias del
Hospital Universitario “Doctor José Eleuterio Gonzalez” asi como Servicios
meédicos de la UANL, de noviembre 2014 a febrero 2015 con un cuadro de
infeccion respiratoria aguda. Se descartaron los pacientes con sospecha de

infeccion bacteriana.

12



5.2 Recursos biolégicos

. XTAG Respiratory Viral Panel Fast (Luminex Corporation)

. QIAmp MinElute Virus Spin kit

. Primer Design Advanced kit (Premier Biosoft, Palo Alto, CA)
. Milliplex®MAP cytokine multiplex assay kit

. Muestra de sangre venosa periférica.

. Muestras de exudado faringeo para obtencion

de ARN viral

. Kit ELISA (Abcam) para cortisol

13



5.3 Recursos materiales

a) Lugar de Trabajo:

1) Servicio de Inmunologia: Laboratorio de Inmunologia Molecular.

2) Consulta de servicios médicos, consulta externa y/o urgencias del

Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzalez” de la UANL.

b) Equipos:

1.

2.

3.

Campana de Flujo laminar (ThermoScientific 1300 Series A2)
Incubadora de 37 grados Celsius (Precision)

Bio-Plex® 200 System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA)

. Sysmex XS-1000i (Sysmex Corporation, Kobe, Japan).

Lector de microplacas (Biorad)
Micropipetas (BioPette, Labnet)
Ultracongelador -80 grados Celsius (Sanyo)
Centrifuga refrigerada (Eppendorff)

Vortex (Thermoline)

10.Balanza analitica (Scientific)

11.Computadora HP con Office XP 2000

12.Software GraphPrism (analisis Estadisticos)

c) Consumibles:

1.

Puntillas para micropipetas de 10, 20, 200 y 1000 microlitros

(Eppendorff)

14



. Caja para crioviales (Corning)
. Crioviales de 1.5 ml (Corning)

. Tubos eppendorff 1.5 ml (Eppendorf)

. Tubos con EDTA

. Tubo PAXgene Blood ARN

15



5.4 Recursos financieros

Se recibié apoyo por parte del Fondo Sectorial de Investigacion en Salud y

Seguridad Social, CONACYT SALUD 2013-01-281871.
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5.5 Recursos metodolégicos

5.5.1 Diseno experimental

Se realizé un estudio prospectivo, comparativo y observacional. El tamafio de
la muestra fue por conveniencia. La significacion estadistica de los datos se
evalué con Mann Whitney, Spearman r para correlacion, y analisis de regresion
lineal usando SPSS y GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., EE. UU.).
un valor P <0,05 se consider6 estadisticamente significativo. Los criterios de
inclusion exigian que los participantes tuvieran al menos dieciocho afios y estar
diagnosticado con VIB por el sistema de deteccidn de virus respiratorios xTAG
Panel Fast (Luminex Corporation). Este estudio se realizé con la aprobacion del
comité de bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad Autébnoma de
Nuevo Ledn, numero de registro IN13-007. Después de obtener el
consentimiento informado de los pacientes inscritos, los hisopados de garganta
y muestras de sangre se recogieron el dia de la inscripcion. El tamano de
muestra obtenido fue de 33 sujetos con VIB y 8 sujetos clinicamente sanos como

grupo control.

17



5.5.1 Seleccién de pacientes

La muestra fue compuesta de 63 sujetos hispanos de nacionalidad mexicana
(100%) con una media de edad de 44.15 (SD = 15.936, rango 19-75) donde un
67% fueron mujeres y un 33% hombres. Estos pacientes acudieron a la consulta
externa y/o urgencias del Hospital Universitario “Doctor José Eleuterio Gonzéalez”
asi como Servicios médicos de la UANL, de noviembre 2014 a febrero 2015.Se
descartaron los pacientes con sospecha de infeccidén bacteriana. Se incluyeron
mayores de 18 afios no importando género y con un diagndstico clinico de
infeccion respiratoria aguda y sin evidencia clinica de infeccion bacteriana. Asi
mismo se excluyeron pacientes con diagndstico previo de inmunosupresion,
tuberculosis pulmonar activa o sospechada por caracteristicas de la placa, con
cualquier neoplasia y/o que estuviera recibiendo quimioterapia, con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida por VIH, uso de esteroides de manera croénica,
mujeres embarazadas, pacientes con internamiento por mas de 48 horas en los
tres meses previos por cualquier causa y personas que no firmaron el
consentimiento informado. Asi mismo se eliminaron aquellos pacientes a los
cuales se les extrajo baja cantidad y mala calidad de muestra, que no fue posible

obtenerla, o que hubo informacién incompleta del expediente.

Para la evaluacién clinica a todos los voluntarios se les realizdé una entrevista
para confirmar sintomas de enfermedad respiratoria aguda y se descartaron los
pacientes con sospecha de infeccion bacteriana, después de eso se les invitd a

participar en el estudio una vez firmada la carta de consentimiento.

18



5.6 Enrolamiento

5.6.1 Criterios de inclusion

Pacientes mayores de 18 afios no importando género.
Diagnéstico clinico de infeccion respiratoria aguda. Sin

evidencia de infeccién bacteriana.

5.6.2 Criterios de Exclusion

Pacientes con diagndstico previo de
inmunosupresion

Internamiento en los tres meses previos por
mas de 48 horas por cualquier causa.
Tuberculosis pulmonar activa o sospechada por
caracteristicas de la placa.

Paciente con cualquier neoplasia y/o que esté
recibiendo quimioterapia.

Paciente con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida por VIH.

Uso de esteroides de manera cronica.
Mujeres embarazadas.

Personas que no firmen el consentimiento

informado.
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5.6.3 Criterios de Eliminacion

. No poder extraerse la muestra

. Baja cantidad de muestra.

. Mala calidad de la muestra.

. Informacién incompleta del expediente

20



5.7 Procedimientos durante el estudio

Se llevaron a cabo los siguientes procedimientos los cuales son descritos a
mayor detalle en los siguientes apartados: recoleccion de muestras por medio de
hisopados de garganta, toma de muestras de sangre, extracciones de acido
nucleico, determinacién de 25 citocinas en plasma, recuento diferencial de
leucocitos, cuantificacion del cortisol en sangre y la aplicacion de la Escala de

Estrés Percibido (PSS-10).

5.7.1 Preparacion de la
muestra

Brevemente, hisopados de garganta se recogieron y almacenaron en el
Sistema de Transporte Universal de Virus (Becton Dickinson, Maryland EE. UU.).
Las muestras de sangre fueron recogidas en un PAXgene, tubo de ARN de
sangre y un tubo de plastico con EDTA, que fueron centrifugados para obtener
plasma y almacenados a -20°C y -70°C, respectivamente, hasta su uso. 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 colocé en un tubo de
polipropileno de 1.5 mL el cual se centrifugd 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 recuperd el plasma teniendo cuidado de no
contaminarlo con los componentes restantes, que se colocaron en un criotubo y

se congeld a -80 °C hasta su uso.

21



5.7.2 Confirmacion de virus y carga viral

Las extracciones de acido nucleico se realizaron con hisopos de garganta
usando el QIAmp MinElute Virus Spin kit de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

Para confirmar la deteccion del agente etioldgico, el protocolo basado en la
sonda gRT-PCR del CDC para la deteccion de IBV se realizé como se ha descrito

anteriormente [15].

La carga viral fue determinada usando el Primer DesignTM 91 Kit avanzado

(Premier Biosoft, Palo Alto, CA) segun el protocolo del fabricante.
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5.7.3 Cuantificacién de citocinas y cortisol

La determinacion de 25 citocinas (IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-
12p70, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-17E/IL-25, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IL-
28A, IL-31, IL-33, GM-CSF, IFN-y, MIP3a/CCL20, TNF-a, TNF-B) se realizd
utilizando el Milliplex®MAP kit de ensayo de citocinas multiples segun las

instrucciones del fabricante.

La determinacion se realizé usando plasma. Los resultados fueron leidos en
un Bio-Plex® 200 System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hércules, CA). Los niveles
de cortisol en plasma de los sujetos incluidos en el estudio fueron medidos
usando un ELISA competitivo (Abcam) segun las recomendaciones del

fabricante.

5.7.4 Recuento diferencial de leucocitos

El recuento diferencial de leucocitos se realizé usando sangre total con EDTA.

Esto fue hecho con el Sysmex XS-1000i (Sysmex Corporation, Kobe, Japon).
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5.7.5 Estrés percibido

Se evaluaron tres niveles de estrés utilizando la version mexicana en espafiol
de la Escala de Estrés Percibido (PSS-10)[16,17]que se aplica a si misma, tiene
10 elementos, y es una de las escalas mas utilizadas para medir el estrés
subjetivo. Esta escala muestra una adecuada consistencia interna y un analisis
de dos factores (coeficiente alfa de Cronbach = 0.83) [18]. Las preguntas en esta
escala son sobre sentimientos, pensamientos y actividades durante el mes
pasado, incluyendo el dia en que se obtuvo la muestra [16] . El cuestionario fue

aplicado sélo el dia 1.

Cada elemento se clasifica en una escala de 5 puntos que va desde nunca
(0) hasta casi siempre (4) con puntuaciones mas altas que indican mas estrés
percibido. Los puntos redactados positivamente fueron anotados al revés, y las
puntuaciones sumaron 117 (por ejemplo, 0 = 4, 1 = 3, 2 = 2, etc., entonces se

sumaron los 10 articulos). Los puntos 4, 5, 7 y 8 fueron declarados positivamente.
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5.7.6 Percepcion de la gravedad de los sintomas

Para determinar la percepcion de la gravedad de la infeccidn respiratoria, se
hizo un seguimiento a los pacientes cada dia durante los primeros 7 dias después
del reclutamiento, éste se realizé por medio de una encuesta presencial en el dia
1y telefénica hasta el dia 7, donde se les solicito evaluarse con una escala del 0
al 3, donde 3 es lo mas grave y 0 la ausencia del sintoma. Esta metodologia fue

adaptada segun lo reporta Cohen y Oshansky [19,20].
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5.7.7 Protocolo de laboratorio

Una vez firmada la carta de consentimiento se llevd al participante a las
instalaciones del Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la
UANL en donde se aplicaron ambos cuestionarios y posterior a eso se obtuvo
sangre venosa periférica de los pacientes para realizar la determinacion de los

niveles del cortisol y el recuento diferencial de leucocitos.

La toma de muestra se realiz6 al dia del reclutamiento como ya se indico y a los
7 dias posteriores. Los niveles de cortisol se midieron empleando un kit de ELISA
competitivo para su cuantificacion en plasma de los sujetos incluidos en el

estudio y se siguieron las recomendaciones del fabricante.
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5.7.8 Analisis de datos.

Se integré una base de datos computarizada. La significacion estadistica de
los datos se evalu6é con Mann Whitney, Spearman r para correlacién, y analisis
de regresion lineal usando SPSS y GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software

Inc., EE.UU.). un valor P < 0,05 se considero estadisticamente significativo.
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS

Pacientes y controles

Como grupo control se incluyeron ocho sujetos clinicamente sanos con una
edad media de 32.5 anos (el percentil 25% era 19 y el 75%, 54.25), tres de los
cuales eran hombres y cinco mujeres. Los sujetos control no informaron de
diabetes, tabaquismo o alergia y el recuento sanguineo fue normal. Los 33
pacientes infectados con el VIB fueron nueve hombres y veinticuatro mujeres,

con una edad media de 53 afios (el percentil 25% era 44.5y el 75%, 57).

No se encontraron diferencias en la edad en el grupo control ni en los
pacientes infectados con el VIB (P=0.0709). De los pacientes incluidos cinco
tenian diabetes, dos informaron que fumaban, catorce reportaron alergias, y doce
se vacunaron contra la influenza. Siete pacientes tenian mono-infeccion y 26,
coinfecciones (VIA, virus sincitial respiratorio, coronavirus HKU1, rinovirus, virus

de la parainfluenza y metapneumovirus humano).
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Determinacion de los niveles de citocinas plasmaticas

Veinticinco citocinas plasmaticas fueron analizadas por 141 ensayos multiplex
en el plasma de los sujetos en estudio y del grupo control. De los resultados
obtenidos detectamos tres grupos de citocinas plasmaticas en los pacientes
infectados con el virus del VIB. En el primer grupo se observaron los niveles mas
altos de las citocinas Th17 (IL-17F e IL-17E), Th1 (IFN-y y TNF-B), y la
inmunorreguladora (IL-10), P<0,05. En el segundo grupo se detectaron los
niveles mas bajos de citocinas como la hematopoyética (GM-CSF), las
proinflamatorias (IL-1B e IL-6), la alarmina (IL-33), las Th2 (IL-4 e IL-13) y la
antiviral (IL- 28A), P<0.05. El tercer y ultimo grupo fue el de las citocinas IL-2, IL-
5, IL-9, IL-12p70, IL-15, IL-17A, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IL-31, CCL20, y TNF-
a, en las cuales no se observo una diferencia estadistica con el grupo control

P>0.05, ver Tabla 1.
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Tabla 1. Niveles de citocinas en plasma de controles y pacientes

infectados con VIB

Citocina Control (n=8)" ViB P
(paiml] (pa/ml)
IL-1¥F 3056 {X5.73-40.45) BO [35-135.7) 000647
GM-CSF 1405 (907 2-1559) 0 (0-0} <0.00017
IFM-y B0 6955 TS-103.6) 1522 (71.35-232.T) 0.0335°
IL-10 19715772673 J3.88 (15.72-40.76) 0.0266"
CCL20 116385 05-137) 1316 (81.01-181.9) 04526
IL-12p70 57.84 (59.42-113.3) 81.55 {38.61-131.6) 0.8585
IL-13 364 {(F427-346.7) 1194 (61 42-205.6) 0.0001%
IL-15 FO.T4 (23.62-74 64) 4338 {23 X0-65.24) 00610
[ Gl 34 (35 97-T7.38) B0 54 (37 28-122.0) AR
IL-22 B51 (634 7-041.9) TEO (D-1093) D.7T030
IL-5 32 24 (20.93-38 68) 87.38 {22 36-35.53) D.1106
IL-1g 56.48 (49.73-76.33)  21.03 (5.98-32.36) =n.0001*
IL-33 121.8 (75.98-129.3) 58,089 {26.53-39.16) na1z21t
IL-2 B7.19 {41.13-78 6E) 4205 (14.35-6B8.46) 0.1260
IL-21 170.2 {136.9-199.9) 1628 (79.05-257 4) 09415
IL-4 530.8 (428.4-6440) 260 (65-485.0) o.oorrt
IL-23 14058 [(10T17-15463) 59117 (4307-12223) 0.0545
IL-5 35 99 (34 10-46.35) 2301 {13 45-43.048) 01551
IL-5 5012 (44.41-71 48) 4055 {19.11-53.75) 002637
IL-17E BEE. 1 (5ET.4-008 0) 18840 (1265-40B7) n.ooort

*Los datos estan expresados como mediana (25% y 75% percentiles) *Diferencia

estadistica.

La prueba de Mann Whitney fue usada en el analisis estadistico.
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Determinacion de los niveles plasmaticos de cortisol

El cortisol en plasma fue evaluado por ELISA en los sujetos en estudio y en el
grupo control. En los resultados obtenidos se observo que el cortisol fue diez
veces mayor en los pacientes infectados con VIB en comparacion con los
controles (P<0.00001) y que sus niveles se correlacionaron positivamente con

los de CCL20 en 180 ng/ml (r=0.4418, P=0.0101), (ver Figuras 1y 2).
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Figura 1. Niveles de cortisol en el plasma de los controles y de los

pacientes infectados por el VIB.
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Figura 2. Los niveles de CCL20 se correlacionan positivamente con los
niveles de cortisol en los pacientes infectados por el VIB.

En el analisis de regresion lineal, los niveles de cortisol tuvieron un efecto de
relacidn positiva con las citocinas plasmaticas tales como: IL-13, IL-2, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17E, IL-17F, IL-21, IL-23 y IL-28A, (P<0.05); ver Tabla

2.
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Tabla 2. Resultados de la regresion linear simple para determinar la
relaciéon entre los niveles de cortisol y otras variables en pacientes

infectados con VIB.

Citocinas Pendienta E;i;;r::;: 2 P
IL17F 0711 0.062 & 1.360 0.032
IL10 0641 -0.088-1 371 0.015
iL13 1.094 0514-1674 0.0006
IL15 0.292 0.035-0.549 0.026
IL18 0.195 0.00%-0.362 0.04
L2 0.36 0.042-0.679 0.027
It 1.065 0.067-2.063 0.037
L4 2294 0.610-3.985 0.004
IL23 2554 193164917 0.037
ILS 0248 0.072-0.424 0.007
ILG 0.281 0.117-0.444 0.001
IL17E 1657 2.752-28.38 0.018
IL2BA 11.16 1.316-21.00 0.027
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Determinacién de la carga viral, leucocitos en sangre y recuento diferencial

Se determinaron la cuenta de leucocitos en sangre y el recuento diferencial,
asi como las cargas virales del VIB de cada paciente con resultado positivo. Los
valores encontrados oscilaron entre 2.427-5.624 Log10 copias/uL. También
analizamos la correlacion entre la carga viral y las citocinas, recuento diferencial
de leucocitos, cortisol y estrés percibido. No encontramos una correlacion entre
la carga viral y las citocinas analizadas, el cortisol o el estrés percibido (P>0.05).
Se utilizé una regresion lineal para evaluar el efecto de las citocinas, el recuento
diferencial de leucocitos, el cortisol y estrés percibido en la carga viral.
Encontramos una relacion negativa entre la carga viral y el recuento de
leucocitos, asi como con el recuento absoluto de neutrodfilos; véase la tabla 3.

El recuento de leucocitos se correlacion6 negativamente con la carga viral (r=

-0.3946, P=0.0231), Figura 3.
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Tabla 3. Resultados de la regresion linear simple para determinar la

relacion entre la carga viral y otras variables en pacientes infectados con

VIB.
Variable Pendiente Intervalo de Confianza P
Leucocitos -1.252 -2279-0.224 0.018
Neutrofilos -0.996 0-1.854--0.144 0.023
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Figura 3. El recuento de leucocitos en pacientes infectados por el VIB se

correlacion6 negativamente con la carga viral.
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Determinacién del estrés percibido y su correlaciéon con las citocinas, el

cortisol y el recuento diferencial de leucocitos.

El estrés percibido se determiné utilizando una escala previamente validada
y reportada en espafiol. También analizamos su correlacion con las citocinas y
el cortisol en plasma, y con el recuento diferencial de leucocitos. No encontramos
una correlacion entre el estrés percibido, el cortisol, las citocinas analizadas, y el
recuento de leucocitos (P>0.05). Sin embargo, el estrés percibido tuvo un efecto
de relacion negativa sobre el porcentaje de monocitos en la sangre y los niveles
de citocinas en el plasma (como IL-183, IL-5 y IL-6, IL-10, IL-15,) (P<0.05); ver

Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados de la regresién linear simple para determinar la

relacién entre el estrés percibido y otras variables en pacientes infectados

con VIB.
Variable Pendiente Intervalo de P
Confianza
19 -1.4775 -3.535 a -0.014 0048
15 -31626 £.621 & .0.630 0.019
18 2304 -4-520 a -0.087 0.042
L5 -2.309 4 477 & -0.140 0.037
LG -2 359 4485 a 0233 0.03
% Monocitos -0.005 0.320 a -0.031 0.018
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CAPITULO VII

7. DISCUSION

En este estudio, examinamos la respuesta inmune sistémica contra el VIB con
o sin coinfecciones por otro virus respiratorio, casi todas las investigaciones se
centran solo en la deteccidn del agente etioldgico, a pesar de los informes de
coinfeccion de virus respiratorios comunes [21]. Un informe anterior demostré
que la infeccion de VIB se desarrolla con menos sintomatologia grave en
comparaciéon con la VIA; sin embargo, actualmente se observan casos graves
causados por ambos virus [22], por lo que el estudio de la respuesta inmunoldgica

contra un patdégeno emergente como el VIB se ha vuelto importante.

Los pacientes infectados con VIB mostraron una cuenta especifica de
citocinas Th1 y Th17 en la etapa temprana de la infeccion, con el
acompanamiento de IL-10. Se describié que la IL-23 promueve el desarrollo de
células T CD4+, productoras de IL-17 y también aumenta la produccién de IL-1(,
IL-6 y TNF-a de manera autdcrina y paracrina [23]. Las citocinas Th17 juegan un
papel importante en la resolucion de la infeccion por el virus VIA [24]. Nuestro
grupo y otros han reportado resultados similares anteriormente en el suero de
pacientes con enfermedad VIA severa[25][26]. El incremento de estas citocinas
inflamatorias puede contribuir a la inmunopatogénesis en la infeccion de virus
respiratorios. Se ha informado que la terapia anti-IL17 ha abogado en la
disminucion de la inflamacién en un modelo animal [27]. En este estudio, se

detectaron niveles altos de IL-10 en nuestros pacientes; otros autores han
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descrito similares resultados[28]. Una posible explicaciéon es que la IL-10 es
reconocida como una citocina antiinflamatoria y un regulador negativo de la
respuesta inmune innata y adaptativa. Un estudio informé que el bloqueo del IL-
10R resulté en aumento y aceleracion de la mortalidad, pero no afect6 la carga
viral [29]. El segundo grupo de citocinas encontradas en niveles mas bajos en
pacientes infectados por el VIB probablemente es causado por la regulacion
inmune de la IL-10 y las citocinas Th1y Th17, o todas aquellas que pueden estar

actuando en el tejido pulmonar.

El recuento de leucocitos y neutrofilos estan correlacionados negativamente
con la carga viral del VIB. No hay datos reportados al respecto, pero un grupo de
investigacion informé de que las cifras bajas o con funcién inadecuada de los
neutréfilos, puede facilitar la progresion de la VIA leve, a la enfermedad clinica

grave[30].

En este estudio, el estrés percibido tuvo un efecto negativo en los monocitos
sanguineos y en los niveles de citocinas. Como se ha mencionado anteriormente,
el estrés psicoldgico se ha relacionado con la influenza y puede aumentar la
respuesta inmune humoral, pero reduce la respuesta inmune celular [31,32]. La
reduccion de monocitos en el numero y funcion se ha reportado en los sujetos
una semana después del periodo de examen[33]. Este resultado mostré que el
estrés tiene un impacto en las células inmunes en poco tiempo. En nuestra
poblacion de estudio, este efecto puede ser similar al estrés percibido o para el
reclutamiento de monocitos en el tracto respiratorio para combatir la infeccién por

VIB.
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Por otra parte, un grupo informé que el estrés percibido tenia un efecto
negativo en la produccion de citocinas (IL-1, IL-6 y TNF-a) por los leucocitos

estimulados con la vacuna de la influenza in vitro [34].

En este estudio, los niveles de cortisol se correlacionaron positivamente con
los niveles plasmaticos del CCL20 en los pacientes infectados con VIB. Este es
el primer informe que correlaciona el cortisol con el CCL20 (o MIP-3a), una
quimiocina que atrae fuertemente a las células dendriticas inmaduras, de
memoria, linfocitos T y, en menor medida, neutrdfilos. Por otra parte, el cortisol
mostro efectos positivos en los niveles de citocinas plasmaticas (IL-1, IL-2, IL-21,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17E, IL-17F, IL-23, e IL28A). El cortisol ha
sido implicado en la inhibicion de la expresion de la IL-10 en las células B de
personas con aterosclerosis [35]. Los pacientes con enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y depresién mostraron niveles mas altos de IL-1y TNF-a en
esputo, y una disminucion del cortisol salival[36]. Se ha reportado una correlacion
inversa entre el cortisol y las citocinas proinflamatorias en sujetos con estrés
psicoldgico [37]. Por otro lado, en pacientes con cancer colorrectal, el cortisol se
correlaciond6 positivamente con los niveles de IL-6 y TGF-§ [38]. En los pacientes
infectados con el virus sincitial respiratorio, el cortisol se correlacion6
positivamente con IL-6 [39]. Todos estos informes revelan que el efecto del
cortisol en los niveles de citocinas depende de diferentes condiciones como la
aterosclerosis, el EPOC, el estrés, el cancer y la infeccion respiratoria viral. Diaz
y colaboradores encontraron una correlacion positiva con la IL-6. En este estudio,
nosotros encontramos una correlacion positiva del cortisol con los niveles de

varias citocinas, una de las limitaciones fue el tamafo de la muestra de casos y
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controles, pacientes infectados y coinfectados con VIB. Nosotros hemos
presentado el posible papel del cortisol y el estrés percibido sobre los niveles de

citocinas en pacientes infectados con el VIB.

Nuestros hallazgos mostraron un patrén de citocinas Th1, Th17 e IL-10 en
pacientes infectados con VIB, y el posible papel del recuento de leucocitos
(especialmente neutréfilos) en el control del VIB. Estos resultados también
sugieren la importancia del estrés percibido y el cortisol con los niveles de
citocinas sistémicas en estos pacientes, pero se necesitan mas estudios para
entender este complejo sistema psico-endocrino-inmunoldgico y poder dilucidar
su papel en la produccion de citocinas en otras enfermedades infecciosas

respiratorias como COVID-19.
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CAPITULO VI

8. CONCLUSION

Las citocinas Th1, Th17 e IL10 fueron mas altas en los pacientes infectados con
VIB (P<0,05). Los leucocitos y los neutrodfilos estan correlacionados negativamente
con la carga viral (P<0,05). El estrés percibido tuvo un efecto negativo en los
monocitos y las citocinas sistémicas en los pacientes infectados por el VIB
(P<0,05). El nivel de cortisol fue mayor en los pacientes infectados con VIB y se
correlacioné positivamente con el CCL20 (P<0.05); ademas mostré un efecto

positivo en la mayoria de las citocinas sistémicas (P<0,05).

El cortisol y el estrés percibido estan asociados con los niveles de citocinas en

pacientes infectados con el virus de la influenza tipo B.
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CAPITULO IX

9. ANEXOS

9.1 Cuestionario estrés percibido

Version en espainol PSS-10

Las preguntas en esta escala hacen referencia a sus sentimientos y pensamientos
durante el ultimo mes. En cada caso, por favor indique con una “X” como usted se ha
sentido 0 ha pensado en cada situacion.

Nunca Casi De vez A Muy a
nunca en menud menud

cuand o] o]
o}

1. En el ultimo mes, ¢,con qué frecuencia ha 0 1 2 3 4
estado afectado por algo que ha ocurrido
inesperadamente?
2. En el ultimo mes, ¢,con qué frecuencia se 0 1 2 3 4
ha sentido incapaz de controlar las cosas
importantes en su vida?
3. En el ultimo mes, ¢,con qué frecuencia se 0 1 2 3 4
ha sentido nervioso o estresado?
4. En el ultimo mes, ¢con qué frecuencia ha 0 1 2 3 4
manejado con éxito los pequefos
problemas irritantes de la vida?
5. En el ultimo mes, ¢ con qué frecuencia ha 0 1 2 3 4
sentido que ha afrontado efectivamente los
cambios importantes que han estado
ocurriendo en su vida?
6. En el ultimo mes, ¢,con qué frecuencia ha 0 1 2 3 4
estado seguro sobre su capacidad para
manejar sus problemas personales?
7. En el ultimo mes, ¢ con qué frecuencia ha 0 1 2 3 4

sentido que las cosas le van bien?
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8. En el ultimo mes, jcon qué frecuencia ha 0 1 2 3 4
sentido que no podia afrontar todas las
cosas que tenia que hacer?

9. En el ultimo mes, ¢,con qué frecuencia ha 0 1 2 3 4
podido controlar las dificultades de su vida?

10. En el ultimo mes, ¢con que frecuencia 0 1 2 3 4
se ha sentido que tenia todo bajo control?

11. En el ultimo mes, ¢con qué frecuencia 0 1 2 3 4
ha estado enfadado porque las cosas que le
han ocurrido estaban fuera de su control?

12. En el ultimo mes, ¢con qué frecuencia 0 1 2 3 4
ha pensado sobre las cosas que le quedan
por hacer?

13. En el ultimo mes, ¢con qué frecuencia 0 1 2 3 4
ha podido controlar la forma de pasar el
tiempo?

14. En el ultimo mes, ¢con qué frecuencia 0 1 2 3 4
ha sentido que las dificultades se acumulan
tanto que no puede superarlas?

Escala de Estrés Percibido (Perceived Stress Scale, PSS)

Esta escala es un instrumento de auto informe que evalua el nivel de estrés percibido
durante el ultimo mes, consta de 14 items con un formato de respuesta de una escala
de cinco puntos (0 = nunca, 1 = casi nunca, 2 =de vez en cuando, 3 = a menudo, 4 =
muy a menudo). La puntuacion total de la PSS se obtiene invirtiendo las puntuaciones
de los items 4, 5, 6, 7, 9, 10 y 13 (en el sentido siguiente: 0=4, 1=3, 2=2, 3=1y 4=0) y
sumando entonces los 14 items. La puntuacién directa obtenida indica que a una mayor

puntuacion corresponde un mayor nivel de estrés percibido.
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