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Resumen: Introduccion. La influenza A es
una enfermedad infecciosa que ocasiona
serios problemas de morbi-mortalidad.
La severidad de la infeccion depende del
virus y de la respuesta inmune exacerbada
que ocasiona hipercitocinemia e incluso
la muerte. Los farmacos antivirales y las
vacunas constituyen las opciones terapéuticas
para su manejo. Una opcién por explorar
es el uso de inmunomoduladores con
efecto antiinflamatorio como es el Extracto
Dializable de Leucocitos porcino (EDLp).
Objetivo. Se determind si el EDLp es capaz
de modificar el proceso inmunopatogénico
e inflamatorio en influenza A. Materiales
y métodos. Se infectaron ratones Balb/c
con el virus de influenza A, posteriormente
se evalud el EDLp y se realiz6 un analisis
clinico, histopatolégico (H&E y Tricrémica
de Masson) y molecular (colagena, IL-1P
e IL-6). Resultados. Los animales tratados
con el EDLp (EDLp+AHIN1) mostraron
respiracion agitada y erizamiento, asi como un
decremento de la masa pulmonar comparado
con el grupo AHINI. Histopatolégicamente,
los ratones presentaron menos lesiones
edematosas difusas y un decremento del
infiltrado linfocitario, con presencia de
macroéfagos y células plasmaticas. Ademas, la
colagena disminuye en el espacio intersticial
alveolar (2.975 + 0.4150 vs 4.541 + 0.2016
mg colagena/tejido pulmonar), asi como los
niveles de IL-1B (6480 *+ 1967 vs 0 + 0 pg/
mL) e IL-6 (12359 + 2032 vs 848.5 + 296 pg/
mL). Conclusion. El EDLp mejora los signos
clinicos, disminuye la neumonitis y la fibrosis
pulmonar por la disminucién de colagena,
ademas hay disminucion de la IL-1p e IL-6,
modulando la respuesta inmune exacerbada y
la inflamacion.
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INTRODUCCION

La influenza A es una enfermedad
infecciosa y aguda que ocasiona serios
problemas de morbi-mortalidad en todo el
mundo, incluyendo México (1). Lo anterior se
debe a la alta tasa de mutacion del virus de
la influenza A provocando pandemias como
las reportadas en 1918, 1957, 1968, y la mas
reciente en 2009. Este fendmeno ocurre debido
a la alta variabilidad genética, producto de la
recombinaciéon de diversos segmentos del
genoma entre virus de influenza humanos y
virus de influenza de animales, lo que permite
la apariciébn de nuevas cepas de mayor
virulencia a las cuales el sistema inmune del
ser humano no ha estado expuesto (2,3). Asi
mismo, la resolucién o complicacion de la
infeccion dependera de los factores virales y de
la respuesta inmune, la cual esta desregulada
en casos severos (3). En principio, hay una
activacion de la respuesta inflamatoria debido
a que el sistema inmune de un individuo
detecta ciertos patrones moleculares del virus
de la influenza A, generando una respuesta
inmune innata coordinada que limitan la
infeccion (4), debido ala infiltracion de células
efectoras como son neutrofilos, macréfagos,
células polimorfonucleares y linfocitos T
que en condiciones normales resolveran la
infeccién y disminuirdn paulatinamente el
proceso inflamatorio al secretar interleucinas
de respuesta Th1 y Th2, como son IFN-y, IL-2
eIL4 eIL-10, para mantener la homeostasis del
sistema inmune respiratorio (5). Sin embargo,
tras la activacion del factor de transcripcion
NF-kBinvolucradoen el control delarespuesta
inmune, la inflamacién y la apoptosis, el
virus de influenza AHINI evade a las células
inmunes innatas (5), e incluso utiliza dicho
factor de transcripcién para generar una
replicacion viral eficiente (6). Sumado a ello,
se siguen reclutando células innatas que son
infectadas por el virus de la influenza A, de
tal forma que esas mismas células responden

al patégeno y en particular los monocitos y
macrofagos secretan grandes cantidades de
citocinas pro-inflamatorias como son IL-1,
IL-6, IL-12 y TNF-qa, asi como quimiocinas
que incluyen la IL-8 y RANTES, lo que
ocasiona una hipercitocinemia o “tormenta
de citocinas” (4,7,8) que se manifiesta en una
inflamacion exacerbada y en la necrosis y
apoptosis del tejido pulmonar (2,9). Incluso
genera un choque séptico del paciente, la
disfuncién organica multiple (10) e incluso
la muerte (2,11). Las terapias existentes para
controlar la infeccién son mediante el uso
de antivirales como es el oseltamivir y el
zanamivir, las vacunas y el uso de algunos
inmunomoduladores (12), tal es el caso del
tocilizumab, un anticuerpo monoclonal
humanizado contra el receptor de IL-6 (13).
En pacientes pediatricos, el tociluzimab
mostro la disminucién de la inflamacién y la
duracion de los sintomas durante la infeccion
por virus de la influenza (14); sin embargo,
en modelos animales se ha observado que el
abatimiento total del receptor tiene efectos
perjudiciales. Otra opcidn factible e incluso
propuesta para el tratamiento y prevencion
de enfermedades infecciosas es el uso de
un inmunomodulador proveniente de un
extracto dializable de leucocitos (EDL) que
contiene moléculas bioactivas menores a 10
KDa (15). Recientemente, se ha investigado
la actividad anti-inflamatoria en un modelo
in vivo de osteoartritis (16), en prostatitis
autoinmune (17) y en pacientes con cervicitis
(18). Sumado a ello, existen reportes donde
sugieren que el inmunomodulador es efectivo
en varias enfermedades infecciosas causadas
por virus, parasitos, hongos y micobacterias
(15,19). A pesar de que hay una alta incidencia
en pacientes infectados con virus de influenza
A con un sistema inmunolégico desregulado,
como son los nifos, los adultos mayores y
los pacientes inmunosuprimidos con virus
de VIH; no se han realizado estudios para
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evaluar el efecto inmunomodulador del EDLp
en modelos experimentales in vivo y/o en
pacientes con influenza A. El objetivo de este
trabajo fue determinar si la administracion
profilactica con el EDLp modifica los signos
clinicos y el proceso inmunopatogénico por
la diminucién de citocinas proinflamatorias
como IL-1B y TNF-a y la fibrosis pulmonar
ocasionada por la infecciéon con el virus
AHINI pandémico 2009 adaptado a ratones
Balb/c.

MATERIAL Y METODOS
MODELO MURINO DE INFLUENZA A.

Se utilizaron ratones hembras de Ila
cepa Balb/C libres de patégenos, de 4 a 6
semanas de edad, con una masa corporal
de 18 a 23 g. En principio, se llevé a cabo la
adaptacion del virus AHINI pandémico
2009 humano a ratones Balb/c, se procedio a
realizar la produccioén viral en la linea celular
MDCK, como lo reportado por Pérez-Soto y
colaboradores en el 2014 (20). Los animales
tuvieron acceso libre al alimento (purina-

chow dieta estandar; Purina, E. U.A) y agua,
asi como sujetos a ciclos de luz y obscuridad
de 12 h, recibiendo trato humanitario con
base en el criterio de la Guia para el cuidado
y uso de animales de laboratorio (National
Institutes of Health Publ. 86-23, rev. 1985),
también de acuerdo con los lineamientos
y la Norma Oficial Mexicana NOM_062-
Z00-1999.

ADMINISTRACION PROFILACTICA
CON EL EXTRACTO DIALIZABLE DE
LEUCOCITOS (DLE,)

Los ratones Balb/c fueron separados de
manera aleatoria en 3 grupos experimentales
(Ve tVin, AHIND y EDL +AHINI),
cada uno con 5 ratones. Se administré como
profilaxis el EDLp a una dosis de 230 pg/kg/
dia por 7 dias antes de la infeccion, como se
muestra en la figura 1. Al dia cero se realizd la
infeccion de los ratones de cada grupo a una
dosis de 16 UHE que corresponden a 3.2x10°
particulas virales infectivas del virus AHIN1

pandémico 2009 adaptado previamente a

Dia 7
DLEp, 230 uglkg, p.o.
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AH1N1 pandémico 2009
adaptado a ratones
Balb/c
32X108p.v.i(16
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Figura 1. Esquema del tratamiento profilictico del Extracto Dializable de Leucocitos (EDLP) en el

modelo in vivo de influenza AHIN1 pandémico 2009 adaptado a ratones Balb/c. Administracion

profilictica del EDL durante 7 dias a una dosis de 230 pg/kg, p.o., o simulacién de la infeccion viral. Se

llevé a cabo el andlisis clinico con la escala modificada de Menéndez y colaboradores en el 2005, durante 6

dias, finalmente, al dia 7 se llevo a cabo el sacrificio de los ratones (n=5) de cada grupo experimental para

llevar a cabo el andlisis.
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ratones Balb/C como lo reportado por Pérez y
colaboradores en el 2014 (20). Posteriormente,
se llevd a cabo el analisis clinico durante 6 dias
con la escala de signos clinicos modificada
por nuestro equipo de investigacion (21).
Finalmente, al dia 7 se sacrificaron los animales
para la obtencion de muestras y llevar a cabo
el analisis histopatoldgico.

ANALISIS HISTOPATOLOGICO EN
PULMON

Se colectaron muestras de pulmoén
para evaluar los cambios morfoldgicos
ocasionados por el virus de influenza AHIN1
pandémico 2009 adaptado a ratones Balb/c
y evaluar el efecto del EDL, mediante las
tinciones de Hematoxilina y Eosina (H&E)
(22). Las muestras fueron procesadas en el
laboratorio de Histologia e Histopatologia
del Area Académica de Medicina Veterinaria
y Zootecnia del Instituto de Ciencias
Agropecuarias (UAEH).

CUANTIFICACION DE COLAGENA
EN PULMON (HP)

Se llevé a cabo la cuantificacion indirecta
de la coldgena por hidroxiprolina (HP),
para determinar la fibrosis pulmonar,
como lo reportado por Hernandez-Aquino
y colaboradores en el 2017, sufriendo
modificaciones en los ultimos pasos. Se
colocaron muestras de pulmoén fresco (100
mg) en ampolletas, se afiadieron 2 mL de
HCl 6 N y luego las muestras se sellaron
y se hidrolizaron a 100 ° C durante 48 h. A
continuacion, las muestras se evaporaron a
50 °C durante 24 h y se resuspendieron en
3 mL de tampon citrico de acetato de sodio,
pH 6.0; se anadieron 0,5 g de carbon activado,
la mezcla se agité vigorosamente y luego se
centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos.
Luego, se agregé 1 mL de cloramina T a 1
mL del sobrenadante. La mezcla se mantuvo
durante 20 minutos a temperatura ambiente,

y la reaccion se detuvo mediante la adicion
de 0,5 mL de tiosulfato de sodio 2 My 1 mL
de hidréxido de sodio 1N. La capa acuosa se
transfiri6 a tubos de ensayo. El producto de
oxidacion de HP se convirtié en un pirrol
por ebullicién de las muestras. Una vez frios
los tubos, se procedio a extraer el pirrol con
tolueno y se agité durante 1 minuto. Para la
optimizacion del reactivo Ehrlich, se realizd
una modificacién a las proporciones de la
fase de tolueno y al final la lectura fue en
placas de 96 pozos, en comparaciéon con lo
reportado anteriormente (23). De la fase de
tolueno, se incubaron 250 pL de las muestras
que contenian el pirrol y 1 mL del reactivo
de Ehrlich. Finalmente, se agregaron 200 pL
de cada muestra por triplicado en una placa
de 96 pozos (Corning, 9018) y se ley6 a 560
nm en un espectrofotémetro de microplacas
(Epoch, BioTek) en el laboratorio de
Biomedicina Molecular I, de la ENMyH-IPN.
La recuperacion de las concentraciones de la
curva estandar de cis-4-OH L-prolina (Sigma
H-1637), se llevé a cabo de manera similar a
la cuantificaciéon en muestras de pulmon, al
igual que la lectura en placas de 96 pozos en el
espectrofotometro.

DETERMINACION DE CITOCINAS
PRO-INFLAMATORIAS EN EL
LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA)

En el Lavado Broncoalveolar (LBA) se
determinaron citocinas pro-inflamatorias
(IL-18 e IL-6), por el método de ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima o ELISA,
(por sus siglas en inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), tipo sandwich. La
técnica que se siguié fue la descrita por el
proveedor Peprotech. Para cada molécula se
realizd una curva estandar, para calcular la
concentracion de las muestras problema de las
citocinas pro-inflamatorias (IL-1p y TNF-a)
se correlaciondé con la curva estandar. Cada
placa fue leida en un espectrofotometro de
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microplacas (Epoch, BioTek), a una longitud
de onda de 650 nm. Una vez obtenidos los
datos, se realizo una regresion lineal con los
datos de la curva estandar para cada de las
citocinas, posteriormente se extrapolaron los
datos obtenidos de cada grupo experimental
del modelo de influenza A y evaluacion del
EDLp.

ANALISIS ESTADISTICO

Las pruebas estadisticas aplicadas a los
datos de cada grupo experimental del modelo
de influenza A inducido con el virus AHIN
pandémico 2009 adaptado a murino y
administradas con el Extracto Dializable de
Leucocitos (EDLP), fue el analisis de varianza
(ANOVA) de una via, para la comparacion de
todos los grupos contra todos, se emple6 el
método de Tukey; esta prueba proporciona la
diferencia estadisticamente significativa con
una P < 0.05. La prueba se corrié en el paquete
estadistico Graph Pad Prism.

RESULTADOS

EFECTO DE LA ADMINISTRACION
PROFILACTICA DEL DLEP
SOBRE LOS SIGNOS CLINICOS
Y LA MORFOLOGIA Y FIBROSIS
PULMONAR

En nuestro modelo in vivo de influenza
A, se utilizé la cepa viral AHIN1 pandémica
2009 adaptada a ratones de la cepa
Balb/C (20), para evaluar el efecto de la
administraciéon profilactica del Extracto
Dializado de Leucocitos proveniente de los
porcinos (EDLp), y se realizd6 un analisis
clinico mediante la escala modificada de
signos clinicos de Menéndez y colaboradores
en el 2005, ademas se cuantificé el porcentaje
de masa corporal y masa pulmonar de los
animales.

Los ratones del grupo control experimental
(VAHIN1+VEDLp), no presentaron signos
clinicos referentes a la infeccion viral siendo

ratones sanos, con un puntaje 1 (Figura 2A),
con masa corporal y masa pulmonar normal
de 22 g que corresponde al 100 % y 236.2 +
8.87 mg, respectivamente (Figura 3A y 3B).
Al realizar el examen microscépico de las
muestras de pulmdn de ratones Balb/c de los
grupos experimentales, mediante tincion H&E
y tricrémica de Masson; de manera general,
en el grupo control V. +V,, ~se observé
la morfologia pulmonar normal, alveolos y
sacos alveolares conservados, al igual que
las paredes delgadas en bronquios y vasos
(Figura 4 A, B), con presencia de colagena en
la matriz extracelular, la cual es escasa (Figura
4 C, D). Sin embargo, en el grupo infectado
con el virus AHIN1 pandémico 2009
adaptado al modelo murino (AHINT1), el 100
% de los animales presentaron manifestacion
clinica severa (puntaje 5), es decir paso o
marcha anormal, reduccién de la movilidad,
respiracion forzada, cianosis de la cola y las
orejas durante los ultimos 2 dias (dia 6 y dia 7
post-infeccién), como se muestra en la figura
2B. Conjuntamente, el grupo experimental
infectado (AHIN1) tuvo una disminucion
significativa de la masa corporal de 25.08 %
(p, < 0.05) respecto al control (VAH1N1+VEDLP),
es decir, los animales presentaron un 74.92 %
de masa corporal que representa un promedio
de 16.48 g en animales infectados al Gltimo dia
antes del sacrificio; en cuanto al tamafo y masa
pulmonar, hubo un incremento significativo,
presentando valores de 350.3 + 10.16 mg,
siendo de tamafio mas prominente, edematoso
y de color rojo pardo. Histopatolégicamente,
en el grupo infectado con el virus influenza
AHIN1 pandémico 2009 adaptado a ratones
Balb/c (AHIN1), se observdo una extensa
infiltracion de linfocitos y neutréfilos o PMN
asociados a la adventicia del vaso sanguineo,
asi como engrosamiento del endotelio en el
parénquima pulmonar, hiperemia pulmonar
y hemorragia intrabronquial y peribronquial
(Figura 4 E, F).
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Figura 2. Evaluacion profilactica del EDLp sobre la masa corporal y pulmonar de los grupos
experimentales sometidos en el modelo in vivo de influenza AHIN1 pandémico 2009 adaptado
a ratones Balb/c. A) Masa pulmonar de los grupos experimentales, grupo control V,,,  +V,, grupo
control infectado con 3.2 x 10° p.vi. de la cepa AHINI1 pandémica 2009 (AHIN1) y grupo tratado
profilacticamente con el Extracto Dializable de Leucocitos (EDLP) e infectados con 3.2 x 10° p.v.i. de virus
AHINI pandémico 2009 adaptado a raton Balb/C (EDL +AHINI1), durante 7 dias. B) Masa pulmonar de
los grupos experimentales sometidos a la infeccion viral y tratamiento profilactico. Cada barra representa
el valor promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras de 5 ratones * error estandar.

a) Diferente vs. Grupo control V, , - +V__ b) Diferente vs. Grupo control dafiado (AHINT1). p< 0.05,

EDLp.
ANOVA, prueba de Tukey.
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Figura 3. Evaluacion del EDLp sobre la manifestacion clinica de los grupos experimentales sometidos a
la infeccién del virus AHIN1 pandémico 2009 adaptado a ratones Balb/c. A) Signos clinicos del grupo
control V., +V,,, . B) Signos clinicos del grupo control infectado con 3.2 x 10° p.v.i. de la cepa AHIN1
pandémica 2009 adaptada a raton Balb/c. C) Signos clinicos del grupo tratado profilacticamente con el
Extracto Dializable de Leucocitos (EDL ) e infectados con 3.2 x 10° p.v.i. de virus AHIN1 pandémico 2009
adaptado a raton Balb/C, EDL +AHIN], durante 7 dias. Cada barra representa el porcentaje de incidencia
de los signos clinicos observados después de la infeccion viral. n=5 animales.




De igual manera, se observd una
distribuciéon de la colagena diferente con
respecto al grupo control sin infeccién
(VAH1N1+VEDLp)’ manifestindose no solamente
alrededor de los vasos sanguineos y los
bronquiolos, sino también en los espacios
intersticiales alveolares sumado a hiperplasia
y metaplasia (Figura 4 H y K). El dafio de la
superficie observada se estima en un 70%.

En nuestro trabajo, al administrar
el tratamiento con el EDLp a animales
infectados con el virus AHIN1 pandémico
2009 adaptado a murino (EDLp+AHINI),
se observd una disminucién en las
manifestaciones clinicas en comparacién
con el grupo infectado (AHIN1) (Figura
2B VS 2C). E1 60 % de los animales tuvieron
una manifestacion clinica moderada y el
resto tuvieron una manifestacion clinica
ligera durante los ultimos 5 dias (Figura
2C), ademas presentaron una masa corporal
similar al control (VAH1N1+VEDLP) (99.8 % vs
100 %), y hubo un decremento significativo
de la masa pulmonar de los animales tratados
profilacticamente con el EDLp (350.3 + 10.16
mg VS 289.6 +10.19 mg), con menos lesiones
edematosas difusas y no se observaron zonas
con dafo severo (Figura 4 I, ]J); a pesar de
la presencia de infiltrado linfocitario, éste es
menor en comparacion al grupo infectado
sin tratamiento (AH1N1), hay presencia de
macrofagos y células plasmaticas, en general
se estima un daflo menor al 35% de la
superficie pulmonar total. De igual manera,
la presencia de la colagena es menor en el
espacio intersticial alveolar (Figura 4 K y 1),
por lo que evita el desarrollo de un proceso
fibrético secundario, el cual generalmente
se deriva de la inflamacion severa inducida
por el virus pandémico AHIN1 2009,
disminuyendo la inflamacién crénica vy
conservando en mayor grado la arquitectura
del parénquima pulmonar.

EFECTO DE LA ADMINISTRACION
PROFILACTICA DEL EDLP SOBRE
LA HP, MARCADOR DE FIBROSIS
PULMONAR

Para corroborar los resultados obtenidos de
fibrosis pulmonar, se cuantificd indirectamente
la colagena (HP), encontrandose en el
grupo profilactico (EDLp+AHINI1) una
disminuciéon significativa con respecto al
grupo infectado (AHINI1), obteniendo
valores de 2.975+0.4150 vs 4.541+0.2016 mg
coldgena/tejido pulmonar, respectivamente,
por lo que el tratamiento profilactico mantiene
valores semejantes estadisticamente al grupo
control (VAH1N1+VEDLP), cuantificando 3.44 +

0.387 mg/g tejido pulmonar (Figura 5 A).

ANALISIS DEL EFECTO DE LA
ADMINISTRACION PROFILACTICA
DEL EDLP SOBRE LAS CITOCINAS
PROINFLAMATORIAS: IL-1B E IL-6

En principio, ambas citocinas no se
detectaron en el grupo control sin infecciéon
(VarnatVepy,)» DO obstante, en el grupo
infectado (AHIN1), vemos que ambas
citocinas incrementan considerablemente
en el LAB, como se muestra en la figura 5B
y 5C. De manera notoria, observamos que,
al administrar el EDLp, la concentracién
de citocinas proinflamatorias disminuye
preponderantemente en comparacion con el
grupo infectado y sin tratamiento (AH1IN1),
tanto de IL-1p (6480 + 1967 vs 0 pg/mL),
como de IL-6 (12359 + 2032 vs 848.5 + 296

pg/mL).

DISCUSION

La influenza A es una enfermedad
pandémica emergente que causa inflamacion
aguda en las vias respiratorias bajas en
humanos. Los sintomas son fiebre, dolor de
cabeza y fatiga, que mejoran después de varios
dias; sin embargo, el virus de influenza A tiene
lacapacidad de provocar unarespuestainmune
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Figura 4. Analisis del EDLp sobre los cambios histopatologicos mediantela técnica de H&E y Tricromica
de Masson de los grupos experimentales sometidos a la infeccion del virus AHIN1 pandémico 2009
adaptado a ratones Balb/c. A-D) Grupo control sin infectar, Vit Veory E-H) Grupo infectado con 16
UHE 6 3.2 x 10° p.v.i. del virus AHIN1pandémico 2009 adaptado a murino, AHINI. I-L) Grupo tratado
profildcticamente con el Extracto Dializable de Leucocitos (EDL,) e infectados con 3.2 x 10° p.v.i. de virus
AHINI pandémico 2009 adaptado a ratén Balb/C, EDL +AHINI. Las flechas indican la morfologia

pulmonar en cada grupo experimental (n=5 animales).
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Figura 5. Andlisis del EDLp sobre la colagena pulmonar (HP) y las citocinas pro-inflamatorias (IL-

1P e IL-6) en los grupos experimentales sometidos a la infeccion del virus AHIN1 pandémico 2009

adaptado a ratones Balb/c. A) Coldgena pulmonar. B) Concentracién proteica de IL-1P en lavado

broncoalveolar (LAB). C) Concentracién protéica de IL-6 en LAB. Se representa el valor promedio por

duplicado con muestras de 5 animales + error estandar. a) Diferente vs. Grupo control VAHIN1+VEDLp.
b) Diferente vs. Grupo control infectado, AHIN1. P < 0.05, ANOVA, prueba de Tukey.

exacerbada que conlleva a un deterioro de la
salud e incluso provoca la muerte del paciente,
y en algunas ocasiones causan las pandemias,
por ejemplo la de 1918, 1957, 1968 y la mas
reciente en 2009 (3), por lo que es necesario
el establecimiento de politicas de salud
publica para el control de la diseminacion
de la infeccién (11), asi como el desarrollo
de alternativas terapéuticas novedosas que
ayuden a contrarrestar los signos clinicos, la
neumonitis, la fibrosis pulmonar y el proceso
inflamatorio exacerbado; particularmente
importante es el desarrollo de farmacos que
modulen y/o disminuyan la respuesta inmune
del hospedero puede servir para identificar
terapias complementarias para el tratamiento
de casos severos provocados por virus de la
influenza A (3, 12); siendo una opcién el
Extracto Dializable de Leucocitos o EDL,
constituido por moléculas menores a 10 kDa
que modulan la respuesta inmune de un
organismo (24, 25). Existen varios tipos de
EDL’s que se obtienen de pollo, cocodrilo,
bovinos y humano (25-28). En nuestro
modelo in vivo de influenza A, se utilizo la
cepa viral AHIN1 pandémica 2009 adaptada
a ratones de la cepa Balb/C (20), para evaluar

el efecto de la administracion profilactica del
EDL porcino, y se realiz6 un analisis clinico
mediante la escala modificada de signos
clinicos de Menéndez y colaboradores en
el 2005, ademas de cuantificar el porcentaje
de masa corporal y masa pulmonar de los
animales; a nivel estructural se caracterizd
histopatolégicamente su efecto mediante
la tincion por H&E y para evaluar el
proceso de fibrosis pulmonar se evalud
histopatolégicamente y bioquimicamente
mediante la cuantificacion de colagena (HP).

En principio, se asegurd la infeccion con el
virus AHIN1 pandémico 2009 previamente
adaptado a ratones Balb/c mediante pases
virales y como es sabido, la cepa viral inicial
sufrio de la deriva antigénica provocando
mutaciones en genes de la HA y el complejo
RNP (29), repercutiendo en el grado de
patogenicidadyvirulenciaenlosratonesBalb/c
infectados (AH1N1), lo que se pudo confirmar
con los signos clinicos y caracteristicas
patoneumonicas de la enfermedad, como lo
reportado por diversos autores (20, 21, 30,31).
Por otro lado, se corrobord la infiltracion
de células inflamatorias como son PMN,
macrofagos que secretan citocinas pro-
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inflamatorias y que exacerban el proceso viral,
provocando la inflamacién crénica observada
en pacientes infectados con la cepa viral
AHIN1 pandémica 2009 (31-33), también
hay un reclutamiento masivo de células T
que conduce a una inmunopatologia severa
e incluso la muerte (34). El dafno pulmonar
se estima en un 70 %, semeja un Dafio
Alveolar Difuso (DAD) en ratones Balb/C
(32), siendo similar a lo observado en casos
clinicos severos en pacientes infectados con
la misma cepa viral que provoco el Sindrome
de Disestres Respiratorio agudo (ARDS) y
el DAD, ya que se presenta la formacién de
membrana hialina que recubre los alveolos
y conductos alveolares, la acumulaciéon de
células inflamatorias en el pulmén y edema,
causando muerte en el paciente (35-37).
Ademas, se pudo corroborar que, con la dosis
de 16 UHE que corresponden a 3.2 millones
de p.vi., se provoco fibrosis pulmonar (38,
39). Finalmente, se confirm¢ la participacion
de las citocinas pro-inflamatorias, como es la
IL-1pB, IL-6, como lo reportado anteriormente
(39, 40), asi como la secreciéon de TNF-a y
MCP-1.

El EDLp, es un inmunomodulador,
constituido por péptidos de bajo peso
molecular, que tienen la capacidad de
transferir una respuesta inmune celular al
organismo receptor, por ello se ha utilizado
para el tratamiento de algunas infecciones
bacterianas, micoticas y virales (41, 42),
asi como las inmunodeficiencias, algunas
neoplasias, alergias y también algunas
enfermedades autoinmunes y degenerativas
como es la osteoartritis, en donde involucran
procesos de inflamaciéon y apoptosis
provocadas por citocinas pro-inflamatorias
(16-19, 41, 42). En relacion al tratamiento
de infecciones virales, especificamente la
influenza A, Li y colaboradores en el 2010,
desarrollaron un factor de transferencia
especifico en contra de virus de influenza

A, al transferir la inmunidad especifica
a un receptor sano (43). Si bien, varias
observaciones sugieren el uso del EDL para
la prevenciéon de infecciones respiratorias
incluyendo el virus de influenza A (15), esta
transferencia inmune ha sido pobremente
estudiada. En nuestro trabajo, al administrar
el tratamiento con el EDLp a animales
infectados (EDLp+AHINI1), se observd
una disminucién en las manifestaciones
clinicas, asi como una disminucién en el
infiltrado linfocitario, como son linfocitos
T CD?* y macrofagos, relacionandose con la
disminuciéon del perfil pro-inflamatorio. De
manera interesante, se sabe que el EDL puede
inducir la respuesta inmune, per se activa la
inmunidad innata y celular, estimulando la
migracion de subpoblaciones de células T
especificas y consecuentemente estimula la
liberacién de citocinas como es IFN-y que
modula el proceso patogénico viral, tal como
se observé en pacientes con herpes zoster y
con VIH, independientemente, habiendo un
aumento en las subpoblaciones de linfocitos
T CD4+ (44, 45). Es importante recalcar que
al ser un EDL porcino, la transferencia de
péptidos inmunomoduladores es especifica
y controla la inflamacién por la disminucién
de células inflamatorias que probablemente
genera una respuesta inmunoldgica innata y
celular particular, con la finalidad de erradicar
la infeccion causada por el virus AHINI1
pandémico 2009 adaptado a ratones Balb/c,
el cual inicialmente provino de humanos y
porcinos (46).

Por otro lado, Shirey y colaboradores en el
2013,demostraron queuninmunomodulador
denominado eritoran, inhibe al receptor
de tipo toll like tipo 4 (TLR-4) involucrado
en la inflamacién y respuesta innata; asi el
eritoran fue administrado via intravenosa
(200 pg/dia/ratén), durante 5 dias después
de la infeccion, observando que el farmaco
protege a los ratones de la infeccion con virus
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de influenza A, controlando la inflamacién
y disminuyendo la letalidad y los sintomas
clinicos, mejorando la morfologia pulmonar,
ademdas de que disminuye la citocina
proinflamatoria IL-6 y aumenta la citocina
antiinflamatoria IL-10 (47).

Muy probablemente el EDLp protege del
dafio pulmonar provocado por el virus de
influenza AHIN1 pandémico 2009 adaptado
a murino, debido a la estimulaciéon de
ciertas subpoblaciones de linfocitos T que
liberan citocinas anti-inflamatorias y por
la disminuciéon del reclutamiento masivo
de células innatas, modulando citocinas
pro-inflamatorias como es la IL-1p e IL-6 y
disminuyendo la fibrosis pulmonar. De tal
forma que el proceso inmunopatogénico
causado por el virus de influenza AHINI1
pandémico 2009 adaptado a ratones Balb/c
se resuelve, observandolo clinicamente en
el mantenimiento de la masa corporal y
pulmonar, asi como en la manifestacion
clinica ligera constituida por el erizamiento
en la zona del cuello.

La administracion profilactica con el EDLp
evita la disminucién de la masa corporal y la
masa pulmonar y mejora los signos clinicos
de la infecciéon viral. El EDLp conserva la
morfologia pulmonar y hay una disminucién
del infiltrado linfocitario, macrofagos y
células polimorfonucleares, disminuye la
neumonitis intersticial y la fibrosis pulmonar,
resolviendo asi el proceso inmunopatogénico.
Los resultados presentados aqui, nos permite
proponer suuso como unaterapia coadyuvante
para las terapias antivirales o vacunales con la
finalidad de controlar o disminuir la reaccién
inmunoldgica exagerada y mal dirigida. La
inmunidad pasiva transmitida de madre a
cerdos neonatos, asi como el uso de vacunas
son insuficientes para prevenir la transmisién
del virus de influenza A en cerdos (48, 49).

Ademas, dichos hallazgos son importantes
en la medicina preventiva y curativa humana,

asi como para la medicina veterinaria (ganado
porcino y equino), ya que las variantes virales
se pueden transmitir entre las especies, es
decir, se han reportado infecciones humanas
con virus de influenza aviar o porcina y esta
ultima de gran preocupacion por la pandemia
inminente.
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