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RESUMEN

Q.B.C. Luis Carlos Ruelas Ruiz Fecha de titulacion: Julio, 2024
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina.

Titulo del estudio: Analisis de la accién de la dietilcarbamacina sobre efectores de la
respuesta antiviral en células epiteliales infectadas con el virus de la influenza A H1N1
pdm09.

Numero de paginas: 74

Candidato para la obtenciéon del grado de Maestro en Ciencias con Orientacion en
Inmunologia Médica.

Area de estudio: Inmunologia

Proposito y diseio del estudio: La influenza es una infeccion viral que afecta a todos
los grupos etarios y tiene alto potencial pandémico. La respuesta inmune es clave para
resolver la enfermedad, pero en algunos casos, provoca una desregulaciéon inmune
(tormenta de citocinas) capaz de causar dano tisular, fibrosis y muerte del tejido. Se
sugiere el uso de farmacos con efecto inmunomodulador como el del derivado de la
piperazina, la dietilcarbamacina (DEC), que ha sido estudiado y ha mostrado efectos
antiinflamatorios y antifibréticos en modelos previos. Sin embargo, se desconoce la
actividad de la DEC en infecciones respiratorias virales. Como objetivo se analiz6 la
accién de la DEC en un modelo de células de epitelio respiratorio infectadas por el Virus
de Influenza A HIN1 pdm09 (VIA). Para ello, se cultivaron células A549 e incubaron con
VIA para ser tratadas con DEC. A partir del sobrenadante, se cuantificé el titulo viral y la
secrecion de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15 y RANTES. Se realizé RT-qPCR para
evaluar la expresion de los genes que codifican para RIG-I, TLR3, MYD88, NLRP3, NF-
kB, IFN-B e IFN-A.

Contribuciones y conclusiones: La DEC mantiene la expresion de IFN-A1, regula los
niveles de IFN-B e IL-8 y reduce la carga viral en células epiteliales infectadas por el VIA.
Estos hallazgos demostraron que la DEC contribuye en la modulacion de la respuesta
inmunoldgica de las células epiteliales contra el VIA, siendo capaces también de
favorecer la eliminacion de las particulas virales.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Virus de la Influenza.

Las infecciones agudas de vias respiratorias son causa importante de morbilidad y
mortalidad y afectan a todos los grupos etarios, desde poblaciones pediatricas hasta
poblaciones de la tercera edad (1). Los agentes causales mas frecuentes y relevantes
son una amplia gama de virus respiratorios, entre los cuales se encuentra el Virus de la
Influenza A (VIA) (2).

La influenza es una de las principales infecciones agudas de vias respiratorias y se
considera un problema de salud publica en todo el mundo (3). Los VIA son virus de ARN
monocatenario en sentido negativo envueltos que pertenecen a la familia
Orthomyxoviridae. Los virus de influenza se clasifican en cuatro tipos: A, B, C y D; siendo
los virus Ay B los que causan epidemias estacionales de la enfermedad (4). Aunque
ambos tipos del virus de la influenza se comportan de manera similar en este aspecto, es
el VIA, el unico con capacidad de causar pandemias, segun observamos en la tabla 1 (5).
Los VIA se dividen en subtipos segun dos proteinas de la superficie del virus: la
hemaglutinina y la neuraminidasa; En base a ello, se tiene la circulacion habitual VIA
H1N1y VIAH3N2 (6,7).

Tabla 1. Pandemias por Virus de Influenza A en el siglo XXy XXI.

PANDEMIAS SIGLO XX-XXI

Ano Virus

1918 VIA HiN1
1957 VIA H2N2
1968 VIA H3N2
2009 VIA HiN1



1.1.1 Influenza: transmisién y sintomas.

El padecimiento ocasionado por los virus de influenza se conoce como Influenza y esta
se propaga a través de la generacidn de aerosoles los cuales estan formados por
goticulas cargadas con las particulas virales. Aquellas de gran tamafo y peso se
depositan en superficies, mientras aquellas de menor densidad permanecen suspendidas
en el aire facilitando su inhalacion por parte del siguiente hospedador garantizando la

propagacion del virus y el comienzo de la infeccion, figura 1 (8).

Cuando el virus de la influenza ocasiona la enfermedad se observan una serie de
sintomas, normalmente van acorde a un cuadro de resfriado comun (fiebre, tos, cefalea,
mialgias y artralgias, malestar general intenso, faringitis y rinorrea). En una minima
proporcion de pacientes pueden tener un comienzo fuerte o persistir con sintomas por
mas de dos semanas, pero en la mayoria de los casos las personas infectadas se
recuperan después de una semana sin necesidad de atencion médica (1,3). También
existen poblaciones con alto riesgo de complicaciones que pueden tener una infeccion
grave y requerir hospitalizacidn o incluso fallecer a causa de la enfermedad de influenza,
tabla 2 (9,10).

Evaporacion

Emision o Inhalacion
NS200,,

| Gotas cargadas

P, de virus q

- A ,
i ‘ | “ ;J %
.5‘ ¥ :2"’ ' 'N

Asentamiento

Suelo
(A AL Y
Persona N VS‘ ) Comienzo de
contagiada infeccion

Figura 1. Transmision del VIAH1N1. Las particulas virales se propagan por una persona
contagiada y favorece el comienzo de la infeccion en individuos.
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Tabla 2. Poblaciones con alto riesgo de complicaciones por virus de la influenza.

POBLACION CON ALTO RIESGO DE COMPLICACIONES POR INFLUENZA

Mujeres Nifios Adultos de la Pacientes
embarazadas tercera edad inmunodeprimidos

Trabajadores del Pacientes con Personas con
sector salud enfermedades obesidad
cronicas

1.1.2 Epidemiologia del virus de influenza.

Diversas organizaciones nacionales e internacionales que promueven la proteccion de la
salud han decidido poner su atencion en este virus y mantener un sistema de vigilancia
constante respecto al comportamiento y distribucion geografica del virus de influenza
(11,12). El virus de influenza conserva su importancia epidemiologica a nivel mundial
teniendo una distribucion en donde predominan diversos subtipos del virus de influenza
en diferentes zonas geograficas siendo en algunos predominante el VIA H3N2, asi como

en otras areas el VIAH1N1 pdmOQ9 o el Virus de Influenza B, figura 2 (3,7,11).



Virus Subtype* / e el N
A (HIN1)pdm09 - ’ : ‘ o~
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Figura 2. Porcentaje de muestras positivas a influenza, por zona de transmision de
influenza. Mapa generado el 12 de mayo del 2024. Influenza Update N° 476, 22 May
2024, based on data up to 12 May 2024, WHO (13).

A un nivel nacional también se observa como se mantiene el valor epidemiolégico del
virus a través de los periodos estacionales, lo cual demuestra que el virus permanece
latente. Los datos de casos de influenza por entidad federativa indican la alta relevancia
epidemioldgica de este virus. A nivel estatal Nuevo Ledn ocupa el primero y segundo

lugar en la proporcidon de casos y defunciones, respectivamente, figura 3 (6).
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Figura 3. Casos positivos a influenza acumulados de la semana 40 del 2023 a la 20 de
2024. SINAVE/DGE/SSA/Sistema de Vigilancia epidemiolégica de Enfermedad
Respiratoria Viral, 16/05/24 (6).



1.2 Células epiteliales de vias respiratorias.

El pulmén es uno de los érganos mas expuestos a microorganismos y a otros agentes
extrafos. Entre el alto volumen diario que se inhala de aire al dia, existe la interaccion y
el intento de una colonizacién por parte de microorganismos en donde una respuesta
inmunitaria efectiva determina la homeostasis pulmonar (14,15). El epitelio respiratorio
ha demostrado no constituir solamente una simple barrera fisica capaz de secretar moco
y algunas enzimas, sino también se ha descrito la capacidad de las células epiteliales
para responder a diversos microorganismos y estimulos nocivos secretando moléculas
relacionadas con la respuesta inmune como quimiocinas, citocinas, defensinas, entre
otras (14,15).

Las diversas células epiteliales que recubren el pulmoén han sido identificadas en base a
sus caracteristicas estructurales, patrones de expresion de genes y de proteinas, asi
como algunas funciones unicas en cada una de ellas (16). Actualmente, se reconoce que
las células epiteliales de epitelio respiratorio tienen una gama mucho mas amplia de
funciones clave en la defensa respiratoria del hospedero a través de una variedad de
mecanismos (17,18). Entre estos se incluyen el metabolismo de sustancias toxicas que
son inhaladas, el transporte de liquidos y iones, la produccion de una variedad de
moléculas incluidos los péptidos antimicrobianos, citocinas, quimiocinas y mediadores
lipidicos. A pesar de su importante papel en la inmunidad innata, estas células igualmente
son un vinculo entre la inmunidad innata y la adaptativa, por ejemplo mediante el
transporte de IgM e IgA poliméricas en las vias respiratorias (19). El epitelio de las vias
respiratorias esta compuesto por multiples tipos de células funcionalmente distintas:
incluidas entre ellas las células basales, células basales ciclicas, células basales que
experimentan transicion epitelial-mesenquimatosa, células intermedias, células club,
células caliciformes, células ciliadas, ionocitos, células de penacho y células
neuroendocrinas pulmonares (20). Las alteraciones en la funcion de las células epiteliales
son un sello distintivo de una gran variedad de enfermedades pulmonares agudas y
cronicas (19) lo cual hace pertinente conocer los mecanismos de respuesta inmunoldgica

que desempefan dichas células contra virus respiratorios como el VIA.



Las proteinas inmunes intrinsecas que se expresan constitutivamente y exhiben funcion
antiviral son la primera linea de defensa contra los virus. Ademas de ello, los interferones
de tipo | (como el interferon-a (IFNa) y el interferon- (IFNB), el interferon de tipo Il (IFNy)
y los interferones de tipo Il (IFNA1—4) producidos tras la deteccion del virus por parte del
sistema inmunoldgico innato dan lugar a niveles adicionales de proteccion intrinseca que
detienen la accion del virus de propagarse entre las células. El repertorio colectivo de
factores intrinsecos constitutivos e inducidos se dirige a todos los pasos del ciclo de vida
del virus, incluida la entrada a las células, para prevenir la infeccidon en un numero limitado
de células. Como resultado, una respuesta intrinseca eficaz puede prevenir o amortiguar

la enfermedad viral antes del inicio de la inmunidad adaptativa (21-23).

1.3 Inmunidad frente a los virus

Los virus son particulas organicas infecciosas formadas por DNA o RNA, una cubierta
proteica y en algunos casos, una bicapa lipidica. Estos agentes son intracelulares
obligados que usan la maquinaria del hospedador para replicarse. Su forma de infeccion
es a través de una endocitosis mediada por el receptor tras la union a moléculas celulares
de la superficie celular (24). La replicacion viral interfiere en la sintesis y funcion de las
proteinas celulares normales, dando lugar a la lesion vy, finalmente, a la muerte de la
célula infectada. Los virus también pueden estimular respuestas inflamatorias que
producen dafio en los tejidos. A su vez son capaces también se causar infecciones
latentes (25). La respuesta inmunitaria frente a los virus puede ejercerse de a través de
la via innata o adaptativa y aunque en ambas se pretende bloquear la infeccion y eliminar

las células infectadas es bajo distintos mecanismos y mediadores como lo llevan a cabo.

La induccién del estado antiviral y de la citotoxicidad celular son los principales
mecanismos efectores de la inmunidad contra los virus. Los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), localizados en endosomas (TLR3, TLR7, TLR8 y
TLR9) en citoplasma (RIG-I, AIM2 y cGAS) pueden reconocer patrones moleculares
asociados a patogenos, en este caso, algunos de estos son material genético viral,
proteinas virales o carbohidratos de la envoltura. Estos PRR al ser sensores de la

infeccidn viral e interaccionar con PAMPs virales inducen la sintesis de interferones tipo



| en células infectadas, al activar factores reguladores de interferon (IRF). Al promoverse
la sintesis y liberacion de interferones hacia el exterior de la célula, se activan las células
adyacentes de forma paracrina a través de la interaccion con el receptor de interferon
(IFNR). Consecuentemente, se activan las vias JAK/STAT y conducen a la transcripcion
del grupo de genes estimulados por interferon (ISG por sus siglas en inglés) involucrados

con el establecimiento del estado antiviral (25,26).

El combate de la infeccidn del agente viral por parte del estado antiviral se lleva a cabo
principalmente por cuatro mecanismos (26):

1) Inhibicion de la traduccion de proteinas virales

2) Degradacion intracelular de mRNA viral

3) Inhibicidn de la transcripcion viral

4) Inhibicién del ensamblaje de nuevos viriones

1.3.1 Inmunidad innata frente a los virus

En la inmunidad innata existen una gran cantidad de sistemas descritos para la defensa
antiviral, entre los cuales estan las barreras fisicas y quimicas, los péptidos
antimicrobianos, la autofagia basal y la degradacion proteasomal. Los mecanismos de
mayor importancia contra los virus son a) la inhibicidén de la infeccion por los interferones
tipo I, b) la muerte de las células infectadas por los linfocitos NK a través de la
citotoxicidad mediada por granzimas y perforinas y c) induccién de apoptosis mediada
por receptor y produccion de citocinas inflamatorias (27). A menudo, la expresion de
moléculas de MHC clase | se inhibe en células infectadas por el virus como un mecanismo
de escape de los linfocitos T CD8+, por lo que es necesaria la accidn citotoxica de las
células NK frente a la infeccion viral, ya que esto funciona como estimulo para aumentar
la expresidon de ligandos activadores y no requieren presentacién antigénica para su
activacion (28). Los interferones de tipo | aumentan la expresion de proteinas HLA clase
| lo cual es llevado a cabo principalmente por las células dendriticas, especialmente las

de tipo plasmocitoide, en respuesta a los virus (29).



1.3.2 Inmunidad adaptativa frente a los virus

Los elementos de la inmunidad humoral, asi como aquellos de la inmunidad celular
intervienen en los mecanismos de inmunidad adaptativa contra las infecciones virales.
En cuanto a lo humoral, son los anticuerpos quienes tienen un papel fundamental en la
neutralizacion de las proteinas externas de la capside o envoltura viral y proteinas que
participan en la adsorcion al receptor celular de entrada. Los anticuerpos opsonizantes
promueven la fagocitosis y permiten a las células presentadoras de antigeno realicen la
presentacion cruzada de antigenos virales. También desde el punto de vista de respuesta
adaptativa celular la resolucion de la infeccion viral puede llevarse a cabo por linfocitos T
citotoxicos CD8+ al reconocer antigenos virales asociados a moléculas HLA clase | y la
respuesta de linfocitos T cooperadores Th1 por presentacion antigénica en moléculas
HLA clase Il (27,29).

1.4 Hiperactivacion inmune y tormenta de citocinas.

En el caso del control de la propagacion viral a nivel de vias respiratorias se depende de
las interacciones entre las células epiteliales y las células inmunitarias, mediadas por la
sefalizacion de citocinas las cuales estan como producto de la inmunidad intrinseca.
Después de la eliminacion viral, las células deben eliminarse para evitar la hiperactivacion
del sistema inmunologico y el dafo tisular exacerbado. Se ha sugerido que la lesion
pulmonar grave observada en algunos pacientes con infecciones agudas de vias
respiratorias son consecuencia del sistema inmunoldgico hiperactivado mas que de una
eliminacién viral inadecuada. ;Coémo puede entonces una célula generar una respuesta
de citocinas que sea suficiente para suprimir un patégeno o comunicar estrés celular,
pero que esta no sea tan poderosa como para destruir inadvertidamente el tejido del
huésped? (21,30).

Existen diversos mecanismos de respuesta inmune contra el VIA entre los cuales esta
aquel que desempefian las células epiteliales del sistema respiratorio. Al interaccionar
con la barrera epitelial del tracto respiratorio se desencadena una respuesta que
promueve un estado antiviral y pro-inflamatorio que conlleva a la resolucién de la

enfermedad y la pronta recuperacion del paciente (30,31). Sin embargo, también se ha



reportado casos donde la respuesta antiviral y pro-inflamatoria de las células epiteliales
es llevada a cabo en exceso y de manera descontrolada generandose el sindrome
conocido como “tormenta de citocinas” (32) lo cual promueve el dafno tisular, fibrosis y
muerte del tejido teniendo a su vez como resultado un mal prondstico para el paciente
(33,34).

1.5 Tratamiento antiviral

El impacto del virus de influenza tiene efectos de alto alcance a nivel sanitario, social y
financiero. Los tratamientos eficaces y las medidas de prevencion, incluidas las vacunas
y los antivirales, pueden llegar a ser capaces de reducir las cargas sanitarias y
econdmicas. La vacunacion actualmente es considerada como el mejor método para
proteger contra la morbilidad y la mortalidad causada por el VIA. Sin embargo, la eficacia
de la vacuna varia segun algunos aspectos como el afo, la poblacion bajo estudio y la
cepa viral. Cuando las infecciones virales son inevitables el manejo de los sintomas,
secuelas y complicaciones aun se puede mejorar mediante el uso de medicamentos
especificos contra el virus. Los medicamentos antivirales han sido herramientas
fundamentales en la lucha contra los virus de la influenza en cada etapa del ciclo viral,
desde la entrada hasta el punto de su liberacion, pueden explorarse como oportunidades
para el desarrollo de tratamientos antivirales dirigidos a procesos moleculares especificos
(35). Son cuatro medicamentos antivirales para tratar la influenza los que son
recomendados por los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC):
fosfato de oseltamivir, zanamivir, peramivir y baloxavir marboxil (BXM) (36). Oseltamivir,
Zanamivir y Peramivir son inhibidores de la neuraminidasa, proteina responsable de la
salida de la particula viral de las células por lo cual estos farmacos bloquean dicha
actividad. Baloxavir es capaz de inhibir la replicacion viral al inhibir a la polimerasa viral.
Aunque estos medicamentos no sean del todo una cura, pueden ser efectivos cuando lo
que se busca es reducir el tiempo de enfermedad y favorecer una evolucion clinica rapida
y sin complicaciones. Estos medicamentos reducen la carga viral en el cuerpo y
desaceleran la progresidn de la enfermedad. Aunque no impiden la infeccidn, la mayoria
detiene la replicacion viral, permitiendo al sistema inmune innato del huésped combatir la

infeccion de manera mas efectiva. Los inhibidores de baloxavir también se recomiendan



para el tratamiento de humanos infectados con los virus de la influenza aviar, A(H5N1),
A(H7N9) y A(H5NG). La aparicion de cepas de influenza resistentes a los medicamentos
puede hacer que los antivirales sean ineficaces (37). Los inhibidores de la proteina de
matriz 2 (M2), como la amantadina utilizada en los afios 60’s ya no son recomendados
debido a la prevalencia generalizada de mutaciones M2 que confieren resistencia.
También han surgido cepas resistentes a los inhibidores de NA y resistentes a baloxavir
(38).

El tratamiento de la influenza en humanos continua siendo un reto. Los medicamentos
antivirales actualmente disponibles parecen no ser suficientes para alcanzar resultados
terapéuticos ideales. Persisten aun diversos obstaculos por vencer, como prolongar la
duracién de las respuestas inmunitarias o, en su caso también, disminuirlas, llevando a

su modulacion (39,40).

1.5.1 Alternativas terapéuticas

En base a las consecuencias devastadoras de pandemias por influenza y a sus brotes
epidémicos, es crucial el monitoreo y estudio de esas ocasiones donde los mecanismos
efectores de esta respuesta generan una pérdida de la homeostasis para asi poder
elucidar nuevos modelos donde se regule la secrecion de citocinas y reclutamiento
celular. Por lo tanto, se deben explorar enfoques antivirales directos y/o indirectos para
el tratamiento de la influenza en beneficio de la salud publica y gestionar mejor asi

posibles pandemias futuras (41).

Diversos enfoques alternativos se pueden elucidar cuando se conocen algunos de los
efectores de la respuesta inmunologica que puedan modular de cierta forma el
comportamiento celular y molecular de respuesta frente al virus. Algunos ejemplos de
compuestos con un potencial terapéutico frente al virus de la influenza son anakinra y
glibenclamida como potenciales inhibidores de IL-1 (42-46), asi como también son
considerados andrografolido, cafeina, CY-09 y MCC950 como inhibidores de la formacion
del complejo NLRP3 (47-52) y a su vez algunos otros como VX-767, talidomida y

geranilgeraniol tienen capacidad inhibir a la caspasa-1 (53-57). Técnicas moleculares
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como ensayos con RNA de interferencia y oligonucleotidos antisentido han sido también
contemplados para la terapia antiviral, sin embargo, aun presentan diversos problemas

de citotoxicidad, bioseguridad y una falta de especificidad (41).

1.5.2 Dietilcarbamacina como inmunomodulador

La dietilcarbamacina (1-Dietilcarbamil-1-4-metil piperazina) ha sido empleada en el
tratamiento de enfermedades parasitarias tanto en seres humanos como en animales,
especialmente para combatir infecciones causadas por filarias y es el agente de primera
linea para la erradicacién de filariasis linfatica. Hewitt inicialmente descubri6 y describio
su efectividad como agente filaricida (58,59) para que posteriormente Frank Hawking
fuera pionero en el desarrollo de la dietilicarbamacina contra la filariasis (60).

Esta sustancia ha demostrado ser efectiva contra diversas formas de filariasis en
humanos, incluyendo Brugia malayi, Brugia timori, Loa loa, Mansonella ozzardi,
Mansonella perstans, Mansonella streptocera, Onchocerca volvulus y Wuchereria
bancrofti (61). En 1947, Mazzotti realizé pruebas de la dietilcarbamacina para tratar la
oncocercosis en México, aunque observo efectos secundarios graves en individuos con
alta carga parasitaria de Onchocerca volvulus, 1o que mas tarde se denomino “reaccion
de Mazzotti”. Esta reaccion se ha utilizado como un método diagndstico especifico para
detectar la presencia de O. volvulus en personas con resultados negativos en biopsias
dérmicas (62).

Quimicamente, la DEC es un derivado carbamato sintético de la piperazina que puede
ser sintetizado en forma de sal hidrocloruro, pamoato o dicitrato y se disuelve
rapidamente en agua, figura 4. Se encuentra disponible comercialmente en forma
cristalina bajo varios nombres, como Banocide o Hetrazan. El consenso terapéutico

actual sugiere la administracion de DEC en forma de dicitrato (63).
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Figura 4. Formula estructural de dietilcarbamacina. Tomada de PubChem (64).

Se han realizado diversos ensayos en seres humanos con diferentes esquemas de
administracion oral, ajustados segun la gravedad de filariasis y las posibles reacciones
adversas que puedan surgir. Después de una unica dosis oral de 200-400 mg de
dietilicarbamacina (DEC) en voluntarios sanos, el tiempo que la DEC permanece en la
sangre oscila entre 6.1 y 8.1 horas. Una dosis estandar de 200 mg de DEC produce un
pico de concentracion en la sangre de 1.5-2.0 ug/mL en un lapso de 2 horas. Estudios
previos indicaron que una sola dosis de 10 mg/kg de peso corporal produce un pico de
concentracion en la sangre de 4-5 ug/mL en 3 horas, el cual desciende a cero a las 48
horas. La droga se distribuye por todo el cuerpo en un tiempo de 20-25 minutos. La rapida
absorcion a través del tracto gastrointestinal y la prontitud con la que alcanza
concentraciones plasmaticas elevadas parecen ser factores contribuyentes a los severos

efectos secundarios observados en individuos infectados con filarias (64).
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CAPITULO 2
ANTECEDENTES

2.1 Papel de las células epiteliales de vias respiratorias en la respuesta inmune
contra el Virus de la Influenza.

Son diversos los mecanismos de respuesta inmunoldgica que se ejercen contra los virus
respiratorios, en especial, contra el virus de la influenza (23,65,66). Se ha demostrado
que incluso la respuesta innata intrinseca puede distinguirse entre las variantes BA.1 o
BA.5 (Omicron) y Delta de SARS-CoV2 lo que destaca la importancia de indagar
especificamente en los mecanismos de respuesta de cada virus en especifico (20,67,68).
Las células epiteliales protagonizan uno de los mecanismos mas relevantes en la
respuesta inmune frente a algunas particulas virales como es el caso del VIA H1N1
pdmO09, figura 5 (11,14,18,69). Cuando una persona inhala el virus este tiene interaccion
con la barrera epitelial cubierta por células que expresan residuos de acido sialico con
enlaces 02,3 y 02,6 en su superficie (24,70,71) las cuales interaccionan con moléculas
de superficie del virus conocidas como hemaglutinina favoreciendo su entrada al
citoplasma (72). Dentro de la célula el virus es reconocido por receptores de
reconocimiento de patrones moleculares como por ejemplo, en el endosoma, por TLR3 o
TLR7, y en citoplasma MDAS, RIG-l1 y MYD@88 los cuales activan una serie de factores de
transcripcion como algunos factores reguladores de interferon (IRFs) y NF-xB que
activaran y promoveran la sobreexpresion de algunos genes (47,69,73—77). También
como PRR en citoplasma esta NLRP3, proteina detectora que al formar el complejo del
inflamasoma favorece la escision sobre la pro-IL1p3 generando su forma secretora, la
IL-13. Esta udltima en conjunto con otras citocinas pro-inflamatoria y antivirales
sintetizadas por la activacion de factores de transcripcion, seran secretadas al exterior
(1,69,78-81).

Algunas citocinas, como las pro-inflamatorias, tendran funciones de respuesta
inflamatoria, asi como de reclutamiento celular, mientras otras tendran como
caracteristica principal su actividad antiviral. Por lo tanto, participaran en la inhibicion de

procesos, como la replicacion del RNA viral generando una respuesta viral eficaz, la cual
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se relacionara con la resolucion de la enfermedad y la pronta recuperacion del paciente
(53,82). Como se menciono previamente, algunos casos donde esta respuesta puede
presentarse en exceso y de manera descontrolada generando la tormenta de citocinas e
induciendo fibrosis y muerte de tejido, lo que clinicamente se traduce en un mal

prondstico para el paciente y se puede producir incluso la muerte (33,83-85).
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Figura 5. Respuesta inmune de células epiteliales contra el VIA.

La funcion de estas células en la salud y la enfermedad es importante por lo cual se
estudian en cultivo de tejido humano, modelos animales y cultivos celulares ofreciendo
cada uno de ellos diversas ventajas y principios que los vuelven relevantes para las
ciencias de la salud (19). Un modelo ampliamente utilizado es aquel llevado a cabo en
lineas celulares de epitelio alveolar basal, como son las células A549, las cuales expresan
en su superficie celular moléculas de acido sialico (86) y al ser infectadas con VIA existen
aumentos en la expresion de receptores de reconocimiento de patrones moleculares
como RIG-l y TLR3 a diferencia de otros como TLR7 y NOD2. Lo mismo ocurre respecto
a la produccion de interferon tipo Ill, estos se incrementan en comparacion con
interferones de tipo Il (74). La infeccion del VIA H1IN1pdmO09 sobre las células A549
también aumenta la produccion de diversas moléculas secretoras, entre ellas citocinas

como |IL-6 a diferencia de la infeccion de otros VIA H1N1 no pandémicos (87).
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2.2 Dietilcarbamacina y su efecto inmunomodulador

Se tienen diversas interpretaciones del mecanismo de accién de la DEC donde algunos
de ellos es su posible papel de opsonina. Lo que se contempla de mejor manera es su
capacidad de inducir la movilizacion de las microfilarias por efecto directo sobre el sistema
neuromuscular de los parasitos. Por ejemplo, en la infeccion por W. bancrofti la DEC
moviliza a las microfilarias del pulmon a la circulacion general. Una vez en circulacion,
las larvas son atrapadas por células del sistema inmune y se adhieren a las paredes de
los capilares (61). Ademas, la DEC puede afectar directamente a los leucocitos y las
plaquetas, aumentando la adherencia de las larvas a las células sanguineas y

potencialmente aumentando la capacidad del sistema inmune para eliminarlas (88).

Los puntos mencionados previamente sugieren que la dietilcarbamacina (DEC) ejerce su
accion principalmente dentro del cuerpo del huésped, interactuando con su sistema
inmunitario y teniendo efectos inmunomoduladores (88,89). Se ha observado que la DEC
inhibe la formacion de ciertos compuestos inflamatorios derivados del acido araquidénico
y puede afectar la agregacion de plaquetas, lo que indica un posible efecto sobre la
inflamacion (90,91). Ademas, se ha demostrado que la DEC estimula la produccion de
ciertas citocinas inflamatorias in vitro (92). En estudios con modelos animales, se ha
observado que la DEC puede aumentar la produccion de anticuerpos protectores y
también se ha investigado su efecto en infecciones bacterianas fungicas, encontrando
que puede disminuir la carga de microorganismos en varios érganos. En experimentos
con ratones se ha visto que la DEC puede modular la respuesta inmune innata y
adquirida, dependiendo de la dosis utilizada. Estos hallazgos sugieren que la DEC podria
ser util como inmunomodulador en el tratamiento de diversas enfermedades infecciosas
(90,93-97).

A nivel inmunologico se ha demostrado que la DEC juega un papel importante a través
de la inhibicion de la via NF-kB (91,96). Algunos hallazgos han destacado la participacion
de este compuesto farmacoldgico en la modulacion de citocinas ocasionando una

actividad anti-inflamatoria que a su vez favorece un estado anti-fibrotico (95).
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De esta forma, se establece una estrecha relacion entre un potencial modulador de la
respuesta inmune y su reorientacién hacia una nueva opcion de tratamiento de una
infeccion respiratoria viral aguda (98,99). A pesar de esto, aun quedan muchas incognitas
sin resolver en este ambito intermedio. Hasta ahora, se han llevado a cabo
investigaciones que examinan el efecto de la dietilcarbamacina en diversas
enfermedades ocasionadas por patdgenos, pero su papel especifico en el contexto de

los virus respiratorios sigue sin aclararse.

Con todo lo anterior, este trabajo se centré en analizar la accion de la DEC en la respuesta
antiviral contra el VIA H1N1pdmO09.
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CAPITULO 3
JUSTIFICACION

El efecto inmunomodulador de la DEC ha sido evidenciado, pero aun se desconoce su
actividad en infecciones respiratorias virales. El VIA H1N1pdmOQ9 tiene un potencial
epidémico/pandémico que requiere nuevas alternativas terapéuticas, por ello se analizara
la accion de la DEC sobre efectores antivirales en un modelo de células epiteliales
infectadas por el VIAH1N1 pdmO089.
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CAPITULO 4
HIPOTESIS

La dietilcarbamacina incrementa efectores de la respuesta inmune antiviral en células

epiteliales infectadas por el VIA HIN1pdmQ09.
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CAPITULO 5
OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Analizar la accién de la dietilcarbamacina sobre efectores de la respuesta antiviral en
células epiteliales infectadas con el VIA H1N1pdmO09.

5.2 Objetivos especificos
1. Determinar el efecto de la dietilcarbamacina sobre efectores antivirales e
inflamatorios de células epiteliales A549 infectadas con el VIA H1N1pdmO09.

2. Evaluar el efecto de la dietilcarbamacina sobre el titulo viral de células epiteliales
infectadas por el VIA H1IN1pdmO89.
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CAPITULO 6
MATERIAL Y METODOS

6.1 Lineas celulares

Las células MDCK (NBL-2; ATCC, Manassas, VA, USA) fueron cultivadas a 37°C y 5%
CO2 en medio EMEM suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor (FBS) al
10%. Las células A549 (CCL-185; ATCC, Manassas, VA, USA) se cultivaron a 37°C y 5%
CO2 en medio F-12K suplementado con FBS al 10%. A todos los medios de cultivo se les
adicion6 1% de disolucion antibidtica-antimicotica (10,000 U Penicilina, 10 mg
estreptomicina y 25 ng/mL anfotericina B) (Sigma-Aldrich A5955) y fueron filtrados en
membranas con poros de un tamafo de 0.22 um de diametro (Millex-GP; Merck Millipore
Ltd.).

6.2 Virus

Se propago el virus de la influenza A/Virginia/ATCC1/2009 en células MDCK en medio de
infeccion (IVGM) (MEM, 1 pg/mL de tripsina TPCK, 10mM de HEPES y 0.125% de BSA)
hasta observar un efecto citopatico y citolitico en mas del 90% de las células (2-5 dias).
Después de la cosecha, los debris celulares fueron precipitados por centrifugacion
(10,000 xg por 10 minutos a 4°C). 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 de cultivo de tejido al 50% (TCIDso) y congelado en alicuotas de un solo uso a
-80°C.

6.3 Ensayos de viabilidad celular

Se cultivaron células A549 en placa de 96 pozos a una densidad de 0.5x108 celulas/mL y
se incubo a 37°C y 5% CO2 hasta obtener una confluencia mayor al 90%. Se realiz6é un
cambio de medio de cultivo con medio F-12K al cual se le adicioné distintas
concentraciones de citrato de dietilcarbamacina (DEC) las cuales fueron de 2, 20, 50,
100, 150 y 200 pug/mL (Sigma Aldrich, D8765), el medio de cultivo sin DEC fue utilizado

como control negativo y el medio de cultivo con Triton X100 (Sigma Aldrich, T8787) como
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control positivo de citotoxicidad. Las células fueron incubadas durante 24 y 48 horas,
respectivamente. Los ensayos fueron realizados por quintuplicado en tres experimentos
independientes. Terminada la incubacion, se observo la morfologia por microscopia de
contraste de fases y posteriormente el sobrenadante fue removido y se adiciono el
reactivo de marcaje del Cell Proliferation Kit | (MTT) (Sigma Aldrich, 11 465 007 001) para
adicionar después de 4 horas de incubacién a 37°C en 5% CO: el buffer de solubilizacion
a cada uno de los pozos e incubar toda la noche para posteriormente determinar la
absorbancia a 590nm por espectrofotometria en un lector de placas GloMax® (Mod.
E9032 Promega, Madison, WI).

6.4 Modelo de infeccion

Previamente el grupo de trabajo ya ha implementado en modelos de infeccion viral una
MOI=1 (86) donde para ello es necesario observar el efecto citopatico que ejerce el virus
sobre la monocapa. Las células A549 fueron cultivadas en placa de 6 pozos e incubadas
durante 24 horas para alcanzar una confluencia del 90%. Posteriormente, se realizaron
dos lavados con PBS y las células fueron infectadas con virus de influenza a una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 1. Después de 2 horas de adsorcion, se removio el
inoculo y después de un lavado se afadieron a cada pozo 2,000 uL de medio IVGM sin
DEC y con DEC a concentraciones de 2, 20 y 100 ug/mL, respectivamente. Para el grupo
MOCK los cultivos fueron tratados bajo las mismas condiciones y reactivos que los grupos
de infeccion con la excepcion de que estos nunca fueron expuestos al virus de influenza.
Adicionalmente, se traté con DEC (20 ug/mL) un grupo sin infeccidén. Los grupos del
modelo experimental se mantuvieron en incubacidn por 24 y 48 horas, respectivamente,
después se recuperaron los sobrenadantes para determinacion de citocinas vy titulo viral.
Las alicuotas de cada uno de los grupos fueron almacenadas a -80°C hasta su uso. Por
otro lado, las células fueron utilizadas para el aislamiento de RNA. Los ensayos fueron
realizados por triplicado en dos experimentos independientes.

6.5 Analisis multiplex de citocinas
El ensayo multiplex fue realizado para 6 citocinas (IL-6, IL-10, IL-1p, IL-15, IL-8 y

RANTES) utilizando el Bio-Plex Pro-Human proinflammatory Cytokine kit (Premezclado)
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(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA) comenzando con 50 uL de sobrenadante de
cultivo celular de cada grupo de estudio. Todo el procedimiento fue realizado accorde al
protocolo del fabricante. El analisis de la placa se realizé en Bio-Plex 200 mediante el
software Bio-Plex Manager y Data Pro tomando en cuenta los limites de deteccion y

cuantificacion para cada citocina.

Tabla 3. Limites de deteccidn y cuantificacion de citocinas.

Analito Limite de deteccion, pg/mL Limite de cuantificacion, pg/mL

IL-1p 4,988 0.25
IL-6 5,823 0.36
IL-8 15,080 0.92
IL-10 17,897 1.09
IL-15 319,328 19.49
RANTES 15,709 0.96

6.6 Expresion de genes

El RNA total fue aislado utilizando el kit Rneasy Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA) y
almacenado a -80°C hasta su uso. La concentracién de RNAy cDNA fueron determinadas
mediante espectrometria empleando un Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific). Las concentraciones de RNA obtenido fueron de 285 ng/ul + 73.54
(Media + desviacion estandar) con relacion de las absorbancias A260/280 se encontraron
en 2.08 + 0.0104. Posteriormente, se realizd la retrotranscripcion con M-MLV (Cat.
#1708891, Biorad) en el termociclador PTC-200 (DNA Engine®, MJ Research). La
concentracion de cDNA obtenido se encontro en el rango de 1273 ng/ul £ 435.8 (Media
+ desviacion estandar), mientras la relacion de absorbancias A260/280 de 1.83 + 0.0116.
La RT-gPCR fue realizada utilizando iQ SYBR Green Supermix (Cat. #170-8882, Biorad,
Hercules, CA) 6 1Q Supermix (Cat. #170-8862, Biorad, Hercules, CA), primers especificos
(Alpha DNA, Montreal, Quebec) y/o sondas Tagman (Thermo Fisher Scientific) en un
termociclador CFX96 (Biorad, Hercules, CA). Se realizo la expresion relativa de mRNA
de los genes TLR3 (TLR3 F 5 AAATTAAAGAGTTTTCTCCAGGGTGTT; TLR3 R &
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ATTCCGAATGCTTGTGTTTGC), NLRP3 (NLRP3 F: 5 CTTCTCTGGATGAGGCCCAAG;
NLRP3 R: 5 GCAGCAAACTGGAAAGGAAG), DDX58 (RIG-I; Hs01061431_m1), IFNL1
(Hs00601677_g1), MYD88 (Hs01573837_g1), NF-xB1 (Hs00765730_m1), IFNB1
(Hs01077958_s1). Se utilizd6 GAPDH (Hs02758991_g1) como gen endogeno. La

expresion relativa se realizé empleado el método de Livak, 2-24¢t (100).

6.7 Cuantificacion de TNFa por inmunoensayo ligado a enzima
Se utilizaron alicuotas de sobrenadantes previamente almacenadas a -80°C para la
determinacion cuantitativa de TNFo usando un kit ELISA humano (TNF Alpha Human

Uncoated ELISA kit; 88-7346-88, Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.8 Titulo viral

Se cultivaron células MDCK y se incubaron a 37°C y 5% CO2 hasta alcanzar confluencia
mayor al 90%. Los cultivos fueron infectados con las diluciones de los sobrenadantes de
cada grupo de estudio por 2 horas. Las placas se lavaron y se les afiadié medio IVGM
para incubar durante 72 horas a 37°C. Posteriormente, se observaron las placas liticas y
se elimin6 el contenido suspendido en el medio a través de lavados y se llevo la
determinacion del titulo viral utilizando el método TCIDsp; Luego las monocapas se fijaron
con paraformaldehido al 4% vy tifieron con cristal violeta para observar unidades
formadoras de placas liticas.

6.9 Estrategia general

Como estrategia general se partio de un stock viral el cual se tituld en células MDCK para
posteriormente tener la concentracién viral e infectar células A549 a una MOI = 1. El
modelo de infeccidn se llevo a cabo en base a seis grupos experimentales donde tres de
ellos son controles: sin infeccion, con infeccion y con DEC. Los otros tres grupos de
células infectadas son sometidos a concentraciones de 2, 20 y 100 pg/mL. Pasados los
tiempos de 24 y 48 horas bajo condiciones de 37°C y 5% CO: se separaron células y
sobrenadantes para evaluar la expresion de genes por RT-gPCR y de citocinas por
ensayos luminex y ELISA. La posterior titulacion fue llevada a cabo tomando
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sobrenadante de cada cultivo para determinar unidades formadoras de placas liticas y
dosis infecciosa de cultivo de tejido al 50%, figura 6.

Expresion de
Células genes ...
VA MDCK T )
+ : \ Respuesta v/ + RT-gPCR
' W @ antiviral _)
+
Titulo viral Células A549 MOI 1 / Efecto DEC

Luminex

spanne, _) 000 I ‘e "
1555 008| <¥5- p i

s

- T + ELISA
Stock VIA Linea celular de epitelio
respiratorio
Modelo experimental m

1 MOCK
2 Control infeccién i Titulacién viral

As49 + DEC [20 pg/mL] Tlempos de 1
3 5"9_ estudio:
4 Infeccién + DEC [2 pg/mL] 24 Horas § 25552
5 Infeccién + DEC [20 pg/mL] 48 Horas
6 Infeccion + DEC [200 pg/mL]

Figura 6. Esquema de la estrategia general.
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6.10 Analisis estadistico

Se determin6 la normalidad de los datos mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y
Kolmogorov-Smirnov. Posterior a ello se procediéo a realizar el analisis de ANOVA
unidireccional con la prueba post hoc de Tukey (para aquellos datos paramétricos) o el
analisis Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de Dunn (para aquellos datos no
paramétricos). Los calculos se realizaron utilizando GraphPad Prism version 9.0.1 para
MacOS (San Diego, California, EE. UU.). Los valores de p<0.05 se consideraron

significativos.
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CAPITULO 7
RESULTADOS

7.1 Viabilidad de células A549 tratadas con DEC.

Primeramente, se evalué la viabilidad de las células A549 frente a la DEC. Dado que se
investiga el potencial inmunomodulador de este farmaco en una infeccion, resulta
fundamental asegurar que no ejerza un efecto citotoxico sobre las células a evaluar, dado
gue esto podria comprometer su idoneidad para dicho propdsito. Las células A549 fueron
incubadas durante 24 y 48 horas con diversas dosis de DEC, se obtuvieron imagenes
representativas, en donde los grupos de células tratadas con DEC a concentraciones de
2, 20, 50 y 100 pg/mL, respectivamente mantuvieron la monocapa integra sin ninguna
observacion morfolégica sugestiva de dafo celular lo cual coincide con el grupo tratado
con PBS. Por otro lado, los grupos tratados con DEC a concentraciones de 150 y 200
ug/mL presentaron cambios morfologicos que resultan coincidir con dafio o muerte

celular, figura 7.

Una vez realizado el ensayo de MTT y previo a su lectura espectrofotométrica se observo
de manera visual los cambios colorimétricos en cada uno de los pozos de la placa de
cultivo celular donde el color azul de cada pozo concuerda con el principio del ensayo, al
ser esta tonalidad se relaciona con la produccion de cristales de formazan, por lo tanto
denota actividad metabdlica. Por otro lado, los grupos de Triton X100 y de DEC 200 ug/mL
presentaron un color amarillo indicando de que los cristales de MTT no pudieron ser
metabolizados, figura 8A. Se obtuvieron los resultados de lecturas espectrofotométricas
en lector de placas a una longitud de onda de 590 nm. El porcentaje de viabilidad de la
concentracion de 200 microgramos por mililitro fue similar a la viabilidad del grupo de
Triton X100, teniendo estos dos grupos, diferencias significativas entre el resto de los
grupos, figura 8B. En el grupo de DEC 150 ug/mL no se observé afectada la viabilidad,
pero las células mostraron cambios morfolégicos al microscopio, por lo tanto se decidio
trabajar con las concentraciones de DEC a 2, 20 y 100 ug/mL para los posteriores

ensayos.
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DEC2 pg/mL

DEC 20 pg/mL

DEC 1200 pg/mL

DEC200 pg/mL

Figura 7. Imagenes representativas de la monocapa de cultivo de células A549 + DEC.
Tomadas con el microscopio de contraste de fases Floid Cell Imaging Station (Thermo
Fisher Scientific, Carlsbad, CA). Ctrl (-) = PBS, Ctrl (+) = Triton X100.
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Figura 8. Ensayo de citotoxicidad de la DEC en células A549. A) Placa de cultivo de
células A549 + DEC en ensayo de MTT previo a su lectura espectrofotométrica. El color
azul en cada pozo se relaciona con una mayor actividad metabdlica mientras, aquellos
pozos de coloracion amarilla son por los cristales de MTT que no pudieron ser
metabolizados. B) Porcentaje de viabilidad obtenido a partir de las lecturas
espectrofotométricas, n=5 por grupo en 3 experimentos independientes. One Way
ANOVA, post hoc Tukey ***P< 0.0001.
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7.2 Determinacidén de la multiplicidad de infeccién a través de titulacion viral

Para el modelo experimental de multiplicidad de infeccion igual de 1 (MOl = 1) se
realizaron el ensayo de dosis infectiva de cultivo de tejido al 50% (TCIDso) y el ensayo de
unidades formadoras de placas liticas (PFU Assay, por sus siglas en inglés) observando
por microscopia de contraste de fases la monocapa celular para evaluar su integridad,
figura 9. Posterior a ello se obtuvieron los valores de TCIDso/mL = 2.16x10° y
UFP/mL = 1.49x10°. Para ajustar una MOI=1 entonces se contemplan 0.6711 uL por cada

millén de células.

ECP(+) ECP(+)
ECL(+) ECL(+)

ECP(+)
ECL(+)

Figura 9. Imagenes representativas de la monocapa celular infectada con stock viral. Las
flechas rojas indican las unidades formadoras de placas liticas caracteristicas de una
actividad por parte del virus de la influenza sobre las células MDCK, n = 5 por grupo en
3 experimentos independientes. ECP = Efecto citopatico. ECL = Efecto citolitico.

7.3 Analisis de la expresion de genes en cultivos de células epiteliales tratados con
distintas concentraciones de dietilcarbamacina

La expresion de genes se evalué mediante la técnica de RT-qPCR, entre los genes
evaluados se encuentran aquellos relacionados con la respuesta antiviral del sistema

inmunoldgico llevando a cabo el analisis de los resultados por medio del método de Livak
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(2'AACt). La expresion de receptores de reconocimiento de patrones como RIG-I (DDX58),
figura 10A-B; y TLRS3, figura 10C-D a las 24 y 48 horas no mostraron diferencias

significativas entre ninguno de sus grupos (P>0.05).
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Figura 10. Niveles de expresion de genes clave relacionados con receptores de
reconocimiento de patrones en la respuesta inmune. Graficas de expresion de DDX58 a
las A) 24 y B) 48 horas y de TLR3 a las C) 24 D) y 48 horas. Kruskal-Wallis test con
comparacion multiple de Dunn. n=3 de cada grupo por tres experimentos independientes.
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La expresion de genes tales como MYD88, NLRP3 y NFKB1, los cuales estan
relacionados a la promocion de la activacion de vias de sefalizacion proinflamatorias y
antivirales mediados por receptores tipo toll y citocinas. En el modelo experimental
MYD88 se encontro elevada su expresion en el grupo infeccidn con respecto al MOCK a
las 24 horas (P< 0.05), figura 11A. El aumento de la expresion también fue observado en
el grupo tratado con DEC a 20 ug/mL con respecto al MOCK (P< 0.07). En los grupos
infectados y tratados con dietilcarbamacina no se observaron diferencias significativas
(P>0.05) a excepcion del grupo infectado y tratado con DEC a 100 ug/mL, el cual presenta
una menor expresion en comparacion al grupo de infeccion (P< 0.05) y al grupo de DEC
(P< 0.01). A las 48 horas no se aprecian diferencias significativas en la expresion de
MYD88 en ninguno de los grupos (P>0.05), figura 11B.

Para la expresion de NLRP3 a las 24 horas no se observan diferencias significativas en
los grupos (P>0.05), figura 11C. Alas 48 horas se observa ya un aumento en la expresion
del grupo infeccién con respecto al MOCK (P< 0.05) indicando un aumento en la
expresion génica de NLRP3 lo cual no se aprecia respecto a los otros grupos indicando
no tener diferencias (P>0.05) por parte de los grupos infectados y tratados con DEC con
respecto al grupo MOCK, figura 11D.

La expresion del gen NFKB1 a las 24 horas, mostréo un aumento en los grupos DEC (P<
0.01), Infeccion (P< 0.05) y VIA + DEC20 (P< 0.05) con respecto al MOCK, figura 11E. A
las 48 horas las diferencias entre los grupos mencionados ya no se observan teniendo
solamente un aumento en la expresion de NFKB1 en el grupo VIA + DEC2 con respecto
al grupo DEC, figura 11F.
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Figura 11. Niveles de expresion de genes clave relacionados con vias de sefalizacion
de la respuesta inmune. Se muestran las graficas de MYD88 a las A) 24 y B) 48 horas
asi como de NLRP3 a las C) 24 y D) 48 horas y de NFKB1 a los mismos tiempos
respectivamente E) y F). Kruskal-Wallis test con comparacion multiple de Dunn, *P< 0.05
*P< 0.01, *™P< 0.001, **™P< 0.0001. n=3 de cada grupo por tres experimentos
independientes.
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Para evaluar la respuesta antiviral por parte de las células epiteliales se evalud el nivel
de expresidon de genes de respuesta de interferones tipo | y tipo lll, figura 12. En el caso
de la respuesta de interferén de tipo | se evalué IFNB1 a las 24 horas con lo cual el grupo
infeccion (P< 0.0001) y el grupo VIA + DEC20 (P< 0.05) tuvieron una mayor expresion al
ser comparados con el MOCK, figura 12A. El resto de los grupos no tuvieron diferencias
significativas entre ellos (P>0.05). A las 48 horas el grupo infeccion tiene una mayor
expresion que el resto de los grupos debido a la menor expresion del MOCK (P< 0.0001)
y del resto de los grupos VIA + DEC2 (P< 0.01), DEC20 (P< 0.05) y DEC100 (P< 0.001)
y grupo tratamiento de DEC20 (P< 0.05), figura 12B.

Al evaluar la respuesta de interferon de tipo Il se tomo evaluacion de la expresion génica
de IFNL1 donde a las 24 horas se observé un aumento en la expresion de los grupos VIA
+ DEC2 (P< 0.0001), VIA + DEC20 (P< 0.001) y VIA + DEC100 (P< 0.01) con respecto al
MOCK, figura 12C. El grupo infeccién también mostré un aumento significativo (P< 0.001)
contra el MOCK y ademas de lo anterior, otra diferencia destacable fue la que se logro
observar en el grupo DEC20 (P< 0.001) al tener una mayor expresion con respecto al
MOCK. A las 48 horas, las diferencias significativas entre los grupos se mantienen entre
los grupos VIA + DEC2 (P< 0.05), VIA + DEC20 (P< 0.05), VIA + DEC 100 (P< 0.0001),
grupo infeccion (P< 0.001) y grupo DEC20 (P< 0.0001) con respecto al MOCK, figura
12D.
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Figura 12. Niveles de expresion de genes clave relacionados con la respuesta de

interferones tipo | y lll. Se muestran las graficas de IFNB1 a las A) 24 y B) 48 horas asi
como de IFNL1 a las C) 24 y D) 48 horas Kruskal-Wallis test con comparacion multiple

de Dunn. n=3 de cada grupo por tres experimentos independientes, *P< 0.05, **P< 0.01,

***P< 0.001, ****P< 0.0001.
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7.4 Anadlisis de la concentracion de citocinas en sobrenadantes de cultivos de
células epiteliales tratados con distintas concentraciones de dietilcarbamacina.
Para evaluar el efecto de la dietilicarbamacina sobre efectores inflamatorios de la
respuesta antiviral se evalud la secrecion de citocinas que participan en la respuesta pro-
inflamatoria como es el caso de la IL-1p, IL-6, IL-15 y TNF-a asi como su también fue
evaluada la secrecion de IL-10, una citocina con propiedades de respuesta anti-
inflamatoria. Para el caso de la IL-18 y la IL-10 se obtuvieron valores por debajo de los
limites de deteccion de cada analito por lo que no fue posible el analisis de estos.

Al evaluar la secrecion de TNF-a a las 24 y 48 horas no se observaron diferencias
significativas (P>0.05) entre ninguno de los grupos del modelo experimental establecido
en células epiteliales, figura 13A,B. IL-6 es otra citocina con capacidad de ser sintetizada
y secretada en respuesta a TNF-«, IL-1, y a los patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPs, por sus siglas en ingles). En la evaluacion de su secrecion a las 24
y 48 horas no se observaron diferencias entre los grupos (P>0.05), figura 13C,D. Para la
IL-15 a las 24 horas se observaron diferencias significativas en el grupo VIA + DEC2 con
respecto al resto de los grupos VIA + DEC20 (P< 0.001), VIA + DEC 100 (P< 0.001),
grupo infeccion (P< 0.05), grupo DEC20 (P< 0.001) y MOCK (P< 0.01) debido a que en
este grupo las concentraciones obtenidas para esta citocina fueron bajas, figura 13E. A
las 48 horas no se obtuvieron diferencias significativas entre grupos (P>0.05), figura 13F.
Tambien se contemplaron los niveles de la secrecion de citocinas pertenecientes a la
familia de las quimiocinas como RANTES (CCL5) y tambien IL-8 (CXCL8) ya que ambas
contribuyen y son necesarias para una respuesta inmune apropiada donde se busca

contrarestar la expansion viral.

Para RANTES a las 24 y 48 horas no se observan diferencias significativas entre cada
uno de los grupos (P>0.05), figura 14A,B. IL-8 muesta a las 24 horas diferencias
significativas a traves del aumento en la secrecion de esta citocina en el grupo infeccion
(P<0.05) y en el grupo VIA + DEC20 (P< 0.05) con respecto a los grupos MOCK 'y VIA +
DEC2 los cuales presentan concentraciones menores de IL-8 en sobrenadante, figura
14C. Alas 48 horas ya no se observan diferencias significativas (P>0.05), figura 14D.
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Figura 13. Niveles de secrecion de citocinas proinflamatorias. Se muestran las graficas

de TNF-a alas A) 24 y B) 48 horas asi como de IL-6 alas C) 24 y D) 48 horas y de IL-15

E) y F) a los mismos tiempos respectivamente. One Way ANOVA con comparacion

multiple de Tukey. n=3 de cada grupo por tres experimentos independientes. *P< 0.05,

**P< 0.01, *™P=< 0.001, *™**P< 0.0001.
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Figura 14. Niveles de secrecion de citocinas pertenecientes a la familia de las
quimiocinas. Graficas de RANTES a las A) 24 y B) 48 horas. Kruskal-Wallis test con
comparacion multiple de Dunn. Graficas de IL-8 a los tiempos de C) 24 y D) 48 horas.
One Way ANOVA con analisis multiple de Tukey. n=3 de cada grupo por tres experimentos
independientes, *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001, ****P< 0.0001.

37



7.5 Analisis del efecto de la DEC en el titulo viral.

Para analizar el efecto de la DEC sobre el titulo viral de células infectadas por el VIA se
tomaron los sobrenadantes de los cultivos de cada grupo de estudio, los cuales se
realizaron ensayos de TCIDso. En los grupos MOCK y DEC no se observaron unidades
formadoras de placas liticas dado que no hay presencia de infeccidn. Los sobrenadantes
de los grupos de infeccion, VIA + DEC 2ug/mL, VIA + DEC 20ug/mL y VIA + DEC
100ng/mL fueron evaluados a las 24 y 48 horas, figura 15. Después de 24 se observo
una disminucion del titulo viral en el grupo VIA + DEC 2ug/mL con respecto al grupo
infeccion (P< 0.05), figura 15A. Para el grupo VIA + DEC 20ug/mL se observé un
comportamiento de menor titulo viral al grupo infeccion, sin embargo no se muestran
diferencias significativas, pero se encontro diferencia significativa con el grupo VIA + DEC
100png/mL (P< 0.05) que presentd un aumento del titulo viral con respecto a los otros dos
grupos de infeccion y tratamiento con DEC. Resultados similares son observados a las
48 horas, figura 15B.
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TITULO VIRAL DE SOBRENADANTES
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Figura 15. Titulo viral de sobrenadantes. Las graficas a las A) 24 y B) 48 horas expresan
el titulo viral en TCIDso/mL. Kruskal-Wallis test con comparaciénmultiple de Dunn. n=3 de
cada grupo en 3 experimentos independientes por octuplicado (8 ensayos), *P< 0.05,
**P< 0.01, ***P< 0.001, ****P< 0.0001.
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CAPITULO 9
DISCUSION

La DEC es un farmaco con un bajo costo y un alto indice terapéutico. Esto ultimo le otorga
un amplio margen de seguridad al emplearse como tratamiento para la filariasis linfatica
en humanos; Pero poco se conoce del efecto citotdxico de la DEC en la linea celular A549
donde a través de bioensayos previos (64) en otras lineas célulares se emplean valores
standard de DEC de 20uM para IC50 la cual es una dosis similar a las utilizadas en este
trabajo ya que se establecieron los rangos de las concentraciones a evaluar de DEC (2,
20, 50, 100, 150 y 200 pg/mL). No se observo citotoxicidad ni cambios morfologicos
asociados a dafio en las concentraciones de DEC 2, 20, 50, 100ug/mL. A las
concentraciones de 150 y 200 ug/mL se observaron cambios en la morfologia, en base a
la observacién de microscopia de contraste de fases se aprecia una morfologia de células
parecidas a guijarros o “pebble-like cells” que indica una menor integridad de la
monocapa. La actividad metabdlica determinada por el ensayo MTT mostré una mayor
citotoxicidad sobre las células tratadas con 200 ung/mL de DEC, si bien, la concentracion

de 150 pg/mL no afecto viabilidad esta mostr6 una distinta morfologia.

Evaluar la expresion de genes relacionados con receptores de reconocimiento de
patrones (RIG-lI y TLR-3), rutas de senalizacion (MYD88, NF-kB) y NRLP3 (inflamasoma)
son de gran importancia cuando se evalua la respuesta antiviral e inflamacion por parte
de las células epiteliales. RIG-1 y TLR3 son parte de la primera linea de defensa contra
los virus de RNA ya que sus propiedades mecanicas cuidadosamente coordinadas les
permiten llevar a cabo una respuesta contra patdogenos virales mortales, manteniendo al
mismo tiempo una selectividad que le impide volverse contra su huésped (101,102). Aun
cuando TLR-3 y RIG-I no muestran diferencias en su expresion, se distingue un aumento
transitorio en la expresion de MYD88 a las 48 horas con respecto al MOCK el cual es
capaz de activar el estado antiviral (103,104) que se ve reflejado con la activacion de la
via NF-kB (96,105) y de NLRP3 (106,107) donde a traves del aumento de la expresion
de estos genes en el grupo infeccion se ve evidenciada la actividad efectora antiviral.
Estos interruptores moleculares pueden llegar a ser inhibidos de diversas formas como
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puede ser el mismo RNA propio (108) o también algunas otras moléculas como CEACAM-
1 expresada de forma endogena por células epiteliales (109). Existen también algunos
otros inhibidores que aumentan su expresidén en poblaciones celulares tanto epiteliales
como inmunolégicas una vez que hay dafo celular (110). Son una diversidad de
receptores los que reconocen el RNA del virus de influenza y este puede ser detectado
preferencialmente en este modelo por algunos como TLR-7 y/o TLR-8 los cuales no
fueron evaluados pero se encuentran rio arriba de la proteina adaptadora MYD88
(111,112).

Para la resolucion de la respuesta exacerbada antiviral se necesita que las alternativas
terapéuticas tengan accion sobre vias de sefializacién de la respuesta innata. El factor
de transcripcion kB (NF-kB) es activado por diversos patdégenos incluyendo el VIA, y
juega un papel importante en la induccion de interferones y también cumple con algunas
otras funciones durante la infeccién por VIA asi como este es identificado a su vez por
ser responsable de la hiperactivacién de la respuesta antiviral e inflamatoria (113,114).
La elevacién de la expresion de NFKB1 a las 24 horas del grupo infeccion y del grupo
VIA + DEC20 con respecto al MOCK indica una mayor respuesta al estimulo viral en la
busqueda de inducir una respuesta robusta contra el agente patdégeno donde a su vez el
grupo tratado con DEC sin infeccién tiene un incremento al igual que los grupos
mencionados, lo cual se presenta de manera temporal ya que a las 48 horas ninguno de
estos comportamientos persisten lo cual da lugar a que la respuesta sea dada de forma

rapida y no continua.

NLRP3 es otro elemento critico implicado en diversas enfermedades ya que su
participacion en eventos de sefializacién enfatiza que su activacion determina la
intensidad de la inflamacion (115,116). A las 48 horas la expresion de NLRP3 elevada en
el grupo infeccidn con respecto al MOCK indica que la respuesta por parte del virus activa
la expresidn un estado inflamatorio. Con los grupos infectados y tratados con DEC no se
observdé un aumento en los niveles de expresion con respecto al resto de los grupos
indicando un posible mecanismo regulatorio. Hallazgos de este tipo pueden indicar
también que las particulas virales tengan una mayor capacidad de evacion de la
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respuesta inmune del hospedero por la inhibicion de la respuesta de tormenta de citocinas
por parte de la via de NLRP3 como se ha reportado previamente (117).

Los interferones tipo | (IFN-a & IFN-p) y tipo 11l (IFN-1) son citocinas antivirales producidas
por el hospedero que reducen la proliferacion viral en pulmén frente a las infecciones
virales respiratorias, pero a su vez estos también son capaces de agraviar la patologia
pulmonar al encontrarse secretados de forma desregulada (118,119). Nosotros
reportamos un aumento en los niveles de IFNB1 en el grupo de infeccion con respecto al
MOCK. A las 48 horas este aumento en el grupo infeccion persiste haciéndose notar de
forma significativa frente al resto de los grupos. La lesion epitelial se ha reportado que es
mediada por citocinas, entre ellas destacan los interferones de tipo |, donde pueden
contribuir a la lesion del tejido apoptotico debido a la respuesta exhacerbada de la
secrecion de IFN-a e IFN-S puede llegar a ser perseverante e ininterrumpida (120). En
nuestros resultados los grupos infectados y tratados con DEC mantuvieron los niveles de
IFN-B disminuidos comparados con solo el grupo infectado, por lo que podria indicar que
las células presentarian un menor dano debido al posible efecto modulador de la DEC.
Por otro lado, el IFNL1 permanecio elevado en todos los grupos a las 24 y 48 horas con
respecto al MOCK. Se ha demostrado que una respuesta inflamatoria exagerada da
como resultado a la adicién de dafo tisular sustancial al dafio citopatico inducido por el
virus. Los interferones de tipo Il destacan por ser “menos inflamatorios” (121) que los de
tipo | al tener una respuesta menos potente donde la respuesta antiviral protectora es
llevada a cabo sin provocar inflamacién dafiina a través de mecanismos como la
inhibicion de la replicacién de RNA viral tal y como es el caso con interferones de tipo |
(122). No se puede descartar la presencia de mecanismos antivirales a través de
interferones aun cuando en el presente modelo se aprecia respuesta deficiente de
algunas senales de inflamacién ya que Coates y cols. (47) demostraron en ensayos con
inhibidores del inflamasoma, como la ausencia de su accién no influye sobre la secrecion
de IFNs de tipo I. Actualmente, los analisis bioinformaticos han llegado a elucidar que en
células epiteliales a los 3 dias postinfeccion de VIA los mecanismos inducidos son
aquellos relacionados a la actividad antiviral promovida por estos interferones (20). El
papel de los interferones y su relevancia se ve reflejado a traves de ensayos del grupo

de trabajo de Bojkova y cols. (67) donde al adicionar sobrenadantes de celulas
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previamente infectadas con una cepa de Omicron (BA.1) en celulas infectadas con VIA
se obtiene una respuesta dosisdependiente en la que se ve reflejado un menor porcentaje
de celulas positivas para el VIA. El estado antiviral es entonces inducido por interferones
tipo | y tipo Il que se evidencia que estan presenten en estos mismos sobrenadantes.

En nuestros resultados no se encontro diferencias significativas en el factor de necrosis
tumoral a (TNF- ) a los tiempos 24 y 48 horas. El contexto de infeccion de este modelo
atiende solo las respuestas de una linea celular de epitelio respiratorio y no de otras
células como macrofagos, células dendriticas, células asesinas naturales (NK) y
subpoblaciones de linfocitos T de los cuales se ha visto un efecto distintivo al evaluar a
esta citocina en otros modelos de respuesta a patégenos (31,123). El caso de IL-6 es
similar ya que es otra citocina que puede ser sintetizada y secretada en respuesta a los
PAMPs y en respuesta a citocinas por diversas células. En este escenario IL-6 no tiene
cambios significativos entre ninguno de los grupos a las 24 y 48 horas. Otra citocina pro
inflamatoria de alta relevancia es la IL-15 para la cual no se observaron diferencias
significativas a excepcidén de la primera concentracion donde la cantidad del analito
determinado resultd estar en los limites de deteccidn. Esta citocina esta relacionada con
la proliferacion y la supervivencia de celulas citotoxicas por lo cual estimula la eliminacion
viral a traves de células NK 'y T CD8" sin embargo la relacion que pudiera haber de un
proceso de secrecion de esta citocina pudiera estar mas relacionada con la procedencia
de macréfagos residentes de tejido (124) aun cuando sigue siendo relevante la
produccion de IL-15 por células epiteliales (125).

RANTES es necesaria para una respuesta inmune apropiada ya que contraresta la
expansion viral, favorece la supervivencia de macrofagos residentes de tejido, promueve
la reprogramacion de macréfagos a fenotipos proinflamatorios y cumple con un papel
mediador del reclutamiento de linfocitos T y con el establecimiento de tejidos linfoides
asociados a bronquios lo cual establece y contribuye también no solo de forma innata
sino ya en una respuesta relacionada a la memoria inmunolégica (126). Aunque

anteriormente se habia sufgerido un efecto de la DEC sobre la produccion de RANTES
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(127) en nuestra investigacion no encontramos diferencias significativas entre los grupos
de estudio.

La citocina IL-8 es también miembro de la familia de las quimiocinas, conocida asi como
CXCL8 y aunque es conocida por ser secretada por macrofagos, son también las células
epiteliales quienes en ciertas circunstancias brindan un aumento de la misma (128).
Cuando se habla del sindrome de tormenta de citocinas frente a la infeccion por VIA se
explica como causa de ellas un incremento desmedido de IL-8 (129), es por ello la
importancia de regular esta citocina. En nuestros resultados se observo una disminucion
significativa en el grupo infectado y tratado con DEC a 2ug/mL a las 24 horas comparado
con el grupo infectado sin DEC. IL-8 es el principal quimioatrayente de neutrofilos
producido por las células epiteliales del pulmon después de una infeccidn experimental
debido a su rol exclusivo en condiciones de inflamacion y su papel funcional en base a
gradientes ideales de concentracion en el sitio donde el insulto esta presente (128,130—
132). Por lo tanto, la regulaciéon de la IL-8 mostrada en nuestros resultados en etapas

tempranas de la infeccidén podria favorecer a un menor dafio.

La determinacion del titulo viral es de gran utilidad cuando se busca evaluar el
comportamiento de diversas variables en un escenario como el que se llevé a cabo en
este modelo experimental por lo cual su aplicacion e implementacién fue indispensable
(133). Los titulos virales de los sobrenadantes de los grupos infectados y tratados con
DEC 2ug/mL alas 24 y 48 horas fueron significativamente menores al titulo viral del grupo
infeccion. Por una parte, las infecciones virales pueden ser controladas por algunos
farmacos de forma directamente proporcional y dosis dependiente, donde a una mayor
dosis del compuesto administrado se observara un mayor efecto antiviral. Por la otra
manera, existe el efecto de hormesis, en el cual para lograr el efecto deseado solo se
debe administrar una dosis determinada y menor a la cual puede llegar a ser ya una dosis
toxica con efectos dafiinos u opuestos a los deseados (134,135). No han sido reportados
anteriormente los mecanismos moleculares que subyacen respecto a este mecanismo
de resistencia de las células del hospedero a la infeccion y propagacion por el virus de la
influenza en un contexto de efecto hormético donde una menor dosis de

dietilcarbamacina genera un mayor efecto antiviral. En contraste el grupo infectados y
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tratado con DEC 100ug/mL, el titulo se vio elevado diferencialmente lo cual sustenta lo
mencionado anteriormente. La dosis intermedia de DEC 20ug/mL muestra una tendencia

hacia un menor titulo viral tanto a las 24 como a las 48 horas.

Es de relevancia funcional cada uno de los aspectos que involucran la respuesta de
interferones ya que esto favorece el estado de proteccion de las células epiteliales de
particulas virales. La menor expresion de IFNS en células epiteliales infectadas y tratadas
con DEC con respecto al control infeccion ocurre a las 48 horas y a su vez DEC mantiene
los niveles de IFNA en células epiteliales. Esto indica una respuesta temprana y transitoria
de tipo | y una respuesta sostenida de tipo Ill lo cual se asocia a una respuesta menos
grave y a una mejor resolucion de la enfermedad cuando se lleva a un contexto clinico
(67). La disminucion del titulo viral en sobrenadantes de cultivos de células A549 tratadas
con la menor concentracion de DEC indican un mayor efecto antiviral que contribuye a
su vez a la modulacién de la respuesta inmunologica de las células epiteliales contra el
VIA.
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CAPITULO 10
CONCLUSION

La DEC mantiene la expresion de IFN-A1, regula los niveles de IFN-$ e IL-8 y reduce la
carga viral en células epiteliales infectadas por el Virus de Influenza A H1IN1 pandémico
del 2009.
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CAPITULO 11
PERSPECTIVAS

Analizar los niveles de las proteinas de interferones tipo | y tipo Ill.
Evaluar la secrecion de TFG-S.

Llevar a cabo analisis de rutas de sefalizacion.

Evaluar el efecto sobre:

o Distintas lineas celulares.

o Multiplicidad de infeccion (MOI).

o Infecciones con otros agentes virales.

o Distintos periodos post-infeccion y post-tratamiento.

o Otros farmacos.

Ensayos sobre modelos animales y pre-clinicos.
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