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Resumen

La inmunidad innata se caracteriza por el uso de receptores de reconocimiento de
patogenos, lo cuales reconocen componentes microbianos caracteristicos. La familia de
receptores tipo RIG-1 (RLRs) se ha visto implicada en la induccién de interferon tipo I, en
respuesta al reconocimiento citoplasmico de acidos nucléicos virales. Dicha familia esta
formada por RIG-I, MDAS5 y LGP2; de los cuales se ha mostrado que RIG-1 y MDA5
poseen un reconocimiento diferencial de distintos virus. En este estudio se evalud la
activacion de la via de RLRs en respuesta a la infeccion con el virus dengue (DENV) en
dos lineas celulares humanas que representan blancos naturales de la infeccion por dicho
virus.

Nosotros encontramos que la inhibicion de la actividad de RIG-I vuelve mas
permisivas las células a la infeccion por el virus de DENV. Por otra parte se observo que el
DENV no induce o bloquea la induccion de IFN-pB; sin embargo, a pesar de esta inhibicion
se logro observar la redistribucion de la proteina MAVS, lo que sugiere que la via de RLRs
es activada en respuesta a la infeccion por el DENV, pero probablemente la inhibicion de la
induccion de Interferon tipo | por el DENV se bloquea en un paso posterior a la activacion
de MAVS.



INTRODUCCION

La fiebre del dengue es una de las enfermedades mas importantes transmitidas por
vector artropodo. Esta es causada por la infeccion con alguno de los 4 serotipos del virus
del dengue, el cual es transmitido por la picadura de mosquitos del género Aedes.

i |

|

Figura 1. Mosquito Aede's-"aegypti. El virus del dengue es transmitido por la picadura de
mosquitos del género Aedes. [Tomado de riverainforma.blogspot.com]

Epidemiologia

La primera epidemia conocida de dengue hemorragico fue reportada en Manila,
Filipinas en 1954 y durante los siguientes 20 afios el dengue logré extenderse gradualmente
a otros paises de la region. Las mayores epidemias de dengue ocurrieron en 1980 y 1990
siendo éstas causadas por los 4 serotipos del virus del dengue [1]. En 1998 ocurrieron una
serie de infecciones pandémicas por el virus del dengue, reportandose 1.2 millones de casos
en 56 paises del mundo y repitiéndose este fendmeno en el afio 2003 [2]. A pesar de que la
fiebre de dengue se conoce desde hace mas de 200 afios, las causas de la reemergencia
global de la epidemia de dengue no estan del todo claras. En el siglo XIX la fiebre del
dengue era considerada una enfermedad esporadica que causaba epidemias en intervalos
largos, sin embargo en los Gltimos 50 afios su incidencia se ha incrementado 30 veces, lo
cual se cree que probablemente se debe al crecimiento descontrolado de la poblacion, la
urbanizacion mal planeada, el manejo inadecuado de aguas residuales, lo cual puede
producir un incremento en la distribucion y densidad del vector y por lo tanto en la

distribucioén del virus.



Ciclo infeccioso

El virus dengue (DENV) existe en la naturaleza en tres ciclos basicos: el ciclo
selvético, el rural y el urbano, siendo este ultimo el més importante epidemioldgicamente,
pues involucra al mosquito A. aegypti y al humano. La infeccion ocurre cuando un
mosquito infectado pica a un individuo sano y el virus es introducido al torrente sanguineo
mediante la saliva del mosquito, que es ademas usada como anticoagulante, mientras el
mosquito se alimenta. Posteriormente, cuando un mosquito hembra no infectado se
alimenta de la sangre de un individuo infectado, el virus del dengue inicia la infeccion de
diversos tejidos en el vector [3]. Primeramente el virus se replica en el intestino medio,
posteriormente llega al hemocele y a la hemolinfa para finalmente alcanzar otros tejidos del
insecto. Despues de la replicacion viral en las glandulas salivales, el mosquito infectado
puede transmitir el virus a otro individuo completando de esta forma el ciclo infeccioso.
Algunos estudios sugieren la existencia de transmisién transovarica en hembras infectadas,
lo que permite la propagacion del virus a su progenie. Este proceso funcionaria como un
reservorio para la preservacion del virus durante periodos interepidémicos sin la
participacién de hospedero humanos o vertebrados [4]. Se conocen solamente tres
hospederos naturales del virus del dengue: el mosquito Aedes, humanos y primates no
humanos, siendo estos Gltimos parte del ciclo selvatico. Sin embargo, el virus del dengue

causa sintomas clinicos y enfermedad solamente en humanos.

Manifestaciones clinicas

El virus del dengue puede provocar diferentes manifestaciones clinicas que se
clasifican de acuerdo a su severidad. La infeccién puede ser asintomatica o dar lugar a
fiebre indiferenciada, fiebre del dengue (DF), fiebre hemorragica por dengue (DHF) o
sindrome de choque por dengue (DSS) [3]. La fiebre indiferenciada es clinicamente
indistinguible de la que provocan otras infecciones virales. La fiebre por dengue se
caracteriza por un inicio repentino de fiebre que puede durar de 2 a 7 dias, migrafa,
mialgia, artralgia, vomito, anorexia y erupciones en la piel, de color rojo brillante, Ilamadas
petequias, que suelen aparecer en las extremidades inferiores y el torax de los pacientes. La
fiebre hemorragica por dengue suele manifestarse principalmente en infecciones

secundarias; es decir, una infeccion por el mismo o diferente serotipo del virus que sucede
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tiempo después de la resolucion de la infeccion primaria, también se ha observado que los
anticuerpos adquiridos por via materna dirigidos contra el virus del dengue suelen potenciar
las infecciones primarias. La DHF se caracteriza por manifestaciones hemorragicas como
sangrado de nariz, sangrado de encias y vomito con sangre. La forma mas grave de la
infeccion es el DSS, el cual se asocia con una alta mortalidad. En personas que presentan
DSS se observa la piel descolorida y cianosis acompafiada de alteraciones en la circulacion
y acidosis metabdlica que puede llegar a producir encefalopatia [3].

Virus del dengue

El virus del dengue, del cual existen cuatro serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3
y DENV-4) pertenecen al género Flavivirus (familia Flaviviridae), los cuales poseé una
capside icosahédrica rodeada por una membrana lipidica con un diametro aproximado de
50 nm; el genoma viral es no segmentado de RNA de polaridad positiva de 10.7 kb cuyo
extremo 5° se encuentra trifosforilado y tiene una estructura “cap”, ademas su extremo 3’
carece de poliadenilacion [5]. EI genoma tiene un Unico marco de lectura abierto,
flanqueado por dos regiones no traducidas (UTR), que codifica para una poliproteina de
alrededor de 3400 aminoacidos que es procesada co- y post-traduccionalmente por una
serin proteasa viral y mdaltiples proteasas celulares para dar lugar a tres proteinas
estructurales: la proteina del core de la nucleocapside (C), una proteina asociada a
membrana (PrM) y la proteina de la envoltura (E); ademas de 7 proteinas no estructurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) [5].

5° UTR CR 3 UTR
- | NGt seAluszs NEG wm
[l L
ProTteinas ESTRUCTURALES Prorveinas No EsTrRucTuraLES

Figura 2. Representacion esquematica del genoma del virus DENV. El genoma de
DENV mide aproximadamente 11 Kb y contiene un solo marco de lectura abierto
flanqueado por dos regiones no traducidas .
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La 3> UTR consta de aproximadamente 600 nucledtidos, es altamente estructurada
y contiene tres regiones: una region variable (VR) inmediatamente después del codon de
paro, una regioén core rio abajo del VR y una region 3’ terminal, la cual contiene una
secuencia de circularizacion (CS) complementaria con una secuencia en la 5> UTR, y una
estructura de asa y orquilla altamente conservada llamada SL 3’ que es indispensable para
la replicacion viral [6]. Se ha reportado que la 3°’UTR esta implicada en la circularizacion
del genoma mediante la interaccion con la 5’UTR, sin embargo, recientemente se reporto
que estas secuencias de circularizacion son esenciales pero no suficientes para las
interacciones de RNA ya que se identificé un elemento de 16 nucleétidos presente en la 5
UTRYy 3 UTR (5"y 3" UAR, Upstream AUG Region) como un factor determinante para la
asociacion RNA-RNA [7]. Las regiones DB1 y DB2 son dos estructuras secundarias
conservadas entre los flavivirus; también conocidas como pseudorepetidos y se encuentran
adyacentemente una de la otra en la region 3’ UTR. Estos elementos constan de 3 hélices y
juegan un papel importante en la traduccion, la delecion de DB1 produce una reduccion
pequefia pero significativa de la traduccién mientras que la delecion de DB2 tiene poco
efecto; sin embargo al deletar las dos regiones se reduce la eficiencia de la traduccién del
genoma viral en un 25% en células Vero[ 8].

La 5> UTR tiene una longitud de 100 nucledtidos y estd compuesta por las
estructuras secundarias SLA, SLB y CS que son importantes para la replicacion viral. Un
estudio demostré que SLA es un elemento promotor para la replicacién viral, reconocido
selectivamente por la RNA polimerasa viral NS5, y por interacciones RNA-RNA, la RNA
polimerasa viral es transferida al sitio de inicio en la regién 3" del genoma para dar lugar a
la sintesis de la cadena negativa [9].

Replicacién viral

El virus dengue se une a la célula hospedera mediante su interaccion con proteinas
de la superficie celular, entre las que se han reportado: CD209 en células dendriticas,
heparan sulfato en células Vero y BHK, asi como las proteinas HSP70 y 90, y moléculas
asociadas a CD14 en monocitos humanos [10-12]. Los viriones se internalizan por
endocitosis mediada por receptor, posteriormente el pH acido del endosoma induce la
trimerizacion irreversible de la proteina E, exponiendo asi su dominio de fusion y

permitiendo la fusion de la membrana celular con la membrana viral para la liberar la
12



nucleocapside al citoplasma. Una vez ahi, el genoma viral es traducido a una poliproteina
que posteriormente es procesada por proteasas virales y celulares [13]. Finalmente, el
genoma viral se replica a una cadena intermediaria de polaridad negativa que servira de
molde para la sintesis del genoma viral de la progenie de polaridad positiva. El proceso de
replicacion del genoma ocurre en las membranas intracelulares, mientras que el ensamblaje
del virus se lleva a cabo en la superficie del reticulo endoplasmico cuando las proteinas
estructurales y el RNA recién sintetizado geman en el lumen del mismo y por ultimo la

maduracion del virion se lleva a cabo en la red trans-Golgi [14].

Respuesta inmune durante la infeccion con dengue

Los blancos primarios durante una infeccion temprana son las células de
Langerhans que se localizan en la epidermis. Y cuando el virus entra al torrente sanguineo
éste puede infectar otros tipos celulares como monocitos, macrofagos y células dendriticas,
lo que ayuda a la distribucion del virus a otros 6rganos blanco a través de la circulacion.
Por otra parte, las células dendriticas infectadas migran hacia los nddulos linfaticos donde
se lleva a cabo la presentacidn antigénica y se activa la respuesta inmune celular y humoral
[13].

g Epidermis

“ . | Dermis

| Keratinocito
T~ Melanocito

Epidermis

Dermis
Célula de Langerhans

|~ Célula dendritica

@ - Linfocito

Macréfago/Monocito

Vaso sanguineo

Célula

Infectada r
Nédulo #
Linfatico

Figura 3. Infeccion con el virus dengue. La infeccion por DENV comienza con la
picadura del mosquito el cual inyecta el virus mientras se alimenta, infectando
primeramente células de Langerhans y posteriormente células dendriticas, las cuales viajan
a los nddulos linfaticos para activar la respuesta inmune adaptativa [13].
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Durante la etapa temprana de la infeccion por DENV y mucho antes del desarrollo
de la respuesta humoral y celular, los mecanismos de la respuesta inmune innata mediados
por el sistema del Interferon tipo | (IFN-I), son las vias més importantes de defensa que
limitan la replicacion viral [15]. Los interferones son un grupo de citocinas secretadas que
actan a través de un receptor heterodimérico, el cual activa una cascada de sefializacion
que culmina en la transcripcion de genes denominados ISGs (Interferon Stimulated Genes),

cuyas proteinas tienen efectos antivirales [16-18]. (Fig. 4).
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Figura 4. Via de sefalizacion del IFN-I. a) Estado antiviral inducido por IFN-I en células
no infectadas. b) La estimulacion con IFN-I activa una cascada de sefializacion que induce
la expresion de genes con efectos antivirales [17].

Se ha reportado que el suero de pacientes con cuadros de dengue clasico presenta
niveles elevados de IFN-o/f, TNF-a, IL-6, IL-12, IFN-y e IL-18, mientras que en los
pacientes con DHF se presentan niveles méas elevados de IFN-y, TNF-a e IL-18 en suero

que en los pacientes con DF, mientras que ocurre lo contrario con la IL-12 [19]. Ademas se
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ha reportado que en ensayos in vitro en que se utilizan células mieloides o endoteliales
infectadas con DENV se induce la secrecion de varias quimiocinas como MIP-1a, MIP-1p,
IL-8 y RANTES (Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and Secreted).
RANTES es un miembro de la familia C-C de quimiocinas, que puede reclutar linfocitos y
células NK a los sitios de inflamacion y los niveles de esta citocina en suero se han

correlacionado con la severidad de la enfermedad y la patogenia de DSS [20].

Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRS)

La inmunidad innata se caracteriza por el uso de proteinas conocidas como
receptores de reconocimiento de patdgenos (PRR’s) para identificar componentes
especificos de microorganismos conocidos como Patrones Moleculares Asociados a
Patogenos (PAMPs) [21]. Diversos estudios han identificado 2 familias como los
principales de PRR’s involucrados en el reconocimiento de acidos nucleicos virales: Los
Receptores tipo Toll (TLRs) y los Receptores tipo RIG-I (RLRs) [22] (Fig. 5). La deteccion
de PAMPs ocurre en diferentes etapas del ciclo replicativo viral y es mediada por TLRs o0
RLRs dependiendo de la localizacion del genoma viral [23]. Se han identificado 13 TLR’s
en mamiferos, de los cuales el TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 estan implicados en el
reconocimiento de 4cidos nucleicos microbianos. Los TLRs son proteinas
transmembranales localizadas en la superficie de vesiculas citoplasmicas como los
endosomas o el reticulo endoplasmico en donde pueden reconocer virus que entran a la
célula por endocitosis mediada por receptor [24]. Debido a que los TLR’s son proteinas
transmembranales, éstos son incapaces de reconocer componentes virales presentes en el
citoplasma. Sin embargo, se han identificado sensores citoplasmicos de RNA producido
durante la replicacion viral, los cuales constituyen la familia RLR formada por RIG-I
(Retinoic acid Inducible Gene 1), MDA5S (Melanoma Differentiation Associated 5) y LGP2
(Laboratory of Genetics and Physiology 2) [22, 25, 26].
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Figura 5. Receptores de reconocimiento de patégenos. Los TLRs y los RLRs reconocen
acidos nucleicos virales e inician la transduccion de sefiales que induce la expresion IFN-1'y
citocinas proinflamatorias.

JEM

RIG-I fue inicialmente identificado como un gen inducido en leucemia
promielocitica aguda después de un tratamiento con &cido retinoico [27]. Por otra parte
MDAGS fue identificado como un gen sobreexpresado en células de melanoma el cual
inducia pérdida irreversible del potencial de crecimiento y diferenciacion en respuesta al
tratamiento con IFN-B [28]. Pero fue hasta después que su papel como reguladores clave en
la respuesta antiviral fue descubierto, cuando RIG-1 fue identificado explorando una libreria
de cDNA obtenida de células tratadas con IFN-p, seleccionando las clonas con capacidad
de activar el un vector reportero de IRF-3 en respuesta a la transfeccion de Poly I1:C (RNA
sintético de doble cadena) [26].
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Dominios funcionales de los RLRs

Todos los miembros de la familia RLR tienen un dominio central de RNA helicasa
DEXD/H dependiente de ATP [26]. RIG-1 y MDADS poseen 2 dominios en el extremo N-
terminal con homologia al dominio de activacion y reclutamiento de caspasas (CARD). Los
dominios CARD son la parte efectora que realizan la transduccion de sefiales cuando se
activa la proteina [29]. La sobreexpresion del dominio CARD de RIG-1 induce sefializacion
constitutiva en ausencia de infeccion [25, 26]. RIG-1 y LGP2 tienen un dominio de
represion (RD) localizado en el C-terminal el cual se cree que interacttan con el dominio
de helicasa y los dominios CARD inhibiendo la actividad de la proteina ya que la
sobreexpresion de este dominio bloquea la sefializacion mediada por RIG-1. Recientemente
se descubrié un dominio carboxilo terminal que sobrelapa parcialmente con el dominio RD;
este dominio consiste en una superficie concava béasica con residuos acidicos del lado

opuesto, que podria funcionar como un dominio de unién a RNA [29].

1m CARD = CARD M DExD/H RNA Helicass Domain MDA-5
1™ CARD = CARD m— DExD/H RMNA Helicose Domain 723 RD RIG-I
792
cTD
1 DExDVH RMA Helicase Domain RD LGP2

Figura 6. Representacion esquematica de los dominios funcionales de las proteinas de
la familia RLR. Los RLRs poseen un dominio central de Helicasa DExXD/H, RIG-I y
MDAS5 contienen dos dominios CARD en el extremo amino terminal responsables de la
transduccion de sefiales [30].

Reconocimiento de RNA

El papel de RIG-I como sensor viral citoplasmico se descubrié cuando se realizd una
basqueda de moléculas involucradas en la expresion de IFN-B inducida por RNA de doble
cadena [26]. Se demostré que la sobreexpresion de RIG-1 daba como resultado una mayor
activacion del promotor de IFN-B en respuesta a la introduccion de dsRNA al citoplasma
[26]. Posteriormente se demostrdé mediante ensayos de pull down que RIG-I se une a Poly

I:C (RNA sintético) pero no a RNA de cadena sencilla ni a dsDNA. La importancia de
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RIG-I en el reconocimiento viral se enfatizé cuando se demostro que la produccion de IFN-
| en respuesta a la infeccién con paramixovirus era deficiente en células dendriticas de
ratones RIG-I-/- [31, 32]. Ademas, la sobreexpresion de MDAS5 también aumento la
respuesta de IFN-1 en células infectadas con el virus de la enfermedad de Newcasttle y
redujo la carga viral del virus de la estomatitis vesicular y del virus de la

encefalomiocarditis [32].

Basandose en lo anterior se especuld que RIG-I y MDAS5 reconocian
especificamente dsRNA producido durante la replicacion viral. Sin embargo, diferentes
experimentos de silenciamiento aportaron evidencia de la existencia de un reconocimiento
diferencial por esta dos proteinas, la administracion de Poly I:C a ratones silvestres o RIG-I
-/- dio lugar a niveles similares de IFN-1 y citocinas, mientras que los ratones MDA5-/- no
producian IFN-1 o interleucinas en respuesta a Poly I:C [33]. En contraste, los fibroblastos
de raton MDADS5-/- responden normalmente a dsSRNA transcritos in vitro mientras que los
fibroblastos RIG-1-/- no lo hacen, por lo que se concluy6 que MDAS reconoce Poly I:C in
vivo e in vitro mientras que RIG-I reconoce Poly I:C in vitro pero no in vivo, teniendo este
ultimo mayor afinidad a los transcritos de RNA [33].

Ademas, la produccion de IFN-I es defectuosa en fibroblastos de raton RIG-I -/-
infectados con el virus de la estomatitis vesicular, influenza y con el virus de la encefalitis
japonesa, en contraste RIG-1 es dispensable para la produccion de IFN-I en respuesta a la
infeccion con el virus de la encefalomiocarditis [31]. Lo anterior sugeria la existencia de
otros patrones moleculares asociados a patdgenos aparte del dsRNA, presentes en el RNA
viral y ausentes en el RNA celular, que eran responsables de la induccién de IFN-I
mediante RIG-1 y MDAG.

Tambien, se ha observado que las modificaciones postranscripcionales eucarioticas
del RNA, como adicion de una estructura Cap de 7-metil-guanosina o y-monometilfosfato,
la eliminacion del 5°ppp que resulta en un grupo 5’ monofosfato, 0 la sustitucion de uridina
por pseudouridina, abaten la expresion de IFN-I mediada por RIG-I [34], lo que
posteriormente llevd a la conclusion de que un grupo trifosfato en el extremo 5’ (5’ppp) era
el responsable de la induccion de IFN-I [35]. Lo anterior llevé a la conclusion de que el

grupo 5’ppp era el PAMP responsable de la discriminacion entre el RNA celular y el viral,
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ya que la mayoria de los RNAs celulares carecen de este grupo y por lo tanto son incapaces
de activar a RIG-1, ademas la remocion del 5’ppp por métodos enzimaticos abate la
transduccion de sefiales pero no afecta la union a RNA.

Por otra parte experimentos de ratones Knock Out (KO) de MDAS5 demostraron que
esta molécula es crucial para la deteccion de la infeccién con picornavirus pero no de
influenza o paramixovirus. Dichos ensayos son consistentes con el hecho de que el extremo
5’ del genoma de los picornavirus no contiene un grupo 5’ppp libre, si no que éste se
encuentra unido covalentemente a una proteina VPg, que bloquea el reconocimiento por
RIG-I [36]. A diferencia de RIG-I, el ligando de MDA5 no ha sido bien caracterizado.
Algunos estudios apuntan a que reconoce regiones altamente estructuradas en los extremos
5’ y 3’ de las regiones no traducidas de los genomas virales o estructuras tipo red similares
a las uniones de Holliday en el RNA [37].

A pesar de que RIG-I tiene un dominio con homologia a RNA helicasas, éste carece
de motivos de unién a RNA por lo cual el mecanismo de interaccion con RNA no estaba
claro en un principio. Un estudio de cristalografia y resonancia magnética nuclear demostro
que el dominio CTD de RIG-I es el responsable de la union a RNA y 5’ppp [38]. A pesar
de esto, el mecanismo de discriminacion de los ligandos de RIG-1 y MDAS se desconoce.
Ambas proteinas poseen dominio CTD con residuos comunes, sin embargo, existe una
lisina invariable en el centro del CTD de RIG-I pero ausente en MDA5 y LGP2, la cual
podria estar involucrada en la interaccion con el 5’ppp [38].

El Poly I:C disponible comercialmente tiene una longitud de por lo menos 3 kbp,
cuando se acorta el polimero por debajo de 300 bp, éste pierde la capacidad de activar
MDAJS pero no a RIG-1. Un descubrimiento consistente con lo anterior es el hecho de que
los fragmentos cortos de dsRNA del genoma de reovirus (1.2-1.4 kbp) activan
selectivamente a RIG-1 mientras que los fragmentos mas largos (3.4 kbp) activan a MDA5
[39]. Aunque se ha demostrado que RIG-I tiene la capacidad de unirse a poly I:C, se cree
que este puede unirse a dsSRNA largo pero este induce una conformacion desfavorable para
la sefalizacion. La hipotesis anterior se ve reforzada por el hecho de que la unién de RIG-I
a dsRNA corto o 5’ppp produce un fragmento de 17 kDa y otro de 30 kDa resistentes a la
digestion con proteasa, mientras que la unién de RIG-I a dsRNA largo produce un
fragmento de 60 kDa [39, 40].
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En conjunto los experimentos realizados hasta la fecha indican que RIG-1 y MDA5S
reconocen diferentes virus, aunque ciertos estudios con flavivirus sugieren un papel

redundante para estas dos proteinas [41, 42]. (Véase Fig. 8).

Sefalizacion por RLRs

Con el conocimiento actual se especula que tanto RIG-I como MDAJS se encuentran
en una conformacién de autorepresion en ausencia de sus ligandos debido a la interaccién
del dominio RD con los dominios CARD y el dominio de helicasa. La union con sus

ligandos induce un cambio conformacidénal que libera los dominios CARD [40].

P OO dsRNA

pppM ssRNA
5-p

Activa

Inactiva

Figura 7. Modelo de activacién de RLRs. La unién de RLRs con sus ligandos induce un
cambio conformacional que libera los dominios CARD de su autorepresion permitiéndoles
interactuar con MAVS [30].

Dicho cambio conformacional permite la interaccion de los dominios CARD de
RIG-1 y MDA5 con el dominio CARD de wuna proteina llamada IPS-
1/MAVS/VISA/CARDIf, que se encuentra anclada a la membrana externa mitocondrial
[43]. La sefalizacion por RLRs se encuentra regulada a diferentes niveles; LGP2, el tercer
miembro de esta familia, fue el primer regulador de descrito RIG-1 y MDADJ, y se creé que
ejerce su funcion de diferentes formas. Un mecanismo es secuestrando los ligandos de RIG-
| y MDAS5, ya que LGP2 también es una RNA helicasa DExD/H con alta homologia en el
dominio CTD con RIG-1 y MDAD5; éste puede unirse a RNA y competir por los ligandos,
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pero debido a que LGP2 carece de los dominios CARD, es incapaz de interactuar con
MAVS vy por lo tanto de transducir sefiales [25]. Otra forma por la cual LGP2 inhibe la
actividad de RIG-I es mediante la presencia del dominio RD, el cual interactda con el
dominio RD de RIG-I lo que previene la homodimerizacion de RIG-I necesaria para su
activacion [22]. En otro estudio se reporto la interaccion de LGP2 con el dominio C-
terminal y las regiones transmembranales de MAVS, compitiendo de esta forma por la
unién con la cinasa rio abajo Ikki/lkke [22].

Posteriormente MAVS se asocia con TRAF3 (TNF-Receptor-Associated Factor 3), una
Ubiquitin (Ub) ligasa que ensambla cadenas de PolyUb en Lys63 a través de su dominio C-
terminal [44]. Otra Ub ligasa llamada DUBA desubiquitinisa a TRAF3, inhibiendo la
sefializacion por RLRs [45]. TRAF3 recluta y activa dos cinasas relacionadas con IKK,
llamadas TANK y TBK1 (TANK Binding Kinase 1) o IKKe (Inducible IkB kinase), las
cuales fosforilan a IRF-3 e IRF-7 [46]. La fosforilacién de IRF-3 e IRF-7 induce la
formacion de homodimeros o heterodimeros que son translocados al nucleo, donde se unen
a ISREs (IFN Stimulated Response Elements), estimulando la expresion de IFN-o/p y
genes inducibles por IFN (ISGs) [47]. Por otra parte MAVS interacciona con la proteina
FADD (Fas Associate Death Domain), que a su vez interacciona con caspasa-8 y caspasa-
10 para activar a NFxB rio abajo de MAVS, que da lugar a la expresion de citocinas

proinflamatorias [48].
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Antecedentes

Hasta hace poco se sabia que los Unicos PAMPs que inducen la expresion de IFN-
o/p mediada por RIG-1 eran el 5'ppp y dsRNA. Sin embargo, un estudio reciente demostro
que la transfeccién de las regiones 5" y 3" UTR de HCV completas (las cuales presentan
estructura secundaria), inducian un incremento en la actividad del promotor de IFN-B, a
diferencia de otras regiones de la UTR 3* de HCV que mostraron poca o nula capacidad de
activar el promotor de IFN-B. Posteriormente se determind que la region de la UTR 3 del
genoma de HCV (correspondiente a los nts 9384 al 9619) era la secuencia minima
responsable de la activacion del promotor de IFN-f [34]. Lo anterior sugeria que la UTR 3”
de HCV contiene un PAMP que despierta la respuesta inmune innata.

La UTR 3" de HCV (Fig. 9) estd compuesta por tres regiones: una region variable
con estructura secundaria potencial, una region no estructurada que contiene poliuridinas y
ribocitocinas dispersas (Poly U/UC); y una region terminal llamada X que presenta 3

estructuras conservadas de tallo y burbuja [50].
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Figura 9. Representacion esquematica de la UTR 3’ de HCV. La UTR 3’ contiene una
region variable, seguida de repetidos de uridinas (Poly U/UC) y la region 3’X con las
estructuras SL1, SL2 y SL3 [50].

En un intento por caracterizar el ligando de RIG-I, se evalu6 la capacidad de cada
una de estas regiones de inducir la expresion de IFN-B dando como resultado que solo la
region Poly U/UC fue capaz de estimular la formacion de dimeros de IRF-3 y la expresion
de ISG56. Posteriormente, se demostré que el grupo 5°ppp es requerido para la union
estable de RIG-I a la region Poly U/UC y que es necesario para que la region Poly U/UC

induzca la sefializacion mediada por RIG-1 [34]. Mediante experimentos de mutagenesis, se
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demostro que el 5"ppp es necesario pero no suficiente para inducir la sefializacion por RIG-
I, ya que secuencias homopoliméricas como PolyA, a pesar de tener un grupo 5’ppp no
activaron el promotor de IFN-I [51]. Por otra parte, mediante ensayos realizados con RNA
quiméricos se determind que la deteccion de RNA viral por RIG-1 es dependiente de
longitud y secuencia [34].

Hasta la fecha, el motivo Poly U/UC presente en la UTR 3" del genoma de HCV es
la Unica secuencia minima reportada que induce sefializacion por RIG-1. Sin embargo, se ha
reportado que RIG-I es capaz de inducir la expresion de IFN-a/p en respuesta a la infeccion
por virus de los géneros Rhabdovirus, Paramyxovirus, Orthomyxovirus, Flavivirus y
Filovirus, entre otros [30].

Desde hace tiempo se ha reportado que los pacientes con fiebre por dengue y DHF,
presentan niveles elevados de IFN-a en suero, al igual que en los cultivos de células
infectadas con DENV-2. De la misma forma, la infeccion por DENV-2 en células
alveolares A549 y células hepaticas de Chang induce la expresion de IFN-pB. Sin embargo,
la primera evidencia de que la expresion de IFN-B inducida por DENV-2 era mediada por
RIG-I se di6 a conocer cuando la sobreexpresion de un dominante negativo de la proteina
RIG-I abatié la formacion de dimeros de IRF-3 en respuesta a la infeccion con DENV-2 en
celulas Vero [52] (Fig. 10).

vector  RIGI  RIG-IC

DEN-2 - + - + -
IRF-3-Flag
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Figura 10. Activacion de IRF-3 en respuesta a la infeccion. Ensayo de inmunodeteccion
de la proteina IRF-3, donde se observa que la transfeccion de un dominante negativo de
RIG-1 (RIG-IC) inhibe de la formacion de dimeros de IRF-3 en células Vero infectadas con
el DENV-2 [52].
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Posteriormente, se observo que fibroblastos de ratones KO para RIG-1 infectados
con DENV-2 aln expresaban IFN-1 en respuesta a la infeccion, lo que sugeria la
participacion de otro sensor de RNA viral. Sin embargo cuando se silenci6 MDAS5 en
fibroblastos knockout de RIG-I, (creando un doble knockout), se abatié la expresion de
ISGs con lo que se pudo sugerir que DENV-2 es reconocido tanto por MDAS como por
RIG-I [21].
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Figura 11. Inhibicién de la expresion de I1SGs en respuesta a la infeccion con DENV-2.
Deteccién de MDAS5, ISG54, ISG15 y NS1 de DENV-2 mediante western blot en
fibroblastos de ratén infectados con DENV-2 a MOI de 1 a las 16 h post-infeccién, donde
se observa que el silenciamiento de MDADS en fibroblastos de raton KO para RIG-1, inhibe
la expresion de 1ISGs en respuesta a la infeccion [21].

De la misma manera, se ha estudiado la capacidad las UTRs de diferentes flavivirus
de inducir expresion de IFN-B, entre ellas las del genoma de DENV-4. Los resultados
obtenidos indicaron que tanto la UTR 5" como la 3" completa de DENV-4 (105 y 383 nts
respectivamente), transcritas in vitro son capaces de inducir la expresion de IFN-B en
células Huh-7 mediante ensayo de reporteros. Ademas se pudo determinar que la region SL
de la UTR 3" de DENV-4 no contribuia en la activacion de esta via [34].
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Las secuencias minimas presentes en la 5° UTR y 3° UTR de DENV-2 que
despiertan la respuesta inmune mediada por RIG-I no han sido mapeadas. Sin embargo,
estos RNAs difieren considerablemente con respecto a los de HCV, ya que carecen de los
repetidos de uridina o adenina como los que se encuentran presentes en la 3" UTR sentido y
antisentido; lo que sugiere que otras secuencias diferentes de Poly U/UC o Poly AG/U

pueden ejercer activacion de la expresion del IFN-B en el caso de DENV.
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JUSTIFICACION

El estudio de los mecanismos de respuesta antiviral activados durante la infeccion
por DENV es de vital importancia para lograr una mayor comprension de las interacciones
hospedero-parasito, y por lo tanto de la patogenia de la enfermedad. Los receptores tipo
RIG-I juegan un papel crucial en la activacion temprana de la respuesta antiviral, en el caso
de DENYV se ha estudiado el papel de los RLRs en sistemas que no representan el blanco u
hospedero natural del virus, por lo que es necesario un estudio en células que son blancos
naturales de infeccion. Por otra parte, las diferencias entre el ligando de RIG-1 y MDA5 no
han sido aclaradas completamente, por lo que un estudio con un virus que sea capaz de
activar la sefalizacion a través de ambos receptores podria dar a conocer mejor las

diferencias entre los ligandos de ambas moléculas.
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HIPOTESIS

RIG-I participa en el reconocimiento de DENV-2 e induce la expresion de
IFN-B mediante la activacion de la via de RLRs y su inhibicidn es capaz de
abatir la respuesta antiviral y modular la replicacion viral.
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OBJETIVO GENERAL

= Evaluar la activacion de la via de RLRs en
respuesta a la infeccion por DENV-2.
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OBJETIVOS PARTICULARES

= Analizar el efecto de la sobreexpresion e inhibicion de
RIG-I sobre la replicacion viral e induccion de IFN-p.

= Determinar las regiones de la 5" y 3" UTR del genoma
del virus del dengue que inducen la respuesta antiviral
dependiente de RIG-I.

= Evaluar la activacion de RIG-1 y MAVS en respuesta a la
infeccion con DENV-2.
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MATERIALES Y METODOS.

Cultivo de lineas celulares.

Las células de hepatoma humano Huh-7 fueron sembradas y mantenidas en placas de 24
pozos a una densidad de 5,0000 cels/pozo en medio Advanced DMEM (Gibco)
suplementado con suero fetal bovino al 5% y glutamina 10 mM a 37°C con CO, al 5%.
Estas se trabajaron 24 h después de sembradas, cuando alcanzan confluencia de 80%.

La linea celular monocitica U937 se crecié en medio RPMI suplementado con 4
mM de L-Glutamina, suero fetal bovino al 10 % y penicilina 5 U/mly de estreptomicina 5
pg/ml. Las células se diferenciaron a macréfagos por la adicion de PMA [phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA; Sigma Aldrich)] a una concentracion final de 160 nM 48 h

antes de realizar la transfeccion.

Virus e infeccion.

Se utiliz6 DENV-2 cepa Nueva guinea C el, cual se propag6 en cerebros de ratones
BALB/C neonatos. Las particulas virales se purificaron por centrifugacién y se plaquearon
en células BHK-21 para obtener el titulo viral. Las células Huh-7 y U937 se infectaron a
una MOI de 3 y se incubaron 2 h a 37° C para después retirar el medio y reemplazarlo con

medio fresco.

Plasmidos.

Los vectores pEF-flagRIG-1 y pEF-flagARIG-I fueron donados gentilmente por el Dr.
Takashi Fujita (Kyoto University, Japan). Brevemente, el vector pEF-flagRIG-I contiene el
inserto completo de RIG-I fusionado a una etiqueta flag en el extremo N-terminal y éste se
encuentra regulado bajo el promotor de EF-lo. El vector pEF-flagARIG-1 contiene las
mismas caracteristicas que el vector descrito anteriormente pero contiene una sustitucion de
lisina por alanina en el aminoacido 270, dicha mutacion se localiza en el dominio de
ATPasa, la cual no afecta la actividad de union a RNA pero inhibe la sefializacién de RIG-I

funcionando como dominante negativo [26].
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Figura 12. Vectores de RIG-l. La sustitucion de alanina por lisina en el
aminoacido 270 del dominio de helicasa produce un dominante negativo que
inhibe la sefializacion de la proteina RIG-I nativa [26].

Transfeccion de los vectores RIG-1y ARIG-I en las lineas celulares.

Las células Huh-7 o U937 sembradas en placa de 24 pozos se transfectaron con lug de
DNA del vector pEF-flagR1G-1 6 pEF-flagARIG-I por medio de lipotransfeccion utilizando
el reactivo Superfect (Qiagen), para lo cual se llevd el DNA a un volumen de 60 pl con
medio sin suero y se incubd a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se afiadieron
2 pl del reactivo de transfeccion, la mezcla se incub6 10 min a temperatura ambiente para
permitir la formacion de los complejos de transfeccion, y esta mezcla se llevé a un volumen
de 250 ul con medio sin suero. A continuacion se retird el medio y se afiadié la mezcla que
contiene los complejos de transfeccion directamente sobre la monocapa y se incubé durante
4 h a 37°C, después se retird el medio que contiene los complejos de transfeccion y se
remplazé por medio fresco para disminuir la citotoxicidad producida por el reactivo de
transfeccidn. La expresion de la proteina y RNA mensajero de RIG-I se detectd a las 48 h
post-transfeccion.

RT-PCR en Tiempo Real.

Para realizar la RT-PCR en tiempo real, el RNA total se extrajo con Trizol (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI RNA fue tratado con DNAsa (Biolabs) y 1 ug
de RNA fue retrotranscrito con el kit High capacity cDNA transcription (Applied
Biosystems). La gPCR se llevo a cabo utilizando TagMan PCR Master Mix (Applied
Biosystems) y sondas TagMan (Applied Biosystems) para IFN-B y HPRT como control de
carga. Para la g°PCR de DENV-2, RIG-1, MDA5 y LGP2 se utilizo DNA polimerasa

recombinante (Invitrogen) y Evagreen (Biotium), usando los siguientes oligonucleotidos:
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DENV-NS5
Fw5’TACAACATGATGGGAAAGCGAGAGAAAAAY’
Rv 5’GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCA3’
RIG-I
Fw 5’ AAACCAGAGGCAGAGGAAGAGCAAY’
Rv 5’TCGTCCCATGTCTGAAGGCGTAAA3’
MDAS
Fw 5>GGCATGGAGAATAACTCATCAG3’
Rv 5’CTCTTCATCTGAATCACTTCC3?
LGP2
Fw 5’CTGGAGACCCTTCAGGGG3’
Rv 5 CAATGAGGTGGTCAGTCCAGY’
GAPDH
Fw 5>GGAAGGTGAAGGTCGGAGTC3’

Rv 5>GAAGATGGTGATGGGATTTCC3’.
Los datos resultantes se analizaron utilizando el método AACt.

Microscopia confocal.

Para realizar los ensayos de inmunofluorescencia de la proteina RIG-I, las células
Huh-7 6 U937 se sembraron y transfectaron sobre laminillas de vidrio, se fijaron con
paraformaldehido al 2% en PBS durante 20 min, posteriormente se permeabilizaron con
acetona a -20 °C, vy se bloquearon con suero fetal bovino al 3% en PBS una hora a
temperatura ambiente. El anticuerpo primario contra RIG-1 (Santa Cruz Biotechnology) se
incub6 toda la noche a 4°C y después se lavd el con PBS para después incubar con el
anticuerpo secundario conjugado con Cy5 (Jackson Immunoresearch) durante una hora a
temperatura ambiente. Finalmente se tifieron los nacleos con DAPI por 2 min, y se lavaron
las células con PBS. Para la inmunofluorescencia de la proteina E de DENV-2, las células
Huh-7 6 U937 se trataron de la forma descrita previamente, incubadolas con un anticuerpo
primario policlonal dirigido contra la proteina E de DENV (Chemicon) y un anticuerpo
secundario conjugado a Alexa 488 (Jackson Immunoresearch). Para la proteina MAVS se
utilizé un anticuerpo monoclonal (Santa Cruz Biotechnology) y un anticuerpo secundario
conjugado a Alexa 488 (Jackson Immunoresearch). Las mitocondrias fueron tefiidas con
Mitotracker deep red (Invitrogen). Las laminillas se observaron en un microscopio confocal
(Leica TCS-SP2).
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Obtencion de las diferentes regiones de las UTR’s de DENV-2.
Para obtener por PCR las regiones no traducidas del virus del dengue se disefiaron los

siguientes oligonucleotidos:

UTR 5" completa: UTR 5 completa desde la region SLA hasta la CS
Iniciador sentido 5’TAATACGACTCACTATAGGGGAGTTGTTAGTCTACGTGG3’
Iniciador antisentido 5’>CAGCATATTGAAAGGCGT3’

UTR 3" completa: UTR 3" comprende desde la region DB2 hasta la region SL.
Iniciador sentido 5’TAATACGACTCACTATAGGGGGGGAGGCCACAAACCY’
Iniciador antisentido 5’ AGAACCTGTTGATTCAAC3S’

UTR 3’ DBI-DB2: Comprende desde la region DB1 hasta la region DB2
Iniciador sentido 5’TAATACGACTCACTATAGGGGTGGGGGCCCAAGGCG3’
Iniciador antisentido 5’ AGAACCTGTTGATTCAAC3S’

Estos oligonucleétidos contienen el promotor de la RNA polimerasa T7
(Nucleotidos subrayados), los cuales se utilizaron posteriormente para realizar la
trascripciéon in vitro. Como DNA molde se utilizd un replicon de GFP-DENYV basado en la
secuencia de DENV-2. La PCR se llevo a cabo utilizando Taq polimerasa recombinante
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos de PCR se corrieron
en un gel de agarosa al 1.5% tenido con bromuro de etidio, la banda se purifico utilizando
el kit Quick gel extraction (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante y

cuantificando el producto por espectrofotometria (Nanodrop Thermo Scientific).

Trascripcion in vitro.

Con los productos de PCR purificados se realizo la trascripcion in vitro de la UTR 5°, UTR
3’ y de la region DB1-DB2 con el kit Ampliscribe T7 (Epicenter) en una mezcla de
reaccion con 1 ug de DNA Templado linearizado, 2 pl 10X AmpliScribe T7 Buffer, 1.5 pl
100 mM ATP, 1.5 pl 100 mM CTP, 1.5 pl 100 mM GTP, 1.5 ul 100 mM UTP, 2 ul 100
mM DTT, 0.5 ul RiboGuard Inhibidor de RNAasa, 2 ul Enzima AmpliScribe T7. La
mezcla de reaccion se incub6 a 37° C durante 3 h, posteriormente, se precipitdé el RNA
durante la noche con 1/10 volimen acetato de sodio y 3 volimenes de etanol. EI RNA se
centrifugo a 13,000 RPM vy se traté con DNAasa. Los productos de la trascripcion in vitro

se cuantificaron por espectrofotometria (Nanodrop, Thermo Scientific) y se corrieron en gel
34



de agarosa al 1.5 % para verificar el tamafio del transcrito. Adicionalmente, se realizé la
transcripcion in vitro de la UTR 5’ en presencia del reactivo de Cap para obtener transcritos

con estructura de 7-metil-guanosina en el extremo 5°.

Transfeccion de UTRs en las lineas celulares.

Las células Huh-7 o0 U937 fueron transfectadas con la UTR 5°, UTR3’ ¢ la region 3” DBI1-
DB2 del virus del dengue, se tomaron 5 pg del producto de la trascripcion in vitro y se
diluyeron en medio sin suero, paralelamente se mezclaron 2 pl del reactivo de
lipotransfeccion para RNAs pequefios (Dharmafect) con 25 pl de medio sin suero.
Posteriormente las dos mezclas anteriores se combinaron e incubaron durante 10 min a
temperatura ambiente para permitir la formacion de los complejos de transfeccion.
Finalmente se agregaron 450 pul de medio sin suero, lo cual sé adicion6 lentamente sobre la
células. Los diferentes fragmentos transcritos fueron transfectados en células Huh-7 ¢ U937
de la siguiente manera:

5UTR 5 UTRcap 3UTR (5UYUTR _ pg1DB2 Control

NN LT

B = O

Células Huh-7
6, 12, 24 h post-transfeccion

Extraccion de
RNA

Figura 13. Esquema de transfeccion de las diferentes regiones en células Huh-7. Las
diferentes regiones que se delimitaron fueron transfectadas de la forma indicada en células
Huh-7 para evaluar la expresion de IFN-p a las 6, 12 y 24 h post-transfeccion.
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Inmunoprecipitacion de RNA (RIP)

Para realizar los ensayos de RIP, las células Huh-7 se transfectaron con el vector pEF-
flagRIG-I para inducir la sobreexpresion de RIG-I con etiqueta flag. A las 24 h post-
transfeccion estas células fueron infectadas con DENV-2 por 24 h, luego se lisaron con
polysome lysis buffer [10 mM HEPES pH 7, 100 mM KCI, 5 mM Mg,Cl, 25 mM EDTA,
0.5% IGEPAL, 2 mM DTT y 50 U/ml RNAse out (Invitrogen)]. El extracto
ribonucleoproteico se incubd con un anticuerpo conjugado a perlas de agarosa dirigido
contra la etiqueta flag (Sigma) por 6 h en agitacion suave a 4° C. El extracto fue lavado 8
veces con buffer NT2 (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MqgCl,, 0.05%
IGEPAL, suplementado con 50u/ml RNAse out, 2 mM DTT and 30 mM EDTA). El RNA
fue extraido de las perlas con trizol, el cual fue tratado con DNAsa (Biolabs) y
retrotranscrito utilizando hexameros al azar como oligonucleotidos (Applied Biosystems).
Con el cDNA obtenido se realizd PCR en punto final con un par de oligonucleotidos que
amplifican especificamente un fragmento de 266 pb de la region NS5 del genoma de
DENV. Como control no relacionado se realizd la amplificacion del mRNA del gen
GAPDH. Los productos se separaron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de

etidio.
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RESULTADOS

Sobreexpresion de RIG-I

La respuesta inmune innata contra la infeccidn viral es una de las principales formas en las
que el organismo enfrenta a los patdgenos. Una de las principales vias de reconocimiento
de patdgenos son los anteriormente mencionados RLRs, los cuales han sido relacionadas
previamente con la induccién de la respuesta antiviral contra DENV, por lo tanto el
objetivo de este estudio fue determinar el papel que tiene RIG-I en el proceso infeccioso de
DENV.

Para llevar a cabo este estudio se eligié la linea celular hepatica Huh-7, ya que el
higado es uno de los 6rganos seriamente afectados en la infecciones severas con el virus del
dengue.

En primera instancia, se propuso sobreexpresar la proteina RIG-1 y RIG-1 mutado
en el dominio de ATPasa (ARIG-I), utilizando los vectores pEF-flagRIG-I 0 pEF-
flagARIG-1 respectivamente, los cuales se lipotransfectaron en células Huh-7 a 80% de
confluencia. A las 24 h post-transfeccion se evalud la expresion de RIG-1 mediante RT-
PCR en tiempo real y microscopia confocal.

El RNA fue extraido por el método de Trizol, se trat6 con DNAasa y se
retrotrascribid. EI cDNA obtenido de células Huh-7 transfectadas o no con el vector pEF-
flagRIG-I 6 pEF-flagARIG-I se utilizo para realizar, primero la PCR en punto final y
posteriormente la PCR en tiempo real. Con la finalidad de confirmar la sobreexpresion de
RIG-I a nivel de mRNA se utilizé un par de oligonucleétidos que amplifican un fragmento
de dicho transcrito de 150 pb. Como control de carga se utilizé la amplificacién del mMRNA
del gen constitutivo GAPDH. Los resultados de la RT-PCR en punto final muestran un
aumento en la expresion de RIG-I en las células transfectadas con los vectores de RIG-I
(Fig. 14).

Los resultados de la RT-PCR en tiempo real fueron analizados mediante el método
AACt, y muestran un incremento significativo en la expresion de RIG-1 y ARIG-I en células
transfectadas con los vectores. Paralelamente se detectaron los niveles de la proteina RIG-I

mediante microscopia confocal (Fig.15).
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Control ARIG-I RIG-I

RIG-I

Figura 14. Determinacion de los niveles de expresion de RIG-1 y ARIG-1 mediante
RT-PCR en punto final. Las células Huh-7 se transfectaron 6 no con los vectores pEF-
flagRIG-1 (RIG-I) 6 pEF-flagARIG-I (ARIG-I), a las 24 h post-transfeccion el RNA total
fue extraido, el cual fue utilizado para realizar la RT-PCR en punto final para la
amplificacion de un fragmento del gen RIG-I y GAPDH como control de carga. Los
productos se separaron en un gel de agarosa al 1.5%.
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Figura 15. Determinacion de los niveles de expresién de RIG-1 mediante qRT-PCR. El
RNA extraido de células Huh-7 transfectadas con pEF-flagRIG-I (RIG-I) 6 pEF-flagARIG-
I (ARIG-I) fue utilizado como molde para amplificar RIG-I mediante gRT-PCR. Los datos
se analizaron por el método AACt utilizando GAPDH para normalizar. Las barras de cada
columna representan la desviacién estandar de los valores obtenidos de tres experimentos
independientes.

Los resultados de la RT-PCR en punto final demuestran que el mRNA de RIG-1 se
encuentra presente en células sin tratar, sin embargo en células transfectadas con RIG-1 o
la dominante negativa se observa un incremento considerable y semejante en los niveles de
MRNA de RIG-1y ARIG-I (Fig.14).

38



Los resultados de la PCR tiempo real obtenidos nos permiten determinar un
incremento de 32.9 veces en la expresion de RIG-I en células transfectadas con el vector
pEF-flagRIG-1 y 38.3 veces en células transfectadas con pEF-flagARIG-I con respecto al
control no transfectado (Fig. 15).

Para corroborar el incremento de la abundancia relativa de la proteina RIG-1 en
células Huh-7 transfectadas o no con los diferentes vectores, se llevaron a cabo ensayos de
inmunofluorescencia, para lo cual las células fijadas y permeabilizadas, se incubaron con
un anticuerpo policlonal anti-RIG-1 hecho en chivo (Santa Cruz Biotechnology) y un
anticuerpo secundario anti-chivo conjugado a Cy5 para finalmente realizar contratincién

nuclear con DAPI. Las células se visualizaron en un microscopio confocal (Fig. 16).

ARIG-I Control RIG-I

Figura 16. Inmunofluorescencia de células transfectadas los vectores pEF-flagRIG-I
(RIG-1) 6 pEF-flagARIG-I (ARIG-1). Las células Huh-7 transfectadas o no con 1 pg de
los vectores se marcaron con un anticuerpo anti-RIG-I y un anticuerpo secundario
conjugado a Cy5 (amarillo). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul) y se observaron en un
microscopio confocal con un objetivo de 60x. Imagen representativa de tres experimentos
independientes.

La sefial de Cy5 en células transfectadas con respecto al control, se incrementd
considerablemente, lo que indica que se encuentra presente una mayor cantidad de la
proteina. En concordancia con los resultados obtenidos mediante RT-PCR en tiempo real y
punto final. Por otra parte, en las células sin transfectar se observa un patron punteado
distribuido en el citoplasma, mientras que en el caso de células transfectadas se observan
algunos sitios de colocalizacion con nucleo debido probablemente al efecto de la

sobreexpresion.
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En conjunto, lo resultados obtenidos en la RT-PCR e inmunofluorescencia
demuestran una transfeccion efectiva que se ve reflejada en el incremento de los niveles del
mMRNA y de la proteina RIG-1 y ARIG-I, los cuales se consideran adecuados para observar
el efecto de esta proteina sobre la replicacion viral y la expresion de citocinas en respuesta a

la infeccion por DENV.

Efecto de RIG-I en la eficiencia de replicacion viral.

Para determinar si la sobreexpresion de RIG-I afecta la replicacion de DENV, las
celulas Huh-7 transfectadas fueron infectadas con DENV-2 a una MOI de 3 a las 24 h post-
transfeccion. Después de 24 h post-infeccion las células se lisaron y el RNA extraido se
utiliz6 para realizar RT-PCR con la finalidad de cuantificar los niveles del genoma viral en
celulas infectadas, utilizando oligonucle6tidos para una region que codifica para la proteina
NS5 y como control de carga, se utilizaron los iniciadores de GAPDH.
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Figura 17. Acumulacion de RNA viral en células transfectadasa las 24 h post-
infeccion. Las células Huh-7 se transfectaron o no con pEF-FlagRIG-I (RIG-1) 6 pEF-
FlagARIG-I (ARIG-I) y se infectaron con DENV-2 a MOI de 3. Posteriormente se extrajo
el RNA total con el cual se determinaron los niveles de RNA viral mediante qRT-PCR a las
24 h post-infeccion. Los datos se analizaron por el método AACt utilizando GAPDH para
normalizar. Las barras muestran la desviacién estandar obtenida de 3 experimentos
independientes.

Los resultados obtenidos de la RT-PCR en tiempo real muestran un incremento
en la deteccion del genoma viral del 40% en células Huh-7 que expresan el dominante

negativo de RIG-1 (ARIG-1) comparado con células que solo se trataron con el reactivo de
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transfeccion y, mientras que la sobreexpresion de RIG-I reduce aproximadamente 40% la
deteccion del genoma del virus dengue en células Huh-7 (Fig. 17).

Para observar el efecto de la sobreexpresion o inhibicién de la actividad de RIG-I
sobre la produccion de proteinas virales, se realizd una inmunofluorescencia de células
Huh-7 transfectadas e infectadas a las 24 h post-infeccion utilizando un anticuerpo
monoclonal de ratdn contra la proteina E del virus del dengue y un anticuerpo secundario
conjugado con Alexa 488. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI y las celulas se

visualizaron en un microscopio confocal (Fig.18).
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Figura 18. Inmunodeteccion de la proteina E en células Huh-7 transfectadas e
infectadas con DENV-2. Las células Huh-7 transfectadas o no con pEF-FlagRIG-I (RIG-I)
0 pEF-FlagARIG-I (ARIG-I) e infectadas con DENV-2 a MOI de 3 se usaron para realizar
ensayos de inmunofluorescencia, para lo cual, se utiliz6 un anticuerpo especifico contra la
proteina viral E y un anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 (verde). Los ndcleos
fueron tefiidos con DAPI (azul) y las células se visualizaron en un microscopio confocal.
La imagen es un resultado representativo de tres experimentos independientes.

El ensayo de inmunofluorescencia reveld un incremento en la produccion de la
proteina E en células que expresan el dominante negativo comparado con el control. En
contraste, las células que sobreexpresan la version silvestre de RIG-I muestran una menor

sefial de Alexa 488 comparado con células no transfectadas a las 24 h post-infeccion.
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En conjunto los resultados obtenidos de la RT-PCR y la inmunofluorescencia
muestran que la actividad de RIG-I tiene un efecto negativo sobre los niveles expresion del
MRNA y la proteina E de DENV.

Paralelamente, para estudiar el efecto del virus sobre la expresion de 3 miembros de
la familia de RLRs, se realizé el perfil de expresion de estas moléculas de células Huh-7
transfectadas e infectadas con el virus dengue a una MOI de 3 a las 24 horas post-
transfeccion mediante RT-PCR en punto final, para esto se utilizaron oligonucleo6tidos
especificos para RIG-1, MDA5 y LGP2.
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Figura 19. Perfil de expresion de RIG-I en células Huh-7 mediante gqRT-PCR. La
expresion de RIG-I en células transfectadas pEF-FlagRIG-1 (RIG-I) ¢ pEF-FlagARIG-I
(ARIG-I) e infectadas con el virus dengue se realiz6 mediante qRT-PCR a las 24 h p.i. Los
datos se analizaron por el método AACt normalizando los datos con los amplificados
obtenidos con los iniciadores para GAPDH. Las barras de cada columna representan la
desviacidn estandar obtenida de tres experimentos independientes.

Los resultados obtenidos indican que no existen diferencias significativas en la
expresion de RIG-I en células infectadas comparado con células no infectadas (Fig. 19). En
células no infectadas que expresan el dominante negativo de RIG-I (ARIG-I) se observo
una mayor expresion de RIG-I comparado contra su contraparte infectada mientras que la
expresion de RIG-I en células que sobreexpresan la version silvestre se encuentra

disminuida al compararla con su contraparte no infectada.
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De la misma forma se evaluo la expresion de MDAS en células Huh-7 transfectadas e

infectadas con DENV-2 (Fig. 20).
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Figura 20. Perfil de expresion de MDAGS en células Huh-7 mediante gqRT-PCR. Se
evallo la expresion de MDAS en células Huh-7 transfectadas o no con pEF-flagRIG-I
(RIG-I) 6 pEF-flagARIG-I (ARIG-I) e infectadas 0 no con DENV-2 mediante gRT-PCR a
las 24 h post-infeccion Los datos se analizaron por el método AACt normalizando los datos
con los amplificados obtenidos con los iniciadores para GAPDH. Las barras de cada
columna representan la desviacion estandar de tres experimentos diferentes.

Los niveles de expresion de MDAS no cambiaron significativamente en las
células transfectadas con RIG-I o ARIG-I, sin embargo en células transfectadas con el
vector RIG-I e infectadas con DENV-2 se observd una tendencia a incrementar la
expresion del mRNA de MDAS. Posteriormente, de la misma manera se realiz6 RT-PCR
para determinar lo niveles de mensajero de LGP2; y de esta forma completar la evaluacion
de los tres RLRs.
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Figura 21. Perfil de expresion de LGP2 en células Huh-7 transfectadas e infectadas
con DENV-2. La expresion de LGP2 en células transfectadas o no con pEF-FlagRIG-I
(RIG-1) 6 pEF-FlagARIG-I (ARIG-I) e infectadas 0 no con DENV-2 se evalu6 mediante
gRT-PCR a las 24 h post-infeccion Los datos se analizaron por el método AACt
normalizando los datos con los amplificados obtenidos con los iniciadores para GAPDH.
Las barras de cada columna representan la desviacion estandar de tres experimentos
independientes.

Los resultados de la gRT-PCR no muestran cambios significativos en la expresion
de LGP2 en células infectadas comparado con células no infectadas; tampoco se detectan
cambios significativos en los niveles del mMRNA de LGP2 relacionados con la transfeccion

de los vectores.

Efecto de RIG-1 sobre la expresion de IFN-B en respuesta a la infeccion con DENV-2,

La después de la interaccion de RIG-I 6 MDAS5 con la proteina mitocondrial
MAVS, la transduccién de sefiales bifurca, dando como resultado, por un lado, la
activacion de los factores de transcripcion IRF-3 y 7, lo que da lugar a la expresion de IFN-
B; y por otro lado se activa el factor de transcripcion NF-kB, que induce la expresion de
citocinas proinflamatorias. Para observar si la infeccion con DENV-2 es capaz de activar la
respuesta antiviral dependiente de IRF-3 (IFN-B) 6 NF-xB (RANTES), y para determinar si

la actividad de RIG-I es capaz de modular esta respuesta se evaluo la expresion del mMRNA
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de IFN-B y de la citocina RANTES en células Huh-7 transfectadas o no con pEF-FlagRIG-
I (RIG-1) 6 pEF-FlagARIG-I (ARIG-I), e infectadas con DENV-2, mediante RT-PCR en
punto final (Fig. 22).
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Figura 22. Expresion de IFN-B en células Huh-7 transfectadas e infectadas con el
DENV-2. La expresion de IFN-B en células Huh-7 transfectadas o no con pEF-flagRIG-I
(RIG-I) 6 pEF-flagARIG-I (ARIG-I) e infectadas o0 no con el DENV-2 se evalué mediante
RT-PCR a las 24 h post-infeccion. Los productos de la reaccion se separaron en gel de
agarosa al 1.5%. Imagen representativa de 3 experimentos independientes.

En los resultados de la RT-PCR en punto final no se observé el amplicon de IFN-B
esperado en ninguno de las condiciones (Fig. 22). En vista de que se probaron 3 diferentes
pares de oligonucleétidos probados en otros estudios, los cuales amplifican perfectamente a
partir de DNA genomico, pero no a partir de RNA tratado con DNAasa, se opto6 por realizar
PCR en tiempo real utilizando una sonda TagMan para hacer mas sensible la deteccion. Sin
embargo el resultado fue el mismo, no se detectd la induccion de IFN-B en células
infectadas a pesar de que éstas se encontraban sobreexpresando RIG-l (datos no
mostrados). Lo que en este punto sugeria 2 posibilidades; que la cepa de DENV-2 utilizada
en estos ensayos no induce o bloquea la induccion IFN-B ¢ una falta de respuesta por parte
de las células Huh-7. Por ésto nos dimos a la tarea de obtener un control positivo de la
reaccion, y de demostrar el efecto de DENV-2 sobre la induccion de IFN-B. Ambos
aspectos son abordados con mas detalle en el siguiente objetivo de este estudio.

Mientras tanto, se prosiguio con la otra parte de este experimento. En la cual, se

determind la expresion de RANTES en células Huh-7 infectadas con DENV-2 y
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transfectadas con pEF-FlagRIG-I (RIG-1) 6 pEF-FlagARIG-I (ARIG-I), la RT-PCR muestra
un incremento en la expresion de RANTES en células infectadas comparado con células no
infectadas. Sin embargo, no se observaron cambios estadisticamente significativos,
especialmente cuando se compar0 la expresion de esta molécula en células infectadas no

transfectadas con respecto a las células infectadas y transfectadas con RIG-1 (Fig. 23).
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Figura 23. Perfil de expresion de RANTES en células Huh-7. Se evalu6 la expresion del
MRNA de la citocina RANTES en células Huh-7 transfectadas o no con pEF-FlagRIG-I
(RIG-I) 6 pEF-FlagARIG-1 (ARIG-I) e infectadas 0 no con DENV-2 a MOI de 3 a las 24h
post-transfeccion mediante RT-PCR. Los productos de la reaccion se separaron en gel de
agarosa al 1.5%. Los datos de analizaron por densitometria. Las barras muestran la
desviacion estandar obtenida de 3 experimentos independientes.

Sin embargo, se observa la tendencia a incrementar su expresion en células
infectadas no transfectadas al compararlo con células no infectadas, lo que concuerda con
diferentes reportes, donde se observa que la infeccion con DENV-2 induce la expresion de

una gran cantidad de citocinas proinflamatorias [54].
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Obtencion de los productos de PCR de las UTRs de DENV-2

Para demostrar que el genoma de DENV-2 posee las caracteristicas necesarias para
activar la via de RLR’s, y para eliminar cualquier efecto que las proteinas virales pudieran
tener sobre la expresion de IFN-B, se planted buscar la presencia de algin motivo presente
en las UTR’s del genoma de DENV-2 con la capacidad de inducir IFN-. Inicialmente se
planteo transfectar diferentes regiones de las UTRs de DENV-2 obtenidas mediante
transcripcion in vitro y evaluar la expresion de IFN-B mediante qRT-PCR; Asi mismo se
planted acortar estas regiones hasta el punto donde su capacidad de inducir IFN-f se pierda.
Dicho ensayo serviria también como control positivo de induccion ya que se ha observado
que el RNA obtenido mediante transcripcion in vitro induce IFN-p a través de RIG-I.

Para lo cual, inicialmente se delimitaron las regiones de la siguiente manera:
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Figura 24. Delimitacion de las diferentes regiones de las UTRs. Se disefiaron
oligonucleotidos para amplificar la UTR 5°+CS, la UTR 3’ completa y la region DB1-DB2
del genoma de DENV-2 [53].

Basandonos en la secuencia del replicon de DENV-2, se disefiaron oligonucleo6tidos
especificos para amplificar un fragmento que abarca desde la 5’UTR hasta la secuencia CS
y que consiste de 150 nt. Otro par de oligonucleétidos para amplificar la UTR 3’ completa
(453 nt) y otro para amplificar un fragmento que abarca desde la region DB1 hasta la region
DB2 (150 nt). Cabe mencionar que estos oligonucleotidos contienen el promotor de la
polimerasa T7, los cuales se utilizaron para obtener los diferentes RNAs a partir de una

reaccion de transcripcion in vitro.
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Figura 25. Obtencién de las diferentes regiones de las UTRs del genoma de DENV-2.
La UTR 5°, la UTR 3’ y la region DB1-DB2 y del genoma de DENV-2 se amplificaron
mediante PCR utilizando el replicon de DENV-2 como molde. Los productos de cada
reaccion se separaron en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

Después de obtener el amplicon esperado para cada una de las regiones, se
purificaron las bandas y se secuenci6 la UTR 3°. La secuenciacion reveld un producto de
447 nucledtidos, es decir tres nucledtidos mas corto del tamafio esperado, con un 98% de
identidad con algunos errores en los primeros diez nucledtidos de la secuencia, lo cual es un

efecto frecuente en las primeras bases secuenciadas.

48



Transcripcion in vitro de las UTRs de DENV-2.

El producto de la amplificacion purificado se utilizé para la obtencion de cada uno de los de

los RNA’s a partir de una reaccion de transcripcion in vitro (Fig. 26).

5> UTR +CS 3’UTR DB1-DB2

Figura 26. Transcripcion in vitro de las UTRs del genoma de DENV-2. A partir del
producto de PCR purificado se realizé la transcripcion in vitro de las UTRs a partir del
genoma de DENV-2. Los productos de la transcripcion se trataron con DNasa y se
separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Los
carriles 1, 3y 5 corresponden a los DNA molde con los cuales se obtuvieron los transcritos.
Los carriles 2, 4 y 6 corresponden al transcrito obtenido para la UTR 5°, la UTR 3’ y la
region DB1-DB2 respectivamente.

Los transcritos correspondientes a la region 5° completa, la region 3’ completa y la
region DB1-DB2, los cuales se separaron en gel de agarosa al 2%, muestran una migracion
electroforética de alrededor de la mitad del tamafio de su DNA molde de doble cadena, a

partir del cual se sintetizaron. Este hecho es lo esperado para RNASs transcritos in vitro.
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Evaluacion de la expresion de IFN-p en respuesta a la transfeccion de las UTR’s del
genoma de DENV-2.

Para evaluar la capacidad de las UTRs del genoma de DENV-2 de activar el promotor
de IFN-B en ausencia de proteinas virales, las células Huh-7 se lipotransfectaron con los
transcritos obtenidos bajo el esquema de transfeccion antes mencionado con el objetivo de
estimular la via de los RLRs. En breve, se transfectd individualmente la 5’UTR con grupo
5’ppp expuesto (5’UTRppp) 6 con una estructura cap m7GpppAmp (5’UTRcap) para
bloquear el reconocimiento del grupo trifosfato por RIG-1. Asi mismo, se transfecto la UTR
3’ppp Yy la regién DB1-DB2ppp; por otra parte se transfectd en conjunto la 5> UTRppp v la
3’ UTRppp Ya que se ha demostrado que esta tienen la capacidad de hibridizar en solucion,
y por lo tanto de formar dsRNA [53].
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Figura 27. Interaccién de las UTRs del virus dengue en solucion. La interaccién de la
UTR’5 con la UTR 3’ a través de los elementos UAR y CS facilitan la circularizacion del
genoma de DENV [53].

Posteriormente las células transfectadas con la regiones se lisaron con trizol a las 6,
12 y 24 h post-transfeccion y con el RNA extraido se realizo RT-PCR para evaluar la
expresion de IFN-p.
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Para corroborar que la transfeccion de las células se llevd a cabo
eficientemente, se extrajo RNA total de células transfectadas a las 6 h post-transfeccion y
se realiz6 una retrotranscripcion con el iniciador reverso utilizado para obtener cada region.
Con el cDNA obtenido se realizo una PCR y los productos se separaron en gel de agarosa
al 1.5% (Fig. 28).

5’ UTR+CS 3°UTR DB1-DB2 C-

400 bp—>
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200 bp—>
100 bp—>

Figura 28. Deteccion de las UTRs del genoma de DENV-2 transfectadas en células
Huh-7. Las células Huh-7 transfectadas con cada una de las UTRs se trataron con trizol
para extraer RNA total a las 6 h post-transfeccion. Los RNAs obtenidos se utilizaron para
amplificar mediante RT-PCR las regiones transfectadas. Los productos de amplificacion se
separaron en geles de agarosa y fueron tefiidos con bromuro de etido. Se logro amplificar la
5> UTR+CS (carril 1), 3 UTR (carril 2) y DB1-DB2 (carril 3), a partir de RNA total de
células Huh-7 transfectadas con su respectiva region. Se observa la ausencia del
amplificado de 453 bp correspondiente a la 3" UTR en células no transfectadas (C-).

Como se puede observar en la figura 28, se logré amplificar la UTR 5’ y 3’ asi como la
region DB1-DB2 a partir de RNA total de células transfectadas, con lo que se demuestra
que los transcritos fueron transfectados con éxito en células Huh-7 bajo las condiciones

utilizadas.

Expresion de IFN-f en respuesta a la transfeccion de las UTRs
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Para estudiar la capacidad de cada una de las UTRs de activar el promotor de IFN-B, se
realiz6 un ensayo de RT-PCR en punto final con RNA extraido de células Huh-7
transfectadas con las diferentes regiones a las 6, 12 y 24 h post-transfeccion. Cabe
mencionar que la UTR 5’ se utiliz6 con estructura cap o no en el extremo 5°. Ademas se
transcribio una region de 450 nt del mRNA del gen GAPDH con y sin estructura cap como

control no relacionado.

<«— IFN-B

<+— GAPDH

Figura 29. Expresion de IFN-B en células Huh-7 transfectadas con las diferentes regiones de
las UTRs de DENV-2. Con el RNA extraido de células Huh-7 transfectadas con la 5° UTR cap
(carril 1), 5> UTR ppp (carril 2), 3’ UTR (carril 3), 3’UTR transfectada en conjunto con la 5> UTR
(carril 4), region DB1-DB2 (carril 5), GAPDH T7 cap (carril 6), GAPDH T7 ppp (carril 7 ), 0 no
transfectadas (carril 8); se realizo RT-PCR para evaluar los niveles de mRNA de IFN-p y GAPDH
como control de carga.

Se realizaron un gran nimero experimentos, sin embargo no se observo induccion de
IFN-B en respuesta a la transfeccion de las UTRs en células Huh-7 (Fig. 29). Cabe
mencionar que en algunos casos aislados se detectaron niveles minimos de IFN-f pero los
niveles detectados fueron muy bajos y con poca reproducibilidad.

Es importante mencionar que no se detectd IFN-B en células Huh-7 infectadas con
DENV-2, lo que sugeria un problema en el metodo de deteccion, un efecto inhibitorio por
parte de DENV-2, 6 una falta de respuesta propia de la linea celular. Para abordar este
problema se realizd una RT-PCR en tiempo real utilizando la sonda TagMan para detectar
mRNA de IFN-B. Sin embargo, el resultado fue el mismo, por lo que se decidio estimular
las células Huh-7 mediante la transfeccion con un fuerte inductor de IFN-, poly L:C, el

cual funciona a través la activacion de los RLRs.
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Figura 30. Expresion de IFN-B en células Huh-7 estimuladas con poly I:C. Las células
Huh-7 se estimularon mediante la transfeccion de Poly I:C, a las 24 h post-transfeccion se
extrajo RNA total y se realizd una gRT-PCR para amplificar el mRNA de IFN-B. En la
imagen se muestra la curva de amplificacion del gen constitutivo HPRT y la ausencia de
amplicon para IFN-p.

Como se puede observar en la figura 30, las células Huh-7 no expresaron IFN-B en
respuesta a la transfeccion con Poly I:C, de tal manera que se decidi6 inducir la expresion
de IFN-B en células Huh-7 con LPS que activa la via de TLR4 y asi se estimula la
expresion de IFN-B mediante dicha ruta, sin embargo tampoco se pudo detectar el
amplificado de IFN-p (datos no mostrados).

Dado que la infeccibn con DENV-2, ¢ los tratamientos con Poly I:C, 6 LPS
(Lipopolisacarido) no inducen la expresion de IFN-B en células Huh-7; y sumado a que las
sondas TagMan comerciales ofrecen la maxima sensibilidad disponible en el mercado para
ensayos de gRT-PCR, es muy probable que las células Huh-7 tengan una via de induccién
de IFN-B defectuosa. Para determinar que la ausencia de IFN-f no se debe a un problema
con el método de deteccion, si no mas bien a una falta de respuesta de la linea celular Huh-
7, se estimularon celulas HeLa con Poly I:C intracelular y extracelular, LPS, y 2 serotipos
diferentes del virus dengue y se realizaron ensayos de RT-PCR en punto final para

amplificar el mMRNA de IFN-p.
53



400 bp
300 bp

200 bp
100 bp

Figura 31. Expresion de IFN-B en células HeLa estimuladas con distintos inductores.
Las células HeLa no infectadas (carril 6) 0 infectadas con DENV-2 (carril 1) 6 DENV-4
(carril 2); o tratadas con LPS (carril 3) 6 Poly I:C (carril 4 y 5); se lisaron con trizol y el
RNA obtenido se utilizo para amplificar el mMRNA de IFN-B por RT-PCR. Los productos de
PCR se separaron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. El carril M
corresponde al marcador de tamafio molecular de 100 pb.

Dado que no se observo la induccion de IFN-B con poly I:C 6 LPS en células Huh-7,
decidimos validar nuestro sistema de amplificacion en una linea celular diferente. Los
ensayos de RT-PCR en punto final, en los cuales se observa en la figura 31 el amplificado
esperado para IFN-B, el cual se detectd eficientemente en células infectadas con DENV-2 0
DENV-4, también se detecta IFN- en células estimuladas con poly I:C, incluso se detectan
niveles basales de IFN-B en células no estimuladas. Lo anterior, demuestra que el método
de deteccion es eficiente y también sugiere que efectivamente las células Huh-7 no

expresan IFN-B en respuesta a los diferentes estimulos probados.

Efecto de RIG-I sobre la replicacion viral y la produccion de 1FN-p.
En vista de los resultados obtenidos, se tomo lo decision de evaluar la respuesta de
RLR’s en otra linea celular, se eligio la linea celular humana U937, los cuales son

monocitos que se diferencian a macrofagos por la adicion de PMA, ya que estas células
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representan blancos primarios de la infeccion con DENV y, no poseen un defecto en la
induccion de IFN-p.

Por lo tanto para observar si DENV-2 es capaz de inducir IFN-B en células U937 y
para determinar si la actividad de RIG-I es capaz de modular esta induccion, asi como la
acumulaciéon de RNA viral, se realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo real a partir del
RNA extraido de células U937 diferenciadas, que fueron transfectadas o no con con pEF-
FlagRIG-1 (RIG-I) 6 pEF-FlagARIG-I (ARIG-I) e infectadas con DENV-2. Inicialmente se
realizd la deteccion del genoma viral para medir el efecto que tiene RIG-1 sobre la
acumulacién del RNA de DENV-2 (Fig. 32).
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Figura 32. Deteccion del genoma viral a las 24 h post-infeccion. Las células U937
transfectadas con pEF-FlagRIG-1 (RIG-I) 6 pEF-FlagARIG-1 (ARIG-I) se infectaron con
DENV-2 a MOI de 3, posteriormente se extrajo RNA total con el cual se determinaron los
niveles de RNA viral mediante qRT-PCR. Los datos se analizaron por el método AACt
utilizando GAPDH para normalizar. Las barras de cada columna representan la desviacion
estandar de los valores obtenidos de tres experimentos independientes.

Como se observa en la figura 32, no se detectd ninguna modificacion significativa
en los niveles de RNA viral en células U937 transfectadas con el dominante negativo de
RIG-I comparado con el control, tampoco en células que sobreexpresan RIG-I. Sin
embargo se observo una tendencia a la disminucion de éste, tanto en el control como en las
células transfectadas con el plasmido que codifica para RIG-I, a diferencia de las células

transfectadas con el dominante negativo. Posteriormente, para verificar los resultados
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obtenidos mediante gRT-PCR, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia donde se

detectd la proteina viral E de la forma antes descrita para las células Huh-7 (Fig. 33).
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Figura 33. Inmunodeteccion de la proteina viral E en células U937 transfectadas e
infectadas con DENV-2. Las células U937 diferenciadas transfectadas o no con pEF-
FlagRIG-1 (RIG-I) 0 pEF-FlagARIG-1 (ARIG-I) e infectadas con DENV-2 a MOI de 3 se
usaron para realizar ensayos de inmunofluorescencia, para lo cual se utilizé un anticuerpo
monoclonal contra la proteina E de DENV-2 y un anticuerpo secundario conjugado con
Alexa 488 (verde) Los ndcleos fueron tefiidos con DAPI (azul) y las células se visualizaron
en un microscopio confocal. La imagen es un resultado representativo de tres experimentos
independientes.

Como se aprecia en la figura 33, se observd una mayor sefial de Alexa 488 en células
U937 transfectadas con ARIG-I comparado con el control y de acuerdo con los resultados
de la gRT-PCR. Los niveles de proteina E no muestran cambios importantes en células que
sobreexpresan RIG-1 comparado con el control. Los resultados mostrados sugieren que la
inhibicion de la actividad de RIG-I en células U937 vuelve a estas células méas permisivas a
la infeccion con DENV-2. Posteriormente se evalud la expresion de IFN-B mediante qRT-
PCR en células U937 transfectadas con ARIG-1 6 RIG-1 e infectadas con DENV-2 (Fig.
34).
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Figura 34. Expresion de IFN-f en células U937 transfectadas e infectadas DENV-2.
Las células U937 diferenciadas transfectadas o no pEF-FlagRIG-I (RIG-I) 6 pEF-
FlagARIG-I (ARIG-I) se infectaron con DENV-2 y 24 h post-infeccion se realizo gRT-PCR
utilizando sondas TagMan para la amplificacion del MRNA de IFN-B y HPRT. Los datos se
analizaron por el método AACt utilizando HPRT como gen constitutivo. Las barras de cada
columna representan la desviacion estandar de los valores obtenidos de tres experimentos
independientes.

Debido a que las células U937 se diferencian a macrdfagos, expresan niveles basales
de IFN-B, sin embargo los niveles de expresion de esta citocina fueron menores en células
infectadas con DENV-2 comparado con células no infectadas (Fig. 34). EI mismo efecto se
observa en células U937 transfectadas con el dominante negativo de RIG-I. En contraste se
observo un incremento de 2.5 veces en la expresion de IFN-B en células infectadas que
sobreexpresan RIG-I. Los resultados sugieren que DENV-2 no induce o bloquea la
induccién de IFN-B en células U937. Por otra parte el incremento modesto en la expresion
de IFN-B en células que sobreexpresan RIG-I sugiere que alguna de las especies de RNA
producidas durante la replicacion viral es capaz de activar a RIG-I. Para estudiar méas a
fondo la induccion de IFN-I, se decidié también evaluar la expresion de IFN-a mediante
gRT-PCR (Fig. 35).
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Figura 35. Expresion de IFN-a en células U937 transfectadas e infectadas DENV-2.
Las células U937 diferenciadas transfectadas o no pEF-FlagRIG-I (RIG-1) 6 pEF-
FlagARIG-I (ARIG-I) se infectaron con DENV-2 y 24 h post-infeccion se realiz6 qRT-PCR
para la amplificacion del mRNA de IFN-B. Los datos se analizaron por el método AACt
utilizando GAPDH como gen constitutivo. Las barras de cada columna representan la
desviacidn estandar de los valores obtenidos de tres experimentos independientes.

Se observo un pequefio incremento de 2.3 veces en los niveles del mMRNA de IFN-a
en células U937 infectadas con DENV-2 comparado con células no infectadas. Por otra
parte las células U937 transfectadas con ARIG-I e infectadas con DENV-2 mostraron una
menor expresion de IFN-a comparado con células tranfectadas con ARIG-l pero no
infectadas. Ademas las células U937 transfectadas con RIG-I e infectadas con DENV-2
mostraron un incremento de 5.7 veces en la expresion de IFN-a comparado con células no
infectadas, lo que en conjunto sugiere que RIG-1 es capaz de activar la sefalizacién que

conduce a la induccion de IFN-a en respuesta a la infeccion por DENV-2.

Posteriormente se evaluo la expresion de los RLRs en células U937 infectadas con
DENV-2 mediante qRT-PCR (Fig. 36).
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Figura 36. Perfil de expresion de RLRs en células U937 infectadas con DENV-2. Las
células U937 se infectaron o no con DENV-2 a una MOI de 3 por 24 h y posteriormente se
aislo el RNA total, a partir del cual se evalu6 la expresion de RIG-I, MDA5 y LGP2
mediante qRT-PCR. Los datos se analizaron por el método AACt utilizando GAPDH como
gen constitutivo. Las barras de cada columna representan la desviacion estandar de los
valores obtenidos de tres experimentos independientes.

Los resultados mostraron una disminucion en los niveles del mRNA de RIG-I, MDA5
y LGP2 en células U937 infectadas con DENV-2 comparado con células no infectadas, lo
que correlaciona con la disminucion en los niveles del mMRNA de IFN-B debido a que RIG-I
MDAGS y LGP2 son genes inducibles por IFN-p.

La falta de induccion de IFN-B en células U937 infectadas con DENV-2, sumado a
la disminucion de la expresion de los tres RLR, sugiere que DENV-2 no induce 6 inhibe la
induccion de IFN-B. Con el objetivo de demostrar que las células U937 son capaces de
inducir IFN-B normalmente en respuesta a dsRNA citosodlico, y para demostrar que la
infeccion con DENV-2 es capaz de regular negativamente la induccion de IFN-p, se realizo
un experimento preliminar donde se infectaron células U937 durante 24 h para después ser
transfectadas con Poly I:C por 6 h con la finalidad de inducir la activacion de IRF-3
mediante la via de los RLRs y la transcripcion concomitante de IFN-B. En dicho
experimento se logro observar una fuerte induccion de IFN- en células U937 transfectadas

con Poly I:C pero no infectadas, mientras que las células U937 infectadas con DENV-2 y

59



transfectadas con Poly I:C perdieron en gran medida la capacidad de responder a dicho

estimulo. Lo que sustenta la idea de que DENV es capaz de inhibir la activacion de IRF-3.

Expresion de IFN-B en células U937 transfectadas con las UTR’s de DENV-2.

Finalmente, ya que contdbamos con un sistema que si nos permite estudiar la
induccion de IFN-B; se decidio proseguir con la busqueda de algiin motivo o secuencia
presente en las UTRs del genoma de DENV-2 capaz de activar la induccion de IFN-B. Sin
embargo, durante la realizacion de este proyecto Schlee y cols. [55], reportaron que el RNA
de cadena sencilla no es suficiente para activar a RIG-l1 ya que se demostro que la
transcripcion in vitro genera productos inespecificos que podrian potencialmente generar
dsRNA. Cabe mencionar que en la gran mayoria de los estudios previos al reporte
mencionado, donde se probaban ligandos de RIG-I se utilizaba RNA transcrito in vitro, por
lo que las conclusiones obtenidas en esos estudios necesitan ser re-evaluadas. Teniendo en
cuenta lo anterior, se prosiguié a realizar la metodologia planteada conociendo las
implicaciones que pudieran tener los resultados. Para esto se transfectaron los RNAs
correspondientes a la 5’UTRppp, 5’UTRcap, 3’UTRppp, DB1-DB2ppp, GAPDHppp vy
GAPDHCcap, de la forma descrita anteriormente en células Huh-7 y se evaluo la expresion
de IFN-B a las 24 h post-transfeccion mediante RT-PCR en tiempo real.

154
©
=
l—
S
a 104
=
.=
B s5-
e
=
><
Ll
o_
© < < << << SV < <
2D o QP S SN PSR
< << N S
< S & S < o) o)
2T S S R S < <
«‘Q,o > < < >\ I\
<

Figura 37. Induccion de IFN-B por los diferentes fragmentos de las UTRs del genoma
de DENV-2. Las diferentes regiones fueron obtenidas por PCR vy transcritas in vitro,
posteriormente estas fueron transfectadas en células U937 y se extrajo RNA total a las 24 h
post-transfeccidn con el cual se realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo real para evaluar
la expresion de IFN-B. Los datos fueron analizados por el método AACt utilizando HPRT
como gen constitutivo.
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Los resultados mostraron un incremento de mas de 10 veces en la expresion de IFN-
B en células U937 transfectadas con la UTR 5’ y 3’ hibridadas en solucion, mientras que el
resto de las regiones probadas no estimularon el promotor de IFN-f. Estos concuerdan con
lo que se conoce sobre las caracteristicas necesarias del RNA para la activacion de RIG-I,
ya que la transfeccion de la UTR 5’ y 3’ hibridadas (condicion en la cual existe una mayor
proporcién de dsRNA) fue la Unica condicién capaz de activar de forma importante el

promotor de IFN-p.

Evaluacion la activacion de RIG-1 y MAVS en respuesta a la infeccion con DENV-2.

Por lo mencionado anteriormente, se decidié demostrar la interaccion entre RIG-1'y
el genoma de DENV-2 mediante inmunoprecipitacion de RNA. Lo que nos diria si el
genoma de DENV-2 posee las caracteristicas moleculares necesarias para unirse a RIG-I.
Para esto, se transfectaron células Huh-7 con el vector de RIG-I fusionado a una etiqueta
FLAG, a las 24h post-transfeccion las células se infectaron con DENV-2, y a las 24 h post-
infeccion las células se recolectaron y lisaron pasivamente. El extracto ribonucleoproteico
obtenido se incubd con un anticuerpo anti-FLAG unido a perlas de agarosa, posteriormente
se inmunoprecipitaron los complejos ribonucleoproteico. EI RNA inmunoprecipitado fue
convertido en cDNA utilizando un par de oligonucledtidos que amplifican un fragmento
correspondiente a la region NS5 de DENV-2, para llevar a cabo la RT-PCR en punto final
(Fig. 37).
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Figura 38. Inmunoprecipitacion de RNA. Células Huh-7 transfectadas con el vector de
pEF-flag-RIG-1 wt fueron infectadas con DENV-2 a las 24 h post-transfeccion. Los
extractos ribonucleoproteicos se incubaron con un anticuerpo anti-flag unido a perlas de
agarosa por 6 h. el RNA se inmunoprecipitd por centrifugacion y se lavo extensivamente.
El RNA total fue extraido de las perlas con trizol y convertido en cDNA para realizar la
amplificacion de un fragmento del genoma de DENV-2 correspondiente a la region NS5 y
del mMRNA de GAPDH como RNA no relacionado. Los productos de PCR se separaron en
un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etido. Imagen representativa de dos
experimentos independientes.

Después de separar los productos de PCR mediante electroforésis en gel de
agarosa, se observd el amplicon esperado correspondiente a DENV-2 en células
transfectadas con el vector de RIG-1 pero no en células sin transfectar, lo que sugiere RIG-1
recombinante es capaz de inmunoprecipitar al menos un fragmento del genoma de DENV-2
que contiene la region NS5, por lo que se suguiere que se este inmunoprecipitando el
genoma completo o algun intermediario producido durante el ciclo replicativo. Por otro
lado se demostro que RIG-I no fue capaz de interaccionar con el mMRNA de GAPDH debido
a que no fue posible amplificar dicho mRNA al utilizar oligonucle6tidos especificos para
esté. Cabe mencionar que la capacidad de un RNA de unirse a RIG-1 no necesariamente
correlaciona con la capacidad de activar el dominio de ATPasa de RIG-I o de inducir IFN-f
[56]. Por lo tanto para determinar si RIG-1 y/o MDAJS activan la transduccién de sefiales
durante la infeccién con DENV-2 se decidid estudiar el siguiente paso candnico en la via de
sefializacion de los RLRs.

Es ampliamente aceptado el modelo en el cual RIG-1 y MDAGS sufren un cambio
conformacional después de la unién con sus respectivos ligandos, lo que libera y expone el
dominio CARD. EIl dominio CARD expuesto de RIG-1 y MDADS es capaz de interaccionar

con el dominio CARD de la proteina mitocondrial MAVS, esta interaccion representa el
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siguiente paso de la via después de la deteccion del RNA viral. Mediante ensayos de
inmunofluorescencia un estudio revelé que MAVS sufre un fendmeno al cual los autores
denominan como “Redistribuciéon”, en el cual MAVS, cuya distribucion es
predominantemente citoplasmatica en céelulas no infectadas, forma un patron punteado
durante la infeccién con el virus de la enfefalomiocarditis (EMCV), Influenza, Virus
Sindbis (SV) (Figura 42), el virus de la enfermedad de Newcasttle (NDV), el virus de la
estomatitis vesicular (VSV) o por la transfeccion de RNA trifosfato [57]. Dicha
redistribucion de MAVS correlaciona con su activacion. De tal manera que para observar si
la infeccion con DENV-2 es capaz de inducir la redistribucion de MAVS, se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia en células Huh-7 y U937 infectadas con DENV-2. Para
esto se marcoO indirectamente MAVS con Alexa 488, se tifieron las mitocondrias con
Mitrotracker DeepRed y lo nucleos con DAPI (Fig. 38).

DAPI Mitotracker MAVS Merge
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Figura 39. Distribucion de MAVS en células Huh-7 infectadas con DENV-2. Las
células Huh-7 fueron infectadas con DENV-2 durante 24 h. Posteriormente se fijaron con
paraformaldehido y se marco la proteina MAVS con un anticuerpo monoclonal y un
anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488, se tifieron las mitocondrias con
Mitotracker deep red y los nudcleos fueron contratefiidos con DAPI. Las células se
visualizaron en un microscopio confocal. La imagen es un resultado representativo de tres
experimentos independientes.
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En los ensayos se logré observar una distribucion predominantemente citoplasmica de
MAVS en células Huh-7 no infectadas, la cual colocaliza con la sefial de Mitotracker. En
celulas Huh-7 infectadas con DENV-2 se observé un cambio en el patron de distribucion de
la sefial de Mitotracker, el cual se volvio mas difuso (Fig. 38), sin embargo , no se observo
la redistribucion caracteristica de MAVS, lo cual se ha observado en otros estudios como
un patron punteado[57]. Lo anterior sugiere que en las células Huh-7 la via de los RLRs no
se activa ante la infeccion con DENV-2.

DAPI Mitotracker MAVS Merge
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Figura 40. Distribucion de MAVS en células U937 infectadas con DENV-2. Las células
U937 fueron infectadas con DENV-2 durante 24 h. Posteriormente se fijaron con
paraformaldehido y se marco la proteina MAVS con un anticuerpo monoclonal y un
anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488, las mitocondrias se tifieron con
Mitotracker deep red y los nudcleos fueron contratefiidos con DAPI. Las células se
visualizaron en un microscopio confocal.

Al igual que en celulas Huh-7, en las células U937 no infectadas, MAVS mostré una
distribucion predominantemente citoplasmica que colocaliza con la sefial de Mitotracker.
Sin embargo a diferencia de lo observado en células Huh-7, en células U937 infectadas con
DENV-2, la sefial correspondiente a la proteina MAVS se encontr6 agrupada

principalmente en un foco perinuclear o un patron punteado perinuclear, observandose una
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disminucion considerable de la cantidad de MAVS citoplasmica. A pesar de que la sefial de
mitrotracker se encontrd disminuida en células infectadas con DENV-2, el patron de
distribucion de éstas no se modificd notablemente, es decir en células infectadas no toda la
sefial de mitotracker se agrupa en el mismo foco perinuclear que la sefial de MAVS, si no
que aun se observan mitocondrias distribuidas homogéneamente en el citoplasma.
Interesantemente, un gran porcentaje de estas mitocondrias citoplasmicas de células U937
infectadas con DENV-2 muestran poca o nula sefial de MAVS. Es decir, en células no
infectadas virtualmente todas las mitocondrias contienen MAVS, mientras que en células
infectadas la mayor cantidad de MAVS se agrupa s6lo en una cierta cantidad de
mitocondrias. Lo anterior en conjunto muestra que en efecto DENV-2 induce la
redistribucion de esta proteina en células U937, lo que sugiere que la via de RLRs se
encuentra activa, al menos hasta el nivel de MAVS.

Debido a que la proteina MAVS se observé redistribuida en células U937 infectadas
con DENV-2, nos pareci6 de gran interés saber si el patron de distribucion RIG-1 también
se modificaba en la infeccién con DENV-2. Para abordar esto, se infectaron células U937

con DENV-2 de la forma antes descrita y se realizaron ensayos de inmunofluorescencia.

65



DAPI RIG-I Merge

o - - -
o - - -

Figura 41. Distribucion de RIG-I en células U937 infectadas con DENV-2. Las células
U937 fueron infectadas con DENV-2 durante 24 h. Posteriormente se fijaron con
paraformaldehido y se marco la proteina RIG-I con un anticuerpo polyclonal y un
anticuerpo secundario conjugado con Cy5. Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI.
Las células se visualizaron en un microscopio confocal. La imagen presentada es
representativa de 3 experimentos independientes.

De forma similar a la distribucion de MAVS en células U937 no infectadas, RIG-I
se encontrd distribuida homogéneamente en el citoplasma de estas células. Sin embargo, en
células U937 infectadas con DENV-2, la sefial de RIG-1 se agrup6 en pequefios focos
perinucleares, manteniendo cierta sefial en el citoplasma con patrones punteados, lo cual
sugiere una relocalizacion de RIG-I en células infectadas con DENV-2. Dicha distribucion
perinuclear se asemeja a la de MAVS, y parece en ambos casos concentrarse en lo que
podria ser el reticulo endoplasmico.

Los resultados obtenidos sugieren que RIG-I es activado durante la infeccion con
DENV-2 en células U937 y que estos receptores activan la transduccion de sefiales
mediante la interaccién con MAVS la cual induce su redistribucion.

En conjunto estos resultados sugieren que RIG-1 es capaz reconocer algunas de las
especies de RNA producidas por DENV-2 durante la replicacion y que este receptor es
capaz de iniciar la respuesta antiviral que limita la replicacion de DENV-2 aparentemente
por un mecanismo independiente de IFN-p.

Para profundizar un poco mas sobre el grado de activacion de la via de induccion de
IFN-B, se decidid estudiar el paso canodnico previo a la transcripcion de IFN-f realizando

ensayos de inmunofluorescencia para detectar la translocacién nuclear del factor de
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transcripcion IRF-3, cuya activacion es esencial para la expresion de IFN-B. Para esto, se
infectaron células Huh-7 y U937 con DENV-2 por 24 h y posteriormente se realizo el
marcaje indirecto de la proteina IRF-3. Para este experimento se decidio utilizar como
control de induccion el virus de la estomatitis vesicular (VSV), el cual se sabe es detectado
por RIG-I.

DAPI IRF-3
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Figura 42. Inmunodeteccion de IRF-3 en células Huh-7 infectadas con DENV-2 y
VSV. Las células Huh-7 fueron infectadas con DENV-2 o VSV durante 24 h.
Posteriormente se fijaron con paraformaldehido y se marco la proteina IRF-3 con un
anticuerpo monoclonal y un anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488, los nlcleos
fueron contratefiidos con DAPI. Las células se visualizaron en un microscopio confocal.

Imagen representativa de 3 experimentos independientes.

En la figura anterior se observa una baja sefial basal de la proteina IRF-3 en celulas
Huh-7 no infectadas distribuida homogéneamente. Las células Huh-7 infectadas con

DENV-2 no mostraron cambios en la intensidad de la sefial de IRF-3 ni tampoco en su
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localizacion, lo que correlaciona con la poca o nula expresion de IFN-B en estas células.
Por otra parte las células Huh-7 infectadas con VSV mostraron un incremento en la
intensidad de la sefial de IRF-3, dicha sefial colocaliza mayoritariamente con el nucleo, lo

que sugiere que la proteina se encuentra en su forma activa.

Paralelamente se realizo el ensayo anterior en células U937 bajo las condiciones

antes mencionadas.
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Figura 43. Inmunodeteccion de IRF-3 en células U937 infectadas con DENV-2 y VSV.
Las células U937 fueron infectadas con DENV-2 o VSV durante 24 h. Posteriormente se
fijaron con paraformaldehido y se marco la proteina IRF-3 con un anticuerpo monoclonal y
un anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488, los ndcleos fueron contratefiidos con
DAPI. Las células se visualizaron en un microscopio confocal. Imagen representativa de 3
experimentos independientes.

A diferencia de las células Huh-7, las células U937 mostraron una sefial basal de
IRF-3 observable mediante inmunofluorescencia distribuida homogéeneamente. De forma

similar a lo observado anteriormente en células Huh-7; la infeccién con DENV-2 no

68



produjo cambios en la intensidad de la sefial o en su localizacion, lo que correlaciona con la
disminucion de la expresion de IFN-B en células U937 infectadas con DENV-2. Es
importante recalcar que, las células U937 infectadas con VSV mostraron una mayor
colocalizacion con ndcleo.

Los resultados anteriores sugieren fuertemente que RIG-1 es capaz de activar la
transduccion de sefiales que conducen a la induccion de IFN-I en respuesta a la infeccion
por DENV-2, sin embargo dicho virus posee un mecanismo capaz interrumpir la sefial rio
debajo de la activacion de MAVS, inhibiendo de esta forma la activacion de IRF-3, e

impidiendo la transcripcion de IFN-B.
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Discusion y Analisis de Resultados

Recientemente ha cobrado mucho interés el estudio de los RLRs en la induccion de
la respuesta inmune antiviral, asi como las caracteristicas moleculares presentes en los
ligandos responsables de su activacion. Por lo que, inicialmente el objetivo de este estudio
se centrd en determinar la participacion de RIG-1 en la expresion de citocinas durante la
infeccion y su efecto sobre la replicacion de DENV-2, asi como identificar los posibles
motivos presentes en las UTRs de su genoma con capacidad de inducir la expresion de
IFN-B de una forma dependiente de RIG-1 en células hepaticas.

Para estudiar el efecto de RIG-1 sobre la replicacién viral y la induccion de citocinas
en respuesta a la infeccidn se utilizé un sistema de sobreexpresion e inhibicién de dicha
proteina. Los resultados mostraron una mayor cantidad de RNA viral y proteina viral E en
celulas Huh-7 en donde la funcién de RIG-I se encuentra inhibida, observandose una
tendencia al efecto opuesto en células que sobreexpresan RIG-1 silvestre, lo cual muestra un
efecto directo de RIG-I sobre la replicacion de DENV-2. Sin embargo, las células Huh-7
infectadas con DENV-2 no mostraron expresion de IFN- incluso después de provocar la
sobreexpresion de RIG-I. Incluso se corrobor6 la falta de respuesta probando RNAS
transcritos in vitro mediante los cuales se pudo comprobar la falta de respuesta de las
células Huh-7. Este hecho concuerda con un reporte, en donde se evalud la expresion de
IFN-B en diferentes lineas celulares hepaticas transfectadas con Poly I:C, y se observé que
las células Huh-7 no respondieron al estimulo, a diferencia de hepatocitos primarios o la
linea celular HepG2 [58]. Sin embargo, de manera controversial, en algunos estudios se ha
demostrado la capacidad de ciertos RNAs del genoma de HVC de inducir IFN- 8 en células
Huh-7 que expresan el vector reportero de IFN-B [34]. Dichas discrepancias pueden
deberse a una heterogeneidad de la linea celular o al método de deteccion.
Interesantemente, a pesar de la ausencia de IFN-B, RIG-I mostré tener un efecto negativo
sobre la acumulacion de RNA viral y proteina E, lo que sugiere un efecto inhibitorio de
RIG-I sobre la replicacion de DENV-2 independiente de IFN-B. Los reportes previos
indican que RIG-I es capaz de controlar cuatro respuestas conocidas: respuesta de IRF-3/7,

NF-kB, induccion de apoptosis y formaciéon del inflamosoma [59, 60], por lo que es
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probable que alguna de estas respuestas sea la responsable de la limitacion de la replicacion

viral en un sistema con niveles minimos de IFN-p.

Como una alternativa para evaluar el papel de RIG-I en la induccion de IFN-B se
utilizo a la linea celular de macréfagos humanos U937, ya que éstos son uno de los blancos
primarios de la infeccion por DENV y se ha demostrado ampliamente su capacidad de
expresar IFN-B. Las células U937 infectadas con DENV-2 no expresaron
significativamente mas IFN-B que las células no infectadas a las 24 h post-infeccion,
incluso observandose una tendencia a la disminucion en los niveles del mMRNA de esta
citocina. Los resultados obtenidos con las células U937 que sobreexpresan RIG-I contrastan
con los obtenidos con las Huh-7, ya que estas células mostraron un modesto incremento en
la expresion de IFN-B en respuesta a la infeccion con DENV-2. Lo anterior sugiere que
bajo las condiciones probadas, DENV-2 no induce o bloquea la induccion de IFN-B en
células U937. Un estudio reciente revel6 la existencia de diversas cepas de cada serotipo de
DENYV capaces de evadir la respuesta de IFN-p de dos formas conocidas; un grupo de cepas
es capaz de interrumpir la sefializacion rio abajo de IFN-B mediante la inhibicion de la
fosforilacion de STATZ2, es decir que IFN-I se sobreexpresaria pero no los I1SGs, lo cual se
traduce en un blogueo de la amplificacion de IFN-I, mientras que otro grupo de cepas es
capaz de bloquear la induccién rio arriba de IRF-3, por lo cual los niveles de mRNA de
IFN-1 no cambiarian significativamente [61] y probablemente existan cepas con ambas
actividades. Ademas en otro estudio se observd que en ceélulas dendriticas, DENV-2
bloguea la expresion de IFN-1 a nivel de mRNA evitando la dimerizacién de IRF-3 por un
mecanismo dependiente de la actividad catalitica del complejo de proteinas virales NS2B-3
[62]. En nuestros resultados, la cantidad de IRF-3 nuclear no cambio en células infectadas
con DENV-2, pero si en células infectadas con VSV, lo que refuerza la idea de que DENV-
2 inhibe la activacion de IRF-3.

Los resultados obtenidos mediante los ensayos de inmunoprecipitacion de RNA en
este estudio demuestran que RIG-I es capaz de reconocer alguna de las especies de RNA
generadas por DENV-2. El siguiente paso candnico de la via de RLRs después de la
deteccidn del RNA viral es la interaccion de RIG-1 o MDAS con la proteina MAVS. De tal
manera que en células infectadas la proteina MAVS sufre una redistribucion observable por

microscopia de fluorescencia [63].
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Figura 44. Redistribucion de MAVS en fibroblastos de raton infectados con el
SeV. Fibroblastos de raton KO para MAVS que expresan MAVS fusionado a la
proteina amarillo fluorescente (YFP-MAVS), fueron infectados con SeV. Posterior
mente se observo la proteina MAVS mediante microscopia confocal. Las
mitocondrias fueron tefiidas con mitotracker [63].
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Por otra parte un estudio reciente revelé que la forma activa de MAVS genera
grandes agregados con caracteristicas de prion; es decir, forma agregados fibrosos
resistentes a la digestiébn con proteasas y a la solubilizacion con detergentes, dichos
agregados, tienen la capacidad de convertir la proteina MAVS nativa a la conformacion
“infecciosa”, y mas importante atn, estos agregados tienen la capacidad de activar a IRF-3
en un sistema in vitro [63]. Interesantemente, la incubacion del dominio CARD de RIG-1 o
MDAG5 fue suficiente para inducir la formacién de estos agregados lo cual correlaciona con
el hecho de que la sobreexpresion de estos dominios induce sefializacion constitutiva en
ausencia de infeccion [26]. En células no infectadas todas las mitocondrias contienen
MAVS, cuando MAVS es activada por los RLRs, esta es convertida a la conformacion
“infecciosa” formando lo que se conoce como semillas de prion. Cada semilla de prion
comienza a convertir la proteina MAVS nativa en agregados fibrosos, posteriormente
mediante eventos de fision y fusién mitocondrial la cantidad de MAVS activado es
redistribuido entre las mitocondrias, dando como resultado mitocondrias sin MAVS y

mitocondrias con MAVS activado adyacentes a los complejos de replicacion viral [57].
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Figura 45. Modelo de la redistribucion de MAVS mediado por organizacion
mitocondrial. La redistribucion de MAVS es dependiente de los procesos de fision y
fusion mitocondrial. Dando como resultado mitocondrias con poca o nula cantidad de
MAVS y mitocondrias aledafas a los sitios de replicacion viral con una mayor cantidad de
MAVS, lo que da como resultado la activacion de sefializacion [57].

Estos agregados fibrosos de MAVS sirven finalmente como andamiaje que permiten
la interaccion de otras moléculas de la via como TRAF2 y TRAF6 para continuar la
transduccion de la sefial hasta IRF-3.

El patrén de distribucion de MAVS nos hace pensar que esta proteina se relocaliza y
acumula en reticulo endoplasmico. Dicha teoria se ve reforzada por el hecho de que el
reticulo endoplasmico representa la plataforma de biogénesis de los complejos de
replicacion de los flavivirus [64]. Por otra parte, se ha reportado que la UTR 3’ de DENV-
4 interacciona con calreticulina, una chaperona multifuncional de reticulo endoplasmico
[65], ademas con el uso de un anticuerpo monoclonal dirigido contra RNA de doble cadena
se logro observar que las especies de RNA viral en el complejo de replicacién de algunos
flavivirus como WNV y DENV son, en su mayoria, dsSRNA [64]. Consistente con nuestros
resultados, la relocalizacion perinuclear de MAVS y RIG-I sugiere que durante la infeccion
con DENV-2 estas proteinas se acumulan en reticulo endoplasmico donde probablemente
se encuentra la mayor cantidad del ligando de RIG-I. Incluso se ha reportado que la

infeccion con DENV induce estres de reticulo endoplasmico, lo que activa la respuesta de
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proteinas mal plegadas (UPR), la cual se detecta mediante la formacion del splicing de
XBP-1 y un incremento en la expresion de calreticulina [66, 67]. De tal manera que
resultaria interesante saber si esta induccién de UPR es dependiente de MAVS.

La redistribucion de MAVS observada en las células U937 infectadas con DENV-2
sugiere gque la via de RLRs esta siendo activada en respuesta a la infeccion, sin embargo, la
tendencia a la disminucion de los niveles de IFN-B y la falta de activacion de IRF-3
sugieren que esta via es inhibida posteriormente. Por lo cual se podria especular que el
complejo de proteinas virales NS2B/3 tiene como blancos responsables de la inhibicion de
la induccidén de IFN-B a moléculas que se encuentran a nivel de o rio arriba de IRF-3 y rio
abajo de MAVS.

Nuestros resultados sugieren que RIG-I es capaz de limitar la replicacion de
DENV-2 por un mecanismo independiente de IFN-B. A pesar de que la gran mayoria de
MAVS se encuentra localizada en la membrana mitocondrial, existe una pequefia fraccion
de MAVS que se encuentra localizada en la membrana peroxisomal [68]. Interesantemente,
MAVS peroxisomal resultd ser incapaz de inducir IFN-I, pero ésta se encontré implicada
en la induccion temprana de diversos genes antivirales como Viperina, OASI1 y Mx2 en
respuesta a la infeccién por Reovirus por un mecanismo independiente de IFN-I [68].

El papel de la sefializacion dependiente de MAVS durante la infeccion con DENV-2
fue evaluado utilizando ratones MAVS-/-. Los niveles de RNA de DENV-2 fueron
significativamente mas altos en el suero y los tejidos linfoides de los ratones MAVS-/- en
tiempos tempranos comparado con ratones silvestres y ademas la produccion de IFN-I se
retraso hasta 18 h post-infeccion [69, 70]. Lo que resalta la importancia de MAVS en la
induccién de IFN-1 en tiempos tempranos. Nuestro estudio sugiere fuertemente que MAVS
se encuentra activado en la infeccion con DENV-2, debido a que la activacion de MAVS
parece ser capaz de activar parte de la respuesta antiviral es probable que el efecto de RIG-I
independiente de IFN-f sobre la replicacion de DENV-2 sea dependiente de MAVS.

Lo anterior se ve reforzado por el hecho de que el complejo NS2/B3 de DENV-2 es
capaz de inhibir la activacion de IRF-3 pero no de NF-xB [70].

Existen numerosos reportes de proteinas virales capaces de inhibir la induccién de
IFN-1. Por ejemplo, se ha observado que la proteasa NS3/4A del flavivirus HCV es capaz
de degradar el dominio transmembranal de MAVS, provocando su liberacion de la

mitocondria, lo cual impide la activacion de la respuesta antiviral [71]. Otras proteinas
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virales como la PLPro del virus SARS, interfiere con la sefializacion de IFN-I, evitando la
interaccion con las proteinas IKK, lo que previene la fosforilacion y dimerizacion de IRF-3
[72]. Ademés se ha reportado que la actividad de otras proteasas virales, como la NSP1 de
Rotavirus o la Vpr de HIV-1, pueden provocar la protedlisis de IRF-3, previniendo de esta

forma la activacion de la respuesta inmune innata [73, 74].

Ademas de estos factores virales, existen factores celulares que pudieran estar
participando en la regulacion negativa de la sefializacion de RLRs durante la infeccion con
DENV-2, por ejemplo se ha reportado que la maquinaria de autofagia (ATG5-ATG12)
puede interactuar directamente con RIG-1 y MDAS para regular negativamente su funcion
[75, 76]. Se ha reportado un incremento en la expresion de ATG5-ATG12 en células THP1
infectadas con DENV-2 [77]. Por otra parte se ha reportado disfuncién mitocondrial y
bioenergética en células hepaticas y células Vero infectadas con DENV-2 [78, 79], siendo
el responsable de esta disfuncion un residuo de 9 aminoéacidos de la proteina M conocido
como ApoptoM [80]. Por todo lo anterior, se sugiere que en condiciones de infeccién se
tendria una menor cantidad de mitocondrias funcionales las cuales son las plataformas de
sefializacion de las RLRs.

Sin embargo en las células U937 que sobreexpresan RIG-I se producen una mayor
cantidad de IFN-B en respuesta a la infeccion con DENV-2 a las 24 h post-infeccion. Este
hecho probablemente se debe a que existe una mayor cantidad de sensores virales al
momento en que el RNA viral llega al citoplasma, lo que incrementa considerablemente la
probabilidad de ser detectado por RIG-I, lo que a su vez activaria la sefializacion antiviral
antes de que las proteinas no estructurales cumplan su funcién. Lo anterior resalta la
importancia de la presencia de RIG-I en el desarrollo de la enfermedad; un estudio reportd
niveles incrementados de IFN-B, RIG-1 y MDAS5 en células THP1 infectadas con DENV-2
a tiempos tempranos, mientras que cuando se infectan estas células con un complejo de
DENV-2 y anticuerpos potenciadores (ADE) simulando una infeccion severa, la expresion
de estas moléculas no se encontrd incrementada [77]. Las RLRs son genes inducibles por
IFN-1, y nuestros resultados en células U937, muestran que los tres RLRs tienden a reducir
su expresion en celulas infectadas. Lo que correlaciona con la disminucion en expresion de

IFN- B en dichas células.
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En un intento por encontrar algin motivo contenido en las UTRs del genoma de
DENV con capacidad de inducir la expresion IFN-B, nosotros delimitamos diferentes
regiones de las UTRs y probamos su capacidad de inducir IFN-B en células Huh-7. Uno de
los antecedentes mas directos para la creacion de este proyecto fue el estudio de Dina uzri
et., al. en el afio 2009 [34], en el cual mediante la transfeccion de diferentes regiones de las
UTR’s de HCV transcritas in Vvitro caracterizan un motivo de Poly U/UC en la UTR 3’ de
HCV responsable de la induccion de IFN-I, lo cual sugeria fuertemente la existencia de
ciertas secuencias 0 motivos en el RNA que activaban preferencialmente RIG-I.

Nosotros delimitamos especificamente la region DB1-DB2 de la UTR 3’ ya que
posee una region rica en U justo entre las estructuras DB1 y DB2 de forma similar a como
se encuentra flanqueado el motivo de Poly U/UC en la UTR 3° de HCV. Sin embargo,
debido a la falta de respuesta de la linea celular Huh-7 resultd imposible determinar las
regiones de las UTRs de DENV-2 que inducen méas IFN-B que otras o hasta que punto
dejan de inducir cuando son acortadas. Es interesante el hecho de que Uzri et. al. evaluaron
la capacidad de inducir IFN de las UTRs de DENV-4 en células Huh-7 y lograron detectar
una minuscula activacion del promotor de IFN-B comparado con la UTR 3’ de HCV. Las
principales diferencias entre su sistema y el nuestro, que pudieran dar origen a estas
discrepancias, radican en el serotipo del virus, ya que ellos obtienen las UTRs de DENV-4
y nosotros de DENV-2 y estas difieren considerablemente, segundo; ellos detectan la
induccion de IFN-B mediante ensayos de reporteros mientras que nosotros por RT-PCR en
tiempo real y tercero, ellos transcriben las UTRs a partir de vector linearizado y nosotros a
partir de productos de PCR con el promotor T7 purificados.

En la gran mayoria de estudios en donde se ha intentado caracterizar el ligando de
RIG-1 se han utilizado RNAs transcritos in vitro de diferente naturaleza, que van desde
secuencias virales, RNAs celulares y homo/heteropolimeros. Sin embargo un estudio
reciente reveld que la transcripcion in vitro produce especies inespecificas de RNA que
pueden formar dsRNA, el cual es el responsable de la activacion de RIG-I (Fig 46), ya que
la misma secuencia de RNA sintetizado quimicamente con 5’ppp fue incapaz de inducir
IFN-B [55, 81-83].
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Figura 46. Productos inespecificos de la transcripcion in vitro. La secuenciacién de las
bandas obtenidas de la transcripcion in vitro de la secuencia GACA muestra productos de
diferente longitud y secuencia a la esperada y con sobreextensiones en el extremo 3.
Dichos productos inespecificos pueden potencialmente formar RNA de doble cadena [81].

Por lo tanto, la mayoria de las conclusiones obtenidas en los estudios previos al
estudio de Hartmann y cols. son dificiles de interpretar. En del estudio de Uzri et.al, se
propone que el motivo de poly U/UC transcrito in vitro y sin purificar, es el responsable de
la estimulacion de el promotor de IFN-B, ya que la transfeccion del genoma de HCV con la
UTR 3’ deletada abate la expresion de IFN-B. Sin embargo, no se evalu6 el impacto de esta
delecidn sobre la replicacion y traduccion, ya que los genomas de (+)ssRNA son altamente
infecciosos, por lo que resulta dificil la interpretacidn correcta de los resultados. Por otra
parte, se ha observado que las regiones ricas en uridinas tienden a formar mas dsRNA, es
por eso que los homopolimeros de RNA transcritos in vitro no inducen IFN-I, y éstos
adquieren la capacidad de inducir IFN-I cuando se rompe la secuencia del homopolimero
insertando uridinas [34].

El uso de RNA sintético ha permitido avanzar en la carrera por caracterizar el
ligando de RIG-1 y en definir lo que seria un PAMP viral. Recientemente se logrd resolver
la estructura cristalografica del dominio CTD de RIG-1 en complejo con dsRNA [55].
Dicha estructura revela aspectos interesantes sobre la interaccion; se observé una relacion
de dos CTD por cada molécula de dsRNA en un arreglo cabeza-cola, los aminoacidos

Lys861, lys858 y His847 se encontraron formando un puente de hidrégeno con el oxigeno
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del fosfato B, lo que dicta la especificidad del 5’ppp. Ademas la Phe853 se encuentra
interaccionando con el par de bases terminales de cada extremo del dSRNA, lo que explica
claramente el requerimiento de extremos romos para la activacion de RIG-1. Por otra parte,
la Lys907 y Lys849 forma una interaccion con la cadena lateral de fosfatos, lo que sugiere
una baja especificidad por una secuencia consenso [55]. Sin duda alguna, la caracterizacion
del ligando de RIG-I ha sido una tarea dificil, RIG-I tiene la facultad de unirse a una gran
variedad de ligandos lo que se debe a la presencia de dos dominios de union a RNA en la
proteina, uno en el CTD, responsable de la unién a 5’ppp y otro en el dominio de helicasa
implicado en la unién a dsSRNA como Poly I:C [29]. En un estudio de espectrometria de
masas se identificaron un grupo de péptidos de RIG-I que pueden formar entrecruzamiento
con su ligando; se encontraron 6 péptidos que mapean en el CTD y 24 péptidos en el
dominio de helicasa capaces de interaccionar con el ligando [40]. Todo lo anterior en
conjunto sugiere fuertemente que la especificidad de RIG-I esta determinada por las
caracteristicas del primer par de bases del dsSRNA y su interaccion con el CTD maés que por
el dominio de helicasa que puede unirse al dSRNA en diferentes puntos sin una secuencia
especifica. En la actualidad lo que se considera el mejor ligando de RIG-I es 5’ppp dsRNA

corto con extremos romos [83] (Fig. 44).

PPPMM Sin Actividad
PPROOOO Ligando Optimo de RIG-I
Pppww .. . ..
D Actividad Disminuida
9% . )
""0000
Sin Actividad
OO0

. Apareo de bases requerido, pares Watson-Crick preferidos.
O Extensiones en el extremo 3’ disminuye la actividad de RIG-I.

Figura 47. Estructura molecular del ligando de RIG-I. La activacion 6ptima de RIG-I
requiere dsRNA con extremo romo y al menos un grupo trifosfato. Los nucleétidos
desapareados en el extremo no trifosforilado afectan ligeramente la actividad de RIG-I
mientras que los nucleétidos desapareados en el extremo trifosforilado no son tolerados
[83].
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Ademas se ha demostrado la importancia del primer nucleétido en la activacion de
RIG-1, a pesar de que pppA, pppG vy pppC difirieron ligeramente (A > G > U), pppC indujo
50% menos IFN-1. Es interesante el hecho de que la mayoria de los genomas virales
empiezan con A (excepciones HCV: ppG; Ebola: pppU) mientras que no se conoce
ninguno que empiece con pppC [83].

En el caso del genoma de DENV, este parece no poseer ninguna de las
caracteristicas del ligando Optimo de RIG-I. Primeramente el grupo 5’ppp se encuentra
unido a una estructura 7mG Cap, lo que sugiere que la cadena de polaridad positiva no es
reconocida por RIG-I. Segundo, las interacciones entre la UTR 5 y 3’ mediadas por las
secuencias CS y UAR circularizan el genoma viral en la cual el primer nucleétido no forma
dsRNA de extremo romo, de hecho la secuencia 5° SLA forma un overhang de 2
nucleotidos en el extremo trifosforilado lo cual no es tolerado por RIG-1. Sin embargo en la
forma circularizada del genoma de DENV existe un tracto de dsRNA formado por la
secuencia UAR que se parece mas a lo que se especula ser el ligando de MDAS5 (RNA en
forma de Red). Sin embargo en algin momento, durante la replicacién viral la cadena de
polaridad negativa se encuentra sin estructura cap y en forma de dsRNA con extremo romo
lo que podria ser el momento en que puede ser reconocido por RIG-1. Aunque el primer
nucleétido seria pppC, el cual es un débil activador de RIG-I [83]. Interesantemente, el
genoma de ciertos aislados de DENV-3 (HQ166034) no empieza con pppA si no con pppU,
por lo que seria interesante estudiar el efecto de esta substitucién en la induccion de IFN-I,
replicacion y traduccion viral, y desarrollo de la enfermedad, ya que dicho nucleétido en
esa posicion parece estar ampliamente conservado, es probable que esta sea importante para
la replicacién o traduccién y que por lo tanto, el virus no pueda cambiarlo para evadir la
deteccidn sin sacrificar su propia replicacion.

Teniendo en cuenta lo anterior, se ha sugerido que el gen de RIG-I evoluciond
para tener una afinidad preferencial por pppA en el primer nucleétido. El virus del dengue
al no poder evitar tener ese PAMP en su genoma utiliza diferentes estrategias para evadir el
sistema del IFN-I en todos los niveles desde tiempos tempranos de la infeccidn, que van
desde evitar la deteccion ocultando el 5’ppp con estructura cap; inhibir la induccién de
IFN-I rio arriba de IRF-3 e inhibir la sefializacion rio abajo del receptor de IFN-p.

Es probable que no existan secuencias especificas necesarias para la activacion de

RIG-I en las UTR’s de DENV, sin embargo debido a los problemas que presenta el uso de
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RNAs transcritos in vitro para estudiar la induccién de IFN-I, nos resulta imposible
determinar que regiones de las UTR’s de DENV tienen mas capacidad de activar el
promotor de IFN-B, pero el hecho de que la transfeccion de la UTR 5° y 3° de DENV
hibridadas en solucion mostro tener la mayor capacidad de activar el promotor de IFN- en
células U937, lo que confirma la capacidad del dsSRNA de inducir dicha citocina. En la
actualidad se aborda este problema de dos formas principales: lo mas recomendable es
sintetizar quimicamente oligonucledtidos de RNA a los cuales se les adiciona el grupo
5’ppp por métodos quimicos y de ser necesario se hibrida con su cadena complementaria
sintetizada de la misma forma, este método garantiza RNA libre de productos inespecificos,
sin embargo esta tecnologia se encuentra limitada a la sintesis de oligonucledtidos de RNA
de 50 nt. Otra solucion que se ha encontrado es la purificaciéon del RNA por métodos
cromatograficos o separar los productos de la trascripcion in vitro en un gel de
polyacrilamida y purificar la banda de interés, aunque este método no resuelve el problema
de la sobre-extension producida por la polimerasa T7 [84].

Ahora se sabe que el RNA de cadena sencilla no activa RIG-I, sin embargo se ha
observado que la digestion con RNAsa L de diferentes regiones del genoma de HCV
produce al parecer productos de cadena sencilla que se pliegan formando doble cadena que
inducen IFN-B a través de RIG-I [85]. Interesantemente en este mismo estudio se
identificaron diferentes regiones del genoma de HCV inmunoprecipitables por RIG-I de la
cual la region NS5 mostré tener la mayor cantidad de clonas que fueron
inmunoprecipitadas por RIG-I, se ha observado que esta region en HCV es altamente
estructurada [85]. Como una alternativa para abordar el problema que presenta el uso de
RNA transcrito in vitro, se decidié demostrar la interaccion directa in vivo de RIG-1 con el
genoma de DENV-2 en las células infectadas y se procedid a la inmunoprecipitacion de la
proteina RIG-I recombinante y posteriormente a amplificar un fragmento de 230 pb
correspondiente a la region NS5 en el RNA inmunoprecipitado por RIG-I. De lo cual
surgen algunas preguntas sobre la naturaleza de este RNA, ¢Se esta inmunoprecipitando el
genoma completo o solo un fragmento?, ;De qué longitud es este fragmento?, ¢ Qué otros
fragmentos son reconocidos por RIG-1?, ;dsRNA complementario o sSRNA autoplegado y
de que polaridad? 6 ¢Cuél es la longitud minima y qué nucleétidos interactdan directamente

con el CTD de RIG-I? Por lo que un estudio méas profundo seria necesario para contestar
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estas y otras preguntas acerca de la naturaleza de las especies de RNA de DENV

Inmunoprecipitadas in vivo por RIG-I.
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Conclusiones

>

A\

La inhibicion de la actividad de RIG-I incrementa los niveles de RNA y proteina viral,
en células Huh-7 y U937.

El efecto negativo que tiene RIG-I sobre la replicacion de DENV-2, es independiente de
IFN-B, en células Huh-7.

DENV-2 es capaz regular negativamente la induccion de IFN-1 en células U937.

La sobreexpresion de RIG-I incrementa la respuesta de IFN-1 en células U937.

RIG-I es capaz de inmunoprecipitar al menos un fragmento del genoma de DENV-2
que contiene la region NS5.

La infeccion con DENV-2 induce la redistribucion de MAVS en células U937.

RIG-1 sufre una relocalizacion en células U937 infectadas con DENV-2.

DENV-2 inhibe la activacion de IRF-3.
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