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RESUMEN

La obesidad, definida como una acumulacién excesiva de tejido graso en el
organismo, es una compleja condicién médica que se considera un problema
de salud publica global. Asociada con enfermedades cronicas como la
diabetes tipo 2, enfermedades cardiacas, hipertensiéon y ciertos tipos de
cancer, la obesidad afecta la salud en todas las etapas de la vida, generando
un estado de inflamacion cronica que puede alterar la respuesta inmune.
Durante el embarazo, la obesidad materna puede tener impactos
significativos en la salud del feto, incluso en el desarrollo del sistema
inmunologico, lo que se refleja en un mayor riesgo de problemas
inmunoldgicos en la descendencia.

Investigaciones recientes han demostrado que los hijos de madres obesas
pueden tener un mayor riesgo de alergias, asma y enfermedades
autoinmunes. Ademas, se ha sugerido que la obesidad materna influye en la
programacion fetal del sistema inmunologico, lo que puede tener
repercusiones a largo plazo en su capacidad para combatir infecciones. En el
presente proyecto, utilizamos un modelo murino de obesidad usando ratones
C57BL/6 para evaluar el impacto de la obesidad de los padres sobre la
eficacia de la vacuna contra el virus de la influenza en su descendencia. Los
resultados indicaron que los ratones descendientes de padres con obesidad
mostraron una respuesta inmune deficiente frente al virus, incluso después
de ser vacunados, lo que impactd negativamente la morbilidad y
supervivencia. Con los resultados obtenidos se destaca la importancia de
abordar la obesidad de manera integral y considerar su impacto a largo plazo
en la salud de la descendencia. Se sugiere evaluar marcadores
inmunoldgicos en las crias de padres obesos desde el nacimiento para
determinar el grado de inflamacién y prevenir posibles complicaciones. En
conclusién, comprender y abordar la obesidad materna es fundamental para

mejorar la salud de las generaciones futuras.



ABSTRACT

Obesity, defined as an excessive accumulation of fatty tissue in the body, is a
complex medical condition considered a global public health problem.
Associated with chronic diseases such as type 2 diabetes, heart diseases,
hypertension, and certain types of cancer, obesity affects health at all stages
of life, generating a state of chronic inflammation that can alter the immune
response. During pregnancy, maternal obesity can have significant impacts
on fetal health, including the development of the immune system, leading to a
higher risk of immune-related issues in the offspring. Recent studies have
shown that children of obese mothers may have a higher risk of allergies,
asthma, and autoimmune diseases. Additionally, it has been suggested that
maternal obesity influences the fetal programming of the immune system,
which may have long-term implications for its ability to fight infections. In this
project, we used a murine model C57BL/6 obese mice and their offspring to
evaluate the efficacy of the influenza virus vaccine. The results indicated that
mice offspring of obese parents exhibited a deficient immune response to the
virus, even after vaccination, negatively impacting morbidity and survival. The
obtained results highlight the importance of addressing obesity
comprehensively and considering its long-term impact on offspring health. It is
suggested to evaluate immunological markers in offspring of obese parents
from birth to determine the degree of inflammation and prevent potential
complications. In conclusion, understanding and addressing maternal obesity

is essential for improving the health of future generations.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Sobrepeso y Obesidad

En la actualidad la obesidad es un problema de salud publica a nivel mundial.
Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS): “El sobrepeso y la obesidad se
definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud” (1). La obesidad induce una inflamacion cronica de bajo
grado que se caracteriza, por niveles elevados de mediadores inflamatorios, como:
Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8), Factor de necrosis tumoral (TNF)
Proteina C Reactiva (PCR) (2). Se asocia con el desarrollo y mantenimiento de
multiples comorbilidades, que incluyen, Enfermedades Cardiovasculares (ECV),
Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), dislipidemias, ateroesclerosis, hipertension arterial
y trastornos psicologicos (3). El patron de referencia para el correcto diagnéstico
es la medicion de grasa corporal, sin embargo, el indice de Masa Corporal (IMC),
es un parametro atil y ampliamente utilizado para identificar sobrepeso y obesidad
en adultos, como un indicador de la relacion entre el peso y la talla, el cual se
calcula dividiendo el peso del individuo en kg por el cuadrado de su talla en metros
(kg/m?). La OMS determina sobrepeso y obesidad con la siguiente clasificacion:
sobrepeso con IMC igual o superior a 25 kg/m?, obesidad un IMC igual o superior
a 30 kg/m?, a su vez, la obesidad se subclasifica en: obesidad grado I: 30-34,9

kg/m?, obesidad II: 35-39,9 kg/m?, obesidad IlI: 40 kg/m? o0 mas (4).



Durante las ultimas tres décadas, la prevalencia global de sobrepeso y obesidad
ha aumentado, progresado a dos tercios en los adultos. En 2015, el 10.8 % de
todas las muertes en el mundo fueron atribuibles al sobrepeso, cifra que
aumenté al 12.3 % en 2016. En México, se ha documentado que varias
comorbilidades asociadas con la obesidad contribuyeron a una proporcién
significativa de la muerte, discapacidad y muerte prematura en la poblacion
durante las ultimas dos décadas. Como resultado, la obesidad es considerada

actualmente como uno de los principales problemas de salud publica en el pais

().

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2021 revela que 7.8% de
los nifios menores de 5 afios tienen sobrepeso, en la poblacién de 5 a 11 afios la
prevalencia nacional de sobrepeso fue de 18.8% y 18.6% de obesidad y va en
incremento conforme aumenta la edad, en la poblacion de 12 a 19 afios el 24.7%
tiene sobrepeso y el 18.2% obesidad. En adultos mayores de 20 afios reporté que
el 72.4% de la poblacion adulta presenta sobrepeso u obesidad (35.7% sobrepeso

y 36.7% obesidad (5).

Debido a la gran relevancia de la obesidad como problema de salud a nivel
mundial, resulta importante conocer los principales factores ambientales y
socioculturales asociados al desarrollo de obesidad. Entre los factores que
determinan el desarrollo de la obesidad incluyen: Psicolégico y conductual
(alimentacion, actividad fisica, alcohol, tabaquismo, estrés), demografico (género,

edad, etnia), socioeconémico (estado civil, profesion, educacion) predisposicion



genética y el uso de algunos farmacos (6). Generalmente, los factores que
determinan el desarrollo de la obesidad interactian entre si, provocando el
desequilibrio entre la ingesta y el gasto de energia, procedente principalmente de
hidratos de carbono, proteinas y grasas. La obesidad generalmente es ocasionada
por un consumo en exceso de energia, dando como resultado un balance
energético positivo que puede resultar en la acumulacién de grandes cantidades
de &cidos grasos al interior de los adipocitos, dicha acumulacién puede causar
hiperplasia (aumento en ndamero) o hipertrofia (aumento en tamafno) del tejido
adiposo, la hipertrofia del adipocito y la perdida de la capacidad de
almacenamiento de grasa ocasiona un aumento de las sefiales proinflamatorias
del huésped y desregula la homeostasis del sistema inmune (7,8). En respuesta a
estas modificaciones del tejido adiposo se induce un estado hipoxico, interfiriendo
el suministro de sangre a los adipocitos. La hipoxia dentro del tejido adiposo
induce la necrosis provocando la infiltracibn de macrofagos que inician un
proceso inflamatorio para eliminar las células muertas y retirar su contenido
lipidico (8,9). EI aumento de macrofagos juega un papel decisivo en fenotipo de
los linfocitos acumulados por el proceso inflamatorio. En este aspecto, en las
personas con normopeso la mayor cantidad de macrofagos que reside en el tejido
adiposo son del tipo M2, los cuales secretan citocinas mayoritariamente
antiinflamatorias como la IL-10, esencial en mantener la sensibilidad a la insulina
en el tejido adiposo (10). En individuos con obesidad, la mayoria de los
macrofagos cambian a un fenotipo M1 que promueven la secrecién de citocinas

proinflamatorias (TNF, IL-6, IL-12). Los macréfagos se diferencian a M1 cuando



son activados por PAMPS (Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos) como
LPS (Lipolisacéridos) o por DAMS (Patrones Moleculares Asociados a Dafio
Celular) asi como por citocinas proinflamatorias como IFN-y y TNF. En este
proceso inflamatorio ademas de los macrofagos M1, intervienen otras
subpoblaciones de leucocitos (linfocitos T CD8, linfocitos T CD4 Thl, linfocitos B y
granulocitos). Se infiltran en el tejido adiposo hipertréfico, al mismo tiempo que se
observa una reduccion de las células T reguladoras, lo que contribuye a que estas
células se activen y secreten citocinas (TNF, INFy, IL-6), que amplifican la

respuesta inmunologica y con esto la inflamacion local (8,11).

El tejido adiposo, constituye el tejido endocrino mas grande del individuo y se
comunica con otros tejidos constantemente mediante la produccién de moléculas
liberadas por los adipocitos, las citocinas proinflamatorias como TNF, IL-1 e IL-6 y
hormonas como leptina, adiponectina, cuyos efectos y secrecion estan
influenciados por la cantidad y distribucién de tejido adiposo (12). En el caso de la
leptina encargada de regular la ingesta de alimentos y del gasto energético
accionando receptores hipotaldmicos. Los adipocitos secretan leptina de forma
proporcional a la masa grasa, es decir que mayor cantidad de tejido adiposo,
aumenta la produccion de leptina, la cual se encuentra relacionada también con el
aumento de citocinas proinflamatorias, y en el caso de las personas con obesidad,
existe una clara resistencia a la leptina exacerbando la ingesta de alimentos. Por
otro lado, la adiponectina es una hormona con efectos antiinflamatorios,

antiaterogénicos y sensibilizantes a la insulina, participa en la reprogramacion de



macrofagos de M1 a M2, inhibicion de sefiales mediada por receptores Toll-like
(TLR). Esta hormona se ve disminuida en personas con obesidad, lo que
contribuye a una mayor infiltracibn de células inmunitarias, fomentando el

desarrollo de inflamacion sistémica de bajo grado (11).

1.2 Embarazo y obesidad

La obesidad gestacional es un problema importante de salud publica, reconocida
por las complicaciones a corto y a largo plazo en la salud materna e infantil, el
sobrepeso y obesidad durante la gestacion se evalta utilizando el indice de masa
corporal (IMC) previo al embarazo, por lo que un IMC mayor a 25 kg/m?, se
considera sobrepeso y un IMC mayor 30 kg/m? se considera obesidad. La
ganancia de peso gestacional recomendada segun los estandares internacionales
del Institute of Medicine (IOM) de EE. UU. es de siete a once kg para sobrepeso y
en obesidad es de cuatro a nueve kg al término del embarazo (13,14). Pese a
estas recomendaciones, la prevalencia de obesidad gestacional estd aumentando
rapidamente en todo el mundo, en México se estima que la prevalencia va desde
17.6 a 27.7%, es decir, la obesidad afecta actualmente a aproximadamente un
tercio de las mujeres en edad reproductiva, lo que se traduce en una alta

prevalencia de obesidad durante el embarazo (13).

En general, el aumento de la obesidad en la poblacion se refleja también en los
adultos en edad reproductiva, lo que significa que uno o ambos padres no estan

en las mejores condiciones metabdlicas al momento de procrear, por lo que



exponen al producto de esta gestacion a factores se encontrard expuesto a
factores metabdlicos alterados y un ambiente inflamatorio de bajo grado. Este
fendmeno se le conoce como “programacion metabdlica fetal”, el entorno en el que
se desarrolla un individuo tiene un impacto en sus caracteristicas morfo
fisioldgicas, por tal motivo se han realizado estudios donde se expone que el
sobrepeso, la obesidad y el aumento de peso excesivo durante la gestaciéon se
asocia a multiples complicaciones tanto para la madre como para su descendencia
(15). El término de programacion fetal se define como el proceso de adaptacion en
el que la nutricion y factores ambientales alteran las vias de desarrollo durante el
crecimiento prenatal induciendo cambios en el metabolismo posnatal aumentando
la susceptibilidad del desarrollo de enfermedades cronicas en la edad adulta (16).
La teoria de Baker y Hale, propone que la programacion metabolica fetal esta
involucrada en las adaptaciones fetales que propician cambios permanentes en la

estructura y fisiologia del crecimiento y desarrollo fetal (16,17).

Un embarazo saludable implica cambios significativos en el sistema inmunolégico
de la madre para apoyar el embarazo, lo que se caracteriza por un estado
inflamatorio crénico de bajo grado, también conocido como "metainflamacion”, que
se caracteriza principalmente por elevaciones leves de citocinas proinflamatorios
en el suero. Sin embargo, los estudios también muestran que una inflamacion
excesiva no es compatible con un embarazo saludable, la obesidad y el embarazo
contribuyen de manera funcional a un estado inflamacién, que puede ser

perjudicial para la madre y el feto (2,18). La respuesta inflamatoria durante el



embarazo es altamente regulada y ocurre en diferentes etapas del embarazo,
siendo parte del proceso de placentacion, implantacién y finalmente en el parto
(19). Los marcadores inflamatorios durante el embarazo se relacionan con el
crecimiento fetal y a largo plazo adiposidad en la descendencia, se ha demostrado
gue padecer obesidad durante el embarazo se asocia con una mayor produccién
de citocinas proinflamatorias IL-1, IL-6 y TNF, proteina C reactiva, mayor
infiltracion de macréfagos y reduccion del flujo sanguineo placentario que da lugar
a una deficiencia de oxigeno en la sangre, células y tejidos del organismo y
agudiza la inflamacién placentaria. y transporte de nutrientes, afectando el
desarrollo del sistema inmunologico, dando como resultado una salud fetal
deficiente ante los retos antigénicos y el desarrollo de trastornos

inmunopatolégicos como el asma y alergias (Revisado en 15,20).

El sobrepeso y obesidad antes durante el embarazo puede agravar el estado
inflamatorio natural caracteristico de un embarazo saludable, dando resultados
perjudiciales para la madre como: diabetes mellitus gestacional (DMG), DM2,
hipertension/ preclamsia, parto prematuro <28 semanas de gestacion, riesgos
perinatales (partos inducidos, partos postérminos, cesarea). Por otro lado, también
se reconocen complicaciones asociadas al sobrepeso y obesidad para el feto,
entre ellos: mayor incidencia de mortinatos, macrosomia fetal, defectos cardiacos
y defectos del tubo neural (15). Los nifios nacidos de mujeres que iniciaron su
embarazo con sobrepeso, obesidad y/o aumento de peso gestacional excesivo

tienen un riesgo mayor de sufrir obesidad, déficit de desarrollo cognitivo (TDHA),



DM2, enfermedades cardiovasculares y cancer a largo plazo (15,21). Dichas
enfermedades estan vinculadas a procesos inflamatorios de bajo grado y estrés
oxidativo mediante la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que
sugiere que la obesidad materna esta fuertemente asociada con el desarrollo de
hiperinsulinemia, dislipidemias, presion arterial alta, deterioro de la funcién
endotelial, inflamacion de bajo grado y cambios importantes en el transporte de
nutrientes hacia la circulacion fetal. Este ultimo conduce a una reprogramacion
metabdlica, hormonal e inmunoldgica (22,23).

Uno de los potenciales mecanismos que relacionan la obesidad materna con
mayor susceptibilidad de la descendencia es que los receptores de la insulina son
mucho mas abundantes en los trofoblastos maternos. La hiperinsulinemia
asociada a la obesidad resulta en una respuesta diferente de los trofoblastos de la
placenta, en donde se ha observado que hay una disminucion en los genes
sensibles a la insulina y que regulan el ciclo celular y la homeostasis del colesterol
en las vellosidades placentarias de las mujeres obesas durante el primer trimestre
(21). Mujeres con obesidad al principio y final del embarazo presentan
concentraciones de insulina en ayunas 50-60% mas altas que las mujeres de peso
normal, ademas mujeres con un IMC alto manifiestan niveles mas altos de glucosa
en ayunas a 1y 2 horas después de una prueba oral de tolerancia a la glucosa, lo
gue indica que son mas intolerantes a la glucosa (24), siendo esta resistencia a la
insulina y la hiperinsulinemia causantes de una expresion de genes relacionados
con la disfuncién mitocondrial y por lo tanto una disminucion en el metabolismo

energético (21).



Con respecto a los lipidos, se sabe que las concentraciones de lipidos circulantes
durante el embarazo estan elevados en todas las mujeres (22), sin embargo, en
comparacion con mujeres embarazadas de IMC normal la obesidad materna, se
asocia con concentraciones plasméaticas en ayunas de lipidos méas altas tanto de
triglicéridos como de colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y
ademas mostraron concentraciones mas bajas de colesterol de lipoproteinas de

alta densidad (HDL) (25).
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Figura 1. Posibles mecanismos que influyen en el riesgo de obesidad en los hijos de madres
con obesidad. La obesidad pregestacional tiene efectos importantes sobre la funcion reproductiva
y el desarrollo del ovocito, estos efectos pueden mediarse mediante el restablecimiento de las
marcas epigenéticas en las primeras etapas de desarrollo, lo que puede tener influencia en la
renovacion de células madre. La obesidad materna y las dietas hipercal6ricas también pueden
influir en el crecimiento de la descendencia al afectar el transporte de nutrientes de la placenta,
posiblemente como resultado de un desarrollo placentario alterado causado por inflamacién
placentaria y alteraciones en las vias de deteccion de nutrientes (Tomado de 21).



1.3 Cambios placentarios asociados a la obesidad materna

La obesidad materna influye tanto en la placenta como en el feto, durante el
embarazo saludable el metabolismo se adapta para la designacion de nutrientes
para el desarrollo fetal y de la placenta. Sin embargo, esta adaptacion se ve
desequilibrada cuando la madre tiene obesidad, ocasionando un ambiente
metabdlico alterado, relacionado con cambios en el crecimiento, desarrollo fetal y
funcidn de la placenta (22,23). Por otro lado, la leptina también es producida por la
placenta y se libera en primer lugar a la circulacion materna y en menor cantidad a
la circulacion fetal, actia como regulador de la saciedad y del gasto energético del
sistema nervioso central, mientras que la adiponectina se produce en cantidades
mas bajas en los globulos blancos maternos, en el embarazo, la adiponectina
promueve la sensibilidad a la insulina y captacion de glucosa en el musculo
esquelético, reduciendo asi la disponibilidad de nutrientes para el transporte de
nutrientes en la placenta. Estas dos hormonas tienen gran importancia en el
crecimiento y adiposidad fetal (23). Las mujeres con obesidad en el embarazo
comparadas con mujeres de IMC normal tienen niveles de adiponectina en plasma
mas bajos. La leptina aumenta en conjunto con el indice de masa corporal (IMC) y
los niveles de insulina durante el primer y tercer trimestre del embarazo. También,
los niveles de leptina en la madre estan relacionados con los niveles de leptina en
el feto, y niveles altos de leptina en el cordon umbilical estan vinculados con

resistencia a la insulina en el feto (Revisado en 22,23). Siendo la glucosa la
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principal fuente de energia para el feto y la placenta en un embarazo saludable, un
ambiente hiperglucémico ocasiona ademas de las alteraciones en la placenta,
algunas de las descritas son: deficiente perfusion vascular materna, trombosis
fetal, desequilibrio en las moléculas vasoactivas y potencializa el estrés oxidativo
(26). Como se observa en la Figura 2. Las placentas de mujeres con obesidad
son mas pesadas y el peso de la placenta se correlaciona con el IMC
pregestacional, edad materna y la ganancia de peso gestacional con el peso
neonatal al nacer y masa grasa. La funcion de la placenta se ve alterada por el
ambiente metabdlico materno, afecta el crecimiento prematuro de la placenta y la

expresion génica (Revisado en 21).
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Figura 2. Diafonia materno-placentaria y crecimiento fetal. Debido a la reducciéon de la
sensibilidad a la insulina en las mujeres con obesidad en comparacién con las mujeres normopeso,
hay un aumento en la respuesta de la insulina al principio del embarazo que afecta el crecimiento
prematuro de la placenta y la expresién génica. Dando como resultado la liberacion de factores
placentarios que disminuyen la sensibilidad a la insulina en el tejido materno (musculo esquelético,
higado y tejido adiposo), lo que resulta en una mayor disponibilidad de nutrientes para el
crecimiento fetoplacentario. La mayor disponibilidad de nutrientes como la glucosa y los lipidos
contribuye a la adiposidad fetal, que se manifiesta solo al final de la gestacion (Tomado de 21).

1.4 Programacion fetal

La obesidad materna y el entorno intrauterino adverso podria inducir cambios
fetales a largo plazo relativamente irreversibles en el metabolismo y en los
organos, esta altamente relacionada con el desarrollo de obesidad, neonatos
pequefios para la edad gestacional o grande para la edad gestacional, sindrome
metabdlico y resistencia a la insulina en adultos (17).

Los recién nacidos de mujeres con obesidad tienen mayor riesgo de
sobrecrecimiento y los hijos de mujeres con obesidad pesan mas porque tienen
mayor cantidad de tejido adiposo comparados con los hijos de mujeres con un
peso normal (21), y estan predispuestos a un aumento de obesidad en la infancia,
asi como DM2 y enfermedades cardiovasculares (27). EI IMC materno ha
demostrado ser el principal predictor de la adiposidad neonatal, la ganancia de
peso gestacional superior a lo recomendado por el IOM. Se relacioné
significativamente con un aumento en la adiposidad neonatal en mujeres con peso

normal (21).
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El estudio Healthy Start demostré asociaciones positivas del aumento del IMC y
ganancia de peso gestacional maternos previos al embarazo con un aumento de
la adiposidad neonatal, con tasas especificas de periodo de ganancia de peso
gestacional en el embarazo temprano, medio Yy tardio asociado
independientemente con la masa grasa neonatal y el porcentaje de grasa corporal
(28).

Aunque auln no se conocen los mecanismos especificos responsables de estas
relaciones existen especulaciones sobre el papel del metabolismo y los cambios
en el sistema inmunolégico en organismos expuestos a factores ambientales
intrauterinos adversos. Una investigacion realizada por Catalano et al. mostré que
los hijos de mujeres con obesidad tienen concentraciones mas elevadas de PCR,
IL-6 y leptina en el cordon umbilical que los bebes de mujeres con normopeso.
Ademas, también tienen mayor resistencia a la insulina comparados con los bebes
de mujeres con normopeso. La resistencia a la insulina de lactantes con obesidad
se asocio significativamente con la resistencia a la insulina materna y la grasa
corporal neonatal (29). Estos datos sugieren que la obesidad materna y la
ganancia de peso excesiva durante el embarazo pueden generar un circulo vicioso
intergeneracional de obesidad. El papel de la dieta materna en la sobrenutricion
fetal ha sido poco estudiada. Sin embargo, Odaka et al, examinaron si un entorno
rico en grasas que comienza en el periodo fetal podria influir en el crecimiento
posnatal y la funcion inmune, demostraron que la dieta rica en grasas en el
periodo posnatal resulto en un evidente aumento de peso, glucosa sérica y niveles

de leptina. Por otro lado, un entorno dietético rico en grasa en el periodo fetal
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influyo en el aumento de peso corporal y triglicéridos, también resulto en una
alteracion de en los pardmetros inmunolégicos, como una disminucion de linfocitos
esplénicos, corteza timica mas delgada y alteraciones en los niveles de
anticuerpos especificos de antigeno, ademas, encontraron elevacion de la
produccién del TNF (30). En un estudio experimental en ratas se demostré que el
consumo de una dieta rica en grasa saturadas desde antes de la concepcion y
continuarla hasta el destete conduce a un aumento en las crias de 6 meses en
hiperinsulinemia, adiposidad, hipertension y disfuncién endotelial (Revisado en
31). Estos hallazgos pueden implicar que una dieta rica en grasa induce una
disfuncion de la regulacidon inmunoldgica, lo que resulta en una mayor

vulnerabilidad a enfermedades complicadas.

1.5 Sistema inmune

El sistema inmune se compone de tejidos, O6rganos, células y moléculas que
interaccionan de forma directa o bien a través de distintos mediadores capaces de
reconocer y eliminar de manera especifica agentes extrafios, manteniendo a su
vez el control de la proliferacion celular, la homeostasis celular, la tolerancia hacia
antigenos inocuos y el control de la microbiota. De tal manera, que el sistema
inmune consta de mecanismos de activacion y regulacion que aseguran su buen
funcionamiento, protegiendo frente a los agentes infecciosos mediante el

reconocimiento de PAMPS y combatirlos de manera rapida y determinante, sin
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embargo, esta estrategia que forma parte del sistema inmune innato no tiene
memoria inmunolodgica y tiene baja especificidad. Ademas, el sistema inmune esta
capacitado para discriminar condiciones normales y anormales en las células, por
lo que también tiene la capacidad de eliminar células potencialmente
cancerigenas. Para llevar a cabo la funcién de proteger al individuo de posibles
antigenos o microorganismo potencialmente patdgenos el sistema inmune consta
de dos tipos de inmunidad, con mecanismos Yy células especializadas,
denominadas como la respuesta inmune innata (no especifica) y la respuesta
inmune adaptativa (especifica), ambas estrategias en conjunto funcionan para
mantener la integridad del organismo de los agentes agresores potencialmente
patdgenos y para proteger de futuros contactos con el mismo patdégeno. Ambas
estrategias son interdependientes, y la inmunidad adquirida depende de las
sefales de la inmunidad innata para establecer la respuesta. La respuesta inmune
innata incluye principalmente mecanismos celulares y moleculares que se
establecen al contacto con el agente agresor, esto con la finalidad de eliminarlo y
prevenir una posible infeccion o un dafio mayor. La respuesta inmune adaptativa
se genera a partir de la respuesta inmune innata, se establece en respuesta al
reconocimiento, procesamiento y presentacion de los antigenos del patégeno
agresor a las células de la respuesta inmune adaptativa. lo cual ayudara a eliminar

y generar memoria inmunoldgica contra al patégeno (32).

15



Tabla 1.

Propiedades

de las respuestas

inmunitarias

innatas y adaptativas.

Esta tabla resume las propiedades importantes de la respuesta inmune y adaptativa

Caracteristicas inmunidad innata y adaptativa

Atributo

Tiempo de reaccion

Especificidad

Diversidad

Respuestas de
memoria

Discriminacion entre
lo
propio y lo extrafo

Componentes
solubles de
sangre o liquidos
tisulares

Principales tipos de
células

(Tomado de 32).

Inmunidad innata

Minutos a horas
Especifica para moléculas y
patrones
moleculares de los
patégenos

Un nimero limitado de
receptores codificados por la
linea germinal

Ninguna

Perfecta; no hay patrones
especificos de
microorganismo en el
hospedador

Muchos péptidos y proteinas
antimicrobianos

Fagocitos (monocitos,
macrofagos, neutrofilos),
células asesinas naturales
(NK), células dendriticas.

Inmunidad adaptativa

Dias
Altamente especifica; incluso
discrimina diferencias minimas en
la estructura molecular; reconoce
detalles de la estructura
microbiana 0 no microbiana con
alta especificidad.

Altamente diversa; un numero
enorme de receptores que surgen
por recombinacién genética de
los genes q que codifican
receptores.

Memoria persistente; la respuesta
a la infeccion anterior es mas
rapida y de mayor magnitud.

Muy buena; fallos ocasionales de

la discriminacién entre lo propio y
lo extrafio dan por resultado
enfermedad autoinmunitaria.

Anticuerpos

Linfocitos T y B, células
presentadoras de antigeno.
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1.6 Respuesta inmune innata

La primera estrategia del sistema inmunitario es la respuesta inmune innata que
se encarga de la proteccidn inicial contra las infecciones, agentes ambientales, o
antigenos extrafios que puedan entrar en contacto con nuestras células,
proporcionan una defensa inicial no especifica contra las sefiales de peligro. Este
sistema esta compuesto por la combinacion de barreas fisicas, moléculas
efectoras no celulares y células especializadas que circulan en sangre y sistema
linfatico que protegen contra infecciones (33). La primera linea de defensa del
organismo consta de barreras fisicas (capas epiteliales de la piel, superficies
mucosas y de tejido glandular, las barreras quimicas comprenden péptidos
antimicrobianos y pH acido. Las células de la respuesta inmune innata incluyen
neutrofilos, eosinofilos, basoéfilos, monocitos/macréfagos, células asesinas
naturales (NK), células dendriticas (DC). Estas células profesionales en respuesta
a cambios ambientales extracelulares pueden expresar receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) que se encargan de reconocer DAMS vy
PAMPS como TLR, receptores tipo NOD vy receptores tipo C de lectina, con alta
afinidad (32,34). EIl reconocimiento de un agente patdégeno desencadena una
cascada de sefalizacion que culminan en la secrecion de citocinas y quimiocinas,
activacion del complemento y reclutamiento celular lo cual puede inducir
inflamacion local en el individuo. El antigeno captado por las células innatas se

procesa, con diferenciacion celular en células presentadoras de antigenos y
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contribuye a inflamacion o reparacion de tejidos. La respuesta innata carece de
especificidad y memoria antigeno especifica, y, por lo tanto la activacién de la
respuesta inmune es fundamental para el inicio de la respuesta inmune adaptativa

(34).

1.7 Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune adaptativa, esta formada principalmente por los linfocitos,
tanto circulantes como los que se acumulan en los 6rganos linfoides secundarios
(entre otros, los ganglios linfaticos y el bazo), requiere de mayor tiempo para
actuar que la respuesta inmune innata, pero es altamente especifica para
antigeno. Esta estrategia esta mediada por las células T y B que determinan el
tipo de respuesta inmune generada ante la infeccion, las células B se diferencian
en células plasmaticas y liberan anticuerpos a la circulacion capaces de neutralizar
al antigeno para el cual son especificos. Para que se lleve a cabo una respuesta
inmune eficiente y de larga duracion, se requiere de la participacién de las células
T cooperadoras. A esta respuesta se le conoce como “respuesta dependiente de
células T”. Las células T cooperadoras que son activadas por las células
dendriticas de la respuesta inmune innata, reconocen los antigenos fagocitados y
procesados, presentados en el contexto complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il (MHCII) sobre la DC. Este reconocimiento no es suficiente, las células
requieren una segunda sefal que consiste en el reconocimiento de las moléculas

coestimuladoras por su ligando sobre la célula T virgen. Una vez activadas las
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células T cooperadoras liberan mediadores inflamatorios, que favorecen la
eliminacion de patdgenos intracelulares, las células T CD8+ o citotdxicos efectores
(LTC) disponen del mecanismo para matar células infectadas del huésped, a
través de la secrecion de granzima y perforina o bien por la induccién de apoptosis
a través de la molécula Fas y FasL. Los linfocitos T efectores, tanto cooperadores
mueren cuando se elimina el antigeno, pero quedan poblaciones de memoria que
actuaran mucho mas rapido y eficiente cuando haya una segunda exposicion con

el mismo antigeno (32).

1.8 Sistema inmune frente a infecciones virales

Los virus infecciosos suelen entrar por las principales barreras (epitelios de la piel,
aparato digestivo y respiratorio) e intentan colonizar al huésped, para replicarse el
acido nucleico viral utiliza mecanismos de biosintesis de la célula a la que infecta e
impulsa la sintesis de sus proteinas especificas, los epitelios sirven de barreras
fisicas al impedir la entrada de virus, en caso de que logren atravesar estos
epitelios, se encuentran con los mecanismos de defensa de la inmunidad innata
en respuesta a productos de los virus se estimula la produccion de interferon IFN
tipo |, células dendriticas, especialmente las del tipo plasmacitoide, diferentes vias
bioquimicas desencadenan la sintesis de IFN, entre ellas esta el reconocimiento
de ARN y ADN viral mediados por TLR endosémicos (TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9),

y la activacion de receptores citoplasmaticos tipo RIG | por el ARNdc y la via de
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STING por el ADN viral, estas vias convergen en la activacion cinasas que
fosforilan y activan los factores de transcripcién IRF que estimulan la transcripcion
de los genes inflamatorios como el IFN tipo I. La replicacion viral es inhibida por el
IFN tipo | en las células infectadas, y los linfocitos NK matan células infectadas al
principio de la infeccion antes de que se desarrolle la respuesta inmune
adaptativa. La expresion del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC
I) se reduce frecuentemente en las células infectadas como un mecanismo de
evasion, para evitar que las células con el virus sean reconocidas y eliminadas por
las células T CD8.

Los mecanismos de defensa de la inmunidad adaptativa esta mediada por
anticuerpos, los mas eficaces son los de alta afinidad en las reacciones que tienen
lugar en los centros germinales dependientes de T. Estos anticuerpos son eficaces
durante el estadio extracelular de la vida de estos microbios. Los virus solamente
seran extracelulares antes de que infecte las células del huésped o bien cuando
sean liberadas de las células infectadas por germinacion o muerte de las células
infectadas. Los anticuerpos antiviricos se unen a la cubierta viral o a los antigenos
de capside y funcionan como neutralizantes para impedir la union y por lo tanto la
entrada a las células del huésped y asi evitar la infeccidn inicial y la propagacion.
Para neutralizar los virus dentro de las vias respiratorias e intestinal son
importantes los anticuerpos del isotipo IgA, los cuales se secretan a las mucosas y
pueden neutralizar y opsonizar las particulas virales y promover su eliminacién

mucho antes de que estas infecten a las células (35).
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1. 9 Inmunidad neonatal

La etapa neonatal se considera desde el nacimiento hasta los 28 dias de nacido.
Durante esta etapa el recién nacido experimenta la transicibn de un entorno
intrauterino protegido al mundo externo con la amenaza constante de antigenos
extrafios, se considera una etapa vulnerable, ante la respuesta inmune adaptativa
inmadura del neonato, por esta razon, la respuesta inmune innata juega un papel
fundamental durante los primeros afios de vida, debido a que la respuesta inmune
adaptativa aun estd madurando. Los neonatos son altamente susceptibles a
infecciones, sepsis y trastornos del neurodesarrollo principalmente por el mal
funcionamiento de las células inmunitarias innatas, debido a la hiporreactividad
intrinseca de las células junto con una mayor activacion de los mecanismos
inmunosupresores y protectores de los tejido (36).

El desequilibrio de la nutricion materna ya sea deficiente o excesivo, también
puede tener un impacto sobre la inmunidad del neonato y la maduracion
inmunoldgica temprana. Bajo condiciones altas de estrés nutricional de la madre,
provoca una estimulacion del eje hipotadlamo-pituitario-suprarrenal, dando como
resultado una reduccién del peso del timo fetal, conduciendo a su vez la apoptosis
de los timocitos y las células T Y B inmaduras. Estas alteraciones en el desarrollo
del sistema inmunoldgico neonatal, pueden resultar en mayor susceptibilidad a

infecciones al nacer y/o enfermedades inflamatorias (37).

21



1.9.1 Sistema inmune innato neonatal

Las células del sistema inmune innato se componen principalmente de neutrofilos,
CD, NK, y células T y &, estan disponibles para actuar de inmediato y de manera
eficaz frente a patégenos (37). En los neonatos las CD presentan alteraciones
funcionales, estas células se divide en dos linajes de desarrollo: CD
convencionales que inducen activacion y la diferenciacion de las células T vy, por
otro lado, CD plasmocitoides producen INF tipo | y se encargan de mediar las
respuestas antivirales. Las CD funcionales en los neonatos tienen deficiencia en la
produccion de IL-12 la cual es una citocina fundamental para diferenciar una célula
virgen hacia el fenotipo Thl, encargado de eliminar patégenos intracelulares. Por
su parte las células dendriticas plasmocitoides producen menos INF importantes
en la diferenciacion al tipo Thl (36).

Los neutroéfilos neonatales son los responsables de la destruccion de patdgenos
durante una infeccion mediante la fagocitosis, liberacion de sustancias toxicas y
generacion de trampas extracelulares de neutrofilos. Estos neutréfilos tienen
niveles bajos en la expresion de adhesidbn en la membrana plasmatica,
ocasionando una disminuciéon en la actividad quimiotactica e inhibiendo la
adhesién. Como consecuencia los neutréfilos no migran correctamente y se
correlaciona con la deficiencia en la opsonizacion y fagocitosis, es decir, los

neonatos son mas susceptibles a infecciones (36).

22



Las células NK participan en la resolucion de infecciones virales respiratorias, se
encuentra en altas concentraciones en los neonatos, sin embargo, tienen una
capacidad funcional disminuida (37). Las células T en los neonatos tienen baja
capacidad de proliferacion y produccion de citoquinas, ademas producen menores

cantidades de perforina y granzima B (37).

1.9.2 Sistema inmune adaptativo neonatal

En los neonatos la funcionalidad de células T se ve afectada, en estudios
experimentales las células T CD4+ neonatales se diferencian a respuestas Th2,
con una disminucién en la producciéon de citocinas Thl como (IFN, IL-2 y TNF).
Las células Thl, Th2 y Th1l7 juegan un papel importante para generar inmunidad
frente a patdégenos intracelulares y parasitos extracelulares, por su parte las
células T reguladoras, son importantes para el desarrollo de tolerancia
inmunoldgica y juegan un papel fundamental para limitar las respuestas
inmunitarias excesivas. Por otro lado, las células B neonatales no tienen evidencia
de exposicion antigénica, se observa un repertorio de Ig de superficie parcialmente
desarrollado. Probablemente las deficiencias que se observan en la produccion de
anticuerpos pueden deberse a la inmadurez de las células B, una disminucién de

la sefalizacion de los receptores o una deficiente coleccién de células B (37).
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1.10 Virus Influenza

El virus de influenza es el agente causal de agudas infecciones respiratorias,
potencialmente graves y altamente contagiosas causada por el virus de influenza.
A nivel mundial las epidemias de influenza estacional cada afo causan
aproximadamente de 290.000 a 650.000 muertes, con hasta 3 millones a 5
millones de personas gravemente afectadas (38).

Las epidemias de influenza ocurren generalmente en los meses de clima frio,
cuando la temperatura y la humedad mas bajas favorecen la propagacion del
virus. La influenza se diferencia de otras enfermedades del tracto respiratorio por
su rapido inicio, se caracteriza por fiebres muy altas, superiores a los 38° C, tos
seca, dolor de cabeza, malestar en general, dolor de garganta y dolores
corporales, congestion, vomitos y nauseas (39). Aunque todas las personas
pueden contagiarse del virus de influenza, los nifios menores de 5 afios y los
adultos mayores a 65 afios son considerados los grupos de poblacién de mayor
riesgo, sin embargo, las personas con afecciones crénicas o inmunosupresion, las
mujeres embarazadas también se consideran grupos de riesgo. (38). El punto
maximo de los sintomas se alcanza de 3 a 5 dias posteriores a la infeccién, gran
parte de las infecciones causadas por virus de la influenza A (IAV) H1N1 se limitan
al tracto respiratorio superior, sin embargo en casos graves, se produce una
infeccion del tracto respiratorio inferior, incluido el pulmén, asociado

frecuentemente con secuelas graves que requieren hospitalizacion (40).
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Existen cuatro cepas de virus de influenza A, B, C Y D, el tipo A'Y B son las mas
comunes en humanos, el virus de influenza A son zoonaticos, ya que infectan una
amplia variedad de mamiferos y aves, tiene la capacidad de causar infeccién
respiratoria de leve a grave. Mientras que el virus de influenza B, solo infecta a
humanos, es altamente contagiosa y tienen la capacidad de causar infecciones
respiratorias severas, por su parte los virus de influenza del tipo C, tienen la
capacidad de infectar humanos y cerdos, causan enfermedades respiratorias
leves. Mientras que los virus de influenza tipo D afectan principalmente al ganado
y cerdos y no se sabe que puedan causar infecciones en los seres humanos (41).
La influenza A serologicamente esta definida de acuerdo con sus proteinas de
superficie, segun la variacion antigénica en los antigenos de hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA). Hasta el momento, existen 18 subtipos de HA y 11 subtipos
de NA. Ademas, varias combinaciones de HA y NA son posibles como subtipos
gue pueden ir dese (H1 a H18 y de N1 a N11), por ejemplo, (HIN1, H3N2, H5N1,
H7N9). Actualmente los subtipos de influenza A que circulan habitualmente entre
los humanos son HIN1 Y H3N2, junto con los virus de influenza B (42). Los virus
de influenza B no se clasifican en subtipos, sin embargo se clasifican en linajes,
los que circulan actualmente son dos: B/Yamagata o B/Victoria (43,44).

Como se muestra en la Figura 3. El virus de influenza es un virus de ARN
segmentado de sentido negativo, pertenecen a la familia de Ortomixoviridae, Los
virus de influenza A (IVA) y B poseen 8 regiones de ARN viral de cadena Unica
(VARN) y se encuentra encapsulado por una envoltura lipidica del huésped con

péptidos virales prominentes que comprenden su superficie: HA y NA en las
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cuales se manifiesta una deriva antigénica como pequefios cambios estacionales

(45).

Lipid envelope
M2

M1
HA
NP

NA

80-120nm

Figura 3. Estructura del virus de influenza

El virién de la influenza A y B son virus de cadena sencilla y sentido negativo, en el interior de la
particula se alojan los ocho genes del ARN vy la ribonucleoproteina (RNP). lleva encajados dos
glicoproteinas superficiales, la hemaglutinina (HA) trimérica y la neuraminidasa (NA) tetramérica; la
capside, envuelta por una capa doble de lipidos, tiene debajo el péptido de sostén M1 que a su vez
acarrea el fragmento M2, funcionando como canal iénico (Tomado de 45).

Los virus de influenza pueden evadir la respuesta inmune del hospedero mediante
dos mecanismos de variacion antigénica conocidos como: “deriva antigénica” y
“‘cambio antigénico”, Figura 4. El proceso conocido como “deriva antigénica” o
“‘drift” se refiere a pequefias mutaciones frecuentes de sus secuencias de
glicoproteinas principalmente en las de HA y en menor medida en las de NA,
causados durante la replicacion del genoma viral, lo que permite que el virus
escape de la deteccion de anticuerpos generados por la cepa anterior, lo que

podria conducir a una posible reinfeccién. Por otro lado el “cambio antigénico” o
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“shifts” se originan cuando dos virus de diferentes subtipos de HA y NA infectan un
mismo microorganismo y en la misma célula, los genes de ambos virus pueden
experimentar una reagrupacion de genes, con combinaciones diferentes de HA y

NA diferentes a los virus originales (45).

Seasonal human H2N2

Antigenic shift

Antigenic drift

Figura 4. Mecanismos de evolucién del virus de influenza.

Los virus de influenza experimentan un proceso de evolucién mediado por dos mecanismos de
variacion antigénica conocidos como: “shift antigénico” y “drift antigénico”. El shift explica el
surgimiento de nuevas cepas pandémicas y consiste en la aparicion de un nuevo virus que surge
de la coeinfeccion de dos o més subtipos virales, dando lugar a una nueva cepa que contiene
segmentos genéticos de ambos virus. El drift antigénico consiste en la mutacion aleatoria que
ocurre en los sitios antigénicos, de unién a anticuerpos, de las glicoproteinas de membrana, la HA
y la NA, esto da lugar a nuevas cepas epidémicas y es responsable de la reformulacion de la
vacuna cada afio (Tomado de 45).

Cinco grandes pandemias de influenza han afectado a la poblacion humana. En el
1918-1919 surgié la pandemia H1N1 (aviar), que causo casi 50 millones de
muertes en todo el mundo y fue llamada “la madre de todas las pandemias” o

influenza espafiola, desde entonces, todas las pandemias de influenza A han sido
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causadas por descendientes del virus 1918. La segunda pandemia de influenza A
fue por un virus H2N2 registrada en Asia en 1957, la tercera pandemia causada
por un virus H3N2 surgié en Hong Kong en 1968 que remplazo al H2N2 y todavia
circula en todo el mundo como IAV estacional. En el 1997 fue la cuarta pandemia
fue de H5N1 (aviar) en Hong Kong y por ultimo la quinta pandemia del virus de
influenza A HIN1 de origen (porcino), que apareci6 en México en marzo y
principios de abril del 2009 y que sustituyo al anterior virus de influenza humana
estacional HIN1. Esta pandemia fue relativamente leve y afecto a nifios pequefios
y adultos de mediana edad con mayor severidad que a otros grupos. Este patron
inusual de mortalidad y morbilidad asociada con la edad se puede atribuir a los
mayores de 60 afios que ya tenian algun nivel de inmunidad de proteccion

cruzada contra el nuevo virus H1N1 (46).

1.10.1 Ciclo de replicacion del virus de influenza

El virus de influenza ingresa al organismo por las células epiteliales del tracto
respiratorio, se une a la célula del huésped por interaccion de la hemaglutinina con
residuos de acido sialico (AS) en la superficie de las células para iniciar infeccion.
La NA libera el virus atrapado al dividir las terminales del AS. El acido sialico es
una molécula muy abundante en la superficie celular en los oligosacaridos de las

glicoproteinas. La HA de los virus de influenza aislados en humanos favorece la

unién a los AS unidos al 02,6 con galactosa, mientras que los virus que infectan

28



aves se internalizan preferencialmente mediante unién al enlace a2,3. La
hemaglutinina de influenza es la proteina clave para la entrada del virus a la

célula.

Después de la union a los residuos de AS, el virus se internaliza en el endosoma,
y posteriormente este se asociara con los lisosomas. A continuacion, el interior del
endosoma se acidifica por un mecanismo dependiente de la proteina viral M2, lo
gue desencadena un cambio conformacional en la HA que produce la fusion de la
envoltura viral con el endosoma. La fusion da como resultado que el contenido del
genoma viral se libere, es decir, los 8 segmentos de ARN en forma de complejos
de ribonucleoproteinas virales (VRNP), en el citoplasma. Los VRNP se importan al
nucleo de las células infectadas, donde se produce la transcripcion y la replicacion
del ARN viral a través de actividades enzimaticas del complejo de polimerasas
viral unido a los VRNP. La replicacion del ARN viral ocurre a través de un
mediador de sentido positivo conocido como complejo de ribonucleoproteina
complementaria (CRNP). La transcripcion del ARN viral da como resultado ARNm
de cadena positiva que se poliadenilan y se exportan al citoplasma para su
traduccion en proteinas virales. Las polimerasas virales recién sintetizadas (PB1,
PB2 Y PA) y las NP virales se importan al nucleo para aumentar la sintesis de
ARN viral, mientras que las proteinas de membrana del virus HA, NA y el canal
ionico M2 del virus viajan a la superficie celular a través del reticulo
endoplasmatico y aparato de Golgi (45). En las ultimas etapas de la infeccion, las

proteinas virales internas, incluidas la proteina de matriz (M1), la nucleoproteina
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(NP), las polimerasas (PB1, PB2 Y PA) y la proteina de exportacion nuclear
(NEP), se empaquetan en el virus en ciernes en la membrana celular, con HA'y
NA en la superficie de la membrana celular. La proteina no estructural 1(NS1), PB-
1F2 y PAX normalmente no se empaquetan en viriones. En la superficie celular,
las células B pueden detectar las proteinas HA, NA'y M2, y se puede inducir una
respuesta inmunitaria con estas proteinas. La NP viral, aunque normalmente no se
encuentra dentro de las células, también se ha detectado en parches en la
superficie celular y también podria ser reconocido por las células B. Las particulas
nacientes se adhieren a la membrana celular del huésped como resultado de la
interaccion entre HA Y acidos sialicos. Esto es contrarrestado por la actividad de
NA, que libera el virus dividiendo los residuos terminales de acido sialico. Durante
este paso, HA y NA son accesibles, pero solo se encuentra un nimero muy bajo
de copias de M2 en los viriones, y la membrana del virus protege las proteinas
internas del reconocimiento por parte de las células B. Finalmente, para generar
virus infeccioso, la HA debe dividirse en subunidades HA1 y HA2 mediante

proteasas del huésped que estan presentes en el tracto respiratorio. Figura 5 (47).
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Figura 5. Ciclo de replicacién del virus de influenza. La etapa inicial del ciclo de replicacién del
virus de la influenza, inicia con la unién de la particula viral con la célula huésped. Para ello, la HA
se une a los receptores de la membrana celular que contienen acido sialico. Los virus ingresan a
las células a través de endocitosis mediada por receptores. La acidificacion de los endosomas, por
un lado, provoca un cambio conformacional en HA, exponiendo el péptido de fusién, esto gracias a
la proteina M2 que funciona como un canal ibnico que introduce protones en el virién,
acidificaAndolo y provocando la liberacién de mRNPs, ribonucleoproteinas asociadas al ARN de
sentido negativo correspondiente al genoma del virus. Estos complejos son transportados al nicleo
de la célula. Una vez en el nucleo, la ARN polimerasa dependiente de ARN transcribe y replica el
genoma, produciendo tres tipos de moléculas de ARN: ARN complementario positivo (ARNCc), que
sirve como molde para la generacion de mas moléculas de genoma viral; ARN viral pequefio de
sentido negativo (ARNsvV), que regula la transicién de la transcripcion a la replicacion, y el ARNm,
gue se exportan al citoplasma para su traduccién de las proteinas virales. Las proteinas virales
necesarias para la replicacién y la transcripcién se reintroducen en el nicleo, y los RNP de la
progenie se exportan al citoplasma para su empaquetamiento con la ayuda de M1 y NEP. HA, NA
y M2 se transportan a través de la via trans-Golgi a la membrana plasmatica donde se forman los
nuevos viriones. Las proteinas virales recién sintetizadas se asocian a la membrana celular ya que
el proceso de salida es por gemacion mediada por la actividad de NA, enzima que actia cortando
los residuos de AS, liberando asi a la nueva progenie viral (Tomado de 45).

31



1.11 Vacunas contra la Influenza

La vacunacion es una de las estrategias mas importantes para la prevencion y el
control de la infeccién por el virus de influenza. La eficacia general estimada de las
vacunas que actualmente se aplican es de aproximadamente entre un 40 y un
60%, siendo la naturaleza misma del virus de influenza una limitante en la
generacion de vacunas, resultando necesario reformular la composicion de las
vacunas de manera anual, esto con la finalidad de incluir los virus estacionales
circulantes que se pronostican durante la proxima temporada de influenza (46). Si
bien, la eficiencia de estas vacunas suele ser mas alta en la poblacion en general
cuando la mayoria de los virus que circulan coinciden con los virus presentes en
las vacunas, en algunas temporadas puede oscilar entre un 10 al 20 %, cuando
los virus circulantes no coinciden con los presentes en la vacuna (42). En general,
las vacunas actuales funcionan mejor contra los virus de la influenza B y la
influenza A(H1N1) y ofrecen menos proteccidon contra los virus de la influenza
A(H3N2), sin embargo, de manera general, ofrecen una alta proteccion contra

enfermedad grave y hospitalizacion y eventualmente contra la muerte (48).

En la actualidad, existen tres vacunas aprobadas por la FDA (Food and Drug
Administration, EE.UU.) para prevenir la enfermedad por el virus de influenza en
humanos; son generadas bajo diferentes tecnologias, las vacunas con virus

inactivados y atenuados son generadas en huevos embrionados, las generadas en

32



cultivo celular de virus inactivados, y la vacuna recombinante que consta solo de la

proteina HA. A continuacion, se describen cada una de ellas.

Vacunas generadas en huevos embrionados.

Las vacunas mas comunmente utilizadas son aquellas compuestas por virus
inactivados obtenidos a partir de huevos embrionados. Estas vacunas se
administran tipicamente por via intramuscular o subcutdnea (46), Las tres
formulaciones disponibles de esta vacuna se basan en la produccion de virus
generados en huevos embrionados de gallina infectados, ya sea en forma de virus
completo o fraccionado.. El virus producido se encuentra en grandes
concentraciones en el liquido alantoideo, donde el virus es concentrado por
centrifugacion, fraccionado utilizando detergentes como Triton® X-100, inactivadas

por formaldehido y luego diluidas en solucién salina.

De este tipo de vacunas se pueden formular trivalentes o tretavalentes, de dosis
alta para uso en mayores de 65 afios. El tipo y la cantidad de antigenos virales
contenidos en la vacuna antigripal trivalente y tetravalente (viriones fraccionados,
inactivada) cumplen con los requisitos actuales de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS). Las vacunas trivalentes o tetravalentes generadas bajo esta
tecnologia, proporcionan inmunidad principalmente mediante la induccién de
anticuerpos que se dirigen a los epitopos protectores en la HA. Algunas
formulaciones también pueden inducir anticuerpos especificos de NA que no

protegen contra la infeccion, pero pueden modular la enfermedad resultante (44).
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Se ha demostrado que tanto las vacunas de virus fraccionados o de subunidades
son seguras y han sido aplicadas a millones de personas en todo el mundo, son
las mas utilizadas en todos los grupos de edad a partir de los 6 meses (46,49). La
efectividad de las vacunas inactivadas radica en su sistema de produccién rapida
en huevos embrionados de gallina, y el tiempo requerido en la seleccion de cepas
de la vacuna es relativamente rapido (49). Estas vacunas promueven la
produccién de anticuerpos neutralizantes frente a las proteinas HA y NA. Aunque
la respuesta de anticuerpos es eficaz frente a la provocacion homoéloga, su

especificidad la vuelve ineficaz frente a nuevos subtipos virales (48).

Las vacunas de virus inactivados de influenza se presentan en formulaciones
trivalentes o cuadrivalentes. Las formulaciones trivalentes contienen cepas de
virus de influenza A de los subtipos HIN1 y H3N2, junto con una cepa de virus de
influenza B de los linajes Yamagata o Victoria. Por otro lado, las formulaciones
cuadrivalentes abarcan dos cepas de virus de influenza B, una de cada linaje
Yamagata y Victoria, ademas de las cepas de virus de influenza A HIN1 y H3N2.
Esta diversificacidbn busca proporcionar proteccion contra una amplia gama de

cepas de virus de la gripe que circulan durante la temporada de gripe (49).
Vacunas de virus atenuado

A diferencia de las vacunas inactivadas, las vacunas de virus atenuados son
administradas mediante inoculacién intranasal, via natural de entrada del virus. En
estas vacunas los genes que codifican para las proteinas HA y NA son

introducidos dentro de un virus atenuado adaptado a crecer a temperaturas bajas.
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Este tipo de virus contienen la proteina HA y NA de la cepa deseada (de la cepa
gue se requiere para la temporada actual) pero el resto de las proteinas pertenece
al fenotipo atenuado, de tal manera que se simula una infeccion natural pero el
virus se replica minimamente en el tracto respiratorio inferior sin causar
enfermedad grave. Induce respuestas inmunitarias humorales y celulares mas
amplias que las vacunas de HA inactivadas e incita la produccion de anticuerpos
IgA, esenciales para proteccion inicial contra el virus de influenza en las mucosas,
y 1gG, importantes para la neutralizacion del virus de influenza en tejidos y torrente
sanguineo (49). Estas vacunas no se recomiendan en personas
inmunocomprometidos, nifios menores de 2 afos, personas mayores de 50 afios y
mujeres embarazadas ya que el virus puede tener una mayor replicacion en
sistemas inmunolégicos comprometidos, se administran principalmente en

individuos sanos de 2 a 49 afios (46,49).
Vacunas de proteinas recombinante

Las vacunas de proteinas recombinantes se administran via intramuscular y se
producen mediante sistemas de expresion en células de insecto utilizando el
sistema de baculovirus o bien en células de mamifero transfectadas con plasmidos
o lentivirus en cultivo celular. A diferencia de las vacunas anteriores, este tipo de
vacunas no contienen material genético viral, ni virus completo. Se toma el gen
gue codifica para la proteina HA, la proteina mas inmunogénica y blanco de
anticuerpos neutralizantes. Estas vacunas presentan la ventaja de que se puede

clonar cualquier gen de cualquier HA (49). Aunque la proteina HA es considerada
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la proteina mas inmunodominante, también es la mas cambiante entre las
diferentes cepas debido al cambio antigénico, por lo que se hace necesario
reformular anualmente las vacunas con las HA de las cepas circulantes, ya que los
anticuerpos generados en los individuos previamente vacunados, no seran
neutralizantes hacia las nuevas HA de los virus de la siguiente estacién (48,50). La
deriva antigénica ocurre cuando las mutaciones conducen a cambios en los sitios
de unién de los anticuerpos en las proteinas de superficie HA y NA, ocasionando
el escape a los anticuerpos generados por la vacuna. Las vacunas inactivadas en
general estimulan la produccion de anticuerpos contra epitopos de la HA
principalmente, estas vacunas son muy propensas a disminuir su eficacia debido a
la deriva antigénica. Las personas vacunadas no pueden generar la respuesta
adecuada de anticuerpos una vez que son infectadas con otras cepas diferentes a
las contenidas en la formulacion de la vacuna, debido a que muchas vacunas

ofrecen proteccion especifica de la cepa (7).

1.12 Infeccion por el virus Influenza'y Obesidad

Recientemente, la obesidad ha sido asociada y reconocida como un factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades graves durante las infecciones virales,
incluyendo influenza y COVID19, esta ultima con efectos devastadores en los
Ultimos afios en la poblacion a nivel mundial (51,52). Durante la pandemia de

influenza HIN1 del 2009, la obesidad moérbida y el IMC mayor a 35-40 kg/m? se
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reconocié como un factor de riesgo importante para el desarrollo grave de la
enfermedad (40). Con frecuencia se relaciona a la obesidad con un volumen
pulmonar reducido, alteraciones en la funcion de los muasculos respiratorios y el
intercambio de gases agravado por la apnea del suefio y la inflamacién crénica, la
funcion pulmonar reducida parece muy oportuna para la infeccion y propagacion
por el virus de la influenza y por consecuente para lesiones pulmonares (53). Se
ha demostrado que tras la infeccion por el virus de influenza la obesidad se
asocia con un aumento en el riesgo de hospitalizacion y complicaciones, con una
probabilidad dos veces mayor de requerir ingreso en unidades de cuidados
intensivos (UCI) y la necesidad de ventilacidon mecanica (40), ya que se asocia con
una replicacion excesiva del virus, debido al desbalance en la respuesta inmune,
generando incluso tormenta de citocinas que eventualmente causaran una
respuesta inflamatoria exacerbada (40,53). Ademas, se relaciona con una mayor
propension a infecciones bacterianas, complicando los cuadros respiratorios a
neumonias graves (40). Por otra parte, los adultos con obesidad inoculados con la
vacuna trivalente a pesar de desarrollar respuestas de anticuerpos, la efectividad
de la vacuna trivalente es relativamente mas baja, esto debido a una activacion
disminuida de las células T citotoxicas y una menor expresion de citocinas
funcionales como el IFNy y granzima B, incrementando hasta dos veces el riesgo

de desarrollar una enfermedad respiratoria por el virus Influenza (38).

Las alteraciones metabdlicas y/o inmunitarias asociadas por la enfermedad

respiratoria por el virus influenza, estan relacionadas con alto riesgo
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cardiovascular, sistemas endocrino e inmunitario comprometidos y con la
inflamacion de bajo grado asociada a la obesidad (53). Ademas de que la
exposicion prenatal en mujeres con obesidad a una variedad de infecciones tales
como (influenza, toxoplasma gondii, rubeola, citomegalovirus y virus del herpes
simple) se le atribuyen consecuencias cardiometabdlicas y enfermedades

neuroconductuales en su descendencia (54).

Los mecanismos implicados en el aumento de la susceptibilidad a infecciones en
personas con obesidad no estan bien establecidos, sin embargo, se han postulado
varios mecanismos que contribuir con el aumento de la susceptibilidad a
infecciones, como lo es la inflamacion de bajo grado causada por varios elementos
como: la permeabilidad aumentada del intestino hacia el LPS de las bacterias de

la microbiota, el estrés oxidativo y la resistencia a la insulina, etc. (55).

1.13 Modelos murinos de obesidad y sistema inmune

Dado que la obesidad un problema de salud a nivel mundial, el cual es
multifactorial, para estudiar los fendmenos asociados a este padecimiento, se han
desarrollado distintos modelos animales para poder entender las alteraciones
fisiopatoldgicas, inmunolégicas y conductuales que la componen, siendo los
modelos murinos los mas utilizados por su facilidad de manejo y por su
reproducibilidad. En diversos estudios con roedores a los cuales se les induce

obesidad, se han encontrado resultados similares a los humanos con esta
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enfermedad. En ratones con obesidad inducida por Dieta Alta en Grasas (DAG),
se ha demostrado que las crias tienen mayor susceptibilidad a desarrollar
obesidad y aumento de adiposidad, hiperlipidemia, hiperleptinemia, hipertension,
funcion pancreatica alterada y disminucion de la tolerancia a la glucosa (56).
Ademas, con la obesidad tenemos cambios inmunolégicos que impactan tanto en
la inmunidad celular como en la produccién de anticuerpos en los animales con
obesidad, efecto que ha sido estudiado en personas con obesidad, pero que poco
se sabe del impacto que podria tener sobre la descendencia. En la actualidad se
sabe, que el tejido adiposo es un componente importante en la induccion de
inflamacion de bajo grado, una condicibn que compromete al sistema

inmunoldgico por la activacion consecutiva del sistema inmune innato (57).

Por esta razdn en este trabajo evaluaremos si la obesidad de los padres tiene
impacto la respuesta inmune de la descendencia en un modelo murino. Utilizando
una vacuna contra el virus Influenza determinaremos su eficiencia ante el reto con
el virus, ya que como se menciond anteriormente, el ambiente en el que se
desarrollaran las futuras crias serda un ambiente inflamatorio que muy

probablemente tenga efectos a largo plazo en estos individuos (58).
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2. JUSTIFICACION

El sobrepeso y la obesidad, asi como sus complicaciones asociadas, representan
un serio problema de salud publica. Si bien la obesidad puede tener
consecuencias sobre la respuesta inmune en cualquier etapa de la vida, diversos
estudios proveen evidencias de que la obesidad pregestacional o aumento de
peso excesivo durante el embarazo, pueden influir en el desarrollo intrauterino y
aumentar la susceptibilidad de la descendencia presentar complicaciones a lo
largo de su vida, por lo tanto, la transmision intergeneracional de la susceptibilidad
a la obesidad, son areas que requieren mayor atencion. Sin embargo, las
consecuencias de la obesidad materna y/o paterna sobre alteraciones en el

sistema inmune de su descendencia ha sido poco estudiada.

Por esta razén es importante determinar si la obesidad puede tener consecuencias
sobre el tipo y la calidad de la respuesta inmune en la descendencia de quien la
padece. Una manera de evaluar si el sistema inmune se encuentra en Optimas
condiciones, es mediante la inmunizacién, es decir la vacunacion contra algun
patégeno y posteriormente el reto con el patégeno y medir diferentes mediadores
de la proteccion. De tal manera que en nuestro laboratorio contamos con un
modelo de vacunacion e infeccion murino utilizando el virus influenza adaptado a
infectar al ratén. Este modelo permite evaluar la eficacia de las vacunas contra

este virus, en un tiempo corto y de manera controlada.
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Los resultados obtenidos en este proyecto podrian servir de antecedente para
valorar si la misma relacion exista en seres humanos y su descendencia cuando

hay obesidad pregestacional.

Para alcanzar los objetivos de este proyecto, se utilizd la vacuna trivalente
comercial disponible para la aplicacion en humanos, la cual es de virus completo,
inactivada y fraccionada, en donde la inmunidad se basada en generar
anticuerpos neutralizantes contra la proteina HA. La vacuna fue aplicada en
ratones descendientes de ratones a los cuales se les indujo obesidad mediante el
consumo de una DAG. El resultado obtenido generara conocimiento sobre las
consecuencias de la obesidad parental en el sistema inmune de la descendencia,
resaltando la importancia de prevenir la obesidad en la poblacién humana debido
a los alcances que puede llegar a tener en la descendencia la infeccidn por el virus

de influenza.
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3. HIPOTESIS

La respuesta inmune protectora generada por la vacuna trivalente serd menor en
los ratones descendientes de padres con obesidad, causando un mayor riesgo de
morbilidad y mortalidad ante el reto con el virus influenza, comparado con ratones

nacidos de padres normopeso.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Evaluar el nivel de proteccion de la vacuna trivalente ante el reto con el virus
influenza en camadas de ratones nacidos de padres con obesidad comparado con
la respuesta ante el reto en camadas de ratones nacidos de padres con

normopeso

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar los niveles de anticuerpos séricos producidos en los ratones
vacunados con la vacuna trivalente en ratones descendientes de padres

con obesidad comparado con ratones nacidos de padres con normopeso

2. Evaluar el nivel de proteccidon proporcionado por la vacuna trivalente frente
al desafio del virus de la influenza en ratones descendientes de padres con

normopeso y obesidad.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefio de estudio y universo de trabajo

El estudio realizado fue un disefio experimental prospectivo y longitudinal que tuvo
como objetivo evaluar la eficacia de la vacuna trivalente contra el virus de la
influenza en camadas de ratones nacidos de progenitores con obesidad, al
enfrentarse al virus de la influenza. La variable independiente considerada fue la
obesidad de los progenitores, mientras que la variable dependiente fue la
respuesta del sistema inmunologico de la descendencia frente al virus de la
influenza. Este proyecto se llevd a cabo en el Laboratorio de Neuroinmunologia
del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, bajo la direccidon del Dr. Martin Gustavo
Pedraza Alva, y el Laboratorio de Inmunologia Viral de la Facultad de Medicina
bajo la direccion del Dr. Fernando Esquivel Guadarrama, asi como en el bioterio

de la Facultad de Medicina de la UAEM.

5.2 Modelo de estudio

Se emplearon ratones macho y hembra de la cepa C57BL/6J con edades entre 6 y
8 semanas, obtenidos del bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Estos
animales fueron alojados en condiciones estandar de bioterio, mantenidos en

aisladores con ciclos de luz de 12 horas y oscuridad de 12 horas. Los ratones
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utilizados en el estudio fueron descendientes de progenitores con obesidad.
Durante el experimento, se les suministré una dieta balanceada estéril y agua ad

libitum.

5.3 Induccion de obesidad

Inicialmente, la microbiota de los ratones utilizados durante este proyecto, fue
homogenizada mediante la mezcla de heces de una caja a otra durante un mes en
cada cambio de caja, lo cual favorece que la microbiota no sea un factor que
modifique el estado inmunoldgico y metabdlico de los ratones. Posteriormente, se
indujo la obesidad utilizando una dieta rica en grasas mediante el suministro de
pellets (D12492 de Research Diets), los cuales contienen un 60% de grasa, un
20% de proteina y un 20% de lipidos (Tabla 2). Esta dieta se administro durante 8
semanas. Antes del apareamiento, se evaluaron la ganancia de peso, los niveles
de glucosa en ayunas, los niveles lipidicos y la intolerancia a la glucosa. La dieta
alta en grasas (DAG) se suspendio al momento del nacimiento, y las crias, una
vez destetadas, recibieron un alimento estandar y balanceado. Los progenitores
del grupo de control fueron alimentados con una dieta estandar, y se evaluaron los

mismos parametros metabolicos mencionados anteriormente.
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Tabla 2: Parametros nutricionales de dieta control y dieta alta en grasa.
Dieta control (Teklad Global 18% Protein Extruded Rodent Diet (Sterilizable) 2018XS), dieta alta en grasa
D12492 de Research Diets

Contenido Dieta control Dieta alta en grasa
g% Kcal % g % Kcal %
Carbohidrato 44 58 26.3 20
Proteina 18.4 24 26.2 20
Grasa 13 18 34.9 60
Densidad energética 3.1 5.24
Kcallg

5.4 Prueba de tolerancia a la glucosa

Se llevaron a cabo pruebas de tolerancia oral a la glucosa en ratones que
desarrollaron obesidad después de 8 semanas de recibir la DAG. Estas pruebas
se realizaron después de un ayuno minimo de 4 horas. Antes de la administracion
de glucosa, se obtuvieron muestras de sangre para medir los niveles de glucosa a
través de un pequefio corte en la vena de la cola utilizando un glucometro portatil
con tiras reactivas (OneTouch). Se tomaron los niveles de glucosa basal como
referencia, seguidos de mediciones a los 15, 30, 60 y 120 minutos posteriores a la
administracién de una dosis de glucosa con una concentracién de 2g/kg de peso

corporal.
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5.5 Medicién de parametros lipidos en suero

Se analizaron los niveles de lipidos en sangre en los ratones que desarrollaron
obesidad tras 8 semanas de recibir la DAG (DAG). Esto se llevd a cabo mediante
la obtencion de muestras de sangre a través de un pequefio corte en la vena de la
cola y utilizando el medidor portatil (Mission® 3 in 1) que utiliza tiras reactivas con
una gota de sangre, se evalué el nivel de triglicéridos, colesterol total y
lipoproteinas de alta densidad (HDL). Los progenitores del grupo de control fueron
alimentados con una dieta estandar, y se evaluaron los mismos parametros

metabolicos mencionados anteriormente.

5.6 Toma de muestra de suero para medicion de anticuerpos

Se obtuvieron muestras de suero sanguineo a los 0 y 21 dias posteriores a la
vacunacién, utilizando un pequefio corte transversal en la cola después de
calentar a los animales con una lampara. Las muestras de sangre se centrifugaron
durante 5 minutos a 6000 rpm, y al finalizar, se recolect6 la fase sérica de las
muestras. Estas muestras se almacenaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL a -20°C
para su posterior uso en ensayos ELISA con el objetivo de determinar la

produccion especifica de anticuerpos contra la influenza.
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5.7 Vacunacion

Una vez que se obtuvieron las crias de ambos grupos, descendientes de padres
con normopeso Yy con obesidad, se mantuvieron junto a sus progenitores durante
un periodo de lactancia de 3 semanas. Al cumplir las 3 semanas de edad, fueron
destetados y se les tom6 una muestra de sangre mediante una pequefia incision
en la cola. La mitad de los animales fueron vacunados via subcutanea con 50
puLde la vacuna VAXIGRIP trivalente (Sanofi) via subcutanea, administrando una
dosis de 1.5 ug de HA para H1IN1, H3N2 y la cepa de influenza B Washington,
respectivamente. Los controles recibieron 50 pylLde solucion salina. Se recolect6
una muestra de sangre previa a la inmunizacion con la vacuna y antes del desafio
con el virus de influenza H3N2, a través de un pequefio corte en la cola, y se
almacenaron en tubos de 1.5 mL. Como control positivo, se utiliz6 una camada de
ratones sanos normopeso, sometidos al mismo procedimiento. Como control
negativo, se emplearon ratones no vacunados. En la tabla 3 se muestra se
describe el numero de ratones por grupo de experimento en ratones
descendientes deprogenitores con normopeso y obesidad. Mientras que en la
tabla 4 se muestra el numero de ratones por grupo de experimento en ratones

progenitores.
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Tabla 3: Descripcidon de los grupos experimentales en ratones descendientes: Todos los
ratones fueron vacunados a los 21 dias de edad y desafiados con el virus H3N2 a los 21 dias post-
vacunacion. En el caso de infeccion por Influenza la proteccion se evalué mediante la
supervivencia y la pérdida de peso.

# de ratones por

Grupo Tratamiento .
experimento

Control positivo

8
Descendientes de Con vacuna
Control . )
progenitores normopeso Control negativo 8
Sin vacuna
. Descendientes de Con vacuna 16
Experimental ] ]
progenitores con obesidad .
Sin vacuna 14

Tabla 4: Descripcion de los grupos experimentales en ratones progenitores: Todos los
ratones fueron vacunados a los 21 dias de edad y recibieron una segunda dosis de la vacuna a los
21 dias posteriores y después dueron desafiados con el virus H3N2 a los 21 dias post-vacunacion.
En el caso de infeccién por Influenza la proteccion se evalué mediante la supervivencia y la pérdida
de peso.

# de ratones por

Grupo Tratamiento )
experimento
Control positivo 5
_ Con vacuna
Control Progenitores hormopeso Control negativo .
Sin vacuna
Con vacuna 12
Experimental Progenitores con obesidad
Sin vacuna 11

5.8 Infecciéon con el virus Influenza.

Los ratones C57BL6/J descendientes de padres con obesidad fueron desafiados
con el virus de la influenza 21 dias después de la vacunacién. Para este
procedimiento, los ratones fueron anestesiados mediante inhalacion de una

solucion de isofluorano (Soflorane Vet, Laboratorio PisA) durante 10 a 15
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segundos. Una vez semiinconscientes, se les inoculd via intranasal con 50 uLde
un lisado de pulmén obtenido de ratones BALB/c infectados con el virus A/H3N2/
NT/60/68, con una dosis de 200 UFF. Tras la inoculacion con el virus, se
monitored la morbilidad (pérdida de peso y la aparicién de signos de enfermedad)
y la mortalidad durante los 14 dias siguientes a la infeccion. Los ratones que
perdieron mas del 25 al 30 % de su peso inicial fueron sacrificados, siendo

considerados fallecidos debido a la infeccion por influenza.

5.9 Analisis de la produccion de anticuerpos especificos.

Se llevo a cabo un ensayo de ELISA de captura para determinar la produccion de
anticuerpos especificos contra la influenza. En este procedimiento, se utilizd una
placa de 96 pozos (Costar, High Binding) en la cual se colocé antigeno (liquido
alantoide con el virus A/H1N1/New Caledonia/20/99 o A/H3N2/ NT/60/68) en cada
pozo. Las placas se incubaron a 4°C durante toda la noche 4 con 50 pL de liquido
alantoideo diluido 1:2 en PBS1x. Posteriormente, se realizaron dos lavados en la
placa con 150 yLde PBS 1x con Tween 0.05%, seguidos de un bloqueo con 150
ML de PBS 1x con Tween 20 al 0.05% y un 5% de leche descremada por dos
horas a 37°C. Luego, se realizaron cuatro lavados mas en la placa con 150 uLde
PBS 1x con Tween 20 al 0.05%, seguidos de la adicion por duplicado de 50 uL de
un anticuerpo anti-lgG totales de ratén acoplado a fosfatasa alcalina, diluido 1:200

en PBS 1x con Tween 20 al 0.05% y un 5% de leche descremada. Las placas se
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incubaron durante una hora a 37°C. Finalmente, se realizaron cuatro lavados
adicionales con PBS 1x con Tween 20 al 0.05%, seguidos del revelado con 50
pLde PNPP en 0.1% de dietalonamida por pozo. Una vez que se desarrollo el
color en aproximadamente 30 a 60 minutos, se tomaron las lecturas a 405 nm

utilizando un espectrofotometro MultiSkan 352 (Labsystem).

5.10 Analisis estadistico.

Para el analisis de datos, se utilizo el software GraphPad Prism Inc., version 8.0.2.
Se llevaron a cabo analisis de varianza (ANOVA) y/o pruebas t de Student para
determinar las diferencias entre los grupos experimentales. Ademas, se realizaron
Curvas de Supervivencia de log-rank de Mantel-Cox para comparar las tasas de
supervivencia entre los grupos experimentales. Se consideraron valores p< 0.05

(*), p< 0.01 (**), p< 0.001 (***), y p< 0.0001 (****), y no significativo como (ns).

6. RESULTADOS

6.1 Parametros metabdlicos de los progenitores

Si bien nuestro estudio se enfoca en la respuesta inducida por la vacuna trivalente
en los ratones descendientes de ratones con obesidad, en la Grafica 1, se muestra

la comparacién de pesos entre el grupo alimentado con dieta control y el grupo

alimentado con DAG, esto para demostrar que los padres efectivamente tenian un
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marcado aumento de peso con respecto a los ratones control. Se observa que el
grupo alimentado con una dieta balanceada tuvo un peso promedio de 24.89 g,
mientras que el grupo alimentado con DAG alcanz6 un peso promedio de 39.02 g.
En promedio, los progenitores alimentados con DAG tienen un 56% mas de peso
gue aquellos alimentados con dieta control, siendo esta diferencia

estadisticamente muy significativa.

Comparacién de peso en ratones progenitores
con dieta control y dieta alta en grasa

%k %k %k %k

607 ]

10- il

Control DAG
Dieta

Gréfica 1. Comparacion del peso promedio en ratones progenitores con dieta control y dieta
alta en grasa (DAG). El grupo control estuvo constituido por 13 ratones progenitores alimentados
con dieta control durante 8 semanas, mientras que el grupo DAG estuvo formado por 22 ratones
progenitores alimentados durante 8 semanas con dieta alta en grasa. Para el analisis estadistico,
se utilizo la prueba de t de Student no pareada para determinar la significancia estadistica entre los
grupos, considerando valores de p< 0.05 (*), p< 0.01 (**), p< 0.001 (***), y p< 0.0001 (****) y no
significativo como (ns). Se encontré una diferencia significativa en el peso entre los progenitores

alimentados con dieta control y aquellos alimentados con una DAG, con un valor de p es <0.0001.
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En la Grafica 2. Se muestran los resultados del analisis de la curva de tolerancia a
la glucosa los cuales revelan diferencias significativas entre los grupos de dieta
control y alta en grasa en varios momentos de medicién. La prueba de ANOVA de
dos vias muestra una interaccidbn no significativa entre los factores y una
contribucion considerable de la dieta (p < 0.0001) y el tiempo (p = 0.0068) en la
variaciéon de los datos. La diferencia entre las medias predichas indica una
disminucion significativa en los niveles de glucosa en la dieta control en
comparacion con la DAG (diferencia de -24.31 unidades, IC del 95%: -41.75 a -
6.864). Esto se confirma en varios puntos de tiempo de medicion, donde los
niveles de glucosa son significativamente mas bajos en la dieta control en
comparacion con la dieta DAG, especialmente a los 30 minutos (p = 0.0572). Sin
embargo, no se observan diferencias significativas en los niveles basales (p =
0.8968), a los 15 minutos (p = 0.5447), a los 60 minutos (p = 0.8265) y a los 120
minutos (p = 0.9991). Los detalles del test muestran consistencia con estas
conclusiones, destacando las diferencias en las medias y los tamafios de las

muestras en cada punto de tiempo de medicion.
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Curva de tolerancia a la glucosa en ratones
progenitores con dieta control y dieta alta en grasa
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Gréfica 2. Curva de tolerancia oral ala glucosa en ratones en ratones progenitores con dieta
control (DAG). El grupo control consistié en 10 ratones progenitores alimentados con dieta control
durante 8 semanas, mientras que el grupo DAG estuvo compuesto por 13 ratones progenitores
alimentados con dieta alta en grasa durante el mismo periodo. Las mediciones se realizaron
después de un ayuno de 4 horas, utilizando un glucometro portatil (OneTouch) para medir los
niveles de glucosa en muestras de sangre obtenidas de una pequefia incision en la vena de la
cola. Se tomaron mediciones de glucosa basal y a los 15, 30, 60 y 120 minutos después de la
administracion de una dosis de glucosa (2g/kg de peso corporal). Para el andlisis estadistico, se
utilizé la prueba de ANOVA de dos vias para determinar la significancia estadistica entre los
grupos, considerando valores de p< 0.05 (*), p< 0.01 (**), p< 0.001 (***), y p< 0.0001 (****) y no
significativo como (ns).

Asi mismo, se realizé un andlisis de los niveles basales de glucosa y perfil lipidico
en ratones progenitores alimentados con dieta control y se compararon con los
ratones alimentados DAG. En la Gréfica 3, se observé una diferencia significativa

en los niveles de glucosa entre los grupos de dieta control y dieta alta en grasa,
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con un valor de p ajustado de 0.0175. La glucosa basal fue significativamente mas
baja en los progenitores con dieta control en comparacion con aquellos con dieta

alta en grasa.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de
colesterol, triglicéridos (TG), lipoproteinas de alta densidad (HDL) y lipoproteinas
de baja densidad (LDL) entre los grupos de dieta control y dieta alta en grasa. Los
valores de p ajustados para estas comparaciones fueron mayores que 0.05, lo que

indica que las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Glucosay perfil lipidico en ratones
progenitores con dieta control y dieta alta en grasa

250 .
* B Dieta control

2004 El Dieta alta en grasa
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Grafica 3. Comparacion de los niveles medios de glucosa y perfil lipidico entre ratones
progenitores alimentados con dieta control (normopeso) y dieta alta en grasa (obesidad). Se
utilizé el test de comparaciones mdltiples de Sidak para analizar las diferencias entre los grupos.
Los resultados muestran que los niveles de glucosa fueron significativamente mas bajos en el
grupo de dieta control en comparacion con el grupo de dieta alta en grasa (diferencia media = -
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25.18, intervalo de confianza del 95% = -47.24 to -3.122, p ajustado = 0.0175). No se encontraron
diferencias significativas en los niveles de colesterol, triglicéridos (TG), lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y lipoproteinas de baja densidad (LDL) entre los grupos (p > 0.05 para todas las
comparaciones)."

6.2 Parametros metabdlicos y respuesta inmunoldgica de la progenie

Una vez determinado que los ratones progenitores alimentados con una dieta alta
en grasa desarrollaron obesidad después de 8 semanas de DAG, se observaron
niveles de glucosa basal alterados. Aun cuando, no se encontraron diferencias
significativas en los niveles de lipidos en suero entre los grupos de dieta control y
dieta alta en grasa. Se presume que estos parametros ya estaban disfuncionales
al momento de la cruza. La progenie obtenida de estos padres fue separada de
sus padres a los 21 dias de nacidos, recién destetados, y se observé que no hay
una diferencia significativa de peso, como se muestra en la Grafica 4. Lo que
sugiere que la DAG no ha tenido un efecto notable en el peso de los
descendientes de los progenitores con obesidad en comparacion con el grupo
control al menos a la edad en la que se inicio el experimento y dado que no habia
diferencia de peso suponemos que tampoco presentaban ninguna alteracion

metabdlica.
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Comparacion de peso en ratones descendientes
de progenitores con dieta control y DAG
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Gréfica 4. Comparacion del peso promedio en ratones descendientes de progenitores con
dieta control y dieta alta en grasa (DAG). El grupo control estd compuesto por 16 ratones de 21
dias de edad, descendientes de progenitores alimentados con dieta control durante 8 semanas,
mientras que el grupo DAG se compone de 31 ratones descendientes de progenitores alimentados
durante 8 semanas con DAG. Para el andlisis estadistico, se utilizé la prueba de t de Student no
pareada para determinar la significancia estadistica entre los grupos, considerando valores de p<
0.05 (*), p< 0.01 (**), p< 0.001 (***), y p< 0.0001 (****) y no significativo como (ns). No se encontrd
una diferencia significativa entre el grupo de ratones descendientes de progenitores alimentados

con dieta control y los alimentados con DAG.

Los ratones descendientes se dividieron en 4 grupos experimentales,
descendientes de padres con obesidad vacunados y otro sin vacunar, y de igual
manera para las crias de padres normopeso. La vacuna fue aplicada via
subcutanea, lo equivalente a 1.5 ug de HA de H1N1, 1.5 pg de la cepa H3N2 y 1.5

Mg de la cepa de influenza B Washington, respectivamente.

Para evaluar la proteccion inducida por la vacuna trivalente VAXIGRIP en los

grupos experimentales, los ratones fueron retados a los 21 dias posteriores a la
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vacunacion con el virus A/H3N2/ NT/60/68 de origen humano adaptado al raton,
en una dosis de 200 UFF via intranasal. Para evaluar la proteccion se tomaron en
cuenta la morbilidad y la mortalidad de los animales. Para la morbilidad se toma en
cuenta la perdida de peso a lo largo de 14 dias post reto. Se considerd6 como
muerte por influenza a aquellos ratones que perdieron el 30% de su peso inicial y

fueron sacrificados para evitar sufrimiento adicional al animal.

En la grafica 5, se muestran los resultados de los grupos experimentales: el grupo
1, compuesto por descendientes normopeso vacunados, que se establecié como
el grupo control positivo, es decir el de mayor proteccion. El grupo 2, compuesto
por descendientes normopeso sin vacuna, se considerd como el control negativo.
Se encontréo una diferencia importante entre los ratones vacunados y los no
vacunados (p = 0.0031), mostrando que la vacunacion ofrece mayor proteccion. A
los 8 dias después de la infeccion, el Grupo 1 perdi6 el 22.21% de su peso inicial y
recupero el 14.86% del peso perdido a los 14 dias. En contraste, el Grupo 2 perdié

el 30.4% de peso a los 8 dias y solo recuperoé el 1.63% a los 14 dias.

Bajo las mismas condiciones, los grupos 3 y 4, compuestos por ratones
descendientes de progenitores con obesidad, fueron vacunados y posteriormente
retados con el virus. El Grupo vacunado recupero el 16.3% de peso perdido a los
14 dias, mientras que el no vacunado recupero el 11.86%. Las pruebas de Tukey
mostraron una diferencia significativa entre los ratones no vacunados
descendientes de padres normopeso y los vacunados descendientes de padres

con obesidad (p = 0.0171) con un valor de p< 0.05 (*). Estos resultados indican
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que la vacunacion tuvo un efecto significativo en la prevencion de la pérdida de
peso asociada a la infecciéon por el virus de influenza en ratones descendientes de
progenitores normopeso. Se observé que, en los ratones descendientes de padres
con obesidad, la pérdida de peso es menor, incluso en los ratones no vacunados.
Por ende, sugieren que la respuesta a la vacunacion varia dependiendo del peso

inicial de los ratones, siendo mas efectiva en ratones con normopeso.
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Gréfica 5: Pérdida de peso post-infecciéon con 200 UFF del virus de influenza H3N2 en
ratones descendientes de progenitores con normopeso y obesidad. Ratones de la cepa
C57BL6J descendientes de padres con normopeso y obesidad fueron inmunizados a los 21 dias

de edad con 50 pLde la vacuna trivalente via subcutanea en una dosis de 1.5 pyg de HA para
H1N1, H3N2 y de influenza B cepa Washintong, o recibieron solo vehiculo (no vacunados). 21 dias
posteriores a la inmunizacion fueron retados i.n. con 200 UFF del virus de influenza. Los ratones
fueron monitoreados durante los 14 dias posteriores a la infeccion, para la observacion de signos
de enfermedad y pérdida de peso. Se realizaron pruebas de comparaciones mdultiples de Tukey’s
para determinar las diferencias entre los grupos, considerando valores de p< 0.05 (*), p< 0.01 (**),
p< 0.001 (***), y p< 0.0001 (****). Se encontré una diferencia significativa (p< 0.01 (**)) en el grupo
de normopeso no vacunado comparado con el grupo normopeso vacunado y p< 0.05 (*) obesidad
vacunado comparado con el grupo de hormopeso no vacunado.
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En la grafica 6, se muestra la tasa de supervivencia de los diferentes grupos
experimentales. Se observa que en los ratones descendientes de progenitores con
normopeso vacunados, tiene una tasa de supervivencia del 50.9%, mientras que
los ratones descendientes de progenitores normopeso que no fueron vacunados,
presenta una tasa de supervivencia del 11.4%. Por otro lado, en el grupo
compuesto por descendientes de progenitores con obesidad que fueron
vacunados, muestra una tasa de supervivencia del 29.45%, mientras que el ultimo
grupo, formado por descendientes de progenitores con obesidad que no fueron

vacunados, tiene una tasa de supervivencia del 35.37%.

Se realizé una comparacion de las curvas de supervivencia entre los grupos
aplicando el test de log-rank de Mantel-Cox, no encontrando una diferencia
significativa entre las curvas de supervivencia de los grupos. Aunque la diferencia
no alcanzo6 significancia estadistica, la tasa de supervivencia del grupo de
descendientes de progenitores con normopeso que fueron vacunados (50.9 %) es
mas alta que la del grupo de descendientes de progenitores con obesidad
vacunado (29.45%), mostrando una tendencia en la disminucién en la mortalidad y
morbilidad de los ratones vacunados tanto en ratones descendientes de ratones
normopeso como en ratones descendientes de padres con obesidad. Es
importante mencionar que también los dias de evolucion de la enfermedad
muestran que los ratones no vacunados mueren dias antes que los que mueren

del grupo vacunado.
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Gréfica 6. Tasa de supervivencia post-infeccién en ratones retados con virus de influenza
H3N2 descendientes de progenitores con normopeso y obesidad. Los ratones descendientes
de padres con normopeso y con obesidad fueron inmunizados a los 21 dias de edad con 50 jLde
la vacuna trivalente via subcutanea, seguido de un desafio con 200 UFF del virus de influenza a
los 21 dias. Se observo la tasa de mortalidad durante los 14 dias posteriores a la infeccion. Para el
andlisis estadistico, se llevé a cabo una comparacién de las curvas de supervivencia entre los
grupos utilizando el test de log-rank de Mantel-Cox. Los resultados indicaron que no se encontré
una diferencia significativa entre las curvas de supervivencia de los grupos (Chi-cuadrado = 2.5086,
grados de libertad = 3, p = 0.47).

En la Gréfica 7, se presenta una comparacion de la respuesta a la vacunacion,
mostrando los dias de sobrevida en ratones descendientes de progenitores con
normopeso y obesidad, tanto vacunados como no vacunados. Mediante el analisis
de comparaciones multiples de Tukey, se determiné que no existen diferencias
significativas entre ninguno de los grupos en cuanto a su respuesta a la

vacunacion.
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Grafica 7. Comparaciones de la respuesta a la vacunacion en ratones descendientes de
progenitores con normopeso y obesidad. Los ratones descendientes de padres con normopeso
y con obesidad fueron inmunizados a los 21 dias de edad con 50 UL de la vacuna trivalente via
subcutanea, seguido de un desafio con 200 UFF del virus de influenza 21 dias después. Se
observé la tasa de mortalidad durante los 14 dias posteriores a la infeccién. Para el andlisis
estadistico, se realiz6 la prueba de Tukey de mdltiples comparaciones, las barras representan la
diferencia media entre los grupos comparados, y los intervalos de error muestran el intervalo de
confianza del 95% para estas diferencias medias. Los resultados indicaron que no se encontré una
diferencia significativa entre los grupos.

En la siguiente grafica se muestran los niveles de anticuerpos especificos contra el
virus de influenza en ratones vacunados y sobrevivientes a la infeccion. Los
anticuerpos séricos fueron determinados utilizando un ensayo de ELISA de
captura. En la gréfica 8, se observa una diferencia significativa en los niveles de
anticuerpos especificos contra influenza H3N2 entre ratones normopeso

vacunados y no vacunados. Los niveles son significativamente mas altos en los
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ratones normopeso vacunados y desafiados con el virus (p < 0.01) en
comparacién con los no vacunados. Sin embargo, se encontr6 que solo 4 ratones
presentaron niveles de anticuerpos por encima de la linea de fondo, y otros 4

mantuvieron niveles similares a los detectados antes de la inmunizacion.

En los otros grupos, no se hallaron diferencias significativas en los niveles de
anticuerpos entre ratones normopeso y obesos, ya sean vacunados o no. Entre los
ratones descendientes de progenitores con obesidad que fueron vacunados, de un
total de 16 ratones, 5 tuvieron anticuerpos detectables, similares a los niveles de
los ratones normopeso después de la vacunacion y la infeccion. Incluso entre los
gue sobrevivieron a la infeccidn, los niveles de anticuerpos fueron similares a los

de los ratones normopeso.

Un resultado sorprendente fue observado en el grupo de descendientes de
progenitores con obesidad que no fueron vacunados. A pesar de no recibir la
vacuna, sobrevivieron mas a la infeccion que el grupo de descendientes de
progenitores normopeso. Solo 1 ratdn en este grupo sobrevivid y genero
anticuerpos, lo que destaca la importancia de explorar mas a fondo céomo la
obesidad y otros factores pueden influir en la respuesta inmune ante la influenza.
Estos resultados sugieren que existen otros mecanismos protectores en los
ratones vacunados, como la respuesta de células T CD4 y T CD8, parametros no
evaluados durante este estudio. Asi mismo, se evaluaron los niveles de
anticuerpos especificos para la cepa H1N1, esto debido a que la vacuna trivalente

posee ambas cepas en su formulacién, sin embargo, los niveles de anticuerpos
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séricos contra H1N1, fueron muy bajos mostrado la inmunodominancia de la cepa

H3N2, lo que llevé a continuar la evaluacion exclusivamente para esta cepa.

Anticuerpos sericos (g G) especificos
contra influenza H3N2
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Gréfica 8. Anticuerpos especificos contra influenza H3N2 en ratones descendientes de
progenitores con normopeso y obesidad, divididos en grupos vacunados y no vacunados
con la vacuna trivalente contra influenza. Se determinaron los niveles de anticuerpos
especificos contra influenza mediante una Elisa de captura, utilizando sueros recolectados a los 21
dias después de la vacunacion y a los 14 dias después de la infeccion con 200 UFF del virus de
influenza H3N2. Se realizaron pruebas de comparaciones mltiples de Dunnett para determinar las
diferencias entre los grupos, considerando valores de p< 0.05 (), p< 0.01 (), p< 0.001 (), y p<
0.0001 (****), y no significativo como (ns). Se encontré una diferencia significativa (p< 0.01 (**)) en
el grupo de normopeso no vacunado comparado con el grupo normopeso vacunado.

6.3 Respuesta inmunoldgica de los progenitores

Dado que no encontramos grandes alteraciones en la respuesta inmune de los
descendientes de progenitores con normopeso y descendientes de progenitores

con obesidad vacunados, en cuanto a su produccion de anticuerpos especificos y
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supervivencia, evaluamos la respuesta inmunolégica en los progenitores. Como se
mostrd en las Gréficas 1 y 2, los ratones alimentados con DAG desarrollaron
obesidad tras 8 semanas de DAG y mostraron alteraciones en los niveles basales

de glucosa.

Los ratones progenitores alimentados con dieta control o DAG se dividieron en 4
grupos experimentales, progenitores con normopeso y obesidad vacunados y otro
sin vacunar. La vacuna fue aplicada via subcutanea, lo equivalente a 1.5 ug de HA
de HIN1, 1.5 pg de la cepa H3N2 y 1.5 ug de la cepa de influenza B Washington,
a las 14 semanas de edad, la inmunizacion se repiti6 3 semanas despueés
(refuerzo). La primera vacuna se administrO para estimular la respuesta inmune
inicial contra el virus de la influenza. El refuerzo se administra después de 21 dias
para fortalecer y prolongar esta respuesta inmune, especialmente en ratones con

obesidad, donde la respuesta inmune puede estar comprometida.

Para evaluar la proteccion inducida por la vacuna trivalente VAXIGRIP en los
grupos experimentales, los ratones fueron retados a los 21 dias posteriores a la
vacunacion con el virus A/H3N2/ NT/60/68 de origen humano adaptado al raton,
en una dosis de 200 UFF via intranasal. Para evaluar la proteccién se tomaron en
cuenta la morbilidad y la mortalidad de los animales. Para la morbilidad se toma en
cuenta la perdida de peso a lo largo de 14 dias post reto. Se consider6 como
muerte por influenza a aquellos ratones que perdieron el 30% de su peso inicial y

fueron sacrificados para evitar sufrimiento adicional al animal.
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Como se observa en la grafica 9. La prueba de Dunnett para comparaciones
multiples revela diferencias significativas en el porcentaje de peso perdido entre

varios grupos:

Entre los ratones normopeso vacunados y no vacunados, no se encontraron
diferencias significativas (p = 0.1574), lo que sugiere que la vacunacion en ratones
normopeso no tuvo un impacto significativo en la pérdida de peso después de la
infeccion. Se observé que los ratones normopeso vacunados experimentaron una
pérdida maxima de peso del 25% de su peso inicial al dia 5 después de la
infeccion por el virus de la influenza. Sin embargo, mostraron una recuperacion del
8% al dia 14 post-infeccion. En contraste, los ratones normopeso sin vacuna
continuaron perdiendo peso hasta el dia 9, con una pérdida del 32% de su peso
inicial, y solo lograron recuperar un 2% al dia 14. Sin embargo, se observan
diferencias significativas entre los ratones normopeso vacunados y los ratones con
obesidad, ya sea vacunados o no vacunados. Los ratones con obesidad, tanto
vacunados (p < 0.0001) como no vacunados (p = 0.0001), perdieron
significativamente menos peso después de la infeccion en comparacion con los
ratones normopeso vacunados. Los ratones con obesidad que fueron vacunados
mostraron una pérdida maxima de peso del 8.25% de su peso inicial al dia 8
después de la infeccidn y lograron recuperar aproximadamente el 7.3% de su peso
al dia 14, casi volviendo a su peso inicial. En contraste, los ratones con obesidad
gue no fueron vacunados experimentaron una pérdida del 13.24% de su peso

inicial al dia 9, seguida de una recuperacion del 8% al dia 14.
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Estos resultados sugieren que la obesidad en los progenitores influye
significativamente en la pérdida de peso posterior a la infeccion por el virus de la
influenza, con una mayor pérdida de peso observada en progenitores con

normopeso, independientemente de si fueron vacunados o no.
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Gréfica 9: Pérdida de peso post-infecciéon con 200 UFF del virus de influenza H3N2 en
ratones progenitores con normopeso y obesidad. Ratones de la cepa C57BL6J progenitores
con normopeso y obesidad fueron inmunizados a las 14 semanas de edad con 50 JLde la vacuna
trivalente via subcutanea en una dosis de 1.5 yg de HA para H1N1, H3N2 y de influenza B cepa
Washintong, o recibieron solo vehiculo (no vacunados). La inmunizacion se repiti6 3 semanas
después (refuerzo). 21 dias posteriores a la segunda inmunizacion fueron retados i.n. con 200 UFF
del virus de influenza. Los ratones fueron monitoreados durante los 14 dias posteriores a la
infeccion, para la observacién de signos de enfermedad y pérdida de peso. Se realizaron pruebas
de comparaciones mdultiples de Tukey's para determinar las diferencias entre los grupos,
considerando valores de p< 0.05 (*), p< 0.01 (**), p< 0.001 (***), y p< 0.0001 (****). Se encontrd
una diferencia significativa (p< 0.01 (**)) en el grupo de normopeso no vacunado comparado con el
grupo normopeso vacunado y p< 0.05 (*) obesidad vacunado comparado con el grupo de
normopeso no vacunado.
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En la gréfica 10, se muestra la tasa de supervivencia después de la infeccion con
el virus de influenza en ratones normopeso y con obesidad vacunados y no
vacunados. En el grupo control (alimentado con dieta estandar), se observé que
comenzd a perder peso después del reto con el virus de influenza, el 40% murio
entre el dia 7 y 9 el 60% de los ratones sobrevivieron. En el grupo de padres que
fueron alimentados con DAG vacunados, tuvo una mortalidad del 100 % entre el
dia 6 y 10. En un tercer grupo, ratones alimentados con DAG no vacunados, se
observo una tasa de supervivencia del 33.33%. Cuando los ratones pierden del 25

al 30 % de su peso corporal, son considerados como muerte por Influenza.
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Gréfica 10. Tasa de supervivencia post-infeccion con el virus de influenza H3N2 en ratones
normopeso y obesidad (progenitores). Los ratones progenitores con normopeso y obesidad
fueron inmunizados después de 8 semanas de alimentacién estandar o DAG, con 50 [Lde la
vacuna trivalente via subcutanea, seguido de un desafio con 200 UFF del virus de influenza 21
dias después. Se observo la tasa de mortalidad durante los 14 dias posteriores a la infeccion. Para
el andlisis estadistico, se llevo a cabo una comparacién de las curvas de supervivencia entre los
grupos utilizando el test de log-rank de Mantel-Cox. Los resultados indicaron que no se encontrd
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una diferencia significativa entre las curvas de supervivencia de los grupos (Chi-cuadrado = 11.95,
grados de libertad = 3, p = 0.0076).

Ademas, se determinaron los niveles de anticuerpos especificos contra la
influenza en ratones progenitores con dietas control y DAG mediante un ensayo
de ELISA de captura, grafica 11. Se realiz6 un andlisis estadistico de
comparaciones multiples de Sidak, el cual revel6 diferencias significativas en los
niveles de anticuerpos especificos contra la influenza H3N2 entre los grupos de
ratones evaluados. En primer lugar, se observo una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.0001) en los niveles de anticuerpos especificos contra la
influenza entre los ratones progenitores normopeso vacunados y no vacunados.
Los niveles de anticuerpos fueron significativamente mas altos en los ratones
normopeso vacunados en comparacion con los no vacunados. Ademas, se
encontré una diferencia estadisticamente significativa (p=0.0005) en los niveles de
anticuerpos especificos contra la influenza entre los ratones progenitores
normopeso vacunados y los ratones progenitores con obesidad vacunados. Los
niveles de anticuerpos fueron mas altos en los ratones normopeso vacunados.
Asimismo, se identificé una diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001) en
los niveles de anticuerpos especificos contra la influenza entre los ratones
progenitores normopeso vacunados y los ratones progenitores con obesidad no
vacunados. Los niveles de anticuerpos fueron significativamente mas altos en los

ratones normopeso vacunados.
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Estos resultados sugieren que la vacunacion contra la influenza tiene un impacto
significativo en la produccion de anticuerpos especificos en ratones normopeso en

comparacion con los ratones no vacunados y los ratones con obesidad.
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Gréfica 11. Anticuerpos séricos especificos contra influenza H3N2 en ratones normopeso y
con obesidad, divididos en grupos vacunados y no vacunados con la vacuna trivalente. Se
analizaron los niveles de anticuerpos mediante ELISA de captura, utilizando sueros recolectados a
los 21 dias después de la primera y segunda vacunacion, y a los 14 dias después de la infeccion
con 200 UFF del virus de influenza H3N2. El andlisis estadistico de comparaciones mdltiples de
Sidak revela diferencias significativas en los niveles de anticuerpos especificos contra la influenza.
Las comparaciones entre ratones progenitores normopeso vacunados y no vacunados, asi como
entre ratones progenitores normopeso vacunados y ratones progenitores con obesidad vacunados
y no vacunados, muestran diferencias estadisticamente significativas, con valores de p ajustados
<0.0001 y 0.0005 respectivamente.

69



7. DISCUSION

La obesidad representa un gran reto para la salud publica ya que ejerce un
impacto considerable sobre la respuesta inmune del organismo, lo cual aumenta
significativamente la susceptibilidad a las infecciones y sus complicaciones. Se ha
documentado que la obesidad induce un estado de inflamacién crénica que
conlleva cambios significativos en la funcion de las células del sistema inmune,
resultando en una desregulacion generalizada y favoreciendo la aparicion de
procesos inflamatorios exacerbados. Este estado inflamatorio cronico asociado
con la obesidad puede afectar negativamente la capacidad del sistema inmune
para montar una respuesta eficaz ante patdgenos como el virus de la influenza,
infeccion respiratoria que suele ser grave e incluso causar la muerte, tanto en
humanos como en animales con obesidad, en donde aumenta el riesgo de
complicaciones aun en individuos vacunados (40,59). Si bien la obesidad puede
presentarse en todas las etapas de la vida, en nuestro trabajo nos enfocamos a
evaluar el impacto de la obesidad parental sobre la descendencia, particularmente
en la respuesta inmune protectora generada por una vacuna comercial contra el
virus influenza, para posteriormente ser retados con un virus influenza de origen
humano, adaptado para infectar raton, de tal manera que el modelo, nos permitié
evaluar la produccion de anticuerpos, la morbilidad y la mortalidad, parametros

gue indican el grado de eficiencia de la vacuna administrada.
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La vacunacion contra el virus influenza sigue siendo la principal medida preventiva
para evitar complicaciones y enfermedades graves asociadas con esta infeccion
respiratoria. La influenza afecta principalmente a personas con sistemas inmunes
comprometidos, adultos mayores y nifios menores de 2 afios. En el caso de
individuos con enfermedades crdonicas como la obesidad, la diabetes o el
sindrome metabdlico, la infeccién por influenza puede causar neumonia grave e
incluso la muerte (60), por lo que la vacunacion es ampliamente recomendada,
aunque se ha estudiado que en estas enfermedades cronicas la respuesta
inducida por las vacunas puede ser deficiente (59), por lo tanto, es crucial
comprender como factores como la obesidad de los progenitores pueden afectar la
respuesta a la vacunacion y la infeccion por el virus de influenza en los

descendientes.

Durante el desarrollo de la primera parte del presente proyecto se generaron los
ratones con obesidad alimentados con una DAG, esta dieta es comercial por lo
gue se conoce su contenido preciso de macro y micronutrientes, y administrada
durante 8 semanas generé aumento en el peso de los ratones. Este modelo se
encuentra ampliamente caracterizado y estandarizado en el laboratorio del Dr.
Gustavo Pedraza del IBT-UNAM. Durante el proceso de generacion de obesidad,
es importante mezclar heces fecales de los animales que estan con DAG con los
normopeso con dieta estandar, esto minimizara la posible influencia de la
microbiota en los cambios metabdlicos e inmunoldgicos de los ratones (61). Una

vez pasadas las 8 semanas y con un notable aumento del peso casi el 40%,
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tomamos parametros bioquimicos, tales como la glucosa basal, curvas te
tolerancia oral a la glucosa, triglicéridos, HDL y LDL. El colesterol total no fue
posible de medir con el equipo portatil que se utilizd, muy probablemente a la
sensibilidad de las tiras reactivas utilizadas, en todos los casos nos marcaba por
abajo del limite de deteccion. Si bien los cambios no fueron muy evidentes, la
glucosa basal muestra un aumento significativo en los ratones con obesidad, lo
gue nos indica que hay cambios en el metabolismo. Cabe mencionar que estos
ratones son muy jovenes y el tiempo de induccion es relativamente corto, por lo
gue con mas tiempo de alimentacion con DAG, los ratones desarrollaran mas
signos del sindrome metabdlico y marcadores de inflamacién (61). Teniendo estos
datos, se procedi6 a realizar las cruzas poniendo a ambos padres con obesidad,
esperando que las cruzas fuesen exitosas. Se colocaron de 2 a 3 hembras por
macho, tratando de aumentar la probabilidad de embarazo. Las hembras una vez
prefiadas, fueron separadas y se siguieron alimentando con la DAG hasta el
destete de sus crias, el cual se lleva a cabo a los 21 dias de nacidos. Cabe
mencionar, que estas cruzas resultaron muy complicadas, pues los ratones tanto
hembras como machos presentan un aumento importante en el peso corporal y
una baja en la fertilidad, ademas de que algunas de las hembras que daban a luz,
se comieron a sus crias, muy probablemente por el estado metabdlico alterado en
el gue se encuentran. Los descendientes eran separados en machos y hembras y
posteriormente alimentados con una dieta balanceada, pues el objetivo de este

trabajo se centra en el efecto de la obesidad de los progenitores, y no del efecto

72



de la dieta en los descendientes. Los animales fueron divididos en grupos para ser

retados con el virus, y otros grupos para ser vacunados y posteriormente retados.

Para el caso de los ratones progenitores alimentados con la dieta estandar o con
la DAG, también fueron inmunizados con la vacuna trivalente y retados para
evaluar el efecto de la obesidad sobre la respuesta inmune utilizando el modelo de
vacunacion e infeccion por Influenza. Los resultados obtenidos fueron contrarios a
lo esperado y lo reportado por Alarcon et al., en donde los ratones alimentados
con una dieta alta en grasa y con obesidad, entre mayor era el aumento de peso,
mayor la gravedad de la infeccion. En nuestros ensayos, los ratones con obesidad
presentaron una menor pérdida de peso y una mayor tasa de sobrevida, siendo la
mortalidad de un 25 % en los ratones con obesidad vacunados y en los no
vacunados del 50 %. Con respecto a los ratones normopeso, presentaron una
severidad mayor ante el reto sobreviviendo solo el 25% de los ratones no
vacunados y alrededor de un 60% en los vacunados. En ambos grupos, se
demuestra que la vacunaciéon es un factor protector contra la enfermedad grave y
muerte. Cabe mencionar, que la diferencia principal entre lo reportado por Alarcon
et al., y otros grupos como el de Guo et. al., es el tiempo de alimentacion de los
ratones a los que se les induce obesidad pues a diferencia de los nuestros que
fueron alimentados por alrededor de 8 semanas, estos ratones fueron alimentados
por aproximadamente 20 semanas, lo cual podria estar relacionado con que no
hay un dafio fisiol6gico establecido y el estado de inflamacion crénica no ha sido

suficiente como para deteriorar el sistema inmune bajando su eficiencia (62,63).
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Por otra parte, existen evidencias de que, en ciertos contextos, la obesidad puede
conferir proteccion ante ciertos patdgenos. A este fendbmeno se le conoce como la
‘paradoja de la obesidad”. Este fendmeno sugiere que el aumento en el tejido
adiposo puede tener un papel sobre la respuesta inmune actuando como un
reservorio de energia lo cual permite un menor deterioro de los tejidos (62,64),
ademas de algunas teorias en donde en la obesidad hay disfuncién de las células
T citotoxicas lo cual generaria un menor dafio a nivel pulmonar (65), sin embargo,
faltan estudios que demuestren en que contextos la obesidad podria estar
actuando como un factor protector o de resistencia hacia las infecciones por el
virus Influenza. Estos ensayos se llevaron a cabo en ratones macho y hembra con
obesidad que no fueron utilizados para las cruzas, o que no lograron el embarazo.
Los resultados fueron interesantes, por lo que se plantea en algun futuro seguir
estudiando el fendmeno observado en ratones con obesidad. Una vez que se
tenian datos sobre los ratones que serian los progenitores, procedié a evaluar
entonces la respuesta en los ratones descendientes. Aunque se sabe poco de
como el sobrepeso y la obesidad pregestacional o gestacional afecta al sistema
inmune, es importante destacar que el impacto de estos factores ambientales
durante la morfogénesis y diferenciacion de otros érganos y sistemas ha sido
ampliamente descrito, como en el caso del desarrollo del sistema nervioso, en
donde es evidente que la obesidad materna tiene efectos negativos (66,67). Por
esta razon, en este trabajo se plante6 el evaluar el sistema inmune de ratones
descendientes de padres con obesidad, utilizando el modelo de vacunacion-reto

con el virus influenza, el cual esta ampliamente caracterizado en nuestro
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laboratorio (68). Este modelo permitié evaluar el grado de proteccion inducido por
la vacuna trivalente comercial ante el reto con un virus influenza adaptado para
infectar ratones. Aunque la vacuna utilizada en nuestro estudio induce una
proteccién parcial, esto debido a que la cepa vacunal es diferente a la cepa con la
gue retamos a los animales, nos resultd suficiente para evaluar su eficacia en este
contexto particular. El primer dato interesante, es que los ratones descendientes
de padres con obesidad no presentan cambios en el peso corporal al llegar al
destete, lo que nos indica que los ratones aun nacidos y lactados por madres con
obesidad, no presentan dafios metabolicos que se observen a corto plazo, al igual
gue los parametros bioquimicos los cuales resultaron normales. Sin embargo,
existen evidencias de que tanto humanos como modelos animales hijos de madres
con obesidad, cuando son adultos y envejecen tienen un mayor riesgo de
desarrollar obesidad y enfermedades metabdlicas que los descendientes de
padres normopeso (69,70). No obstante, en nuestro proyecto se utilizaron ratones
jovenes vacunados al destete, esto con la finalidad de evitar que la edad y el
posible deterioro metabdlico, influyeran sobre la respuesta inmune, que en nuestro
contexto tendria que verse alterada por el ambiente obesogénico e inflamatorio de

los padres.

Una vez que se logré tener un nimero suficiente de crias para establecer los
grupos experimentales, estos fueron vacunados y posteriormente retados con el
virus de la cepa H3N2, el cual es altamente virulento en dosis mayores a 200 UFF.

Este virus causa una infeccion respiratoria aguda que provoca la pérdida de peso,
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pelo erizado, letargo y eventualmente la muerte(15) . Sin embargo, cuando hay una
vacunacion, estos signos y la mortalidad se ven disminuidas. En los resultados se
observé que en los ratones descendientes de ratones normopeso, la diferencia en
la pérdida de peso entre ratones vacunados y no vacunados es significativa,
evidenciando que la vacunacién tuvo un efecto protector contra la pérdida de peso
asociada a la infeccion por influenza. Sin embargo, la proteccion inducida por la
vacuna trivalente no fue tan evidente en los ratones descendientes de
progenitores con obesidad, sugiriendo una posible disfuncion en la respuesta
inmune. En cambio, en los ratones descendientes de padres normpeso, los
resultados fueron los esperados, pues hay cambios tanto en la morbilidad como en
la mortalidad, siendo evidente el beneficio de la vacunacion en este grupo.
Cuando se llevo a cabo el reto con el virus infecciosos, los ratones descendientes
de padres con obesidad, no mostraron diferencias entre la perdida de peso y en la
tasa de mortalidad, la cual paradéjicamente, es menor que en los ratones
vacunados descendientes de padres normopeso, lo cual nos sugiere, que hay un
mecanismo metabdlico diferencial que protege de la pérdida de peso, en donde al
parecer, los ratones descendientes de padres con obesidad presentan una mejor
recuperacion ante el reto en los ratones sobrevivientes. Sin embargo, en los
ratones vacunado y no vacunados descendientes de padres con obesidad, no hay
diferencias en la perdida de peso, teniendo ambos grupos una tasa de mortalidad
de aproximadamente 30%, comparado con arriba del 50 % en ratones vacunados
descendientes de padres normopeso. Este resultado, era de esperarse, pues la

vacuna parece no estar teniendo un efecto protector en los ratones descendientes
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de padres con obesidad, como lo planteado en nuestra hipotesis, sin embargo, la
menor pérdida de peso, y la alta recuperacion posterior al reto, nos habla de un
mecanismo de resistencia a la infecciébn anteriormente mencionado en el trabajo
de Guo et al.,, 2017, en donde los descendientes de madres con obesidad que
fueron alimentadas con dietas altas en grasa durante 20 semanas, muestran una
mejor recuperacion, menor dafio pulmonar en una infeccion con el virus Influenza
(71). La diferencia principal, entre el reporte previo de Guo, et al. con nuestro
proyecto, es que nosotros vacunamos e infectamos muy cercanos al destete,
mientras que el grupo de Guo, infecta cuando la descendencia cumplié 20
semanas de edad, mostrando el efecto de la obesidad materna y de la dieta alta
en grasa sobre el sistema inmune a largo plazo, demostrando una resistencia a la
infeccion por el virus influenza en los ratones cuyas madres tuvieron obesidad,
reflejando un menor dafio pulmonar, menor perdida de peso y una mejor funcion
de células T, sugiriendo que hay una respuesta de células T diferencial, que en
este caso genera proteccion. Cabe mencionar, que en el caso de neumonia por el
virus Influenza, hay una gran actividad de células T que, en algunas condiciones,
provoca mas dafio que reparacion, por lo que, el que haya menos células T en los
ratones descendientes de madres con obesidad podria explicar en parte el
fendmeno de resistencia y recuperacion en estos (40,72). Estos resultados son
similares a los que nosotros observamos, sin embargo, en este trabajo no se
evalla la vacunacion, solo la infeccion en ratones adultos descendientes de
madres con obesidad (71). La induccién en la produccién de anticuerpos en la

vacunacién es de suma importancia para la resoluciéon de la infeccion, y para
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proteger de futuros encuentros con el mismo patégeno. En este proyecto, se midié
la produccién de anticuerpos especificos contra el virus influenza a los 21 dias
post-inoculacién de la vacuna, y a los 21 dias post-reto en los ratones
sobrevivientes. Los resultados que obtuvimos en cuanto a los niveles de
anticuerpos, se destac6 una diferencia significativa entre los ratones
descendientes de progenitores con normopeso vacunados y los no vacunados,
como esperdbamos, hay una mayor produccién en los ratones que recibieron la
vacuna. Al comparar los niveles de anticuerpos entre los ratones descendientes de
progenitores con obesidad y los descendientes de progenitores con normopeso sin
vacuna, observamos que hay una tendencia a una mayor produccion de
anticuerpos en el grupo de ratones descendientes de padres con obesidad incluso
mayor que en los descendientes de padres normo peso. Aunque este resultado no
fue significativo, es importante evaluar si estos anticuerpos son funcionales, el
isotipo y el grado de neutralizacion. En los ratones vacunados del grupo de los
ratones descendientes de padres con obesidad, observamos que la produccion
pre-reto y post-reto es muy baja, algo que no nos podria estar indicando que la
obesidad parental podria estar afectando la produccion de anticuerpos, como lo
observado tanto en pacientes vacunados como en modelos murinos de
vacunaciéon contra influenza, en donde la obesidad, la diabetes y otras
enfermedades cronicas afectan la produccién de anticuerpos disminuyendo la

eficacia de la vacuna (73,74).
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Con base en estos resultados, se observa que la vacuna trivalente VAXGRIP es
menos eficiente en los ratones descendientes de padres con obesidad, mostrando
una tendencia a tener mayor tasa de mortalidad, menor produccion de
anticuerpos, pero menor pérdida de peso y una mayor recuperacion en los ratones
sobrevivientes como lo observado por (71), lo cual nos sugiere algin mecanismo
metabdlico o alguna reserva energética que pudiese estar actuando como un
mecanismo protector ante la pérdida de peso por la infeccién por el virus influenza,
ya que este fendmeno también fue observado en los ratones con obesidad, sin
embargo, la mortalidad es mayor, demostrando que efectivamente la obesidad es
un factor de riesgo para enfermedad grave y muerte, como lo ya reportado para la
infeccion por el virus influenza, en donde la obesidad exacerba los sintomas y
complica la recuperacion (63). Los resultados obtenidos, muestran que la
obesidad parenteral impacta en la respuesta inmune protectora ante retos
inmunoldgicos como las vacunas y las infecciones virales, por lo que es necesario
seguir estudiando los elementos inmunes alterados en estas condiciones, y
ademas, analizar el fenbmeno de la paradoja de la obesidad que podria estar
contribuyendo a una resistencia a la infeccién, y una recuperacion mas rapida en

los ratones infectados.
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8. CONCLUSIONES

Conclusiones en Descendientes de Progenitores con Obesidad:

e Los ratones descendientes de progenitores con obesidad no vacunados
muestran una menor pérdida de peso durante la infeccion por influenza y

tienen una recuperacién mas rapida en comparacion con otros grupos.

e La tasa de supervivencia en ratones descendientes de progenitores
normopeso vacunados es mas alta que la del grupo de descendientes de

progenitores con obesidad y vacunados.

e Los ratones descendientes de progenitores con obesidad vacunados, que
sobrevivieron al desafio con el virus de influenza, producen una mayor

cantidad de anticuerpos especificos contra la influenza.

e La DAG induce obesidad y altera el metabolismo en los ratones

alimentados por 8 semanas.

e Los ratones con obesidad pueden presentar una menor produccion de
anticuerpos especificos a la vacunacion contra influenza en comparacion

con los ratones NOrmopeso.
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9. PERSPECTIVAS

Se requiere de aumentar el nimero de ratones en cada grupo experimental

para alcanzar la significancia estadistica en la tasa de mortalidad.

Es importante investigar el grado de neutralizacién de los anticuerpos
producidos e identificar los subtipos de los anticuerpos generados para
comprender mejor la eficacia y la naturaleza de la respuesta inmune en

cada uno de los grupos experimentales.

Evaluar el dafio pulmonar progresivo causado por la infeccion con el virus
de la influenza a lo largo del tiempo, mediante la observacion y analisis de
cambios histopatolégicos, funcién pulmonar y marcadores inflamatorios en

ratones descendientes de padres con obesidad.

Determinar los marcadores inflamatorios presentes en la descendencia de

padres con obesidad al nacer y post-infeccion.

Evaluar la contribucion de la obesidad materna y/o paterna por separado en
la respuesta inmune utilizando el modelo murino de vacunacion e infeccion

por el virus influenza.
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PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el (la) C. Mayra Castillo Ortega,
estudiante de la Maestria en Ciencias de la Nutricidn, con numero de matricula 10053477,
bajo la direccién de la Dra. Delia Vanessa Lépez Guerrero, en codireccion del Dr. Martin
Gustavo Pedraza Alva y que lleva por titulo “EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE
PROTECTORA HACIA UNA VACUNA TRIVALENTE CONTRA EL VIRUS DE INFLUENZA EN
RATONES DESCENDIENTES DE PADRES CON OBESIDAD"”

ha sido revisado a satisfaccidn me permito en mi caracter como miembro de la
Comision Revisora comunicar lo siguiente:

l. La tesis se aprueba, dado que reune los requisitos para ser presentada y
defendida ante el examen correspondiente.
Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.
Atentamente

Dra. Dolores Azucena Salazar Pina
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 20 dias del
mes de mayo de 2024.
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RATONES DESCENDIENTES DE PADRES CON OBESIDAD”
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I. La tesis se aprueba, dado que reune los requisitos para ser presentada y
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Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.
Atentamente
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estudiante de la Maestria en Ciencias de la Nutricidn, con niUmero de matricula 10053477,
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ha sido revisado a satisfaccion me permito en mi caracter como miembro de la
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l. La tesis se aprueba, dado que reune los requisitos para ser presentada y
defendida ante el examen correspondiente.
Sin otro particular, agradezco la atencion que sirva prestar a la presente.
Atentamente

Dr. Fernando Roger Esquivel Guadarrama
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 14 dias del
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Atentamente
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Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 03 dias del
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estudiante de la Maestria en Ciencias de la Nutricidn, con nimero de matricula 10053477,
bajo la direccion de la Dra. Delia Vanessa Lépez Guerrero, en codirecciéon del Dr. Martin
Gustavo Pedraza Alva y que lleva por titulo “EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE
PROTECTORA HACIA UNA VACUNA TRIVALENTE CONTRA EL VIRUS DE INFLUENZA EN
RATONES DESCENDIENTES DE PADRES CON OBESIDAD”

ha sido revisado a satisfaccion me permito en mi caracter como miembro de la
Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

l. La tesis se aprueba, dado que reune los requisitos para ser presentada y
defendida ante el examen correspondiente.
Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.
Atentamente

Dra. Maria Alejandra Terrazas Meraz
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 03 dias del
mes de mayo de 2024.
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LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
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