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RESUMEN

En el humano, las células dendriticas son los principales blancos del virus del dengue y su
infeccion por este virus es un paso critico en el establecimiento viral en el organismo. Las
células dendriticas juegan un papel relevante tanto en la inmunidad innata como en la
adaptativa, siendo los Toll-like receptors (TLRs) moléculas claves en la defensa anti-viral
innata por desencadenar una cascada de sefalizacién que implica la participacion de los
interferones (IFNs) de tipo |. El receptor TLR-3 se ha postulado que tiene un papel
importante en la respuesta inmune en la infeccién por flavivirus. Por lo tanto, el presente
trabajo tiene como objetivo estudiar la participacion del TLR-3 de células dendriticas en la
infeccion por dengue. El cultivo de células dendriticas inmaduras se estandarizé a partir
de monocitos de sangre periférica de donadores sanos. Las células mononucleares se
purificaron utilizando perlas magnéticas acopladas a anti-CD14 y posteriormente se uso el
factor estimulador de colonias monociticas y granulociticas (GM-CSF) e interleucina 4 (IL-
4) para la diferenciacion de monocitos a células dendriticas inmaduras. La poblacion de
células se evalué por microscopia de luz y por citometria de flujo. Las células dendriticas
obtenidas se utilizaron para inhibir la expresién del TLR-3 mediante siRNA. Para el
silenciamiento se probaron distintas condiciones de entre las que se eligid la que nos
proveia una mayor eficiencia. Las células silenciadas en TLR3 se infectaron con el virus
del dengue para determinar el efecto que ejerce el silenciamiento parcial de esta proteina
en la replicacién viral. Asi, mediante citometria de flujo para la deteccion de la proteina E
del virus se determiné que en las células silenciadas para TLR3 la eficiencia de infeccidn
es similar a los controles, sugiriendo que el TLR3 no tiene un papel en la replicacion del
virus del dengue en las células dendriticas inmaduras humanas. Finalmente, para
caracterizar parcialmente la respuesta inmune antiviral se determiné la localizacion
intracelular y el nivel de expresion del IRF3 (Interferon resposive factor) en las celulas
tratadas no infectadas e infectadas, resultando que no existen diferencias en la
localizacion del IRF3, sin embargo se detecté inhibicion en la expresion de dicha proteina
en las células infectadas con respecto a las no infectadas. Esto ultimo, sugiere el virus
propicia la inhibicidn de la via de sefializacién antiviral en la que interviene el IRF3.



INTRODUCCION

1. Antecedentes Generales

1. 1. Caracteristicas Clinicas de la Infeccion por el Virus del Dengue

El virus del dengue, causa el sindrome clinico conocido como fiebre del dengue,
el cual se caracteriza por fiebre, dolor de cabeza, dolor de musculos vy
articulaciones, erupciones cutaneas, linfadenopatia (aumento en el tamafio de los
foliculos linfaticos), leucopenia (disminucién del nidmero de leucocitos) vy
trombocitopenia (reduccion del numero de plaquetas).

La infeccion por dengue puede generar también cuadros clinicos mas graves
como dengue hemorragico 6 fiebre hemorragica por dengue; la cual se caracteriza
por un incremento de la permeabilidad vascular y anormalidades en la hemostasia.
Esta entidad clinica puede desencadenar al sindrome de choque por dengue, que
es una forma de choque hipovolémico causado por la pérdida de plasma y se
asocia clinicamente con hemoconcentracion, donde hay un aumento en la
concentracion de la sangre por disminucion de plasma; lo cual podria conducir a la
muerte del paciente (Lei y cols., 2001).

En algunos casos se ha reportado que el virus del dengue puede infectar el
cerebro causando encefalopatia y encefalitis (Jan y cols., 2000). Las hipétesis que
se han formulado para explicar los casos graves de la enfermedad, contemplan
factores virales, como son el genotipo, el nivel de carga viral o la concentracion de
proteinas virales en el torrente sanguineo; factores del mosquito vector y del
humano. Existen diversas evidencias que apuntan a que los diferentes virus del
dengue pueden diferir en su eficiencia de infeccién y replicacién. Se han
determinado otros factores de riesgo que se relacionan con la severidad como la
edad, el fondo genético del hospedero y la activacion de los linfocitos T debida a la
infeccién de un gran numero de monocitos, lo cual eleva el titulo de citocinas
secretadas al torrente sanguineo; no obstante, el mayor factor de riesgo es una
segunda infeccién por un serotipo heterélogo, es decir de una especie diferente
(Shuy cols., 2000; Suharti y cols., 2002; Bente y cols., 2005; Clyde y cols., 2006).

Asi, durante una segunda infecciéon con un serotipo diferente al de la primera,

se puede dar un incremento en la entrada viral y en la produccion de citocinas que



trae como consecuencia las formas mas severas de la enfermedad, el dengue
hemorragico y sindrome de choque por dengue (Chen y Wang, 2002; Lei y cols.,
2001).

A pesar de los multiples avances en el estudio del dengue, hasta el momento

no existe una vacuna o tratamiento antiviral eficaz (Bente y cols., 2005).

1. 2. Epidemiologia

El virus del dengue, clasificado dentro de la familia Flaviviridae y del género
Flavivirus, es transmitido al humano por la picadura del mosquito del género
Aedes como: Aedes aegypti, Aedes albopictus y Aedes Polynesiensis (figura 1).
De entre los virus transmitidos por artrépodos que afectan a humanos, el virus del
dengue es el mas prevalente, causando mas de 50 millones de nuevos casos por
afno (Munoz-Jordan y cols., 2003).

El vector del virus del dengue, el mosquito Aedes aegypti, vive y se reproduce
en las poblaciones humanas, es muy susceptible a ser infectado por el virus, se

alimenta preferentemente de la sangre humana, su piquete es practicamente

imperceptible y debido a que interrumpe su alimentacion por el movimiento mas
ligero del individuo al que pica, favorece que continte alimentandose de la sangre
de otros individuos y les transmita el virus (Gibbons y Vaughn, 2002). Asi cuando
un mosquito pica al humano, le transmite el virus del dengue, el cual se replica en
diferentes células del organismo, luego llega al torrente sanguineo de donde es
tomado por otro mosquito que a su vez se infecta, repitiéndose asi el ciclo de

infeccion.

El incremento en las interacciones entre mosquitos y humanos, ha
incrementado la dispersion del virus entre ambos hospederos y ha contribuido al

incremento en la incidencia del dengue hemorragico (Rothman, 2004).



Figura 1. Ciclo infeccioso del
virus del dengue. Cuando el
mosquito infectado con el virus del
dengue pica al humano, le
transmite el virus, que replicara en
diferentes células del organismo,
para llegar al torrente sanguineo
donde sera tomado por otro
mosquito que a su vez se
infectara, repitiéndose asi el ciclo
de infeccién.

Los cuatro serotipos del virus del dengue, pueden desarrollar memoria
inmunolégica en el huésped humano, pero solo serotipo especifica. Hasta donde
se sabe, solo en humanos se desarrolla la enfermedad como la conocemos. El
mosquito, una vez infectado, es un eficiente vector del virus para toda su vida
(Gibbons y Vaughn, 2002). La persistencia y magnitud del dengue hemorragico lo
ubican como una amenaza a nivel mundial. En el sureste de Asia y en la regién
oeste del Pacifico, donde el dengue hemorragico fue primeramente reconocido
como una entidad clinica, ha sido un problema de salud por casi 50 afos. No
obstante en los ultimos afios, el numero de casos de dengue hemorragico, el
numero de paises afectados y la distribucién geografica de la enfermedad se han

incrementado constantemente.
El dengue hemorragico es un nuevo problema en el hemisferio oeste tropical.

Asi tanto las regiones tropicales como las subtropicales, son las areas de mas alto
riesgo para el contacto con el virus del dengue, por su endemicidad en mas de
100 ciudades en Africa, América, el Mediterraneo y Sureste de Asia. Aunque en
esencia, el dengue habia estado ausente de Latino-América y el Caribe hasta

antes de 1981, durante la pasada década se ha convertido en un importante



problema de salud (Rothman, 2004). A nivel mundial, mas de una quinta parte de
la poblacion vive en areas de riesgo para dengue hemorragico, en las cuales se
han reportado de 50 a 100 millones de enfermos por dengue cada afio, incluyendo
de entre 250 a 500 mil casos de dengue hemorragico con 24 mil muertes por afio
(Gibbons y Vaughn, 2002).

Las actividades humanas, las malas condiciones sanitarias, el manejo

inadecuado de la basura, el mal suministro de agua potable y su mal

almacenamiento, han potenciado el entrecruzamiento de las diferentes especies
de mosquitos, incrementado la dispersion de los virus y con ello la enfermedad
(Rothman, 2004). En muchas areas, las epidemias por dengue ocurren en
estaciones de calor, humedad y lluvia, las cuales favorecen una mayor
reproduccion del mosquito y tiempos de incubacion mas cortos (Gibbons vy
Vaughn, 2002). En los ultimos 60 afos la incidencia, distribucion y severidad
clinica del dengue se ha incrementado dramaticamente, ya que las poblaciones en
crecimiento en los trépicos proveen muchos hospederos susceptibles. Los viajeros
en las lineas aéreas han sido importantes vectores del virus hacia partes del
mundo en donde el virus estaba ausente, lo cual ha contribuido al cambio de areas
no endémicas a hipoendémicas, donde solo existe un serotipo del virus ©
hiperendémicas, donde existen varios serotipos (Gibbons y Vaughn, 2002) (figura
2)

i eztzcion dz Aedes zagy pli
[ Trans mision de cengus

Figura 2. Distribucion de Aedes aegypti y areas de transmision de dengue hasta el
afo 2002. La distribucién del mosquito Aedes aegypti en su mayor parte se encuentra en el
continente Africano, mientras que la transmisién del virus del dengue es en el sur de
América, Africa y Asia y el norte de Australia. Fuente: Secretaria de Salud en México.
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En México, segun datos de la Secretaria de Salud, el panorama epidemiologico
durante el 2007, fue de 40559 casos de dengue clasico (fiebre del dengue) y 7897
casos de dengue hemorragico (tabla 1).

by

La presencia del dengue esta relacionada a la existencia del vector asi los
estados de la Republica que tienen mayor riesgo para la enfermedad son las que

se ubican en las costas del Golfo y del Pacifico (tabla 2).
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1. 3. Biologia Molecular del Virus del Dengue

1. 3. 1. Particula Viral
El tamafio de los flavivirus es de aproximadamente 50 nm, las particulas virales

son esféricas y envueltas por una bicapa lipidica. La superficie de las particulas
virales contienen dos proteinas: la proteina E (envoltura) y la proteina M
(membrana). La proteina E es el principal determinante antigénico del virus vy
media la unién y fusién durante la entrada viral. La proteina M, producida durante
la maduracién de los virus nacientes dentro de las vias secretorias, es el producto
del procesamiento de la proteina precursora prM que se inserta en la membrana
viral. La nucleocapside consiste de la proteina C (capside) y el RNA gendmico
(Lindenbach y Rice, 2003) (figura 3).

Proteina E

Proteina M

Proteina C

Figura 3. Proteinas estructurales de la particula del virus del dengue. Se muestra
la particula madura del virus del dengue, en la que se sefalan las proteinas estructurales
que conforman al virus. Como se puede observar la proteina E es la que esta expuesta
en la superficie, mientras que la proteina M forma parte de la membrana; y finalmente la
proteina C conforma la capside del virus.

1. 3. 2. Ciclo de Replicacion de los Flavivirus

El ciclo replicativo de los flavivirus comienza con la unién de las particulas
virales a la célula huésped, a través de la glicoproteina E que se encuentra en la
superficie del virus, ésta interacciona con los receptores celulares, de los cuales
se han descrito varias moléculas en diferentes tipos celulares entre estas, el

heparan sulfato (Chen y cols., 1997); la molécula DC-SIGN (dendritic cell-specific
ICAM-3 grabbing nonintegrin) (Tassaneetrithep y cols., 2003; Navarro-Sanchez y

cols., 2003); la proteina GRP78 (glucose-regulated protein  78)

(Jindadamrongwech y cols., 2004); las proteinas HSP90 y HSP70 (heat choque
protein) (Reyes y cols., 2005); y la proteina Rab 5 (Krishnan y cols., 2007).



De manera paralela, en los humanos en donde existen anticuerpos
heterotipicos anti-dengue persistentes, la opsonizacion del virus a través de las
inmunoglobulinas y su interaccion con los receptores para Fc en la superficie
celular, facilitan la union y la infeccion de las células monociticas. En el caso del
virus West Nile, éste entra a la célula mediante vesiculas recubiertas de clatrina, a
través de endocitosis mediada por receptor (Chu y Ng, 2004).

Una vez dentro, los viriones son transportados al citoplasma dentro de
compartimentos endociticos prelisosomales, donde el pH bajo induce la fusion de
la membrana viral con la membrana del endosoma celular, para liberar la
nucleocapside del virus, misma que se desnuda para permitir la liberacion del
genoma viral. EI RNA viral se traduce, produciendo 3 proteinas estructurales y 7
proteinas no estructurales entre las que se encuentran las que realizan la
replicacién del genoma viral y el ensamble de nuevas particulas virales.

Poco tiempo después de iniciada la infeccién, las proteinas virales inducen el
rearreglo de las membranas intracelulares, formando distintas estructuras
llamadas paquetes vesiculares, membranas intrincadas y arreglos paracristalinos.
Los paquetes vesiculares son los sitios de la replicacion del RNA viral, en donde
se realiza la sintesis de una cadena de RNA de polaridad negativa como
intermediario, que a su vez, sirve como molde para la sintesis de cadenas de RNA
positivas. Por otro lado, las membranas intrincadas y los arreglos paracristalinos,
son los sitios para el procesamiento de la poliproteina (Lindenbach y Rice, 2003,;
Uchil y Satchidanandam, 2003) (figura 4).

Las particulas virales se ensamblan dentro del reticulo endoplasmico, para
luego ser transportadas a través de las vias secretorias del huésped, en donde
ocurre la maduracion de los viriones y su liberaciéon (Lindenbach y Rice, 2003)

(figura 5).
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Figura 4. Modelo propuesto que muestra los arreglos de las membranas celulares tras la
infeccién por dengue. El procesamiento de la poliproteina de los Flavivirus se lleva cabo en los
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1. 3. 3. Estructura del Genoma

Los genomas de los flavivirus consisten de una cadena sencilla de RNA
(ssRNA) de polaridad positiva de aproximadamente 11 kb, con una estructura de
cap en el extremo 5" y sin poliadenilacion en el extremo 3°. El genoma tiene un
solo marco de lectura abierto flanqueado por regiones no traducibles en los

extremos 5" y 3" de aproximadamente 100 y 400 a 700 nts, respectivamente
(Lindenbach y Rice, 2003).

A) Regién no Traducible 5°

La region no traducible 5° (UTR5’, del inglés untranslated region 5°) de los
diferentes flavivirus es de aproximadamente 100 nt, contiene secuencias capaces
de formar estructuras secundarias, las cuales parecen ser importantes en la
traduccion del genoma viral. Esta regiéon contiene un elemento llamado SLA (stem-
loop A) el cual sirve como un sitio de unién para la proteina NS5 en el inicio de la
sintesis de RNA de polaridad negativa, permitiendo asi, la amplificacion del RNA
viral (Filomatori y cols., 2006). La UTR5" es complementaria a la UTR3" del RNA
de la cadena negativa, la cual sirve como sitio de inicio de la sintesis de la cadena

positiva durante la replicacién del RNA (Lindenbach y Rice, 2003).

B) Regién no Traducible 3°
La UTR3" de los genomas de los flavivirus exhibe gran variabilidad en

secuencia pero contienen estructuras secundarias conservadas(figura 6), por
ejemplo, una estructura de tallo y burbuja denominada 3" SL de 90 a 120 nt que es
esencial en la replicacion de los flavivirus. Otra estructura, es una region
conservada de 25 nucleétidos llamada secuencia complementaria o de ciclizacion
1 (CS1), la cual tiene la capacidad de aparearse con una secuencia localizada en
los primeros nts de la proteina C. Este apareamiento produce la circularizacion del
genoma, lo cual es de suma importancia durante su replicacion (Lindenbach y
Rice, 2003). Recientemente se ha descrito que la circularizacion requiere del
apareamiento entre las secuencias 3" y 5 UAR (upstream AUG region)

localizadas en las UTR 3" y 5  respectivamente, proponiéndose asi que la
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circularizacion del RNA es una conformacion requerida para la replicacion viral y
por lo tanto para la viabilidad del virus del dengue (Alvarez y cols., 2005). Otras
secuencias conservadas son la CS2 y RCS2 cuya funcion es modular la
replicacién viral (Lindenbach y Rice, 2003).

AUG

Cap

Figura 6. Estructura del genoma del virus del dengue. En las regiones no traducibles 5" y
3’, existen estructuras secundarias que pueden influir en la traduccion y replicacién del genoma
viral, como las secuencias de complementariedad (CS), y la estructura de tallo y burbuja 3" SL. El
rectangulo con rayas diagonales representa el marco de lectura abierto.

1. 3. 4. Proteinas Virales

A) Traduccién y Procesamiento de la Poliproteina

El genoma de los flavivirus funciona como un mRNA que puede ser traducido
para dar origen a una poliproteina de aproximadamente 3400 aa, que es
procesada por proteasas celulares y virales para dar lugar a 10 proteinas; 3
proteinas estructurales y 7 proteinas no estructurales. En el extremo N-terminal,
una cuarta parte de la poliproteina codifica para las proteinas estructurales (C,
prM, E), y en el C-terminal, codifica para proteinas no estructurales (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). Una peptidasa sefial del hospedero es
responsable del corte entre C y prM, prM y E, E y NS1, ademas del corte cerca del
C-terminal de NS4A. La serina proteasa codificada por el virus corta entre NS2A 'y
NS2B, NS2B y NS3, NS3 y NS4A, NS4A y NS4B, ademas de NS4B y NS5
(Lindenbach y Rice, 2003) (figura 7).



B) Proteinas Estructurales

Proteina de la capside

La proteina C es una molécula altamente basica de aproximadamente 11 kDa.
Los residuos cargados que median la interaccion con el RNA, estan presentes en
el Ny C terminal separados por un corto dominio interno hidrofébico que media la
asociacion con la membrana. La proteina C naciente también contiene un ancla
hidrofébica en el C- terminal, que sirve como un péptido sefal para la

translocacién de prM en el reticulo endoplasmico (Lindenbach y Rice, 2003).

Proteina de Membrana

prM es la proteina precursora de la proteina M de aproximadamente 26 kDa
que se transloca al reticulo endoplasmico por el dominio hidrofébico C-terminal de
la proteina C. prM tiene una actividad semejante a una chaperona, debido a que
es necesaria para el plegamiento de la pfoteina E; donde el segmento pr de prM
existente en la proteina precursora prM estabiliza a la proteina E. La conversion
de particula virales inmaduras a viriones maduros ocurre en las vias secretorias y
coincide con el corte de prM por una furina residente en el aparato de Golgi para
dar lugar a la proteina M y el segmento pr, el cual es secretado (Lindenbach y
Rice, 2003). De esta manera se cree que durante el proceso de maduracion y
secrecion de las particulas virales, prM protege a la proteina E de un cambio
conformacional inducido por el pH que da lugar a la exposicion del dominio de
unioén al receptor de la proteina E y que puede provocar una fusion prematura a la

membrana (Clyde y cols., 2006).

Proteina de Envoltura

La proteina E es de aproximadamente 53 kDa siendo la principal proteina de
superficie del virion. Esta proteina media la union y la fusion a la membrana celular
y es sintetizada como una proteina de membrana tipo 1, conteniendo 12 cisteinas

conservadas que forman enlaces disulfuro. Cada proteina E esta compuesta de
tres dominios: |, forma una estructura de barril B; Il, se proyecta a lo largo de la

superficie del virus y contiene el dominio de fusion a la membrana; y I, al cual se
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le atribuye la funcion de unién al receptor celular (Lindenbach y Rice, 2003). La

proteina E es el principal blanco de la inmunidad humoral (Clyde y cols., 2006).

|

pr +

Figura 7. Organizacion del genoma del virus del dengue. En el extremo 5°, se encuentran
los genes para las proteinas estructurales C, prM y E; mientras que del centro del genoma al
extremo 3°, se encuentran los genes para las proteinas no estructurales NS71, NS2A y NS2B,
NS3, NS4A y NS4B, y NS5. NC: regién no codificante (regién no traducible).

C) Proteinas No Estructurales

NS1

NS1 es una proteina de aproximadamente 46 kDa que se encuentra en el
interior de las células, en la superficie celular o puede ser secretada. Esta proteina
es translocada al lumen del reticulo endoplasmico y separada de la proteina E por
la peptidasa sefnal del hospedero. NS1 es un glicoproteina que forma
homodimeros que son altamente estables y en su mayor parte es hidrofilica.
Durante la infeccion, ésta proteina induce una fuerte respuesta humoral y cuando
se encuentra sobre la superficie celular, es reconocida por los anticuerpos para
producir lisis de las células infectadas a través de la activacion del complemento,
jugando asi un papel importante en la patogénesis de la enfermedad. NS1 es
importante para la replicacion del RNA y colocaliza con los paquetes vesiculares
que son los sitios de replicacion del RNA (Lindenbach y Rice, 2003).

NS2A
NS2A es una proteina hidrofébica de aproximadamente 22 kDa. EI N-terminal

de NS2A es generado por el corte entre NS1 y NS2A por una enzima desconocida
residente del reticulo endoplasmico; mientras el C-terminal es generado por el
corte de la serina proteasa en el citoplasma. Existe una forma truncada en el C-

terminal llamada NS2A-o, que puede surgir del corte de una serina proteasa.
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NS2A esta probablemente involucrada en los procesos de ensamble del virién vy
empaquetamiento y replicacion del RNA (Lindenbach y Rice, 2003). También se le

atribuye un papel en la resistencia del virus del dengue a la accién antiviral del
interferén (IFN) (Mufioz-Jordan y cols., 2003; Jones y cols., 2005).

NS2B

NS2B es una proteina asociada a membrana de aproximadamente 14 kDa.
Esta proteina forma un complejo con NS3 y es un cofactor necesario para la
actividad de serina proteasa en NS3. La actividad de cofactor de NS2B, se
encuentra codificada en una region central hidrofilica conservada de 40 residuos,

flanqueada por regiones hidrofébicas que median su asociacién a la membrana
(Lindenbach y Rice, 2003).

NS3
NS3 es una proteina multifuncional de aproximadamente 70 kDa que contiene

varias actividades enzimaticas involucradas en el procesamiento de la poliproteina
y en la replicacion del RNA. Esta proteina esta asociada con la membrana a través
de su interaccion con NS2B. La colocalizacion de NS3 y NS2B ha sugerido que las
estructuras conocidas como membranas intrincadas junto con los arreglos
paracristalinos, son los sitios especializados para el procesamiento de la
poliproteina. NS3 también se ha localizado en los paquetes vesiculares, sitios de
replicacién del RNA. EI N-terminal de NS3 es una serina proteasa semejante a la
tripsina cuya actividad minima comprende los primeros 167 aminoacidos. En el
procesamiento de la poliproteina corta entre NS2A y NS2B, NS2B y NS3, NS3 y
NS4A, NS4A y NS4B, NS4B y NS5, ademas de liberar a la proteina C unida a prM
y puede cortar en dominios internos de las proteinas NS2A 'y NS3.

La proteasa viral corta preferencialmente después de un residuo basico
adyacente y antes de un aminoacido que contenga una pequefia cadena lateral no
ramificada. La region C-terminal de NS3 ha sido implicada en la replicacion del
RNA y contiene regiones homologas a las del super grupo 2 de RNA helicasas.

Estas enzimas utilizan la energia liberada a partir de la hidrdlisis del ATP para

desenrollar el RNA duplex, eliminando asi las estructuras secundarias del RNA,
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facilitando la actividad de la polimerasa. Ademas de la actividad de NTPasa, la
region C-terminal de NS3 tiene actividad de RNA trifosfatasa (RTPasa), que
desfosforila el extremo 5° del RNA gendmico antes de la adicion del cap
(Lindenbach y Rice, 2003).
NS4A y NS4B

NS4A y NS4B son proteinas hidrofébicas de 16 y 27 kDa respectivamente. A
NS4A se le ha sugerido un papel en la replicacién del RNA por su colocalizacion
en los paquetes vesiculares, asi como en las membranas intrincadas. El C-
terminal de NS4A actia como una secuencia sefial para la translocacion de NS4B
en el lumen del reticulo endoplasmico. NS4B es una proteina transmembranal que
se localiza en sitios de replicacion viral (Lindenbach y Rice, 2003).

Se ha sugerido, que estas proteinas estan involucradas en la resistencia del
virus del dengue a la accién antiviral del IFN, a través del bloqueo de la
transduccion de senales inducida por IFN que da lugar a la respuesta antiviral

(Mufoz-Jordan y cols., 2003; Jones y cols., 2005).

NS5

NS5 también es una proteina multifuncional de 103 kDa involucrada en la
replicacion del RNA. Ademas, esta proteina contiene en su extremo N-terminal
una actividad en el procesamiento del capping del RNA viral ya que esta region
tiene homologia con metiltransferasas dependientes de S-adenosil-metionina,

apoyandose asi, la idea de que esta proteina esta involucrada en la adicion del
cap 5 en el RNA viral (Lindenbach y Rice, 2003). De esta manera, NS5 es una

proteina con dos dominios, ya que la regién C-terminal de NS5, tiene actividad de
RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP) (Koonin, 1993; Rice y cols., 1985).
Ademas forma un complejo con NS3 y estimula la actividad de NTPasa de NS3
(Lindenbach y Rice, 2003).

1. 3. 5. Replicacion del RNA

La replicacion del RNA viral, se lleva a cabo en los paquetes vesiculares, los

cuales albergan los complejos de replicacién de los flavivirus formados por las
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proteinas NS1, NS2A, NS3, NS4A y NS5 (Lindenbach y Rice, 2003; Westaway y
cols., 2003; Uchil y Satchidanandam, 2003).

Debido a que la maquinaria de replicacién no se empaqueta dentro de la particula
viral, el genoma los flavivirus primero debe experimentar la traduccién para
generar su RNA polimerasa (Clyde y cols., 2006; Filomatori y cols., 2006).

Una vez que se ha completado la traduccién de la cadena de RNA de polaridad
positiva, el complejo de replicacion se ensambla en la UTR3" a través de la
proteina NS2A, la cual se une a la regiéon 3°'SL, donde las proteinas NS3 y NS5
también se unen. El complejo, todavia unido a la cadena de RNA positiva, es
transportado a la membrana del reticulo endoplasmico donde a través de la
proteina NS2A el complejo interacciona con el dimero formado por la proteina
NS4A, la cual se encuentra atravesando la membrana del reticulo endoplasmico y
que a su vez interacciona con el dimero formado por la proteina NS1 que se
encuentra unida a la membrana del lumen del reticulo endoplasmico.

El complejo de replicacion completo se une al RNA mediante el dominio RdRp
de la proteina NS5; el RNA debe circularizarse a través de las regiones CS
localizadas en los extremos 5"y 3" para que el complejo de replicacion comience a
transcribir la cadena positiva del RNA para generar la cadena negativa del RNA, la
cual sirve como molde para la sintesis de la cadena positiva. La sintesis del RNA
es asimétrica, debido a que se sintetizan entre 10 a 100 veces mas cadenas
positivas en relacién a las cadenas negativas.

Otras especies de RNA viral generadas durante su replicacion e identificadas
en base a su solubilidad en 2 M LiCl y su resistencia a las ribonucleasas
especificas para una sola cadena son: una doble cadena de RNA (dsRNA)
conocida como forma replicativa (RF); y un RNA heterogéneo parcialmente
resistente a las nucleasas, con regiones de una cadena y de doble cadena,
llamado intermediario replicativo (RI). El Rl contiene los RNAs recién sintetizados
que han sido desplazados por las cadenas en alargamiento (RF y RI son
insolubles en 2 M LiCl).

Una vez liberada la cadena positiva, es procesada para la adicion del cap. NS3

a través de su actividad de RNA trifosfatasa, desfosforila el extremo 5" del RNA
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genoémico preparandolo para la adicion del cap; mientras que NS5 a través de su
actividad de metiltransferasa, cataliza la reaccion de transferencia de la molécula
de GMP (guanosina monofosfato), llevando asi el capping del RNA viral
(Lindenbach y Rice, 2003; Westaway y cols., 2003; Uchil y Satchidanandam,
2003).

2. Estado Del Arte

2. 1. Inmunopatogénesis

Los cuatro serotipos del virus del dengue durante una infeccion primaria,
pueden generar fiebre del dengue y dengue hemorragico. Sin embargo, en una
segunda infeccion particularmente con el serotipo 2, la posibilidad de desarrollar
dengue hemorragico es mayor (Gibbons y Vaughn, 2002). En la fiebre del dengue,
a pesar de que los sintomas pueden ser agudos, se autolimitan después de
aproximadamente 7 dias. Sin embargo, la fiebre hemorragica por dengue al ser
provocada por un incremento en la permeabilidad vascular, se acompana por
anormalidades en la hemostasia que producen la fuga de plasma, tendencia al
sangrado y dafio hepatico.

La fuga de plasma se desarrolla rapidamente en un periodo de horas antes o al
final del periodo febril. La efusion pleural (acumulacion de liquido en el espacio
que queda entre el revestimiento del pulmén y el tejido pulmonar), la ascitis
(exceso de liquido en el espacio que existe entre el revestimiento membranoso del
abdomen y los 6rganos abdominales) y la hemoconcentracién, son indicativos de
la pérdida de volumen intravascular. Esto puede rapidamente progresar a choque
si los pacientes no reciben una resucitacion de fluidos intravascular.

Las manifestaciones hemorragicas van desde un sangrado nasal, hasta un
sangrado del tracto gastrointestinal. La trombocitopenia y la hemoconcentacion,
son las principales caracteristicas del dengue hemorragico y del sindrome de
choque por dengue. El dafno hepatico, es comun en la infeccién por el virus del
dengue con una elevacion de las transaminasas del suero (Lei y cols., 2001). La
elevacion de los niveles de ciertas citocinas tienen un papel importante en la

patogénesis de la infeccion por dengue (Chen y Wang, 2002).
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Se puede decir que tres sistemas del organismo como son el hematoldgico,
vascular y hepatico, estan involucrados en los cambios patologicos del dengue

hemorragico y del sindrome de choque por dengue (Lei y cols., 2001).

2. 2. Respuesta del Sistema Inmune a la Infeccion por Dengue

La defensa del hospedero contra los microorganismos patégenos invasores se
lleva a cabo por el sistema inmune y puede ser de dos tipos: la inmunidad innata y
la inmunidad adquirida. Ambos componentes de la inmunidad reconocen los
microorganismos invasores como no propios, lo cual provoca su eliminacion
(Takeda y Akira, 2005). La inmunidad innata juega un papel primordial en la
defensa del hospedero, ya que contribuye a la destruccion del patdgeno,
determinando la localizacién y extension de la infeccidon para dar lugar a la
respuesta inmune adaptativa. La inmunidad innata o primera linea de defensa del
hospedero, restringe la infecciébn durante el periodo requerido para que la
inmunidad adaptativa se desarrolle (Hallman y cols., 2001).

La inmunidad innata mediada por proteinas como las de la fase aguda,
citocinas y complemento y por células como son las NK (natural killer), fagocitos y
granulocitos, provee una rapida respuesta que inhibe la progresion de la infeccion.
La inmunidad adaptativa, en contraste, conduce a la eliminacién del virus y a la
generacion de memoria inmunoldgica a través de la generacion de linfocitos Ty B

especificos (Lopez y cols., 2006).

2. 2. 1. Células Dendriticas

Las células dendriticas son un sistema heterogéneo de leucocitos altamente
especializado en la respuesta inmune dependiente de células T. Entre las
caracteristicas de las células dendriticas estan su habilidad para capturar
patdgenos y antigenos de varios origenes, procesar y presentar los antigenos
peptidicos y migrar a través de los tejidos hasta alcanzar los 6rganos linfoides
secundarios, donde se lleva acabo la estimulacion de los linfocitos T virgenes
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(Muzio y cols., 2000). Las células dendriticas juegan un papel importante como

eslabon entre la inmunidad innata y la adaptativa (Osterlund y cols., 2005).

Localizadas en los tejidos en un estado inmaduro, las células dendriticas sirven
como centinelas y se encargan de identificar patogenos invasores. Una vez que
los han reconocido, expresan citocinas, quimiocinas y moléculas coestimuladoras
que contribuyen a su maduracién y con ello al inicio de la repuesta inmune
adaptativa, donde la sefnalizacion a través de los TLRs (Toll-like receptors o
receptores tipo Toll) contribuye al inicio de la respuesta inmune adaptativa antiviral

El papel fundamental de los TLRs en la eliminacién de los virus se da por los
efectos de la inmunidad innata a través de los IFNs de tipo |, los cuales son
sintetizados por la mayoria de la células nucleadas. A su vez los IFNs pueden
contribuir a la maduracion de las células dendriticas después de la infeccion viral,
ya que inducen la expresion de moléculas coestimuladoras y de los complejos
principales de histocompatibilidad (MHC) (Lépez y cols., 2006).

La actividad funcional de las células dendriticas, requiere la combinacion de la
actividad fagocitica y de la presencia de receptores para el complemento,
quimiocinas y TLRs. El sinergismo entre todas estas moléculas permite a las
células dendriticas fagocitar antigenos extrafios, reconocer sefiales de peligro y
migrar a los noédulos linfoides donde activan a los linfocitos T virgenes. La
maduracion completa de las células dendriticas a células presentadoras de
antigeno competentes, se lleva a cabo durante tal migracion.

La quimiocinas y sus receptores asi como la sefializacién a través de los TLRs
juegan un papel importante en la maduracion de las células dendriticas (Lopez y
cols., 2006; Douagi y cols., 2007). Los cambios en la expresion del receptor para
quimiocina durante la maduracion de las células dendriticas, promueven el trafico
de las células dendriticas del tejido periférico a los 6rganos linfoides secundarios

(Fischery cols., 2001).
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Las dos poblaciones de células dendriticas que participan en el desarrollo de la
respuesta inmune antiviral son las células dendriticas convencionales (cDCs) esto
es las celulas dendriticas mieloides (mDCs), asi como las células dendriticas
plasmacitoides (pCDs). Las cDCs se encuentran en los tejidos periféricos y en los
organos linfoides secundarios, maduran en la presencia de virus y procesan
eficientemente y presentan los antigenos en los nédulos linfoides para iniciar la
respuesta inmune adaptativa. Las pDCs se encuentran principalmente en la
sangre y en los érganos linfoides secundarios, tienen una pobre representacion
antigénica, sin embargo tienen un papel muy importante en la inmunidad antiviral,
ya que producen altos niveles de IFNs de tipo | a través de la unién de los
componentes virales a los TLRs; ademas interactian con las cDCs circundantes
para inducir la inmunidad innata antiviral (Matsumoto y cols., 2003; Osterlund y
cols., 2005; Wang y cols., 2006).

También existen las células dendriticas derivadas de monocitos o células
dendriticas inmaduras (CDIs). Estos tipos de células dendriticas existen en dos
estados como inmaduras y maduras; como inmaduras fagocitan y procesan los
antigenos extrafios, mientras que como maduras son mejores presentadoras de
antigeno, debido a la expresion de moléculas de superficie (Ho y cols., 2001;
Cuellar y cols., 2004).

Asi, debido a su presencia en las mucosas, piel y sangre, asi como su habilidad
de tomar antigenos en estos sitios y a su expresién de moléculas de superficie, las
células dendriticas tienen una mayor susceptibilidad a la infeccién por el virus del
dengue en comparacién a los monocitos o macrofagos. Por esta razén se
considera que la infeccion de las células dendriticas por el virus del dengue, es un
paso crucial en el establecimiento de la infeccién (Navarro-Sanchez y cols., 2003;
Tassaneetrithep y cols., 2003; Kwan y cols., 2005).

Se ha reportado que la infeccién de las células dendriticas por el virus del
dengue deteriora su maduracién, la expresién de moléculas coestimuladoras,
moléculas MHC y otras moléculas de superficie. Asi, el virus del dengue deteriora
su presentacion antigénica, induce apoptosis y la secrecion de IL-10, cuyos

efectos son: la disminucion de la proliferacién de linfocitos T y el deterioro de la
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respuesta inmune inflamatoria, suprimiendo asi la respuesta inmune (Palmer vy
cols., 2005).

Sin embargo, existe informacion controversial al respecto pues también se ha
reportado una sobreregulaciéon de las moléculas de MHC clase |, posiblemente
para evadir el ataque de las NK o para generar un nimero masivo de células T de

baja afinidad (Shresta y cols., 2005).
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Figura 8. Inmunopatogénesis en la infeccion por el virus del dengue. Cuando el virus del
dengue entra a las células del organismo por endocitosis, las células dendriticas y los monocitos
presentan los antigenos virales a los linfocitos T CD8 y T CD4. Por un lado, los linfocitos T CD8
eliminan a las células infectadas por el virus, entre las que pueden encontrarse ademas de células
endoteliales y hepaticas, células dendriticas y monocitos/macroéfagos. Por otro lado, los linfocitos T
CD4 secretan citocinas que contribuyen a la diferenciacion de los linfocitos B en células
plasmaticas secretoras de anticuerpos dirigidos contra los antigenos virales, que pueden
encontrarse en la superficie de las células infectadas Esto ultimo puede llevar a la disfuncion del
sistema hematologico, endotelio 6 higado, ya que las células infectadas pueden ser lisadas a
través de la activacion del complemento o de la accién citotoxica de las células NK (natural killer).
También las células dendriticas y monocitos/macréfagos secretan los IFNs o/f que se encargaran
de restringir la replicacién viral y también secretan quimiocinas como RANTES, que atraen a mas
células T, monocitos, células dendriticas, células NK y células granulares proinflamatorias como
baséfilos (Ba) y eosindfilos (E), que liberan su contenido granular favoreciendo la inflamacion y la
permeabilidad vascular.
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Después de la transmision del mosquito al humano, el virus del dengue
encuentra en las celulas dendriticas, los monocitos y macréfagos, los principales
blancos celulares para la infeccion y replicacién viral (Bente y cols., 2005).

Las células dendriticas de la piel que han endocitado las particulas virales,
viajan hacia los ganglios linfaticos donde presentan los antigenos virales a los
linfocitos T CD8 y T CD4. Por un lado, los linfocitos T CD8 se encargan de la lisis
de las ceélulas infectadas y por otro lado, los linfocitos T CD4 secretan citocinas,
contribuyendo a la diferenciacién de los linfocitos B en células plasmaticas
secretoras de anticuerpos que reconoceran los antigenos virales sobre la
superficie de las células infectadas; estos eventos en conjunto, desencadenan la
respuesta inmune adaptativa (Ho, 2001) (figura 8).

Sin embargo, tras la primera infeccion con un serotipo determinado, se generan
células de memoria que responden a ese serotipo especifico y tras la segunda
infeccién con un serotipo diferente, estas células de memoria no son especificas
para el nuevo serotipo; por lo tanto la respuesta celular y humoral carece de
especificidad. Asi, los anticuerpos secretados opsonizan al virus pero no tienen la
capacidad de neutralizarlo, por lo que los receptores para Fc en la superficie
celular interaccionan con los anticuerpos alrededor del virus, facilitando su entrada
a la célula por fagocitosis, dandose asi un potenciamiento de la infeccion
dependiente de anticuerpo (ADE, antibody-dependent enhancement).

Propuesto en 1977 por Halstead y O’'Rourke, el potenciamiento de la infeccion
dependiente de anticuerpos, se debe a la presencia de anticuerpos no
neutralizantes que son captados a través de su dominio FC, por células que
cuentan con el receptor para FC como monocitos y macrofagos. Como resultado,
se produce un incremento en: 1) el numero de monocitos infectados con el virus,
2) la presentacion antigénica, 3) el nivel de activacion de las células T y 4) la
proliferacion de las células T de memoria. Los linfocitos T CD4 y T CD8 reactivos
al virus del dengue, producen niveles altos de citocinas tales como IFN-y, IL-2, IL-
6, TNF-a, TNF-B, Molécula-1 de Adhesion Intracelular (ICAM-1) y quimiocinas
incluyendo RANTES (Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted)

y la proteina 1-B inflamatoria de macréfagos (MIP-1B); también existe una
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inversién en la relacion de linfocitos T CD4/CD8, lo cual deteriora la eliminacion
del virus (Avirutnan y cols., 1998; Lei y cols., 2001; Lin y cols., 2003: Rothman,
2004) (figura 8).

2. 3. Relacion Entre la Respuesta Inmune y la Patogénesis en la Infeccion por

Dengue

Después de la infeccion, las células dendriticas migran de los tejidos periféricos
a los nodulos linfoides donde activan a los linfocitos T CD4 y CD8; este paso de
migracion es crucial para la patogénesis viral. Por lo tanto, las células dendriticas
podrian jugar un papel en la patogénesis de la infeccion por el virus del dengue a
través de un incremento en la carga viral y en la activacion celular (Ho y cols.,
2001). Por otro lado, los monocitos, como precursores sanguineos de los
macrofagos en el tejido, pueden experimentar diferenciacion y migrar a través de

las paredes de los vasos sanguineos a varios tejidos, donde maduran y se
diferencian a macréfagos (Chen y Wang, 2002). El incremento en el numero de
monocitos infectados con el virus del dengue, permite que éste pueda
diseminarse a diferentes sistemas, como el hematolégico, vascular y hepatico (Lei
y cols., 2001) (figura 9).

Durante la infeccion por el virus del dengue, se ha reportado una fuerte
induccién de RANTES, una quimiocina del sistema inmune innato también
conocida como CCL5 (chemokine (C-C motif) ligand 5), que pertenece a la
superfamilia de IL-8 y que es secretada por monocitos/macréfagos y células
dendriticas (Chen y Wang, 2002; Lei y cols., 2001; Zhu y cols., 2000). Para su
expresion, RANTES, requiere de los factores de transcripcion NF-xf3 (Nuclear
Factor kappa B) y el IRF3 (interferon regulatory factor 3) y depende de la
presencia de un genoma viral funcional (Malmgaard y cols., 2004).

El IRF3 se une a los ISRE (Interferon-Stimulated Response Element) en el
promotor de RANTES para llevar a cabo su induccion (Wagoner y cols., 2007).
Las células dendriticas expresan tanto la quimiocina RANTES como su receptor y

migran en respuesta a RANTES de los tejidos periféricos hacia el sitio de



inflamaciéon o hacia los nédulos linfoides, donde presentan los antigenos

capturados a los linfocitos T (Zhu y cols., 2000; Osterlund y cols, 2005).

RANTES atrae a otras células al sitio de infeccion como las células NK, células
dendriticas, monocitos, linfocitos T efectores, sobre las que induce la activacién de
sus moléculas de adhesion. También atrae células proinflamatorias como las
células cebadas, basofilos, eosindéfilos y neutréfilos que llegan al sitio de infeccion
y secretan su contenido granular, induciendo un aumento de la permeabilidad
capilar para facilitar la migracién leucocitaria al sitio de infeccién por diapedesis,

redundandose asi el papel quimiotactico de RANTES (Janeway, 2001).

2. 3. 1. Darno en el Sistema Vascular

Desafortunadamente, este incremento en la permeabilidad vascular es entre
otras cosas, la causa de las hemorragias presentadas durante la infeccion por el
virus del dengue. Una de las teorias que explican el incremento en la
permeabilidad de los vasos sanguineos, es el incremento en la produccion de
metaloproteinasas por parte de las células dendriticas infectadas por el virus del
dengue. La migracion de las células dendriticas a través del endotelio ocurre
normalmente durante el proceso inflamatorio, lo cual involucra cambios en la
permeabilidad vascular regulada por la produccion de metaloproteinasas lo que
conduce a un deterioro en la integridad del endotelio (Luplerdlop y cols., 2006).

Otra explicacion al deterioro del endotelio que lleva a la fuga de plasma
después de la infeccién por el virus del dengue es la apoptosis de las celulas del
endotelio vascular. La activacién de las caspasas y la apoptosis parecen ser
caracteristicas de la infeccion celular por flavivirus (Samuel y cols., 2007). Sin
embargo, la corta duracion de la fuga de plasma, la carencia de un dafno
estructural y la recuperacion rapida de los pacientes con DSS parecen indicar que
la alterada permeabilidad se debe a un mediador soluble (Avirutnan y cols., 1998;
Liny cols., 2003).
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En la patogénesis del endotelio también estan involucrados ademas de la
apoptosis, factores como la activacién del complemento y la produccion de
citocinas y quimiocinas inducidas por el virus. Ademas el virus del dengue provoca
la generacion de autoanticuerpos dirigidos contra el endotelio, lo que conduce a
apoptosis de las células endoteliales a través de la produccion de 6xido nitrico.
Este fendmeno se da porque los anticuerpos dirigidos contra la proteina NS1
tienen una reaccién cruzada contra las proteinas de superficie del endotelio y de
las plaquetas, como las adhesinas e integrinas, lo cual provoca la disfuncion del
endotelio y la disminucion del numero de plaquetas (Shu y cols., 2000; Lin y cols.,
2003; Lin y cols., 2005).

Durante una segunda infecciéon por dengue, la permeabilidad vascular también
se ve afectada por los efectos sinérgicos del IFN-a, TNF-a y proteinas del
complemento como C3a y C5a provocando la fuga de plasma en las células
endoteliales (Navarro-Sanchez y cols., 2005).

En resumen, la destruccion de la barrera endotelial que conduce a la fuga
transitoria de plasma, se debe en parte al dafo directo del virus mediante la
apoptosis de las células endoteliales, con una produccién de quimiocinas (IL-8 y
RANTES en el reclutamiento y activacién de neutrofilos) y la activacion del
complemento (Avirutnan y cols., 1998; Lin y cols., 2003).

Otro elemento importante que contribuye a las hemorragias presentadas
durante la infeccién por el virus del dengue es el desequilibrio en la hemostasia
(Lei y cols., 2001). La hemostasia es mantenida por un balance entre la activacion
de la coagulacién y la fibrinolisis. El grado de coagulacion y la activacion de la
fibrinolisis inducida por el virus del dengue esta asociada con la severidad de la
enfermedad (Huang y cols., 2001).

Ademas de IL-6, se ha reportado que en monocitos/macréfagos tras su

infeccion con el virus del dengue, secretan otras citocinas, por ejemplo TNF-a,

IFN-a, IL-1B, IL-8, IL-12, MIP-1a. y RANTES y que su acumulacion regional en

varios tejidos en donde el virus del dengue se ha diseminado, puede resultar en

una inflamacion local que se ve favorecida por reclutamiento de células
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proinflamatorias al sitio de infeccién, las cuales secretan su contenido granular,

incrementando la permeabilidad vascular (Chen y Wang, 2002).
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Figura 9. Dafio en tres sistemas del organismo tras la infeccion por el virus del dengue.
Las células plasmaticas secretan anticuerpos dirigidos contra los antigenos virales presentes en
la superficie de las células infectadas; lo que puede llevar a la disfuncién de los sistemas
hematolégico, endotelial y hepatico, que en conjunto conducen a la hemorragia, mientras que la

pérdida de plasma conduce a su vez al sindrome de choque por dengue.

2. 4. Mecanismos de Defensa Molecular contra el Virus

2. 4. 1. Respuesta Antiviral del Sistema Inmune Innato
Durante la infeccién viral, antes de la activacion de los mecanismos de defensa

antigeno especificos de la inmunidad adaptativa, los mecanismos antivirales
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celulares innatos mediados por los IFNs-a/B, son las vias mas importantes de la
defensa del hospedero para limitar la replicacién viral. La infeccion con virus,
clasicamente induce la secrecion de IFNs-a/f3; el IFN-a, se une a los receptores
para IFN-a (IFNAR, el cual comprende de dos subunidades IFNAR1, IFNAR2) en
la superficie de la célula infectada o en la superficie de células cercanas (Jones y
cols., 2005).

La union del IFN a su receptor, provoca la activaciéon de una tirosina cinasa que
forma parte de la cadena de sefalizacion del receptor de citosina llamada Janus
cinasa (Jak), la cual fosforila al receptor IFNAR a través de sus residuos de
tirosina para reclutar, fosforilar y dimerizar al transductor de sefnales y activador
transcripcional (STAT, signal transducer and activator of transcription). Los
heterodimeros STAT1 y STAT2 se asocian con p48/IRF-9 para formar complejos
ISGF3 (interferon-stimulated gene factor 3); el cual se transloca al nucleo para
inducir la transcripcion de los genes estimulados por el IFN (ISGs, interferon
stimulated genes), a través de sus promotores que contienen elementos
regulatorios estimulados por el IFN (ISRE, IFN-stimulated regulatory elements).
Aproximadamente 100 genes son inducidos por los IFNs-a/f, los cuales codifican
proteinas que son mediadoras de los efectos antivirales del IFN como la PKR
(RNA-dependent protein kinase) (Mufioz-Jordan y cols., 2003; Jones y cols., 2005)
(figura 10). Otra de estas proteinas, es la enzima oligoadenilato sintasa, la cual
polimeriza ATP, que a su vez activa a la endoribonucleasa (RNasa L) que degrada
al RNA viral. También, es la cinasa serina-treonina P1; que fosforila al factor de
inicio de la traduccion elF-2, inhibiendo asi la traduccion, contribuyendo también a
la inhibicién de la replicacion viral (Janeway, 2001). Esta funcion también se lleva
a cabo por PKR (Samuel, 2001). Otros genes inducidos por la accion de este tipo
de IFNs, son las citocinas (Elco y cols., 2005).

Para la expresion de IFN-B, se requiere de una activaciéon coordinada de los
factores de transcripcion c-JUN/ATF-2, IRF3/IRF7 y NF-xp (p50/p65) (Kim y cols,,
2000; Falvo y cols., 2000; Fredericksen y cols.,2004; Matsumoto y cols., 2004;
Honda y cols., 2005; Li y cols., 2005b; Peng y cols., 2006; Wagoner y cols., 2007).

El IFN-a. y el IFN-B son producidos principalmente por leucocitos y fibroblastos,
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células dendriticas y macréfagos (Hidmark y cols., 2005; Osterlund y cols., 2005).
Estos IFNs tienen tres funciones principales. Primero, inducen la resistencia a la
replicacion viral en las células adyacentes no infectadas, a través de la activacién
de genes que causan la destruccién de los mRNA, inhibiendo la traduccion de
proteinas virales y algunas proteinas del hospedero necesarias para el ciclo

replicativo del virus. Segundo, la induccién de la expresién de moléculas de MHC

clase | en la mayoria de los tipos celulares del cuerpo, incluyendo aquellas células
infectadas con el virus, lo cual conduce a su eliminacion por la accion citotéxica de

los linfocitos T CD8. Tercero, la activacién de las células NK, que eliminan

selectivamente a las células infectadas con el virus. La sintesis de IFNs se da en
respuesta al dsRNA, presente en el genoma de algunos virus (Janeway, 2001)
como la forma replicativa en el virus del dengue (Lindenbach y Rice, 2003).

Sin embargo, se ha observado, que algunos virus pueden inhibir la expresion
del IFN (Williams y Sen, 2003). El virus del dengue presenta mecanismos de
evasion de la respuesta inmune, donde el virus inhibe la fosforilacion de STAT1,
STAT3 y Tyk2 mediada por IFN-a, pero incrementa la fosforilacion de STAT1 y
STAT3 mediada por IFN-y (Ho y cols., 2005). También se ha reportado que las

proteinas del virus inhiben la transduccion de sefiales mediada por IFN-o. a traves
de la disminucion de la fosforilacidn de STAT1 y de la expresion de STAT2 (Jones
y cols., 2005); ademas se ha observado que NS4B reduce la fosforilacién de
STAT1 en respuesta a IFN-B 6 IFN-y (Mufioz-Jordan y cols., 2003).

Por otro lado, también se ha descrito una via independiente de IFN para la
activacion de ISGs (Interferon stimulated gen), algunos de los cuales pueden ser

inducidos por IRF3 en la ausencia de la produccién de IFN (Shresta y cols., 2005).
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Los IFNs de tipo |, son la sefial para el establecimiento de un estado antiviral en
las células no infectadas, permitiendo el control del hospedero de la replicacion
viral. También juegan un papel importante en la generaciéon de la respuesta
inmune adaptativa, en donde la funcién de las células dendriticas es muy
importante (Douagi y cols., 2007).

En las células dendriticas existen dos vias para la induccién de IFN: 1) a través
del reconocimiento del RNA viral por receptores del citosol tales como RIG-1
(retinoic acid-induced gene 1) y MDA5 (Melanoma differentiation associated
protein 5), las cuales sefalan a través de IPS-1 (también conocido como MAVS,
CARDIF, o VISA) para activar a IRF3 y NF-kf3, mediante los cuales se transcribe el
IFN; y 2) a través del reconocimiento de los virus por TLR's y la posterior induccion
de IFNs de tipo | (Douagi y cols., 2007). Todos estos receptores forman parte de
una familia conocida como PRRs (pattern recognition receptors) (Hallman y cols.,
2001; Malmgaard y cols., 2004).

El sistema inmune innato detecta los microorganismos patdégenos a traveés de
receptores que reconocen estructuras altamente conservadas en éstos (Hallman y
cols., 2001).
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Cuando los microorganismos entran en el cuerpo, su reconocimiento inicial esta
basado en los PRRs, que selectivamente unen componentes esenciales de los
patégenos llamados, patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs,
pathogen-associated molecular patterns) (Hallman y cols., 2001; Malmgaard y
cols., 2004).

Las interacciones PRR-PAMP activan vias de sefalizacion intracelular que
conducen a la expresion de moléculas proinflamatorias. La expresion de los PPRs
se da preferentemente en monocitos y macréfagos, pero también en células
dendriticas y linfocitos T y B. Funcionalmente, este tipo de receptores, puede ser
dividido en tres clases. La primera clase, son aquellos que son secretados, como
la lectina de unién a manosa (MBL); que se une a carbohidratos en bacterias,
levaduras y otros microorganismos, activando el complemento. La segunda clase,
son endociticos como los receptores para manosa que reconocen a los PAMPs
para que después de un proceso de endocitosis del microorganismo, éste sea
destruido por medio de las enzimas lisosomales. La tercera clase, incluye a los
que estan involucrados en la sefalizacion e inducen la expresion de productos de
reaccion de la fase aguda, como las citocinas inflamatorias. A esta clase de
receptores pertenecen los receptores tipo RIG-1, los RLRs como RIG-1 'y MDAS y
los TLRs (Hallman y cols., 2001; Malmgaard y cols., 2004).

RIG-I y MDA5, son dos proteinas que comparten similaridad de secuencia
dentro del dominio de reclutamiento de caspasa (CARD) y un dominio de RNA
helicasa DExD/H box. Estas proteinas se consideran como sensores del dsRNA y
transmiten la sefal al adaptador mitocondrial IPS-1, via interaccion CARD. IPS-1

coordina la actividad de las proteinas cinasas que activan los factores de
transcripcion IRF3, IRF7 y NF-x que son necesarios para inducir la transcripcion

del gen del IFN-B (Kawai y cols., 2005) (figura 11).
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2.4.2. TLRs
E| descubrimiento de la familia TLR comenzo con la identificacion de Toll, un

receptor expresado por los insectos (Drosophila) y que es esencial para el
establecimiento de la polaridad dorsoventral durante la embriogénesis. Estudios
subsecuentes, revelaron que Toll también tiene un papel en la respuesta inmune
innata contra la infeccién por hongos. A través de analisis en las bases de datos,
se encontré que Toll tiene homologos en distintos organismos y hasta la fecha, se
han identificado 11 miembros de la familia TLR en humanos (Akira y Takeda,
2004).

Los TLRs 1, 2, 4, 5y 6 son expresados en la superficie celular, mientras que los
TLRs 3, 7, 8 y 9 son expresados intracelularmente en endosomas. Sin embargo,

TLR10 no esta totalmente caracterizado pero se presume que es funcional y
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TLR11 no es funcional debido a la presencia de un codén de paro en el gen
TLR11 (Takeda y Akira, 2005).

A) Ligandos de los TLRs

TLR2 puede reconocer bacterias Gram positivas y levaduras y formar

heterodimeros con los TLRs 1y 6. Cuando se asocia con TLR1, puede reconocer
triacil-lipopéptidos, mientras que con TLR6 puede reconocer diacil-lipopéptidos.
TLR4 puede reconocer lipopolisacarido, el cual estd presente en bacterias Gram
negativas y TLRS reconoce la flagelina en las bacterias. TLR3 reconoce moléculas
de dsRNA y los TLRs 7 y 8 reconocen moléculas de ssRNA. Como ya se sabe,
tanto el dsRNA como el ssRNA forman parte de los genomas virales, por lo tanto
estos tres TLRs estan involucrados en la respuesta contra los virus. Por ltimo,
TLR9 tiene como ligando al CpG DNA no metilado, el cual forma parte del DNA
bacteriano (Hallman y cols., 2001; Takeda y Akira, 2005) (figura 12).

diacil triacil
lipopéptidos lipopéptidos flagelina

Figura 12. Los

diferentes tipos de
TLRs en humanos
y sus ligandos. Los
TLRs 1,2, 4, 5y 6
se encuentran en la
superficie  celular;
mientras que los
TLRs 3, 7y 9, son
intracelulares y
participan en el
reconocimiento  de
los genomas virales
(Takeda y Akira,
2005).
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B) Estructura y Moléculas Adaptadoras

Los TLRs son proteinas de membrana tipo 1. El dominio extracelular de TLR
contiene repetidos ricos en leucina (LRR) que estan involucrados directamente en
el reconocimiento de varios patégenos (Akira y Takeda, 2004). Todos los TLRs
contienen un dominio transmembranal y un dominio citoplasmico, el cual esta
involucrado en la transduccién de la sefal y se le conoce como dominio TIR
(dominio receptor IL-1-Toll) en base a su homologia con el receptor tipo 1 para IL-
1 (IL-1R1)( Hallman y cols., 2001). La transduccion de la sefial, depende de la
asociacion constitutiva y/o reclutamiento de moléculas adaptadoras especificas al
dominio TIR de TLR. Estas moléculas también contienen un dominio TIR, por lo
que la interaccion entre TLR y su molécula adaptadora es a través de sus
dominios TIR. Basicamente existen cuatro tipos de moléculas adaptadoras.
MyD88 (myeloid differentiation factor 88); TIRAP (TIR domain-containing adapter
protein), también llamada Mal (MyD88 adapter-like); TRIF (TIR domain-containing
adapter inducing IFN-B), también llamado TICAM-1 (TIR domain—containing

adapter molecule-1); y TIRP (TIR-containing protein), también referida como
TRAM (TRIF-related adapter molecule) o TICAM-2 (Vogel y cols., 2003).

Existe una quinta molécula adaptadora llamada SARM (sterile-alpha and
HEAT/Armadillo motif protein), cuya funcién no ha sido bien definida (Vogel y cols.,
2003; Beutler, 2004) (figura 13).
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C) Via de Senalizacion Dependiente de MyD88

Este tipo de sefalizacion involucra a los TLRs 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 y 9, donde
MyD88 se une directamente a los TLRs 7, 8 y 9. TLR2 forma heterodimeros con
los TLRs 1y 6 y requiere de la interaccién directa del adaptador TIRAP, el cual se
une a TLR2 y sobre TIRAP se une MyD88. Esta interaccion entre TIRAP y MyD88
también se presenta en TLR4, donde TIRAP se une directamente a TLR4. MyD88
recluta a IRAK4 (IL-1R-associated kinase 4), sobre el cual se asocia IRAK1.
IRAK4 induce la fosforilacion de IRAK1, sobre el cual se asocia TRAF6 (TNF-
receptor-associated factor 6).

IRAK1 y TRAF6 se disocian del receptor y forman un complejo con TAK1
(transforming growth factor-p-activated kinase-), TAB1 (TAK1-binding protein 1) y
TAB2 en la membrana plasmatica, lo cual induce la fosforilacion de TAB2 y TAK1.
IRAK1 es degradada en la membrana plasmatica, y el complejo remanente se
transloca al citosol, donde este se asocia a través de TRAF6 con las ubiquitina-
ligasas UBC13 (ubiquitin-conjugating enzyme 13) y UEV1A (ubiquitin-conjugating
enzyme E2 variant 1).

Lo anterior conduce a la ubiquitinacion de TRAF6, lo cual induce la activacion
de TAK1. TAK1 puede fosforilar para dar inicio a las MAPKs, lo que a su vez
conduce a la activacion del factor de transcripcion AP-1 (activator protein-1) para
la induccion de citocinas. TAK1 también puede fosforilar al complejo IKK (inhibitor
of nuclear factor-kp (lkf)-kinase complex), el cual consiste de dos subunidades
cataliticas IKK-a e IKK-B y la subunidad regulatoria IKK-y (Akira y Takeda, 2004).

Como IkB mantiene secuestrado a NF-xf en el citoplasma, el complejo IKK
fosforila a Ik, lo cual conduce a su ubiquitinacién y subsiguiente degradacion.
Esto permite la activacion de NF-xp en fase temprana, que se transloca al nucleo
e induce la expresion de sus genes blanco, cuyos productos son citocinas
inflamatorias tales como TNF-a e IL-6, ademas de la expresion de [FNs; sin
embargo se ha demostrado que el IFN-B se expresa preferentemente a través de
una via independiente de MyD88 (Akira y Takeda, 2004; Akira, 2003) (figura 14).



34

D) Via de Senalizacion Independiente de MyD88

Este tipo de sefalizacién involucra a los TLRs 3 y 4. Cuando se involucra a
TLR4, el adaptador TRAM se une directamente a TLR4 y sobre TRAM se une el
adaptador TRIF. Cuando se involucra a TLR3, el adaptador TRIF se une
directamente a TLR3. El adaptador TRIF va a estar involucrado en dos vias para
la activacion de dos factores de transcripcion, una que conduce a la activaciéon en
fase tardia de NF-kp y otra que conduce a la activacién de IRF3, este Ultimo es

central en el establecimiento de la respuesta antiviral del hospedero. Ambos
factores pueden activarse a través de los TLRs 3 6 4.

Para activar a NF-xp en fase tardia, TRAF6 se asocia a TRIF, donde TRAF6
directamente regula la activacion de NF-xf3. Una alternativa a esta activacion a
través de TRAF6, es a través de la proteina RIP-1 (kinases receptor interacting
protein-1), la cual puede activar a NF-xf3. En ambos casos NF-kxf} se transloca al
nucleo e induce la expresion de sus genes blanco que llevan a la produccion de
IFN-p.

Para activar a IRF-3, TRIF se asocia con un complejo proteico compuesto por
las proteinas IKKi/lKKe (IkappaB kinase) y TBK1((TANK, TRAF family member
associated NF-«kp activator)-binding kinase 1), dicho complejo fosforila a IRF3, que
a su vez se dimeriza y se transloca al nucleo para la induccién de los genes del
IFN-B (Takeda y Akira, 2005; Honda y cols., 2005; Fredericksen y Gale, 2006)

(figura 14). También se ha descrito la participacion de TRIF en la activacion de las

MAP cinasas, que a su vez activan a AP-1 (Sasai y cols., 2006).

E) Los TLRs en la Respuesta Inmune Antiviral

Cuando hay una infeccién viral, los tanto los macréfagos como las células

dendriticas, toman a las células apoptoticas infectadas con virus, los RNA virales

pueden ser liberados de estas células apoptéticas en los compartimientos acidicos

intracelulares tales como los fagosomas, que contienen enzimas lisosomales.
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Se ha observado que los TLRs 3y 7, que son receptores para los RNAs virales
y son indispensables en la repuesta inmune innata antiviral por induccion de los
IFNs tipo 1, estan localizados en los mismos compartimientos intracelulares, que
contienen células apoptéticas, donde estos TLRs pueden acceder a sus ligandos
(Nishiya y cols., 2005).

Ademas de la fagocitosis de las células infectadas o de la particula viral a través
de los receptores para Fc que interaccionan con los anticuerpos unidos a la
particula viral, otra manera en que los TLRs 3 y 7 acceden a sus ligandos en los
endosomas, es durante el proceso de infecciéon. Cuando los viriones se unen al
receptor celular y entran a la célula por el proceso de endocitosis mediada por
receptor, el ambiente acido del endosoma permite la fusion de la membrana viral
con la del endosoma, liberandose asi la nucleocapside al citosol. Sin embargo,
este proceso de fusion no es completamente eficiente y suele ocurrir la
degradacion de los viriones dentro de los endosomas, permitiendo que el TLR3 o
el TLR7 accedan ya sea al dsRNA o al ssRNA respectivamente y con ello activen

a las células dendriticas (Lund y cols., 2004).
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Una manera adicional en que los TLRs 3 y 7 pueden acceder al RNA viral, es
durante el proceso de replicacion viral, el cual se lleva a cabo intracelularmente.
Después del reconocimiento del RNA viral, TLR7 por ejemplo, induce la activacién
de NF-kB, a través de una via de sefalizacién dependiente de MyD88, que al final
conduce a la activacion de los genes para la produccién de citocinas inflamatorias
(Akira y Takeda, 2004). Por otro lado, el dsRNA que es reconocido por TLR3,
puede formar parte de algunos genomas virales o ser generado durante su
replicacion (Lund y cols., 2004).

Los diferentes tipos de células dendriticas exhiben un gran repertorio de
TLRs, como los 2, 3, 4, 5, 7 y 9 reflejando el papel unico de éstas células en el
reconocimiento de patégenos y en la transicion de la inmunidad innata a la
adaptativa (Muzio y cols., 2000; Re y Strominger, 2004). Aunque no hay respuesta
al CpG DNA, un agonista de TLR9 (Re y Strominger, 2004)

Se ha observado durante la infecciéon de las células dendriticas por el virus del
dengue, que ademas del reticulo endoplasmico, existen particulas virales en
compartimientos vesiculares, donde podria encontrarse el dsRNA, que se genera
durante su replicacion (Ho y cols., 2001). En este caso el TLR3 podria reconocer
al dsRNA en los compartimientos vesiculares. También el dsRNA proveniente de
una célula que fue infectada y lisada, puede ser endocitado por las células
dendriticas por medio de un receptor desconocido, para luego ser reconocido por
el TLR3 endosomal e inducir asi la expresion del IFN-B (Matsumoto y cols., 2004;
Alexopoulou y cols., 2001).

La participacion del TLR7 ya ha sido demostrada durante la infeccion de las
células dendriticas plasmacitoides por el virus del dengue (Wang y cols., 2006).
Sin embargo, no se ha demostrado la participacion del TLR3 en la infeccion por el
virus del dengue. Pero ademas, si se toma en cuenta que las células dendriticas
son preferencialmente infectadas por el virus del dengue y no lo monocitos o
macréfagos (Tassaneetrithep y cols., 2003); que la infeccion de las CDIs por el

virus del dengue, es un paso critico en el establecimiento de la infeccion (Navarro-
Sanchez y cols.,, 2003); y que a diferencia de las células dendriticas

plasmacitoides, las CDlIs junto con las células dendriticas mieloides son el unico
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tipo celular del sistema inmune que expresa TLR3 (Matsumoto y cols., 2003;

Muzio y cols., 2000); por lo tanto el estudiar la participacion del TLR3 en CDIs
tendria mucho mayor relevancia que el estudio de a participacién del TLR7 en

células dendriticas plasmacitoides.

La accion antiviral a través de TLR3, puede inducirse activando a IRF3, por

medio de una via independiente de MyD88, que conduce a la expresion de IFN-B y

RANTES (Takeda y Akira, 2005; Malmgaard y cols., 2004).

F) Caracteristicas Moleculares del TLR3

El TLR3 es una proteina de 904 aminoacidos con un peso molecular de 125
kDa, cuyo gen se encuentra en el cromosoma 4q35 y es codificado por 4 exones.

Consta de un dominio extracelular compuesto por 25 repetidos ricos en leucina
(LRRs); una regién transmembranal y una cola citoplasmica que es el dominio TIR

homoélogo al receptor Toll/IL-1 (Matsumoto y cols., 2003; Matsumoto y cols., 2004;
Okahira y cols., 2005). Ademas presenta una homologia del 79% con el TLR3 de
raton (Alexopoulou y cols., 2001).

La distribucion en el espacio y la organizacion estérica del dsRNA hacen
posible su reconocimiento por los receptores de la célula. Por lo tanto se podria
decir que al igual que RIG-1 y PKR, el TLR3 reconoce al dsRNA por su estructura
tridimensional y no por su secuencia de aminoacidos (Matsumoto y cols., 2004,
Okahira y cols., 2005). El resultado de la sefializacion a través de TLR3 es la
expresion de citocinas principalmente IFN-By la maduracion de las células
dendriticas (Matsumoto y cols., 2004).

Aunque en teoria el TLR3 reconoce el dsRNA viral como el del virus West

Nile (Wang y cols., 2004), también puede reconocer el RNA de parasitos como el
de helmintos (Aksoy y cols., 2005), e incluso el RNA mensajeros del hospedero

(Kariké y cols., 2004b).
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2. 4. 3. RNA de Interferencia en Mamiferos

Cuando los virus infectan las células eucariontes o cuando los transposones y
transgenes se integran en el genoma del hospedero, el dsRNA es producido a
partir de los genes invasores, ya sea durante la replicacion viral o por la
transcripcion aberrante de los promotores localizados cerca de los sitios de
insercion de los transgenes o transposones, causando inestabilidad genémica.

Los eucariontes como plantas, protistas, hongos, invertebrados y vertebrados
han desarrollado un sistema de defensa celular que responde al dsRNA y protege
su genoma contra estos elementos invasores extrafios. El dsRNA es rapidamente
procesado por una enzima celular para generar fragmentos pequefios de dsRNA
llamados siRNAs (small interfering RNAs), los cuales dirigen la degradacion
secuencia especifica de un mRNA (Tuschl, 2003). Asi por ejemplo, los virus
pueden ser a la vez la fuente y el blanco del silenciamiento (Agrawal y cols.,
2003).

El proceso de silenciamiento genético postranscripcional (PTGS,
posttranscriptional gene silencing) dependiente de dsRNA, es comunmente
referido como RNA de interferencia (iRNA). En algunos casos, el PTGS esta
también ligado al silenciamiento transcripcional del gen (TGS, transcriptional gene
silencing). En plantas el TGS causa modificaciones en la cromatina del locus
silenciado; por ejemplo, incrementando la metilacién del DNA, y esto requiere que
las secuencias promotoras sean blanco de PTGS (Tuschl, 2003). A su vez el
PTGS ha sido asociado con los mecanismos de resistencia al RNA viral en
plantas, ya que el dsRNA en general es un intermediario en la replicacion viral,
actuando como un eficiente iniciador. Otro papel del PTGS es el de detectar e
inactivar secuencias de DNA repetitivo, controlando asi la expansion de los
elementos repetitivos incluyendo genes endégenos (Agrawal y cols., 2003).

El silenciamiento del RNA es un potente medio de defensa antiviral en plantas y
animales (ltaya y cols.,, 2007) y es una poderosa herramienta usada para
manipular la expresion del gen o determinar su funcién (Sledz y cols., 2003).

El mecanismo de silenciamiento secuencia-especifica del gen se inicia por la

presencia de un dsRNA, originado de varias fuentes, por ejemplo, genomas
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celulares, intermediarios de replicacion viral, RNAs celulares aberrantes,
transgenes sobreexpresados y transposones (Kariké y cols., 2004; Itaya y cols.,
2007). La respuesta en células de mamiferos al dsRNA de gran longitud es un
incremento en la degradacion del RNA y la inhibicién de la sintesis de proteinas.
Ambas respuestas son mediadas por la activacion de la PKR, la cual fosforila al
elF2o y la generacion de 2'-5'-oligoiadenilato, la cual activa a la RNasa L.

Los estudios iniciales del iRNA en células de mamiferos fueron complicados,
debido a que el dsRNA de gran longitud usado para activar el sistema de
silenciamiento, activaba la supresion de manera secuencia-no especifica. Un gran
descubrimiento ocurrié cuando se tuvo la hipétesis que los dsRNAs de al menos
30 pb son requeridos para activar este sistema de supresion secuencia-no
especifica. Asi el uso de siRNAs de 21 pb con un tamafo similar a los productos
de la DICER podrian no activar la inhibicion de la sintesis de proteinas
(independientemente de la secuencia) o la degradacién del mRNA (Kariké y cols.,
2004). Sin embargo, se ha demostrado que 17 pb de dsRNA son suficientes para
activar a la PKR (Kariké y cols., 2004) al igual que los siRNAs de 21 pb
provocando la induccion de IFN-B (Sledz y cols., 2003).

Se ha reportado que tanto el siRNA como el shRNA inducen a través de TLR3 y
la produccion de IFNs de tipo 1, la activacién celular y la inhibicién de la expresion
del gen independiente de la secuencia en células dendriticas derivadas de

monocitos (Kariké y cols., 2004). También se ha reportado que los vectores

plasmidicos y lentivirales que contienen shRNAs, pueden inducir a la 2'-5'-
oligoadenilato sintasa, un gen blanco del IFN (Bridge y cols., 2003).

La maquinaria de silenciamiento a través del siRNA, puede ser utilizada para el
estudio de la funcién de los genes, donde el primer paso es la seleccion de la
secuencia de siRNA en el gen blanco; esta secuencia se usa para la sintesis del
siRNA o construccién de los plasmidos que contienen la secuencia de DNA que
codifica para el siRNA, o bien puede emplearse dsRNA, el cual dara origen a los
siRNAs (Agrawal y cols., 2003).

Posteriormente se realiza la transfeccion ya sea de los dsRNA o los siRNAs o

de los plasmidos que expresen los siRNAs en la células blanco; y al final se realiza
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un monitoreo de la eficacia del silenciamiento (Agrawal y cols., 2003). La

maquinaria de iRNA como herramienta de investigacion, podria ser de utilidad

para determinar la participacion de TLR3 en la infeccién por el virus del dengue.

A) Mecanismo de Accién

Los dsRNAs son primeramente procesados por la Dicer, una enzima tipo
ribonucleasa Ill (RNasa lll) que genera los siRNAs en el citoplasma, los cuales
tienen un tamano medio de 21 a 25 pb. Los siRNAs generados o transfectados,
tienen en sus extremos 3" dos o tres nuclet6tidos que sobresalen del duplex; un
fosfato en el extremo 5° y un hidroxilo terminal libre en el 3°. Posteriormente, los
siRNAs se ensamblan en un complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC,
RNA-induced silencing complex), el cual elimina la cadena sentido y usa la
antisentido del siRNA para encontrar al mRNA homélogo para su degradacion
(Tuschl, 2003; Agrawal y cols., 2003) (figura 15). Dentro de la maquinaria de
silenciamiento, existen proteinas llamadas argonautas, las cuales se encargan de
estabilizar los siRNAs, median la formacién del complejo RISC y/o localizar al
mRNA blanco (Tuschl, 2003). En plantas se ha observado la amplificacion de los
siRNAs a través de una RdRP, la cual a partir de los siRNAs e hibridacién con el
mRNA, genera dsRNA que son procesados por la Dicer para generar nuevamente
siRNAs (Kim, 2005).
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B) Parametros en el manejo de siRNA

El silenciamiento de genes mediante siRNA, se ha convertido en una
herramienta de investigacion, ya que facilita los estudios que pretenden analizar la
funcion de los genes en una amplia variedad de organismos de una manera rapida
y econémica, comparado con otras metodologias como tecnologias antisentido,
blanqueo de genes por recombinacion homologa, 6 ribozimas. Este sistema
tambien puede facilitar los estudios de farmacos a través de la identificacion de
genes que pueden conferir resistencia o genes cuyos mutantes fenotipicos son
mejorados por el tratamiento con farmacos.

El iRNA puede jugar un papel importante en aplicaciones terapéuticas, por
ejemplo reduciendo la expresion de algunos oncogenes o reduciendo la infeccion
de algunos virus (Agrawal y cols., 2003). Sin embargo, el silenciamiento requiere
de la presencia de los siRNAs, por lo tanto, el efecto es generalmente pasajero, ya
que el siRNA se diluye durante los ciclos de division celular. Por esto, se han
implementado estrategias de expresion que aseguren la presencia constante de
siRNA en la célula, y por lo tanto, un efecto duradero (Tuschl, 2003).

Por otro lado, el dsRNA en células de mamiferos provoca reacciones
fisiologicas que conducen a la induccién de la sintesis de IFN (Janeway, 2001). Se
sabe que la sintesis de IFN requiere de dsRNAs de un tamafio mayor a 30 pb que
activan a la proteina cinasa PKR y a la 2",5"-oligoadenilato sintasa (2°,5"-AS). El
PKR activado evita la traduccion debido a la fosforilacion del factor de inicio de la
traduccion elF2-a. El 2°,5°-AS activado causa la degradacion del mRNA por la
RNasa L activada por la 2°,5'-AS. Estas respuestas no son secuencia especifica
con respecto al dsRNA (Tuschl, 2003).

Con base en los efectos descritos, se han implementado estrategias alternas en
el uso de siRNA que evitan la induccion de la sintesis de IFN. La primera, implica
el uso de lineas celulares que preserven las caracteristicas de los estados
embrionarios, en donde sus sistemas de IFN no hayan sido aun desarrollados. La
segunda, usar siRNA con la estructura o el tamano que les permita escapar de la

deteccion del sistema del IFN para no activar a PKR y a 2°,5-AS (Tuschl, 2003).
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3. Antecedentes Particulares
La participacion del TLR3 ya ha sido demostrada en otras infecciones virales

como durante la infeccion de las células epiteliales bronquiales por rinovirus
(Hewson y cols., 2005), en donde para poder analizar la participacion del TLR3, se
utilizé un anticuerpo dirigido contra esta proteina para bloquear su funcién;
despues de infectar las células epiteliales bronquiales con rinovirus, se observé un
incremento en la produccién de citocinas cuando lo que se esperaba era una
disminucion. Este incremento en la produccion de citocinas se debid a un
incremento en la replicacion viral, tras el bloqueo del TLR3, demostrando asi su
funcidn en restringir la replicacion viral; sin embargo el incremento en la
produccion de citocinas solo podia deberse a la participacion de otra via
independiente de TLR3.

A pesar de que el virus del dengue tiene un genoma de ssRNA y TLR3 tiene
como ligando el dsRNA, cabe recordar que durante su replicacion, el virus del
dengue presenta dsRNA (Lindenbach y Rice, 2003). Asi, tanto las células
apoptoticas infectadas con el virus como los restos celulares, pueden contener no
solo antigenos virales sino también dsRNA, el cual puede ser endocitado por las
células dendriticas y reconocido por el TLR3 endosomal (Sasai y cols., 2006;
Fredericksen y Gale, 2006).

En otros trabajos donde se ha estudiado la participacion de TLR3 en la
infeccion viral, se han utilizado también virus de ssRNA, los cuales producen
dsRNA como intermediario como por ejemplo, el virus de la estomatitis vesicular
(Edelmann y cols., 2004) y el virus West Nile (Wang y cols., 2004; Diamond vy
Klein, 2004). En el trabajo de Wang y cols. (2004), utilizando ratones “knock out”
para tIr3, se demostré que a nivel sistémico, estos ratones eran mas susceptibles
a la infeccién por el virus West Nile, pero fueron mas resistentes a la encefalitis
provocada por el virus; mientras que la presencia del TLR3 favoreci6 la entrada
del virus de la sangre al cerebro a través de la permeabilizacion de la “barrera
sanguinea cerebral’, lo cual condujo a la encefalitis y muerte de los ratones

infectados por el virus West Nile; observandose asi, un papel contradictorio del
TLR3.
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Como se mencion6 antes, en el trabajo de Wang y cols. (2006), se demostré la
participacion de TLR7 que conduce a la produccién del IFN-o durante la infeccion
de las células dendriticas plasmacitoides por el virus del dengue; la produccion del
IFN-o. durante la infeccion de estas células por el virus del dengue, fue claramente
disminuida al utilizar un inhibidor del TLR7. Por ultimo, también se ha demostrado
que la induccion de RANTES, es dependiente de TLR3 tras la interaccion de este
con dsRNA sintético en células epiteliales (Hewson y cols., 2005) y que también
es fuertemente inducido en monocitos/macréfagos tras su infeccién por el virus del
dengue (Chen y Wang, 2002).
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4. Importancia del Estudio
Las células dendriticas son uno de los principales blancos del virus del dengue

en el humano y su infeccién es un paso crucial en el establecimiento del virus en
el organismo asi mismo, las células dendriticas derivadas de monocitos junto con
las células dendriticas mieloides y las células Natural Killer son los unicos tipos
celulares del sistema inmune que expresan el TLR3; por lo tanto, el estudiar en las
dendriticas inmaduras la participacion del TLR3 en la cascada de sefalizacion que
conduce a un proceso de eliminacién viral, después de la infeccion por el virus del
dengue, permitira entender el papel que juega la respuesta inmune innata en la
patogenia de la enfermedad.

Tomando en cuenta la situacion mundial y nacional con respecto al dengue, se
hace necesario el desarrollo de estrategias alternas para su erradicacion; por lo
que el entender como el sistema inmune innato a través TLR3, contribuye en el
desarrollo de un estado antiviral en el organismo, podra ser de utilidad para el
desarrollo de una estrategia que podria conferir proteccién contra la infeccion por

dengue en humanos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la participacion del TLR3 en la infeccion de las células dendriticas

por el virus del dengue.

OBJETIVOS PARTICULARES
|. Obtener un cultivo primario de células dendriticas inmaduras humanas vy

estandarizar en éste las condiciones de transfeccién.
[l. Silenciar mediante siRNA la expresién del TLR3 en las células dendriticas

inmaduras.
lll. Analizar el efecto de la inhibicion de la expresién del TLR3 en las células

dendriticas, después de su infeccidn por el virus del dengue.

I\VV. Analizar la localizacion del IRF3 en las células dendriticas tratadas con siRNA

e infectadas por el virus del dengue.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En el presente proyecto se contemplaron a las células dendriticas derivadas de
monocitos humanos, como modelo para la infeccion por dengue en humanos y en
éstas células se llevd a cabo la transfeccion de los siRNAs especificos para el
TLR3 con la finalidad de inhibir la expresién de ésta molécula. El efecto del
silenciamiento del TLR3, se determin6 mediante ensayos de plaqueo y citometria
de flujo para determinar la eficiencia de la replicacion viral en las células tratadas
con siRNA e infectadas con el virus del dengue (figura 16).

Como ya se describié, cuando el TLR3 reconoce el dsRNA viral, se inicia la
respuesta inmune antiviral con la translocacion al nucleo del factor de transcripcion
IRF3 que induce la expresion del IFN-B, que a su vez, inducira la expresion de
genes cuyos productos proteicos mediaran los efectos antivirales del IFN. De la
misma manera se inducira la expresion de la quimiocina RANTES, encargada de
atraer mas leucocitos al sitio de infeccion.

Por lo tanto, si el TLR3 participa en la via de sefalizacion para conducir a la
activacion de la respuesta inmune antiviral después de la infeccion de las células
dendriticas por el virus del dengue, al inhibir la expresién de éste, podria inhibirse
la translocacion al nucleo del IRF3 y evitar la produccién de IFN-B y RANTES, lo
que conduciria a un incremento en la replicacion viral. A este respecto en el
presente proyecto se analiz6 parte de la respuesta inmune antiviral monitoreando

la translocacion al nucleo del IRF3.
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Figura 16. Estrategia experimental para determinar la participacion del TLR3 en la
infecciéon de las células dendriticas por el virus del dengue. Las células se obtuvieron a
partir de monocitos (Mo's) humanos purificados y estimulados con citocinas que se
caracterizaron mediante la deteccién de moléculas de superficie por citometria de flujo (CF). La
estandarizacién de la transfeccion de siRNA en células dendriticas inmaduras (CDls) se realizd
utilizando un siRNA no relacionado (NR) conjugado a FITC y las condiciones de transfeccion
efectivas se utilizaron para llevar a cabo el silenciamiento del TLR3, cuya expresion se analizé
por citometria de flujo. Por ultimo, se hicieron ensayos de plaqueo y citometria de flujo para
determinar la eficiencia de la infeccion del virus del dengue en las células dendriticas tratadas
con siRNA: mientras que la respuesta inmune se analizé parcialmente mediante ensayos de
inmunofluorescencia (IF) para la localizacion celular del IRF3.
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METODOLOGIA

1. Obtencion de Células Dendriticas a partir de Monocitos de Sangre
Periférica

Las células dendriticas inmaduras (CDIs) se obtuvieron a partir de
monocitos CD14" de sangre periférica de donantes sanos. Los paquetes
sanguineos equivalentes a 500 ml de sangre total proporcionados por el Banco de
Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI, se mezclaron con PBS
[(amortiguador salino de fosfatos) (1 mM de fosfato y 15 mM de cloruro de sodio
pH 7.2)], se trataron con Ficoll-Paque, y se centrifugaron a 2200 rpm durante 25
min. Se recuperd la fase rica en células mononucleares que se lavo con PBS y se
incub6 con anticuerpos monoclonales anti-CD14 conjugados a perlas magnéticas
(Miltenyi Biotec) durante 15 min a 4 °C. Después de lavar con PBS, las células
CD14" se separaron usando una columna de purificacion MACS (Miltenyi Biotec).
La pureza de los monocitos se determin6 por citometria de flujo analizando la
expresion del marcador de superficie CD14.

Los monocitos obtenidos se cultivaron en placas de 24 pozos con medio

RPMI 1640 Advanced (Gibco-BRL) [suplementado con aminoacidos no

esenciales, piruvato de sodio, 10% de suero fetal bovino certificado (SFB),
penicilina estreptomicina (Gibco) y 2 mM de glutamina (pH 7)/ml] a una densidad
de 8x10%/ml en presencia de 300 U/ml de GM-CSF y 150 U/ml de IL-4 (Peprotech)
para obtener CDIs. El medio de cultivo se cambi6é cada tercer dia con medio
completo conteniendo la concentracion de citocinas ya mencionada. Las células
se utilizaron para los ensayos después de 10 dias de cultivo.

La pureza de las CDIs se determiné por citometria de flujo analizando la
expresion de los marcadores CD11c y CD1a. Por otro lado la morfologia de las

CDlIs se verificd por microscopia de luz (figura 17).
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Figura 17. Obtencién de CDIs humanas. Los monocitos CD14" se separaron a partir de
sangre periférica diluida en PBS y tratada con Ficoll, después se centrifugd y se tomo la
fraccion de células mononucleares que se incubaron con anticuerpos anti-CD14 conjugados a
perlas magnéticas y se separaron a través de una columna de purificacion. Los monocitos
obtenidos se cultivaron en placas de 24 pozos con medio RPMI en presencia de IL-4 y GM-
CSF durante 10 dias para diferenciarlos a CDIs en las que se verific6 su morfologia por
microscopia de luz y se analizé la presencia de marcadores de superficie por citometria de
flujo.

2. Sintesis de siRNA no Relacionado conjugado a FITC
La sintesis de un siRNA no relacionado conjugado a FITC para su uso en la

estandarizacion de los ensayos de transfeccién en CDls, se realizé mediante el kit
“Silencer siRNA Construction kit” (Ambion).

En reacciones separadas los dos oligonulcleétidos templados fueron alineados
al primer promotor de T7, la mezcla se incub6é por 5 minutos a 70 °C en el
termociclador y luego 5 minutos a temperatura ambiente (t.a.) Posteriormente se
llevo a cabo la reaccion de la Klenow DNA polimerasa en presencia de 2 pl de una
mezcla de dNTPs para crear los templados de transcripcion de siRNA, la reaccion

se incub6 30 minutos a 37 °C.
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Los oligonucledtidos sentido y antisentido disefiados para un siRNA no
relacionado (que no tiene secuencia blanco en células de mamifero) se hibridaron
con un oligonucleétido incluido en el kit que permite reaccién de transcripciéon por
la T7 RNA polimerasa en presencia de 2.5 ul de dNTP conjugado a FITC y 10 pl

de una mezcla de dNTPs, la reaccién se incubd por 2 h a 37 °C para crear los

transcritos, los cuales se hibridaron incubandose la reaccion toda la noche a 37 °C
para crear el dsRNA. Posteriormente las secuencias lider fueron removidas con 3
ul de RNase y los templados de DNA fueron removidas con 2.5 ul de DNase, la
mezcla se incub6 por 2 h a 37 °C. El siRNA obtenido fue purificado para remover
el exceso de nucleétidos, proteinas y sales de la reaccion. Por ultimo el siRNA fue

cuantificado a una absorbancia de 260 nm (figura 18).

8 nt Secuencia blanco (sentido) 8nt Secuencia blanco (antisentido)
siRNA Templado (sentido) siRNA Templado (antisentido)
T7 Promotor Primer . T7 Promotor Primer
——— blanco (sentido) R blanco (antisentido)

Rellenado mediante
DNA pol klenow
T7 Promotor blanco (sentido) T7 Promotor blanco (antisentido)

siRNA Templado de Transcripcién (sentido) siRNA Templado de Transcripcion (antisentido)

o . .

GGG/\__y GGG
RNA sentido  * 3 RNA antisentido

.......................
--------------------

Purificacién y Cuantificacion

Figura 18. Representacion esquematica de la sintesis de siRNA no relacionado
conjugado a FITC. El proceso se inicia con el alineamiento de los templados sentido y
antisentido con el primer promotor T7, posteriormente la secuencia complementaria es sintetizada
por la Klenow DNA polimerasa y luego el transcrito es sintetizado por la T7 RNA polimerasa.
Después de hibridar la cadena sentido y la cadena antisentido, las secuencias lideres son
removidas mediante una RNasa. El siRNA obtenido es purificado y posteriormente cuantificado.



8l

3. Ensayos de Transfeccién y Silenciamiento por siRNA
Los ensayos de transfeccion de siRNA en las CDIs se llevaron a cabo en

160,000 cels por pozo en placas de 24 pozos en las que se afadié una mezcla
conteniendo el siRNA especifico para TLR3 o un siRNA no relacionado y el
reactivo de transfeccion Dharmafect (Dharmacon) en medio de transfeccion {RPMI
Advanced (Gibco-BRL) [suplementado con 2 mM de glutamina (pH 7)/ml]} lo cual
se incubd por 6 h. Posteriormente se retird el medio de transfeccion y se anadio
medio completo sin antibiéticos {Advanced (Gibco-BRL) [suplementado con 2 mM
de glutamina (pH 7)/ml y SFB 10%]}. Después de 48 h de transfeccién las células
se fijaron y permeabilizaron para analizar la expresion de TLR3 mediante
citometria de flujo.

En el caso de los ensayos de control de transfeccién en donde se utilizé un
siRNA no relacionado conjugado a FITC, después de 6 h de transfeccion, las CDls
o0 células Vero previamente sembradas en laminillas, se fijaron con
paraformaldehido al 2% y montadas en cubreobjetos para su analisis mediante
microscopia confocal. Como controles se utilizaron el siRNA especifico para TLR9

(Santa Cruz) como siRNA no relacionado a la misma concentracion. (figura 19).

AN _
SIRNA% Endocitosis
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Agregar Medio de siRNA ‘ . ;
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siRNA +RISC
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Retirar Medio de Cultivo y Agregar la Mezcla de Transfeccion mRNA TLR3 mRNA TLR3 degradado

Figura 19. Silenciamiento del TLR3 en células dendriticas. a) Representacion esquematica
del protocolo de transfeccion. b) Representacién esquemética de la transfeccién del siRNA en la
célula (arriba) y mecanismo molecular del RNA de interferencia (abajo). EI complejo siRNA-reactivo
de transfeccién es internalizado en la célula y el siRNA es liberado en su interior. EI Mecanismo de
silenciamiento por siRNA inicia con su unién al complejo RISC, el cual elimina la cadena sentido y
usa la antisentido, para encontrar al mRNA homélogo para su degradacion.
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4. Ensayo de Citometria de Flujo

Para la determinacién de la expresion de marcadores de superficie CD14,
CD11c, CD1a, CD40, CD83 y CD86 las células se colectaron y resuspendieron en
50 pl de FACS buffer (PBS, 0.5% de albimina sérica bovina y 0.01% azida de
sodio). Posteriormente, las células se fijaron con paraformaldehido al 2%, se
blogquearon con SFB al 10% y se incubaron con el anticuerpo primario [anti-CD14
(Chemicon) 6 anti-CD11c (Santa Cruz Biotechnology) ambos conjugados con
FITC] por 30 min a 4°C. Para la determinacién de la expresién de los marcadores
de superficie CD1a, CD40, CD83 y CD86 se incubaron con el anticuerpo primario
[anti-CD1a, anti-CD40, anti-CD83 6 antiCD86 (BD PharMingen)] por 30 min a 4°C,
seguido por una incubaciéon con un anti-raton conjugado a FITC (Zymed) por 30
min a 4°C. Para la determinacion de la expresion del TLR3, las células fijadas con
paraformaldehido al 2% se permeabilizaron con acetona fria por 7 min a 4°C, se
bloquearon con SFB al 10% y se incubaron con anti-TLR3 (Santa Cruz
Biotechnology) por 1 h a 4°C. Posteriormente, las células se incubaron con un
anti-chivo conjugado a Alexa 555 (Invitrogen) por 30 min a 4°C. Para la
determinacion de la presencia de la proteina E viral, las células fijadas,
bloqueadas y permeabilizadas como ya mencionado se incubaron con anti-E
(Chemicon) por 1 h a 4°C. Posteriormente, las células se incubaron con un anti-
raton conjugado a FITC por 30 min a 4°C. Las muestras se analizaron en un
citometro de flujo (Calibur) tomando 10,000 eventos (figura 20).
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5. Ensayo de Infeccién con el Virus del Dengue

Las células se infectaron con el virus del dengue serotipo 2 (DEN2) a MOI (del
inglés multiplicity of infection) de 3, 5y 7 por 2 h a 37°C. Posteriormente se lavé la
monocapa con medio de cultivo y se tomaron alicuotas de los sobrenadantes a las
24 y 36 h postinfeccién. La cantidad de virus producido se determiné por medio de

ensayos de plaqueo (figura 21).
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Figura 21. Efecto del silenciamiento del TLR3 en las células dendriticas tras la

infeccion con el Virus del Dengue. a) Las CDIs transfectadas con el siRNA, se infectaron con el
virus del dengue a 37 °C y se tomaron alicuotas del cultivo a las 24 y 36 h postinfecién. b) Para
determinar la cantidad de virus producido, se realizaron ensayos de plaqueo en células BHK-21.

6. Ensayo de Plaqueo del Virus del Dengue

Para realizar los ensayos de plaqueo, se sembraron células BHK-21 en placas
de 24 pozos el dia anterior al ensayo. Los sobrenadantes de las células infectadas
a titular se diluyeron en 500 pl de medio Hanks (Gibco-BRL) [suplementado con

0.5% de SFB y antibiodticos (penicilina y estreptomicina)] y se incubaron 15 min a

37°C. Posteriormente, se retirdé el medio de las células BHK-21 y se anadieron 200
ul de la dilucién viral incubandose por 1 h a 37°C. Las diluciones virales se

titularon por duplicado.
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Después se agreg6é 1 ml de carboximetilcelulosa completa [1x de medio MEM
(Gibco-BRL), 5% de suero fetal bovino, antibiéticos (penicilina estreptomicina), 1x
de glutamina y 0.8% de carboximetilcelulosa] y se incubdé por 5 dias a 37°C.
Transcurrido este tiempo, se descartd el medio y se tiidé con NBB [1 g de Naphtol
Blue Black, 13.6g de acetona de sodio, 60 ml de acido acético glacial y H,O] por
20 min a t.a. Después de lavar los pozos se contd el numero de placas producidas

en cada dilucion para obtener las PFUs/ml (del inglés, plaques forming units)
(figura 21).

7. Ensayo de Inmunofluorescencia

Las células se fijaron con paraformaldehido al 2% por 20 min a ta., se
permeabilizaron con acetona fria por 7 min a 4°C y se bloquearon con SFB al
10%. Luego, se incubaron con el anticuerpo primario [anti-TLR3 ¢ anti-IRF3
(Santa Cruz Biotechnology)] por 1 h a 37°C. Posteriormente, las células se
incubaron con el anticuerpo secundario [anti-chivo conjugado a FITC (Invitrogen),
anrti-chivo conjugado a Alexa 555 (Invitrogen) ¢ anti-conejo conjugado a Alexa
555 (Invitrogen)] por 1 h a 37°C. Después de lavar con PBS-NH,CI 50 mM, las

muestras se montaron en portaobjetos con 4 pl de vectashield DAPI (Vector

Laboratories) para su analisis por microcopia confocal (Leica TCS SP2) (figura
22).
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Figura 22. Ensayo de inmunofluorescencia para el analisis de la localizacién celular del
IRF3. Las células dendriticas tratadas con siRNA e infectadas, se fijaron con paraformaldehido al
2%, se permeabilizaron con acetona fria y se bloquearon. Posteriormente las células se incubaron
con anti-IRF3 seguidas de un anti-conejo conjugado a Alexa 555 para analizar la localizacién
celular del IRF3 por microscopia confocal.



55

RESULTADOS

1. Obtencién Monocitos de Sangre Periférica

El cultivo primario de CDIs humanas, se obtuvo a partir de sangre de donadores
sanos. La sangre se proceso mediante un gradiente de ficoll, del cual se recuperé

la fraccion rica en células mononucleares, que se incubd con anticuerpos anti-
CD14 conjugados a perlas magnéticas para la purificacion de la fraccion

monocitica mediante una columna que permite la separaciéon al colocarse en un
campo magnético. La pureza de las células obtenidas se determind mediante

citometria de flujo, utilizando un anticuerpo anti-CD14 con la finalidad de detectar

el porcentaje de células CD14" en el cultivo. En general los cultivos de monocitos
obtenidos tuvieron aproximadamente alrededor del 90% de la poblacién celular

con el marcador CD14", lo cual indica una pureza adecuada para proceder a la

diferenciacién del cultivo (figura 23).

Figura 23. Citometria de flujo
para el analisis de Ila
expresion del marcador de
superficie CD14 en
monocitos de sangre
periférica. Los  monocitos
obtenidos mediante anticuerpos
anti-CD14 conjugados a perlas
magnéticas, se incubaron con
anticuerpos anti-CD14
conjugado a FITC para analizar
la expresién de este marcador
de superficie CD14 vy asi
verificar la pureza del cultivo de
monocitos. El grafico sin fondo
representa el control de
autofluorescencia, que
corresponden a células sin
tratar. El grafico con fondo
corresponde a células
incubadas con el anticuerpo. En
el eje “x” se graficé la expresion
del marcador CD14 y en el eje

[T

y" se representa el nimero de
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eventos, donde cada evento __ﬁl‘*_,
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2. Diferenciacion de Monocitos a CDls

Los monocitos obtenidos se trataron con GM-CSF e IL-4 para su diferenciacion
a CDlIs y después de 10 dias de tratamiento, se verifico su morfologia mediante
microscopia de luz (figura 24) y por citometria de flujo se verifico la presencia de
los marcadores de superficie CD11c y CD1a (figura 26).

Para la obtencion de CDIs, se probaron diferentes concentraciones de las
citocinas mencionadas, tomando como base las metodologias reportadas por
varios autores (Zhu y cols., 2000; Tassaneetrithep y cols., 2003; Cuellar y cols.,
2004; Kariké y cols., 2004; Re y Strominger, 2004, Ho y cols., 2001 y 2005;
Osterlund y cols., 2005, y Palmer y cols., 2005); asi, se probaron las
concentraciones de citocinas desde 100 U/ml hasta 800 U/ml de GMCSF y de 100
U/ml hasta 1000 U/ml de IL-4. Mediante el analisis de la morfologia celular se
observd que a mayor concentracién de citocinas, las células no adquirian
morfologia dendritica y morian a los pocos dias del tratamiento; mientras que a
menores concentraciones de citocinas aparecia la morfologia dendritica y se
extendia la viabilidad celular hasta por 15 dias. La concentracion que nos dio
mejores resultados en morfologia y viabilidad celular fue de 300 U/ml de GM-CSF
y de 150 U/ml de IL-4. La morfologia de las CDIs obtenidas con el tratamiento
mencionado, es similar a las reportadas para este tipo celular (W0lfl y cols., 2002)
como se muestra en las imagenes de la figura 24b. Una caracteristica que se

observé en las CDIs obtenidas, es su baja adherencia a las placas de cultivo, lo

cual también ha sido reportado en trabajos como los de Santini y cols., 2000; WOlfl
y cols., 2002; Michiels y cols., 2005; y en el de Ramakrishna y cols., 2007.

En cambio los macréfagos mostrados en la figura 24a, tienen forma redonda, se
adhieren fuertemente a las placas de cultivo y su diferenciacion a partir de

monocitos es mas rapida.



Figura 24. Microscopia de luz para analizar la morfologia en CDIs. Parte superior, vista
panoramica del cultivo celular. Parte inferior, acercamiento del cultivo celular utilizando un
objetivo 60X. Macrofagos (a) y CDlIs (b).

Después del analisis morfolégico de los cultivos celulares, se llevd a cabo la
fenotipificacion a través de anticuerpos en la cual se determin6 la expresion de los
marcadores de superficie CD14, CD11c y CD1a mediante citometria de flujo.
Como se muestra en la figura 25, alrededor del 90% de las CDls, expresan los
marcadores CD11c (figura 25b) y CD1a (figura 25c) indicando el estado de
di-ferenciacién de estas células que ademas, pierden el marcador de superficie
CD14 (figura 25a) como se reporta en trabajos como el de Cuellar y cols. (2004) y
los de Ho y cols., (2001 y 2005).
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Por lo tanto, las CDIs obtenidas, muestran los marcadores de diferenciacion

comunmente presentes en este tipo celular tal y como se reporta en trabajos como

los de Ho y cols., (2001 y 2005), ya antes mencionados.
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Figura 25. Citometria de flujo para el analisis de la expresion de marcadores de superficie en
CDls. Los monocitos fueron tratados con GM-CSF e IL-4 por 10 dias hasta su diferenciacion a CDIs
cuya pureza se analizé por citometria de flujo; para esto las células se fijaron con paraformaldehido
al 2% y se incubaron en ausencia (grafico sin fondo) o presencia (grafico con fondo) de los
anticuerpos. (a) CD14, (b) CD11c y (c) CD1a. En el eje “x", se grafico la expresion del marcador de
superficie y en el eje "y” se representan el nimero de eventos.

Para corroborar estos resultados, cada uno de los marcadores mencionados fue
evaluado en la poblacion de macréfagos, los cuales deben expresar marcadores
como CD14 y CD11c, pero no CD1a. Los resultados de este analisis indican que
los macréfagos fueron positivos a la deteccion del marcador CD14 (figura 26a) y al
CD11c (figura 26b); sin embargo, no emitieron fluorescencia después de su
incubacién con un anti-CD1a (figura 26c). Por lo tanto, en ambos casos, esto es
en CDls y macréfagos que obtuvimos, presentaron los marcadores de superficie

reportados como tipicos en cada una de estas poblaciones celulares.
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Figura 26. Citometria de flujo para el analisis de la expresion de marcadores de superficie en
macroéfagos. Los macréfago fijados se incubaron con en ausencia (gréfico sin fondo) & en
presencia (grafico con fondo) de los anticuerpos anti-CD14 (a), anti-CD11¢ (b) y anti-CD1a (c) y
posteriormente con anticuerpos secundarios conjugados a FITC, para someter a analisis por

uyn [T

citometria de flujo. En el eje “x”, se grafico la expresion del marcador de superficie y en el eje “y" se
representan el numero de eventos.

3. Transfecciéon de siRNA-FITC en Células Vero

Las CDIs son un modelo muy interesante para conocer la funcién de las
moléculas del huésped en respuesta a la infeccion por el virus del dengue; por lo
tanto, se procedi6 a estandarizar el silenciamiento de la expresion genética
mediante siRNA, que por su utilidad en determinar la funcion de la proteina del
huésped es una herramienta con una aplicacion basta en el area de la virologia.

En la estandarizacion de las condiciones de transfeccién, se utilizaron
primeramente las células Vero, de las que ya conociamos las condiciones de
transfeccion de otros siRNAs; por lo tanto, se utilizaron para conocer la
concentracion de siRNA suficiente para visualizar éstas moléculas en el interior de
las células. Para dicho propésito se sintetizaron siRNAs conjugados a FITC para
poder visualizar su internalizacion en las células y detectarlos mediante

microscopia confocal.
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El siRNA conjugado a FITC consiste de una secuencia que carece de blanco en
los mMRNAs de mamifero. La fluorescencia de este siRNA, se obtuvo por la adicién
de un UTP conjugado a FITC en la reaccion en la que se sintetizé.

Para la transfeccion de células Vero, se emplearon concentraciones de siRNA-
FITC de 122 mM, 244 mM, 366 mM, 488 mM, 610 mM, 732 mM y 854 mM. El
tiempo de interaccién del siRNA con la célula huésped es de 6 h, pues es el que
mejores resultados ha demostrado en células Vero, ya que da una buena
eficiencia de transfeccién con una viabilidad celular mayor al 85%.

Posteriormente las células se lavaron y se fijaron para su observacion por
microscopia confocal, mediante el cual se pudo determinar la concentracién del
siRNA en el interior d el célula. Para calcular la eficiencia de transfeccion, se
contaron 100 células de campos representativos y de éstas se contaron las que
emitian fluorescencia.

La concentracion de siRNA-FITC que tuvo la mayor eficiencia de transfeccion
fue la de 488 mM, ya que a mayores concentraciones de siRNA no se aumento la
eficiencia de transfeccién, la cual fue del 66% (figura 27); por lo que se utiliz6 ésta
cantidad de siRNA-FITC, como un parametro fijo para la transfeccién de las CDls.

Para la transfeccion de las CDls, se probaron diferentes condiciones entre las
que se encuentran la concentracién del reactivo de transfeccion asi como la
composiciéon del medio de cultivo, esto es presencia o ausencia de suero y/o
citocinas durante y después de la transfeccion;, esto se debe a que la
lipotransfeccion ha sido reportada como poco eficiente en los cultivos primarios de
CDls (Stewart y cols., 2003).
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Figura 27. Estandarizacion de la transfeccion de siRNA-FITC en células Vero. Las células se
transfectaron con un siRNA no relacionado conjugado a FITC [488 mM] y lipofectamina como
reactivo de transfeccion. A las 6 horas de transfeccion, las células se fijaron con
paraformaldehido al 2% y se prepararon para su analisis por microscopia confocal. a) células sin
transfectar; b) células tratadas con lipofectamina y c) células transfectadas con siRNA-FITC. El
panel superior corresponde a una imagen de campo claro y el inferior corresponde a la imagen de
la fluorescencia emitida por la excitacion con laser a una longitud de de 488 nm; ambas imagenes
fueron obtenidas utilizando el objetivo 60X de un microscopio confocal Leica TCS SP2.

4. Transfeccion de siRNA en CDIs

Para la estandarizacion de la técnica, se emplearon diferentes concentraciones
de reactivo de transfeccion y se observo que el empleo de 2 pl de reactivo provee
una eficiencia de aproximadamente 60% (figura 28). Sin embargo, al aumentar la
cantidad de reactivo de transfeccion a 3 ul, la eficiencia se incrementa a un 85%
(figura 29), por lo que se eligié ésta condicion para llevar a cabo los experimentos
posteriores. Por otro lado, para mantener la viabilidad celular del cultivo de CDls
transfectadas, se probaron medios de transfecciéon en ausencia o con diferentes

porcentajes de suero durante el tiempo de transfeccion.
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De estos experimentos resulté que el tratamiento que mantenia la viabilidad
celular en un 80% fue utilizando una concentracion de suero del 5% en el medio
de transfeccion en presencia de GM-CSF e IL-4. La viabilidad celular se determiné
mediante la técnica de exclusién del colorante azul tripano.

Para llevar a cabo los ensayos de transfeccion en CDls, se sembraron en una
placa de 24 pozos aproximadamente160,000 CDIs diferenciadas a partir de
monocitos utilizando el tratamiento ya mencionado; posteriormente se llevé a cabo
la transfeccion en presencia de medio RPMI sin suero con 488 mM de siRNA-FITC
por 6 h. Sin retirar el medio de transfeccion, se agrega un volumen similar de
medio RPMI con suero conteniendo GM-CSF e IL-4 a las concentraciones
descritas. Este manejo de medios primero sin suero y luego con suero, fue el que
mejores resultado nos dio en cuanto a eficiencia de transfeccion y viabilidad

celular.



6

Figura 28. Estandarizacion de la transfeccion de siRNA-FITC en células dendriticas. Las
células se transfectaron con un siRNA-FITC [488 mM] y 2 ul de Dharmafect como reactivo de
transfeccion. A las 6 horas de transfeccion, las células se fijaron con paraformaldehido al 2%
y se prepararon para su analisis por microscopia confocal. a) células no tratadas; b) células
tratadas con Dharmafect y c¢) células transfectadas con siRNA-FITC; d) la eficiencia de
transfeccion se obtuvo a partir de un corte en el microscopio confocal se cont6 el nimero de
células donde se observd y se obtuvo el porcentaje con respecto al nimero total de células.
Los nucleos se tifieron con DAPI.

~
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Figura 29. Incremento en la Eficiencia de transfeccion del siRNA en células dendriticas.
Las células fueron transfectadas con un siRNA no relacionado conjugado a FITC [488 mM] y 3
ul de Dharmafect como reactivo de transfeccion. A las 6 horas de transfeccién, las células se
prepararon como antes sefialado para su analisis por microscopia confocal. a) células no
tratadas; b) células tratadas con Dharmafect y c) células transfectadas con siRNA no
relacionado conjugado a FITC; d) la eficiencia de transfeccion se obtuvo como antes sefialado.
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5. Analisis de la expresion del TLR3 en condiciones basales

Los ensayos de silenciamiento del TLR3, tienen como propdsito disminuir su
expresion en CDls; por lo que se requeria realizar ensayos que permitieran la

deteccion del TLR3 en estas células. Inicialmente se intentd detectar el TLR3

mediante ensayos de western blot, sin embargo, la banda obtenida siempre fue
muy tenue, aun cuando las cantidades de extracto celular total fuesen altas, por lo

que se optd por otra estrategia que nos permitiera la detecciéon de manera mas

sensible y mediante la cual se pudiera cuantificar el nivel de expresion. Asi, se
utilizé la citometria de flujo, cuya sensibilidad nos permitié detectar y cuantificar la
senal del TLR3 después de incubar las células con un anti-TLR3 (figura 30). Asi
mismo se llevaron acabo ensayos de inmunofluorescencia en donde también se
pudo detectar al TLR3 (figura 31). Sin embargo la cuantificacion mediante esta
técnica es complicada. Por ello se eligié la citometria de flujo para determinar el

nivel de expresion del TLR3 en las CDls.
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Figura 30. Analisis de la expresion del TLR3 por citometria de flujo. Las CDls fueron incubadas
con un anti-TLR3 y posteriormente tratadas con un anti-chivo conjugado a FITC. El grafico sin fondo
corresponde al control autofluorescencia, es decir células incubadas solo con el anticuerpo
secundario; mientras que el gréafico con fondo corresponde a células incubadas con el anticuerpo

primario y el secundario. En el eje ‘X", se graficé la expresion del TLR3 y en el eje "y" se
representan el numero de eventos.
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Figura 31. Analisis de la expresion del TLR3 por microscopia confocal. Las células dendriticas
fueron incubadas con un anti-TLR3 y posteriormente tratadas con un anticuerpo anti-chivo
conjugado a FITC. Los paneles superiores corresponden al control de autofluorescencia, es decir
células incubadas solo con el anticuerpo secundario; mientras que los paneles inferiores
corresponden a células incubadas con el anticuerpo primario y el secundario. Las imagenes fueron
obtenidas con un microscopio confocal Leica TCS SP2.



67

6. Silenciamiento del TLR3 en CDIs

Con la finalidad de inhibir la expresiéon del TLR3 mediante siRNA, se aplicaron
las condiciones de transfeccién estandarizadas para CDIs, ya descritas
anteriormente, con las que se probaron diferentes concentraciones de siRNA
especifico contra el TLR3. Se observé que empleando 10 nm de siRNA especifico
para TLR3 era suficiente para obtener un efecto en la inhibicién de la expresion
del TLR3, ya que a menores concentraciones no se obtenia el efecto deseado y a
mayores concentraciones distinguia un efecto de toxicidad en el cultivo de.
Después de 48 horas de transfeccion, las células se fijaron con paraformaldehido
al 2%, se permeabilizaron y bloquearon para analizar la expresiéon del TLR3 por
citometria de flujo. En las células tratadas con 10 nu de siRNA especifico contra el
TLR3, se inhibi6 la expresion de la molécula (figura 32d) a diferencia de lo
observado con el tratamiento de las CDIs con un siRNA no relacionado (figura
32c) 6 tratadas solamente con el reactivo de transfeccion (figura 32b); asi como
con las células sin tratar (figura 32a). Para determinar el porcentaje de inhibicion
en la expresion del TLR3 en las CDls, la intensidad de fluorescencia detectada en
las células sin tratar se tomé como un 100% de expresion y a partir de este valor
se determiné el porcentaje de expresion en las células tratadas tomando la
intensidad de fluorescencia observada en cada uno de los histogramas asignada
por el programa WinMDI 2.8. Aplicando esta herramienta, se obtuvo que en las
células tratadas con el siRNA especifico contra el TLR3, el porcentaje de inhibicion
de la expresion del TLR3 fue aproximadamente del 50% (figura 32 d).

Los ensayos de silenciamiento se repitieron en mas de 3 ocasiones para
demostrar que los resultados de inhibicién de la expresion eran consistentes y que

la viabilidad de las células tras el silenciamiento era mayor del 80%, lo cual fue

demostrado por la exclusién del colorante azul tripano.
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Figura 32. Expresion del TLR3 en CDIs silenciadas. Las CDls fueron transfectadas con un
siRNA para TLR3 y Dharmafect como reactivo de transfeccion. Después de 48 horas las células
fueron fijadas, permeabilizadas y bloqueadas para analizar la expresién del TLR3 por citometria de
flujo, incubando las células en ausencia (gréfico sin fondo excepto €) o en presencia de un
anticuerpo anti-TLR3 (grafico con fondo) y posteriormente con un anti-chivo conjugado a Alexa 555.
a) células sin tratamiento; b) células tratadas con Dharmafect; c) células transfectadas con siRNA
no relacionado; d) células transfectadas con siRNA para TLR3; e) comparacion de la expresion del
TLR3 en células sin tratamiento (grafico sin fondo). En el eje “x" se grafico la expresion del TLR3 y

non

en el eie "V" se representa el nimero de eventos.

7. Analisis por Plaqueo de la Eficiencia de la Infeccion por Dengue en CDls
Tratadas con siRNA para el TLR3

Con las condiciones ya establecidas de transfeccion y silenciamiento del TLR3
en las CDIs, se dio paso a la realizacion de los experimentos en los que se
determine la funcién del TLR3 durante la infeccion por dengue. Para analizar la
participacion de esta proteina, se infectaron las CDIs con el virus DEN2, después
del silenciamiento del TLR3. Como un primer paso se llevé a cabo una cinética de
infeccién para elegir los tiempos, la MOI a la cual infectarian las células; y
comparar la capacidad de infeccién de las CDIs con respecto a los macréfagos.
Tanto las CDIs como lo macréfagos se infectaron con el virus DEN2 a una MOI de
3,5y 7; y se tomaron alicuotas de los sobrenadantes de los cultivos infectados a
las 24 y 36 h postinfeccion para determinar el titulo viral mediante ensayos de
plagueo en células BHK-21. Las CDIs son susceptibles a la infeccion, utilizando
las MOl's analizadas y se observa un aumento en los virus producidos a las 36 h
con respecto a las 24 h; también se observa un incremento en la cantidad de los

virus producidos conforme aumenta la MOI, siendo la MOI de 7 en la que se

detectd mayor cantidad de virus en ambos tiempos (figura 33).
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En este experimento, también pudo observarse que las CDIs fueron
marcadamente mas susceptibles a la infeccion que los macréfagos (figura 33). Por
lo tanto, para los siguientes ensayos en donde se determina la funcion del TLR3
durante la infeccién por dengue, se emple6 una MOI de 5 y 36 h de infeccion, ya
que con tales parametros es posible la deteccion de los virus producidos por las
CDls. La MOI de 5 se eligié, ya que no existian grandes diferencias en la cantidad
de virus producidos a las 36 h postinfeccion.

Para determinar la participacion del TLR3 durante la infeccién de las CDIs por el
virus del dengue, se llevé a cabo el silenciamiento del TLR3 en las CDls, utilizando
las condiciones ya mencionadas; 48 h posttransfeccién las células se infectaron
con el virus del dengue a una MOI de 5 y se tomaron alicuotas del sobrenadante
del cultivo a las 24 y 36 h postinfeccion; las cuales se utilizaron para realizar los
ensayos de plaqueo en células BHK-21. Los resultados obtenidos en el ensayo de
plaqueo, indican que las células tratadas para transfeccién no son susceptibles a
la infeccion 6 los sobrenadantes contienen elementos que inhiben la infeccion de
las células BHK-21 en las que se realiza el plaqueo, por lo que no se puede
evidenciar unidades formadoras de placas. Este comportamiento también se
observd en las células tratadas con el siRNA no relacionado y en las células
tratadas solo con el reactivo de transfeccion, en comparaciéon a las células no
tratadas, las cuales si fueron susceptibles a la infeccion (figura 34).

Cabe mencionar que se llevaron a cabo experimentos simultaneos en las que
CDlIs del mismo donador tratadas con el siRNA para el TLR3 y sus controles se
sometieron a citometria de flujo en los que se comprobé el nivel de silenciamiento
del TLR3 en las células tratadas con el siRNA para dicha molécula.

Los ensayos deplaqueo con los sobrenadantes de las células tratadaconsiRNA
contra TLR3, las tratadas consiRNS no relacionado y las tratads solo con el
reactivo de transfeccioén no presentaron formacion de placas en células BHK-21 a

diferencia de las encontradas con los sobrenadantes de las células sin tratamiento

a las 36 h postinfeccion (figura 34).
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Figura 33. Cinética de infeccién en CDIs y macréfagos. Las CDIs y macrofagos (Mo's) fueron
infectados con el virus DEN2 a una MOl de 3, 5y 7. Se tomaron alicuctas de los cultivos infectados
alas 24 y 36 h postinfeccion para determinar el titulo viral por medio de ensayos de plaqueo. En el
eje ‘X" se graficod las diferentes MOI utilizadas durante 24 y 36 h de infeccion y en el eje "y’ se
representan las PFUs/ml.
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Figura 34. Ausencia de unidades formadoras de placas en CDIs tratadas para transfeccion.
48 h posttransfeccion, las CDIs se infectaron con el virus DEN2 a una MOI 5. Se tomaron alicuotas
de los cultivos infectados a las 24 y 36 h postinfeccién para determinar el titulo viral por medio de
ensayos de plaqueo.
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8. Analisis de la Expresion de Marcadores de Maduracién en las CDls
Tratadas con siRNA

Para analizar si el tratamiento de lipotransfeccién provoca la maduracion de las
CDlIs y esto sea la causa de la ausencia de infeccion en éstas células, ya que las
células dendriticas maduras son refractarias a la infeccién por dengue, se analizé
en las CDlIs tratadas con siRNA la expresion de los marcadores CD40, CD83 vy
CD86 reportados como marcadores de maduracién en CDIs (Ho y cols., 2001;
Matsumoto y cols., 2004; Re y Strominger, 2004; Douagi y cols., 2007). Después
de 48 h de transfeccién las células se fijaron y se trataron con los anticuerpos
contra CD40 (figura 35 a, b cy d), CD83 (figura 35 e, f, gy h) y CD86 (figura 351, j,
k y 1); y posteriormente con anticuerpos secundarios conjugados a FITC; las
células se analizaron por citometria de flujo.

Como puede observarse en la figura 35, tanto en las CDls no tratadas (a, e i),
como en las tratadas solo con reactivo de transfeccién (b, f, j) y las tratadas con
siRNA no relacionado (c, g, k) asi como con siRNA contra TLR3 (d, h [) no hay
expresion de estos marcadores de maduracion; por lo tanto, la ausencia de
unidades formadoras de placasen los ensayos de plaqueo, no se deben a que las
células tratadas mediante lipotransfeccion se hayan diferenciado a células

dendriticas maduras.
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Figura 35. Analisis de la expresién de marcadores de maduracién en las células dendriticas
tratadas con siRNA. Después de 48 h de transfeccion, las CDIs tratadas con siRNA fueron fijadas
con paraformaldehido al 2% y preparadas para analizar la expresién de marcadores de maduracion
CDA40 (a-d), CD83 (e-h) y CD86 (i-l) por citometria de flujo. Las células se incubaron en ausencia
(gréfico sin fondo) o en presencia del anticuerpo (gréfico con fondo) anti-CD40, anti-CD83 y anti-
CD86 y posteriormente se incubaron con un anti-raton conjugado a FITC. (a, e, i) células no
tratadas; (b, f, j) células tratadas con el dharmafect; (c, g, k) células tratadas con un siRNA no
relacionado; (d, h 1) células tratadas con siRNA contra TLR3. En el eje "x” se grafico la expresion
del marcador de superficie y en el eje "y” se representa el numero de eventos.
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9. Analisis por Citometria de Flujo de la Eficiencia de la Infeccién por Dengue
en CDIs Tratadas con siRNA para el TLR3

Después de corroborar que las células conservan su fenotipo de inmadurez, se
opt6 por un método distinto al plaqueo para determinar la capacidad de infeccién
en las células tratadas con siRNA. Asi, se analizd la eficiencia de infeccion
mediante la deteccion de la proteina E viral en las CDIs, para posteriormente
realizar citometria de flujo. Para tal prop6sito, después de 48 h de transfeccion, las
células se infectaron con el virus DEN2 y después de 24 h de infeccion se fijaron,
se permeabilizaron, se bloquearon y se analizaron por citometria de flujo. Los
resultados obtenidos muestran que en las condiciones probadas, las células
tratadas con el siRNA contra el TLR3 (figura 36d), las tratadas con un siRNA no
relacionado (figura 36c¢) y las tratadas con solo el reactivo de transfeccion (figura
36b) muestran una eficiencia de infeccion similar de 95%, 90% y 85%
respectivamente; esto en comparacion a la observada en las células sin
tratamiento (figura 36a) que se considera como 100% de eficiencia en la infeccion.
Cabe sefalar que para obtener el valor de intensidad de fluorescencia con el que
se obtuvieron los porcentajes de infeccién (con el programa WinMIDI), solo se
tomd en cuenta a las células que fueron positivas a la infeccién y que estan
marcadas como M1 en los graficos de la figura 36, donde esta region representa
aproximadamente el 70% de la poblacién total de células.

Con los resultados obtenidos, se establece que no hay diferencia
significativa en la replicacion viral, ya sea en la ausencia o presencia del TLR3 en
CDIs con las condiciones ensayadas en el presente trabajo. Es importante
recalcar que con el nivel de silenciamiento obtenido en este trabajo, se mantiene
el 50% de la proteina disponible para las funciones que ésta desempena, por lo
tanto no es posible determinar si mayor nivel de silenciamiento defina algun efecto

en la replicacion del virus del dengue.
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Figura 36. Eficiencia de infeccién en células dendriticas tratadas con siRNA para el TLR3. Las
CDlIs sin tratar (a), tratadas sélo con el reactivo de transfeccion (b), con siRNA no relacionado (c) o
siRNA especifico para TLR3 (d) se infectaron con el virus DEN2 a una MOI de 5. Después de 24 h
de infeccidn, las células se fijaron, se permeabilizaron, se bloquearon y por citometria de flujo se
analiz6 la presencia de la proteina E viral. Las células se incubaron con el anticuerpo anti-E vy
posteriormente se incubaron con un anticuerpo anti-ratén conjugado a FITC. Ml (marca 1), indica la
region de fluorescencia que representa las células que emiten fluorescencia y que representa
aproximadamente el 70% de la poblacién celular. El gréfico sin fondo corresponde al control de

células sin infectar. En el eje “x” se graficé la presencia de la proteina E del virus y en el eje "y" se
representa el nimero de eventos. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes.
10. Analisis de la Localizacion Celular del IRF3 en CDIs Tratadas con siRNA e
Infectadas con el Virus del Dengue

Después de comprobar que la ausencia del TLR3 no tiene un efecto en la
replicacién del virus del dengue en CDls, se analiz6 por inmunofluorescencia la
localizacion celular del factor de transcripcion IRF3 en las células tratadas con
siRNA e infectadas con el virus DEN2. Para este fin, las CDls se transfectaron con
siRNA para inhibir la expresion del TLR3 y después de 48 h de transfeccion, las
células se infectaron con el virus DEN2 y después de 24 h de infeccion se fijaron,
se permeabilizaron, se bloquearon y se analizaron por microscopia confocal (figura
38). Los resultados obtenidos muestran que en las condiciones probadas, las
células tratadas con el siRNA contra el TLR3, las tratadas con un siRNA no
relacionado, las tratadas con solo el reactivo de transfeccién y las no tratadas
muestran una intensidad de fluorescencia similar en el nucleo y una intensidad
similar en el citoplasma (figura 37). Cabe sefialar que para cada condicién ya
mencionada, se tomaron campos representativos para tener un total de 30 células
por condicién, la intensidad de fluorescencia tanto en nucleo como en citoplasma

se analizé mediante el programa “LAS AF lite” (Leica).
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En base a esta metodologia, se pudo determinar que en todas las
condiciones sefaladas siempre se mantuvo una presencia del IRF3 de alrededor
del 55% en el nucleo y del 45% en citoplasma. Sin embargo, la intensidad de
fluorescencia en las células no tratadas ni infectadas, fue aproximadamente 1.6
veces mayor en comparaciéon a las células infectadas no tratadas 6 a las
infectadas y a la vez tratadas mediante lipotransfeccion (figura 37). Por lo tanto,
independientemente de que las CDlIs se transfecten o no, la infeccion de las CDls
con el virus del dengue, provoca una menor expresion del IRF3 en la célula en

comparacion de las células no infectadas.

100 - S D i T TS S B i

90

80

70

60

_| oNucleo
m Citoplasma

50

IMF

40

30

20

10

NI | NT DH NR TLR3 |
Infectadas

Figura 37. Analisis de la Intensidad de Fluorescencia Emitida por la Presencia del IRF3 en el
Nucleo y en el Citoplasma en CDIs Transfectadas e Infectadas con el Virus del Dengue. Las
CDIs sin tratar (NI y NT), tratadas sélo con el reactivo de transfeccion (DH), con siRNA no
relacionado (NR) o siRNA especifico para TLR3 (TLR3) se incubaron en ausencia (Nl) o en
presencia de DEN2 para infectar a una MOI de 5 (Infectadas). Después de 24 h de infeccién, las
células se fijaron, se permeabilizaron, se bloquearon y por citometria de flujo se analizo la
presencia de IRF3. La intensidad media de fluorescencia (IMF) del IRF3, tanto en nucleo como en
citoplasma, obtenida para cada condicién, se analiz6 por el programa “LAS AF lite”. En el eje “x" se
graficaron las diferentes condiciones de transfeccion e infeccion con el virus DEN2, y en el eje “y”

se representan la IMF.
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Figura 38. Analisis de la Localizacion Celular del IRF3 en las CDIs Transfectadas e Infectadas
con el Virus del Dengue. Las CDIs sin tratar (a y b), tratadas con el siRNA especifico para TLR3 (c)
se incubaron en ausencia (a) o en presencia de DEN2 para infectar a una MOl de 5 (b y c). Después
de 24 h de infeccion, las células se fijaron, se permeabilizaron, se bloquearon y posteriormente se
incubaron con un anticuerpo anti-IRF3 y finalmente se incubaron con un anticuerpo anti-conejo
conjugado a FITC y se analizaron por microscopia confocal. Para cada condicion sefalada, se
tomaron campos representativos para tener un total de 30 células por condicion, la intensidad de
fluorescencia tanto en nudcleo como en citoplasma se analizd mediante el programa “LAS AF
lite"(Leica). Las imagenes mostradas son representativas de las condiciones sefialadas en el texto.
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DISCUSION

El virus del dengue es agente causal de la fiebre del dengue y en los casos mas
severos de la enfermedad puede conducir al dengue hemorragico y al sindrome
de choque por dengue (Lei y cols., 2001). A pesar de que cada afio a nivel
mundial se reportan de entre 250 a 500 mil casos de dengue hemorragico y de
que la distribucion geografica de la enfermedad se ha incrementado (Gibbons y
Vaughn, 2002; Rothman, 2004), en la actualidad no se cuenta con una vacuna o
una terapia antiviral (Cologna y Rico-Hesse, 2003; Bente y cols., 2005).

Se ha propuesto que cuando el virus del dengue entra en el huésped humano,
las primeras células que tienen contacto con el virus y que por lo tanto se
convierten en blancos naturales son las células dendriticas derivadas de
monocitos y las células de Langerhans (Cologna y Rico-Hesse, 2003). De estas
las células dendriticas inmaduras son una de las células blanco mas importantes,
estas cuentan con un gran repertorio de TLRs que les permite reconocer patrones
moleculares asociados a patogenos; por ejemplo, el TLR3 que es capaz de
reconocer dsRNA de origen virél (Muzio y cols., 2000). Sin embargo, hasta ahora
no se ha demostrado que el TLR3 sea capaz de reconocer el dsRNA del virus del
dengue, el cual es su intermediario replicativo. Siendo las células dendriticas
esenciales para el establecimiento de un estado antiviral en el organismo y un
blanco natural para la infeccién por el virus del dengue, éstas pueden utilizarse
como un modelo de estudio de la infeccién por dengue en humanos. Por o que en
el presente trabajo se analizé la participacion del TLR3 en las CDls durante la

infeccion por el virus del dengue.
Cuando las células dendriticas en un estado inmaduro entran en contacto con

alglin virus, se activan y expresan moléculas coestimuladoras y MHC indicando un
estado de madurez, en este estado dejan de expresar moléculas de adhesion lo
que les permite viajar a través del torrente sanguineo para alcanzar los nodulos
linfoides donde presentan los antigenos virales a los linfocitos T. Debido a este
contacto con los linfocitos T, se ha propuesto que la infeccién de las celulas
dendriticas por el virus del dengue es un paso crucial en el establecimiento de la

infeccidn en el organismo (Navarro-Sanchez y cols., 2003).
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Por lo anterior entre otras razones se eligié6 a las CDIs como un modelo de
estudio para la infeccion por dengue en humanos. Para estandarizar el cultivo de
CDls, obtuvimos monocitos a partir de sangre periférica de donadores sanos.
Probando diferentes concentraciones de citocinas, se logré determinar que la
concentracion de citocinas que funciona mejor en nuestro trabajo para la
diferenciacién de monocitos a dendriticas es de 300 U/ml de GM-CSF y de 150
U/ml de IL-4, estas concentraciones son similares a las reportadas por Matsumoto
y cols. (2003) utilizando el mismo kit comercial. Los monocitos purificados y
estimulados con las citocinas durante 10 dias para su diferenciacion a CDls, se
caracterizaron mediante el analisis de la expresion de marcadores de superficie
CD11c y CD1a, donde éste ultimo se considera como un marcador de
diferenciacién y cuya expresion se relaciona a su vez con la pérdida del marcador
CD14, el cual es un marcador caracteristico de los monocitos y macréfagos los
cuales ademas, no expresan el marcador CD1a [Cuellar y cols. (2004); Ho y cols.
(2001 y 2009)].

Otra caracteristica fenotipica de las CDIs es su baja adherencia, lo que
observamos en nuestros cultivos y fue similar a otros reportes (Santini y cols.,
2000; Welfl y cols., 2002; Michiels y cols., 2005 y Ramakrishna y cols., 2007); sin
embargo existen otros reportes (Sanchez-Torres y cols., 2001) en los que se
trabaja con células dendriticas no adherentes, en éstos la baja o nula adherencia
puede deberse a diferencias en los protocolos de diferenciacién; como por ejemplo
la concentracion de citocinas, tiempo de tratamiento y el origen mismo de las
células dendriticas; ya que también pueden derivarse de progenitores
hematopoyéticos CD34" de la médula 6sea 6 de sangre de corddon umbilical, 6 que
se deriven de las células de humano o de ratdn (Kwan y col., 2005; Yi y Kwak,
2005; Wu vy Liu, 2007). Otros protocolos como los de Santini y cols. (2000),
utilizaron IFN y GM-CSF en lugar de IL-4 y GM-CSF para la obtencion de las
células dendriticas, solo que en un estado de madurez; y en el trabajo de Aksoy y
cols. (2005) para la obtencién de las células dendriticas, utilizaron los
sobrenadantes de la linea celular J558-GM-CSF, la cual secreta el GM-CSF.



79

Nuestro protocolo de diferenciacion nos permitié obtener un cultivo homogéneo
de alrededor del 90% las cuales fueron susceptibles a la infeccién por dengue a
las MOls probadas desde 3 a 7 y se observd que podian infectarse de mejor
manera que los macrofagos, lo que concuerda con lo reportado por Cologna y
Rico-Hesse (2003).

Una caracteristica esencial de estas CDIs es la expresion del TLR3, que junto
con las células Natural Killer y las células dendriticas mieloides son los Unicos
tipos celulares dentro de la poblacién de células mononucleares que expresan
ésta proteina (Muzio y cols., 2000; Kadowaki y cols., 2001; Matsumoto y cols.,
2003; Schroder y Bowie, 2005; Bell y cols., 2006). Sin embargo, su expresion es
baja y su localizacion es en los endosomas, lo cual se determin6 mediante
inmunofluorescencia y citometria de flujo (Matsumoto y cols., 2003; Hewson y
cols., 2005; Nishiya y cols., 2005). Las técnicas como el western blot son poco
recomendables para la deteccion de ésta molécula, ya que se requeriria de por lo
menos 45 millones de células para trabajar con la fraccion mitocondrial y lisosomal
donde se encuentra la proteina (Matsumoto y cols., 2003). Por lo que la deteccién
de dicha proteina en los ensayos de western blot en extractos totales de CCls fue
muy pobre.

El TLR3 es un receptor de reconocimiento de patrones que reconoce el dsRNA
sintético poly (I:C); por ello se ha propuesto que puede desempefiar una funcion al
reconocer el dsRNA que forma parte del genoma de algunos virus o que se forma
durante su proceso de replicacion (Alexopoulou y cols., 2001; Matsumoto y cols.,
2004; Okahira y cols., 2005; Schréder y Bowie, 2005; Bell y cols., 2006; Sasai y
cols., 2006). El papel de esta proteina se ha demostrado durante la infeccion de
las células epiteliales bronquiales por rinovirus; en este trabajo, Hewson y cols.
(2005) analizaron la participacién del TLR3 que se expresa en la superficie celular,
en donde se bloqued su funcion mediante anticuerpos; en este trabajo se
demostrd que la infeccién incrementa la produccién de citocinas asi al bloquear
TLR3 se aumenta la replicacion viral, demostrando asi su funcion en restringir la
replicacion viral; sin embargo el incremento en la produccién de citocinas solo

podia deberse a la participacién de una via independiente de TLR3.
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Con el virus West Nile perteneciente al género flavivirus, se demostro la
participacion del TLR3 en la infeccién por este virus. En el trabajo de Wang y cols.
(2006), utilizando ratones knock-out para TLR3, se observd que a nivel sistémico
presentaban mas susceptibilidad a la infeccion pero mas resistencia a la encefalitis

provocada por el virus, mientras que la presencia del TLR3, condujo a la

encefalitis y muerte de los ratones infectados por el virus West Nile; sugiriendo
que el virus se beneficia por la presencia de la proteina, ya que permite penetrar la
barrera hemato cerebral y asi infectar el cerebro.

En otro trabajo en el que se investigé el papel del TLR3 en la respuesta inmune
a la infeccion con helmintos, Aksoy y cols. (2005) reportaron la activacion de las
células dendriticas al ser expuestas a los huevecillos de helmintos, esto ocurrié
porque el dsRNA presente en estos huevecillos pudo ser reconocido por el TLR3,
lo cual condujo a la activacion de NF-kB e IRF3 que a su vez condujo a la
expresion del IFN.

Para determinar la participacién del TLR3 durante la infeccion por el virus del
dengue, se utilizaron siRNAs para inhibir la expresion del TLR3 en CDls. Cabe
mencionar que la estandarizaciéon de la técnica de transfeccion es un logro
importante, ya que como herramienta sera muy util en futuros proyectos. También
se debe hacer notar que existen muy pocos articulos en los que se haya reportado
transfeccion de siRNA en CDls. Por ejemplo, en el trabajo de Stewart y cols.,
(2003), en el que se pone de manifiesto lo refractarios que son los cultivos

primarios a la transfecciéon, emplearon vectores lentivirales que expresaban

shRNAs como una estrategia para lograr la transfeccion en células dendriticas. En
nuestro sistema, se logré6 obtener una eficiencia de transfeccion de
aproximadamente 85% con una viabilidad de alrededor del 85%,; y los resultados
en la inhibicién en la expresion del TLR3 fueron de alrededor del 50%. Aunque se
hubiese deseado un porcentaje de inhibicion mayor; este porcentaje de
silenciamiento se ha tomado como bueno para investigar la funcién de diversas

moléculas por otros grupos (Stewart y cols. 2003).
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Entre las razones a las cuales podria deberse este resultado, es la vida media
del mRNA que codifica para el TLR3 y la vida media de la proteina que es muy
larga; sin embargo como se sefiala en los trabajos de Matsumoto y cols. (2003 y
2004) tanto el GM-CSF como la IL-4 utilizados para la diferenciacién de las
celulas, también inducen la expresion del TLR3 y de ctras proteinas como lo
reporta Arrighi y cols. (2004). Por estas razones, el usc de las citocinas en la
diferenciacién podria interferir con el protocolo de silenciamiento. Aun asi,
nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Stewart y cols. (2003), en
donde utilizando vectores lentivirales para la expresion de shRNAs en células
dendriticas logran inhibir la expresiéon de la GFP en un un 50%. En otro trabajo
donde utilizan los vectores lentivirales que expresan shRNAs es en el de Arrigi y
cols. (2004), donde inhiben la expresion de DC-SIGN en un 90% en lineas
celulares pero esta efectividad en el silenciamiento disminuye drasticamente
cuando trabajaron con células dendriticas. Sin embargo, en el trabajo de Hill y
cols. (2003) utilizaron siRNA y posteriormente LPS y TNF-a. para activar a las
células dendriticas, lograron inhibir la expresién de IL-12 hasta en un 85-90% en
estas células. Cabe sefalar que en estos trabajos se utilizaron células dendriticas
derivadas a partir de progenitores hematopyéticos y nosotros preferimos utilizar
células dendriticas derivadas de monocitos, porque como ya se ha mencionado,
son un blanco natural del virus del dengue (Cologna y Rico-Hesse, 2003); sin
embargo, por el uso de las citocinas, es dificil inhibir la expresién de las proteinas
en éstas células Arrighiy cols. (2004).

Posterior a la inhibicion de la expresion del TLR3 mediante siRNA, se llevo a
cabo la infeccion de las CDls con el virus del dengue, para analizar la funcion de la
proteina determinando la eficiencia de infeccion del virus. Los resultados
obtenidos de los ensayos de plaqueo a partir de los sobrenadantes de las CDls

tratadas mediante el protocolo de silenciamiento, mostraron que los
sobrenadantes de las células tratadas por lipotransfeccion no eran capaces de

formar placas. Lo que podria significar que las células tratadas aun solo con el

reactivo de transfeccién se vuelven refractarias a la infeccibn o que los
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sobrenadantes contienen moléculas que evitan la infeccion del virus a las células
donde realizan los ensayos de plaqueo.

De acuerdo con esta idea, se ha demostrado por Sledz y cols. (2003) que los
siRNAs de 21 pb provocan la induccion de IFN-B. También en el trabajo de Bridge
y cols. (2003), se reportd que los vectores plasmidicos y lentivirales que expresan

shRNAs, pueden inducir a la 2’-5"-oligoadenilato sintasa, un gen blanco del IFN.

Sin embargo, Kariké y cols. (2004) demostraron que tanto el siRNA como el
shRNA inducen la produccién de IFNs de tipo 1 a través del TLR3 y que se inhibe
la expresion de mRNA independientemente de la secuencia del siRNA en células
dendriticas derivadas de monocitos.

La activacion y maduracion de las CDIs a células dendriticas maduras podria
darse por el tratamiento de lipotransfeccién, por lo que se analizé la expresion de
los marcadores de maduracion CD40 y CD86 y el marcador de activacion CD83.
Los resultados de citometria de flujo muestran que las células tratadas con siRNA
no expresan estos marcadores de maduracion y activacion, los cuales, debieran
expresarse en las superficie de las células dendriticas maduras, estos resultados
concuerdan con lo que reportan Hill y cols. (2003), quienes no observaron la
maduracién en las células dendriticas tratadas con siRNA. Asi se comprob6 que
las CDlIs no sufrian maduracién por el tratamiento de silenciamiento y por lo tanto,
esa no era razoén por la cual, la infeccion con las células tratadas no producian

placas en células BHK21.

Por lo anterior, se requeria de una estrategia alternativa para definir si las CDIs
en las que se inhibe la expresion del TLR3 y sus controles podian infectarse con el
virus del dengue 6 si las células sufrian cambios suficientes por el tratamiento de
transfeccion que ya no eran capaces de infectarse. Para tal propoésito, se utilizé la
citometria de flujo para la deteccién de la proteina E del virus en el interior de las
células después del silenciamiento e infeccion.

Con dicho ensayo se demostré que las células con el tratamiento de
transfeccion, tanto con el siRNA especifico como con sus controles, eran capaces
de infectarse con el virus del dengue denotado por la deteccion de la proteina E en

la células, sin embargo; los porcentajes de infeccién determinados por esta
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metodologia fueron similares en las células tratadas por lipotransfeccion, los
cuales oscilan entre 85 y 95% con respecto a las células no tratadas.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que el hecho de
tratar a las células para el ensayo de lipotransfeccién produjo una leve disminucion
en la capacidad de infeccion de las CDls, sin embargo son capaces de infectarse.

Asi, el no encontrar diferencias significativas en cuanto a la infeccion de las
células donde se redujo la expresién del TLR3 con respecto a los controles de
transfeccion, puede deberse a que en el protocolo de silenciamiento solo se pudo
inhibir la expresién del TLR3 en un 50%, quedando un 50% de proteina que
contintia ejerciendo sus funciones. No obstante, los resultados también pueden
deberse a que ésta proteina no participa o su participacion no es indispensable
para el reconocimiento del dsRNA del virus del dengue y asi producir una
respuesta antiviral. Todo lo anterior apoyaria la idea de que el silenciamiento
parcial del TLR3 logrado en las CDls no tiene ninguna implicacién en la infeccion
por el virus del dengue, no obstante no se descarta que al alcanzar un mayor nivel
de silenciamiento, se obtengan evidencias de la participacién de esta proteina en
la replicacion viral.

Apoyando esta idea, se encontraron en la literatura otros trabajos donde se ha
analizado la participacion del TLR3 durante las infecciones virales como el de Elco
y cols (2005), que al infectar lineas celulares carentes del TLR3 con Sendai virus,
no encontraron diferencias en cuanto a la induccion de genes estimulados por IFN
en presencia o ausencia del TLR3. En el trabajo de Edelman y cols. (2004),
utilizando el virus de la coriomeningitis linfocitaria, el virus de la estomatitis
vesicular, el citomegalovirus murino y reovirus, encontraron que no se requiere del
TLR3, para la generacién de una respuesta antiviral efectiva, ya que en su
ausencia, no se altera la patogénesis viral, ni deteriora la generacion de una
respuesta antiviral del hospedero a estos virus.

La explicacién que dan los autores a estos resultados, es que posiblemente el
TLR3 no entra en contacto con el dsRNA de estos virus, debido a que la

concentraciéon de dsRNA no es suficiente para inducir la via de sefializacion a
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traves del TLR3; sugiriendo que la unica manera en que TLR3 puede entrar en
contacto con el dsRNA es a través de la endocitosis de éstas moléculas.

Schréder y Bowie, (2005), sugieren que la participacion del TLR3 durante las
infecciones virales dependera entre otros factores de la ruta de entrada del virus,
ya sea a través de los endosomas 6 la membrana plasmatica; de la localizacion
del dsRNA en la célula, ya sea como parte del genoma o como un intermediario de
replicacion y de la abundancia de éste Ultimo producido durante el ciclo de
replicacion.

Ademas en estudios “in vitro” con TLR3 se demostré que se requieren
concentraciones altas del agonista [poly (I:C)] para provocar una respuesta a
través de este TLR (Edelman y cols. (2004). Por lo que se ha sugerido que el

reconocimiento del dsRNA por el TLR3, seria cuando las células al experimentar

la lisis, liberan estas moléculas de dsRNA que luego son endocitadas por las
células dendriticas (Alexopoulou y cols., 2001; Boehme y Compton, 2004,
Matsumoto y cols., 2004; Okahira y cols., 2005; Schréder y Bowie, 2005; Sasai y
cols., 2006) recordando que en los endosomas de éstas células se expresa el
TLR3 (Matsumoto y cols., 2003). Como se demostrd en el trabajo de (Nishiya y
cols., 2005) el TLR3 se encuentra en los mismos compartimientos intracelulares,
que contienen células apoptéticas infectadas y que han sido endocitadas, donde el
TLR3 puede acceder a su ligando.

Por otro lado, existen evidencias de su participacion en la infeccion con otros
virus en trabajos como los de Tabeta y cols. (2004) donde se demuestra que el
TLR3 es esencial como mecanismo de la defensa inmune innata contra el
citomegalovirus murino. También Rudd y cols. (2005) demostraron que el TLR3
tiene una funcion en la expresiéon de citocinas inducidas por el virus sincitial
respiratorio; Hardarson y cols. (2007), reportaron que la infeccion con el virus de la
encefalomiocarditis conduce a una respuesta inmune innata dependiente de TLR3,
la cual brinda una proteccion contra el dafio al miocardio inducido por el virus; y en

el trabajo de Guillot y cols. (2005), que reportan la participacion del TLR3 en la
respuesta inmune de las células epiteliales del pulmén contra el virus influenza A.
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Sin embargo, este ultimo grupo de investigacion también encontré evidencias
de que la participacion del TLR3 es al parecer patologica para el organismo y no
tiene funcién benéfica, ya que en el trabajo de Le Goffic y cols. (2008), se
demostr6 que la infeccion por el virus influenza A provoca una respuesta
inflamatoria perjudicial inducida a través del TLR3, ya que ratones knock-out para
esta proteina tienen una mayor sobrevivencia; y en el trabajo de Gowen y cols.
(2006), se reporté que el TLR3 contribuye a la patogénesis del virus toro punta,
pues ratones knock-out para esta proteina incrementaron su resistencia a la
infeccion letal.

En cuanto al virus del dengue, debe recordarse también que uno de sus
mecanismos de evasién a la respuesta del hospedero, es la formacion de
estructuras membranosas llamadas paquetes vesiculares que protegen el genoma
del virus de las defensas del hospedero, tales como la PKR, la RNasa L, asi como
el IRNA (Uchil y Satchidanandam, 2003); tal vez este mecanismo protege su RNA
de las funciones de reconocimiento del TLR3.

No obstante, debido a que el TLR3 no es una proteina involucrada tanto en la
entrada del virus como en los procesos de replicacién 6 traduccion, tomando en
cuenta la gran susceptibilidad de las CDIs a la infeccién por dengue, tal vez la
ausencia del TLR3 no tiene implicacion alguna en la acumulacién de la carga viral
en la célula, pero si podria tener alguna implicacién en su entorno celular; es decir,
podria a través de la produccion de citocinas tener una participacion en prevenir la
infeccién en células vecinas; por lo tanto es necesario medir la respuesta, es decir
la produccién de citocinas.

Con respecto a los resultados obtenidos de la localizacion del IRF3 en las CDls

tratadas para el silenciamiento del TLR3 e infectadas, en relacion con las células

no tratadas e infectadas, se esperaban diferencias en la localizacion de esta
molécula, pues en las células no tratadas e infectadas se predecia que tuvieran

sefial principalmente nuclear mientras que en la tratadas e infectadas ésta debia

ser menor en el nucleo por la inhibicion de la sefalizacion mediante TLR3.
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Sin embargo, resulté que en ambas condiciones el porcentaje de sefial en el
citoplasma fue del 45% y en el nucleo 55% vy la intensidad de fluorescencia, que
refleja el nivel de expresién de la proteina, fué similar.

También se analizé la localizacion del IRF3 en las células sin infectar y se
determiné el mismo porcentaje de localizacion que en las células infectadas, pero
cuando se compar6 su intensidad de fluorescencia con las células infectadas se
observé que las no infectadas mostraban 1.6 veces la intensidad detectada en las
infectadas, sugiriendo que la infeccién por el virus del dengue promueve en las
CDlIs la inhibicion en la expresion del IRF3. Por lo que en este caso el mecanismo
que podria estar utilizando el virus para evadir la respuesta inmune no se
relacionaria con la relocalizacion, sino con el nivel de expresion de dicha proteina.

Este resultado contrasta con lo obtenido por Fredericksen y cols. (2004 y 2006),
donde analizando también por inmunofluorescencia la localizacion del IRF3,
observaron con claridad que éste se translocaba al nucleo tras la infeccién con el
WNV. Es importante mencionar que lo anterior se detect6 en la linea celular Huh7,
U-20S y A549, en cambio en nuestro caso es un cultivo primario de células del
sistema inmune.

El hecho de que en las células sin infectar y sin tratar, el IRF3 se encuentre
principalmente nuclear puede deberse a que las células deben estimularse con
citocinas para su diferenciacion a CDls y esto induzca la activacion de algunas
vias de sefalizacion que promuevan la relocalizacion de dicha molécula ademas
de conducir a la expresion y secrecién de citocinas como IFN o/f, CXCL9,
CXCL10 y CCL5 (Akira y cols., 2006; Honda y cols., 2005 y 2006; Sasai y cols.,
20086).
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CONCLUSIONES

Las células dendriticas inmaduras (CDIs) son un modelo muy interesante en el
estudio de la infeccién por el virus del dengue en el humano, de ahi que en el
presente proyecto se estandarizo el aislamiento, purificacion y diferenciacion de
dichas células a partir de monocitos de sangre periférica.

El estudio de las interacciones funcionales del virus con las CDIs permitiran
desarrollar nuevas estategias terapéuticas y de vacunaciéon por lo que en este
estudio se estandarizé la técnica de transfeccion de siRNAs en CDls, lo que
consideramos un logro importante por la dificultad que tiene el transfectar cultivos
primarios y por las aplicaciones posteriores de la técnica en esta area de estudio.

Mediante la técnica de silenciamiento por siRNA se inhibié la expresion del
TLR3 y con los resultados obtenidos, se establece que la replicacion viral no se ve
afectada por la inhibicion en la expresion del TLR3 en las CDls con las
condiciones ensayadas en el presente trabajo. Sin embargo, el nivel de
silenciamiento obtenido mantiene el 50% de la proteina, por lo tanto no es posible
determinar si existe algun efecto en la replicacion del virus del dengue a mayor
nivel de silenciamiento.

Por otra parte, no hay diferencias significativas en cuanto a la localizacion
nuclear del factor de transcripcién IRF3, en ninguna de las condiciones probadas
pero se detectaron diferencias en el nivel de expresion de dicho factor ya que las
células no infectadas presentan un mayor nivel de expresién del IRF3 con
respecto a las células infectadas. Lo que sugiere la inhibicion en la expresion del

IRF3 promovida por el virus del dengue en las CDls.
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PERSPECTIVAS

La inhibicién de la expresion mediante siRNA es un método que ha tenido una
enorme contribucion en el conocimiento de las funciones en la relacion virus célula
huésped por lo que el mejorar su desempeiio en el caso del silenciamiento del
TLR3 seria importante para confirmar los resultados obtenidos hasta el momento.

Otra manera de confirmar el papel del TLR3 en la infeccion por dengue es la
sobreexpresion de la proteina utilizando un plasmido y permitiendo su expresion
en las CDls para posteriormente probar la eficiencia de la infeccién viral. También
se podrian utilizar una dominante negativa para TLR3 con la finalidad de observar
un efecto similar al de la inhibicién de expresion del TLR3 y probar su efecto
durante la infeccion por dengue.

Por otro lado, abordar el estudio de las implicaciones que podria tener la
inhibicién de la via de sefalizacion en la que interviene el IRF3 en la respuesta
inmune contra el virus del dengue asi como la manera en que se produce tal
inhibicién, nos darian valiosas claves en el conocimiento del la relacion del virus

con la célula huésped y contribuiria al desarrollo de terapias antivirales y vacunas.
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