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RESUMEN
La enfermedad por Corona Virus Disease 2019 (COVID-19), provocada por el Coronavirus de

tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2), desencadend una
pandemia con graves repercusiones sanitarias y sociales a nivel mundial. Aunque en la mayoria
de los casos la replicacion viral se limita a las vias respiratorias superiores, con ausencia de
sintomas o enfermedad moderada, en ciertos individuos la infeccion progresa hacia una
neumonia grave. La comprension de los mecanismos inmunoldgicos que determinan la
variabilidad clinica sigue siendo limitada, no obstante, se ha reportado que la activacién
adecuada de la respuesta inmune innata resulta esencial para evitar la enfermedad grave. En este
contexto, los eosinofilos (EOs), leucocitos de la inmunidad innata, tradicionalmente asociados
arespuestas alérgicas y parasitarias, mostraron un comportamiento atipico en pacientes COVID-
19. Diversos reportes clinicos evidenciaron que la eosinopenia sostenida (recuento persistente
de EOs en sangre periférica <0.01x10%L) se asocia con la gravedad de COVID-19 y con un mal
prondstico de la enfermedad, mientras que el incremento de EOs posterior a la eosinopenia
sostenida en el curso de la enfermedad grave, se relaciona con la mejora clinica, lo que sugiere
un papel potencialmente protector de los EOs en la infeccion por SARS-CoV-2. Por otro lado,
estudios realizados en modelos murinos infectados con virus respiratorios, incluidos el virus
respiratorio sincitial, el virus de la influenza y SARS-CoV-2, han sugerido la funcién protectora
de los EOs a través de la restriccion de la replicacion viral. Sin embargo, en el caso de SARS-
CoV-2 se desconocen los mecanismos de eliminacion del virus tanto en ratones como en células
humanas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar si los EOs de humanos
contribuyen a la eliminacion del virus SARS-CoV-2 mediante mecanismos efectores como
estallido respiratorio y la expresion de genes con funciones antivirales. Para ello, se obtuvieron
muestras de 10 ml de sangre periférica de individuos sanos, quienes firmaron un consentimiento
informado, aprobado por el comité de bioética de la UMSNH. Inmediatamente después, se
purificaron los EOs mediante separacién inmunomagnética, obteniendo muestras de células
viables con una pureza de entre el 80 al 98%. Ademas, la identidad celular fue confirmada por
citometria de flujo a través de marcadores de superficie especificos de EOs (CD45%/ Siglec-8")
y su morfologia caracteristica fue evaluada por tincion con hematoxilina y eosina.
Posteriormente, las células fueron estimuladas con particulas de SARS-CoV-2 inactivadas por
calor (iISARS-CoV-2) de AcroMetrix™. Los resultados de estimulacion de EOs con iSARS-



CoV-2 por 2 h, mostraron un incremento significativo en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), probablemente a través de la activacion del complejo de fosfato de dinucle6tido
de nicotinamida y adenina (NADPH) oxidasa. Ademas, tras 20 h de estimulacion, se observo
una mayor expresion del receptor tipo Toll 7 (TLR-7), implicado en el reconocimiento del ARN
viral y un aumento significativo de la expresion del gen de interferon B (IFN-B), una citocina
inmunomoduladora con funciones antivirales. En conjunto, nuestros datos sugieren que los EOs
de humano contribuyen a la eliminacion del virus SARS-CoV-2 mediante la generacion de ROS
y mediante la produccion de IFN-3, probablemente a través de la activacion del receptor TLR-

7'y de su via de sefializacion.

Palabras clave: COVID-19, eosindfilos, inmunidad innata, ROS, TLR-7, IFN-B.

ABSTRACT
Coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by severe acute respiratory syndrome

coronavirus 2 (SARS-CoV-2), led to a global pandemic with profund health and social
consequences. In most individuals, viral replication remains confined to the upper respiratory
tract, resulting in asymptomatic or mild disease. However, in a subset of patiens, infection
progresses to severe pneumonia. The immunological mechanims underlying this marked clinical
heterogeneity are still not fully understood, although an effective and timely activation of the
innate immune response has been recognized as a key factor in preventing severe disease

outcomes.

Within this context, eosinophils (EOs), innate immune leukocytes classically associated with
allergic and parasitic responses, have displayed an unexpected behavior in patients with
COVID-19. Clinical evidence has show that sustained eosinopenia (persistent peripheral blod
EOs counts < 0.01 x 10%L) correlates with disease severity and poor prognosis. In contrast, the
recovery of EOs counts following sustained eosinopenia during svere disease has been
associated with clinical improvement, suggesting a poteantially protective role for EOs during
SARS-CoV-2 infection.

In parallel, studies using murine models of respiratory viral infections including respiratory
syncytial virus, influenza virus, and SARS-CoV-2, have proposed a protective function for EOs
through the limitation of viral replication. Despide these observations, the specific mechanisms

by which EOs contribute to SARS-CoV-2 clearance remain largely undefined, particularly in
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human cells. Therefore, the aim of this study was to evaluate whether human EOs participate in
SARS-CoV-2 elimination through effector mechanisms such as respiratory burst activity and the

induction of antiviral gene expression.

Peripheral blood simples (10mL) were obtained from healthy donors after informed consent, in
accordance with protocols a pproved by the Bioethics Committee of the Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). EOs were isolated by immunomagnetic
separation, yielding viable cell populations with purities ranging from 80% to 98%. Cell identity
was confirmed by flow cytometry using EO-specific surface markers (CD45*/Siglec-8"), and
characteristic morphology was verified by hematoxylin and eosin staining. Isolated EOs were
the simulated with heat-inactivated SARS-CoV-2 particles (iISARS-CoV-2; AcroMetrix™),

Stimulation with iISARS-CoV-2 for 2 h resulted in a significant increases in reactive oxygen
species (ROS) production likely mediated by activation of the nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase complex. At later time points (20 h), EOs exhibited
increased expression of Toll-like receptor 7 (TLR-7), a sensor of viral RNA, together with a
significant upregulation of interferon-p (IFN-B) gene expression, a key antiviral and

immunomodulatory cytokine.

Taken together, these findings support the notion that human eosinophils contribute to SARS-
CoV-2 elimination through ROS generation and IFN-B production, potentially mediated by

TLR-7 activation and its downstream signaling pathaway.



1. INTRODUCCION
COVID-19 (por Coronavirus disease 2019), es la enfermedad humana provocada por la

infeccion con el coronavirus de tipo 2, causante del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-
CoV-2). Esta enfermedad puede manifestar un gran espectro de sintomas clinicos con progresion
a falla multiorganica, acompariada de un proceso inflamatorio exacerbado en los casos mas
graves (Zaim et al., 2020). Gracias a la ciencia y tecnologia se desarrollaron técnicas de
diagnostico, vacunas y tratamientos en tiempo récord, que permitieron la mitigacion de la
pandemia COVID-19. Sin embargo, todavia existen personas vulnerables a la enfermedad
grave, principalmente por la edad y/o por la presencia de comorbilidades, asi como por el

surgimiento de nuevas variantes del virus (Treseid & Arribas, 2023).

La correcta activacion del sistema inmunoldgico, que implica la eliminacion del virus y la
proteccion del huésped, es esencial para evitar el desarrollo de la enfermedad grave. Nuestro
interés radica en el estudio de eosindfilos (EOs), células blancas del sistema inmunolégico, por
su multifuncionalidad y por su comportamiento atipico en COVID-19. La disminucion de EOs
en sangre periférica de pacientes COVID-19, fue un factor de prediccion para un mal prondstico
(Du et al., 2020; Sun et al., 2020), mientras que el incremento de EOs en sangre correlaciond
con la recuperacion (Cortés-Vieyra et al., 2021). Ademas, a causa de la dificil purificacion de
los EOs, por ser leucocitos que se encuentran en muy baja proporcién, existe una limitada

investigacion de estas células en humanos (Megias M, 2023).



2. MARCO TEORICO

2.1 Fisiopatologia de COVID-19 grave
COVID-19 es la tercera enfermedad humana causada por coronavirus en los tltimos veinte afios,

sucediendo al sindrome respiratorio agudo grave (SARS) en 2002 y al sindrome respiratorio de
oriente medio (MERS) en 2012 (Gusev et al., 2022).

Las manifestaciones de COVID-19 van desde un estado asintomatico hasta el desarrollo de la
enfermedad grave caracterizada por neumonia y la muerte (Merad et al., 2022). La neumonia
inducida por SARS-CoV-2 ocurre en dos fases: La fase primaria o viral se caracteriza por la
replicacion del virus que tiene como consecuencia el dafio de tejidos. El grado de dafio determina
la patogénesis de la fase secundaria, que se caracteriza por el reclutamiento de células inmunes
efectoras que causan inflamacion local y sistémica que puede persistir incluso después de la
eliminacién del virus. El desarrollo de la enfermedad pulmonar estd asociado con la
permeabilidad vascular excesiva, conduciendo a la formacion de microtrombos, ademas a un
rango de sintomas sistémicos que pueden incluir: (i) disfuncién olfatoria (ii) sintomas

renal(Merad et al., 2022).

La patogénesis de manifestaciones extrapulmonares es multifactorial como resultado del dafio
que provoca el virus de forma directa en los tejidos, asi como por la liberacion de citocinas,
dafo de tejidos inducido por autoanticuerpos y dafio vascular. Aunque varios factores de riesgo
se han asociado con el desarrollo de COVID-19 grave, la fisiopatologia que contribuye a la

gravedad no esta del todo comprendida (Merad et al., 2022).

2.2 Proteinas codificadas en el genoma del virus SARS-CoV-2
El agente causal de COVID-19, SARS-CoV-2, es un virus envuelto que posee un genoma de

ARN monocatenario positivo. Pertenece al orden de Nidovirales, a la familia Coronaviridae, a
la subfamilia Coronavirinae y al género de betacoronavirus (Hu et al., 2021). La disposicion
de la informacidn genética del SARS-CoV-2 es similar a la de otros betacoronavirus. El genoma
de SARS-CoV-2 esta constutuido por 14 marcos de lectura abiertos u ORF’s (por sus siglas en
inglés, open reading frames) que codifica para 29 proteinas virales, incluyendo regiones que
codifican para proteinas no estructurales, NSP’s (por sus siglas en inglés, nonstructural
proteins), proteinas accesorias y proteinas estructurales. ORFla y ORF1b codifican 16 NSPs
(NSP1-NSP16) que se requieren para la sintesis del RNA viral. Hay 9 proteinas accesorias (3a,
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3b, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c¢, y 10) codificadas en 8 ORFs, las cuales tienen funciones importantes en
la interaccion de SARS-CoV-2 con las células del huésped, ya que ayudan al virus a evadir el
sistema inmune y a aumentar su virulencia. Ademas, hay 4 proteinas estructurales esenciales
para el ensamblaje del virus y para el proceso de infeccion de la célula huésped, codificadas en
4 ORF’s, que incluyen la proteina de espiga (S), la proteina de la envoltura (E), la proteina de

membrana (M) y la proteina de la nucleocépside (N) (Figura 1a) (Bai et al., 2022).

2.3 Proteinas estructurales de SARS-CoV-2 importantes para el proceso de infeccion
y para el desarrollo de la enfermedad
De las cuatro proteinas estructurales del SARS-CoV-2, solo se ha determinado la estructura

tridimensional de la proteina S y dos dominios de la proteina N. Las estructuras de la proteina
M y E no se han determinado, debido a que se complica el analisis de sus dominios
transmembranales. Por otro lado, se sabe que la proteina S es una glucoproteina transmembranal
que forma homotrimeros que sobresalen de la superficie viral, media la adherencia del virus a
los receptores de superficie de la célula hospedera y promueve la subsecuente entrada del virus
(Figura 1 b). De forma similar a su homdlogo SARS-CoV y a otro tipo de virus que contienen
proteinas que fusionan su membrana con la de la célula huésped, la proteina S del SARS-CoV-
2 estd compuesta por dos subunidades funcionales: un dominio N-terminal (S1) y un dominio
C-terminal (S2). Ademas, contiene dos sitios de corte entre los limites de S1/S2 que son
esenciales para entrada del virus de forma eficiente dentro de la célula blanco. La subunidad S2
contiene el dominio de union al receptor, llamado RBD (por sus siglas en inglés, receptor-
binding domain), que es responsable de la union del virus a los receptores celulares, tales como
la enzima convertidora de angiotensina de tipo 2 (ACE2). La subunidad S1 es responsable de

mediar el proceso de fusion de las membranas (Walls et al., 2020).

De forma similar a la proteina M, la proteina N es una proteina estructural abundante en SARS-
CoV-2. La funcion de la proteina N es unir el genoma del virus para constituir la nucleocéapside.
Este complejo de ribonucleoproteina es esencial para guardar el ARN en una conformacion
ordenada para la replicacion y transcripcion. Ademas, la proteina N es establemente conservada

y altamente inmunogeénica, ademas de ser menos propensa a mutar durante la infeccién. Por lo



tanto, se considera un marcador molecular de diagnostico y un objetivo profilactico (Liang et
al., 2020). También la proteina N promueve la activacion del inflamosoma para inducir

hiperinflamacion durante la infeccion por SARS-CoV-2 (Pan et al., 2021).
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Figura 1. a) Organizacion del genoma de SARS-CoV-2 y proceso infeccioso. Los dominios funcionales se
muestran con rectangulos. La primera parte del RNA gendmico de SARS-CoV-2 codifica para proteinas no
estructurales (NSPs), el cual puede ser directamente traducido a dos poliproteinas que posteriormente son
procesadas por proteasas virales para generar 16 NSPs que formaran la maquinaria de replicacion y transcripcion.
La segunda parte del RNA genémico codifica para proteinas accesorias y para las proteinas estructurales: de espiga
(S), de membrana (M), de la envoltura (E) y de la nucelocapside (N). b) Ciclo de replicacion de SARS-CoV-2.
Incluye la entrada del virus a la célula huésped a través de la proteina ACE2, la replicacion del genoma, la

transcripcion, el ensablaje y la liberacién del virus. Tomada de Yang y Rao (2021).
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2.4 Inmunidad innata contra el virus SARS-CoV-2
La respuesta inmune innata tiene tres propdsitos principales: 1) Restringir la replicacion viral

dentro de las células infectadas, 2) Crear un estado antiviral en el ambiente local del tejido
infectado, que incluye el reclutamiento de células efectoras de la inmunidad innata y 3) Activar
la inmunidad adaptativa (Sette & Crotty, 2021). En una infeccion viral comun, el sistema
inmune innato rapidamente reconoce la infeccion e induce la expresion de interferones (IFN) de
tipo I (IFN-a e IFN-B) y de moléculas relacionadas. Esto puede ocurrir dentro de un par de

horas posteriores al inicio de la infeccion.

Por otro lado, cualquier virus que puede causar enfermedad en humanos debe tener, por lo
menos, un mecanismo de evasion del sistema inmune. SARS-CoV-2 es capaz de evadir el
reconocimiento de la inmunidad innata y de bloguear la sefializacion e induccién de interferén
(IFN). En consecuencia, niveles bajos de IFN-1 o IFN-I1I son detectados en los pulmones y en
sangre periférica de individuos infectados con SARS-CoV-2 en comparacion con individuos
infectados con otros virus respiratorios (Merad et al., 2022). Adicionalmente, COVID-19 es
acompafada por un significativo incremento en el nimero de neutréfilos y una disminucién de
otras células del sistema inmune, tanto en pulmones como en sangre periférica, que incluyen
células dendriticas, linfocitos y eosindfilos (EOs) (Cortés-Vieyra et al., 2021; Merad et al.,
2022).

2.5 Caracteristicas principales de los eosindfilos
Los EOs son leucocitos de la inmunidad innata, poseen caracteristicas morfoldgicas que los

distinguen, su nucleo bilobulado y granulos en su citoplasma (Figura 2). Los EOs generalmente
se les conoce por estar mayormente involucrados en enfermedades alérgicas y en la proteccion
contra parasitos a través de la liberacion de citocinas/quimiocinas, mediadores, péptidos
antimicrobianos, trampas extracelulares de EOs (EETSs, por sus siglas en inglés, Eosinophil
Extracellular Traps), neurotoxinas y cuatro proteinas catiénicas derivadas de sus granulos: la
proteina basica principal ( MBP por sus siglas en inglés, major basic protein), la peroxidasa de
EOs (EPO por sus siglas en inglés, eosinophilperoxidase), la proteina catidnica eosinofilica
(ECP por sus siglas en ingles, eosinophilic cationic protein,) y la neurotoxina derivada de EOs
(EDN por sus siglas en inglés, eosinophil-derived neurotoxin) (Jacobsen et al., 2014; Jacobsen
et al., 2011). Ademas, los EOs tienen otras funciones que incluyen: la regulacién de la

homeostasis, el metabolismo de glucosa en el tejido adiposo, la regeneracion de tejidos, la
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autoinmunidad, la defensa del huésped contra infecciones virales y bacterianas, la regulacion
inmunologica a través del balance de células T cooperadoras (Th por sus siglas en inglés, T-
helper cells), la estimulacion de celulas T al actuar como células presentadoras de antigeno y el
aumento de la respuesta inmune adaptativa contra el cancer, por lo cual dependiendo del
contexto celular pueden contribuir a respuestas Th2 mediante la IL-4, IL-5 e IL-13; ejercer
funciones inmunoreguladoras a través de TGF-B ¢ IL-10; o bien, promover inflamacion
secretando citocinas como IFN-y, IL-8, IL-12 e IL-6. Méas importante para este trabajo, en la
respuesta antiviral, donde expresan moléculas como IRF-7, NOS2, ROS e IFN-B o la produccion
de quimiocinas (CXCL10, CCL3 y CCL5) que favorecen el reclutamiento de linfocitos T y
células NK (Figura 3) (Blomberg et al., 2023; Isobe et al., 2012; Macchia et al., 2023).

Nicleo bilobulado

Granulos en su
citoplasma

Figura 2. Microfotografia de EOs aislados por técnica inmunomagnética. Se muestran caracteristicas

principales de los EOs tefiidos con H&E, nucleo bilobulado y granulos citoplasmaticos.
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Figura 3. Plasticidad funcional de los EOs en distintos contextos inmunolégicos. Los EOs tienen cualidades

que las distinguen como la participacion en repuestas TH2, inmunoreguladoras, inflamatorias y antivirales.

2.6 Estallido respiratorio a través de NADPH, un mecanismo implicado en la
eliminacion de virus
Las especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés, reactive oxygen species) son

moléculas altamente toxicas, producidas por el complejo enzimatico nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NADP en su forma oxidada y NADPH en su forma reducida), y por otras
enzimas (Figura 4). La produccion de ROS, también conocido como estallido respiratorio, es
esencial para la defensa inmunitaria innata contra infecciones bacterianas y fungicas, sin
embargo, también se ha visto la activacion de este complejo por infecciones virales como la
infeccion por el virus de la influenza. El papel descrito de estallido respiratorio en la eliminacion
de virus puede ser mediante destruccion directa de la membrana viral y la desnaturalizacion de

las proteinas virales. Asi mismo, las ROS activan vias inflamatorias como la via de activacion
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del factor transcripcional NF-xB, que conduce a la produccion de citocinas proinflamatorias,

promoviendo un mecanismo indirecto de ataque (Giang T. Nguyen et al., 2017).

Las ROS tiene una importancia dual: por un lado la produccion de especies que dafian las
membranas, proteinas y ADN de los patdgenos mediante dafio oxidativo y, por otro lado, el
potencial dafio tisular del huésped por su produccion descontrolada, la cual puede causar
inflamacidn excesiva y enfermedades autoinmunes (Giang T. Nguyen et al., 2017). De forma
importante, se report6 que la activacion del complejo NADPH puede inducir la expresion del
Factor Tisular en células inmunitarias, promoviendo un estado procoagulante que podria
desencadenar microtrombosis en pacientes COVID-19, proveyendo asi la severidad de la
enfermedad (Nguyen, G. T., Green, E. R., & Mecsas, J.,2017).

Los neutréfilos son las células inmunitarias que generan grandes cantidades de ROS en
respuesta a infecciones, utilizando los fagosomas para dirigir la liberacion de ROS hacia los
patdgenos, limitando asi el dafio tisular (Lambeth, 2004). Los compartimentos de ROS en
fagosomas permite dirigir el ataque oxidativo a los patégenos sin afectar el tejido sano
circundante (Lambeth, 2004). Mecanismos como la sefializacion intracelular, aseguran que la
activacion solo ocurra en el contexto de una infeccion activa. Para esto es indispensable el
proceso de activacion de complejo de produccién de ROS mediante el reconocimiento de
patdgenos por receptores, generalmente presentes en la superficie celular, que conducen a la
sefializacion intracelular (Futosi et al., 2013).

Para poder desempefiar su actividad de transferencia de electrones, el complejo NADPH
oxidasa, también referido como la oxidasa del fagocito (phox), debe ensamblarse con sus cinco
componentes (las proteinas gp91P"®, p22PMox p4QPNox p47Phox pg7Phox) g |a proteina Rac2. Las
proteinas gp91PMo* y gp22°P"* forman la estructura catalitica del complejo, conocido como
flavocitocromo b558 (Cythsss). En estado inactivo Cythssg reside en la membrana de los
fagosomas, en vesiculas secretorias, en granulos y en las membranas celulares. Las proteinas
p47PoX 6 7PNoX y n4QPNOX son factores reguladores que residen en el citoplasma y que se activan
en presencia de patdgenos. Mientras que Rac2 es una GTPasa que facilita la activacion del
complejo. Para que se lleve a cabo la activacion de NADPH, es necesario que Rac2 promueva
la translocacién del complejo regulatorio desde el citosol hacia la membrana, para interactuar

con Cytbsss. Una vez ensamblado el complejo, Rac2 permanece unida a la estructura catalitica
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a través de gp91P"°% y a la estructura regulatoria a través de p67°"*, promoviendo asi la
produccion de ROS (Figura 5) (Giang T. Nguyen et al., 2017).

OH
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hidroxilo
Fe¥* Fed*
02_ sSoD MPO
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Superoxido Peroxido de Acido
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MPO .
Oxigeno
singlec
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Figura 4. Metabolismo de especies reactivas de oxigeno (ROS). El complejo NADPH oxidasa cataliza la
transferencia de electrones hacia el oxigeno molecular (O.), generando aniones superdxido (O2) como producto
principal. La enzima superéxido dismutasa (SOD) dismuta el O, a especies no radicales de peroxido de hidrégeno
(H207). Mientras que la mieloperoxidasa (MPO), localizada en granulos, puede convertir el H.0, en &cido
hipocloroso (HOCI) y el O2en oxigeno singlete (*0,). Adicionalmente, el hierro férrico puede transformar el Oz
y el H,0z en el radical hidroxilo. Todas las ROS generadas contribuyen a la eliminacién de patégenos. Para limitar
el dafio al huésped, la SOD, la catalasa y el glutation peroxidasa pueden convertir el H,O, en H,O. Modificada de
Nguyen et al 2017.
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Figura 5. Componentes de la oxidasa NADPH. En estado inactivo, la estructura catalitica cytbsss del complejo
NADPH, reside en las membranas celulares o de los fagosomas, mientras que las subunidades regulatorias p47°",
P67°Mox y p40Prox asi como la GTPasa Rac2, residen en en el citosol. En estado de preactivacion, la fosforilacion
parcial de p47°" conduce a cambios conformacionales de su estructura. El estado activo se lleva a cabo cuando
todas las subunidades regulatorias y Rac? se translocan a la membrana de la fagolisosoma o a la membrana celular
para interactuar con cytbssg, promoviendo asi la produccion de ROS de forma intracelular y extracelular,

respectivamente. Modificada de Nguyen et al 2017 (Giang T. Nguyen et al., 2017)
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3. ANTECEDENTES
3.1 Respuesta antiviral de los eosindfilos
Pese a que los EOs se han conservado por millones de afios de evolucion en la sangre y en los
tejidos conectivos de todos los vertebrados evaluados (Megias et al., 2023), pocos estudios en
humanos han documentado la funcion benéfica de estas células durante infecciones virales. En
contraste, el dogma actual sostiene que en humanos los EOs tienen funciones adversas en los
pulmones inflamados, especialmente de personas asmaticas, promoviendo la hiperreactividad
de las vias respiratorias. Aunque los EOs también promueven funciones de remodelacién del

tejido conectivo inflamado (Stevens et al., 2007).

Investigaciones in vivo han destacado la implicacién de los EOs en la respuesta inmunoldgica
innata y adaptativa durante la infeccién viral. En un estudio con ratones hipereosinofilicos
(transgénicos en IL-5) se demostré que para promover la eliminacién del virus respiratorio
sincitial, RSV (por sus siglas en inglés, Respiratory Sincitial Virus) los EOs liberan el contenido
de sus granulos e incrementan la expresion de interferon p (IFN-B) a través de la activacion de
la via del receptor tipo Toll 7 (TLR-7), la proteina de respuesta primaria de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88) y el factor regulador de interfer6n 7 (IRF7) (Phipps et al., 2007). Ademas,
estudios in vitro sugieren que los EOs utilizan proteinas de sus granulos con actividad de
ribonucleasa tales como ECP y ECN, como mecanismo antiviral. Por otro lado, Samarasinghe
et al. (2017) establecieron un rol importante de los EOs en la respuesta antiviral adaptativa,
promoviendo el reclutamiento de células TCD8+ en ratones infectados con el virus de la

Influenza tipo A (Amali E. Samarasinghe et al., 2017).

3.2 Comportamiento de los eosindfilos durante la infeccion por SARS-CoV-2
La eosinopenia, es decir, un recuento de EOs en sangre periférica por debajo de los valores

normales para un individuo sano, fue observada como una anomalia de prediccion para un mal
prondstico en pacientes COVID-19 por varios grupos de trabajo (Du et al., 2020; Sun et al.,
2020; Tanni et al., 2020; Zhang et al., 2020). De forma opuesta, se observo que en pacientes
COVID-19 hubo una correlacion positiva entre el incremento en el recuento de EOs y la
recuperacion. Se sugirié que esto se debid a la probable contribucion de los EOs en el control
de la inflamacion exacerbada inducida por los neutrofilos (Cortés-Vieyra et al., 2021). Aunque

futuros estudios deben corroborar esta hipotesis.
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Recientemente, se asocio el reclutamiento de EOs en tejidos pulmonares de ratones en respuesta
a la infeccion por SARS-CoV-2 con la reduccion de titulos virales (Snow-Smith et al., 2023).
También, en los pulmones de ratones inmunizados con la subunidad S de la cepa ancestral de
SARS-CoV-2 e infectados con la variante Beta de SARS-CoV-2, hubo una reduccion de la carga
viral en comparacion con los ratones no inmunizados previo a la infeccion. La reduccion de la
carga viral se debi6 a la infiltracion en los pulmones de macréfagos M2 que promovieron el
reclutamiento de EOs a través de la liberacion de eotaxina. De manera importante, los EOs
reclutados en los ratones vacunados, mostraron un fenonipo diferente al de los EOs de los
ratones no vacunados, al ser EOs con una alta capacidad fagocitica y con un alto contenido de
granulos (Moore et al., 2024). Asi mismo, en el suero de pacientes COVID-19 durante el curso
de la enfermedad, se observé el incremento de proteinas de los granulos de EOs, mientras que
los recuentos de EOs estuvieron disminuidos, sugiriendo la respuesta antiviral de los EOs contra
SARS-CoV-2 y su muerte durante el proceso (Snow-Smith et al., 2023); sin embargo, los
mecanismos especificos de estas células en la inmunidad contra SARS-CoV-2 no ha sido
definida con claridad. Por lo que nuevos estudios deben establecer la funcion de los EOs durante

la infeccion por SARS-CoV-2 en humanos.
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4. JUSTIFICACION
Se ha reportado que la eosinopenia en humanos es un mal pronostico para que ocurra el

desarrollo de COVID-19 grave. Mientras que algunos estudios en ratones infectados con SARS-
COV-2, han mostrado la asociacién entre la infiltracion de EOs en los pulmones y la reduccién
de la carga viral. Sin embargo, los mecanismos exactos de como los EOs responden ante la
infeccion por el virus SARS-CoV-2 y como son afectados durante el proceso, aun no se han
definido. Por lo tanto, el estudio del comportamiento de los EOs de humanos en la interaccion
con SARS-CoV-2 es un area de exploracion importante. Por otro lado, al ser COVID-19 la
enfermedad infecciosa mas estudiada hasta el momento de acuerdo al “nature index”, se ofrece
la posibilidad de aportar conocimiento para tener un panorama mas completo del desarrollo de
la infeccion viral, que pueda ser aplicado en la comprension de la COVID-19 y de otras

enfermedades provocadas por agentes infecciosos de naturaleza semejante.

5. HIPOTESIS
Los eosinofilos de humanos establecen inmunidad antiviral contra el virus SARS-CoV-2 a

través de mecanismos dependientes de la activacion de TLR-7.

6. OBJETIVO GENERAL
Determinar si los eosinofilos de humanos contribuyen a la eliminacion del virus SARS-CoV-2

mediante la activacion de TLR-7, la respuesta de estallido respiratorio y la produccion de

interferon f.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar un método de purificacion de eosindfilos de sangre periférica de
humanos y caracterizar la pureza de las muestras de a través de la medicion de la
expresion de los marcadores de superficie CD45 vy siglec-8.

2. Determinar la expresion de TLR-7 en eosindfilos estimulados con el virus SARS-
CoV-2.

3. Evaluar la produccion de especies reactivas de oxigeno en eosindfilos estimulados
con el virus SARS-CoV-2.

4. Cuantificar la expresion de IFN-B en eosinofilos estimulados con el virus SARS-
CoV-2.
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8. MATERIALES Y METODOS
Extraccién de sangre venosa. La sangre fue recolectada de voluntarios sanos mayores de edad

por venopuncion. Todos los experimentos se realizaron bajo la aprobacion del comité de
bioética de la UMSNH. Numero de oficio: CEIIB-UMSNH/164-2025.

Purificacion de PMN. Se siguieron las instrucciones descritas a continuacion, de una version
modifica del protocolo de Garcia-Garcia, et al. (2013) para la extraccion de PMN (Garcia-
Garcia et al., 2013) (Figura 6). En condiciones estériles, se coloco en un tubo de 15 ml, 0.25
ml de heparina (1000 U/ml) y 2 ml PBS con Dextran T500 al 6% a temperatura ambiente (TA).
En otro tubo de 15 ml, se adicionaron 5 ml de Ficoll® Paque a TA. Se adicionaron 10 ml de
sangre fresca al tubo con heparina y dextran, la cual fue mezclada por inversion dos o tres veces
y se dej6 reposar durante 45 min. El plasma se transfirio a el tubo con Ficoll® Paque formando
una segunda capa; después se centrifugo a 2160 rpm durante 20 min a 4°C. Después de aspirar
el sobrenadante, se resuspendio la pastilla en 3 ml de PBS mantenido en hielo. La suspension
celular fue distribuida en 6 tubos eppendorf (500 ul en cada tubo) conteniendo 1 ml de buffer
de lisis de eritrocitos (Roche®). Se colocaron los tubos en hielo por 10 min y se invirtieron
periddicamente para después ser centrifugados a 500 x g durante 5 min. Se elimin6 el
sobrenadante con una pipeta estéril y la pastilla fue resuspendida en 1 ml de medio de cultivo
RPMI-1640 frio y se mantuvo en hielo. Se realiz6 un conteo, y la suspension celular se llevo a

107 células/ml.

Purificacion de EOs por técnica inmunomagnética. Se llevo a cabo con el kit comercial
MACS® separation (Miltenyi Biotec). Después de la preparacion de los reactivos, se tomo una
alicuota de una mezcla de polimorfonucleres (neutrofilos y eosindfilos) aislados previamente
con Ficoll® Paque, y se coloco en un tubo de 15 ml. Se cerré el tubo y se invirtio suavemente
tres veces. Se incubd la muestra durante 5 min a TA, utilizando un rotador de tubos a 12 rpm.
En seguida se procedi6 a la separacion magnética. Para ello se removi6 el tubo de la muestra
del rotador y se abri6 cuidadosamente. Se colocd el tubo en el campo magnético del separador
por 15 min. Las células etiquetadas magnéticamente (células no deseadas) fueron adheridas a la
pared del tubo. Mientras el tubo se encontraba dentro del separador, se recupero cuidadosamente
el sobrenadante en un tubo nuevo de 50 ml. El sobrenadante contenia la fraccion de EOs. Se
tomo una alicuota del sobrenadante para el conteo de células (Figura 7).

19



Evaluacion de la pureza de los EOs. La pureza y recuperacion de los eosindfilos enriquecidos
se evalué mediante citometria de flujo. Una alicuota de cada fraccion de muestra recogida
durante la separacion magnetica, fue tefiida con anticuerpos anti-siglec-8 (PerCP/Cyanine 5.5-
BL3) y anti-CD45 (PE-YL1).

Caracteristicas de las particulas virales de SARS-CoV-2. Se usaron particulas de SARS-CoV-
2 inactivadas por calor (SARS-CoV-2-1) de AcroMetrix™, niimero de catalogo: 954517,

Analisis de la expresion de TLR-7 en EOs por citometria de flujo. Para determinar la expresién
de la proteina intracelular TLR-7 en EOs previamente estimulados con SARS-CoV-2-1 durante
20 h, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 5 min, luego se incubaron
con saponina al 0.1% en PBS durante 20 min, seguido de la incubacion con el anticuerpo
monoclonal anti-TLR7 con reactividad humana (Brilliant Violet 421™ de Biolegend® con
numero de catalogo: 376909). Finalmente se llevo a cabo la deteccion del receptor por citometria
de flujo. (Phipps et al., 2007).

Cuantificacion de IFN-g. Posterior a la estimulacion de EOs con SARS-CoV-2-1 e incubacion
durante 20 h a 37°C, se llevo a cabo la extraccion de RNA con TRIzol® y se cuantifico la
expresion del gen que codifica para el IFN-f por RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR) con el kit

SCRIPT Reverse Transcriptase de Jena Bioscience® que incluye el colorante SYBR Green I.

Cuantificacion de estallido respiratorio dependiente de NADP-oxidasa. Se utilizd el kit
Neutrophil/Monocyte Respiratory Burst Assay de Cayman Chemical®. Se adicion6
dihidrodamina 123 (DHR123) a las muestras de EOs y se incubaron a 37°C por 15 min. Se
adiciono forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), PBS o los EOs fueron estimulados con SARS-
CoV-2-1 e incubados a 37 °C por 45 min. Se adicion6 un buffer de lisis y se incubd el cultivo a
37 °C de 20-30 min. Se centrifugaron las células e inmediatamente después de ser resuspendidas,

se realizo la determinacion de estallido respiratorio por citometria de flujo.

Analisis estadistico. Para la obtencion de los valores de P, se compararon los grupos

experimentales utilizando la prueba ANOVA de una via con post-hoc Holm-Sidak's.
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Figura 7. Purificacion de eosinéfilos por técnica inmunomagnética MACS®. Los EOs fueron purificados

partiendo de una mezcla de células polimorfonucleares (neutréfilos y eosindfilos).
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9. RESULTADOS

9.1 Estandarizacion de la purificacion de eosindéfilos
Primero se realizo la purificacion de una mezcla de PMN que incluye neutrofilos y EOs a partir

de sangre periférica. Esto con el objetivo de probar si se obtendria un mayor rendimiento de
EOs partiendo de sangre completa o de la mezcla de PMN. Para ello se trabajé con una version
modifica del protocolo de Garcia-Garcia et al. (2013) para la extraccion de PMN (Figura 6).
En tres repeticiones se obtuvo un promedio de 18 x 10° células por cada 10 ml de sangre, con
una viabilidad del 99%, de acuerdo a la tincion con azul de tripano (Datos no mostrados).
También se verificd la purificacion tifiendo las células con eosina y observandolas en el
microscopio. Se observaron células con la morfologia de neutréfilos (ndcleo multilobulado) y
células con la morfologia particular de EOs, nucleo bilobulado tefiido de color morado y
citoplasma con granulos de color naranja (Figura 7). Una vez estandarizada la purificacion de
PMN, se aislaron los EOs por técnica inmunomagnética. Esta metodologia permitié una
seleccién negativa de los EOs, preservando la integridad celular y evitando su activacién por
sefializacion de receptores o union directa de anticuerpos. Posterior a la separacion, se evalud la
morfologia de las células aisladas mediante la tincién con hematoxilina y eosina, observando
una poblacion homogénea de EOs, con nucleos bilobulados y granulos citoplasmaticos (Figura
9).
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Figura 8. Tincion Wright de células polimorfonucleares. Se indica con una flecha los eosindéfilos tefiidos de rojo
en el citoplasma y con la morfologia tipica del nicleo bilobulado. También se observan neutréfilos (células
multilobuladas). Objetivo 100x.
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Figura 9. Tincién de eosindfilos aislados por técnica inmunomagnética con hematoxilina y eosina. Se

aprecia la integridad de los eosinéfilos (células redondas sin liberacién de granulos). Objetivo 100X.

9.2 Determinacion de estallido respiratorio en células polimorfonucleares por el
estimulo viral (nimero de particulas de SARS-CoV-2-1)
Las ROS son esenciales para la defensa inmunitaria innata de células PMN contra infecciones

bacterianas, flngicas y virales (Giang T. Nguyen et al., 2017). Con el objetivo de establecer la
concentracion 'y tiempo O6ptimos de estimulacion con SARS-CoV-2-1 (SARS-CoV-2
inactivado), se estimularon las células PMN con el virus y se cuantifico el nivel de estallido
respiratorio. Se estimularon 1 x 10° PMN con 375 x 10° particulas virales por 45 min y se
determind el estallido respiratorio por citometria de flujo. Se observo que en el control positivo
(células estimuladas con PMA, forbol-12-miristato-13-acetato), aproximadamente el 50% de
los PMN realizaron estallido respiratorio. Sin embargo, los PMN estimulados con SARS-CoV-
2-1 mostraron un nivel de fluorescencia igual al del control negativo (células sin estimulo,
teflidas con dihidrorodamina 123) (Figura 10). Tomando en cuenta que en un trabajo de
Lebourgeois et al. (2022), la estimulacién de PMN con particulas infecciosas de SARS-CoV-2
no produjo especies reactivas de oxigeno a multiplicidades de infeccion (MOI) bajas (0.1, 1 y
10), pero si a MOl altas (100 y 500) (Lebourgeois et al., 2022), es probable que no se observé

23



la respuesta de estallido respiratorio en PMN estimulados con SARS-CoV-2-1, debido a que se
estimularon las células con pocas particulas virales. Por lo que para estimular los EOs se
incrementd el nimero de particulas virales de SARS-CoV-2-1 de 375 x 102 particulas virales

por 1 x 10 células a 1.4 x 108 particulas virales por 1 x 10° de células.
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Figura 10. Cuantificacion de estallido respiratorio en PMN de humano. Graficas de puntos (dot blots)
mostrando en los paneles: A autofluorescencia de las células sin tefiir con dihidrorodamina 123 (DHR123), en B
fluorescencia emitida por la tincion con DHR123 y el estimulo con PMA, en C control negativo en las células
teflidas con DHR123, pero sin estimulo y en D fluorescencia de células tefiidas y estimuladas con SARS-CoV-2.
Sefialando, en el eje Y, FSC-A (por Forward Scatter Area), es decir, la intensidad de la luz en dispersién frontal, la
cual se relaciona con el tamafio de la célula y en el eje X (BL1-A) el cual es un canal para la deteccion de
fluorescencia a 530/30 nm. Se cuantificaron un total de 10 000 eventos. Las graficas son representativas de 4

repeticiones por duplicado.
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9.3 Determinacion de la expresion del receptor TLR-7 en eosinofilos estimulados con
SARS-CoV-2
Con la finalidad de evaluar si el estimulo de EOs con el virus SARS-CoV-2 induce un

incremento en la expresion del receptor tipo toll 7 (TLR-7) (Lee et al., 2009), se cuantifico al
receptor por citometria de flujo, empleando un anticuerpo fluorescente especifico contra TLR-
7. Previo a la cuantificacion, los EOs fueron estimulados durante 20 h con SARS-CoV-2-1y se
realizo la caracterizacion inmunofenotipica de las células por medio de citometria de flujo,
utilizando anticuerpos dirigidos contra CD45 y Siglec-8, marcadores especificos para leucocitos
y EOs maduros, respectivamente. Los resultados mostraron en las poblaciones CD45*/Siglec-
8" (Figura 11B), un aumento en la fluorescencia en el canal de detecciéon de TLR-7, en EOs
estimulados con TNF-a (control positivo) y en EOs estimulados con SARS-CoV-2-1, en
comparacion con las células no estimuladas y estimuladas con el virus del Sindrome
Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRSV), utilizado como control negativo (Figura 12).
Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (Figura 13), sugiriendo una induccion
de la expresion de TLR-7 en EOs como parte de la activacién inmunoldgica frente al SARS-
CoV-2.
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Figura 11. Analisis por citometria de flujo para la evaluacion de la expresion del receptor TLR-7 en

eosinofilos humanos estimulados con SARS-CoV-2. Se muestra el andlisis de la expresion de TLR-7 en EOs

estimulados, e incubados durante 20 h con el virus SARS-CoV-2 inactivado. Panel A, ruta de analisis en donde

partimos de células individuales (FSC-H Vs. FSC-A) para analizar la poblacion dentro de la diagonal, de células

emitiendo autofluorescencia. Panel B, porcentaje de células positivas. Se determind con base en el desplazamiento

de la poblacion hacia el cuadrante superior derecho, correspondiente al incremento de fluorescencia por la union

del anticuerpo anti-TLR-7 al receptor.
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Figura 12. Determinacidn de la expresién de TLR-7 en eosinéfilos humanos estimulados con SARS-CoV-2.

Se muestra la comparacion de histogramas de fluorescencia en EOs no estimulados (gris), estimulados con el

control negativo, PRRSV (negro), con el control positivo, TNF-a (azul) y estimulados con SARS-CoV-2 (rojo).
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En el canal BL-1 se determind la expresion del marcador CD45 (especifico de leucocitos), en el canal BL3 se
determind la expresién de la proteina Siglec-8 (especifica de EOs) y en el canal VL-1 se determind la expresion de

TLR-7. El desplazamiento de histogramas a la derecha, indica una mayor fluorescencia.
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Figura 13. Cuantificacion de la expresion del receptor TLR-7 en eosinéfilos humanos estimulados con SARS-
CoV-2. Los eosinofilos fueron incubados durante 20 h bajo distintas condiciones: sin estimulo (control),
estimulados con el virus PRRS (control negativo), con TNF-a o con SARS-CoV-2. La expresién de TLR-7 es
representada como intensidad media de fluorescencia (MFI). n=2; **P<0.0085.

9.4 Evaluacion de la produccidn de especies reactivas de oxigeno en eosinofilos
estimulados con SARS-CoV-2
Antes de evaluar si los EOs tienen la capacidad para generar ROS en respuesta a la estimulacion

con SARS-CoV-2, se realizd la caracterizacién inmunofenotipica de las células. El analisis
mostrd una proporcion alta de células CD45%/Siglec-8* de entre el 70% al 90% (Figura 14).
Debido a que el resto de células CD45%/Siglec-8 tienen una complejidad y tamafio similar a la

poblacién de EOs, es probable que estas células sean neutrofilos.

Debido a que no se observo estallido respiratorio en PMN estimulados con una baja proporcion

de particulas virales (375 x 10° particulas virales/1 x 106 PMN) a un tiempo de 45 min, para
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estimular a los EOs ademaés de incrementar el nimero de particulas virales de SARS-CoV-2, se
incremento el tiempo de incubacion a 2 h. Los resultados mostraron un incremento significativo
en la sefial fluorescente en la poblacion de EOs estimulados con PMA (control positivo) y con
SARS-CoV-2, en comparacion con los controles negativos, sin estimulo y estimulados con
PRRSV, evidenciando un aumento en la produccién de ROS (Figura 15-16). Estos hallazgos
sugieren que los eosindfilos responden a la eliminacion del SARS-CoV-2 activando su

maquinaria oxidativa.
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Figura 14. Inmunofenotipificacién de eosinéfilos humanos usados para la determinacion de estallido
respiratorio. Los dot blots muestran la estrategia de analisis por citometria de flujo. En A se evalu6 una muestra
sin tefiir, utilizada para establecer el umbral basal de fluorescencia. En B se observa una muestra tefiida con
anticuerpos anti-CD45 y anti-siglec-8, se observa que el 67.7% de las células son doble positivas, esta poblacion

de eosindfilos fue tomada para la deteccion de ROS.

N
w
[=]

Count
[ ~
w o
o Qo

[
o
[=]

w
o

| IEPETETS IPEPEPATS IPATETETS IPEPETAr IPATIATE e

[=]

-10* 0 104 10°  10°

BLI-A: DHR123

Figura 15. Determinacion de estallido respiratorio en eosin6filos humanos estimulados con SARS-CoV-2.
Nivel de fluorescencia en esosinofilos pretefiidos con DHR1234 en tres condiciones: control sin estimulo (gris),
estimulados con PMA, control positivo (azul) y estimulados con SARS-CoV-2 (rojo). El desplazamiento hacia la
derecha del pico de fluorescencia, indica un aumento en la oxidacion de DHR123, reflejando una mayor produccion

de especies reactivas de oxigeno. DHR: dihidrodamina 123. PMA: forbol 12-miristato 13-acetato.
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Figura 16. Cuantificacion del nivel de estallido respiratorio en eosindfilos humanos estimulados con SARS-
CoV-2. La gréafica muestra el andlisis de la sefial de fluorescencia emitida por DHR123 en eosindfilos incubados
bajo cuatro condiciones experimentales: sin estimulo, PRRSV (control negativo) PMA (control positivo) y con
SARS-CoV-2-1. MFI (intensidad media de fluorescencia). n=6; *P=0.0482, **P=0.0004.

9.5 Cuantificacion de la expresion del gen IFN-gen eosinofilos estimulados con el
virus SARS-CoV-2.
El andlisis de la determinacion del nivel de expresion del gen que codifica para IFN-f mostro

que la estimulacion de EOs de humano con el virus PRRSV, indujo un aumento de la expresion
relativa de este mensajero, comparando con el grupo control; sin embargo, el incremento no fue
estadisticamente significativo. Mientras que los EOs estimulados con LPS o con SARS-CoV-2,
mostraron un incremento estadisticamente significativo respecto al control sin estimulo y
respecto al control negativo, en el caso de los EOs estimulados con SARS-CoV-2 (Figura 17).
Estos datos indican que los EOs de humano responden a la infeccion por SARS-CoV-2 a través
de respuestas dependientes de la activacion del receptor TLR-7, tales como la expresion de la

citocina con funciones antivirales, IFN-f.
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Figura 17. Expresion relativa del ARNm del gen de IFN-g en eosindfilos humanos estimulados con SARS-
CoV-2. Los eosindfilos fueron incubados durante 20 h bajo tres condiciones: células no estimuladas (C),
estimuladas con el virus PRRSV, estimuladas con LPS o estimuladas con SARS-CoV-2. La cuantificacion de
ARNmM re realizd6 mediante RT-gPCR con el método C; comparativo, utilizando como control endégeno, la

determinacion de la expresion del gen que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato. n=4; *P=0.0252, **P<0.0049.
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10. DISCUSION
Tradicionalmente, los EOs han sido considerados células efectoras asociadas principalmente a

procesos patoldgicos, en particular, a enfermedades alérgicas y asma. También se ha establecido
su funcion proinflamatoria en el contexto de infecciones parasitarias. Esta vision vincula a los
EOs de manera consistente, con funciones contraproducentes para el hospedero, debido al dafio
tisular derivado de la liberacion del contenido de sus granulos. Sin embargo, en las Ultimas
décadas se ha replanteado este paradigma y multiples estudios han demostrado que los EOs
poseen una notable plasticidad funcional, participando en mecanismos de reparacion tisular,

regulacién inmunoldgica y en la respuesta antiviral (Kanda et al., 2021).

En el contexto de la pandemia por SARS-CoV-2, la identificacion de factores clinicos y
celulares que modulan la severidad de la enfermedad han sido una prioridad. Entre ellos, el
estudio del comportamiento del sistema inmunitario en pacientes con asma ha despertado
particular interés, ya que este grupo presenta alteraciones inmunoldgicas crénicas, la presencia
de EOs en niveles muy altos y un perfil de citocinas tipo 2 (Interleucinas 4, 5y 13), por lo que
al principio de la pandemia COVID-19 se considerd a estos pacientes mas susceptibles a la
enfermedad grave. Sin embargo, diversos estudios cinicos mostraron que la presencia de asma
no se asocia con la enfermedad grave ni con peores desenlaces. Por ejemplo, una revision
sistematica, concluyd que la prevalencia de asma entre los pacientes positivos a la infeccién por
SARS-CoV-2 fue de tan solo el 7.46% y que los asmaticos presentaron incluso una reduccion
del 14% en el riesgo de infeccion, comparado con la poblacion general (Quinn et al., 2025;
Sunjaya et al., 2022). Mé&s aln, varios estudios han sugerido que los pacientes con fenotipo
asmatico eosinofilico, tienen menores probabilidades de hospitalizacion por COVID-19 grave
0 presentan una evolucion clinica mas favorable (menor necesidad de ventilacion mecanica o
ingreso en unidad de cuidados intensivos), lo que ha conducido a la hip6tesis de que los EOs
podrian desempefiar un papel protector (Ferastraoaru et al., 2021; Maurizio Gabrielli 1 2023;
Quinn et al., 2025) (Gabrielli et al., 2023).

Respecto a estudios in vivo sobre la funcion protectora que ofrecen los EOs durante la infeccion
viral, un estudio reciente mostré que tras la infeccion de ratones con SARS-CoV-2, posterior a
la inmunizacién con la proteina S del mismo virus, hubo una reduccion significativa del titulo
viral en los pulmones de los ratones por efecto del incremento de EOs (Moore et al., 2024). Este
hallazgo aport6 evidencia solida de que los EOs, tradicionalmente vinculados a procesos
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patoldgicos, también participan en la defensa contra coronavirus. Sin embargo, el estudio dejo
interrogantes sobre los mecanismos efectores para la eliminacion del virus. En este trabajo,
demostramos que los EOs de humano son capaces de montar respuestas antivirales especificas
contra SARS-CoV-2, a través de la probable activacion del receptor TLR-7, la respuesta de
estallido respiratorio y la expresion de IFN-f, contribuyendo asi en la comprension sobre los

mecanismos efectores de los EOs para la eliminacion de virus de COVID-109.

El RNA monocatenario (sSRNA) viral con una alta proporcion de motivos GU/UU, es capaz de
estimular los receptores TLR 7 y 8, promoviendo asi una respuesta proinflamatoria intensa en
la célula hospedera (Ghimire et al., 2025). Recientemente se ha demostrado que los EOs de
humano expresan TLR7, ademas de una amplia gama de receptores de superficie, lo que les
confiere una notable plasticidad funcional modulada por el microambiente inmunoldgico y el
contexto celular (Kanda et al., 2021; Phipps et al., 2007). Asi mismo, el receptor TLR7 ha sido
directamente asociado con la induccion de respuestas antivirales mediadas por interferones tipo
| (Diebold et al., 2004; Ghimire et al., 2025). En este sentido, resultd relevante observar el
incremento en la expresion de TLR-7 en EOs estimulados con SARS-CoV-2. Los datos
mostraron un incremento altamente significativo en la expresion de TLR-7, tras la estimulacion
con el virus, lo que sugiere que, la probable activacién del receptor condujo al incremento de su
expresion, tal como se ha reportado para otros receptores TLR (Ghimire et al., 2025). Este
hallazgo es consistente con lo reportado por Phipps et al. (2007) (Phipps et al., 2007), quienes
demostraron que la activacion de TLR-7 promueve respuestas antivirales frente al virus
respiratorio sincitial (VRS) en modelos murinos. En contraste, EOs deficientes de MyD88, una
proteina adaptadora esencial en la sefializacion mediada por TLR-7, presentaron una mayor
replicacion viral (Macchia et al., 2023). En conjunto, estos datos refuerzan el hallazgo de que
TLR-7 constituye un mecanismo indispensable para la respuesta antiviral de EOs de humano
frente a la infeccidn por SARS-CoV-2. Con respecto al proceso de infeccidn, a pesar de que los
EOs expresan niveles muy bajos o practicamente nulos de ACEZ2, el principal receptor que
permite la entrada de SARS-CoV-2 a las células humanas(Hoffmann et al., 2020), suponemos
que la internalizacion del virus podria ocurrir mediante fagocitosis, a través de la activacion de
otros receptores. No obstante, aln se necesitan estudios complementarios que validen esta
informacién. El ingreso del virus independiente del mecanismo, implica la participacion del

receptor endosomal TLR-7.
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El metabolismo oxidativo explosivo, también conocido como estallido respiratorio, es la
produccion rapida de especies reactivas de oxigeno mediante la activacion del complejo
NADPH oxidasa, constituyendo un mecanismo efector esencial en granulocitos tales como los
neutrofilos (Mortimer et al., 2021). Los EOs se ha estudiado ampliamente en pacientes con
eosinofilia; sin embargo, investigaciones en individuos sanos han permitido comprender con
mas detalle su funcion como efectores de la inmunidad innata (Gaur et al., 2022; Kanda et al.,
2021; Shamri et al., 2011). A diferencia de los neutrofilos, reconocidos tradicionalmente por su
potente capacidad de respuesta de estallido respiratorio, se ha descrito que los EOs contienen
entre 1.5 y 3.3 veces mas componentes proteicos del complejo NADPH oxidasa incluyendo,
p47PNX pB7PNoX y p4QPNOX |0 que se traduce en una mayor produccion del anion superéxido tras
la activacion del complejo (Someya et al., 1997). En condiciones de estimulacion con zimosan
opsonizado, un polisacarido derivado de la pared celular de levaduras, recubierto con sueros
opsonizantes, los EOs generaron entre 1.4 y 1.7 veces mas ROS que los neutréfilos y presentaron
un consumo de oxigeno mas sostenido (Someya et al., 1997). De manera adicional, bajo
estimulos capaces de activar receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patdgenos o tras la exposicion a citocinas proinflamatorias, los EOs producen ROS de manera
prolongada y predominante (\Vorobjeva et al., 2023). Asimismo, los EOs muestran un consumo
basal de oxigeno elevado y una respuesta mantenida tras la estimulacién, aunque el pico maximo

de consumo es comparable al de los neutréfilos (Porter et al., 2018).

Al respecto, nuestros resultados respaldan el potencial antiviral de los EOs frente a SARS-CoV-
2 mediante la produccion de ROS. En nuestro modelo se observo una respuesta moderada, pero
estadisticamente significativa respecto a los controles negativos. Este hallazgo es consistente
con lo descrito en modelos murinos, donde la activacion del receptor intracelular TLR-7, durante
lainfeccion con los virus VRS o influenza A, activaron una cascada de sefializacion dependiente
de MyD88, indispensable para la induccion de respuestas antivirales, que incluyen la respuesta
de estallido respiratorio. En este sentido, la activacién de TLR-7 en EOs, promueve la
generacion de ROS como parte de su arsenal efector, debido a que las ROS son moléculas
capaces de dafar directamente las particulas virales (Echavarria et al., 2023; Nagase et al.,
2003). Nuestros resultados muestran un hallazgo de gran relevancia, al ser el primer estudio en
evidenciar que los EOs de humano, pueden participar en la respuesta antiviral contra SARS-

CoV-2, mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno.
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Es importante destacar que la produccion de especies reactivas fue menor en EOs estimulados
con SARS-CoV-2 en comparacion con el estimulo de PMA. Esto probablemente se debe a que
el PMA induce la fosforilacion de p22°"®, proteina importante del ndcleo catalitico del complejo
enzimatico NADPH oxidasa, encargado de la transferencia de electrones para la generacion de
ROS, a través de la via de la proteina cinasa C (PKC), lo que favorece la interaccion con p47Pho
(proteina perteneciente al nucleo catalitico del complejo enzimatico NADPH oxidasa),
indispensable para su funcién de transferencia de electrones y la activacion del complejo
NADPH oxidasa de manera directa, generando una respuesta de estallido respiratorio robusta
(G. T. Nguyen et al., 2017). En cambio, los ligandos TLR promueven un estado de preparacion
de la NADPH oxidasa, donde es mas susceptible a la activacion por un segundo estimulo (G. T.
Nguyen et al., 2017). Esto sugiere que la produccion de ROS en EOs estimulados con SARS-
CoV-2, se llevo a cabo a través de la activacion del receptor TLR-7, siendo probablemente el

RNA viral el primer estimulo y algin otro componente del virus el segundo estimulo.

Tras la activacion del receptor TRL7, vias de sefializaciones especificas conducen a la activacién
de factores transcripcionales responsables de la expresion de interferones tipo I. La produccién
de estas citocinas, en particular de IFN-B, representa un eje central de la respuesta antiviral
innata, al actuar como una de las primeras barreras moleculares frente a la replicacion viral. La
activacion de estos factores transcripcionales ocurre tras el reconocimiento de patrones por
PRRs, tales como los receptores endosomales TLR7/8, el receptor citosélico RIG-I (Receptor
tipo I inducible por &cido retinoico) y el receptor MDAS (por sus siglas en inglés Melanoma
Differentiation Associated gene 5). Los receptores activan proteinas adaptadoras tales como
MyD88 (por sus siglas en inglés Myeloid Differentiation Primary Response gene 88), TRIF (
por sus siglas en inglés TIR domain-containing adptor protein inducing IFN-B) o MAVS (por
sus siglas en ingles Mitochondrial Antiviral Signaling Protein), que reclutan las quinasas TBK1
(TANK-Binding Kinase 1) e IKK (IkB kinase), encargadas de la fosforilar a los factores IRF-3
(Por sus siglas en inglés Interferon Regulatory Factor 3) e IRF-7 (por sus siglas en inglés
Interferon Regulatory Factor 7), promoviendo la transcripcion de IFN-B (Zhou et al., 2020). En
particular, IFN-B secretado actia de manera autocrina y paracrina sobre el receptor IFNAR,
activando la via JAK-STAT que conduce a la expresion de genes estimulados por interferén

(ISGs), responsables de establecer un estado antiviral en células vecinas (Babadei et al., 2024).

35



Consistentemente, observamos que la estimulacién de los EOs con el virus SARS-CoV-2,
induce de manera significativa el incremento en la expresion del ARNm de IFN-4, sugiriendo
la activacion de vias de sefializacion que promueven respuestas antivirales. Estos resultados se
alinean con estudios previos que muestran la respuesta de los EOs frente a diversos virus,
mediante la produccidn de citocinas con actividad antiviral. Por ejemplo, la infeccion de ratones
con el virus VRS, mostro que los EOs incrementaron la expresion de IFN-B, IRF-7 y NOS2
(6xido nitrico sintetasa inducible), promoviendo un perfil inmunomodulador y antiviral
dependiente de TLR-7. Hallazgos similares se han reportado frente al neumovirus, un virus
ARN monocatenario (JM, 2021; A. E. Samarasinghe et al., 2017). En conjunto, estos datos
respaldan la capacidad de los EOs para activar mecanismos efectores mediados por interferones

tipo I, contribuyendo el establecimiento del importante entorno antiviral frente a SARS-CoV-2.

Por otro lado, en contraste al estimulo de EOs con SARS-CoV-2, el estimulo con PRRSV, un
virus que infecta y causa enfermedad en los cerdos, pero no en humanos, empleado como control
negativo, no mostré un incremento en la expresion del receptor TLR-7, en la respuesta de
estallido respiratorio y en la expresion del gen de IFN-g. Estas diferencias pueden explicarse
primeramente por la divergencia entre especies. Aunque TLR7 porcino y humano son altamente
conservados, la identidad global de aminoacidos ronda en =85%, suficiente para mantener
estructura y sefalizacion bdsicas, pero con un =15% de diferencia que puede afectar sitios
criticos de unidn y activacion del receptor (especialmente en el ectodominio LRR que reconoce
ARN viral y nucledtidos). Esta conservacion “alta pero no idéntica” se documentd al clonar
TLR porcino y al compéralo con el TLR-7 humano para explicar respuestas funcionales distintas
a ligandos tipo imidazoquinolina(Zhu et al., 2008). La ausencia de respuesta de estallido
respiratorio en EOs humanos por PRRSV, supone un doble obstaculo: (1) falta de activacion
optima del TLR7 humano y 2) antagonismo en la produccion de IFN-I por PRRSV. Esto ultimo
debido a que, en cerdos, PRRSV bloquea la induccién de IFN-B e IRF-7, asi como la respuesta

de estallido respiratorio (Darweesh et al., 2025; Drake et al., 2016).

Especificamente PRRSV suprime la produccién de IFN-p, interfiriendo con IPS-1(por sus siglas
eninglés, IFN-B Promoter Stimulator 1) en la via RIG-I7MDAG5 (Luo et al., 2008), promoviendo
la degradacion de TBK1(serina/treonina quinasa) por autofagia mediada por chaperonas (via
HSPA8-LAMP2A), bloqueando la fosforilacion de IRF3/7 y, en consecuencia, la transcripcion
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de IFN-I (Chen etal., 2023; Wang et al., 2021). En conjunto es coherente que el ARN de PRRSV
no active eficientemente TLR-7 humano en EOs, aun cuando TLR-7 sea el sensor candnico de

ssRNA en endosomas.

Resulta importante destacar que, con fines de bioseguridad, para este estudio utilizamos SARS-
CoV-2 inactivado (i-SARS-CoV-2). A diferencia de un virus competente para la replicacion,
ISARS-CoV-2 no es capaz de replicarse, debido que el tratamiento térmico elimina el
mecanismo infeccioso al desnaturalizar parcialmente las proteinas, incluidas las proteinas de la
envoltura como Spike y al fragmentar el ARN. Sin embargo, los fragmentos de ARN vy las
porciones de proteinas sin desnaturalizar, son suficientes para activar TLR endosomales como
TLR7/8 y otros receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdégenos
(Lamy et al., 2022). Por lo tanto, el uso de SARS-CoV-2 inactivado por calor constituye una
herramienta experimental segura y valida para analizar los mecanismos de activacion de
leucocitos humanos. En este sentido, Van de Garde et al. (2024) demostraron que la
estimulacion de PBMCs con i-SARS-CoV-2 indujo una respuesta diferencial entre nifios y
adultos, caracterizada por una mayor secrecion de IL-10 y GM-CSF (por sus siglas en inglés
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) caracterizados por moderar la
inflamacién e impulsar una respuesta antiviral controlada, respectivamente, lo que conllevé a
un equilibrio inmunoldgico mas eficiente en los PBMCs pediatricos. Este hallazgo confirma
que, aun sin capacidad replicativa, el virus inactivado conserva determinantes superficiales para

promover la activacion inmune y modular perfiles inflamatorios.

En conjunto, nuestros datos muestran que los EOs aislados de muestras sanguineas de humano,
mas alla de su papel clasico en procesos alérgicos y parasitarios, son capaces de inducir de
manera directa un entorno antiviral activo frente al virus SARS-CoV-2. Estos resultados
subrayan el potencial de los EOs como efectores claves de la inmunidad innata antiviral,
posicionandolos como un componente celular relevante en la defensa temprana contra el virus
de COVID-19.
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11. CONCLUSION
Nuestros datos sugieren que los eosinofilos de humano contribuyen a la eliminacion del virus

SARS-CoV-2, mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno y mediante la
produccién de IFN-B, probablemente a través de la activacion del receptor TLR-7 y de su via

de sefalizacion.
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13. ANEXOS

13.1 Oficio de la aprobacion del Reglamento Interno y de Bioseguridad de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo para el proyecto de
investigacion.

Numero de oficio: CEIIB - UMSNH/164-20
Morelia, Michoacén, a 4 de abril de 2025
Asunto: Notificacion de Dictamen
Dictamen:067/2025

RICARDA CORTES VIEYRA
PRESENTE

Con base en los articulos 46, 49, 51, 53, 58, 65, 67, 68 y deméds relativos del Reglamento
Interno de la Comisién de Etica en la Investigacién, Investigacion y de Bioseguridad de la
Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, por este medio se hace del
conocimiento que una vez efectuada la revisién del Proyecto de Investigacién titulado:
Estudio de la respuesta antiviral de los eosindfilos y de su potencial como
biomarcadores en infecciones por virus respiratorios re-emergentes, la Comisién de
Etica en la Investigacion, Investigacion y Bioseguridad determind lo siguiente al tenor de
las observaciones abajo expresadas:

I Aprobado X
Pendiente de aprobacién
i A. Requiere de modificaciones menores
B. Requiere de modificaciones mayores
C. Condicionado o en proceso de valoracién
i No aprobado
Observaciones del Comité De Investigacion
Peso |Puntua-
Criterios para evaluar Aplicado | dén Valorpl‘))em:::ias: K 99
(%) /Peso
Titulo y Presentacion General 5 5 Aprobado
Introduccién 5 5 Dictamen
Planteamiento del problema 10 10
Hipotesis
Objetivos 5 5 81% - 100% = Aprobado
B
Marco Tedrico o Revision de la 41% - 60% = Pendiente de Aprobacién con
Literatura . = Modificaciones Mayores
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UMSHH

A quien comesponda,

Por este medio, quien abajo firma, bajo protesta de decir verdad, declara lo siguiente:

Que presenta para revision de originalidad el manuscrito cuyos detalles se especifican abajo.

o Que todas las fuentes consultadas para la elaboracion del manuscrito estan debidamente
identificadas dentro del cuerpo del texto, e incluidas en la lista de referencias.

¢ Que, en caso de haber usado un sistema de inteligencia artificial, en cualquier etapa del desarrollo
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e Que conoce la normativa de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, en particular
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ademas del transitorio tercero del Reglamento General para los Estudios de Posgrado de la
UMSNH.
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" Programa’
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. Titulo del
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- Autorfe
. Ut . les_' Ararat Amezcua Amroyo 2459654f@umich.mx
. Director . . : :
. | Dr. Alejandro Bravo Patifio alejandro.bravo@umich.mx
" Codirector )
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Coordinador
de! programa | D Elvira Nufiez Anita rosa.anita@umich. mx
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Asistencia en Ia redaccién
S : No




Formato de Declaracién de Originalidad
y Uso de Inteligencia Artificial

Coordinacién General de Estudios de Posgrado
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

~ Uso de Inteligencia Artificial
Rubro Uso (si/no) Descripcion
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Analisis de datos
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Blsqueda y organizacionde -
informacion No
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bibliograficas No
Generacion de contenido
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Otro
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