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INTRODUCCION.

El virus sincicial respiratorio (RSV) es un virus altamente contagioso que puede infectar en
multiples ocasiones a un individuo a lo largo de la vida. Este es el agente etioldgico mas importante
de infecciones agudas del tracto respiratorio superior e inferior en personas menores de 5 afos y
mayores de 65 afios edad. Durante la infancia, las reinfecciones por el RSV son frecuentes, y la

respuesta inmune predominante hacia este virus es del tipo Th2.

La inmunidad innata es de gran importancia, tanto en la resistencia como en la fisiopatologia de la
infeccion por el RSV, siendo las células presentadoras de antigenos (CPA) las que participan en la
respuesta inicial, con la intervenciéon predominantemente de los receptores tipo Toll (TLR),
expresados por ellas, los cuales intervienen en al deteccion y en la respuesta inicial contra la
infeccion por el RSV. La transduccion de sefiales por dichos receptores es a través de dos vias que

utilizan, alternativamente, las moléculas adaptadoras MyD88 y Trif.

Como se menciond, la infecciéon por RSV induce una respuesta predominantemente tipo Th2, la
cual se asocia a afeccion de las vias aéreas que se presenta frecuentemente como broncoespasmo,
que es mas frecuente en la primoinfeccion que de las reinfecciones. A la fecha, se desconoce el
mecanismo por el cual la interaccion entre CPA y el RSV resulta preferentemente en una respuesta
tipo Th2. Dado que la maduracién de CPA y su capacidad de inducir preferentemente respuestas
por subpoblaciones Th1/Th2/Th17 de linfocitos T depende de su activacion inicial a través de los
TLR, es posible que en los individuos que desarrollan complicaciones por una respuesta de tipo
Th2, el RSV active predominantemente MyD88 o Trif y el papel individual de cada uno de estos

adaptadores en el desarrollo de respuestas Th1, Th2 o Th17 es desconocido.



ANTECEDENTES.

-Epidemiologia.

El RSV fue aislado y descrito por primera vez en 1956 en chimpancés con infeccion del tracto
respiratorio superior en el laboratorio del Dr. Robert M. Chanock. Posteriormente se identificd que
este virus como el principal agente etiologico de infeccion del tracto respiratorio bajo (bronquiolitis,
neumonia y laringotraqueitis) en niflos < 5 afios. Para los 2 afios de edad casi el 100% de los nifios
han sido infectados, de los cuales, el 1-10% desarrollan una infeccidn respiratoria grave. El pico de
incidencia de infeccion por RSV ocurre entre los 2 y 6 meses de edad. El RSV también es un
patdgeno relevante en ancianos, en receptores de trasplantes de médula dsea, en pacientes con

enfermedad pulmonar obstructiva cronica y en asmaticos [1-5].

Los nifios que padecen una infeccion grave por el RSV tienen morbi-mortalidad elevadas y
frecuentemente requieren hospitalizacion, lo que tiene un impacto importante en los costos directos
e indirectos. Se calcula que el costo anual directo asociado a la infeccion por el RSV en EEUU es
mayor de $300,000,000.00 USD. El CDC calcula un promedio de 17,358 defunciones asociadas al
RSV cada afio. La Organizacion Mundial de la Salud estima que cada afio a nivel global este virus
causa 64 millones de infecciones con 160,000 muertes atribuibles. Aparentemente, el 47% de los
nifios que fueron infectados en el primer afio de vida se re-infectan en el segundo afio de vida, para
el tercer afio de vida el porcentaje de reinfeccion es del 45%. El RSV es el agente causa entre el

43% y el 96% de todos los casos de bronquiolitis [6, 7].

En México se cuenta con poca informacion sobre la epidemiologia de este virus. En estudios
previos hemos estimado la duracion de los brotes epidémicos anuales por RSV en San Luis Potosi,
su duracion minima fue de 14 semanas y la méxima de 24 semanas. Durante este periodo en estudio
(2003-2009) calculamos una mortalidad asociada a este patdogeno de 4.36% vs 3.74% de la
influenza. Dentro la mortalidad Gnicamente por causas respiratorias y cardiovasculares, al RSV se
le atribuyeron el 7.71% de las muertes vs el 6.05% de la influenza. Analizando estos datos por
grupo de edad, la mayor tasa de mortalidad ocurre en personas >60 afios (183.55 muertes/100,000
afios persona), seguidas de menores de 4 afios (15.9 muertes/100,000 afios persona), en tercer lugar
estd el grupo de 20-59 afios (3.97 muertes/100,000 aios persona) y al grupo de 5-19 afios no se le

atribuyeron muertes [5].



Entre el 1 de Abril de 2009 y el 30 de Marzo de 2010 en San Luis Potosi estudiamos 657 pacientes
hospitalizados por infeccion del tracto respiratorio inferior. En este estudio se detectd influenza
pandémica A/HIN1/2009, influenza estacional/no subtipifcable y RSV. El 26.9% de los pacientes
hospitalizados fueron positivos para influenza pandémica A/HIN1/2009, 21.3% para RSV y 0.6%
para influenza estacional/no subtipifcable. En el caso del RSV, los principales grupos de edad en los
cuales se detectd este patdogeno fue en <5 afios y >60 afios. En el caso de Influenza pandémica A/
HIN1/20009 el principal grupo afectado fue el de 20-59 afos, seguido de >60 afos y 5-20 afios y por

ultimo 0-5 afios [8].

En regiones de clima templado, las epidemias anuales se presentan entre invierno y primavera. Sin
embargo la duracion y estacionalidad de las epidemias dependen de las caracteristicas geograficas y
climatologicas de cada region, como son la altitud sobre el nivel del mar, latitud, humedad,
temperatura y horas diarias de exposicion al sol y luz UV entre otras. El humano es el tnico

hospedero natural del RSV [7, 9].

-Manifestaciones clinicas y factores de riesgo para enfermedad grave.

El RSV se ha relacionado con el desarrollo o exacerbacion de hiperreactividad de la via aérea
durante la infancia o adolescencia. Se considera que este virus predispone al desarrollo ulterior de
enfermedades como el asma o hiperreactividad de la via aérea, ademas de ser responsable de crisis
respiratorias agudas en pacientes asmaticos o con enfermedad pulmonar crénica. En individuos con
susceptibilidad genética a desarrollar asma o hiperreactividad bronquial (ser atopico o tener
antecedentes heredofamiliares de atdpia), haber padecido enfermedad grave antes del primer afio de
vida y/o reinfecciones frecuentes por RSV durante la infancia, predisponer al desarrollo de estas
patologias respiratorias. Se ha estimado que el 15% de los nifios hospitalizados por infeccién por
RSV desarrollaran episodios subsecuentes de broncoespasmo, los cuales pueden persistir hasta los

11 afios de edad [10-13].

Algunas de las consecuencias fisiopatologicas de la infeccion por RSV son la reduccion del
diametro de las vias aéreas inferiores, broncoespasmo y sobreproduccion de moco, lo cual lleva a
oclusion de la via aérea e hipoxia. Se ha propuesto que la inmunidad adaptativa contra RSV es de
corta duracion o ineficiente. Por el otro lado la morbilidad respiratoria resultante de esta infeccion
es aparentemente de largo plazo, con reinfecciones frecuentes a lo largo de la vida y mayor el riesgo

de desarrollar asma [1, 3, 7]



La infeccion por el RSV genera extravasacion de liquido al espacio aéreo de los pulmones, lo cual
se debe a un aumento de la permeabilidad de la membrana celular y alteraciones en la estructura
celular. Este fendmeno podria explicarse, en parte por la interaccion de la proteina F viral con el
TLR4, lo cual disminuye el transporte celular de sodio y la depuracion de liquido alveolar. Mientras
que la pérdida de la integridad de la membrana plasmadtica y alteracion en el rearreglo del
citoesqueleto puede ser explicada mediante la via de sefializacion dependiente de MAPK (p58 y la

HSP27) [14].

Los factores de riesgo mas importantes para desarrollar enfermedad grave por RSV son la
existencia de cardiopatia congénita, enfermedad pulmonar croénica, la edad al momento de sufrir la
primoinfeccion (<6 meses de edad), antecedente de prematurez, inmunosupresion (especialmente en

postrasplantados de médula 6sea o inmunodeficiencias) [15-18].

La inoculacion viral ocurre por el contacto de particulas en aerosol o secreciones nasofaringeas con
el epitelio del tracto respiratorio superior y/o con la conjuntiva ocular. La replicacion viral ocurre en
la nasofaringe, pero al avanzar la infeccidn, se disemina al tracto respiratorio inferior. El periodo de
incubacion es de 4 a 5 dias y los sintomas mas frecuentes son rinorrea, tos y fiebre, aunque algunos
pacientes pueden presentar signos de infeccion moderada del tracto respiratorio inferior. La
progresion de esta infeccion hacia el tracto respiratorio inferior puede presentarse como

bronquiolitis 0 neumonia, generalmente con tos, broncoespasmo e insuficiencia respiratoria [7, 19].

Habitualmente, la infeccion se restringe a las células superficiales del epitelio respiratorio,
incluyendo células ciliadas de los bronquiolos pequefios, neumocitos alveolares tipo I, asi como
células dendriticas (DC) intraepiteliales. Las caracteristicas histopatologicas mas relevantes de la
infeccion por RSV son: necrosis epitelial, proliferacion del epitelio broncoalveolar (ocasional),
infiltrados de monocitos y linfocitos T en arteriolas pulmonares y bronquiales, asi como infiltrados
perivasculares de neutrofilos y eosinofilos en las vias respiratorias pequefias. Las lesiones tisulares
generalmente ocurren en forma de parches y con menor frecuencia son difusas. La obstruccion de
las vias aéreas se debe a la descamacion de células epiteliales, aumento en la secrecion de moco y
acumulacion de células inmunes en ellas. A pesar de que la formacidon de sincicios es una de las
caracteristicas en la patologia celular causada por este agente, por la cual recibe su nombre, ésta no

es frecuente en estudios anatomopatoldgicos de nifios con bronquiolitis 0 neumonia por RSV [7].



-Descripcion viral.

Taxondmicamente el RSV se clasifica en el orden Mononegavirales, familia Paramyxoviridae,
subfamilia Pneumovirinae, género Pneumovirus. Los dos unicos miembros de la subfamilia
Pneumovirinae que se sabe que afectan al tracto respiratorio del humano son el RSV y el
metapneumovirus humano (hMPV). Otros virus del mismo género son el virus sincicial respiratorio

bovino (BRSV) y el virus de la neumonia del raton (PVM), pero no afectan al humano [7, 20, 21].

El RSV es un virus envuelto, con genoma de RNA de cadena sencilla (ssSRNA) no segmentado y en
sentido negativo. Su tamafio es de aproximadamente 15.2 kb y estd conformado por 10 genes, que
codifican 11 proteinas estructurales y no estructurales. Proteinas no estructurales: NS/ y NS2.
Proteinas estructurales: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), proteina
pequenia hidrofobica (SH), proteina de adhesion (G), proteina de fusion (F), proteina de matriz 2
(M2) (la cual tiene dos marcos abiertos de lectura). De estas, las proteinas transmembranales son:
G, F y SH. La holonucleocépside est4 fisicamente asociada al genoma viral y esta formada por las
proteinas M2-1, M2-2, P, N y L. Finalmente, la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) esta
codificada en el gene L. La tabla 1 resume las principales caracteristicas estructurales y funcionales

del RSV [2, 7, 20-23].

Tabla 1. Caracteristicas estructurales y funcionales del RSV

Gen Proteina Funcion referencia

NS1 bloquea sintesis y funcion de INF-I, gen en regiéon promotora 3’,
prescindible para la replicacion viral. Bloquean activacion IRF3, Jak/STAT2, [7,14, 20,21,
disminuye fosforilacion STAT1 y STAT?2, degrada STAT2 por ubiquitinacion, 23-26]

disminucion expresion del gen STAT2.

NS1I NS1

NS2 bloquea sintesis y funcion de INF-I, gen en regiéon promotora 3’,
prescindible para la replicacion viral. Bloquean activacion IRF3, Jak/STAT2, | [7, 14, 20,21,
disminuye fosforilacion STAT! y STAT2, disminucién expresiéon del gen 23-26]

STAT?2, bloquea RIG-I.

NS2 NS2

Proteina decamérica anular que se une con el genoma y antigenoma viral, reduce
la probabilidad de que el RNA viral se reconocido por RIG-I y TLRs
endosomales. Durante la sintesis del RNA viral, su extremo N-terminal
interactiia con la RdRp y su extremo C-terminal con la fosfoproteina.

[7,20,21]

Homoetramero que interactia con las proteinas N y M2-1, funciona como
cofactor esencial para la sintesis de RNA. Al interactuar con la proteina N la
polimerasa accede al genoma viral. Permite que las proteinas N y L se
encuentren solubles para el ensamblaje viral.

[7,20,21]

Proteina monomérica asociada membrana plasmatica y la RNP, es relevante
M M durante el proceso de salida del virus, silencia la sintesis de RNA durante el [21]
empaquetamiento. Esta involucrada en la morfologia del virion.




Tabla 1. Caracteristicas estructurales y funcionales del RSV

Gen Proteina Funcion referencia

Homotetramero con motivo de dedo de zinc, la cual se une a la proteina P y al
M2-1 RNA viral, factor para la procesividad transcripcional, potencia la lectura en las [7,20,21]

M2 uniones entre los genes virales para si poder generar el antigenoma.

M2-2  |Regulacion entre la sintesis para la transcripcion y replicacion del RNA viral. [7,20,21]

Contiene dos inicios de la traduccidon y sitios variables N-glicosilacion. Posee
SH SH actividad porina y de canal catidnico, se inserta en las células infectadas. Inhibe [2,7,20]
apoptosis temprana.

Proteina de fusion de envoltura viral con la membrana celular, formacién de
sincicios con células vecinas. Sintetizada como Fy, requiere doble escision para
su funcién. Cuenta con dos son regiones repetidas de siete aminoacidos que
contienen Unicamente dos secuencias (HRA y HRB) que forman 6HB. Se une a
TLR 2/6, 4, SP-A y nucleolina. Tiene forma secretada y transmembranal (region
C-terminal). Genera anticuerpos neutralizantes.

[7,21, 49, 50]

Proteina de adhesién con gran variabilidad antigénica, produce anticuerpos
neutralizantes. Existen dos formas de la proteina (mG y sG), sG induce
eosinofilia y produccion de IL-5, IL-13, IgE, histamina, disminuye INF-II. Se
une a SP-D, glicosaminoglicanos y CX3CRI1. Regiéon GCRR es andloga a
CX3CL1, inhibe la activacion del TLR2, 4, y 9 . Region transmembranal N-
terminal.

[2,7,20,21]

Su gen es del de mayor tamaifio, codificada para la polimerasa viral (RdRp)
dependiente de RNA, realiza el “capping” y poliadenilacion del RNA, como
templado utiliza al complejo RNA-NP. La encapsulacién del genoma por la
polimerasa y las proteinas N y P es una caracteristica de los Mononegavirales,
previene la degradacion del RNA y minimiza la posibilidad de deteccion por
receptores como RIG-Iy por la PKR.

[7,20,21]

El RSV tiene un unico serotipo que se divide en dos subgrupos antigénicos, RSV-A y RSV-B. De
las dos proteinas transmembranales del virus, la mas divergente entre ambos subgrupos virales, es
la proteina G, con un 53% de homologia en sus secuencias de aminodcidos y una similitud
antigénica del 1% al 7% entre RSV-A y RSV-B. Las diferencias antigénicas de la proteina G se
deben a la alta variabilidad de sus dominios tipo mucina. Se calcula que la divergencia entre el
RSV-A y RSV-B ocurri6é hace aproximadamente 350 afios. La proteina viral F es mucho menos
divergente que la proteina G, con una homologia del 90% entre el RSV-A y RSV-B y una similitud
antigénica del 50%. Los anticuerpos contra la proteina G viral son menos eficientes que los

anticuerpos contra la proteina F tanto para neutralizacidn como para proteccion antigénica [ [7].

Cabe recalcar la funcion de las proteinas NS1 y NS2, las cuales bloquean la sintesis y/o funcion del
IFN-I (0, B y ®). En la célula del hospedero, esta via es regulada por tres factores de transcripcion:
IRF3, NF-«B y AP-1 (ATF-2/c-Jun). Dentro del genoma viral, estos genes son los mas proximales a

la region promotora, lo que asegura una alta tasa de transcripcion y, consecuentemente, una alta



expresion proteinica. Las proteinas no estructurales no son indispensables para la replicacion viral

[7, 20, 21].

Las proteinas NS1 y NS2 bloquean la activacion de IRF3 y de Jak1/STAT2. La infeccion de células
epiteliales por RSV disminuye la expresion de STAT2 fosforilado. La disminucion de la
fosforilacion de esta proteina (aparentemente también disminuye la expresion de STAT2) permite la
replicacion del RSV y el establecimiento de una infeccion viral productiva. NS2 es el principal
antagonista de IFN-I. En estudios in vitro se ha demostrado que el RSV disminuye la fosforilacion
de STAT1 y STAT2 de la via del IFN-I, sin afectar STAT1 de la via del IFN-II (IFNy) [24] . Otro
mecanismo que bloquea la produccion de IFN-I, es la unién de NS2 con RIG-I. La proteina NS1
actiia como ligasa E3 de ubicuitina, cuyo blanco es STAT2, que asi es degradada por el proteasoma.
Ambas proteinas (especialmente NS1) disminuyen TRAF3. A diferencia del RSV, el hMPV no
cuenta con las proteinas NS1 y NS2. En estudios comparativos experimentales entre estos dos
agentes, se ha encontrado que el hMPV no interfiere con la produccion de IFN-I, mientras que el
RSV si lo hace. En BRSV también se ha descrito que NS1 y NS2 inhiben la activacion de IRF-3 y
disminuyen la expresion de IFN-I. También se ha descrito que el RSV inhibe la induccion de IFN-
II (IFNA o IL-28, 29, 30) en células epiteliales y macréfagos humanos, aunque estos IFN utilizan
un receptor diferente, su sefalizacion depende de STAT1 y STAT2 [14, 21, 23-26].

Al unirse a sus receptores celulares (glucosaminoglicanos, nucleolina, TLR 2/6, TLR4 y CX3CR1),
el RSV induce adhesion y fusion de la envoltura viral con la membrana celular, después de lo cual
el virus ingresa a la célula en vesiculas recubiertas por clatrina. La endocitosis en estas vesiculas es
otra diferencia entre el RSV y los demds paramyxovirus. Después de la entrada de la nucleocapside
al citoplasma, la polimerasa viral inicia el proceso de transcripcion y replicacion. La transcripcion
del mRNA viral ocurre en direccion 3’-5’ y se inicia desde un promotor Unico en el extremo 3°. La
transcripcion genera varios segmentos subgendmicos de mRNA mediante un mecanismo de inicio-
paro-reinicio. La replicacion del RNA viral incluye la sintesis de un genoma intermediario de

sentido positivo, el cual es copiado para la generacion del genoma de la progenie viral [7, 14].

El nivel de expresion de las proteinas virales esta relacionado con la abundancia de su mRNA y los
niveles de éste son inversamente proporcionales a la distancia entre el gen transcrito y la secuencia
promotora. El mRNA viral es detectable desde las 4 h post-infeccion (p.i.), alcanzando su pico de
produccion entre 12 y 20 h p.i.. Tanto la expresion como la replicacion de los genes virales ocurren
en el citoplasma. Los viriones son ensamblados en la membrana plasmatica, donde se encuentra

localizada la nucleocépside. Los viriones maduros se agrupan en la superficie apical de la célula,
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dichos grupos tienen estructuras filamentosas asociadas a caveolina-1, que se extienden a lo largo

de la membrana plasmatica [7, 14].

-Receptores de la inmunidad innata contra el RSV.

Las RNA-helicasas citoplasmicas y los TLR son los principales mecanismos de reconocimiento de
virus de RNA por el sistema inmune innato. Las RNA-helicasas citoplasmicas mas estudiadas son
RIG-I (gen [ inducible por dacido retinoico) y MDAS (gen 5 asociado a diferenciacion de
melanoma). Ambas proteinas reconocen el RNA viral mediante sus dominios de helicasa y esta
interaccion cataliza la exposicion de los dominios CARD, los que inician la sefializacion antiviral, y
reclutan y activan caspasas. Tanto RIG-I como MDAS5 utilizan moléculas adaptadoras llamadas
MAVS, IPS-1, Cardif o VISA, todas las cuales se localizan en la membrana mitocondrial y activan
las vias de IRF3 y NF-kB. Existe una tercera RNA-helicasa, Igp2, homoéloga con las dos anteriores,
pero sin domino CARD, esta helicasa funciona como regulador dominante negativo de RIG-I y
MDAJS. RIG-I parece ser la tnica de estas tres RNA-helicasas, que reconoce al RSV [27, 28], lo que

sugiere que Ifp2 no tiene efectos dominantes negativos en la infeccion por este virus.

Otro mecanismo de reconocimiento de RSV es a través de los TLR, los cuales estimulan la
respuesta inmune innata a través de dos vias, de las cuales una lleva a la produccion de IFN-I. Los
TLR pertenecen a la familia de los PRR (receptores de reconocimiento de patrones moleculares) y
sus ligandos se conocen como PAMP (patrones moleculares asociados a patdgenos).
Independientemente de sus dominios extracelulares, que reconocen distintos PAMP, los TLR tienen
dominios citoplasmicos denominados TIR (foll/interleukin-1 receptor), los cuales son activados tras
la unidén ligando-TLR en el medio extracelular (o en endosomas para algunos TLR). Los dominios
TIR son responsables de la sefalizacion por todos los TLR. Estos se asocian con dominios TIR en
moléculas adaptadoras, que son: MyD88 (TLRS, 7, 8, 9, 11), TIRAP (TLR4, 2/1, 2/6), Trif (TLR3),
TRAM (TLR4). En el caso de TLR4, TIRAP y TRAM funcionan como puentes para unir MyD88 y
Trif, respectivamente. En el caso de los TLR2/1 y 2/6 utiliza como puente con MyD88 a TIRAP.
Los TLR que activan MyD88 llevan a la activacion y traslocacion al nucleo de los factores de
transcripcion de la familia NF-xB p65, y las vias inflamatorias dependientes de ésta, mientras que

Trif activa IRF3 y 7, lo que activa la transcripcion de IFN-1 [27-29].

A diferencia de otros TLR que son expresados en la superficie celular, TLR3, 7, 8 y 9 residen en
endosomas, donde obtienen acceso a los acidos nucleicos, de bacterias o de virus que fueron

desnudados a su entrada o aquellos que se encuentran en proceso de ensamblaje durante su
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exocitosis. El TLR7 originalmente mostré que mediaba la respuesta antiviral inducida por
compuestos de imidazoquinolina, pero ahora se sabe que tanto este TLR como el TLRS8 reconocen
sSRNA (como el del RSV) y activan la respuesta inmune innata. La respuesta dependiente de TLR7
y, muy probablemente, de TLRS, requieren de la fusion o desnudamiento viral y la acidificacion del
endosoma. Por su parte, TLR9 es primariamente activado por DNA con motivos CpG
hipometilados, comunes en bacterias, aunque se ha sugerido que podria ser también activado por

ssRNA [27-29].

La proteina intermediaria MyD88 (via MyD88 dependiente) es un adaptador, que al ser reclutado
por sus TLR (todos, excepto TLR3) interactia directa o indirectamente con su dominio TIR, lo que
permite la interaccion y activacion de los miembros de la familia IRAK (/L-1R associated kinase),
IRAK4 e IRAKI, que a su vez activan a TRAF6 (TNF receptor-associated factor). Esto lleva a la
activacion de NF-kB mediante la via del complejo de cinasas o-B-y de IxkB (IKK), el cual,
fosforilado, fosforila e induce la disociacion del inhibidor de NF-kB (IkBa), que constitutivamente
se encuentra unido al complejo NF-kB p65/p50/IxBa. Este ultimo, fosforilado y disociado, es
ubicuitinado y degradado por el proteasoma 26s, dejando a NF-kB (p65/p50) libre para ser
traslocado al nucleo, donde activa la transcripcion de diversos genes relacionados con el proceso
inflamatorio. Ademas, MyD88 también lleva a la activacion del factor de transcripcion AP1, por
mecanismos aun no completamente entendidos. Asi, la via de estimulacion de los TLR a través de
MyD88 culmina con la sintesis de citocinas diversas, como son IL-1p, IL-6, IL-12p40 y TNF. Estas
senales reclutan eficientemente células inmunes al sitio de la infeccion y activan células diversas,
incluyendo a las CPA. Los TLR implicados en la respuesta a RSV son: TLR2/6, TLR3, TLR4,

TLR7 y TLRS, los cuales interactuan con diferentes componentes del virus [15, 27-31].

Por otra parte, la cascada de sefiales de la via MyD88 independiente (via Trif dependiente), es
activada unicamente por TLR3 y TLR4 e implica el reclutamiento de Trif, ya sea directa (TLR3) o
indirecta, a través de TRAM (TLR4), todo a través de interacciones entre dominios TIR. Trif
recluta y activa a los adaptadores RIP1 y TBK1, lo cual lleva a dos eventos, que son: activacion de
IRF3, que forma dimeros con IRF7, y son traslocados al ntcleo, donde inducen la transcripcion de
los genes de IFN-I; ademés de activar también NF-«kB, en una fase tardia. De todos los TLR, s6lo
TRL4 es capaz de activar las vias MyD88 y Trif dependientes, mientras que TLR3 es el unico que
no sefaliza mediante MyD88 [15, 28-30, 32, 33].

Los efectos de la infeccion viral en las células del hospedero se pueden clasificar como directos,

cuando hay destruccion celular como resultado de la replicacion viral; o indirectos, cuando la
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repuesta contra el virus es la causa de la enfermedad. En relacion a lo anterior, se ha sugerido que
los TLR pueden jugar tres papeles diferentes en la relacion infeccion viral y enfermedad: 1) no
participar, o que este sea éste sea limitado, 2) jugar un papel importante en la proteccion, 6 3)
exacerbar las manifestaciones clinicas. Estos receptores pueden modular (aumentar o disminuir) la
magnitud de la respuesta inflamatoria inducida por virus, asi como la activacion de la inmunidad

adaptativa virus especifica [27].

Los ligandos exdgenos mejor reconocidos y estudiados para el TRL4 son los lipopolisacaridos
(LPS) de bacterias Gram negativas y la proteina F del RSV. El TLR4 cuenta con dos moléculas
pivote para la interaccion con sus ligandos, MD-2 y CD14. Para la union de los LPS al TLR, estos
deben unirse a la proteina de unién a LPS (LBP), de donde el LPS es transferido a CD14 y después
a MD-2, lo que genera la homodimerizaciéon del TLR4, seguida de la sefalizacion celular. La
formacion de este complejo (TLR-4/MD-2/CD14) es indispensable para la activacion de esta via

[28, 29, 31-33].

-Inicio y diferenciacion fenotipica de la respuesta inmune adaptativa.

Las CPA, ademas de iniciar la respuesta inmune adaptativa, modulan el fenotipo de la respuesta de
las células T. Este inicio de la respuesta inmune adaptativa ocurre cuando un PAMP se une a un
PRR (TLR, RLR, CLR), con lo cual se activan las CPA, con lo que se liberan mediadores, como
citocinas, quimiocinas, proteinas de estrés y lipidos derivados de la muerte celular, en la zona de
infeccion. Una CPA que reconoci6 a un patdégeno y expresa en su MHC un péptido derivado de
este, madura y migra hacia los 6rganos linfoides, con lo que se generara una respuesta antigeno

especifica al presentar dicho péptido al receptor de células T (TCR) [28, 34].

Cuando el TCR de linfocitos T CD4" virgenes (ThO) reconoce especificamente un péptido
presentado por las MHC-II en una CPA, estos linfocitos son activados y se pueden diferenciar hacia
varios fenotipos efectores. Dependiendo de las citocinas producidas por las células T CD4"
activadas, se han clasificado en: Thl, Th2, Th17 y T reguladoras (Treg o Th3). La diferenciacion de
las ThO, es un evento dependiente del contacto con la CPA, aunque hay que tomar en cuenta
algunos aspectos relevantes como son: 1) la naturaleza y afinidad del antigeno, 2) el tipo de
senalizacion del TCR, 3) la naturaleza de la sefial del correceptor, y 4) las citocinas del ambiente.
La diferenciacion fenotipica de una célula ThO lleva a la produccion de citocinas particulares de
cada fenotipo, la adquisicion de un compromiso hacia dicho perfil, la supresion en la produccion de

citocinas opuestas al fenotipo expresado y por ultimo, la estabilizacion y potenciacion del fenotipo
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efector. La tabla 2 muestra las principales caracteristicas de cada fenotipo efector de células T
CD4', mientras que en la tabla 3 se resumen las principales caracteristicas de las citocinas

caracteristicas de cada tipo de respuesta de células T CD4" [34, 35].

Tabla 2. Caracteristicas de los fenotipos efectores de las células T CD4"[34, 35].
Fenotipo Moléculas Citocinas Factores de Genes Blanco de accién
inductoras efectoras transcripcion activados
Patégenos
IL-12,IL-18, IFN- infg, Thx21, T- | intracelulares,
Thi I, IFN-y, DLL1,4, | IL-12 e IFN-y S;:? 1::1} ’ 48113;3’ bet, il12b2, especialmente en
ICAM-1, LFA-1. ’ Runx3 macrofagos.
Células neoplasicas
Aumenta produccion de
IL-4, IL-6, IL-10, IL-4, IL-5, STAT6, Gata-3, il5, ill13, il4, anticuerpos.
Th2 IL-11, Jagged 1,2, 1L-9, IL-10, L .
c-MAF gata-3 Parasitos.
ICOS. IL-13 i
Respuesta alérgica.
Inflamacion tisular,
IL-17, IL- activacion de
Th17 IL-6, IL-21, TGF-B | 17F, IL-6, IL- STAT3, RORyt RORyt neutrofilos (epitelio
22, TNF-a intestinal y pulmon).
Bacteria extracelulares.
Regulacién de la
Treg IL-10, TGF-B | IL-10, TGF-B Foxp3 Foxp3 actividad de la
respuesta iInmune
adquirida.

Los factores maestros de transcripcion Gata-3 y T-bet son antagonistas mutuos, los cuales al
expresarse modifican la estructura de la cromatina, con lo cual una célula activada estabiliza el
fenotipo adquirido e inhiben el desarrollo de un fenotipo alterno. En el caso de Gata-3 la
reorganizacion de la cromatina permite la transcripcion de los genes localizados en el locus Th2
(114, il5 e il13), ademas de la induccién de la polarizacién de la respuesta inmune debido a la
presencia de las citocinas mencionadas en la tabla 2, existen vias de induccion independiente de IL-
12 e IL-4. Este mecanismo utiliza los ligandos de Notch, de los cuales, los ligandos de Notch 3
(Delta-like (DLL) 1 y 4) generan una respuesta Thl, y los ligandos de Notch 1 y 2 (Jagged 1y 2),
inducen una respuesta Th2 [34, 35].

Ademas de los ligandos de Notch, las citocinas presentes durante la activacion inicial de los
linfocitos ThO, determinan la subpoblacion a la que habran de diferenciarse. En el caso de las Thl,
estas citocinas son el IFNy y la IL-12, con alguna participacion de la IL-18 ; para los linfocitos Th2,
la principal citocina es la IL-4 misma, con alguna participacion de la IL-33; para las células Th17,

las citocinas esenciales son IL-6 y TGFf en un inicio, seguidas de IL-23 y finalmente con la
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participacion de IL-1. Las funciones de estas células son: la defensa contra bacterias intracelulares y

virus para las Th1, defensa contra helmintos para las Th2, mientras que las Th17 son indispensables

para la defensa contra bacterias extracelulares y algunas levaduras. Estas mismas subpoblaciones

pueden participar como mediadores de dafio inmunologico en algunos procesos patologicos, de las

cuales, por su importancia en la infeccion por RSV, destacamos aqui las Th2, que también son las

principales responsables de procesos de tipo asmatico [34, 35].

Tabla 3. Caracteristicas y funcién de las citocinas tipo Th1, Th2 y Th17.
Citocina Fuente celular Efectos principales
IL-1 Macrofagos, queratinocitos, células Efectos proinflamatorios, pir6geno, induce secrecion de
endoteliales. TNF.
Linfocitos Th2, NKT, mastocitos, Act1vamqn de llr}fog}tos B, cambio de isotipo 'h’ama IgE
\ . e IgG1, diferenciacion de ThO aTh2, maduracion de
IL-4 basofilos, eosinéfilos, natural helper \
cells células cebadas.
’ Antagonista IL-12.
Linfocitos Th2, células cebadas, Diferenciacion de eosinofilos y basofilos.
IL-5 D . . .
eosinoéfilos. Factor de crecimiento de linfocitos B.
IL-6 Macrofagos, linfocitos T, estroma del | Proliferacion de células plasmaticas y linfocitos B.
timo, médula désea y endotelio. Mielopoyesis.
Linfocitos Th2, eosindfilos, células Prohfer.a}cmn d.e celglas cebadas, erlt.rf)poyesm,
IL-9 expansion de linfocitos B1, maduracion de
cebadas. e
megacarliocitos.
Inhibicion funcional de linfocitos Th1 y macrofagos.
Monocitos, linfocitos T, Treg, Proliferacion de linfocitos B, maduracion de células
IL-10 linfocitos B, células dendriticas, cebadas.
queratinocitos Cambio a isotipo IgA y anergia de linfocitos T (junto
con TGF-p).
L-12 Células dendriticas, macréfagos, Maduracion de NK, diferenciacion de ThO a Thl,
linfocitos Thl. antagonista de IL-4.

IL-13 Linfocitos Th2. Similar a IL-4, induce fibrosis. El receptor 2 es
antagonista.

IL-17A y F Linfocitos Th17. Promﬂgmatono (_ﬁb'roblastos, I'na'crofa‘gos, celula’s
endoteliales y epiteliales) y quimiotaxis de neutrofilos.
. , + . . .

L1 Linfocitos T activados. Activa NK y células T CD8", cambio de isotipo IgG2b
e IgGl.

IL-22 Linfocitos Th17, NK y B. Induce proteinas de fase aguda en higado y pancreas,
proinflamatorio (fibroblastos, macréfagos, células
endoteliales y epiteliales) y quimiotaxis de neutrofilos.

Células dendriticas plasmacitoides, Antiproliferativo, pirdgeno, apoptosis, inflamacion,

INF-a , L S,

macrofagos. antiviral, induccién de INF-y.
INF- Fibroblastos, macrofagos, Similar a INF-a
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Tabla 3. Caracteristicas y funcién de las citocinas tipo Th1, Th2 y Th17.

Citocina Fuente celular Efectos principales
INF- Linfocitos Th1, linfocitos CD8", NK, | Activacién de macréfagos, antiviral, induce expresion
v linfocitos B. de MHCI, MHCII, IL-12b2, cambio de isotipo a IgG2a.
TNF Macréfagos, linfocitos Thl, Th17, B Apoptosis, inflamacion, aumento de la adhesividad del

endotelio, organizador del tejido linfoide.

-Imunoregulacion en la respuesta al RSV.

La infeccion del epitelio respiratorio por el RSV genera una cascada de sefiales mediadas por NF-
kB promoviendo la expresion de los siguientes factores: CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5, CCLI11,
CXCL2, CX3CL1, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-12p40, IL-13, y TNF. Los patrones de respuesta
a este virus cambian dependiendo de la edad, el sistema inmune del neonato suele producir una
respuesta del tipo Th2 ante el RSV. La proteina G viral inhibe la expresion temprana de CCL2,
CCL3, CCL4, y CXCL2, ademas de bloquear o inhibir al IFN-B. Esto también se puede deber a la
incapacidad de las DC de favorecer una respuesta Thl. La expresion CCL2, CCL3, e IL-10
asociada a las proteinas virales G y SH se relacionan con una disminucion en la respuesta tipo Thl

[12, 14, 36].

La inmunidad generada por la infeccion por el RSV es pobre y de corta duracion. Lo cual se asocia
con el padecer reinfecciones frecuentes a lo largo de la infancia y con una respuesta Th2 en la via
aérea de larga duracion. Lo anterior tiene dos posibles mecanismos responsables no excluyentes: 1)
inactivacion funcional de las células CD8" por el RSV, y 2) la infeccion de las DC (derivadas de
monocitos) por el RSV inhibe su proliferacion y la induccion de la funcion efectora de las células T
virgenes. Se ha propuesto que la inhibicién de células T por DCs infectadas por el RSV de debe a

una interferencia de la sinapsis inmune [1, 3, 4, 37].

En modelos experimentales in vivo, la infeccion por el RSV aumenta la expresion de los genes
MUCS5AC y Gob35, asi como el numero de eosindfilos pulmonares después del dia 9 p.i. (esto se
encuentra asociado con los niveles de IL-13). La disminucién en el nimero de neutrofilos y
macrofagos se presenta desde el dia 6 p.i. Estas observaciones son consistentes con las

caracteristicas clinicas observadas en nifios que sufre de bronquiolitis por RSV [15].

Las CPA participan en la iniciacién y modulacion de las respuestas inmunes innata y adaptativa a

patdgenos. Durante la infeccion por el RSV, las células dendriticas (DC) son las principales CPA,
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las cuales también incluyen a los macréfagos/monocitos y los linfocitos B. Las DC son una
poblacion celular heterogénea que puede dividirse en dos grandes subtipos: las células mieloides o
convencionales (¢cDC) que son CD11c™#"/CD11b™" y las células plasmacitoides (pDC) que son
CD11c¢Y/mPCPAAL" 0 CD11¢/CD123" 0 CD11c*/B220" 0 CCPA11¢/120G8". Las c¢CD se han
relacionado con dirigir la respuesta pro-alérgica, mientras que las pDC son la principal fuente de
produccion de IFN-I y bloquean el ambiente inmunolégico pulmonar contra la respuesta Th2 [1, 4,

15, 38].

Después de la deteccion, captura y degradacion del RSV, las DC responden secretando IFN-I,
quimiocinas y citocinas pro-inflamatorias, e induce la expresion de moléculas coestimuladoras y
receptores celulares (MHC-I, MHC-II, CD36, CD40, CD80, CD83, CD86). Después de su
activacion, las DC migran hacia el tejido linfoide, donde funcionan como CPA, siendo el puente
entre la inmunidad innata y la adaptativa. La infeccion por el RSV aumenta la expresion de CD40,

CD80 y CD86 en pDC [15, 26, 36, 39].

En experimentos in vivo en ratones infectados con RSV, el aumento en el numero de células pDC
resulta en proteccion durante la infeccién por el RSV. Cuando se eliminan las pDC, la infeccion
favorece una respuesta inmune tipo Th2 . Para que la respuesta inmune contra el RSV sea antiviral
se ha sugerido que es necesaria la activacion de la proteina MyD88. En ratones “knockout” para esta
proteina adaptadora infectados por este virus se observaron 3 eventos: 1) las DCs fueron incapaces
de producir una respuesta tipo Thl (IL-12 y la sefial “delta-like4”’) e incrementaron la Th2 (IL-4,
IL-5, IL-13), 2) las células CD4" Ag-especificas no pudieron inducir niveles 6ptimos de IFN-y, y 3)
la transferencia de DCs de ratones con la proteina adaptadora a los “knockout” reconstituia la
respuesta tipo Thl, mientras que viceversa la respuesta inmune se dirigia hacia el tipo Th2. Sin

embargo los ratones utilizados en este estudio, su fondo genético era C6 [15].

De acuerdo con los hallazgos anteriores, las ¢cDC infectadas por RSV producen IL-12, lo que
favorece la produccion de IFN-y por células T y NK, las pDC producen preferentemente IFN-I, lo
cual dirige la diferenciacion de las NK y células T hacia un fenotipo citotéxico. En modelos in vivo
la expansion de ambos subtipos celulares disminuy6 la respuesta Th2 y aumentoé la respuesta tipo
Thl. Cuando se realizo deplecion de pDC con expansion de cDC, se observd aumento de la
respuesta tipo Th2 con inflamacién e hiperreactividad de la via aérea, ademas de disminucion de la

depuracion viral [4, 7, 14].
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El RSV interfiere con la funcién de las DC y los macréfagos. Esto se apoya en la siguiente
informacion: 1) la infeccidn, por el RSV, de monocitos/macrofagos y DC disminuye la produccion
de IFN-I en comparacion con el hWMPV (Paramyxovirus que carece de las proteinas virales NS1 y
NS2), 2) la infeccion por RSV disminuye la maduraciéon de pDC, 3) comparado con los virus
influenza y parainfluenza, el RSV produce un perfil de citocinas sesgado hacia el tipo Th2 (bajos
niveles de IL-12, con mayores niveles de IL-10, IL-11 y prostaglandina E2), 4) las ¢cDC infectadas
por el RSV disminuyen su capacidad de activar células T CD4", 5) posterior a la infeccién por este

virus, el nuimero de DC persiste hasta 8§ semanas después de la resolucion [7].

-Inmunopatologia asociada al RSV

La respuesta del sistema inmune en neonatos ante un reto con RSV tiene un sesgo hacia el tipo Th2.
Las células mononucleares periféricas obtenidas de nifios con bronquiolitis por RSV producen IL-4
(tipo Th2) al ser retadas ex vivo con el RSV. Este mismo ensayo con células de nifios entre 7-8 afios
de edad con historia de enfermedad respiratoria inducida por el RSV produjo el mismo patrén de
citocinas después de un reto con RSV. Este modelo ha sido reproducido en ratones BALB/c, que
después de una reinfeccion por RSV a las 12 semanas de vida presentan importante pérdida de peso
y una respuesta inmune tipo Th2 con eosinofilia pulmonar, lo que sugiere que esta es una respuesta

de larga duracion, ineficaz para la depuracion viral y que aumenta el riesgo de padecer asma [2].

Entre 1966 y 1967, poco después de que el RSV fuera descubierto se generd la primera vacuna
contra este virus. Esta vacuna conocida como FI-RSV se desarroll6 en cultivos de células de rifién
de mono y el virus se inactivo con formalina. La FI-RSV se aplico en nifios entre 2 meses y 9 afios
de edad, inyectado la vacuna intramuscularmente en 2 a 3 dosis separadas en intervalos de 1 a 3
meses. Nueve meses después de iniciado el estudio se detectd que 80% de los niflos vacunados
requirieron hospitalizacion por enfermedad respiratoria grave, en comparacion con el 5% de los
nifios con la vacuna control contra parainfluenza que requirieron hospitalizacion. Dos de 141 nifios
vacunados con FI-RSV fallecieron. Las caracteristicas clinicas de los niflos con enfermedad
potenciada por la FI-RSV fueron rinitis, neumonia, bronquiolitis, bronquitis. Los ensayos clinicos
de esta vacuna fueron llevados a cabo sin pruebas previas en animales. Los autores concluyeron que
la vacuna no solo fall6 en ofrecer proteccion contra el virus, sino que ademas indujo una respuesta
inmune alterada y exagerada. Esta reaccion se le conoce como enfermedad potenciada por la vacuna
FI-RSV. La enfermedad potenciada por la vacuna FI-RSV también se ha presentado in vivo en
animales de laboratorio (ratones BALB/c, ratones cola de algodéon, monos rhesus, terneras,

macacos) utilizando formulaciones de proteinas recombinantes contra el RSV [2, 20, 36, 40].
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Hasta la fecha no existe una explicacion ampliamente aceptada y convincente del sustrato
fisopatologécio de la enfermedad inducida por la vacuna FI-RSV. A posteriori, una primera
hipotesis sugiere que la via Th2 es parcialmente responsable por el desarrollo de dicha
complicacidn, asi como de sibilancias y asma después de la infeccion por el RSV. Sin embargo los
nifios con bronquiolitis hipdxica severa aparentemente tenian una respuesta Th1/Th2 balanceada
después de la infeccion. Una segunda hipdtesis para lo ocurrido sugiere una sobreproduccion de
citocinas como responsable de la enfermedad respiratoria severa. Inicialmente se pensé que la
inmunopatologia pulmonar por este virus se debia inicamente a la respuesta tipo Th2. Sin embargo

se ha observado que esta alteracion también se debe a una respuesta Th1 excesiva [20, 36].

Los hallazgos de la enfermedad inducida por la vacuna se han reproducido en modelos in vivo. En
ratones BALB/c las células T CD4  son necesarias pero insuficientes para generar la
inmunopatologia de la enfermedad por FI-RSV. Esta patologia se caracteriza por un incremento de
IL-5, IL-10, IL-13 con disminucion de la expresion de IL-12. Este mismo modelo se ha reproducido
en Macacus rhesus, en los que la FI-RSV genera IL-5, IL-13, eosinofilia pulmonar e incluso muerte

12 dias después del reto con RSV [36].

En infecciones por bacterias Gram negativas (las cuales utilizan el mismo TLR4 que el RSV) se ha
demostrado que la estimulacion del TLR4 juega un papel importante en la patogénesis de la sepsis
bacteriana. Las citocinas inflamatorias que participan en este proceso también se han relacionado
con el desarrollo de enfermedades con un gran componente alérgico asma o enfermedad pulmonar
cronica. Las manifestaciones alérgicas de la via aérea incluyen: infiltracion eosinofilica, fuga
microvascular y oclusion del lumen bronquiolar. Estas manifestaciones son muy similares a las
observadas en la enfermedad pulmonar potenciada por la vacuna FI-RSV o por la reinfeccion en
pacientes prematuros. La activacion del complejo CD14/MD-2/TLR4 resulta en la liberacion de

mediadores inflamatorios relacionados con los eventos antes mencionados [33, 41-43].

Dentro del contexto de la infeccion por el RSV las CPA son importantes para el reconocimiento y
activacion de la inmunidad innata, para la activacion adecuada de la inmunidad adaptativa, asi
como para los eventos que generan la inmunopatologia pulmonar. Estas células son las principales
células presentadoras de antigeno durante la infeccion por el RSV y modulan el balance de la
respuesta Th1/Th2. La via de los TLR, especialmente la de los TLR3, 4, 7 y 8 es muy importante
para que se lleve acabo la activacion de las CPA y la posterior producciéon de citocinas pro-

inflamatorias y antivirales. El estudio de la participacion de estos receptores es importante en el
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entendimiento de la patogénesis de la enfermedad pulmonar asociada al RSV. El bloqueo de la
activacion del complejo del TLR pudiera disminuir la liberacion de citocinas inflamatorias
relacionadas con la respuesta Thl y Th2 y por lo tanto disminuir la inmunopatologia respiratoria
asociada al RSV. Aunque se ha aceptado como consenso general que la enfermedad potenciada por
la FI-RSV y la enfermedad respiratoria grave por RSV se deben a un balance predominantemente

Th2, la respuesta Th1 excesiva también es una explicacion para estos eventos.

El estudio de los mecanismos que regulan el balance de la respuesta Th1/Th2 ante la infeccion por
el RSV debe de tener como objetivo la identificacion de posibles blancos terapéuticos. Entender
dichos mecanismos inmunes y asi tener la posibilidad para modificarlos es de gran relevancia en
una infeccidon que hasta la fecha no cuenta una vacuna efectiva y segura, ni con tratamiento antiviral

especifico o efectivo.
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JUSTIFICACION.

El RSV es el agente etiologico mas importante en infecciones agudas del tracto respiratorio
superior e inferior en <5 afios y en >65 afios de edad.

Durante la infancia, las reinfecciones por RSV son frecuentes y la respuesta inmune adaptativa
eficaz parece no desarrollarse hasta edades mayores.

Los nifios con historia de prematurez, cardiopatias, neumopatias, sindrome de Down y aquellos
nacidos durante el periodo otofio-invierno, tienen mayor riesgo de infeccion grave, para la
cual no existe profilaxis costo-efectiva accesible, ni terapéutica antiviral especifica.

En ciertos individuos con mayor riesgo de inmunopatologia por RSV, la activacion de linfocitos
T conduce predominantemente a la via Th2

Se desconoce el mecanismo por el cual la interaccion huésped-RSV modifica el balance de la
respuesta Th1/Th2.

En la infeccion por RSV, la respuesta tipo Th2 en pulmén se asocia con un mayor riesgo
subsecuente para desarrollar asma.

Aparentemente en la infeccion por RSV, el adaptador MyD88, participa en la sefializacion de la
respuesta hacia el tipo Thl. Sin embargo, no se ha estudiado de manera independiente la
participacion del adaptador Trif.

Los hallazgos sobre el papel del TLR4 y MyD88 en la respuesta inmune contra RSV se
realizaron antes de saber que el TLR4 también utiliza a Trif, y que esto ocurre cuando el
TLR4 se localiza en endosomas.

La diferenciacion de linfocitos T hacia Thl o Th2 u otras subpoblaciones depende de la
activacion diferencial de las CPA, lo cual depende, al menos en parte, de la sefalizacion a

través de sus TLR durante la captacion inicial de los patégenos (en este caso, RSV).

PREGUNTA DE INVESTIGACION.

(En la infeccion de células presentadoras de antigenos por el RSV el balance de la respuesta tipo

Thl o Th2 depende de MyD88 o de Trif?

HIPOTESIS.

La sefalizacion por MyD88 durante la infeccion en CPA por el RSV induce la polarizacion de la

respuesta inmune hacia el tipo Th2, y la sefializacion por Trif hacia Thl.
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OBJETIVO PRINCIPAL.

Examinar en forma independiente el papel de los adaptadores MyD88 y Trif en respuesta a la

infeccion por RSV a través de los TLR en la induccién de respuestas tipos Thl o Th2 en

macrofagos J774A.1 como modelo de CPA.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Evaluar el balance de citocinas inductoras de respuestas tipos Th1/Th2 en células infectadas
con RSV.

Comparar el balance de citocinas inductoras de respuestas tipos Th1/Th2 inducidos por RSV
con estimulos convencionales a través de TLR

Determinar el perfil de citocinas tipos Th1/Th2 en ausencia selectiva de MyD88 y Trif en

células infectadas con RSV.

RESULTADOS ESPERADOS.

Mediante este estudio se determinara lo siguiente:

1.

Expresion del mRNA de MyD88 y Trif ante los diferentes tipos de estimulos de
maduracion.

Inhibir mediante siRNA la expresion de MyD88 y Trif.

Analizar el efecto de la inhibicion selectiva de MyD88 y Trif sobre el perfil de citocinas

intracelulares ante los diferentes estimulos de maduracion.

LIMITACIONES.

Las limitaciones del estudio son las siguientes:

1.
2.

Es un estudio in vitro en un modelo experimental y en una sola linea celular.

Por lo cual los resultados obtenidos no son necesariamente un reflejo de lo que ocurre in vivo
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MATERIALES Y METODOS.

Ensayos virales: Se utilizo el virus RSV-A cepa Long, la cual fue expandida en una ocasioén en
células Hep2, cultivadas en DMEM con L-glutamina 2mM, suero fetal bovino (SFB) 10% y 10
ug/ml ciprofloxacina. El ensayo de placa se realizo cajas de 6 pozos a una concentracion de células
Hep2 de 2.5 x 10° células/ml, incubandose 24 horas a 37°C con 5% de CO,. El in6culo utilizando
diluciones seriadas (logio), se incubo durante dos horas, con agitaciones manuales cada 15 minutos,
posteriormente se lava dos veces las células con PBS/PS/BA y se anadio DMEM 2X con agar 2%,
SFB 1%, ciprofloxacino, NaHCO; 5%, y DEAE-Dextran 1%. Las placas fueron incubadas a 37°C
con 5% CO; durante 7 dias. Las células se fijaron con formalina 3.7% (1 ml/pozo) y se tifieron con
cristal violeta al 1% (500 microlitros/pozo). Contamos el niimero de placas y se calcula con una

regresion lineal el titulo del stock viral.

Macroéfagos a utilizar para los experimentos: La linea celular J774A.1, la cual deriva de
monocitos murinos, obtenido de liquido de ascitis de ratones Balb/c hembras con sarcoma reticular
[44]. Esta se cultivaron en medio Advanced DMEM suplementado con L-glutamina 2mM SFB
10% vy ciprofloxacio 10 ug/ml ciprofloxacina. La activacion/maduracion de los macrdéfagos se
realizd con lipopolisacarido (LPS) y é4cido poli-inosinico:policitidilico (Poli:C) durante 48 horas.
Previo lavado de la monocoapa con la PBS/PS/BA, la union e internalizacion de RSV se realiz6 a
una MOI de 0.3) y 1.5, con agitacion manual cada 15 minutos durante dos horas. Posteriormente se
retird el indculo se lavo en dos ocasiones con PBS/PS/BA y se agregd medio de cultivo. Luego de

48 horas se obtuvieron proteinas y RNA.

Extraccion y purificacion de RNA: La extraccion y purificacion del RNA se realiz6 mediante el
método de TRIZOL segun las indicaciones del fabricante. E1 RNA extraido se resuspendi6 en 50 pl
de A,O-DEPC, se hicieron alicuotas de 10 pul y se almaceno a -70°C. Para la deteccion de MyD88 y
Trif se sintetizO cDNA con oligo(d)T con el estuche de MML-V de Promega (siguiendo las

indicaciones del manofacturante).

Deteccion viral: La deteccion viral se realizé mediante RT-PCR en un solo paso (KIT Access RT-
PCR System de Promega) utilizando los oligos: RSV-LCs -
TCTTCATCACCATACTTTTCTGTTA- (gen L, posicion 12647-12623) y RSV-LCas 5'-
GCCAAAAAATTGTTTCCACAATA-3" (gen L, posicion 12478-12500), con el siguiente
programa de termociclado: 50°C/30 min., 94°C/2 min., 45 ciclos de 94°C/20 seg., 55°C/20 seg.,
68°C/30 seg, y extension final 68°C/7 min.
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Deteccion de MyD88 y Trif: Para la deteccion de los mensajeros de MyD88 y Trif mediante PCR
y qRT-PCR. Para la PCR de MyD88 se utilizaron los siguientes oligos: MyD88 mouse.F: 5-
TCGAGTTTGTGCAGGAGAG-3 y MyD88 mouse.R (100 bp): 5-
CTTGGTGCAAGGGTTGGTAT-3 (exones 4 y 5), con el siguiente programa de termociclado:
utilizando una temperatura de alinamiento de 56°C durante 30 ciclos y con extension final de
72°C/7 minutos. Para la deteccion de Trif (Ticam1) mediante PCR se utilizaron los siguientes oligos
(200 bp): Ticam_F: 5-CAGCTCAAGACCCCTACAGC-3 y Ticam_R: 5-
AAGGCACCTAGAATGCCAAA-3 (exones 1 y 2), con el siguiente programa de termocilcado:
utilizando una temperatura de alineamiento de 57°C durante 30 ciclos y con extension final de
72°C/7 minutos. Los productos de PCR se resolvieron en gel de agarosa al 1.5% y se tifio con
bromuro de etidio. Para la cuantificacion del amplicon de MyD88 y Trif se utilizo el kit
TagMan®RNA-to-C1'™ 1-Step Kit de Applied Biosystems para qRT-PCR. Utilizando los mismos
primers descritos anteriormente 'y con sondas tipo Taqman para Trif (5'-/56-
FAM/CGCCCTCCA/ZEN/GCATCTTTGCAG/31ABKFQ/-3") 'y para  MyD88  (5'-/56-
FAM/CCAGGTGTC/ZEN/CAACAGAAGCGACT/3IABKFQ/-3"). El programa de termociclado
(Applied Biosystem 79000HT Fast Real-Time PCR System) fue el siguiente: 50°C/2 minutos,
95°C/10 minutos, un ciclo de 40 repeticiones (95°C/15 segundos, 60°C/l minuto), extension de

95°C/15 segundos.

Determinacion perfil produccion de citocinas: Se realizo el analisis de la expresion de
mensajeros de citocinas utilizando el mismo estuche de qRT-PCR y programa de termociclados
utilizados para el caso de MyD88 y Trif. Los sistemas TagMan empleados fueron proporcionados
por Applied Biosystem. Las sondas utilizadas fueron las siguientes: IL-2 (Mm00434256 ml), L-4
(Mm00445254 ml1), IL-6  (MmO0044640 ml), IL-10 (MmO00434616 ml), IL12b
(MmO00434170_m1) INF-y (MmO008-1778 ml), TGF-f (Mm00441724 ml).

Silenciamiento de MyD88 y Trif mediante transfeccion transitoria de macréfagos J774 A.1: El
silenciamiento se realizo utilizando siRNA de doble cadena complementario al mRNA de MyDS88 y
Trif, los cuales fueron obtenido de Thermo Scientific con los productos sSiGENOME siRNA-Mouse
TRAM (D-042495) y siGENOME siRNA-Mouse MyD88 (D-063057 . Los métodos de transfeccion
utilizados (utilizando las indicaciones sugeridas por los manofacturantes) fueron: siPort, Fuegene
HD, Lipofectamine LTX, asi como nucleofecciéon con Amaxa Nucleofactor II Deviced el cual
utilizo  con el siguiente kit: Mouse Dendritic Cell Nucleofector Kit (Amaxa) (programa

recomendado por el manofacturante T-020). Para comprobar la eficiencia de la transfeccion se
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realizo PCR punto final (kit) y qRT-PCR (1-Step qRT-PCR Apply Biosistem) con técnicas

habituales.
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RESULTADOS.

En este trabajo se utilizo el virus RSV-A cepa Long, la cual se expandid y propago en células Hep2.
Durante el proceso de expansion observamos que desde las primeras 24 horas post-infeccion ya era
visible el efecto citopatico causado por el virus (figura 1B), para el 5° dia post-infeccion la
formacion de sincicios era evidente y se empezaba a observar desprendimiento de la monocapa
celular. En el 7° dia, aproximadamente el 80% de la monocapa celular se desprendio y la apariencia

del sobrenadante era turbio.

Figura 1.Fotografia 10X de células Vero. A) células sin infeccion, B) células al 5° dia post-infeccion, se observa la formacion de

sincicios, visualizacion de nucleos, presencia de células multinulceadas y ruptura/desprendimiento de la monocapa celular.

Para realizar los experimentos de infeccion en de la linea monocito/macrofago empleamos la linea
celular J774A.1. Antes del desarrollo de la tesis no se habia reportado el uso de esta linea celular

como modelo experimental para el estudio in vitro de la infeccion por el RSV.

Estas células al ser estimuladas por ligandos agonistas de TLR3 y TRLR4 (LPS y Poli I:C
respectivamente) mostraron granulacion difusa en el citoplasma, desarrollo de protusiones de la
membrana y adquisicion de morfologia en forma de huso, estos cambios son indicativos de la
activacion de los monocitos/macrofagos (figura 2B y C). La infeccion por el RSV genero los
mismos cambios (figura 2D y 3) que los arriba mencionados. Adicionalmente observamos la
aparicion de vesiculas electrolticidas de localizacion periférica (flechas negras en la figura 3A y B).
No podemos asegurar que estas vesiculas son especificas de la infeccion, sin embargos no fueron
observadas durante la estimulacion con LPS y Poli I:C. La infeccion generé mayor desprendimiento
de la monocapa celular (efecto observado desde las 24 horas post-infeccion) que la aplicacion del

LPS y Poli I:C.
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Figura 2. Fotografia 20X de células J774A1 48 h post-estimulacion. A) células sin estimulo, B), células estimuladas con 10ng/ml de
LPS, c) células estimuladas con 25 mcg/ml de Poli I:C , D) células infectadas con RSV (MOI 0.03).

Figura 3. Ampliacion de células infectadas con el RSV, flechas indican localizacion de vesiculas.

Para corroborar los hallazgos observados en el cultivo celular se realizo RT-PCR para la deteccion
del genoma viral (gene L). Infectamos macrofagos a una MOI de 0.3, 1.5 y 0.3, 48 horas después se
extrajo el RNA. En la figura 4 se muestra el producto de la amplificacion del gene L del RSV
utilizando tres dosis de infeccion. Después de analizar el resultado decidimos trabajar con la MOI

0.3.

Figura 4. RT-PCR para la deteccion del RSV en células J774 A.1 infectadas a MOI de 0.3 (carril 2), 1.5 (carril 3) y 3 carril 4).
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Como se puede ver en la figura 5 la utilizacion de LPS y Poli I:C no gener6 un producto de PCR de
las mismas caracteristicas del obtenido por la infecciéon por RSV. Por lo tanto podemos decir que
esta PCR para la deteccion del virus es especifica, y por lo cual se utilizd6 como evidencia de

infeccion.

Figura 5. RT-PCR para la deteccion del RSV en células J774 A.1 estimuladas con LPS, Poli I:C e infectadas con RSV (tamafio
esperado esperado 125 bp) .

Para determinar la expresion y niveles de mensajeros MyD88 y Trif, se disefiaron oligonucleotidos
y sondas Tagman para amplificar una region del transcrito de MyD88 de 100 bp (entre exones 4-5)
y Trif de 200 bp (entre exones 1-2). En la figura 6A y 6B mostramos los resultados de la
amplificacion por RT-PCR punto final de los mensajeros de Trif y MyD88, donde se observa que la
infeccion por RSV increment6 la expresion del mensajero de Trif con respecto al control (figura
6A). Sin embargo esta induccidon no fue de la misma magnitud de la generada por con el Poli I:C.
En estas condiciones la incubacion de LPS no generd la induccién de Trif. La infeccion por RSV no

indujo un incremento del mensajero de MyDS§8.

RSV LPS pc on

Figura 6. PCR para A) Trif y B) MyD88 (control de carga con GAPHD en paneles inferiores).

Ya que que la RT-PCR de punto final es un método no cuantitativo y que las diferencias observadas
son pequenas, decidimos analizar la expresion de los mRNA de Trif y MyD88 mediante qRT-PCR
(figura 7). Mediante qRT-PCR observamos que el mayor incremento en la expresion relativa del
mRNA de de Trif ocurrid cuando las células fueron estimuladas con LPS y Poli I:C (4.06 y 3.84
veces respectivamente con respecto al control), mientras el RSV gener6 un aumento marginal en su
expresion (1.37 veces con respecto al control). Para MyD88, la estimulacion con LPS y Poli I:C
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generaron los mayores niveles de expresion del mensajero (3.81 y 4.05 veces respectivamente, en
relacion al control), la infeccion por RSV incrementa 2.38 veces la expresion de MyD88 con

respecto al control.

Expresion MyD88 & Trif
.50
4.06 4.05
4.00 3.81 3-8
3.50
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2.0 238
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1.50 137
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0.50
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RSV LPS Poly I:C

W Tt MyDS8

Figura 7. Expresion relativa del mRNA de Trif y MyD88 ante la infeccion, y estimulacion con LPS y Poli I:C.

La infeccion por el virus incrementd en mayor proporcion los niveles del mRNA de MyD88 que de
Trif, sin embargo los niveles de expresion de ambos mensajero inducidos por el virus son menores
que los generados por sus ligandos clésicos. A pesar de que la magnitud de la induccion de ambas
moléculas fue pequefia en comparaciéon con LPS y Poli I:C, consideramos que esto no significa
necesariamente que los niveles de expresion registrados no activen las cascadas de sefializacion
dependientes de MyD88 y Trif, y por lo tanto la inducciéon de un fenotipo en respuesta a la

infeccion.

Al analizar la expresion de los mensajeros de citocina in vitro, encontramos que en nuestro modelo
la infeccion por RSV induce expresion del mensajero de TGF-B, IL-4 e IL-6 (figura 8). Ni la
infeccion por RSV, ni la estimulacion con LPS o Poli I:C gener¢ la expresion de IL-10 o IL-12 en
macrofagos J774A.1 (las sondas Tagman utilizadas si amplificaron IL-10 e IL-12 en linfocitos T

estimulados con fitohemaglutinina).

De las tres citocinas expresadas en nuestro modelo (grafica 8), la infeccion por RSV es el estimulo
que produce la mayor expresion relativa de IL-6 (4 veces vs el control, 2.79 veces vs LPS y 2.1
veces vs Poli I:C). Tanto para la IL-6 como para TGF-p, el estimulo de Poli I:C result6 en el mayor

incremento relativo de la expresion (19.56 y 5.63 veces respectivamente vs el control). La infeccion
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por RSV generd casi el doble del expresion relativa de IL-6 que las células estimuladas con el LPS
(6.15 veces y 3.12 veces respectivamente vs el control). E1 LPS produjo un incremento marginal de
los niveles del mensajero de TGF-f (1.36 vs control): en cambio, la infeccién por RSV no elevo la
expresion de dicho mensajero. Tomando en cuenta que de las citocinas estudiadas, nuestro modelo
no expresa IL-10 ni IL-12, la infeccién por RSV genera el incremento en la expresion relativa de

IL-4 (citocina tipo Th2) y de IL-6, pero no es asi con TGF-f.
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Figura 8. Expresion relativa del mRNA de citocinas en células infectadas, estimuladas con LPS y con Poli I:C. A) IL-4, B) IL-6 y C)
TGF-p.

Una vez descritas las caracteristicas de nuestro modelo in vitro, decidimos realizar el silenciamiento
de las moléculas adaptadoras MyD88 y Trif utilizando siRNA pequefios de doble cadena. Para lo
cual se comparo la disminucion en los niveles expresion relativa de dichas moléculas posterior al
silenciamiento mediante los siguientes métodos: siPORT NeoFx (Ambion), Lipofectamine LTX
and Plus Reagent (Invitrogen), FUGENE HD (Roche) y nucleofeccion con el dispositivo Amaxa II.
El silenciamiento para los primeros tres métodos se realizo por duplicado, utilizando para cada uno
de los reactivos tres diferentes relaciones con respecto a la cantidad de siRNA utilizado (1:1, 2:1y
1:2), 24 horas después de la transfeccion se cambid el medio de cultivo y un dia después se extrajo

el RNA.

En la figura 9 izquierda se observa el efecto del silenciamiento contra Trif utilizando siPORT. En

las relaciones (reactivo:siRNA) de transfeccion 1:1 y 2:1 (carriles S1-S2 y S3-S4 respectivamente)
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se observan los amplicones de menor intensidad en comparacion con la relacion de transfeccion 1:2
y con el control (carriles S5-S6, CO1-CO2). Para MyD88, la relacion reactivo:siRNA 1:2 de
siPORT asi como los métodos de Lipofectamine LTX y Fugene HD no gener6 disminucion en la
expresion de MyD88 (dato no mostrado). Mediante PCR de punto final no se observé disminucion
en los niveles de expresion de Trif por ninguno de los métodos previamente utilizados (figura 6
derecha muestra siPORT 1:1 y 2:1). En el caso de la nucleofeccion, 24 horas posteriores al
procedimiento se observaba un gran nimero de detritus celulares y escasas células viables en el
cultivo. Tomando en cuenta los resultados obtenidos por PCR en punto final, decidimos utilizar el

método de transfeccion con el reactivo de siPORT NeoFx (relacion reactivo:siRNA de 2:1).

CTl cT2 ST ST2 gr3 sma g7

876

Figura 9. Resultados por duplicado del silenciamiento utilizando siPORT, relacion reactivo:siRNA 1:1, 2:1, 1:2. Izquierda,

silenciamiento contra MyD88. Derecha, silenciamiento contra Trif (control de carga GAPDH).

Ya establecido el método de transfeccion mas eficiente, decidimos realizar la transfeccion y 24
horas después infectar con el RSV. Como controles de estimulo utilizamos paralelamente la
estimulacion con LPS y Poli I:C. Para evaluar el efecto del silenciamiento de MyD88 y Trif durante
la infeccion por el RSV, se realizaron tres experimentos independientes. En las figuras 10-12 se
muestra el experimento 1, en las figuras 13 y 14 se muestra el experimento 2, en el experimento tres

la transfeccion contra MyD88 y Trif no fue exitosa.

En la figura 10 mostramos la expresion relativa de MyD88 en el primer experimento de
silenciamiento y estimulo. En las células no transfectadas la infeccion por RSV incremento en un
69% la expresion de MyD88 en comparacion con las células no infectadas, mientras que el estimulo
con LPS y Poli I:C aumento la expresion relativa de MyD88 9.4 y 22.74 veces respectivamente. En
las células silenciadas se logro disminuir la expresion relativa de MyD88 un 57.39% para las
células infectadas con RSV, y un 97.55% y 97.80% en células estimuladas con LPS y Poli I:C

respectivamente.
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Figura 10. Experimento 1, expresion relativa del mRNA de MyD88 posterior a la silenciamiento y estimulo.

Para este mismo experimento los niveles de expresion relativos de Trif se muestran en la figura 11
En células no transfectadas la infeccion aumentd en un 16% la expresion relativa de Trif con
respecto a las células no infectadas, los estimulos con LPS y Poli I:C incrementan 7.81 y 14.36
veces respectivamente la expresion de Trif. En este experimento la transfeccion de Trif también fue
exitosa, ya que se logré una disminucion del 71.55% en la expresion de Trif en células infectadas,
en el caso de las células estimuladas con LPS y Poli I:C esta reduccion fue del 96.41% y 98.25%

respectivamente en relacion con las células no transfectadas.
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Figura 11. Experimento 1, expresion relativa del mRNA de Trif posterior a la silenciamiento y estimulo.

Con las dos graficas anteriores podemos documentar el éxito de la transfeccion contra MyDS88 y
Trif. En congruencia con la figura 7, podemos establecer que la infeccion por el RSV indujo un
incremento marginal en la expresion de MyD88 y Trif, sin embargo este incremento fue suficiente

para generar un fenotipo o respuesta ante la infeccion (figura 8).
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En la figura 12 mostramos el nivel de expresion del mRNA de citocinas en células transfectadas y
estimuladas. En la infeccion por el RSV (figura 12A), el silenciamiento de MyD88 disminuy¢ la
expresion relativa de IL-4 e IL-6 en un 98.41% y 48.51% respectivamente. En el caso de Trif, su
silenciamiento se redujo un 28.89% la expresion de IL-4 y en un 66.91% los niveles de IL-6 con
respecto a las células infectadas no transfectadas. En este experimento se observé que en la
infeccion por el RSV, la via de MyD88 se relaciona con el aumento de la expresion de IL-4. Para la
IL-6 el silenciamiento por separado de ambas moléculas redujo parcialmente los niveles de
expresion relativa de su mensajero, por lo cual pudiera existir la posibilidad de que IL-6 fuera
estimulada por ambas vias. En el caso de TGF-f, las células infectadas por RSV no incrementan la
expresion de este mensajero y el silenciamiento de MyD88 practicamente no modifica su expresion,
sin embargo el silenciamiento de Trif aumenta su expresion en 2.36 veces con respecto a las células

infectadas y no transfectadas.

Durante la estimulacion con LPS (figura 12B), el silenciamiento de MyD88 disminuy06 la expresion
relativa de IL-4, IL-6 y TGF-B en un 98.23%, 91.88% y 90.85% respectivamente. El silenciamiento
de Trif redujo la expresion de IL-4 en 86.56%, IL-6 en 84.39% y TGF- en 99.12%. En el caso de
la estimulacién con Poli I:C (figura 12C) el efecto del silenciamiento es més dramatico que con
RSV y LPS, ya que la interferencia de MyD88 disminuyo un 99.17% la expresion de IL-4, un
99.85% la expresion de IL-6 y un 99.61% la expresion de TGF-f. El silenciamiento de Trif genera
un efecto muy similar, redujo la expresion de dichos mensajeros un 86.9%, 99.46% y 99.56%

respectivamente.
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Figura 12.. Experimento 1, expresion relativa del mRNA de IL4, IL6 y TGF-B en célula transfectadas contra MyD88 y Trif.

Para el segundo experimento inicamente el silenciamiento de MyD88 fue exitoso (figura 13A), ya
que se logré la reduccion en lo niveles de expresion de dicha moléculas en las células infectada en
un 99.99% con respecto a las no transfectadas, en el caso de las células estimuladas con LPS y Poli
I:C, la disminucion fue del 98.57% y 99.77%. En el caso del silenciamiento contra Trif (figura
13B), unicamente las células infectadas con RSV mostraron una reduccion del 64.49%, mientras

que en las células estimuladas con LPS y Poli :C aumento en la expresion relativa de Trif.
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Figura 13. Experimento 2, expresion relativa de MyD88 y Trif posterior a la silenciamiento y estimulo.
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Para este experimento, la transfeccion con los interferentes de MyD88 en las células infectadas con
el RSV o estimuladas con LPS y Poli I:C lograron una reduccion casi total de la expresion de 1L-4,
IL-6 y TGF-p (figura 14A-C). Sin embargo en las células transfectadas contra Trif e infectadas se
detectd un aumento de IL-4 de 65%, mientras que IL-6 y TGF-p disminuyeron 50.95% y 31.91%

con respecto a las células infectadas pero no transfectadas.
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Figura 14. Experimento 2, expresion relativa del mRNA de IL4, IL6 y TGF-f en célula transfectadas contra MyD88 y Trif.
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DISCUSION.

Antes que se realizara este trabajo de tesis no se habia reportado el uso de la linea celular J774A.1
como modelo de infeccion in vitro en células presentadoras de antigenos por el RSV. Pero
contabamos con el antecedente de que esta linea celular habia sido utilizado en experimentos con el
Newcastle disease virus, el cual también es miembro de la familia Paramyxoviridae [45]. Sin
embargo se ha reportado que estas células tienen una actividad menor de los promotores de citocina

que otros sistemas [45-47].

Durante el desarrollo de esta tesis demostramos tanto por observaciones de los cambios
morfoldgicos como por RT-PCR, que los monocitos/macrofagos J774A.1 son permisivos a la
infeccion por el RSV. Durante la infeccion por el RSV en células J774A.1 logramos observar la
presencia de vesiculas intracelulares electrolucidas adyacente a la membrana celular. Aunque no
podemos asegurar que este sea un evento unico de la infeccion, si es un evento que se visualiza con

mayor notoriedad en células infectadas que en células estimuladas con LPS o Poli I:C.

Ya que documentamos la permisividad de las células a la infeccién por el RSV, analizamos el
efecto de la infeccion en los niveles de expresion relativa del mRNA de MyD88 y Trif. La infeccion
por RSV induce mayor expresion relativa de MyD88 que de Trif. Sin embargo, los niveles de
expresion que se alcanzan con la infeccidon son mucho menores a los que se alcanzan con la
estimulacion con ligandos clasicos de los TLR4 (LPS) y TLR3 (Poli I:C). Esta diferencias en
magnitud entre el virus y los agonistas solubles no es comparable, y tampoco se relaciona con la
capacidad del virus de generar o no una respuesta celular ante la infeccion. Es posible que los
niveles de expresion MyD88 y Trif aunque son bajos, sean suficientes para inducir un fenotipo o
respuesta al virus. Esta respuesta a la infeccion, en nuestro modelo in vitro, se caracterizé por un

incremento relativo del mRNA de IL-4 e IL-6, sin incremento en la expresion TGF-f.

La produccion del mRNA de citocinas en nuestro modelo in vitro es limitado, ya que Gnicamente se
detectamos la expresion de IL-4, IL-6 y TGF-f (utilizando como referencia el estimulo inducido
por el LPS y Poli I:C), y no logramos detectar expresion de IL-10 ni IL-12, inclusive utilizando
dosis 5 y 10 veces mayores de LPS y Poli I:C que las utilizadas para el resto de las citocinas. La
infeccion de monocitos/macrofagos J774A.1 por RSV incrementa la expresion de 1L-4 e IL-6, pero
no de TGF-B. Aunque IL-6, no es propiamente una citocina tipo Th2, si es considerada como un

factor necesario para la diferenciacion fenotipica de ThO a Th2 [34, 35]. Por lo tanto la infeccion
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por RSV en nuestro modelo induce la expresion de mRNA del perfil tipo Th2, mientras que no se

induce un perfil antiinflamatorio o Th3 (TGF-p).

A pesar de que en el modelo utilizado, no se logrd detectar la expresion de IL-10 ni IL-12, existe el
antecedente en la literatura de que en las células J774A.1 se genera una menor produccion de IFN-I
en comparacion con las células RAW264 o macrofagos peritoneales [46]. No seria improbable
considerar el hecho que en los monocitos/macréfagos utilizados presenten modificaciones
epigenéticas que repriman la via tipo Thl, adicionalmente hay que considerar que estas células
provienen del liquido de ascitis de un raton Balb/c con sarcoma reticular con lo cual su respuesta se

encontrara sesgada hacia el tipo Th2 [45-47].

En el macréfago las dos principales vias productoras de INF-I son: MyD88 (via IRF-7 con AP-1) y
Trif (via TAK1 con NF-kB, y la via de IRF-3). Hay que tener en cuenta que de todos los TLR, el
unico que comparte ambas vias es el TLR4, en el cual ocurre primero la via de MyD88 y
posteriormente la de Trif (cuando se genera el endosoma) [28, 29]. En este trabajo, el
silenciamiento de MyD88 disminuye considerablemente la expresion de IL-4 e IL-6 (mientras que

no se modifica la de TGF-p).

El silenciamiento de Trif, no produjo una gran modificacion en la expresion de IL-4. Sin embargo,
en la IL-6 el silenciamiento de Trif y MyD88 logran disminuir su expresion relativa a niveles
similares, lo cual nos hace considerar el hecho que la induccion de la expresion de IL-6 pudiera ser
comun para la via de MyD88 y Trif. Otro hallazgo importante se observé en las células infectadas
con RSV en las cuales al silenciarse Trif, aumentaron los niveles relativos de TGF-f con respecto a
las células infectadas y no transfectadas. Por lo cual, es posible que la via que activa IL-4 pudiera

reprimir o antagonizar la expresion de TGF-§ durante la infeccion por el RSV.

A pesar de que la cascada de sefializacion “rio abajo” de MyD88 y Trif convergen en las moléculas
TRAF6 y TAKI, la activaciéon de ambas moléculas induce una expresion diferencial tanto en
temporalidad, como en el tipo de citocinas inflamatorias expresadas [28]. En este estudio hemos
detectado que la infeccion in vitro en macréfagos J774A.1 por el RSV genera un perfil tipo Th2.

Sin embargo hay que ser cautos en esta aseveracion, debido a las limitaciones de nuestro modelo.

En estudios previos se menciona que la via de MyD88 induce la transcripcion y produccion de IL-6
[34, 48], en nuestro modelo, el silenciamiento de esta molécula adaptadora disminuy6 parcialmente

la expresion de IL-6 (al igual que durante el silenciamiento de Trif) y aboli6 casi por completo la
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expresion de IL-4. Lo que sugiere que durante la infeccion in vitro por el RSV, la induccién de la
expresion de IL-4 es dependiente de MyDS88, la expresion de IL-6 pudiera ser dependiente tanto de
MyD88 como de Trif, y que la expresion de TGF-f durante la infeccion esta siendo antagonizada

por Trif o IL-4.
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CONCLUSIONES.

Primero, el RSV es capaz de infectar in vitro a la linea celular de monocitos/macrofagos J774A.1,

por lo cual se puede considerar como un modelo util para el estudio de la infeccion por este virus.

Segundo, no pudimos verificar nuestra hipotesis dado que las células en las cuales realizamos

nuestro estudio parecen no producir citocinas del tipo Thl.

Tercero, la senalizacion de los TLR en células J774A.1 a través de MyDS88 o a través de Trif induce

distintos patrones de citocinas, donde MyD88 parece favorecer la via Th2

Cuarto, los macrofagos J774A.1 infectados por el RSV expresan el mensajero de IL-4 e IL-6,
mientras que la induccion de TGF-f es minima. Por lo cual EI RSV parece inducir preferentemente

la via Th2 en células J774A.1.

Quinto, en células J774A.1 tanto MyD88 como Trif llevan, en forma independiente a la induccién

de IL-6, lo cual podria explicar la pleiotropia de esta citocina.

Una limitacion de este trabajo es que no se logré demostrar una disminucién en los niveles de
proteina de MyD88 y Trif, lo cual es importante ya que los niveles de expresion del mRNA no
siempre equivale a la concentracion al equilibrio de las proteinas de cuyos genes fueron

silenciados.

Estos resultados preliminares podrian ser utiles para entender la patogenia del RSV y su propension
a desarrollar fenomenos tipo Th2. Lo anterior induce a pensar que un modelo de células
presentadoras de antigenos, como son las células dendriticas derivadas de médula 6sea de raton,
podrian ser un sistema mas adecuado para evaluar la hipdtesis propuesta. Sin embargo hay que
reconocer que la transfeccion de cultivos primarios es mucho mas dificil de lograr que con lineas

celulares establecidas.
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