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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).


















































































































































































































































































































