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Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico
ADNCc: ADN copia

ADNdc: ADN doble cadena

ARN: acido ribonucleico

ARNag: ARN antigenémico
ARNdc: ARN doble cadena
ARNmM: ARN mensajero

BSA: seroalbumina bovina

CC: control sin infectar

CC50: concentracion citotoxica 50
CES50: concentracién efectiva 50
COX-1: Ciclooxigenasa 1

COX-2: Ciclooxigenasa 2

DABCO: 1,4-diazabiciclo octano
DAPI: diclorhidrato de 4',6-diamidino-2 fenilindol
ETO: Etoricoxib

FHA: fiebre hemorragica argentina
GP1y GP2: glicoproteinas 1y 2 de los arenavirus
GL: gotas lipidicas

GPC: complejo glicoproteico

h: hora

HRP: enzima peroxidasa

IC50: concentracion inhibitoria 50
IFN: Interferon

IGR: regiones intergénicas

IS: indice de selectividad

JUNV: virus Junin

L: polimerasa de JUNV

LASV: virus Lassa

LCMV: virus de la Coriomeningitis linfocitica
LUJV: virus Lujo

MACV: virus Machupo



MEM: medio esencial minimo de Eagle

MOI: multiplicidad de infeccién

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio
NFkB: kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NP: nucleoproteina de los arenavirus

NW: New World, Nuevo Mundo

OW: Old World, Viejo Mundo

p.i.: post infeccion

PAMP: patrones moleculares asociados a patégenos
pb: pares de bases

PBS: buffer fosfato salino

PBST: buffer fosfato salino-Tween

PFA: paraformaldehido

PMA: forbol-12-miristato-13-acetato

PRR: receptores de reconocimiento de patrones
PTGS-1: prostaglandina-endoperéxido sintasa 1
PTGS-2: prostaglandina-endoperéxido sintasa 2

RE: reticulo endoplasmatico

RIG-I: retinoicacid-inducible gene |

RNP: ribonucleoproteina

RT-PCR: PCR en tiempo real

SFB: suero fetal bovino

SSP: péptido seial

TfR1: receptor de transferrina 1

TLR: Toll-like receptor

UFP: unidades formadoras de placas

Viperina (VIP): virus inhibitory protein endoplasmic reticulum-associated interferon inducible
WB: western blot

Z: proteina de matriz de JUNV



Resumen




La ciclooxigenasa-2 (COX-2) es una proteina de expresion inducible, clave en la biosintesis
de acido araquidonico y prostaglandinas. Es una enzima relevante dentro de la respuesta
innata y participe de la activacion de vias inflamatorias y anti-apoptéticas. Ademas, diversos
trabajos han demostrado la funcién de esta proteina en distintas infecciones virales.

Por ejemplo, virus como hepatitis C, hepatitis B, dengue y SARS-CoV-2 regulan la expresion
de COX-2. En estos casos, el aumento de expresion contribuiria tanto a la replicacién como
a la patogénesis viral, es decir, presenta una funcién pro-viral. Un Unico trabajo reporto la
regulacion negativa del mensajero de esta enzima por la cepa virulenta del arenavirus
LCMV-WE, mientras que la cepa no virulenta LCMV-Arm si indujo la expresion del
mensajero. Sin embargo, el estudio de COX-2 en la replicacion de los arenavirus no ha sido
abordado hasta el momento. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar si la
infeccion con el arenavirus Junin (JUNV) produce un cambio en la expresion de COX-2 en la
linea celular humana A549. Se determinaron los niveles de ARNm de COX-2 por RT-PCR y
los niveles de expresion de esta proteina por inmunomarcacién. Se encontré que el
mensajero se incrementd en 2.25 veces a las 24 h p.i.,, en comparacion con los cultivos
controles sin infectar. Cuando se estudiaron distintos tiempos de infeccién se observé que a
las 5 h p.i. el nimero de células positivas para COX-2 no fue significativamente mayor a los
valores basales correspondientes al 20%. Sin embargo, a las 48 h p.i. se determiné un
incremento significativo de expresidon del 40% en los cultivos infectados. Ademas, se
observdé que el patron de expresibn de esta enzima en los cultivos infectados fue
principalmente citoplasmatico y puntillado en comparacién con el patron difuso observado al
estimular la expresion de COX-2 con PMA.

Por otra parte, para estudiar la funcion de esta enzima durante el ciclo de replicacion de
JUNV, se utilizé Etoricoxib, un inhibidor selectivo de COX-2. Se determiné que esta droga no
posee actividad virucida sobre JUNV y que la inhibicion selectiva de COX-2 reduce la
produccion viral (UFP/ml) en un 70%. En estas condiciones la viabilidad se mantuvo siempre
por encima del 80%, medida por el método de MTT.

De estos resultados se puede concluir que la infeccion con JUNV induce la expresién de la
enzima celular COX-2 a partir de las 24 h p.i. en los cultivos infectados. Para el mismo lapso
de tiempo la inhibicién de su actividad enzimaética, con Etoricoxib, reduce significativamente
la multiplicacién viral. Esto sugiere que COX-2 tiene una funcién pro-viral, necesaria para el
normal desarrollo del ciclo de multiplicacién de JUNV. Aunque no se determiné la funcién
especifica de COX-2 durante el mismo, se comprobdé que la droga no afecta la estructura del
virién, es decir no tiene actividad virucida. Mas estudios deberan realizarse para determinar
la funcion de esta enzima celular y el significado bioldgico de su expresion durante la

replicaciéon de JUNV y otros arenavirus.
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Cyclooxygenase-2 (COX-2) is an inducible expression protein, key in the biosynthesis of
arachidonic acid and prostaglandins. It is a relevant enzyme within the innate response and
participates in the activation of inflammatory and anti-apoptotic pathways. In addition, various
studies have demonstrated the function of this protein in different viral infections.

For example, viruses such as hepatitis C, hepatitis B, dengue and SARS-CoV-2 regulate
COX-2 expression. In these cases, the increased expression would contribute both to viral
replication and pathogenesis, that is, they have a pro-viral function. A single study reported
the negative regulation of the messenger of this enzyme by the virulent strain of the
arenavirus LCMV-WE, while the non-virulent strain LCMV-Arm did induce the expression of
the messenger. However, the study of COX-2 in arenavirus replication has not been
addressed so far. Therefore, the objective of this work was to determine if infection with the
Junin arenavirus (JUNV) produces a change in the expression of COX-2 in the human cell
line A549. COX-2 mRNA levels were determined by RT-PCR and expression levels of this
protein by immunostaining. It was found that the messenger was increased 2.25 times at 24
h p.i., compared to uninfected control cultures. When different infection times were studied, it
was observed that at 5 h p.i. the number of COX-2 positive cells was not significantly higher
than the basal values corresponding to 20%. However, at 48 h p.i. a significant increase in
expression of 40% was determined in the infected cultures. In addition, it was observed that
the expression pattern of this enzyme in the infected cultures was mainly cytoplasmic and
punctate in comparison with the diffuse pattern observed when stimulating the expression of
COX-2 with PMA.

On the other hand, to study the function of this enzyme during the JUNV replication cycle,
Etoricoxib, a selective COX-2 inhibitor, was used. It was determined that this drug does not
have virucidal activity against JUNV and the selective inhibition of COX-2 reduces viral
production (UFP/mI) by 70%. Under these conditions, the viability was always maintained
above 80%, measured by the MTT method.

From these results it can be concluded that infection with JUNV induces the expression of
the COX-2 cellular enzyme at 24 h p.i. in infected cultures. For the same period of time, the
inhibition of its enzymatic activity, with Etoricoxib, significantly reduces viral multiplication.
This suggests that COX-2 has a pro-viral function, necessary for the normal development of
the JUNV multiplication cycle. Although the specific function of COX-2 was not determined, it
was ruled out that the drug does not affect the structure of the virion, that is, it does not have
virucidal activity. Further studies will need to be performed to determine the function of this
cellular enzyme and the biological significance of its expression during replication of JUNV

and other arenaviruses.
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1.Familia Arenaviridae

1.1. Clasificacion

La familia Arenaviridae comprende una gran diversidad de virus a ARN localizados en
diferentes regiones del mundo. La clasificacion de sus miembros se realiza segun
comparaciones de secuencias codificantes de genomas completos (PASC). Se comparan
secuencias de los genes de la nucleoproteina viral (NP) y de la ARN polimerasa viral (L). Su
identidad debe ser mayor al 40% y 35% respectivamente, para que sean considerados virus
de un mismo género. Por otro lado, caracteristicas adicionales como la arquitectura del
genoma, el rango de huésped, los modos de transmision y/o los sitios de replicacion en la
célula permitieron recientemente establecer dentro de esta familia cuatro géneros:
Antennavirus, Hartmanivirus, Mammarenavirus y Reptarenavirus (Radoshitzky y de la Torre,
2019).

Histéricamente, segun su filogenia, propiedades antigénicas y localizacién geografica se ha
clasificado a los miembros del género Mammarenavirus en dos grupos. El serogrupo del
Viejo Mundo (Old World: OW) o serogrupo Lassa-LCMV presente en Africa; y el serogrupo
del Nuevo Mundo (New World: NW) o serogrupo Tacaribe presente en América.

En la Figura 1 se muestra la distribucidon geografica de los mammarenavirus pertenecientes
al NW, al igual que, el reservorio principal de cada uno. La imagen indica tanto los virus no
patogénicos, como los patogénicos para el hombre. El virus Junin (JUNV, Argentina), virus
Machupo (MACV, Bolivia), virus Chapare (CHAPV, Bolivia), virus Sabia (SABV, Brasil) y
virus Guanarito (GTOV, Venezuela) son los responsables de los sindromes febriles
hemorragicos endémicos de cada uno de los paises mencionados y correspondientes al
clado B (marcado en rojo) (Sarute y Ross, 2017).

Los mammarenavirus patogénicos para el hombre del OW son: virus de la coriomeningitis
linfocitica (LCMV) de distribucion mundial, virus Lassa (LASV), virus Dandenong (DANV) y
virus Lujo (LUJV). El virus LCMV es el Unico virus patogénico no hemorragico (Saito et al.,
2022).

Los virus patogénicos de esta familia son responsables de fiebres hemorragicas que causan
una mortalidad de alrededor del 30% (Gémez et al., 2011). Por este motivo representan un
gran riesgo a la salud publica y son clasificados como agentes patogénicos con prioridad
categoria A segun el Instituto de la Salud de EEUU (Huang et al., 2015).

La mayoria de los mammarenavirus infecta roedores, cuya viremia e infecciones son de
caracteristica persistente y de baja patogenicidad. De esta forma los roedores son los
reservorios naturales y los vectores responsables de las infecciones en humanos.

Solo en el caso del virus Tacaribe los murciélagos actian como reservorio natural, aunque

este virus no es patogénico para humanos.
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Virus Cafion Bear (Neotoma macrotis)

Virus Arroyo Whitewater (Neotoma albigula)

Virus Tamiami (Sigmodon alstoni)

Virus Tacaribe
(Artibeus jamaicensis)

. / / WVirus Guaranito
Virus Ocozocoatla (Zygodontomys brevicauda)
;:Ie Espinosa } Virus Pirital (Sigmodon alstoni)
Peromyscus mexicanus,

Virus Pichinde
(Oryzomys arbigularis)

Virus Allapahuayo
(Oecomys paricola)

Virus Machupo (Calomys callosus)
Virus Latino (Calomys callosus)
Virus Chapare (desconocido)

Virus Parana (Oryzomys angouya)

. _ ) Virus Sabid
VirusJunin (Calomys musculinus) (desconocido)
Virus Oliveros (Neocromys benefactus) Virus Flexal

(Oryzomys sp.)
Virus Amapari
(Neacomys guianae)

Figura 1. Distribucién geografica en América de Arenavirus del Nuevo Mundo.

Mapa de las Américas que muestra la distribucion de los arenavirus patogénicos y no patogénicos del Nuevo Mundo. Los
nombres de los virus y los reservorios de huéspedes mas frecuentes se indica entre paréntesis. En rojo se indica aquellos
virus que generan sindromes febriles hemorragicos endémicos, pertenecientes al clado B (Sarute y Ross, 2017).

1.2. Fiebre Hemorragica Argentina (FHA)

1.2.1. Reservorio y dispersion

Como se menciond anteriormente el virus Junin , descubierto e identificado en el afio 1958,
es el agente etiolégico de la FHA (Greenway et al.,, 1959). JUNV tiene como reservorio
natural principal al roedor Calomys musculinus (familia Muridae, subfamilia Sigmodontinae),
comunmente denominado ratdn maicero. Su habitat abarca las provincias de Buenos Aires,
Coérdoba, Santa Fe y La Pampa. Estas regiones son, en consecuencia, las de mayor

incidencia de la enfermedad (https://cma.sarem.org.ar/es/especie-nativa/calomys-

musculinus).
JUNV genera infecciones persistentes y asintomaticas en su reservorio. La dispersién del

virus entre roedores es a través de orina, heces y/o saliva. También existe contagio directo
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debido a peleas agresivas entre machos adultos. La transmision de madre a hijo, se produce
a través de la leche materna y contribuye al mantenimiento del virus aiin cuando el nimero
de roedores en la poblacion disminuye (Tapia-Ramirez et al., 2022).

La transmisién viral de roedores a humanos es a través de contacto directo, por ejemplo, a
través de mordidas; o por contacto o inhalacion de sus secreciones y excreciones. En la
mayoria de los casos la infeccion en humanos se produce después de incursiones
recreativas o laborales en entornos de habitat natural para los roedores hospederos (Charrel
y de Lamballerie, 2010).

1.2.2. Sintomatologia

La FHA es una enfermedad viral aguda que en primera instancia presenta sintomas
generales como fiebre, dolor de cabeza, debilidad, desgano, dolores articulares, oculares y
pérdida de apetito (Gomez et al., 2011). El virus se replica en el sitio inicial de la infeccion,
gue generalmente son los pulmones. Luego se disemina hacia otros tejidos parenquimales,
evolucionando rapidamente la enfermedad a formas mas graves que se observan a partir
del octavo o noveno dia. Durante la segunda semana de la enfermedad comienza la mejoria
en el 70 a 80% de los enfermos. En el 20-30% restante se presentan sintomas como,
temblores marcados, incoordinacién, ataxia, confusién mental, agitacion, convulsiones, y
manifestaciones neurolégicas severas, hemorragias, shock, coma y muerte

(https://save.org.ar/wp-content/uploads/2022/06/Informe-FHA.pdf).

1.2.3. Prevencion y tratamiento

La FHA puede prevenirse mediante la vacuna Candid #1, que consiste en la administracién
de virus Junin atenuado. Esta vacuna desarrollada en EEUU hace mas de 20 afios por el
CDC y en conjunto con investigadores argentinos, demostré ser inocua, inmunogénica y con
un 95,5% de efectividad (Melcon et al., 2022).

La inmunizacion de la poblaciéon en riesgo con Candid #1 comenz6 a partir de 1991 y desde
entonces se registr6 un notable descenso en los casos informados y asentados. Su
aplicacion es en personas sanas mayores de 15 afios en una sola dosis en areas endémicas
y al menos un mes antes de que se realicen las actividades de riesgo.

Para aquellas personas infectadas el tratamiento efectivo de la FHA consiste en la
administracion de plasma inmune especifico (plasma de pacientes recuperados) en una
dosis de 3.500 Unidades Terapéuticas (UT)/kg de peso y dentro de los primeros 8 dias de la

enfermedad.
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1.3. Virus Junin

1.3.1. Estructura

Los virones son pleomérficos, con un didmetro promedio de 50-300 nm y con envolturas
lipidicas densas. Como se observa en la Figura 2, en la superficie del virion se encuentran
proyecciones de 8 a 10 nm de largo correspondientes a las espiculas. Las mismas estan
conformadas por heterotrimeros de las glicoproteinas virales maduras: Glicoproteina 1
(GP1), Glicoproteina 2 (GP2) y péptido sefial (SSP). Estas glicoproteinas conforman el
complejo glicoproteico (GPC) maduro.

Debajo de la envoltura lipidica se encuentra la proteina viral de matriz Z. En el interior de la
particula se localizan los complejos de ribonucleoproteina (RNP), compuestos por ARN viral
de cadena simple asociado a la NP. A su vez, la RNP esta asociada con la ARN polimerasa
L dependiente de ARN. Estas particulas virales incluyen ribosomas del huésped, que frente
al microscopio electronico dan el aspecto "arenoso”, del que proviene el prefijo “arena” de

esta familia.

Ribosomas
del huésped

50-300 nm

Figura 2. Arenavirus: Estructura y tamafio del virion.
Estructura general de la particula de arenavirus. Las glicoproteinas virales maduras GP1 y GP2 (azul claro y azul oscuro
respectivamente) estan incorporados en la envoltura viral (en rojo), junto con el péptido sefial SSP (rosa) y debajo la
proteina de matriz Z (en verde). La NP se muestra en violeta y en amarillo la ARN polimerasa L dependiente de ARN.

Ribosomas del huésped se muestran en gris. Extraido y modificado de Wolff et al., 2013.

1.3.2. Organizacion genémica
Como el resto de los mammarenavirus, JUNV tienen un genoma viral de ARN
bisegmentado, simple cadena, de polaridad negativa y de codificacion ambisentido. El

genoma consiste en un segmento pequefio (S) de 3,5 kb y un segmento grande (L) de 7,2
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kb. Como muestra la Figura 3A el segmento L codifica para la matriz (Z) y la polimerasa (L).
La region intergénica (IGR) no codificante separa los dos marcos de lectura de polaridades
opuestas del segmento, funciona como terminadora de la transcripcién de los mensajeros
subgenomicos virales y juega un rol importante en el ensamblado del genoma y la brotacién
viral (Pinschewer et al., 2005; Radoshitzky et al., 2015). La estrategia ambisentido para el
segmento L consiste en la transcripcion inicial de la ARN polimerasa ARN dependiente (L)
(region de polaridad negativa). En la regién IGR finaliza la transcripcion y el mensajero se
disocia para su posterior traduccién cap-dependiente. Luego la polimerasa L actia como
replicasa y sintetiza el ARN antigenémico (ARNag) completo que permite la transcripcion de
Z y su traduccion. A su vez este ARNag sirve como molde para la sintesis de nuevos
genomas virales (flecha roja en la Figura).

A
Segmento de ARN Largo (L) (7,2 kb)
Genoma

_:I -3'
IGR L
Transcripcién Z 1 Q Antigenoma ;
— M f 3
Traduccion 1 L l Transcripcion

l Traduccion

Segmento de ARN Corto (S) (3,5 kb)

1 ) |

IGR

Figura 3. Genoma de Arenavirus.
A. El segmento de ARN grande (L) codifica la matriz (Z) y la ARN polimerasa ARN dependiente (L). Se muestra el esquema
para generar los ARNm para los ARN L y Z. A partir del genoma se sintetiza el antigenoma completo para la transcripcion y
traduccién de Z. Y este sirve como molde para la sintesis de nuevo genoma (flecha roja). B. El segmento de ARN pequefio
(S) codifica el precursor de glicoproteina (GPC) y la nucleoproteina (NP). Al igual que para la generacion de los ARNm de L
y Z ocurre un proceso similar para los ARN de NP y GPC, respectivamente. La region intergénica (IGR) entre los ARN

controla tanto la transcripcién como la traduccién del ARN. Figura extraida y modificada de Sarute y Ross, 2017.

El segmento S codifica para el precursor (GPC) de las glicoproteinas y la nucleoproteina,
con su correspondiente estructura terminadora IGR (Figura 3B). Con la misma estrategia
descripta para el segmento L, en este caso primero se expresa NP y luego a partir del

antigenoma se expresa GPC.

1.3.3. Ciclo de replicacion
El ciclo de multiplicacién se inicia con la interaccioén especifica entre la proteina viral GP1 y

el receptor de transferrina 1 (TfR1), tanto humano como del roedor hospedador. Varios
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estudios demostraron que esta interaccion principal ocurre en otros mammarenavirus
patogénicos del NW, como por ejemplo MACV, causante de la fiebre hemorragica Boliviana
(Radoshitzky et al., 2007; Gallo et al., 2022).

TfR1 es una proteina de membrana tipo 2 expresada como un homodimero en la membrana
celular. En la célula hospedadora este receptor juega un papel central en el metabolismo
celular del hierro, ya que, media la endocitosis de la Transferrina (Tf) unida a hierro. Su
expresion esta regulada segun el estado del hierro celular, es decir, en estado de deficiencia
del mismo, la expresion de TfR1 aumenta, mientras que, en exceso de hierro, la expresion
de TfR1 disminuye. Se encuentra de forma abundante en células inmunitarias activadas,
osteoblastos, eritroblastos, células cancerosas y tipos celulares involucrados criticamente en
la patogénesis de arenavirus del NW (Kawabata, 2019).

También se ha demostrado que este virus utiliza otras moléculas de entrada, como el
receptor de fosfatidilserina hTIM-1 (Inmunoglobulina de células T y dominio de mucina)
(Jemielity et al., 2013); receptores de lectina tipo C: hDC-SIGN (molécula de adhesién
intercelular especifica de células dendriticas humanas -3) y hL-SIGN (no integrina de
captura de ICAM-3 especifica de higado/nédulo linfatico) (Martinez et al., 2013) y canales de
calcio dependientes de voltaje (VGCC) (Gallo et al., 2022).

Luego de la unién al receptor, JUNV es internalizado a través de la via endocitica mediada
por clatrinas. Estos resultados correlacionan con la interaccién con el TfR1 y la via de
endocitosis de la Tfl (Martinez et al., 2007). ElI complejo virus-receptor desencadena la
entrada del virus por endocitosis formandose un endosoma temprano, conteniendo la
particula viral. El endosoma, que posee un pH de alrededor de 6.0, se asocia a un
endosoma tardio cuyo pH es mas acido. Este pH, menor a 5.5, optimiza la disociacion
irreversible de GP1 de las subunidades SSP y GP2, por un cambio conformacional. La
exposicion de los dominios de fusién de GP2 que junto con SSP permite la fusién de la
envoltura viral con la membrana del endosoma tardio. Como se observa en la Figura 4
frente al cambio de pH se produce el desnudamiento del virus liberando asi las RNP al
citoplasma. A continuacion, se inicia la biosintesis de macromoléculas. Como se mencioné
anteriormente en la Figura 3 la proteina L comienza la transcripcion del segmento L y el gen
NP. Y el aumento de NP permite el cambio de la polimerasa y la replicasa para moverse a
través de IGR y generar cadenas completas de ARNag. A partir de esto se transcribe y
traduce GPC y Z (Burri et al., 2012).

La glicoproteina viral GPC sigue la via secretoria durante la cual se produce su
procesamiento y maduraciéon a subunidades GP1, GP2 y SSP. En el aparato de Golgi es
glicosilada y transportada hacia la membrana plasmatica (Lenz et al., 2001). ElI complejo
GPC maduro se localiza especificamente en estructuras organizadas y ricas en colesterol

denominadas balsas lipidicas (Cordo etal.,, 2013; Gaudin y Barteneva, 2015). Estas
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plataformas representarian una estructura celular donde ocurre el ensamblado de las RNP
con Z. La proteina de matriz Z dirige la maduracién, permite la produccién de particulas

virales y la posterior brotacion de las mismas (Shao et al., 2015).

4.Fusién de
membrana a PH
dependiente y
| liberacién de
VRNP dentro

del citoplasma

2.Endocitosis

6.Ensamblado del

1.Union al receptor virién y brotacién

3.Fusién con 5.Transcripcién, traduccidn
endosoma tardio y replicacién del genoma &
(bajo PH) viral mARN ES

Figura 4. Ciclo de vida de Arenavirus.

1. La entrada celular esta mediada por diferentes receptores celulares (TfR1 para clado B de NW). Entrada de algunos virus
(por ejemplo, LASV) también puede implicar un cambio dependiente del pH a un receptor intracelular ubicado en los
lisosomas. 2. La captacién de virus en las células esta mediada por endocitosis (NW: dependiente de clatrina). 3. La fusiéon
del virus ocurre con el endosoma tardio. 4. La RNP viral (vVRNP) se libera en el citoplasma a través de un mecanismo de
fusion de membrana dependiente del pH. 5. La replicacion, transcripcion y expresion de proteinas del genoma viral
estrictamente ocurren en el citoplasma. 6. El ensamblaje y la gemacion del virion ocurren en la membrana plasmaética.
Modificado de Shao et al., 2015.

2. Inmunidad innata

2.1. Respuesta celular a las infecciones virales

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa contra microorganismos. Para la
activacion de esta inmunidad las células poseen receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) que detectan patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS). El nivel de
especificidad de los PRR es tan alto que dos PRRs distintos pueden distinguir partes de una
misma molécula y no entrecruzar sus respuestas (Gersuk et al., 2006).

JUNV tiene como principales blancos, en humanos, las células dendriticas y macrofagos
gue son los principales productores de IFN (citoquinas) (Huang et al., 2015). A su vez, la
infeccién de JUNV esta asociada con altos niveles de IFN en casos graves y fatales.

In vitro los mammarenavirus del NW inducen la respuesta a Interferén tipo | (IFN I). Para

contrarrestar este tipo de respuesta se ha demostrado que ciertas proteinas virales, como
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NP, en el caso de JUNV, actian de sustrato sefiuelo para la escision de caspasas. De esta
forma se inhibe la inducciéon de apoptosis en células infectadas (Wolff et al., 2013). En la
mayoria de las infecciones virales, la interaccion PAMP-PRR activa cascadas de sefales
que culmina con la fosforilacion del factor regulador de IFN 3 (IRF3), activado por IPS-1,
TRIF y/o STING. A su vez, IRF3 una vez fosforilado, transloca al ndcleo donde induce la
transcripcion de los genes de IFN a/B, con el objetivo de bloquear la actividad viral (Pryke
etal., 2017). En el caso de JUNV se ha demostrado que NP funciona como antagonista del
interferén a través de su capacidad para bloquear la induccion de IRF3 (Martinez-Sobrido
et al.,, 2007). Ademas, proteinas células de restriccién viral como PML han sido descriptas
durante la infeccién con el virus (Giovannoni et al., 2019). Segun Pefia Carcamo et al.,
(2018) la proteina viperina presenta actividad antiviral contra JUNV e interacciona con la
proteina viral NP. También se demostré para células infectadas con LCMV un aumento en la
expresion de las proteinas VIP y PML (Djavani et al., 2001; Hinson et al., 2010).

La inmunidad innata intenta controlar la infeccion viral, a través de la respuesta de IFN I, sin
embargo, esta debe tener una regulaciéon muy fina. Teniendo en cuenta que la expresiéon de
ciertas proteinas coordina el metabolismo celular a nivel de degradacion de ARN, arresto
traduccional y apoptosis; la prolongacion en el tiempo de esta respuesta inflamatoria podria,

conducir a enfermedades inflamatorias y patologias.

3. Ciclooxigenasas

3.1. Funcién y localizacion

Dentro de la via de respuesta inflamatoria celular, se encuentran las proteinas
ciclooxigenasas (COX). Estas son enzimas cruciales en la biosintesis de las prostaglandinas
(PGEs) y responsables de la produccion del mediador acido araquidonico (AA).

Existen dos isoformas: la ciclooxigenasa 1 (COX-1) y la ciclooxigenasa 2 (COX-2). Las
PGEs producidas por ambas intervienen en funciones de mantenimiento como la
citoproteccién de la mucosa géstrica, la regulacién del flujo sanguineo renal y la agregacién
plaquetaria. COX-1 se expresa de forma constitutiva en practicamente todos los tejidos y su
principal localizacién es citoplasmatica y en el reticulo endoplasmético (RE) (Williams y
DuBois, 1996).

La COX-2 es conocida por su funcién en la modulacién positiva de la inflamacion y los
procesos de tumorigénesis. Se ha demostrado que la sobreexpresion de COX-2 puede
facilitar el crecimiento tumoral mediante la inhibicion de la apoptosis celular y la promocién
de la proliferacion celular (Ramer et al., 2013).

COX-2 no se detecta en la mayoria de los tejidos normales. Su expresion es rapidamente

inducida por multiples estimulos como citoquinas proinflamatorias (IL1b, TNFa),
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lipopolisacaridos, mitbgenos y oncogenes (ésteres de forbol); factores de crecimiento,
hormonas (hormona luteinizante, LH) y diferentes agentes infecciosos. Esta induccion
resulta en un aumento de la sintesis de PGEs en tejidos inflamados y neoplésicos. Asi, la
isoenzima inducible COX-2 se ha implicado en procesos patolégicos como la inflamacion y
varios tipos de cancer (Konturek et al., 2005).

La proteina COX-2 se localiza principalmente en el lado luminar del RE y perinuclear
(Chandrasekharan etal., 2004). Ademas otros trabajos reportaron su localizacion
citoplasmatica, en nucleo, cuerpos lipidicos, vesiculas, estructuras filamentosas y
mitocondria (Liou et al., 2005).

Recientemente se ha encontrado asociada a las lipids droplets (LDs), como parte de la
respuesta pro-inflamatoria en la que pueden participar estas organelas (Carrossini et al.,
2021).

3.2. Arquitectura génica y regulacion de la expresion de COX

PTGS-1 (prostaglandina-endoperdxido sintasa), el gen de la isoenzima COX-1, es de 22.5
kb y codifica un ARNm de 2,8 kb relativamente estable. Como indica la Figura 5 el control
transcripcional de PTGS-1 se encuentra regulado principalmente por la proteina activadora-
2 (AP-2) y el factor nuclear interleucina 6 (NF-IL6). Y a diferencia de COX-2 no posee una
secuencia reguladora TATA, ya que su expresion es constitutiva. Por otra parte, PTGS-2, el
gen de COX-2, es de 8 Kb que se activa por una amplia variedad de estimulos inflamatorios
y proliferativos. Su ARNm es de 4 kb y se renueva rapidamente debido a la presencia de
secuencias inestables en la regién 3' no traducida (Rouzer y Marnett, 2003; Smith et al.,
2000). Una variante de COX-1, la proteina COX-3, se produce mediante splicing alternativo
del ARNmM en humanos y se expresa como un transcripto de 5,2 kb. La Unica diferencia es la
retencion del intrén 1 del gen COX-1 en COX-3. Ademas de COX-3, se han identificado dos
variantes mas cortas sin actividad ciclooxigenasa, PCOX-1a y PCOX-1b, cuya funciéon se
desconoce (Schwab et al., 2003). COX-3 se encuentra de manera preferencial en la corteza
cerebral y el corazon (Shaftel et al.,, 2003). Es una proteina de 65 kDa cuya actividad de
ciclooxigenasa es alrededor de un 80 % mas baja que la de la COX-1. Esto sugiere que la
retencién del intrébn 1 puede modificar la conformacion del sitio activo (Chandrasekharan
et al., 2002).

PTGS-2 se regula principalmente a nivel de transcripciéon. La regiébn promotora contiene
varios elementos reguladores que confieren respuesta a factores de transcripcion. Posee
secuencias reguladoras especificas, caracteristica particular de genes inducibles. En la
Figura 5B se muestran las secuencias reguladoras: dos sitios AP-2, una caja TATA, dos
sitios factor nuclear kappa B (NF-kB), elemento de respuesta cAMP (CRE) y NF-IL6, entre
otros (Jaén et al., 2018).
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Figura 5. Comparacion de la regién promotora, la estructura del mensajero y la secuencia proteina COX-1 (A) y
COX-2 (B). C. Imagen cristalogréafica del homodimero de la proteina COX-2.
Ay B. El esquema muestra los principales factores de transcripcién implicados en el control transcripcional de la PTGS.
También el ARNm, donde se marca en cajas negras los axones y los motivos estructurales presentes en la proteina y
relevantes para la actividad de la enzima. Las regiones de glicosilacion de las proteinas (cajas rojas) tienen efectos sobre
la actividad y el destino de la proteina, protegiéndolos de la degradacién proteosomal. Extraido y modificado de Jaén et al.,
2018. C. Cristalografia de la estructura de la proteina COX-2, en color se muestra cada monémero y arriba a la izquierda

esté el identificador de la misma (5F19). Extraido de Lucido et. al, 2016.

3.3. Estructura y actividad enzimatica

Las COXs tienen un tamafio aproximado de 600 aminoacidos y tienen una estructura
primaria similar (Garavito et al., 2002). Son homodimeros bifuncionales, como muestra la
Figura 5C de COX-2. Cada monémero de COX-2 contiene un sitio activo de ciclooxigenasa
y peroxidasa separado, que estan unidos funcionalmente por un puente hemo. Son
proteinas de membrana monotipicas (insertadas en un solo lado de la membrana) y parecen

estar dirigidas a la membrana luminal del reticulo endoplasmico, donde estan N-glicosiladas.
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Estdn muy conservadas y entre las COX de diferentes especies se observan pocas
diferencias en los dominios de dimerizacion, unién a la membrana y cataliticos.
Especificamente, entre COX-1 y 2 de la misma especie hay una identidad de secuencia del
60 % al 65 % y una identidad del 85 % al 90 % entre isoformas individuales de especies
diferentes (Smith et al., 2000).

Como se observa en la Figura 5A y B las COXs son proteinas glicosiladas y acetiladas,
aunqgue no en los mismos sitios. Ambas enzimas exhiben un dominio catalitico que contiene
los sitios activos de peroxidasa y ciclooxigenasa. Para COX-1 se muestran los sitios
puntuales de acetilacion (Ser530, 11e523) que impiden la actividad completa de la enzima.
Estas son las clasicas acetilaciones farmacolégicas que produce la aspirina, inhibiendo en
consecuencia la actividad enzimatica de las COXs (Lucido etal., 2016). También posee
cuatro sitios potenciales de glicosilacion en los residuos Asn 68, Asn 104, Asn 144 y Asn
410. Se ha demostrado que Asn 68, Asn 144 y Asn 410 estan glicosilados y el cuarto sitio,
Asn 104, no lo esta (Nemeth et al., 2001).

Como muestra la Figura 5B la proteina COX-2 esta conformada por un dominio similar al
factor de crecimiento epidérmico (EGF) con funcién de dimerizacién; el dominio catalitico
(ciclooxigenasa/peroxidasa) y un dominio de inestabilidad. Ademas, posee un péptido sefial
hidrofébico amino terminal y un dominio de unibn a membrana (Chandrasekharan et al.,
2004).

Como se menciondé para COX-1, COX-2 posee regiones de acetilacion farmacoldgica
(Ser516 y Val509) que permiten la inactivacion por medio de la aspirina. Se ha descripto
cinco sitios potenciales de N-glicosilacion dentro de la estructura de COX-2 (Asn53, Asn130,
Asn396, Asn580 y Asn592); dos de los cuales estan siempre glicosilados (Asn53, Asn130).
Los aminoacidos Asn396 y Asn580 pueden estar total o parcialmente glicosilados. Se
demostré que estas glicosilaciones poseen alto contenido de manosa y que los tres primeros
sitios son necesarios para un plegamiento adecuado de la enzima (Nemeth et al., 2001).
Segun Sevigny et al.(2006) la glicosilacién en el residuo Asn580 afecta la actividad de la
COX-2 al controlar el reemplazo de la enzima. Por otra parte, el quinto sitio (Asn592) nunca
esta glicosilado. Esto permite explicar los diferentes pesos moleculares de la proteina segun

su glicosilacion y por ende la activacion parcial o completa.

Estudios demostraron que, frente a ciertos estimulos, como por ejemplo SIN-1 (3-
morfolinosidnonimina), se pueden inducir diferentes estados de glicosilacién de la enzima
correspondientes a 72, 70, 68 y 66 kDa, dando como resultado la expresién de una
proteoforma hipoglucosilada inactiva de COX-2. A su vez, en exposiciones prolongadas al
estimulo se produce mayoritariamente la sintesis de novo de esta forma inactiva, afectando

las vias rio debajo de la ruta metabdlica de PGEs y AA (Figura 6). De esta forma la
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hipoglucosilacion representa un mecanismo alternativo para impedir la actividad de COX-2
en varias enfermedades, y se ha propuesto como terapia alternativa (Eligini et al., 2021).

Por otra parte y segin Raman et al.(2018), el palmitato afecta la expresion a favor de la
glicoforma completamente activada de COX-2, al igual que, el aumento en la produccion de
la prostaglandina E2. El aumento de los niveles de COX-2 es de forma dependiente de la
dosis del palmitato. Estos resultados muestran la regulacion de la actividad enziméatica de
COX-2 a través de la modificacion post-traduccional con este acido graso.

3.4. Produccion de prostaglandinas

La via metabodlica de PGEs se observa en la Figura 6 y comienza con la liberacién de AA de
los fosfolipidos de la membrana plasmatica. Esta liberacién la lleva a cabo la fosfolipasa A2
(PLA2) que actua en la posicion sn-2 del esqueleto de fosfolipidos (El-Malah et al., 2022;
Tyagi et al., 2020). Una vez que se libera AA se metaboliza ain mas mediante procesos
enzimaticos o no enzimaticos. Un ejemplo de los procesos no enzimaticos es la
autooxidaciéon del acido araquiddnico por especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
reactivas de nitrogeno (RNS). En los procesos enzimaticos que puede sufrir AA se
encuentran cuatro vias posibles: ciclooxigenasa, lipoxigenasa, citocromo p450 (CYP 450) y
vias de anandamida. En la via de la ciclooxigenasa participan COX-1 y COX-2 (Hanna y
Hafez, 2018). El sitio activo de las enzimas acepta el acido araquidénico y lo oxigena para
producir el intermediario prostaglandina G2 (PGG2), un compuesto inestable. Rapidamente
PGG2 se une y modifica dentro del sitio activo de la peroxidasa para formar el producto final,
prostaglandina H2 (PGH2) (Smith et al., 1991). Por lo tanto, la produccion de PGH2 es una
reaccion de dos pasos y que pueden llevar a cabo ambas ciclooxigenasas.

A raiz de PGH2, durante la inflamacion, se producen cuatro ismeros de prostaglandinas
bioactivas principales, prostaglandina E2 (PGE2), prostaciclina 12 (PGI2), prostaglandina D2
(PGD2), F2a (PGF2a) junto con un tromboxano A2 (TXA2). Estos se producen a través de la
bioconversién de PG y TXA2 sintasas mediante reacciones de isomerizacién y oxidacién o
reduccion aguas abajo. Como, por ejemplo, prostaglandina D2 sintasa (PGD2S) o
prostaglandina E sintasa-1 (PGES-1), entre otras (ver Figura 6). Su nivel de produccién
depende principalmente de la expresiébn de COXs en tejidos inflamatorios, especialmente
COX-2.
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Figura 6. Biosintesis de prostaglandinas y compuestos asociados.

El &cido araquidonico se libera por estimulacién de Ca2+ mediada por diversos estimulos inflamatorios o por fosforilacién de
la fosfolipasa A2 del fosfolipido de membrana. Las enzimas ciclooxigenasas (tanto COX-1 como COX-2) epoxigenan el
acido araquidénico en prostaglandina G2 (PGG2), que luego se convierte en prostaglandina H2 (PGH2) con la ayuda de la
enzima peroxidasa. Después de esto, PGH2 se convierte en analogos de prostaglandina (PG) (es decir, PGD2, PGE2,
PGF2a y PGI2 o prostaciclina) y tromboxano A2 (TxA2) con la ayuda de isomerasas Yy sintasas, respectivamente. Las PG
formadas y los compuestos asociados son capaces de desencadenar una miriada de eventos de sefializacion mediante la
activaciéon de sus respectivos receptores de membrana ubicados en el sitio de produccién. Adaptado de El-Malah et al.,
2022 y Tyagi et al., 2020.

Las PG son compuestos lipidicos similares a las hormonas y estan involucrados en muchas
reacciones fisiol6gicas. Las PG tienen una vida corta in vivo (con vidas medias de segundos
a minutos) y actian de forma autocrina o paracrina, en lugar de endocrina
(Chandrasekharan et al., 2004). Juegan un papel clave en la generacion de respuestas
inflamatorias mediante la activacién de sus respectivos receptores de membrana ubicados
en el sitio de produccion. Estos receptores se denominan DP1-2, EP1-4, FP, IP, y TP, que
hace referencia al receptor que enlaza la correspondiente prostaglandina (por ejemplo, los
DP1-2 se unen a los receptores de PGD2). Entre ellos, la PGE2 es la prostaglandina que
induce los sintomas tipicos de la inflamacion, como dolor, fiebre, tumor y reaccion

anafilactica (Ju et al., 2022).
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3.5. COX-2 en el contexto de infecciones virales

Se ha visto que, en estudios comparativos, ciertas cepas virales inducen en mayor medida
los niveles de ARNm de COX-2. Un ejemplo de esto se observa en los genotipos del virus
de la Hepatitis C (HCV). Segun Jahan et al. (2011) los niveles de ARNm de COX-2 fueron
significativamente mayores en pacientes infectados con el genotipo HCV 3a versus genotipo
HCV la. Para Chen et al. (2015) HCV permite el aumento en la produccion de IL-8, que
lleva a la expresion de COX-2 a traves de la activacion de la via MAPK (ERK y JNK) . A su
vez, ejerce un efecto de retroalimentacién positiva sobre la replicacion del virus a través de
la expresion de COX-2 mediada por IL-8.

Otros estudios han mostrado que los incrementos en COX-2 y PGE2 modulan de manera
positiva la replicacién del Citomegalovirus (Zhu et al., 2002), Gammaherpesvirus (Gandhi
et al., 2017), Parainfluenza (Lewandnmska-Polak et al., 2019) y el virus de Newcastle (Wang
et al., 2020). Para el virus de la Hepatitis B se demostré que sus proteinas virales regulan la
expresion de la enzima COX-2 a nivel de la activacion del promotor de este gen, generando
asi un aumento en la expresion de la enzima y mostrando una actividad pro-viral de la
misma. Esta interaccion es de manera directa entre la proteina no estructural HBx del virus y
C/EBPB (Yue et al., 2011).

El aumento de la expresiéon de COX-2 es una caracteristica comun a los canceres asociados
con las infecciones por el virus de Epstein-Barr(EBV) y Herpes virus (KSHV) (Shelby et al.,
2005). Lamentablemente para la gran mayoria de los casos en los que se ha sugerido una
actividad pro-viral de COX-2 el mecanismo no ha sido clarificado. En el caso del virus
dengue (DENV) se ha observado que la expresion de COX-2 aumentd en pacientes
infectados. Este mismo aumento se determind in vitro, en células de hepatoma humano
Huh-7. Estos resultados, junto con otros, llevaron a la propuesta de que la induccién de
COX-2 podria facilitar la propagacion del serotipo 2 de DENV (DENV-2). En este caso se
demostré la induccién de la actividad de la polimerasa de DENV-2 por PGE2 como
mecanismo responsable de la actividad pro-viral. En la Figura 7 se muestra el modelo
propuesto.

La infeccion por DENV-2 induce la expresién de COX-2 a través de la activacion de las vias
de sefalizacién de la CCAAT/proteina de unién potenciadora (C/EBP) y mediadas por NF-
kB y las quinasas MAP, IK e JN (MAPK/IKK/JNK). Luego, el NF-kB fosforilado y el C/EBP
activado se trasladan al nicleo y se unen a la regibn promotora de COX-2. Como se
menciond anteriormente la induccién de COX-2 y la produccion elevada de PGE2 por
infecciébn con DENV-2 conducen a una mayor actividad de la polimerasa viral (DENVRdRp)
y la propagacion viral. EI mecanismo involucra la estabilizacion de complejo polimerasa-ARN
(Lin et al., 2017).
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Figura 7. Modelo propuesto para ilustrar el mecanismo de aumento de la expresion de COX-2y la produccion de
PGE2 durante la infecciéon por DENV.
Activacion de las vias de sefializacion de C/EBP y MAPK/JNK que llevan a la activacién del promotor de COX-2 y su
posterior expresion. Como consecuencia aumenta la expresion de PGE2 y la actividad de la ARN polimerasa RNA
dependiente de DENV. Extraido y modificado de Lin et al., 2017.

Por otra parte, esto mismo no se observé en otra linea celular, como A549, lo que resultados
podrian deberse a diferentes efectos de PGE2 en la replicacién de DENV en diferentes tipos
de células (Liou et al., 2008).

Los resultados de Lin et al. (2007) se relacionan con lo encontrado en células deficientes en
una quinasa no depresible de control general 2 (GCN2). En ellas se desencadena la
produccion mejorada de COX-2/PGE2, lo que conlleva a una mayor replicacion de DENV-2
y rendimiento viral en los sobrenadantes de cultivo en comparacién con las células WT
infectadas con DENV. Por otra parte, la sobreexpresion/activacion de GCN2 contiene
efectivamente la infeccién por DENV al inhibir la sefializacién de COX-2/PGE2 (Afroz et al.,
2020).

COX-2 es también una enzima estimulada durante la infeccion con SARS-CoV y SARS-
CoV-2, via su proteina S y nucleocapside. Se ha propuesto que la induccion de COX-2
jugaria un rol importante en la regulacion del dafio e inflamaciéon de pulmones e higado en
pacientes con COVID-19 (Chen et al., 2021; Ong et al., 2020; Yan et al., 2006), aunque auln

no se ha determinado su rol especifico.
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Para el caso de los mammarenavirus un Unico trabajo reportd la regulacion negativa del
mensajero de PTGS-2 por la cepa virulenta LCMV-WE, al comparar con controles sin
infectar. Los autores encontraron que la cepa no virulenta LCMV-Arm indujo la expresion del
ARNmM de COX-2, aunque no se realizaron estudios para determinar la presencia de esta
enzima en células polimorfonucleares de animales infectados (Djavani et al., 2007).

3.6. Intervencion farmacoldgica de COX-2 (Inhibidores de COX-2)

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) o también conocidos como NSAIDs
por sus siglas en inglés, son inhibidores competitivos de las COXs.

En particular, los AINE tradicionales no selectivos, como la aspirina y naproxeno producen
una supresion de COX-1 mayor al 95 %, aunque también inhiben a COX-2. Esto ocurre por
medio de la acetilacion de la Ser-530 dentro del sitio activo de la ciclooxigenasa. La
acetilacion de COX-1 conduce a una pérdida completa de actividad, mientras que la
acetilacion de COX-2 da como resultado la generacién del producto monooxigenado acido
15 (R) -hidroxieicosatetraenoico (15R-HETE), el cual no puede ser convertido en PGs
(Lucido et al., 2016).

Estos inhibidores muestran efectos cardiovasculares adversos y frente a esto, se han
desarrollado inhibidores AINE selectivos de COX-2 mas seguros y con un perfil de seguridad
gastrica mejorado (Ritter etal.,, 2009). Celecoxib, un inhibidor selectivo, mostrd6 una
inhibicion mejorada con una concentracién inhibitoria 50 (IC50) de 91 nmol/l en la
produccion de PGE2 mediada por COX-2, en fibroblastos dérmicos humanos; mientras que
fue un inhibidor débil de la produccion de PGE2 mediada por COX-1 en células de linfoma
humano (IC50 = 2800nmol/l) (Yoshino et al., 2011). In vitro también se demostré su IC50 de
0.045 uM y su indice de selectividad (IS): 327 (EI-Miligy et al., 2023).

La interaccion de los inhibidores selectivos con COX-2 puede diferir. Por ejemplo, dentro de
la familia de inhibidores Coxib, Lumiracoxib tiene una estructura quimica distinta de otros
inhibidores selectivos de la COX-2. Se une e interactla con esta enzima a través de
mecanismos diferentes a otros inhibidores. Especificamente, el grupo carboxilato de
Lumiracoxib forma enlaces de hidrégeno con el catalizador Tyr385 y con Ser530 en COX-2.
Mientras que celecoxib interacciona con el bolsillo lateral hidrofébico mas grande de COX-2
(Esser et al., 2005).

Se demostré que los inhibidores AINE selectivos de COX-2 tienen un efecto antiviral frente a
virus inductores de la enzima. Por ejemplo, para el virus de la influenza aviar A (H5N1), se
demostré6 que presenta efecto antiviral directo en los macr6fagos humanos infectados,
disminuyendo la produccién de particulas infecciosas (Lee et al.,, 2011). Para el virus del

herpes simple (HSV) (Gebhardt et al., 2005), se demostré que la inhibicion especifica de
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COX-2 resulta en la disminucion de virus infeccioso. También en estos trabajos se ha
sugerido la terapia combinada con drogas antivirales como aciclovir e inhibidores AINES.

En abril de 2021 se demostré por primera vez que SARS-CoV-2 induce la expresion de
COX-2 en lineas celulares, cultivos epiteliales primarios y ratones (Chen etal., 2021). Si
bien ya se habia sugerido para el tratamiento de COVID-19 el uso de inhibidores de COX-2
(Baghaki et al., 2020), posteriormente se demostré que tanto meloxicam como celecoxib no
son capaces de inhibir la replicacion de SARS-CoV-2 in vitro (Chen et al., 2021; Terrier
et al., 2021).

3.7. Antecedentes de Etoricoxib

Etoricoxib (ETO) es un inhibidor AINE selectivo de COX-2. Tiene un peso molecular de
358.84 g/mol y es una droga lipofilica de administracién oral para tratar condiciones
inflamatorias como la artritis reumatoide, la osteoartritis, el dolor musculo esquelético y el
dolor menstrual. Su estructura quimica consiste en un anillo de furanona sustituido con un
anillo de piridina (Figura 8). ETO es parte de la familia Coxib, que incluye otros compuestos

relacionados como celecoxib, lumiracoxib, valdecoxib y rofecoxib.
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Figura 8. Estructura quimica de Etoricoxib.
Su nombre (IUPAC) sistematico: 5-cloro-6'-metil-3-[4-(metilsulfonil)fenil]-2,3'-bipiridina.Extraido  de la pagina
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.110209.html?rid=98daa64c-b2c1-476c-b3e3-7b0845fc6e23

Sadasivam et al. (2020) demostraron que ETO posee una mayor actividad quimica en fases
de agua y etanol, en comparacion de la fase gaseosa. Esto sugiere una actividad de la
droga mayor en solventes biol6gicos como sangre, tejidos o regiones donde se encuentra
COX-2. Este trabajo también reportdé la posible interaccion de ETO con 18 residuos
aminoacidicos dentro del sitio activo de COX-2 (Figura 9). Otro articulo determiné que la

inhibicion de COX-2 por ETO es dependiente del tiempo y reversible (naturaleza no
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covalente). Ademas, muestra una eficacia similar a la de los AINE tradicionales en varios

modelos de inflamacion, dolor y fiebre en roedores (Riendeau et al., 2001).

A B

Figura 9. Imagen representativa de la interaccién de COX-2 con ETO.

A. Representaciéon en 2D de ETO interaccionando con los 18 residuos aminoacidicos dentro del sitio activo de COX-2. B.
Representacion en 3D de la interaccion donde COX-2 se representa con lineas y ETO en formato de tubos. Extraido de
Sadasivam et al. (2020)

Otros trabajos reportaron que la administracion de ETO posee actividad ansiolitica, reduce
los niveles de corticosterona e inhibe la neuroinflamacién mediante la supresion de la
neurodegeneracion asociada a la expresiéon de COX-2 (Sil y Ghosh, 2016). ETO también
muestra un efecto anticancerigeno a través de su modulacién antioxidante, antiinflamatoria y
de la sefializacion del factor nuclear NF-kB, COX-2 y PGE2 (Ali et al., 2022).

Con respecto a infecciones virales se observé que ETO no tiene efecto en la entrada ni en la
replicacién viral de SARS-CoV-2, en el rango de 0 a 100 uM (de Bruin et al., 2022).
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Objetivos e hipotesis




1. Hipotesis

La infeccién con JUNV estimula la expresion de la ciclooxigenasa 2.

2.0Dbjetivo general

Analizar la expresién de COX-2 en cultivos infectados y sin infectar con JUNV, utilizando

lineas celulares humanas.

2.1. Objetivos especificos

1.Estudiar la expresién de la proteina COX-2 en células infectadas con JUNV.
2. Analizar el fenotipo de expresién de COX-2 en células infectadas.

3. Estudiar el rol de COX-2 durante la multiplicacién viral.
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Materiales y metodos
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1. Cultivos celulares

Linea celular A549 (ATCC CRM-CCL-185™)

Linea celular epitelial proveniente de carcinoma de pulmén humano (Homo sapiens). Los
cultivos crecieron en MEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) suplementado con 5% de
suero fetal bovino inactivado (SFB) y 50 ug/ml de gentamicina. Los cultivos se mantuvieron
en estufa a 37°C con 4% de CO..

Linea celular Vero (ATCC CCL 81™)
Linea celular proveniente de rifibn de mono verde africano (Cercopithecusaethiops). Los
cultivos crecieron en MEM con adicion de 5% de suero de ternera inactivado (ST) y 50 pg/mi

de gentamicina. Los cultivos se mantuvieron en estufa cerrada a 37° C sin CO..

Linea celular Huh-7 (JCRB 0403)

Linea celular proveniente de carcinoma de higado humano (Homo sapiens). Los cultivos
crecieron en MEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) suplementado con 10% de suero
fetal bovino inactivado (SFB) y 50 pg/ml de gentamicina. Los cultivos se mantuvieron en
estufa a 37° C con 4% de CO..

2. Obtencidn de stocks de virus Junin (JUNV)

Se utilizé la cepa atenuada V4454 de JUNV aislada a partir de un caso leve de fiebre
hemorragica argentina (Contigiani, 1977). La amplificacion de la semilla se realizé por medio
de la infeccion de células Vero en una botella T75 con una confluencia del 80%
aproximadamente. Luego de agregar el inoculo (1.5 ml) se incub6 en estufa a 37°C con CO;
por una hora. Pasada la hora de adsorcion se retird el indculo y completé con 15 ml de
medio de mantenimiento MEM suplementado con 1,5% de ST. La incubacion se realizd en
estufa a 37° C con CO; por 6 dias. Se coseché el sobrenadante a los 3, 4, 5, 6 y 7 dias post-
infeccién (p.i.) y para determinar produccién viral en los mismos se titularon por el método
de Unidades Formadoras de Placas (UFP) en células Vero. Los sobrenadantes del stock

fueron posteriormente alicuotados y almacenados a -80°C.

3. Titulacién con el Método de Unidades Formadoras de Placas
(UFP)
En microplacas de 24 cavidades se crecieron monocapas de células Vero e infectaron, por

duplicado, con un inéculo de 0,1 ml de diluciones seriadas al décimo de la muestra a titular.

Las diluciones de las diferentes muestras se realizaron con MEM 1,5% de Suero Fetal
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Bovino (SFB). Luego se incubd una hora a 37°C en estufa de CO., posteriormente se retird
el inoculo y coloc6 1 ml de medio semisélido, correspondiendo a una mezcla de partes
iguales de metilcelulosa 1,4% y MEM 2X, en cada cavidad. Las monocapas infectadas se
incubaron por siete dias en estufa a 37°C con CO,. Pasado esos dias, se fijaron los pocillos
con 0,5 ml de Formol 10% en agua, durante 30 minutos y se revelaron las placas con una
solucion de cristal violeta 1% en etanol. Se calcul6 el titulo viral por medio del conteo de
placas de lisis en la dilucion correspondiente. El titulo viral expresado en UFP por mililitro se
determiné de la siguiente forma:

Titulo (UFP/ml) = n° promedio de placas / (volumen del inéculo x dilucién utilizada).

4. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Para este ensayo se cultivaron monocapas de células en vidrios estériles y colocados en
pocillos de 24 cavidades. Se infectaron con virus Junin (JUNV) a una MOI: 0,1 a distintos
tiempos p.i. se lavaron tres veces con PBS por 5 minutos y se fijaron con para-formaldehido
(PFA) 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego de ese tiempo, se retird el
PFA, lavé con PBS tres veces y dej6 secar. Las muestras fueron almacenadas a 4°C hasta
su utilizacion.

Posteriormente cada pocillo fue permeabilizado con 0,2 ml de 0,1% de solucion de triton X-
100 en PBS por 10 minutos en agitacion. Luego de los tres lavados con PBS, los vidrios se
sacaron de las microplacas y colocaron en camara humeda y se incubaron con 30 ul de las
diluciones de anticuerpos correspondientes.

Para la marcacion de las proteinas virales los cubreobjetos se incubaron invertidos con
anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-NP (beiresources, SA02-BG12, N°cat: NR-
2573) en una dilucion de 1/300 durante 1 hora a 37° C. A continuacién, se realizaron tres
lavados adicionales con PBS por 10 minutos y pasado ese tiempo se incub6 con anticuerpo
primario policlonal de conejo anti-COX-2 (Ab52237) en una dilucion 1/100 durante 1 hora a
37° C. Luego, las muestras se lavaron con PBS por 10 minutos y posteriormente los vidrios
se incubaron invertidos con 25ul de una mezcla de anticuerpos secundarios conjugados. Se
utilizé una diluciéon 1/200 para marcar proteinas virales y COX-2. Esta mezcla de anticuerpos
secundarios se realiz6 por 1 hora a 37°C en camara humeda. Luego del lavado con PBS se
traté por 5 minutos con diclorhidrato de 4',6-diamidino-2 fenilindol (DAPI) a 37°C, se continud
con 2 lavados con PBS.

Para el montaje, los vidrios se colocaron invertidos sobre portaobjetos utilizando 3ul de 2,5%
de 1,4-diazabiciclo octano (DABCO-Sigma) en glicerina tamponada y fueron sellados con

esmalte transparente.
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Se realizaron controles de vidrios sin infectar y tratados con forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA), que estimula la expresion de la enzima COX-2, como control positivo. Por ultimo, los
preparados se observaron y registraron por microscopia invertida de epifluorescencia
(microscopio Olympus IX71). El andlisis de imagenes se realiz6 a través del software Fiji.

5. Extraccion y cuantificacion de ARN

Para la extraccion de ARN se sembraron células A549 en microplacas de 6 cavidades y se
infectaron con virus Junin (IV 4454) a una MOI= 0,1 UFP/célula. Pasadas las 24 horas p.i.
se lavaron las monocapas celulares con PBS y se levant6 cada dos pocillos con 300ul de
TRIzol. Las muestras se mezclaron bien e incubaron 5 minutos a 30°C. Luego se agregaron
400 ul de cloroformo a cada una de las muestras, se agité vigorosamente, se incubé por 3
minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se
tomo la fase acuosa superior y trasfirio a tubos Epperdorfs nuevos. Se adicioné 1 volumen
de isopropanol, se mezcld por inversion e incubd a -80°C durante 30 minutos. Pasados los
mismos, se centrifugd a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C. Luego, se descartd el
sobrenadante, lavo el pellet con etanol 70% y se dejo secar. A posteriori se resuspendi6 el
pellet en una dilucion de 10ul de acetato de sodio 3 M, 250 ul de etanol 100% y 90 pl de
agua libre de RNAsas. Se incubd a -80°C durante 30 minutos y se centrifugé a 14000 rpm
por 15 minutos. Luego de retirar el sobrenadante, se lavo el pellet con etanol 70% y se dejo
secar. Finalmente, se disolvio el pellet en 20 ul de agua bidestilada estéril libre de RNAsas.

Se cuantificé la cantidad de RNA total en cada muestra con el Nanodrop y se evalué la
pureza de las muestras por medio de la relacibn de absorbancias. En una relacién de
absorbancia de 260/280 que se encuentra entre valores de 2.0-2.2 se considera indicativo
de un ARN de pureza 6ptima. Mientras que la relacion de absorbancia 260/230 es indicativo
de contaminacion con sales, carbohidratos y fenoles, valores mayores a 1,8 indican ARN sin
contaminacién. Posteriormente las muestras se almacenaron a -80°C para su posterior uso.

Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 1.

Muestra [ng/ul] A 260/280 A260/230
A549 24 h p.i. 787,3 2,12 1,86
A549 24 h control 473,6 2,01 2,14

Tabla 1. Concentracién de ARN total para PCR.
Luego de la extraccion de las muestras se midié su concentraciéon en nanogramos/ microlitro para su posterior sintesis a
cDNA y andlisis por RT-PCR. En la tabla también se muestra la relaciéon de absorbancias A260/280 y A260/230 que se

utilizan para evaluar la pureza de las muestras.
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Para la sintesis de cDNA, por medio de diluciones correspondientes, se equipararon las
concentraciones ng/ul de ambas muestras de ARN. Se tomaron 4 pyl de cada una de ellas y
mezclaron con 1,2 pl de oligonucledtidos aleatorios (Biodynamics) y cantidad suficiente de
agua bidestilada para llegar a 10 pl. Se incubd por 5 minutos a 70°C y por 5 minutos
adicionales en hielo. Luego, a cada muestra se agregaron 10ul de mezcla de reaccion que
contenia: 1 ul de transcriptasa reversa M-MLV (100U/ul, Promega), 4 pl de buffer 5X, 1ul de
inhibidor de RNAsas (RNasin, Promega) y1 yl de mezcla de desoxinucleotidos trifosfato
10mM (Promega) y cantidad suficiente de agua bidestilada. Finalmente, las mezclas
resultantes se incubaron a 42°C durante 2 horas.

Para realizar la PCR en tiempo real (RT-PCR), por cada muestra a amplificar se utilizaron
12,5 pl de una mezcla comercial concentrada para RT-PCR (Roche) que posee Tag DNA
polimerasa, desoxirribonucleotidos-trifosfatos, Mg2+, buffer y SYBR Green. Ademas, se le
agrego 0,4 ul de cebadores sentido 50 uM, 0,4 ul de cebadores antisentido 50uM, 8,7ul de
agua libre de nucleasas y 3ul de cDNA.

Protocolo de amplificacion: un ciclo de desnaturalizacién a 95°C durante 5 minutos; 45 ciclos
de 45 segundos a 95°C, 60 segundos a 43°C, 45 segundos a 72°C, un ciclo de 5 minutos a
72°C y uno de 81 repeticiones a 7 segundos a 55-95°C (curva de disociacion o melting
curve).

En el caso de la amplificacion de los mensajeros de COX-1 y COX-2 se optimiz6 la RT-PCR.
La temperatura de annealing de los primers utilizados se determind realizando la
amplificacidn con un gradiente de temperatura que abarcaba desde 43°C a 55°C. Esta
puesta a punto dio como resultado una temperatura Optima para COX-1 de 53°C y para
COX-2 de 47°C.

Por medio del programa BioRad iQ5, se obtuvieron las curvas de amplificacion, de
disociacién y los valores de CT, que se utilizé para calcular los niveles de expresion relativos

de los genes de interés.

Segun las siguientes ecuaciones:
ACT =CT (N) - CT (actina)
AACT = ACT (condicién infectado) - ACT (condicion sin infectar)

Tasa de incremento o expresion relativa = 2-25¢T

Siendo CT: numero de ciclo para el cual se alcanza el umbral de fluorescencia definido.
ACT: diferencia entre el promedio de los valores de CT de las muestras utilizando cebadores
para amplificar el gen de interés y los valores de CT utilizando cebadores para amplificar

actina.

34



AACT: diferencia entre el valor de ACT en la condicién infectado (células infectadas con
JUNV-IV) y el valor de ACT en una condicion de referencia (células sin infectar).

Un valor relativo igual a 1 indica que no hay diferencias en las muestras respecto al control.
A su vez, se tomd como valores de corte 0,5 y 2 que representan, respectivamente, el
namero de veces en los que la expresion del gen en estudio se encuentra inhibida o

aumentada respecto al control.

Los cebadores utilizados en el trabajo se detallan en la Tabla 2. En todos los casos, se

emplearon un par de oligonucleétidos para la amplificacion de actina como referencia.

Primer Orientacion Secuencia
NP Sentido 5-CGCACAGTGGATCCTAGGC-3'
NP Antisentido 5-GGCATCCTTCAGAACATC-3
Ciclooxigenasa-1 Sentido 5-AGTACCGCAAGAGGTTTGGC-3
Ciclooxigenasa-1 Antisentido 5-GCCGTCTTGACAATGTTAAAGC-3’
Ciclooxigenasa-2 Sentido 5-GAATCATTCACCAGGCAAATTG-3
Ciclooxigenasa-2 Antisentido 5-TCTGTACTGCGGGTGGAACA-3
Actina Sentido 5'-GAGACCTTCAACACCCCAGCC-3
Actina Antisentido 5'-GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC-3

Tabla 2. Datos de los cebadores, su orientacion y secuencia utilizados.

6. Western Blot

En una placa de 24 cavidades se sembraron células A549. Una vez formadas las
monocapas se retird el medio y traté con 0,1 uM de PMA por 4 horas. Luego se levantaron
las muestras con 75 pl de buffer SDS-PAGE cada dos pocillos, colocaron en Epperdorfs y
almacenaron a -80°C. Para el inmunoblot, las muestras se calentaron a 100°C por 5 minutos
para desnaturalizar las proteinas y posteriormente fueron separadas por SDS-PAGE en
geles de acrilamida 10%. La electrotransferencia se realiz6 en semi-himedo a una
membrana de PVDF (polyvinylidenedifluoride-PolyScreen, Amersham, GE). Luego se
bloqued con leche 5% en buffer fosfato salino (PBS) durante 1 hora y se realizé tres lavados
por 5 minutos con PBS-Tween 0,1%(PBST). La incubacién se realiz6 con la dilucion

correspondiente de anticuerpo primario en PBS con leche 5%, durante 1 hora a 37°C.
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Proteina Organismo Marca Dilucion

Ciclooxigenasa-2 Policlonal, conejo Abcam, Ab 52237 1:500

IgG de conejo- acoplado a HRP Burro Amersham, NA934V 1:2000

Tabla 3. Lista de anticuerpos utilizados en el Western Blot donde se indica la proteina, el organismo en el
gue se produjo, marca y la dilucion utilizada.

Luego de tres lavados de 10 minutos con PBST, la membrana se incubd con una dilucién
del anticuerpo secundario acoplado a la enzima peroxidasa (HRP), por otra hora a 37°C.

A continuacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBST. El revelado se llevé a
cabo con un Kit Kalium ® y la exposicién se realizé en Amersham Imager 600.

Los anticuerpos que se utilizaron se presentan en la Tabla 3.

7. Analisis de la viabilidad celular

La determinacion de citoxicidad de la droga Etoricoxib se realiz6 por medio del método de
MTT, bromuro de 3-[4,5-dimetil-2-tiazoil]-2,5-difeniltetrazolico. El cual consiste en la
reduccion de esta sal por accidn de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa
generando un producto de color azul denominado Formazan. Una mayor reduccion del MTT
implica una mayor precipitacion del producto en el citoplasma celular y determina una menor
toxicidad de la droga.

Se cultivaron monocapas celulares de Huh-7 y A549 en microplacas de 96 pocillos. Al
alcanzar la confluencia, se traté cada pocillo con diferentes diluciones seriadas al medio con
la droga e incubd por 24 horas a 37°C. Luego se agreg6 10 ul de MTT en cada pocillo por 1
0 2 horas hasta observar una capa de precipitado del producto. Posteriormente, se desecha
el sobrenadante y el producto se solubiliza con 200 ul de etanol 96° hasta homogeneizar. Se
midié la densidad éptica (DO) en un lector de microplacas a 570 nm (longitud de onda de
prueba) y a 630 nm (longitud de onda de referencia).

Los resultados se expresan como porcentaje de viabilidad celular de las muestras tratadas
respecto a las de referencia (sin tratar). Y se obtuvo la concentracion citotoxica 50 (CC50)

como la concentracion de compuesto en la cual se observa el 50% de células viables.

8. Inhibicion del rendimiento viral

En microplacas de 24 cavidades se cultivaron células Huh-7 y A549. Una vez alcanzada la
confluencia se descart6 el sobrenadante y agreg6 un inoculo de 0,1 ml de JUNV a una MOI

de 0,1. Luego se incub6 durante 1 hora a 37°C y pasado ese tiempo de adsorcion se
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descartd el inoculo y se agregaron distintas diluciones de Etoricoxib en MEM 1,5% SFB.
Luego de 24 horas de incubacion a 37°C, desde que se agregd la droga, se cosecho el
sobrenadante y coloc6 en Epperdorfs para titular con el método de UFP (ver Materiales y
métodos, seccidn 3). Se realizaron controles de células sin infectar y células infectadas sin
droga. Cada una de las muestras se realiz6 por duplicado. A partir de este método se
determind la concentracion efectiva 50 (CE50), como aquella concentracién de droga en la

gue se reduce el rendimiento viral en un 50%.

9. Actividad virucida
En tubos eppendorfs se colocaron 200 ul de Etoricoxib 400 uM junto con 200 ul del stock

viral, llevando a una concentracion final de la droga de 200 uM y una dilucién al medio del
virus. Como control viral se realiz6 la misma dilucion de 200 pl del stock junto con 200 ul de
medio MEM 1.5%, en ausencia de la droga.

Luego se incubaron los eppendorfs por una hora a 37°C y pasado ese tiempo, se realizaron
diluciones seriadas al décimo. Se infectaron con un inoculo de 0.1ml monocapas de células
Vero crecidas en placas de 24 pocillos, siguiendo el método de titulacion de UFP (ver
Materiales y métodos, seccién 3). Posteriormente se determiné el titulo viral expresado en

UFP por mililitro.

10. Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como la media + desvié estandar (SD).

La significancia estadistica se evalué mediante ANOVA con comparacién entre grupos
mediante la prueba de Tukey con el software R Studio v 4.1.1, a menos que se indique lo
contrario.

La CC50 y CE50 fueron calculadas a partir de curvas dosis-respuesta usando el software
GraphPad Prism 8.3.0. El indice de selectividad (IS) se calculdé como el cociente
CC50/CE5O.
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1. Produccioén del virus Junin

Se procedi6é a preparar un stock de trabajo en suficiente cantidad que permitiera realizar el
conjunto de los ensayos planeados para este trabajo. Para ello se realiz6 una curva de
crecimiento utilizando cultivos de células Vero, el sustrato mas eficiente para la
multiplicacion de JUNV. Se infect6 una monocapa con un inbéculo conteniendo
aproximadamente 1,5x10° UFP a una MOI=0,1. Se cosecharon los sobrenadantes y se
determiné la produccién viral a distintos tiempos p.i. por medio del conteo de placas de lisis.

A Dias post-infeccion
Diluciones
seriadas

1071

1072

103

1074

1,00E+8
1,00E+7
1,00E+6
1,00E+5
1,00E+4

1,00E+3

UFP/mI

1,00E+2

1,00E+1

1,00E+0 f T T T T
0 4 5 6 7
Tiempo de infeccion (dias)

Figura 10. Curva de crecimiento del virus Junin (JUNV).
A. Imagen representativa de una placa multiwell en donde se realiz6 la titulacién del Stock de la cepa V4454 de JUNV.
Luego de fijar los pocillos con formol, se revel6 con Cristal violeta y calcul6 el titulo viral con el método UFP. Las columnas
indican los dias p.i. que se titularon y las filas las diluciones seriadas B. Produccién viral en el sobrenadante de células Vero

infectadas con JUNV. Se plaqued y determiné UFP/ml en cada dia sefialado, de n = 2 experimentos independientes.
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En la Figura 10A se observa una fotografia correspondiente a esta titulacion. El efecto
citopatico producido por el virus da como resultado, bajo un medio semisélido, placas de lisis
definidas y enumerables. Segun lo esperado el nimero de placas de lisis disminuye con las
diluciones de cada una de las muestras o dias cosechados. Se calcul6 el titulo para cada
dia p.i. en base a las diluciones en las cuales las placas fueron contables.

A continuacién, se construy6 la curva de crecimiento mostrada en la Figura 10B. Se puede
observar que la produccion viral alcanz6é un maximo de 5x10% UFP/ml al 5to dia p.i. y segin
lo esperado, disminuye los dias subsiguientes. De acuerdo a estos resultados se seleccioné
el sobrenadante correspondiente al 5to dia como stock viral para el desarrollo de la presente

tesis.

2. Expresion de COX-2 en cultivos A549

La linea celular humana A549 fue utilizada en este estudio por representar un tipo celular
relevante en la infeccion con JUNV. Esta linea es ampliamente utilizada en los estudios
relativos a infecciones virales y estimulacion de factores celulares de la respuesta inmune
innata (Pefia Carcamo et al., 2018; Valenzuela et al., 2021). Ademas, varios han reportado y
descripto la expresion de COX-2 en esta linea frente a distintos estimulos. De acuerdo a
datos hallados en bibliografia el tratamiento con PMA induce la expresion de la enzima en
distintas lineas celulares incluyendo A549 (Kang et al., 2007; Luu et al., 2022; Patil et al.,
2018).

Para comenzar el estudio se determiné la expresiéon de COX-2 en los cultivos A549 vy frente
al estimulo de PMA. Se trataron cultivos crecidos en monocapa con PMA 0,1 uM por 4
horas. Luego de este tiempo se fijaron las células y se determiné la expresion de la proteina
por inmunomarcacion. En paralelo se crecieron cultivos sin estimular y fueron utilizados
como control. En la Figura 11A se muestran microfotografias representativas del ensayo
realizado. La primera columna muestra la deteccion de nicleos (DAPI) y en la segunda
columna la marcacion con el anticuerpo anti-COX-2 (canal cian). Se puede observar que en
ausencia del tratamiento con PMA hay una expresion muy débil de la enzima. Cuando en
estos cultivos se cuantificd el nimero de células positivas relativo a las células totales, se
determind un 20% de positividad. Consideramos asi estos niveles de la proteina COX-2
como basales para el analisis de nuestros cultivos A549 sin infectar. Cuando se examinaron
los cultivos estimulados con PMA se verificd la capacidad de este cultivo de inducir la

expresion de COX-2 y se observé un aumento significativo en cantidad de células positivas
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para la expresion de esta proteina. La cuantificacion permitio determinar niveles de
expresion mayor al 80% (Figura 11B).

Muestras similares estimuladas y sin estimular con PMA se procesaron para su analisis por
la técnica de WB. Se sembraron ambas muestras en un gel de poliacrilamida, se realiz6 la
corrida electroforética y posteriormente la transferencia de proteinas. Como se muestra en la
Figura 11C cuando se revel6 con anticuerpos especificos para la enzima, COX- 2 fue
detectada solo en aquellos cultivos estimulados. En los cultivos controles no fue posible
detectar la banda correspondiente.
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Figura 11. Expresién y cuantificacion de COX-2 en células tratadas con PMA.
A. Expresion de la proteina COX-2 revelado por IFI con anticuerpo anti-COX-2 policlonal de conejo (canal cian), marcacién
de los nlcleos con Dapi y la superposicion de los dos campos. Los cultivos celulares A549 se trataron con 0,1uM de PMA
por 4 horas. B. Cuantificacién del Porcentaje de células positivas para COX-2 en presencia (PMA+) y ausencia (PMA-) del
tratamiento. Los resultados se indican como la media + DE y el andlisis fue de al menos 7 campos para cada tratamiento,
de n = 2 experimentos independientes. *** p <0,0001. C. WB en presencia o ausencia de PMA, siendo n=1. También se

observa el gel de corrida de la electroforesis tefiido con azul de Comassie.
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3. Estudio de la expresion de COX-2 durante la infeccidon con
JUNV

3.1. Andlisis de la expresion de COX-2 por RT- PCR

Una vez determinado que los cultivos celulares utilizados para este estudio eran capaces de
expresar la enzima de nuestro interés, se procedié al estudio de cultivos infectados con
JUNV. Para ello monocapas infectadas durante 24 h fueron procesadas para el analisis de
mensajeros (ARNm) de COX-2. Se lisaron las células, se extrajo RNA total y se desarrollo
una reaccion de retrotranscripcion de todas las muestras para la obtenciéon de ADNc. Previo
a la PCR se establecieron las condiciones 6ptimas (temperatura de annealing) para los
primers adquiridos ya que los mismos no habian sido previamente utilizados en el
laboratorio (ver materiales y métodos, seccién 5).

A partir del ADNc se amplificaron por PCR en tiempo real los genes de COX-1 y COX-2.
Como gen normalizador se amplificé actina y para comprobar la infeccion de los cultivos se
amplifico el gen viral NP. Cultivos sin infectar fueron utilizados como control.

Se realizé la RT-PCR como se indica en materiales y métodos (seccion 5) y en base a los
valores obtenidos, se normalizé la expresion relativa de los ARNm de interés respecto a
actina. Luego se calculd la diferencia de expresion relativa de la condicién control vs. la
infectada (24 h p.i.), para cada uno de los ARNm.

Los valores relativos de expresiéon 0,5 y 2 se determinaron como valores de corte. Valores
encima de 2 presentan un aumento significativo respecto al control y aquellos por debajo de
0,5 se inhiben respecto a los valores de control. Como se muestra en la Figura 12A la
expresion relativa de COX-1 no varia en las células infectadas en relacion a las no
infectadas. Este resultado es esperable ya que, la isoforma 1 de la ciclooxigenasa se
expresa de manera constitutiva y su expresién no es inducible.

Sin embargo, para el mensajero de COX-2 se observa un aumento relativo de expresion de
2,25 veces, a las 24 h p.i. respecto del control, lo que indica que su expresion frente a la
infeccion viral aumenta.

Con las mismas muestras se realizé la amplificacion del gen viral N en ambas condiciones, y
como confirmacién de la infeccidén exitosa de estos cultivos al tiempo analizado. En el gréfico
de la Figura 12B se observa que en el control sin infectar no se amplifica el ARN viral (N).
En los cultivos infectados por otro lado, los valores de Ct obtenidos son los esperados para

las 24 p.i.
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Figura 12. Expresién de ARNm, COX-2 y COX-1 en A549 a 24h p.i.
Se infectaron células A549 con JUNV a una MOI de 0,1 UFP/célula. A las 24h p.i. se levantaron con Trizol, extrajo el ARN y
sintetiz6 ADNCc, para luego realizar RT-PCR. A. Expresion relativa de mensajero (respecto a Actina) para COX-1 y COX-2
en células A549 24 h p.i. Con el signo positivo (+) se muestran las células infectadas y con signo negativo (-) células sin
infectar utilizadas como control. Los resultados de la figura 3A se obtuvieron a partir del Método delta deltaCt (AACt), en
donde se normalizo la Ct de cada muestra con el control de actina y se obtuvo la delta Ct de los cultivos infectados y no
infectados. A posteriori se normalizo la delta Ct de los cultivos infectados respecto a los no infectados obteniéndose asi la
AACt. Para calcular la variacion relativa se utilizé la formula 224, B. Expresion de ARN viral en cultivos infectados y su

control sin infectar, se grafican los valores de Ct, n=1. Los asteriscos indican diferencias significativas y ns no significativo.

3.2. Andlisis de la expresion de COX-2 por inmunomarcacion

A continuacion, se analizo la expresion de la proteina COX-2 en los cultivos infectados con
JUNV. Teniendo en cuenta que su mensajero esta significativamente inducido a las 24 h p.i.
se quiso evaluar esta vez otros tiempos de infeccién. Se infectaron los cultivos crecidos
sobre vidrios con JUNV (MOI= 0,1) y se fijaron a 5, 24, 48 y 54 h p.i. Para cada tiempo de
infeccidn se fijaron respectivos controles sin infectar.

Se realizé una inmunomarcacion con anticuerpos especificos para revelar la enzima COX-2,
como en la Figura 11. En simultaneo y para la identificacién de las células infectadas se
utilizaron anticuerpos anti-NP. Todos los nicleos celulares se marcaron con la sonda DAPI.
Se utiliz6é para proteinas virales el anticuerpo secundario IgG de ratdn- Alexa 568. Por otra
parte, para COX-2 se utilizé el anticuerpo secundario IgG de conejo- Alexa 488.

Las muestras se observaron por microscopia de fluorescencia y se documentd tomando
imagenes de campos al azar. En la Figura 13 se muestran microfotografias representativas
de estas inmunofluorescencias. La primera columna muestra los nicleos marcados con

DAPI y la segunda columna la marcacién de las células infectadas o JUNV (+). Le sigue la
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marcacion con COX-2 y en la ultima columna la superposicion de imagenes. En esta ultima,
se marco la proteina viral en amarillo y COX-2 en cian.

La primera fila de la figura corresponde a las monocapas celulares sin infectar o controles.
En estas muestras no se observa, segun lo esperado, marcacion de antigeno viral JUNV.
Asimismo, en estas monocapas hay algunas células positivas para COX-2, como expresion
basal y tal como se determiné en la Figura 11.

Las siguientes filas de microfotografias muestran los distintos tiempos p.i. en las monocapas
infectadas. Se puede observar un aumento progresivo en el nimero de células infectadas

(columna JUNV) asi como en la expresion de COX-2.

Dapi COX-2 Superposicion

A549
24 h p.i. 5 hp.i. Control

48 h p.i.

54 h p.i.

Figura 13. Expresién de COX-2 en cultivos infectados a diferentes tiempos p.i.
Los cultivos se fijaron y co-marcaron por inmunofluorescencia con anticuerpo anti-COX-2 policlonal de conejo (canal cian) y
anti-N monoclonal de ratén (canal amarillo) a 5, 24, 48, 54 horas p.i.

Magnificacién 60x.

Se observa la co-positividad, en algunos casos, de células COX-2 (+) que son también
JUNV (+) a las 24 y 48 h p.i. Por otro lado, a las 54 h p.i. ademas de un aumento en el
porcentaje de células positivas para la expresibn de COX-2, se observa un patrén de

exclusién. Es decir, las células COX-2 (+) son negativas para el antigeno viral o JUNV (-).
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En base a los ensayos de fluorescencia y la documentacion fotogréfica correspondiente, en
la Figura 14A se muestra la cuantificacion de células infectadas (JUNV: barras amarillas) y
en 14B el niumero de células expresando COX-2 (barras celestes). La cuantificaciéon de
células positivas se realizé para ambos casos en los cultivos infectados y cultivos sin
infectar; y a cada uno de los tiempos a los cuales se fijaron las monocapas infectadas.
Segun se ve en la figura se expresa la cuantificacion como % de positividad relativizandolo a

la cantidad de ndcleos (células totales) en cada campo y se calculd el porcentaje a distintos

tiempos p.i.
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Figura 14. Porcentaje de células positivas parala expresién de COX-2y proteinas virales (JUNV) a diferentes
tiempos p.i. en cultivos celulares.
Células A549 infectadas (+) con JUNV (MOI=0,1) a 5, 24 ,48 y 54 horas p.i, con sus respectivos controles (-).Se contaron al
menos 4 campos para cada tratamiento de 2 experimentos independientes y se promediaron respecto al nimero total de
nudcleos en cada campo. A. Porcentaje de células positivas para JUNV. B. Porcentaje de células positivas para COX-2. Los
resultados se obtuvieron a partir de la implementacién de un modelo lineal general con un disefio de bloques al azar. Los
valores se reportan como la media + SD de n = 2 experimentos independientes y los asteriscos indican diferencias

significativas (** = P < 0,01; *** = P < 0,001; ns = no significativo).

La cuantificacion en la Figura 14A muestra el porcentaje de células infectadas, mientras que
en los controles es cero. En los cultivos infectados el porcentaje de células expresando
antigeno viral, en cambio, incrementa con el tiempo de infeccién y alcanzando valores del
40-50% a partir de las 48 h p.i. La estadistica sefialé que el % de células infectadas no varia
significativamente entre 5 y 24 h p.i. sin embargo si lo hace en el resto de los tiempos
analizados. En el grafico correspondiente a COX-2 (Figura 14B) se ve que en células

control (sin infectar) hay expresion de COX-2 a todos los tiempos analizados y los valores se
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encuentran siempre en torno del 20%. En concordancia con lo determinado en la Figura 11
estos valores fueron considerados basales y se sefiala ese umbral con linea punteada. En
los cultivos infectados a las 5 horas p.i. el niumero de células expresando COX-2
corresponde con valores similares a los anteriormente denominados basales. En cambio, a
partir de las 48 h p.i. el nimero de células COX-2 (+) en los cultivos infectados se
incrementa superando el 20%. Cuando se realiz6 la estadistica sobre los datos de COX-2 se
determiné que los controles (sin infectar) difieren significativamente de los -cultivos
infectados (*** p < 0.001), excepto a las 5 y 24 h p.i. que no muestran diferencias
significativas (ns). A partir de las 48 h p.i. aumenta la expresion de COX-2 respecto al
control en los cultivos infectados, alcanzando un maximo del 40% de positividad. Por otra
parte, se hizo la comparacion entre horas p.i. Se observé que las 5 h y 24 h p.i. difieren
significativamente de 48 h y 54 h p.i. (*** p < 0.001). Entre 48 y 54 h p.i. el nUmero de células
COX-2 (+) comienza a disminuir siendo estas diferencias significativas (** p < 0.01).

Adicionalmente a las cuantificaciones realizadas se pudo observar que el patron de
expresion de COX-2 en los cultivos infectados difiere del observado con la estimulacion de
PMA. En La Figura 15 se muestra un comparativo de imagenes en aumentos equivalentes.
Al estimular COX-2 con PMA se evidencia un patrén difuso citoplasmatico (panel izquierdo),
mientras que, en cultivos infectados el patron de expresion de la enzima fue principalmente
puntilloso, de localizacion citoplasmatica y perinuclear (panel derecho). Esto indica que la
expresion de la enzima difiere segun el tipo de estimulo que recibe y que frente a la
infeccibn con JUNV podria tener una localizacion especifica y mas restringida

espacialmente.
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Figura 15. Expresién de COX-2 en cultivos tratados con PMA y cultivos infectados con JUNV.
Inmunofluorescencia indirecta en cultivos de A549 tratados con PMA (PMA+) sin infectar (izquierda). Inmunofluorescencia

indirecta en cultivos de A549 infectados con JUNV (JUNV+) en ausencia de tratamiento y a las 54 horas p.i. (derecha)
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3.3. Inhibicion de la actividad enzimatica de COX-2 en cultivos
infectados

En base a los resultados que mostraron la expresion de COX-2 durante la infeccién con
JUNV se quiso determinar la posible funcién de COX-2 en los cultivos infectados.

Para ello, se utilizé un inhibidor selectivo de la actividad enzimatica de COX-2, Etoricoxib.
Para este ensayo adicionalmente y con fines comparativos, se utilizé la linea celular humana
Huh-7. Inicialmente se expusieron los cultivos a un rango de concentraciones de 0 a 200 uM
y por 24 h, teniendo en cuenta datos de bibliografia para ETO y de otros inhibidores de la
misma familia (Esser et al., 2005; Ramer et al., 2013; Riendeau et al., 2001). Se determino
el porcentaje de viabilidad celular (A549 o Huh-7) por medio del método MTT. Se midi6 la
absorbancia y se calcularon los porcentajes de viabilidad en cada concentracion
relativizando con el control y tomando a este como el 100%. En la Figura 16A se observa
gue la viabilidad del cultivo de A549 (curva verde) en concentraciones de 20 a 200 uM de la
droga se mantuvo siempre por encima del 80%. Los cultivos Huh-7 (curva violeta) mostraron
valores de viabilidad similares a los cultivos A549. En ambos casos la CC50 no fue

alcanzada, determinando que su valor fue mayor a 200 pM.

De forma similar y con las mismas concentraciones de inhibidor se determiné el efecto sobre
la multiplicacion de JUNV. Se infectaron tanto células A549 como Huh-7 y luego de retirar el
in6culo se tratd con el inhibidor durante 24 h p.i. Se cosecharon los sobrenadantes y
determinaron los titulos virales por el método de UFP. En la Figura 16B se grafican las
curvas dosis-respuesta de ETO. Se muestran los porcentajes de inhibicion de la
multiplicacion viral relativizando al cultivo infectado en ausencia de inhibidor como 0% de
inhibicion. Se observa para los cultivos A549 la curva de inhibicién viral en el rango de 1.25
a 200 uM. Se puede observar una reduccion pronunciada de la produccion viral en el rango
de 0 a 20 uM y alcanzando un maximo de inhibicién del 70%. La CE50 resulté menor a 1.25
UMy la CC50 es mayor a 200 uM. El indice de selectividad (IS) se estim6é mayor a 160.

Para el caso de los cultivos Huh-7 se muestra una curva de inhibicion entre 5 a 200 uM. La
inhibicion no resulté ser tan pronunciada alcanzando ademas valores de inhibicion maximos
del 37%. Por lo tanto, para esta linea celular la CE50 es mayor a 200 uM, su CC50 es mayor

a 200 pMy su IS mayor a 1.

47



A - % Viabilidad A549 - % Viabilidad Huh-7

100|§' 100
S 804 \'——Iso R
D <
< o
T 60 60 S
1] =
T Q.
= [
S 40— -40 2
S ==
> c
2 204 - 20 z

0 1 1 1 0

0 50 100 150 200

[Etoricoxib] (uM)

- % Inhibicion A549 B % Inhibicion Huh-7

100~ - 100

2 80- Lgo =X
b 5
< =
E 60—/—.—. - 60 g-
5 Q,
— [°]
§ 40 =40 3
£ z
X 204 - 20 z

-6 -5 -4 -3

Log [Etoricoxib] (M)

Figura 16. Analisis de citotoxicidad y de inhibiciéon con Etoricoxib a diferentes concentraciones.
A. Porcentaje de viabilidad para diferentes concentraciones de ETO (hasta 200uM) para células A549 (@) y Huh-7 (&
)sin infectar y tratadas por 24 horas, n=1. B. Porcentaje de inhibicion de la multiplicacién viral para diferentes

concentraciones de la droga ETO (hasta 200uM) para células A549 (~® ) y Huh-7 (#) infectadas y tratadas por 24 horas,
de n = 1 experimentos independientes.

3.4. Actividad virucida de Etoricoxib

Durante la busqueda bibliografica sobre ETO y su efecto sobre distintos modelos virales no
se encontraron datos sobre una posible actividad virucida. Sin embargo, en ninguno de los
articulos consultados se ensayd esta actividad por lo se decidié realizarlo en nuestro
sistema. Se utilizé la maxima la concentracion de etoricoxib ensayada en la Figura 16 y se
permitié el contacto de la misma con un inoculo viral de 2x 10° UFP/ml. Luego de 1 h a 37°C
se procedio a titular la infectividad del inéculo tratado por el método de UFP. Como control
se incubd un indculo sin droga en las mismas condiciones. Como se observa en la Figura
17 el inhibidor ETO no tuvo ningln efecto deletéreo sobre las particulas virales conservando

la infectividad en valores comparables con el inéculo control.
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Figura 8. Actividad virucida de Etoricoxib.
Células Vero infectadas con JUNV (MOI: 0,1) en presencia o ausencia de Etoricoxib. Se incubd la
suspension de JUNV junto con Etoricoxib por una hora a 37°C. Se realizaron diluciones seriadas, titulé
luego por el método de UFP y determind UFP/ml. Como control viral se incubé el virus en ausencia de la
droga. Los datos representan la media + DE de n = 2 experimentos independientes, realizados por
duplicado. El andlisis estadistico es ANOVA de un factor con el método de comparacion a posteriori Tukey.
P valor: 0.9204, se considera significativo p valor < 0.05. ns: no significativo.
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Discusion y conclusiones
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Los virus son parasitos intracelulares obligados cuyo ciclo de multiplicacion se desarrolla en
gran medida gracias al aporte de factores celulares, considerados por ello pro-virales. Por
otro lado, las células infectadas son capaces de censar el ingreso de patégenos y expresatr,
en consecuencia, factores especificos. Estos factores formaran parte de una respuesta
antiviral con el objetivo de entorpecer la multiplicacion o, en el mejor de los casos, eliminar el
microorganismo invasor.

Conocer el perfil detallado de factores celulares activos durante la replicacion de un virus
determinado permite no solo comprender con mayor profundidad la biologia del sistema
parasito-hospedador; sino que ademas permite un mejor andlisis de nuevos blancos
antivirales y posibles estrategias de intervencion frente a las infecciones virales.

Dentro del objetivo general de comprender estos fendémenos de fisiologia celular
condicionada por la infeccion con JUNV y la dinamica estimulo-respuesta durante las
distintas etapas del ciclo de multiplicacion en células humanas; se quiso abordar el estudio
de una enzima relevante dentro de la repuesta innata y pro-inflamatoria. Las COXs son
enzimas muy estudiadas en el contexto inflamatorio y condiciones tumorigénicas. En los
Ultimos afos, ademas, se ha acumulado evidencia de su rol durante distintas infecciones
virales. Por ejemplo, virus como dengue inducen la expresién de COX-2 por activacion de
las vias de sefalizacion de NF-kB y MAP quinasas. Esto da como resultado un aumento en
la sintesis proteica de COX-2 y de su producto PGE2, que lleva a una mayor actividad de la
polimerasa viral. Por lo tanto, la sintesis de la proteina COX-2 tiene un rol pro-viral durante
el ciclo de multiplicacion (Lin et al., 2017).

En este trabajo se abordd el estudio de la expresion de COX-2 durante la infeccion de
células humanas A549, con JUNV. Esta linea celular de origen tumorigénico ha sido
utilizada como modelo de estudio tanto en cancer como en otras infecciones virales (Liou
etal., 2008; Dudek etal., 2016; Meng etal., 2012; Chen etal., 2021). Al analizar esta
enzima en el contexto de la infeccién con JUNV, ademas, se tuvo en cuenta la gran cantidad
de estudios farmacoldgicos disponibles sobre inhibidores de esta enzima y sus usos
actuales como drogas antiinflamatorias no esteroideas. De esta forma, en el caso de
determinar un rol importante de COX-2 en nuestro modelo de estudio, la reutilizacién o
reposicionamiento de drogas ya existentes en el mercado representaria un aspecto

interesante y una proyeccion posible para el estudio iniciado.

Como primer paso se establecieron los niveles de expresiéon de COX-2 en nuestra linea
celular y la capacidad de modularlos con un inductor conocido: PMA. Se analizaron,
entonces, los cultivos celulares por la técnica de inmunofluorescencia, cuantificando las
células positivas para COX-2 respecto de las totales (Figura 11). Como resultado se

encontré que en estos cultivos A549 existe una expresion discreta de COX-2, observando
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algunas células positivas con niveles bajos de intensidad. Estos datos no sorprendieron y
resultan esperables teniendo en cuenta la naturaleza tumorigénica de la linea. El porcentaje
de células COX-2 (+) fue del 20% aproximadamente. Cuando se desafié el cultivo con PMA
se evidencié una respuesta muy eficaz en la estimulacion de COX-2. Esta vez las células
presentaban una incrementada fluorescencia con niveles de expresion del 80% del total de
células analizadas. Cuando se procesaron cultivos para su andlisis por la técnica de WB se
observo la presencia de COX-2 en las muestras estimuladas con PMA, sin embargo, no fue
posible observar una banda en los cultivos sin estimular. Si bien se intentd esto en dos
oportunidades, el resultado fue siempre negativo. La ausencia de banda podria explicarse
por el bajo contenido de COX-2 en las células sin estimular (20%), aunque para afirmar esto
seria necesario probar otras condiciones para el revelado del WB. Al cabo de estos
experimentos se pudieron establecer las caracteristicas intrinsecas de nuestro cultivo, previo
al analisis de cultivos infectados. Asimismo se determiné que en las condiciones utilizadas el

ensayo de inmunofluorescencia resultd méas sensible que el de WB

A continuacion, y como primer ensayo sobre los cultivos infectados, se determinaron los
niveles de ARNm de COX-2 a las 24 h p.i. Como controles se utilizaron cultivos sin infectar
procesados simultdneamente con los infectados. Se cuantific6 ademas el ARNm de COX-1
como enzima celular de expresion constitutiva. Se observd que efectivamente COX-1
presenta niveles de expresion similares al comparar los cultivos infectados con los no
infectados. Al analizar la abundancia relativa de COX-2 se encontré que a las 24 h p.i. su
mensajero incrementd en 2.25 veces, en comparacion con los cultivos controles sin infectar
(Figura 12).

Si bien los valores de ARNm se elevan al infectar los cultivos A549 con JUNV, se quiso
determinar si ese aumento correlacionaba con un aumento a hivel proteico de COX-2.
Varios estudios demostraron que esta correlacion no se cumple, es decir, se observa mayor
incremento en los niveles del mensajero que en la proteina. Por ejemplo, en canceres de
colon y en lineas celulares de cancer de colon el ARNm de COX-2 se expresa en niveles
altos, mientras que, los niveles de la proteina son menores (Hsi et al.,, 2000; Shao et al.,
2000). Ademas, se ha descripto que COX-2 puede ser regulada mediante la vida media de
su mensajero. La regulacion ocurre principalmente en las regiones 3’-UTR del mensajero
gue contiene secuencias ARES, afectan la estabilidad del mismo (elementos regulatorios),
regulando los eventos post-transcripcionales y la eficiencia de la traduccién (Cok y Morrison,
2001).

Segun un trabajo de Mukhopadhyay et al. (2003) existen proteinas que reconocen el ARNm

de COX-2, se asocian a éste y lo estabilizan inhibiendo, sin embargo, su traduccion. Esta
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disminucion en la expresion proteica y, a su vez, en PGE2 depende del tipo de estimulo que
se induce sobre las lineas celulares, como por ejemplo radiacion.

Para establecer entonces los niveles de la enzima COX-2 presentes en las células
infectadas con JUNV, se recurrié a la marcacion con anticuerpos especificos. Se realizé
recuento de células positivas fluorescentes ya que esta técnica, como se menciong,
demostrd ser la mas sensible y reproducible. Se hizo un andlisis a lo largo del tiempo en
cultivos infectados con JUNV y se determiné que el niUmero de células estimuladas para la
produccion de COX-2 aumenta con el tiempo de infeccidén alcanzando valores del 40% a las
48 h p.i.. Los niveles de COX-2 en las células sin infectar se mantuvieron constantes a lo
largo de los distintos tiempos ensayados y siempre alrededor del 20%, tal como se habia
determinado al inicio del estudio. Los valores de COX-2 a las 5y 24 h p.i son comparables a
los controles, sin embargo, a las 48 h p.i. estos valores aumentan y alcanzan un maximo.
Como conclusién entonces encontramos que en las células infectadas con JUNV existe un
aumento de niveles de transcripcién como de traduccion del gen PTGS-2.

Varios estudios realizados en otros modelos virales muestran que la expresion de COX-2
aumenta. Por ejemplo para Hepatitis B, se observd un aumento en células HepG2 con la
técnica de WB a las 24 y 48 h p.i. (Yue et al., 2011). Esto también se observé para Hepatitis
C con la misma técnica, pero en células Huh-7.5.1.(Lu et al., 2015). Ademas de la expresion
proteica, los autores corroboraron un aumento en el mensajero, utilizando la técnica de
Northern blot. Yan y col. (2006) han descripto que el aumento de COX-2 en cultivos
infectados con SARS-CoV-1 se debe a que la nucleoproteina de este virus se une a su
promotor y regula su expresion.

Otro estudio realizado en fibroblastos primarios de prepucio humano e infectado con HCMV,
mostré un aumento de COX-2. La expresion se analizé a diferentes tiempos p.i. abarcando
desde 8 hasta 48h p.i. (Zhu et al., 2002). Mas recientemente se describié un aumento de
COX-2 por PCR en tiempo real y a las 24 h p.i.; en células humanas de epitelio bronquial e
infectadas con Parainfluenza (Lewandowska-Polak etal.,, 2019). Para SARS-CoV-2 se
observé un aumento en ARNm de COX-2 en células Calu-3 y A549 a los 2 dias p.i. por
medio de técnicas de ARN-seq y PCR cuantitativa (Chen et al., 2021).

Es importante sefialar que, en general, los trabajos analizan la expresiéon de COX-2 por RT-
PCR o por WB. Pocos trabajos han descripto la expresién de esta enzima por microscopia
por lo que resulté dificil comparar nuestros resultados con la bibliografia. En este sentido,
una observacién que se realiz6 sobre las imagenes de las inmunomarcaciones permitié
determinar que el patrén de fluorescencia de las células inducidas por PMA es distinto del
patrén inducido en las células infectadas (Figura 15). En las células inducidas por PMA el

patrén se presenta de manera difusa en todo el cuerpo celular, a excepcion del ndcleo. En
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aquellas células infectadas con JUNV el patron de distribucién de COX-2 es mas discreto
con estructuras puntiformes mas o menos grandes e intensas, siguiendo una distribucion
sugerente de reticulo. En el presente trabajo, no hemos determinado fehacientemente el
compartimento celular en el que se localiza COX-2 durante la infeccion con JUNV. Este es
un aspecto que merece abordarse en el futuro, sin embargo, podemos sugerir que su
localizacion es perinuclear y en RE.

Teniendo en cuenta que las vias de estimulacién de COX-2 son complejas e involucran una
cantidad de factores diferentes, los cuales se desconoce si estan involucrados total o
parcialmente durante el estimulo por JUNV, la observacion de la Figura 15 no sorprende.
Sin embargo, sugiere que la via de induccion involucrada durante la infeccién determina una
localizacion sub-celular diferente a la observada en presencia del inductor PMA. Queda por
establecer que vias y que sitios celulares son relevantes durante la expresion de COX-2 en
células infectadas con JUNV. Esta informacién ademas podria ayudar a esclarecer la

funcion de COX-2 durante el ciclo de multiplicacion viral.

Luego de determinar que JUNV era capaz de estimular la expresion de COX-2 se abordé el
estudio de la funcionalidad que podria tener este incremento. Se recurrid, entonces, a la
estrategia de inhibir COX-2 mediante la intervencion farmacolégica para determinar la
importancia de la actividad de esta enzima durante el ciclo de replicacion de JUNV. Se
utilizé etoricoxib una droga ampliamente descrita por su actividad especifica anti-COX-2.
Cuando se trataron células infectadas durante 24 h con distintas concentraciones de la
droga se observdé que la produccién viral en el sobrenadante disminuye de forma
dependiente de la dosis, y cuando los niveles de toxicidad estan por debajo del 20% (Figura
16). De esta forma se evidencié que la actividad de COX-2 es necesaria para un normal
desarrollo de ciclo de multiplicacion viral. Aungque no se determind el mecanismo
subyacente, se le podria atribuir una funcién pro-viral.

Recientemente se encontré que drogas AINE como el naproxeno son capaces de unirse al
dominio N-terminal de la nucleoproteina de SARS-CoV-2 y limitar su unién a los RNA virales
(Terrier et al., 2021). La actividad antiviral del naproxeno y sus derivados fue demostrada en
cultivos celulares tanto para SARS-CoV-2 como para Influenza A (Lejal etal.,, 2013).
Ademas, Terrier et al., (2021) encontraron que celecoxib, otro inhibidor especifico de COX-2,
favorece la dimerizacién de la nucleoproteina de SARS-COV-2 y por consiguiente estabiliza
su conformacion bioldgica. Al tratar cultivos infectados con esta droga, a bajas
concentraciones, observaron una actividad pro-viral. Estos trabajos ponen de manifiesto la
importancia de caracterizar los mecanismos de accion antivirales de drogas conocidas. En

este caso el aumento de la replicacion viral en presencia de un inhibidor de COX-2 no
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estaria solo relacionado al detrimento de la funcionalidad de COX-2 durante el ciclo de
multiplicacién, sino a un blanco directo viral, previamente no considerado.

Los experimentos desarrollados durante esta tesis con el inhibidor de COX-2, ETO,
mostraron una disminucién en la produccion de particulas infecciosas de JUNV. Si bien esto
sugeriria que la funcién enzimatica de COX-2 es necesaria para el normal desarrollo del
ciclo de replicacion, y en vista de los resultados citados, no podemos descartar algun posible

blanco viral. Si podemos descartar que esta droga no afecta la estructura del virién, por lo
gue no presenta actividad virucida.
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