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Resumen

Papelde los acidos nucleicos citoplasmaticos de los baculovirus en la produccion de IFN-I
en células no inmunes de mamifero

El baculovirus ACMNPV es un virus envuelto, con genoma DNA de doble cadena, patdgeno
de insectos. Posee un complejo ciclo de replicacion bifasico en el que participan dos
fenotipos: los virus brotados (BV) y los virus derivados de los cuerpos de oclusion (ODV), los
cuales son estructural y funcionalmente distintos. Los BV son capaces de transducir genes
bajo la regulacion de un promotor adecuado en células de mamifero, aunque no pueden
replicar su genoma en este hospedador. Dentro de las aplicaciones de los baculovirus como
herramienta biotecnologica en mamiferos, se destacan su uso para el desarrollo de vacunas,
para el delivery de genes y como inmunomoduladores. Se ha descripto una potente
respuesta inmune innata inducida por BV en mamiferos, capaz de montar un estado
antiviral inespecifico por vias independientes de TLR. Asi, este trabajo de Tesis tiene como
finalidad estudiar la participacion de los acidos nucleicos baculovirales citosélicos en la
produccion de un estado antiviral en células no inmunes de mamifero. En primer lugar,
mediante ensayos de transcripcion con baculovirus recombinantes se demostro que el
citoplasma es el principal destino que alcanza el genoma baculoviral en distintos tipos
celulares no inmunes. A continuacién, se obsernvd que los BV -pero no los ODV- son
capaces de producir un estado antiviral y un aumento de IFN B en fibroblastos murinos.
Ademas, se determind que baculovirus pseudotipados con la proteina G (VSV) ingresan a la
célula de manera mas eficiente pero no producen mayores niveles de IFN B. Finalmente, se
estudio la participacion de distintos sensores citosélicos de DNA en celulas murinas y en
células humanas infectadas con BV y se observd que la enzima RNA Pol Il no esta
relacionada en el establecimiento del estado antiviral. La via cGAS-STING en células murinas
fue estudiada mediante edicién génica por CRISPR-Cas9, mientras que en células epiteliales
humanas se estudié mediante transcomplementacion de cGAS o cGAS y STING en las
celulas HEK293 y HEK293 T, respectivamente. Los resultados mostraron que STING es una
proteina necesaria para el establecimiento de un estado antiviral en células de mamifero.
Ademas, al menos dos vias de sefializacion distintas impactan en STING y contribuyen al
estado antiviral por baculovirus. La deteccion del genoma viral por el sensor cGAS induce la
respuesta celular mas potente y es necesaria para la produccién de IFN B. Ademas, la
activacion de STING, de un modo cGAS independiente, da lugar a un estado antiviral en el
cual, en células epiteliales humanas, participa la produccién de IFN Al. En conclusion, los
resultados de esta Tesis muestran que el genoma del baculovirus ACMNPV disponible en
alta proporciones en el citosol en el contexto de infeccion de células no inmunes de
mamifero, desempefia un papel relevante en el establecimiento de un estado antiviral y en
la produccion de IFN |y lll a través del impacto en la via de reconocimiento de acidos
nucleicos cGAS-STING.

Palabras claves: AcMNPV, sensores de acidos nucleicos, interferones, STING, cGAS.



Abstract

Role of the cytoplasmic nucleic acids of the baculovirus ACMNPV in the production of a IFN-|
in non-immune mammalian cells

The baculovirus ACMNPV is an enveloped virus with a double-stranded DNA genome and is
a pathogen of insects. It possesses a complex biphasic replication cycle with two
phenotypes involved: budded virus (BV) and occlusion-derived virus (ODV), which are
structurally and functionally different. The BV is capable of transducing genes under the
control of an adequate promoter in mammalian cells, although it cannot replicate its
genome in this host. Among the applications of baculoviruses as a biotechnological tool in
mammals, is worth mentioning their use for vaccine development, gene delivery and as
immunomodulators. A strong innate immune response induced by BV in mammals has
been described, and it is capable of inducing an unspecific antiviral state, independent of
TLR pathways. Thus, this thesis aims to study the role of baculoviral cytoplasmic nucleic
acids in the production of an antiviral state in non-immune mammalian cells. First,
transcription assays with recombinant baculovirus showed that cytoplasm is the main
destination reached by baculoviral genome in different non-immune cell lines. Next, it was
observed that BVs -but not ODVs- are capable of producing an antiviral state and an
increase of IFN B in murine fibroblasts. Furthermore, we determined that baculoviruses
pseudotyped with protein G (VSV) enter the cell more efficiently without the production of
higher levels of IFN B. Finally, we studied the involvement of different cytosolic DNA sensors
in murine and human cells infected with BV. It was observed that RNA Pol Ill does not
participate in the establishment of the antiviral state. We then studied the cGAS-STING
pathway with CRISPR-Cas9 gene editing in murine cells, whereas in human epithelial cells
was studied with trans-complementation of cGAS or cGAS and STING in HEK293 and
HEK293 T, respectively. The results showed that STING is required for the establishment of
an antiviral state in mammalian cells. Moreover, at least two different signaling pathways
have an impact on STING and contribute to the baculovirus induced antiviral state. The
detection of the viral genome by cGAS sensing induces the strongest cellular response and
it is necessary for the production of IFN B. Additionally, the cGAS-independent STING
activation produces an antiviral state in human epithelial cells where the production of IFN
A1 is involved. In conclusion, the results of this thesis show that the genome of the
baculovirus AcCMNPV available in high levels in the cytosol during the infection of non-
immune mammalian cells, has a relevant role in the establishment of an antiviral state and in
the production of IFN | and Il through its impact in the nucleic acids sensing pathway of
cGAS-STING.

Keywords: AcCMNPV, nucleic acids sensors, interferons, STING, cGAS.



Abreviaturas

Abriviaturas de uso frecuente de esta Tesis:

AcMNPV: Autographa californica ultiple nucleopoliedrovirus

BHK-21: celulas derivadas de tejido renal de hamsteres neonatos

BV: virus brotado (del inglés: budded virus)

CAG: promotor sintético de expresion en mamifero

cGAS: del inglés: c¢yclic GMP-AMP synthase

cGAMP: del inglés: cyclic GMP-AMP

CRISPR: del inglés: clustered regularly interspaced short palindromic repeats
DNA: acido deoxiribonucleico

dsDNA: acido deoxiribonucleico de cadena doble

dpi: dias postinfeccion.

eGFP: proteina fluorescente verde (del inglés.: green fluorescent protein).
HEK293; HEK293 T: lineas celular epitelial derivada de tejido embrionario de rifidn humano
hpi: horas portinfeccion

IFN: interferones

IFNAR: receptor heterodimérico IFN a/f

IL: interleuquinas

MAVS: del inglés: mitochondrial antiviral-signaling protein

MEEF: fibroblastos de embrién murino

MOI: multiplicidad de infeccion (del inglés: multiplicity of infection).

MRNA: ARN mensajero

MyD88: factor de diferenciacion mieloide 88 (del inglés: myeloid differentiating factor 88)
NF-kB: factor nuclear kappa B (del inglés: nuclear factor-kappa B)

NIH/3T3: linea celular fibroblastica derivada de tejido embrionario de raton



Abreviaturas

ODV: virus derivado de cuerpo de oclusion (del inglés: occlusion-derived virus)
PAM: protospacer adjacent motif

PAMP: patrones moleculares asociados a patogenos (del inglés: pathogen-associated
molecular patterns).

PPR: receptores de reconocimiento de patrones (del inglés: pattern recognition receptors)
RIG-I: del inglés: retinoic acid inducible gene /

RNA: acido ribonucleico

RNA Pol Ill: enzima RNA polimersa tipo |lI

Sf9: linea celular derivada de tejido ovarico de Spodoptera frugiperda.

sgRNA: del inglés: single guide RNA

STING: del inglés: stimulator of interferon genes

T7 RNA Pol: enzima RNA polimerasa del fago T7

TCIDso: dosis infectiva 50 en cultivo de tejido (del inglés: tissue culture infective dose 50).
TLR: del ingles: Toll like receptor

TNF-a: del inglés: 7Tumor necrosis factor

UFP: unidades formadoras de placas de lisis.

Vero E6: linea celular derivada de tejido renal de mono africano verde.

VSV: virus de la estomatitis vesicular (del inglés: vesicular stomatitis virus)
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INTRODUCCION

LOS BACULOVIRUS
Autographa californica multiple nucleopoliedrovirus (AcMNPV) y sus fenotipos

Los virus de la familia Baculoviridae son patdgenos de insectos, principalmente de aquellos
que pertenecen al orden Lepidoptera, aunque algunas especies de baculovirus también
infectan los ordenes Diptera e Hymenoptera [1]. Son virus envueltos, con genomas de DNA
circular de cadena doble de tamafio de entre 80 y 180 kpb [2][1]. El genoma esta contenido
en una nucleocapside de alrededor de 300 nm, con forma de vara, que da lugar al nombre
de la familia [2]. Se los subdivide en cuatro géneros: Alphabaculovirus, Betabaculovirus,
Deltabaculovirus y Gammabaculovirus [3]. El género Alphabaculovirus es el mas estudiado y
dentro de él se encuentra el virus objeto de esta Tesis: ACMNPV, al cual haremos referencia
de aqui en adelante.

Los baculovirus poseen un complejo ciclo de replicacion bifasico en el que participan
dos fenotipos, caracteristica que parece ser Unica entre los virus eucariotas. Los dos tipos de
viriones son: los virus brotados (BV, del inglés budded virus) y los virus derivados de los
cuerpos de oclusion (ODV, del inglés occlusion-derived virus:) [1]. Los viriones de los dos
fenotipos presentan el mismo contenido gendmico y se dice que comparten la misma
nucleocapside, formada mayoritariamente por VP39, aunque se han visto algunas
diferencias menores entre ellas [4]. En los aspectos que mas se diferencian los dos fenotipos
virales son en la composicion de sus envolturas, en los sitios de la célula en los que se
producen y en los papeles que desempefian en el ciclo de infeccién (Fig. I).

ooV BV

—PH - = \H—I‘
b A

AN 14’1.

Figura I1: Comparacion estructural de los dos fenotipos de viriones de AcMNPV : Virus derivados de los cuernpos
de oclusion (ODV) y virus brotados (BV). Los viriones de los dos fenotipos presentan el mismo contenido

genomico, pero son estructural y funcionalmente distintos. Adaptado de [4].

En el caso de los ODV, las nucleocapsides adquieren la envoltura dentro del nucleo y
los viriones se ocluyen dentro de una matriz proteica, principalmente compuesta por la
proteina poliedrina, para formar cuerpos de oclusion, estructuras que protegen fisicamente

1
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a los viriones en el ambiente [1]. Cada cuerpo de oclusion de AcMNPV contiene entre 10-30
viriones con entre 5-25 nucleocapsides cada uno [5]. Por lo tanto, un solo cuerpo de
oclusion de AcCMNPV puede transportar cientos de nucleocapsides. Los cuerpos de oclusion
o poliedros son estables y sélo se disuelven en condiciones alcalinas del entorno. De esta
manera, tras la ingesta y en el elevado pH del intestino medio de las larvas, se disuelven 'y
liberan los ODV dando lugar a la infeccion primaria del insecto. Los viriones ingresan a las
células epiteliales por reconocimiento de receptores y posterior fusiéon de membranas,
procesos en los que participa un complejo viral conformado por al menos 9 proteinas [6].
Después de la infeccion de las células del intestino medio, los BV brotan de las superficies
basales de las células epiteliales hacia la hemolinfa y transmiten la infeccion sistémicamente
de célula a célula 'y de tejido a tejido dentro del animal infectado [1] (Fig. I2).

A diferencia de la envoltura de los ODV, la envoltura de los BV se adquiere de la
membrana plasmatica durante la brotacion y contiene la glicoproteina GP64 como la
proteina mas abundante. GP64 es una proteina de fusion de clase Ill, que posee N-
glicosilaciones adquiridas en su transito por el reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi 'y
es incorporada en los BV durante el proceso de brotado [1]. El brotado desde el citoplasma
al medio extracelular, asi como también la adhesion y la entrada de los BV a las células, se
producen con la participacion central de esta proteina, aunque hasta el momento su
receptor asociado no se ha identificado [7][8][9]. Existen diversas hipdtesis al respecto,
como por ejemplo que GP64 se une a fosfolipidos en la membrana plasmatica de la célula
[10] y no a una proteina celular [11][12][13]. En este sentido se ha visto que los virus brotados
de ACMNPV se unen a liposomas que no contienen proteinas y se ha demostrado que esta
union aumenta cuando las membranas de los liposomas contienen fosfolipidos, lo que
sugiere que las interacciones de GP64 con las cabezas cargadas de fosfolipidos pueden ser
un factor critico para la union de los BV a la célula hospedadora [10][14].

Después de unirse a la superficie celular, los BV ingresan a las células por endocitosis
mediada por clatrina [8][15][16]. Poco se sabe sobre el trafico endosémico que se produce
inmediatamente después de la entrada desde la superficie celular, pero varios estudios han
identificado que la formaciéon de vesiculas y el trafico son procesos necesarios o
importantes [17][18][19].
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Diseminacion en diferentes tejidos
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secundaria

Intestino medio

Infeccildn
primaﬁia

@o de Qﬂ]® j Membrana periotrdfica
- Sp— X —
clusion @

oDV

Figura 12: Papel de cada virion de ACMNPV. Los cuerpos de oclusion tras la ingesta son disueltos en el intestino
medjo de la larva, liberando a los ODV y dando lugar a la infeccion primaria. Los BV brotan de la superficie
basal de las células epiteliales, dando lugar a la infeccion secundaria. Adaptado de [4].

CICLO DE INFECCION EN LAS CELULAS DE INSECTO

Una vez dentro de las células, las nucleocapsides virales que se liberan de su envoltura
migran al nucleo, donde son desensambladas y comienza la transcripcion de genes
tempranos involucrados en la replicacion del virus. La expresion génica de los baculovirus
tiene lugar en cuatro fases (Fig. 13) [20][21]. Estas son las fases temprana inmediata,
temprana retrasada, tardia y muy tardia. La fase temprana inmediata esta asociada con la
expresion de transreguladores virales y genes que no necesitan transreguladores para una
transcripcion efectiva. Los genes expresados estan principalmente implicados en el
establecimiento de la infeccidon. La fase temprana retrasada se asocia con la expresion de
genes asociados a la replicacion del virus y a la manipulacion de la célula infectada. Son
genes que en general requieren la presencia de transreguladores virales para una
transcripcion eficiente. La fase tardia esta asociada con la producciéon de nucleocapsides. La
transicion de la fase temprana a la fase tardia se caracteriza por la terminacion de la
replicacion del DNA vy la sintesis de las proteinas estructurales de ambos fenotipos. Se
producen virus brotados y se disemina la infeccion en todo el organismo. En la fase muy
tardia de la expresion génica, las proteinas poliedrina y P10 se producen en grandes
cantidades, lo que da lugar a la oclusion de los viriones en el nucleo [20]. Mientras que la
proteina poliedrina forma la matriz de los cuerpos de oclusién, el papel de P10 no esta
claro, aunque parece estar relacionado con la liberacion de los poliedros del nucleo [20][22].
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Las proteasas virales lisan la célula huésped y degradan el exoesqueleto quitinoso del
insecto, de modo que el virus contenido en los cuerpos de oclusion se disperse en los
alrededores para la transmision horizontal.

Disolucion en el intestino
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Figura 13: Ciclo de infeccion de AcMNPV en célula de insecto. Adaptado de [23].

APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LOS BACULOVIRUS

Una de las primeras aplicaciones de los baculovirus como herramienta biotecnoldgica fue
su uso como controlador biolégico de plagas en la industria agricola [1][24].
Adicionalmente, el sistema de expresion baculovirus- células de insecto (BEVS, del inglés:
baculovirus expression vector system) es ampliamente utilizando para la produccion de
proteinas recombinantes [21][25][26]. Una de las ventajas de este sistema es que las células
de insecto realizan la mayoria de las modificaciones postraduccionales que ocurren en las
células de mamifero [25], aunque las glicosilaciones en insectos son mas uniformes y menos
complejas [27][28]. Ademas, la construccidn, propagacion y manejo de baculovirus se
pueden realizar facilmente en laboratorios de Bioseguridad Nivel 1. Tanto poliedrina como
P10 son proteinas involucradas en la transmision horizontal en la poblacién pero no son
necesarias para la produccion de viriones brotados [20]; esta caracteristica permitié que los
genes de ambas proteinas puedan ser reemplazados para la expresion de proteinas
heterologas en cultivo de células de insecto. Ademas, los promotores de ambos genes muy
tardios tienen la caracteristica de ser fuertes y permiten lograr altas cantidades de proteinas
recombinantes solo en la etapa muy tardia de la infeccion [29][30].
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Si- bien tradicionalmente a los baculovirus se los ha utilizado y se los continla
estudiando y mejorando como sistema de expresion de proteinas y como biocontroladores
de plagas de importancia agronémica, en los Ultimos afios también estan siendo explorados
como herramientas biotecnoldgicas en mamiferos. Varios trabajos han demostrado la
viabilidad de utilizar baculovirus recombinantes para inducir inmunidad tanto humoral
como mediada por células contra diversos antigenos en diferentes modelos animales [31].
Para ello, se ha propuesto el display en la superficie [32][33] y en la capside de los
baculovirus [34], asi como su utilizacion como vectores para dirigir la sintesis de novo de
antigenos [35]. Un estudio reciente de nuestro grupo de trabajo comparo las diferentes
estrategias utilizando OVA como antigeno y demostrd que la localizacion determina en
gran medida la calidad e intensidad de la respuesta adaptativa al antigeno heterdlogo. La
localizacion en la superficie favorece la respuesta humoral, mientras que la localizacion en la
capside favorece la respuesta citotoxica [36].

LOS BACULOVIRUS Y LAS CELULAS DE MAMIFERO

Los baculovirus tienen un amplio tropismo que permite su entrada no solo a las células de
insecto sino también a varios tipos celulares de mamifero [37]. Se ha demostrado que
baculovirus recombinantes de fenotipo brotado son capaces de transducir genes en células
de mamifero bajo el control de promotores adecuados, con una eficiencia variable
dependiendo del tipo celular. Sin embargo, no tienen la capacidad de replicar su genoma
en este hospedador, dando lugar a un ciclo abortivo sin produccion viral [38][39][37].

Aunque los receptores criticos requeridos para la entrada de los baculovirus en células
de mamifero no han sido establecidos, se sabe que es a partir de interacciones que
involucran a la proteina viral GP64 y que la unién de los virus a la superficie celular da lugar
a su internalizacion a través de /ipid rafts [40]. Sin embargo, la via de entrada aun es
controvertida y se especula que involucra endocitosis mediada por clatrina y/o
macropinocitosis [16] [40][41], aunque también esta descripta una entrada independiente de
estos mecanismos, probablemente por fagocitosis [42].

Una vez dentro de la célula, esta descripta la liberacion de las nucleocapsides en el
citoplasma, mediada por un descenso del pH que conduce a la fusién de la envoltura viral
con la membrana del endosoma y la migracion de las nucleocapsides hacia al nucleo a
través de un mecanismo dependiente de actina, que se especula que seria similar al que
ocurre en la celula de insecto [43][44]. A las 4 horas postinfeccion se han visto las
nucleocapsides alineadas con los poros nucleares de las células de mamifero [41][44].

Si bien los baculovirus en células de mamifero presentan un ciclo viral abortivo, se ha

demostrado la transcripcién de algunos genes baculovirales luego de la infeccion en estas
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células, principalmente genes inmediatamente tempranos y tempranos [45][46][47]. El
estudio del transcriptoma baculoviral en células Helal4 y BHK-21 mostro la presencia de
transcriptos en comun entre las distintas lineas celulares y de algunos mRNA diferenciales
para cada tipo de célula [45]. Ademas, se ha descripto el papel de la proteina viral IE-1
como transactivadora de la expresion de genes baculovirales en células Vero E6y en células
HEK293 [48][49].

BACULOVIRUS COMO VECTORES DE EXPRESION EN MAMIFEROS

El hecho de que el genoma de los baculovirus pueda ingresar al nucleo de células de
mamifero, brindd la posibilidad de comenzar con el desarrollo de vectores baculovirales
para el delivery de genes en vertebrados [38]. Los baculovirus no solo presentan la ventaja
de no diseminarse en células o tejidos no deseados, sino que ademas toleran la inserciéon de
grandes secuencias geénicas heterdlogas ya que poseen una elevada flexibilidad en el
tamafio del genoma viral empaquetado. Los métodos de obtencién de virus recombinantes
son relativamente sencillos, se producen cantidades detectables de proteinas
recombinantes bajo promotores de mamiferos, los vertebrados no poseen inmunidad
preexistente contra ellos, presentan una baja citotoxicidad y no resultan en la integracion en
el genoma celular [50][50][51][52].

Asi, existen investigaciones orientadas a utilizar a los baculovirus en el campo de la
terapia antitumoral [53], como vectores para la produccion de proteinas en mamiferos [54],
como vectores que portan factores de transcripcion para la reprogramacion celular [55]
[56][57], también en el area de la ingenieria de tejidos [54] o para la edicién del genoma de
la célula huésped de una manera segura y eficiente [58] (Fig. 14).
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Figura 14: Aplicaciones de los baculovirus como vectores para el delivery de genes. Adaptado de [59]
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Desde que se realizaron los primeros estudios de transduccion con baculovirus y
células de origen hepatico [60][61], muchos trabajos se han Ilevado adelante explorando la
posibilidad de transducir lineas celulares de diversos origenes e intentando mejorar las
eficiencias de expresion del transgén observadas. Asi, se han transducido con éxito tanto
cultivos primarios de células indiferenciadas o diferenciadas como lineas celulares
establecidas [52]. Los baculovirus pueden expresar genes heterdlogos en células de origen
epitelial, hepaticas, células inmunes, del tejido nervioso y fibroblastos, de una gran variedad
de especies animales [52]. Dada la heterogeneidad de las eficiencias observadas en cada
caso, muchas veces se ha intentado potenciar la capacidad de transduccion. La estrategia
mas difundida es la modificacion de la envoltura de los baculovirus, por ejemplo a través
del incremento de la cantidad de GP64 en la membrana [62] o la construccion de
baculovirus recombinantes que porten una glicoproteina de envoltura derivada de otro
virus. Se demostré que baculovirus que sobreexpresan GP64 pueden incorporar entre 1,5 a
2 veces la cantidad normal de esta proteina en los viriones brotados. Estos virus aumentan
la transduccion del gen reportero entre 10 a 100 veces en una variedad de lineas celulares
[62]. Por otro lado, baculovirus pseudotipados con la glicoproteina G del virus de la
estomatitis vesicular (VSV) completa o truncada (VSV-GED) tienen un tropismo mas amplio
y mayor eficiencia de expresion del transgén en células de mamifero [63][62][64][65]. La
version truncada de la proteina esta compuesta por los dominios citoplasmicos y el
ectodominio de G de 21 aminoacidos. Probablemente G-VSV aumente la proporcion de
capsides que escapan de los endosomas a través de su actividad fusogénica, en lugar de
mejorar la union o la entrada de los virus a las células, lo que incrementa el transporte del
genoma viral hacia el nucleo [60]. Ademas, se ha descripto que baculovirus pseudotipados
con G-VSV son capaces, en células de insecto, de complementar la funcion de GP64 en su
ausencia; sin embargo, la cinética de la infeccion se ve retrasada y los titulos virales se
reducen entre 1 a 2 érdenes en comparaciéon con los de tipo salvaje [66]. Adicionalmente, se
ha descripto un aumento de entre 5 y 10 veces la expresion de un gen reportero /n vivo,
después de la inyeccion de baculovirus pseudotipados con G-VSV en ratones BALB/c y
C57BL/6 [67]. Los virus pseudotipados proporcionan una resistencia mejorada a la
inactivacion del complemento en humanos, conejos, cobayos, hamsteres y ratones [63].

BACULOVIRUS COMO INMUNOMODULADORES Y ANTIVIRALES

Un aspecto que muchas veces es mencionado como una limitacion para el uso de los
baculovirus /n vivo es la potente respuesta inmune innata que ellos despiertan en
mamiferos; sin embargo, esta reaccion también puede resultar beneficiosa. Dado que no
son patdgenos de vertebrados, no han sido sujetos a un proceso evolutivo junto con ellos,
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por lo que no han desarrollado estrategias de evasion a la respuesta que despiertan. El
estado antiviral que adquieren las células infectadas no productivamente con baculovirus y
las células adyacentes puede ser utilizado como una estrategia antitumoral [68], para
conferir resistencia a patdgenos de un modo inespecifico [69][70] o para adyuvar la
respuesta inmune contra antigenos coadministrados o vehiculizados por baculovirus
recombinantes [34][36]. Asi, estd demostrado que su administracion es capaz de conferir
proteccion contra el virus de la encefalomiocarditis, el virus de la fiebre aftosa y el virus de
influenza en ratones, y contra el virus de la bronquitis infecciosa en aves [71][70][69][72].

Dada la amplia gama de efectos que los baculovirus producen en diferentes tipos
celulares de distintos mamiferos, conocer los cambios fenotipicos que sufren estas células
de mamifero como consecuencia de su interaccion con los baculovirus es de interés tanto
para evaluar la seguridad de su utilizacibn como vectores de genes como para sacar ventaja
de sus propiedades en el desarrollo de respuestas inmunoldgicas innatas y adaptativas.

RESPUESTA INMUNE INNATA EN LAS INFECCIONES VIRALES: IMPACTO DE LOS
BACULOVIRUS EN MAMIFEROS

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa contra las enfermedades
infecciosas y el dafo tisular. Los macrofagos y las células dendriticas, asi como algunas
células no inmunes como las células epiteliales, las células endoteliales y los fibroblastos,
desempefian un papel importante en el reconocimiento de patégenos durante la respuesta
inmune innata [73]. Las células reconocen estructuras denominadas patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP) a través de los receptores de reconocimiento de patrones
(PRR). Los diferentes PRR reaccionan con PAMP especificos, activan vias de sefializacion
especificas e inducen respuestas inmunes innatas que inhiben varias etapas de la infeccion.

El ciclo de replicacion de los virus incluye una fase citosdlica de la amplificacién del
genoma y/o del procesamiento del mRNA y de la expresiéon de proteinas virales. El
reconocimiento de los PAMP virales por los PRR induce la produccion de interferones de
tipo | (IFN 1) y citoquinas proinflamatorias. Estas moléculas efectoras tienen actividad
antiviral directa, inducen genes antivirales y/o mejoran la respuesta inmune adaptativa para
controlar la infeccién viral [74][75].
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Citoquinas

Las citoquinas son polipéptidos o glicoproteinas extracelulares cuya funcion principal es la
de sefializacion celular. Son sintetizados por diferentes células, principalmente, por células T,
neutrofilos y macréfagos, que son responsables de promover y regular la respuesta inmune
a través de la diferenciacion, proliferacion y produccion de células y otras citoquinas. Estos
polipéptidos actlan sobre la sefializacion de moléculas y células, estimulandolos hacia sitios
de inflamacion e infecciones. Se han descubierto diferentes tipos de citoquinas, incluidas las
quimiocinas, los interferones, las interleuginas (IL) y el factor de necrosis tumoral (TNF, del
inglés: Tumor necrosis facton) [76][77][78][79].

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria producido por una gran variedad de células,
principalmente macréfagos, en respuesta a una variedad de estimulos, incluyendo las
infecciones virales. Tiene actividad antiviral y estimula la produccién de otras citoquinas [80].

Las IL son un grupo de proteinas involucradas en la comunicacion entre los leucocitos.
Estan intimamente relacionadas con la activacion y supresion del sistema inmunologico y la
divisién celular. Son producidas principalmente por linfocitos T CD4 +, monocitos,
macrofagos y células endoteliales [81][82]. En particular, las IL-1B e IL-18 se producen en casi
todas las células humanas y tienen formas precursoras que no son activas y requieren de un
clivaje mediado por la caspasa-1 para convertirse en la forma activa [83][84]. La via de
sefializacion de IL-1B se inicia con el reclutamiento de la proteina adaptadora MyD88 (del
inglés: myeloid differentiating factor 88) y culmina con la translocacion del factor nuclear
kappa B (NF-kB, del inglés: nuclear factor-kappa B) al nucleo y la expresion de genes
inflamatorios [84][85].

Finalmente, las quimiocinas estimulan el movimiento de los leucocitos y regulan su
migracion de la sangre a los tejidos, en un proceso llamado quimiotaxis. Controlan las
celulas inmunes homeostaticas, como los neutrofilos, las células B y los monocitos, y el
trafico entre la medula 6sea, la sangre y los tejidos periféricos [86].

Interferones

Los interferones (IFN) son proteinas que distintos tipos celulares producen como respuesta
a estimulos diversos, entre los que destacan las infecciones viricas. Los IFN se clasifican en
tres tipos, I, Il'y Ill, segun la estructura de sus receptores en la superficie de la membrana
celular [87].

Los IFN | pueden ser producidos por todas las células nucleadas en respuesta a
infecciones virales o microbianas. En mamiferos, los IFN | estan compuestos por IFN a, B, €,
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K, W, T, 6 Cy Vv [88]. El IFN-a es producido principalmente por leucocitos, mientras que el
IFN B se produce mayormente en fibroblastos [89].

Todos los IFN | se unen al mismo receptor heterodimérico IFN a/ B (IFNAR) [88] (Fig.
I5). IFNAR se expresa en casi todos los tipos de células y consta de las subunidades IFNAR1
e IFNAR2 que estan asociadas con TYK2 (del inglés: tyrosine kinase 2) y JAK1 (del inglés:
Janus kinase 1), respectivamente. La unién a IFNAR da como resultado la activacion de TYK2
y JAK1 que fosforilan los residuos de tirosina en los dominios citoplasmaticos de IFNAR,
creando asi sitios de acoplamiento para STAT (del inglés: signal transducers and activators
of transcription), que luego son blanco de JAK1 para la fosforilacion. Los STAT fosforilados
(pSTAT) forman homodimeros o heterodimeros y se translocan al nucleo [87]. El
homodimero pSTAT1 se une a la region promotora de los ISG (del inglés: interferon
stimulated genes) e inicia la transcripcion de éstos, mientras que el homodimero formado
por pSTAT3 activa la transcripcién de genes con sitios de union en el enhancer. STAT1y
STAT2 fosforilados forman un heterodimero que conduce al reclutamiento de IRF9 (del
inglés: /nterferon regulatory factor 9y a la formacion del ISGF3 (del inglés: /FN-stimulated
gene factor 3). Este complejo luego se transloca al nucleo y se une a ISRE (del inglés: /FN-
stimulated response elements) en la region promotora de los genes ISG para iniciar la
transcripcion de genes que son fundamentales para la actividad antiviral. La activacion de
JAK también puede inducir varias vias de sefializacion alternativas, incluidas las vias PI3K,
NF-kB y MAPK, que amplifican ain mas la intensidad y la magnitud de la sefializacion del
IFN I. La activacion de la via JAK-STAT da lugar a la activacion de los ISG y la subsiguiente
formacion de proteinas antivirales como OAS, PKR, ISG y Mx [90][91]. Ademas, las células
dendriticas en respuesta a IFN | aumentan la expresion de las quimiocinas, reclutando a las
células NK, linfocitos T y B al sitio de la infeccion, e IL-15. Todos estos efectos celulares
intrinsecos y extrinsecos de los IFN | preparan al sistema inmune para montar una respuesta
eficaz contra los patdégenos intracelulares [92].
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Figura 15: Esquema representativo de la via de sefializacion JAK-STAT. Adaptado de [92].

Se ha visto que los baculovirus son capaces de inducir en su interaccion con
mamiferos la produccién de IFN | y citoquinas proinflamatorias tanto /n vivo como /n vitro
[70][93][69][94][95]. Ya en el afo 1999, Gronowski y colaboradores demostraron Ia
produccién de IFN a y B luego del tratamiento con baculovirus en fibroblastos de embrion
murino (MEF) empleando la linea de fibroblastos murinos CL.7, en la linea celular de
fibroblastos humanos NHDF y en la linea de macréfagos RAW264.7, aun sin describir los
mecanismos involucrados [69].

Mientras que los IFN | estan diversificados en nueve variantes, los IFN I, tiene un solo
representante, el IFN-y. Esta citoquina juega un papel importante en la activacion de
macrofagos, tanto en respuestas inmunes innatas como adaptativas. Practicamente todas
las células expresan receptores de IFN y, mientras que su produccion esta restringida a
ciertos tipos de células, como células NK y linfocitos T [96]. A pesar de pertenecer a la
familia de los interferones, el IFN-y no produce un potente efecto antiviral, sino que
principalmente actia como un activador de las células efectoras del sistema inmune [96]. En
la inmunidad adaptativa, el IFN-y es producido por las células T en respuesta al
reconocimiento de antigenos [96].

En particular, se ha demostrado que en el suero de ratones inyectados con el
baculovirus AcCMNPV es posible detectar elevados niveles de IFN y a las 6 h postinyeccién,
principalmente debido a la participacion de células NK'y NKT [34][97].

La familia de IFN Il esta formada por IFNAT, IFNA2, IFNA3 e IFNA4 [98]. En humanos,
IFNAT es la especie mas y mejor estudiada, pero el homdlogo en ratones es un pseudogen
[99]. Los IFN Il envian sefiales a través del receptor IFNA (IFNAR). Al igual que con IFNAR, la
union al IFNAR produce la activacion de la sefializacion de JAK/STAT, la expresion de ISG y

11
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la induccidon de un estado antiviral. Sin embargo, a diferencia del IFNAR, que se expresa en
practicamente todos los tipos de células, el IFNAR sélo se expresa en tejidos de origen
epitelial [100][101][102]. En consecuencia, los IFN [l no pueden conferir proteccion contra
infecciones sistémicas por virus, pero son mas efectivos para controlar las infecciones virales
en las superficies de las mucosas [103][104][105]. Al igual que los IFN I, los IFN Il responden
a la activacion de PRR por virus con genomas de RNA [106][107][108]. Los IFN | y Ill estan
regulados diferencialmente a nivel transcripcional. El IFN | se induce por las acciones
combinadas de los factores de transcripcion AP-1, IRF3, IRF7 y NF-kB. Los sitios de union
para cada conjunto de factores de transcripcion se localizan muy proximos entre si y la
expresion de IFN B requiere la union cooperativa de todos los activadores en el
enhanceosoma [109]. La produccién de IFN B requiere tanto NF-kB como IRF3, mientras que
IRF7 se requiere para la produccién de IFN a [110]. El promotor de IFNAT contiene sitios de
union para los mismos conjuntos de factores de transcripcion; sin embargo, solo se
requieren IRF3, 7 y NF-kB para la induccién de IFN 11l [108] [107]. Ademas, ambas familias de
IFN contienen sitios de enlace para IRF1. Sin embargo, hay estudios que indican que IRF1 en
ausencia de otros factores no induce IFN B [108], sino que controla la expresion de IFN Il en
respuesta a los virus de RNA [108] [111][112]. Por otro lado, se sabe que los IFN Il son
inducidos y protegen contra virus DNA; sin embargo, los mecanismos precisos que
impulsan estos procesos aun no se han sido dilucidados [113][114][115].

Receptores de tipo Toll (TLR)

Los TLR son una familia de proteinas PRR localizados en las membranas plasmaticas o de
los endosomas de la célula. Una vez activados, reclutan moléculas adaptadoras como
MyD88, TRIF (del inglés: 7IR domain-containing adaptor inducing IFN B) y TRAM (del inglés:
TRIF-related adaptor molecule) que transducen la sefial a traves de la activacion de la
familia de factores de transcripcion NF-kB e IRF [116]. Esta respuesta desencadena la
produccion de citoquinas proinflamatorias e IFN | [117]. La proteina NF-kB es necesaria para
la produccion de IL-6 y TNF. Estudios sobre los mecanismos de sefializacion de TLR han
revelado que la activacion de IRF3 e IRF7 inducida por TLR se inicia sélo desde el
endosoma, mientras que activacién de NF-kB puede darse desde la membrana plasmatica o
endosoma [118]. Hasta el momento se han descripto cuatro TLR que desempefian un papel
critico en el reconocimiento de los acidos nucleicos virales, todos ellos ubicados en la
membrana de los endosomas: TLR3 reconoce RNA doble cadena (dsRNA, del inglés: double
strand RNA) y a través de TRIF activa el factor de transcripcion IRF3. TLR7 y TLR8 reconocen
RNA simple cadena (ssRNA, del inglés: single strand RNA) y TLR9 es estimulado por dsDNA
gue contiene motivos CpG no metilados. Para que la sefializacién de estos TLR se produzca,
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se requiere la acidificacion y maduracion del endosoma. TLR9 activa MyD88 para iniciar la
sefializacion que lleva a la activacion de IRF7 y la subsecuente estimulacion de genes
proinflamatorios, incluyendo IFN I. Otros TLR ubicados en la membrana plasmatica, TLR2 y
TLR4, también estan involucrados en el reconocimiento viral, pero a través de las
glicoproteinas de la envoltura [119][120].

En el caso particular de los baculovirus, se ha demostrado que ni la glicoproteina
GP64 recombinante purificada ni baculovirus inactivados del fenotipo brotado inducen
respuestas antivirales [70][93][69][95]. Asi, tomo relevancia la idea de que la actividad
antiviral generada por los baculovirus es disparada por el DNA gendmico, dado que es
posible detectar en ellos un alto contenido de motivos CpG no metilados, comparable con
los genomas de £ coli y HSV [121]. Se demostré que en células inmunes de ratdn, como
macréfagos o células dendriticas, tanto la transduccién de DNA gendmico como la
infeccion con viriones brotados del baculovirus AcCMNPV producen IFN |, citoquinas
inflamatorias, quimiocinas inducibles por IFN y la activacién de NF-kB a través de la via
TLR9-MyD88 [121][93].

Sensores citosolicos

La mayoria de las células no inmunes de los mamiferos, como las células epiteliales y los
fibroblastos que normalmente recubren la superficie de las mucosas y, por lo tanto, las mas
susceptibles a las infecciones, no expresan todos los TLR que detectan acidos nucleicos. Sin
embargo, estas células pueden generar respuestas inmunes innatas eficaces contra las
infecciones. De esta manera, el sistema de defensa producido a través de los sensores
citosoélicos podria constituir un sistema intrinseco para defenderse de los patdégenos que
invaden tanto a las células inmunes como a las no inmunes [122]. Ademéas de los
mencionados TLR, los sensores citosolicos de acidos nucleicos son otro tipo de PRR que
reconocen dsDNA o dsRNA libres en citosol.

Abe y col., en el afio 2009, mostraron que células inmunes en respuesta a los
baculovirus producen IFN | por mecanismos dependientes e independientes de TLR-
9/MyD88 y en células MEF la produccion de IFN | a partir de la infeccién con baculovirus es
TLR independiente e IRF3 dependiente [93]. Se ha sugerido entonces la participacion de
sensores de DNA citosdlico involucrados en la produccion de IFN | por baculovirus, adn sin
haber sido demostrada la presencia de este acido nucleico en dicho compartimento celular.
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& Sensores de RNA citosolico

Los RLR (del inglés: receptor like RIG-1) son un tipo de PRR dentro del cual se encuentran las
proteinas RIG-I (del inglés: retinoic acid inducible gene /), MDAS (del inglés: melanoma
differentiation-associated protein 5 y LGP2 (del inglés: /aboratory of genetics and
physiology 2), todos ellos pertenecientes a la familia de helicasas DExD/H-box y que han
sido hallados en el citoplasma de la mayor parte de las células estudiadas (Fig. 16). Estos
receptores han sido descriptos como esenciales para combatir las infecciones virales,
principalmente a virus RNA, pero también de algunos virus con genomas de DNA
[123][124][125][126]. RIG-I es necesario para la produccion de IFN | en respuesta a virus tales
como el virus de la enfermedad de Newcastle (WNV), el VSV, influenza y el virus de la
encefalitis japonesa, entre otros. En contraste, la produccion de IFN esta dafiada en células
deficientes en MDAS, pero no en RIG-I infectadas con picornavirus. Algunos virus como el
virus del Oeste del Nilo y el virus del dengue son reconocidos tanto por MDA5 como por
RIG-1 [124][125][127][128][123][129][130].

El principal agonista de RIG-I es una molécula de RNA carente de estructura de cap,
con un motivo trifosfato (5 PPP) y una regidon de extremos romos y bases apareadas de
aproximadamente 20 nucleétidos en su extremo 5 [131]. Sin embargo, algunos RNA sin 5’
PPP fueron descriptos como agonistas de RIG-I, lo que sugiere que también podria
reconocer ciertas estructuras de dsRNA independientemente de su extremo 5" [132][133].

Los agonistas de MDA5 aun no estan dilucidados por completo. Probablemente esta
proteina actie como un simple detector de dsRNA. Se ha propuesto que se puede activar
por grandes cantidades de dsRNA pequefios (aproximadamente 200 pb) y por cantidades
menores de dsRNA largos (1-2 kpb) [134][135]. Los agonistas de MDA5 podrian ser el
resultado de una transcripcion convergente de virus DNA [123][135][136].

La sefializacion intracelular a partir de RIG-I o MDAS ocurre a traves de la proteina
MAVS (del inglés: mitochondrial antiviral-signaling protein, también llamada IPS-1). MAVS se
localiza principalmente en la membrana externa mitocondrial, aunque una pequefa
proporcion esta localizada en los peroxisomas. Una vez activo, MAVS induce IFN |y
citoquinas a través de la activacion de IRF3 e IRF7, y de la activacion de NF-kB. Se ha
descripto que la localizacion subcelular de MAVS determina qué especies de IFN se
producen. Desde los peroxisomas, MAVS puede inducir ISG y controlar infecciones virales
independientemente de los IFN | [137].

Ademas, RIG-lI también se ha implicado en la activacién del inflamasoma, cuya
activacion conduce al procesamiento proteolitico de la prointerleuquina 1o (prolL-1b) en IL-
1b madura [138][139].
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Figura 16: Esquema representativo de las vias de deteccion de RNA citosdlico [122].

Estudios de infecciones con baculovirus de células inmunes derivadas de ratones
deficientes en MAVS o RIG-I demostraron que en ausencia de estas moléculas se producen
cantidades adecuadas de IFN I. Sin embargo, en MEF deficientes en MAVS la cantidad de
IFN B e IL 6 es algo menor que en MEF de ratones control. Estos datos sugieren la existencia
de otros mecanismos en la produccion de estas citoquinas [93], pero no descartan algun
tipo de participacion de estos receptores. Asi, en el afio 2014 se describio la participacion de
MAVS en la atenuacion de la expresion de un transgén vehiculizado por baculovirus en MEF
y la disminucion de la produccion de IFN 3 en este sistema [140].

% Sensores de DNA citosolico

El reconocimiento de DNA citosélico da lugar a dos tipos de respuestas, una vinculada a la
produccion de IFN |y citoquinas inflamatorias y la otra, a la secrecion de IL-18 dependiente
de caspasa I.

Existe una variedad de receptores de DNA en citoplasma cuya activacion conduce a la
producciéon de IFN I. Muchos de ellos convergen en una via de sefializacion en la que juega
un papel central la proteina STING (del inglés: stimulator of interferon genes) (Figura 7).
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STING

STING es una proteina localizada en la cara citoplasmatica del reticulo endoplasmico que
tiene la capacidad de unirse directamente a dinucleétidos ciclicos, que son moléculas de
sefializacion que actian como segundos mensajeros, comunmente producidas por
bacterias [141]. STING también se une y aun con mayor afinidad a cGAMP, un dinucle6tido
producido por cGAS (del ingles: cyclic GMP-AMP synthase). A partir de esta union, se
produce un cambio conformacional de STING asociado a su dimerizacion y la posterior
activacion de IRF3 [142]. Ademas, la funcion de STING estd regulada por fosforilacion,
palmitoilaciéon, sumoilacion y poliubiquitinacion en las lisinas K63, K48, K27 y K11 [143]
[144][145]. Una vez activado, STING sufre una relocalizacion desde el reticulo endoplasmico,
atravesando el aparato de Golgi y dirigiéndose a la periferia nuclear y se ensambla en
estructuras que contienen la proteina quinasa TBK1 (del inglés: TANK-binding kinase 1)
[146][147][148]. Este proceso resulta en la fosforilacion y activacion de IRF3 y en menor
medida, en la activacion de NF-kB [149][150]. La senalizacion intracelular culmina con la
produccion de IFN |, para la cual se requieren tanto IRF3 como NF-kB. Aunque la
translocacion de STING requiere la presencia de genes relacionados con la autofagia, existe
una comprension limitada del papel de este proceso en la sefializacion dependiente de
STING [148][151]. Distintos sensores de acidos nucleicos que detectan secuencias
inespecificas de DNA confluyen en la activacion de STING (Figura I7); sin embargo, ciertas
secuencias especificas de DNA impactan méas que otras en la via STING-TBK1-IRF3. Se ha
demostrado que las secuencias dsDNA denominadas VACV 70mer y HSV 60mer,
correspondientes al virus vaccinia y HSV, respectivamente, son poderosos inductores de la
via STING-TBK1-IFN B [152]. Por su parte, Plasmodium falciparum contiene mas de 6000
motivos ATTTTTAC denominados “AT-rich” que de un modo secuencia especifica y
dependiente de la estructura secundaria, activan fuertemente la via STING-TBK1-IRF3/IRF7
[153].

Alternativamente, se sugirid que STING podria funcionar como un sensor directo de
DNA. De hecho, su dominio C-terminal puede asociarse con dsDNA sin la presencia de
otras proteinas. Sin embargo, la afinidad de esta union no es muy elevada [154].

También se ha documentado la activacion de STING y posterior produccion de IFN |
por virus RNA envueltos, de un modo cGAS independiente, a través de su interaccion con
proteinas de fusidon de membranas [155]. Ademas, estudios sobre mecanismos de deteccion
viral independiente de acidos nucleicos demostraron que particulas semejantes a virus o
VLP (del inglés: virus like particles) de HSV-I con actividad fusogénica generan la
traslocacion de STING desde el reticulo endoplasmico hacia la periferia nuclear y la
produccién de IFN 'y CXCL10 [156].
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Por otro lado, se ha descripto la regulacién transcripcional y postraduccional de STING

por diversos mecanismos mediados por proteinas virales y celulares [157]. En este sentido,
se ha visto que la via del sensor RIG-I puede modular la expresion de STING a través del IFN
| producido, lo que propone a STING como un ISG [157][144].
Ono y colaboradores observaron en MEF la acumulacion de STING enddgeno en la zona
perinuclear en respuesta a la infeccion con baculovirus y la disminucion en la produccién de
IFN B en MEF deficientes en STING [140]. Recientemente, se ha descripto que el complejo
RAB2B-GARILS participa en la activacion de STING por diversos estimulos de DNA y que su
deplecion inhibe las expresiones de IFN B y CXCL10 inducidas por baculovirus en MEF [158].
Asi, la proteina adaptadora STING parece ser una molécula relevante en la generacion de
IFN | por baculovirus en células no inmunes. Ademas, la presencia de STING es
determinante para la produccion de IFN |, por parte de las células dendriticas
convencionales en ratones infectados con baculovirus. [97].

cGAS

En el 2013, el grupo del Dr. Chen identificaron el sensor de dsDNA citosélico, cGAS
[159][160]. Este sensor reconoce el dsDNA vy sintetiza el segundo mensajero 2'3'-cGAMP a
partir de ATP y GTP [161][162][163][164]. cGAS contiene un motivo conservado de la familia
de nucleotidiltransferasas (NTasa), que une directamente DNA [159]. Hasta el momento no
hay estudios que demuestren un motivo consenso de reconocimiento; sin embargo,
algunos trabajos demostraron que hay ciertas secuencias que impactan mas que otras en
este receptor [165] y una investigacion reciente sugiere que el tamafio del DNA influye en la
actividad enzimatica de cGAS [166]. Tras la union al dsDNA, cGAS experimenta un cambio
conformacional significativo, haciendo que el bolsillo catalitico sea accesible para la
generacion de cGAMP [161][167][168][169]. El cGAMP (2'-3") producido puede pasar a través
de uniones GAP y activar STING en células vecinas [170].

Ademas, se ha descripto la estimulacion de la expresion de cGAS dada por IFN | en
células inmunes, mediada por dos ISRE adyacentes en su region promotora, lo que sugiere
un mecanismo de retroalimentacion positiva en estas células [171].

Actualmente, se reconoce a cGAS como el receptor mas importante de dsDNA vy el
principal activador de STING. Se ha demostrado la participacion de cGAS en la respuesta de
IFN frente a la infeccion de numerosos virus DNA como HSV-1, KSHV y vaccinia [172][173].

Si bien se ha sugerido que el gje de sefalizacion cGAS-STING-TBK1-IRF3 contribuye a
la respuesta antiviral en células no inmunes de mamifero tras la infeccién con baculovirus,
hasta el momento no hay estudios que demuestren que cGAS es el sensor de
reconocimiento del DNA de AcCMNPV.
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RNA Pol Il

La funcién principal de la RNA Pol Il es transcribir RNA 5S, tRNA y otros RNA pequefios a
través de regiones promotoras especificas. En 2009, dos grupos describieron el mecanismo
por el cual los virus con genomas de DNA activan la via de RIG-I [174][175]. Ambos trabajos
demostraron que moléculas de dsDNA lineales que contienen secuencias ricas en AT
pueden ser transcriptas de un modo independiente de promotor en el citoplasma por la
RNA Pol Il generando moléculas de RNA 5" PPP, agonistas de RIG-I. De esta manera, RIG-
funciona como un sensor indirecto de DNA en el citoplasma. Este Ultimo mecanismo se ha
demostrado que participa en la produccion de IFN 8 luego de la infeccion de diversos tipos
celulares con HSV-1, adenovirus y el virus de Epstein-Barr [174][175]. Sin embargo, también
se ha sugerido que este mecanismo podria ser redundante en células en las que otros
sensores de DNA son funcionales [176].

La utilizacion de la via de la RNA Pol Ill como un sensor de DNA permite potenciar la
respuesta inmune innata a través de RIG-I-MAVS, permitiendo la defensa contra un mayor
numero de patdgenos. Como se menciond anteriormente, existe un aporte de MAVS en la
produccion de IFN | en MEF por baculovirus que podria deberse a la presencia de mRNA
virales capaces de formar estructuras agonistas de estos receptores. Sin embargo, también
es posible que la transcripcion citoplasmatica del DNA baculoviral, rico en AT, por la RNA
Pol Ill, estimule esta via de sefializacion.

Otros sensores de DNA citosolico

El sensor DAI (del inglés: DNA-dependent activator of IRFs), también conocido como ZBP1
fue el primer sensor de DNA que se describié como involucrado en la produccion de IFN |
[177]. Sin embargo, estudios posteriores en ratones con deficiencia de DAl y en MEF
derivados de ratones DAI”" mostraron respuestas de IFN | normales a la estimulacion de
DNA [140]. Por lo tanto, DAl seria un sensor no indispensable o redundante para la
deteccion del DNA citosolico.

MEF deficientes en este sensor infectados con baculovirus no mejoraron la
transduccién de un gen reportero aportado por el baculovirus recombinante, indicando que
esta via no serfa la responsable de generar el estado antiviral que en este tipo de células
puede modular la expresion del transgén [140].

IFI16 (del inglés: interferon-y inducible protein 76) y su ortdlogo en raton, p204 son
miembros de la familia de proteinas PYHIN que contienen un dominio de pirina y dos
dominios de HIN de unién al DNA. Aunque predominantemente es una proteina nuclear,
una pequefia fraccion de IFI16 puede ser detectada en el citoplasma. La transferencia
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dinamica de IFI16 entre el citoplasma y el nucleo se controla mediante la acetilacion de la
sefial de localizacion nuclear (NLS), lo que permite que IFI16 funcione como un sensor de
DNA nuclear y citosolico. Por otro lado, hay diversos estudios que demuestran que IFI16
coopera con cGAS durante la deteccion del DNA y que ambos sensores son necesarios para
la activacion completa de la respuesta inmune innata contra DNA exdgeno y virus de DNA
[178] [179]. Varios virus, incluido el HSV, KSHV, CMV, HIV y el virus vaccinia son detectados
por IFI16 [152][180][181][182][183].

DX41 pertenece a la familia de helicasas DExD/H box. Se demostro que induce la
respuesta de IFN B tras la estimulacion con poly (dA:.d7), HSV-1 y adenovirus en
macrofagos, asi como en dendriticas mieloides [184][185]. La induccién de IFN B dado por
este sensor se produce a través de la via STING-TBK1-IRF3. Ademas, estudios bioquimicos
indican que DDX41 se asocia con STING a través de uno de sus dominios. Por otro lado,
también se encontré que DDX41 se une a dinucledtidos ciclicos y controla la respuesta de
IFN [186].

DNA-PK (del inglés: DNA-dependent protein kinase) es un complejo heterotrimérico
compuesto por: Ku70, Ku80 y la subunidad catalitica ADN-PKcs. Este complejo se identificd
como un sensor de DNA inductor de IFN tipo lll, principalmente el IFN A1 en células HEK293,
de una manera dependiente de IRF1/IRF7 [187] Ademas, Sui y colaboradores demostraron
que Ku70 enddgena se localiza en el nucleo y luego se traslada al citoplasma tras un
estimulo con DNA para formar un complejo con STING, siendo el dominio de unién al DNA
de Ku70 esencial para la formacion del complejo Ku70-STING [188]. En macrofagos
humanos deficientes en STING, la capacidad para producir IFN A1 en respuesta a la
transfeccion con DNA o a la infeccion con HSV-2, a través de Ku70, se ve inhibida. Juntos,
estos datos sugieren que STING media la respuesta de IFN A1 por Ku70 en respuesta a DNA
exdgeno o a la infeccion de virus DNA [188]. Adicionalmente, Ferguson y colaboradores
demostraron que el complejo DNA-PK desencadena respuestas inmunes innatas
dependientes de IRF3, incluida la produccién de IFN B en respuesta a virus DNA [189]. Se ha
visto que Ku70 induce respuestas de IFN | a través de la via de sefializacién dependiente de
STING en infecciones con retrovirus y con HBV [190] [191]
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Figura 17: Esquema representativo de las vias de sensado de dsDNA citosdlico [122).

En resumen, el baculovirus AcCMNPV puede llevar a cabo infecciones no productivas
en células de vertebrados que brindan la posibilidad del desarrollo de aplicaciones
biotecnoldgicas en este sistema. La interaccion de los baculovirus con células inmunes y no
inmunes de mamifero despierta respuestas antivirales con la produccion de IFN | en las que
la deteccion citoplasmatica de acidos nucleicos virales parece ser determinante. El avance
en el conocimiento de los mecanismos que subyacen a esta respuesta es relevante para la
optimizacion del uso de los baculovirus como antivirales, inmunomoduladores o
transportadores de genes heterélogos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La produccion del estado antiviral generado por la infeccion no productiva del baculovirus
AcMNPV en las células no inmunes de mamifero esta dada por la interaccion de los acidos
nucleicos virales con receptores citosolicos.

Objetivo general

Contribuir al estudio de la interaccion de los baculovirus con células no inmunes de
mamifero mediante la comprension del papel del DNA viral en el establecimiento del
estado antiviral y en la produccion de interferones a partir de su deteccion por sensores de
acidos nucleicos citosolicos.

Objetivos especificos

1. Evaluar de la proporcion de genomas de baculovirus que alcanzan el citoplasma y/o
el nucleo de distintos tipos celulares no inmunes de mamifero.

2. Estudiar de la respuesta antiviral en células de mamifero no inmunes mediada por la
infeccion con baculovirus de fenotipo brotado y derivados de los cuerpos de oclusion.

3. Disefar, construir y evaluar baculovirus recombinantes que lleven en su genoma
secuencias que modulen su interaccion con las células de mamifero.

4. Estudiar las vias de deteccion de DNA citosélico en el contexto de una infeccion con
baculovirus de fenotipo brotado en distintas células no inmunes de mamifero.
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FVALUACION DE LA PROPORCION DE GENOMAS DE BACULOVIRUS EN EL CITOPLASMA
Y/O EL NUCLEO DE DISTINTOS TIPOS CELULARES DE MAMIFERO

La infeccion no productiva de baculovirus en mamiferos da lugar a una solida respuesta
inmune innata en la que se ha propuesto la participacion de sensores de DNA citosélicos.
Sin embargo, hasta el momento no se ha demostrado fehacientemente la presencia de
genomas baculovirales en el citoplasma de estas células tras infecciones no productivas. Por
lo tanto, en primer lugar se disefiaron experimentos tendientes a demostrar la presencia de
DNA viral en células no inmunes de mamifero a través de la utilizacién de dos estrategias
diferentes.

Deteccion de genomas baculovirales accesibles en células de mamifero

Con el objeto de dilucidar el destino del DNA baculoviral tras la infeccion con viriones
brotados, se utilizd la estrategia de evaluar la transcripcion de genes reporteros en nicleo y
citoplasma a partir de la transduccion de varios tipos celulares no inmunes de mamifero.

Construccion del baculovirus recombinante Acr;ChcacGFP

Como primer paso, se disefid y construyd un baculovirus recombinante que transportaba en
su genoma los genes reporteros egfp, bajo el control del promotor CAG (C: Enhancer
temprano de CMV, A: Primer exdn y primer intron del promotor del gen beta actina de
pollo; G: Sitio aceptor de splicing de beta globina de conejo), que es activo en el nucleo de
las células de mamifero y mcherry, bajo la regulacion del promotor reconocido por la
enzima RNA polimerasa del bacteriofago T7, que es activo en el citoplasma de las células
cuando se aporta en trans la enzima T7 RNA polimerasa.

Se utilizd el sistema Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System, que se basa en la
transposicion sitio especifica entre el vector de transferencia y un bacmido presente en la
cepa de E£.coli DH10Bac que contiene el genoma completo del baculovirus AcCMNPV. El
vector de transferencia, a partir del cual se obtuvo el bacmido Bac- 17ChcacGFP (Fig. R1) se
construyd con la remocion de los promotores de poliedrina'y p70 del pFastBac™ DUAL y
clonado de los genes reporteros con sus respectivos promotores (Materiales y Métodos,
seccion 5.1.1). La figura R2 muestra la caracterizacion por PCR del bacmido (Materiales y
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Métodos, seccion 5.3). El bacmido correspondiente al clon #3 fue seleccionado para continuar
con la construccion del virus recombinantes ya que no presentd contaminacién con el
bacmido parental y fue positivo para las PCR que corroboraban la insercion del cassette de
interés. El virus Act7ChcacGFP se obtuvo por transfeccion de células de insecto Sf9 y
amplificacion del stock viral (Materiales y Métodos, secciéon 4.2.1).
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Figura R1. Esquema del bacmido Bac-r;ChcacGFP.
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Figura R2: Caracterizacion del bacmido recombinante Bacr.ChcacGFP. PCR con los oligonucledtidos M13F-M13R:
300 pb, M13F-mCherryF: 2500 pb y M13R-GFPF: 1600 pb.

Ensayos de transduccion

Para la realizacion los ensayos de transduccion viral se utilizaron cinco lineas celulares (BHK -
21: fibroblastos de rifidn de hamster, NIH/3T3: fibroblastos de embrion murino, L929:
fibroblastos de raton adulto, HEK293 y HEK293 T: epiteliales derivadas de rifién de embrion
de humano) y MEF (cultivo primario de fibroblastos de embrién murino).

En primer lugar, se establecieron las mejores condiciones metodologicas para la
transduccion utilizando el virus AccacGFP, disponible en nuestro laboratorio, que lleva el
gen egfp bajo la regulacion del promotor CAG, en células BHK-21. Se ensayaron diferentes
temperaturas y relaciones de medio de cultivo de células de insecto:PBS y se observo que la
mayor eficiencia de transduccion correspondié a un tiempo de incubacion de las células con
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el virus de 4 h a 27 °C, en una relacion 1:4 de medio de cultivo de células de insecto:PBS
(resultado no mostrado).

Luego, a partir de ratones hembra C57BL/6 prefiadas, de 12 dias de gestacion, se
trabajo en la obtencién del cultivo primario de fibroblastos de embrién. Se ensayaron
distintos protocolos hasta obtener un cultivo homogéneo y adherente de fibroblastos
(Materiales y Métodos, seccion 1).

A continuacion, se evalud la frecuencia de genomas en nucleo y citoplasma mediante
la infeccion con el baculovirus Acr7ChcacGFP a distintas MOI, en presencia o ausencia de
coinfeccion con el virus vaccina recombinante VTF7-3, que aportaba la RNA polimerasa del
fago T7. Para determinar la cantidad de células con expresion del transgén transcripto en
nucleo, se observd al microscopio de fluorescencia y se cuantificaron las células con
fluorescencia verde (egfp bajo el control del promotor CAG). Para determinar la cantidad y
proporcion de células con DNA baculoviral en condiciones de ser transcripto en el
citoplasma, se infectd con VTF7-3 y se cuantificaron las células con fluorescencia roja
(mcherry bajo el control del promotor T7). A fin de evitar una incorrecta interpretacion de
los resultados por infeccion de cada célula con mas de una particula viral y dado que en
todos los casos la fluorescencia roja era mas abundante que la fluorescencia verde, se
redujo la MOI utilizada en cada tipo celular a la minima en la que se observo alguna célula
con fluorescencia verde. En la figura R3 se observa, la expresion de mCherry o eGFP a las 24
horas postinfeccion (hpi).

ACT7ChCAgGFP + +
VTF7-3 - +
MEF

e
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ACT7ChCAGGFP + +
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Figura R3: Transcripcion nuclear y citoplasmatica del baculovirus Acr:ChcacGFP en células de mamifero. La
transcripcion nuclear corresponde a la expresion de egfp bajo el promotor nuclear CAG; la transcripcion
citoplasmatica corresponde a la expresion de mcherry bajo el promotor T7, reconocido por la 77 RNA pol,
aportada en trans a través de VIF7-3. La MOI utilizada varid para cada tipo celular. MEF: MO/ 15, NIH/3T3.
MOI 100; L929: MO! 8 BHK-21: MO/ 0,02; HEK293 T: MO/ 0,7; HEK293: MO/ 0,1. Dada la baja intensidad de GFP

en algunas células, las fotos se muestran sobreexpuestas.
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MEF NIH/3T3 | L929 BHK-21 | HEK293 T | HEK293
MOI utilizada 15,00 | 100,00 | 80,00 0,02 0,10 0,10
Transcripcion nuclear 8,0 15,7 6,7 9,3 18,0 10,7
Transcripcion citoplasmatica 1,4 x 109 2,5 x 10* | 2,5 x 10* [ 1,5 x 10° [ 1,2 x 10° | 764
Proporcion citoplasma: nucleo 1750,0 | 1592,4 3731,3 161,3 66,7 71,4

Tabla R1: Cuantificacion del ensayo de transduccion del virus Acr:ChcacGFP en células de mamifero. Para la
cuantificacion se utilizo la minima MO/ en la que se obsernvo fluorescencia verde.

Como se muestra en la figura R3, las MOI variaron desde 0,02 para las BHK-21, a 100
en las células NIH/3T3. Los resultados indican que el principal destino gendmico en todos
los tipos celulares es el citoplasma y no el nucleo. Tal como se muestra en la tabla R1, por
cada célula de mamifero en la que se detecta algun genoma de baculovirus en el nucleo
hubo al menos 66,7 células en las que se detectd en citoplasma. En las células de origen
humano HEK293 T y HEK293, la proporcién fue 66,7 y 71,4, respectivamente, y en BHK-21,
161,3. En los fibroblastos murinos, MEF, NIH/3T3 y 1929, en la minima MOI con la que fue
posible observar transcripcion nuclear se observd transcripcion citoplasmatica en todas las
células del pocillo, por lo que la relacién pudo estar subestimada y fue de al menos entre
1592,4 y 3731,3.

A pesar de que todas las células ensayadas fueron fibroblasticas o epiteliales de
mamifero, la eficiencia de transduccion de un gen en nucleo y la proporcion de genomas
transcribibles en nucleo y citoplasma resultaron variables. Estas diferencias podrian deberse,
en parte, a distintas respuestas celulares luego de la infeccion que influyan en el transporte
de nucleocapsides al nucleo, la eficiencia en el esensamble de las nucleocapsides y en la
eficiencia de transcripcion del gen.

Con el objeto de lograr independencia de la coinfeccion con VTF7-3 y evaluar la
transcripcion en citoplasma en células que no estén afectadas por este virus, se realizaron
ensayos de transduccion en la linea celular BSRT7/5. Esta linea fue construida a partir de
células BHK-21y expresa establemente la enzima RNA polimerasa del bacteriéfago T7.

Construccion del baculovirus recombinante Acr71resChcacGFP

Para poder realizar los ensayos de transduccion fue necesario construir el virus
Act7iresChcacGFP, que permite la traduccion cap-5 ' independiente del transcripto de
mcherry, a partir de un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) del virus de la fiebre

aftosa ubicado entre la secuencia de mcherry y el promotor T7 (Fig. R4). El virus vaccinia
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replica en citoplasma y en el ensayo anterior no solo aportaba la actividad de T7 RNA pol
sino tambien el capping de los RNA mensajeros.

El baculovirus Acr7iresChcacGFP fue construido con el sistema Bac-to-Bac descrito
anteriormente, a partir del plasmido de transferencia pFBDr7iresChcacGFP (Materiales y
Métodos seccion 5.1.2). La caracterizacion por PCR del Bacr7iresChcacGFP se muestra en la
figura R5. El clon #5 fue seleccionado para transfectar las células Sf9 y obtener el virus
Acr7iresChcacGFP.

1 mcherry — IRES ———] egfp ]
T7 CAG

Figura R4: Esquema de la secuencia de insercion rriresCheacGFP.
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Figura R5: Caracterizacion del bacmido recombinante BacrziresChcacGFP. PCR con los oligonucledtidos M13F-
MI3R: 300 pb, MI3F- T7IRESRev: 2300 pb y GFPF-M13R: 1600 pb.

Ensayos de transduccion en BSRT7/5

Al igual que en el caso anterior, se infectaron las celulas de mamifero con el baculovirus
recombinante a distintas MOI y luego de 24 h, se observaron al microscopio de
fluorescencia a fin de cuantificar las células verdes (transcripcion nuclear a partir del
promotor CAG) y las celulas rojas (transcripcion citoplasmatica a partir del promotor T7).
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MOl 80,00

MOl 16,00

MOI 3,20

MOI 0,64

Figura R6: Transduccion nuclear y citoplasmatica del baculovirus AcrziresChcacGFP en células BSR5/7. La
transcripcion nuclear corresponde a la expresion de egfp bajo el promotor nuclear CAG, la transcripcion
citoplasmatica corresponde a la expresion de mcherry bajo el promotor T7, reconocido por la T7 RNA pol
aportada por la linea celular.

Como se observa en la figura R6, a una MOI de 80 se obtuvo transcripcion
citoplasmatica; sin embargo, la cantidad de células con fluorescencia verde fue mayor a la
cantidad de células con fluorescencia roja. Es decir, los resultados fueron disimiles a los
observados en las distintas lineas celulares de mamifero coinfectadas con baculovirus y
VTF7-3 (Fig. R3). Como fue mencionado, el virus vaccinia recombinante utilizado en el
ensayo de la figura R3, no sélo aportaba en transla T7 RNA pol, sino que también permitia
la traduccion de los transcriptos mediante el aporte de la maquinaria de agregado de cap
en citoplasma. Dado que la traduccion cap independiente, a través de la secuencia IRES,
podria ser menos eficiente que la que se lleva a cabo cuando los mensajeros son
modificados con el cap-5', se coinfectaron las células BSRT7/5 con Act7iresChcacGFP y un
virus vaccinia salvaje. Ademas, se realizd un ensayo de transfeccion con el plasmido pGemT -
17ResCh (Materiales y Métodos, seccién 5.1.2; figura M5), en presencia o ausencia de infeccion

con vaccinia salvaje.
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Figura R7: Transduccion nuclear y citoplasmatica del baculovirus AcrresChcacGFP 0 del pGemT-r7resCh en
coinfeccion con vaccinia salvajeen células BSR5/7. La transcripcion citoplasmatica corresponde a la expresion
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de mcherry bajo el promotor T7, reconocido por la T7 RNA pol, aportada por la linea celular. A: infeccion con
AcCr71resCheacGFP. B: transfeccion con pGemT-rRESmCh.

La figura R7 A muestra que la coinfeccion con el virus vaccinia salvaje invirtio la
proporcion de células fluorescentes rojas y verdes de la figura anterior, obteniéndose
resultados similares a los observados en los ensayos de transduccion con Act7ChcacGFP +
VTF7-3 (Fig. R3).

La expresion del gen mcherry, a partir del plasmido pGemT-171resCh transfectado (Fig.
R7 B) también fue mayor cuando el ensayo se realizé en presencia de infeccion con virus
vaccinia salvaje, lo que indica que el efecto observado es probablemente traduccional, y
que el sistema de la linea celular BSRT7/5 no fue adecuado para determinar la relacion
entre los transcriptos citoplasmaticos y nucleares, ya que depende de la traduccion
ineficiente a partir del IRES.

Ensayo de hibridacion fluorescente /n situ

Con el fin de detectar la presencia y abundancia del DNA viral en el citoplasma de células
de mamifero, independientemente de su accesibilidad para ser transcripto, utilizamos una
sonda de 50 bases marcada con isotiocianato de fluoresceina, FITC. Esta sonda hibrida en el
gen de la proteina baculoviral mayoritaria de capside VP39.

Se infectaron células NIH/3T3 con un baculovirus salvaje a una MOI de 50 y luego de
6 hpi las células fueron fijadas y enfrentadas con la sonda VP39-FITC (Materiales y Métodos,
seccion 8).
A
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73 pm

Figura R8: Ensayo de hibridacion fluorescente in situ en células murinas infectadas con baculovirus. Células
NIH/3T3 fueron infectadas (A) o no B) con un baculovirus salvaje a una MOI de 50, a las 6 hpi las células
fueron fijadas y tratadas con la sonda VP39-FITC.

La figura R8 muestra las imagenes obtenidas en el microscopio confocal de
fluorescencia, donde se pudo observar una intensa sefial de localizacion citoplasmatica que
indica la presencia mayoritaria del DNA viral en este compartimento.

En conjunto, estos resultados muestran que el DNA baculoviral se encuentra
mayoritariamente accesible en el citoplasma de las celulas no inmunes, por lo que tiene el
potencial de ser detectado por sensores celulares de DNA citosélicos.

ESTUDIO DE LA RESPUESTA ANTIVIRAL EN CELULAS DE MAMIFERO NO INMUNES MEDIADA
POR LA INFECCION CONBACULOVIRUS DE FENOTIPO BROTADO Y DERIVADOS DE LOS
CUERPOS DE OCLUSION

Con el fin de evaluar la respuesta que se produce al infectar con baculovirus células
fibroblasticas de mamifero, se estudio la capacidad de generar un estado antiviral y la
producciéon de IFN | en células MEF y en NIH/3T3. Los tipos celulares seleccionados son
similares en su origen, pero los MEF son un cultivo primario y las NIH/3T3, una linea celular
establecida. Por lo tanto, se decidio trabajar con ambos cultivos y determinar la
concordancia o discordancia de los resultados.
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Evaluacion del estado antiviral generado luego de una infeccion con baculovirus brotados y
derivados de los cuerpos de oclusion

Como se menciond, los baculovirus poseen dos fenotipos diferentes, con grandes
similitudes en sus nucleocapsides, identidad gendmica pero diferencias marcadas en sus
envolturas y en las proteinas de superficie. En primer lugar, se investigd la capacidad de los
baculovirus de ambos fenotipos de generar un estado antiviral en las células no inmunes,
capaz de conferir proteccion frente a una infeccién con el virus de la estomatitis vesicular
(VSV). Para ello, células y virus se pusieron en contacto durante 4 h e inmediatamente o 20
h después, se infectaron con VSV. A las 16 hpi, las células se fijaron, se tifieron con cristal
violeta y el efecto citopatico se cuantificdé por absorbancia a 495 nm (Materiales y Métodos,
seccion 11.1). Los ODV purificados no mostraron contaminacion con virus brotados
detectable por Western blot (Fig. R9 A), indicada por la ausencia de la glicoproteina GP64
(proteina de envoltura), presente Unicamente en los virus brotados. La proteina de capside
VP39 fue detectada en las preparaciones de ambos fenotipos. La cantidad de ODV utilizada
en los ensayos fue equivalente en masa a 2 x 10" TCIDsq BV, que correspondia a una MOI de
BV de 33 (Materiales y Métodos, seccién 4.4) (Fig. R9 B). A partir de los resultados que
obtuvimos con los ODV en células NIH/3T3 después de 4 hpi (Fig. R10 A), decidimos no
evaluarlos a las 24 hpi ni en MEF.
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Figura R9: Purificacion y cuantificacion de los ODV. (A) Caracterizacion por Westermn blot de los BV y ODV (B)
Inmunodeteccion de VP39 en la preparacion de ODV en comparacion con distintas cantidades de BV (TCID 5.
M: Marcador de peso molecular.
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Figura R10: Efecto antiviral de los baculovirus en células NIH/3T3 y MEF. Las células fueron infectadas con
baculovirus del fenotipo brotado (BV) o con virus derivados de los cuenpos de oclusion (ODV) durante 4 h e
inmediatamente o a las 20 h infectadas con VSV a una MOI de T para NIH/3T3 o de 10 para MEF. A las 16 hpi
las muestras fueron fjjadas y tenidas con cristal violeta. Finalmente fueron resuspendidas y se cuantifico el
efecto citopatico por absorbancia a 495 nm. Los resultados se muestran como% de proteccion frente a VSV.
(A) NIH/3T3 4 hpi (B) NIH/3T3 24 hpi (C) MEF 4 hpi (D) MEF 24 hpi.

En la figura R10 A se muestra que en NIH/3T3, luego de 4 hpi, Unicamente los
viriones del fenotipo brotado fueron capaces de generar un estado antiviral, que se reflejé
como una proteccion frente a la infeccion con VSV del 48,02 + 6,80 % a una MOI de
baculovirus de 0,1y una proteccién del 89,48 + 6,20 % a una MOI de 100, respecto de las
células sin infectar con baculovirus. Los virus derivados de los cuerpos de oclusion fueron
capaces de brindar niveles de proteccion marginales de sélo el 3,82 + 0,06 %. En la figura
R10 B, se observa que a las 24 hpi el estado antiviral generado por los viriones del fenotipo
brotado disminuyd, mostrando una proteccion frente a la infeccion con VSV del 4,77 + 3,00
% a una MOI de baculovirus de 0,1y una proteccion del 24,08 + 8,73 % a una MOI de 100,
respecto de las células sin infectar con baculovirus. En los MEF (Fig. R10 C), los niveles de
actividad antiviral medidos luego de 4 hpi fueron menores, (43,00 7,60 % a MOI 10 y
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54,89+ 8,60 % a MOI 100), probablemente debido a la elevada MOI de VSV utilizada,
causada por la resistencia intrinseca que detectamos en estas células a la infeccién con VSV.
A las 24 hpi los valores en MEF disminuyeron al igual que en las células NIH/3T3 (Fig. R10
D).

Evaluacionde la producciondel mRNA de IFN B luego de una infeccidn con baculovirus

Con el objetivo de medir la respuesta a la infeccion con baculovirus en células de mamifero
no inmunes, se evaluaron los niveles del mMRNA de IFN B por RT-gPCR a las 4 y 24 hpi. Para
ello, se infectaron células NIH/3T3 o MEF con baculovirus brotados a distintas MOI o células
NIH/3T3 con viriones derivados de los cuerpos de oclusién a una MOI equivalente a 33 de
BV. A las 4 hpi se retird el inodculo y se extrajo el RNA total o se agregd medio de cultivo
hasta cumplir las 24 h y luego se realizo la extraccion del RNA, Unicamente en el caso de los
BV. En todas las muestras se midio, por RT-gPCR la expresion relativa del mRNA de IFN 3,
respecto de células sin infectar (Materiales y Métodos, seccion 12).
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Figura R11: Niveles de expresion del mRNA de IFN B en células murinas luego de una infeccion con baculovirus.
Abundancia relativa del mRNA de IFN B medida por RT-gPCR en células NIH/3T3 (A) y MEF (B) infectadas con
baculovirus brotados (BV) o derivados de los cuernpos de oclusion (ODV) a las 4 y 24 hpi. Se muestra un

ensayo representativo. * p<0,05 ** p<0,01.

Como se observa en las figuras R11 Ay B, a las 4 hpi los baculovirus de fenotipo
brotado generaron un aumento en los niveles del mRNA de IFN B dependiente de la
multiplicidad de infeccién, tanto en MEF como en NIH/3T3. A una MOI de 100, en el cultivo
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primario MEF se produjo un aumento de los niveles de mensajero de 111 + 37 veces,
respecto del control y en la linea celular NIH/3T3 de 344 + 93 veces, respecto de las células
sin infectar. A las 24 hpi, los niveles del mRNA de IFN B, en ambos tipos celulares,
disminuyeron y Illegaron a los niveles basales de las células sin infectar.

Por otra parte, la figura R11 A muestra que, en células NIH/3T3, los ODV no tuvieron la
capacidad de generar un aumento del mRNA de IFN B a las 4 hpi.

Estos resultados, junto con la medicion del estado antiviral, muestran que en los
fibroblastos murinos los baculovirus Unicamente de fenotipo brotado producen una potente
y rapida respuesta antiviral, mediada al menos en parte por IFN I. Ademas, el efecto
detectado en la linea celular NIH/3T3 fue incluso mas potente que el del cultivo primario, lo
gue sugiere que estas células son aptas para evaluar su interaccion con los baculovirus. Por
lo tanto, se continu6 la profundizacion del analisis utilizando células NIH/3T3.

Estudio de la produccionrelativa delos mMRNA de distintos sensores de acidos nucleicos

La produccion de IFN | puede regular la expresion de varios genes, entre ellos los que
codifican para sensores de acidos nucleicos citosdlicos. Asi, nos propusimos determinar si el
mMRNA de STING y los de los sensores de acidos nucleicos TLR9, cGAS y MAVS ven
modificada su expresion debido a la infeccion con baculovirus en fibroblastos murinos. Para
ello, se realizaron ensayos de RT-gqPCR en células NIH/3T3 a las 4 o 24 hpi.
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Figura R12: Expresion relativa de los mRNA de sensores citosolicos por RT-qgPCR en NIH/3T3. Abundancia
relativa de los mRNA medida por RT-gPCR en células NIH/3T3 infectadas con baculovirus a las 4 (A) y 24 hpi

(B). Se muestra un ensayo representativo. * p<0,05 ** p<0,01.

35



Resultados

En la figura R12 A se observa que los niveles relativos del mRNA de STING y cGAS se
vieron incrementados en 2,50 + 0,32 y 2,23 + 0,08 veces, respectivamente, luego de una
infeccion de 4 h con baculovirus. A las 24 hpi, los niveles de estos mensajeros sufrieron un
mayor aumento. STING aumentd 34,29 + 15,08 veces, mientras que para cGAS el aumento
fue de 19,69 + 945 veces. Estos resultados muestran cdémo las células regulan
positivamente sus niveles de moléculas involucradas en la deteccién citosélica de DNA en
respuesta a la infeccion, probablemente mediante el estimulo de IFN | producido.

DISENO, CONSTRUCCIONY EVALUACION DE BACULOVIRUS RECOMBINANTES QUE LLEVEN
EN SU GENOMA SECUENCIAS PARA MODULAR LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL

Baculovirus pseudotipados con la glicoproteina G de VSV

Como se menciono en la Introduccion, los baculovirus pseudotipados con la glicoproteina G
de VSV han mostrado una eficiencia mejorada para transducir genes en células de
mamifero [63][62][64][65]. Por otra parte, también se ha sugerido que la fusién de
membranas en la célula, mediada por proteinas de fusion virales, es capaz de provocar el
aumento de IFN | a través del impacto en la molécula STING [155]. Por lo tanto, es incierto si
el pseudotipado de los baculovirus con G de VSV incide aumentando (a través del impacto
en STING) o disminuyendo (relacionado con su mejor performance de transduccion) la
capacidad de generar un estado antiviral.

Con el fin de esclarecer estos interrogantes, se construyd un baculovirus recombinante
pseudotipado con la glicoproteina G de VSV y se evalué su capacidad infectiva y de
estimulacion de IFN en células NIH/3T3.

Obtencion y caracterizaciéon del baculovirus pseudotipado AcG-GFP

En primer lugar, se construy6 un baculovirus recombinante, AcG-GFP, que expresa el gen
de la glicoproteina G de VSV bajo el control del promotor viral poliedrina (polh) y el gen
reportero egfp bajo el promotor viral p70 El baculovirus AcG-GFP fue construido
empleando el sistema Bac-to-Bac descrito previamente, a partir del plasmido de
transferencia pFBD-G-VSV (Materiales y Métodos, seccion 5.1.3). Todos los ensayos se
realizaron comparando el virus AcG-GFP con el virus AcPhGFP, previamente construido en
el laboratorio, enteramente similares con la excepcion que AcPhGFP contiene el gen
poliedrina en lugar del gen de la proteina G de VSV (Fig. R13).
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Figura R13: Esquema de la secuencia de insercion de AcG-GFP (A) o AcPhGFP (B).

La presencia de la glicoproteina G de VSV en el virus AcG-GFP se caracterizd por
Western blot, en muestras de viriones brotados purificados por gradientes de sacarosa
(Materiales y Métodos, seccidn 4.5) y resueltos en un SDS-PAGE.
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Figura R14: Expresion de la glicoproteina G (VSV) en baculovirus pseudotipados. A: Western blot de baculovirus
brotados purificados AcG-GFP o AcPhGFP con anticuerpos especificos para VP39 y G (VSV). B: Microscopia de
fluorescencia a los 6 dpi, en células Sf9 infectadas con el virus AcG-GFP o el virus ACPhGFP. Las flechas blancas
indican la presencia de los sincicios.

La glicoproteina G de VSV fue inmunodetectada con un anticuerpo especifico solo
en el virus AcG-GFP (Fig. R14 A), demostrando su presencia en la particula viral. Ademas,
células de insecto infectadas con el virus AcG-GFP a los 6 dpi mostraron al microscopio de
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fluorescencia la formacion de sincicios (Fig. R14 B), como indicio de la presencia de la
proteina G de VSV en la membrana celular y de su capacidad fusogénica, incluso a pH 6,2,
pH del medio de cultivo de células de insecto.

Evaluacionde la entrada de baculovirus pseudotipados con la glicoproteina G de VSV en
células no inmunes murinas

Con el objetivo de estudiar si el pseudotipado de baculovirus brotados con G de VSV
modula la entrada del virus a los fibroblastos murinos, se realizaron ensayos de
inmunomicroscopia de fluorescencia en celulas NIH/3T3 infectadas con AcG-GFP o
AcPhGFP (Materiales y Métodos, seccion 9). En ambos casos, las células fueron infectadas a
una MOI de 50. A los 10 y 45 minutos postinfeccion, las células fueron lavadas, fijadas y
enfrentadas a un anticuerpo anti VP39 y luego a un anticuerpo secundario anti raton
conjugado al fluoroforo Alexa 488. Los preparados se observaron al microscopio confocal

(Fig. R15 A) y se cuantificaron los viriones dentro de las células, utilizando el software Image
J(Fig. R15 B).
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Figura R15: Entrada de los baculovirus AcG-GFP en fibroblastos murinos. (A) Caracterizacion por microscopla de
fluorescencia de células NIH/3T3 a los 10 y 45 minutos, cada punto verde representa la presencia de al menos
un virion. (B) Cuantificacion del ingreso de los viriones AcG-GFP y ACPhGFP en células NIH/3T3 a los 10 y 45
minutos a través del software Image J. Cada barra corresponde al promedio de 10 campos diferentes. **
p<0,01.

A los 10 minutos postinfeccion se observd una mayor cantidad del virus
pseudotipado con G de VSV que del virus control en las células de mamifero; sin embargo,
a los 45 minutos postinfeccion la cantidad de viriones en las células murinas fue similar para
ambos virus. Es decir, la entrada de los virus pseudotipados con G de VSV fue mas eficiente
y las nucleocapsides no se acumularon dentro de la celula, sugiriendo una mayor velocidad
en el escape de los endosomas y el transporte al nlcleo o su degradacion. En base a estos
resultados, se evalud pertinente proceder con la medicion de la produccion de IFN B a
tiempos cortos en estas células.
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Evaluacionde la produccionde IFN B dada por lainfeccion en celulasno inmunes murinas
con un baculovirus pseudotipado con la proteina G de VSV

Con el objetivo de medir la respuesta a la infeccion con baculovirus pseudotipados en
células NIH/3T3, se realizaron infecciones a una MOI de 1y se evaluaron los niveles del
mMRNA de IFN B por RT-gPCR a las 2 y 4 hpi. La eleccion de la MOI estuvo basada en la
intencion de no medir una respuesta demasiado potente como para poder detectar
pequefos cambios.
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Figura R16: Caracterizacion de baculovirus pseudotipados por RT-qPCR en células murinas. Niveles de mRNA de
IFN B medidos por RT-gPCR a las 2 0 4 hpi en células NIH/3T3 luego de una infeccion con el baculovirus AcG-
GFP 0 AcPhGFP a MOI de 1. Se muestra un ensayo representativo. * p<0,05, NS no significativo.

Los resultados de la figura R16 muestran que las células NIH/3T3 no produjeron IFN
B a las 2 hpi en ninguno de los casos. A las 4 hpi se observd un aumento significativo del
mMRNA de IFN B, respecto de células sin infectar, 36,00 + 17,58 veces en células infectadas
con el virus AcG-GFP y 25,07 + 2,07 en las que fueron infectadas con el virus Ac-PhGFP. Esta
diferencia no result6 estadisticamente significativa. Asi, a pesar de que la entrada de ambos
virus a las células fue diferente, el pseudotipado con G de VSV no modifico la respuesta que
se produce en las células infectadas.
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Incorporaciéon en el genoma viral de la secuencia VACV 70mer

Dado que los resultados previos demostraron que en células fibroblasticas de mamifero los
genomas baculovirales permanecen mayoritariamente en el citoplasma, con el objetivo de
modular la produccion de IFN | en estas células, se construyd un baculovirus recombinante
conteniendo secuencias de probado impacto en las vias de deteccion de DNA citosélico.

Como se menciond en la Introduccion, la secuencia VACV 70mer, correspondiente a
un extremo repetido no codificante del genoma de vaccinia, produce el aumento de la
expresion del mRNA de IFN B en células MEF a través de la via de STING-TBK1-IRF-3 [152].
Asi, a fin de incorporar esta regién en el genoma baculoviral, se evalud en primer lugar si la
secuencia seguia siendo capaz de producir esta respuesta inserta en un esqueleto de DNA
circular. Para ello, a partir del virus vaccinia se obtuvieron por PCR fragmentos con distinto
nlmero de repeticiones de VAVC 70mer que fueron clonados en el plasmido pGEM®-T Easy
Vector (Materiales y Métodos, seccion 6.1). Tras el clonado, se selecciond el clon pGemT-VAVC
70mer #3 conteniendo un inserto de 350 pb correspondiente a 5 repeticiones de VAVC
70mer, visualizado a partir de la digestion con la enzima EcoRI (Fig. R17).
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Figura R17: Caracterizacion por digestion de los fragmentos VAC 70mer clonados. Gel de agarosa 2% con los
distintos clones obtenidos digeridos con EcoRl.

El plasmido pGemT-VAVC 70mer #3 fue transfectado en células NIH/3T3 y a las 4
horas postransfeccion se cuantificaron los niveles del mMRNA de IFN B por RT-gPCR
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Figura R18: Caractenizacion de la secuencia VACV 70 merpor RT-qPCR en células murinas. Niveles del mRNA de
IFN B medidos por RT-gPCR a las 4 h postranstfeccion con el vector pGemT-VAVC 70mer o pGemT vacio en
células NIH/3T3. Se muestra un ensayo representativo. ** p<0,01, NS: no significativo.
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Como se observa en la figura R18, no hubo diferencias significativas en la produccion
del mRNA de IFN B entre los plasmidos con (178,92 + 0,02) y sin la secuencia VACV 70mer
(178,00 + 10,90). La produccion del mRNA de IFN B se vio estimulada por la transfeccion de
un DNA exdgeno vy la incorporacion de la secuencia VACV 70mer en el contexto de un
dsDNA circular de 3000 pb no modificé los resultados, por lo que es probable que su
incorporacion en un genoma baculoviral de alrededor de 45 veces mayor tamafo (135 kpb)
respecto del plasmido ensayado rinda resultados similares. Asi, dada la incapacidad
experimental de medir el aporte de la secuencia VACV 70mer, se descartd su inclusion
como estrategia para aumentar el potencial antiviral de los baculovirus.

ESTUDIO DE LAS VIAS DE DETECCION DE DNA CITOSOLICO EN EL CONTEXTO DE UNA
INFECCION CON BACULOVIRUS DE FENOTIPO BROTADO EN DISTINTAS CELULAS NO
INMUNES DE MAMIFERO

Evaluacionde laviadelaRNAPollllenlaproducciénde laactividad antiviral dada por la
infeccion en células no inmunes con baculovirus

Como fue mencionado en la Introduccidn, esta descripto un mecanismo mediante el cual
DNA citosodlico, rico en dAdT induce la produccién de IFN B en lineas celulares humanas y
de raton [174][175]. Se ha demostrado que el poly (dA:dT) sirve como templado para la
sintesis de novo de RNA a partir de la transcripcion citoplasmaética de la RNA Pol Ill, que
impacta en el sensor de RNA, RIG-I.

Dado que el genoma de AcMNPV posee un contenido de A-T elevado, del 59,3 %
[192], nos propusimos estudiar si dicho mecanismo esta involucrado en su deteccion. Asi, se
evalud la participacion de la RNA Pol Il en el estado antiviral y en la produccion del mRNA
de IFN B luego de una infeccion con baculovirus en fibroblastos murinos. Para ello, en
primer lugar, se utilizé poly (dA:dT) para determinar en células NIH/3T3 la concentracion y
tiempo 6ptimos de inhibicién del ML60-218, un inhibidor quimico de la RNA Pol IlI
(resultados no mostrados). Luego, se realizaron los ensayos de proteccion frente a VSV y de
RT-gPCR previamente descriptos, en infecciones con baculovirus de fenotipo brotado en
presencia o ausencia de pretratamiento con ML60-218 20 uM durante 2 h. Se decidio
realizar los ensayos utilizando una MOI de 1 de baculovirus, de modo de no obtener una
respuesta celular tan potente que nos impidiera visualizar efectos inhibitorios parciales.
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Figura R19: Estudio de la particippacon de la RNA Pol Il en la respuesta antiviral luego de una infeccion con
baculovirus. (A) Efecto antiviral contra VSV en células NIH/3T3 infectadas con baculovirus por 4 h en ausencia
(barras negras) o presencia (barras grises) de pretratamiento con ML60-218 20 uM por 2 h. (B) Niveles del
mRNA de IFN B en células NIH/3T3 infectadas con baculovirus por 4 h, en ausencia (barras negras) o
presencia (barras grises) de pretratamiento con ML60-218 20 uM por 2 h. Se muestra un ensayo
representativo. ** p<0,07, NS. no significativo. En ambos casos se utilizo poly (dA:dT) 1 ug/ml como contro/

positivo de la inhibicion.

Los resultados obtenidos mostraron que en células NIH/3T3 infectadas con
baculovirus a una MOI de 1, la actividad antiviral no se modificé cuando se traté con ML60-
218 (Fig. R19 A). Asimismo, los niveles del mRNA de IFN B fueron similares en ambas
condiciones (Fig. R19 B). El poly (dA:dT) se ha visto que produce IFN By un estado antiviral
en las células a partir de su deteccion por la RNA Pol llI; en el caso de células con otras vias
funcionales, también participan otros receptores de DNA, por lo que es esperable que
ML60-218 no inhiba por completo su efecto. Asi, la deteccion de los genomas virales por la
RNA Pol Il para producir IFN | y un efecto antiviral a traves de los sensores de dsRNA no
parece ser un mecanismo relevante en la interaccion de los baculovirus con los fibroblastos
murinos.

Estudiode la participacionde STINGy cGAS en el estado antiviral despertado porla infeccion
de células no inmunes con baculovirus

STING cumple un papel central en la deteccion de DNA citosélico de diversos origenes vy tal
como se menciond en la Introduccion de esta Tesis, existen multiples activadores de STING
a partir de la deteccion de estos acidos nucleicos. En el contexto de una infeccion viral,
pareciera ser cGAS el detector de dsDNA mas importante; sin embargo, no existen
antecedentes de la participacion de cGAS en el contexto de la infeccion por baculovirus. Asi,
con el objetivo de estudiar la via cGAS-STING en la infeccion de células no inmunes de
mamifero, se realizaron ensayos en células humanas y células murinas.

43



Resultados

Los baculovirus y suinteraccion con células epiteliales humanas HEK293 y HEK293 T

El uso de los baculovirus como vectores virales en células humanas ha tomado relevancia en
el campo de la terapia genica por las ventajas que poseen los baculovirus sobre otro tipo de
vectores. La estrecha relacion que pareciera existir entre la eficiencia de transduccion de un
transgén y el estado antiviral que produce la célula en respuesta al DNA resalta la
importancia de estudiar las vias involucradas que desencadenan dicha respuesta. Asi, con el
objetivo de estudiar si la via cGAS-STING esta involucrada en la deteccion de los baculovirus
en células humanas, se utilizaron las lineas de epitelio de rindn humano HEK293 y HEK293 T
para los siguientes ensayos. La eleccion de estas células se basd en que las HEK293 no
presentan niveles detectables de cGAS, mientras que las células HEK293 T no presentan
niveles detectables de cGAS ni de STING [193].

Ensayos de transduccion

En los ensayos de transducciéon en células HEK293 y HEK293 T mostrados en la figura R3 se
hizo evidente que en HEK293, la expresiéon del transgén transcripto en ndcleo era menor
que en HEK293 T. Con el objetivo de estudiar si esta diferencia se relaciona con la infeccion
con baculovirus, se realizaron infecciones con el virus AccaceGFP en paralelo con
transfecciones con el plasmido pcDNAeGFP, que expresa egfp bajo el control del promotor
CMV (Materiales y Métodos, secciéon 7).

pcDNA-eGFP AccaceGFP

HEK293
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Figura R20: Transduccion en células HEK293 o HEK293 T. (A) Observacion al microscopio de fluorescencia a las
24 h luego de una transfeccon con el plasmido pcDNAeGFP (izquierda) o infeccion con el baculovirus
AccaceGFP (derecha) (B) Cuantificacion de la intensidad de eGFP en las células HEK293 y HEK293 T con la

utilizacion del software ZENblue. Se promediaron 6 dreas de 3 fotos en cada condicion. ***p<0,001.

A las 24 h se observo que las células HEK293 y HEK293 T expresaban de igual manera
el transgen aportado por el plasmido, mientras que cuando el transgén fue aportado por el
baculovirus, en las células HEK293 los niveles de expresion eran menores que en las celulas
HEK293 T (Fig. R20 A). Estos resultados observados al microscopio de fluorescencia fueron
cuantificados y confirmados midiendo la intensidad de fluorescencia en los pocillos
(Materiales y Métodos, seccion 10) (Fig. R20 B).

Dado que en las construcciones génicas utilizadas el gen reportero se encontraba bajo
la regulacion de diferentes promotores y con el objetivo de confirmar que la expresion del
transgén en las células HEK293 se modula por la respuesta celular al baculovirus, se realizd
un ensayo de infeccion con un baculovirus salvaje seguida de transfeccion con el plasmido
pcDNAeGFP. Para ello, se infectaron células HEK293 o HEK293 T durante 4 h y luego se
realizaron transfecciones con el plasmido pcDNAeGFP. A las 24 h se observd al microscopio
de fluorescencia para determinar la cantidad de células verdes.
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Figura R21: Expresion de eGFP en células HEK293 o HEK293 T. (A) Observacion al microscopio de fluorescencia
a las 24 h luego de una transfeccion con el plasmido pcDNAeGFP (izquierda) o infeccidn con BV salvaje y
transteccion con el plasmido pcDNAeGFP (iderecha). (B) Cuantificacion de la intensidad de eGFP en las células
HEK293 y HEK293 T con la utilizacion del software ZENblue. Se promediaron 6 dreas de 3 fotos en cada

condicion. ***p<0,001.

En la figura R21 A se puede observar que luego de una infeccién de 4 h con un
baculovirus salvaje, la expresion del transgén egfp aportado por el vector pcDNAeGFP
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disminuy6 solo en las células HEK293. La cuantificacion de la fluorescencia (Fig. R21 B)
muestra que la disminucion observada es estadisticamente significativa. Dado que la
expresion de STING esta afectada en la linea HEK293 T, nuestros resultados sugieren la
participacion de esta molécula en un probable estado antiviral generado por los baculovirus
en las células epiteliales humanas, que afecta la expresion de un transgén.

Evaluacion del estado antiviral

Con el fin de estudiar el estado antiviral inducido por baculovirus en células HEK293 y
HEK293 T, se realizaron infecciones con BV y a las 4 h o 24 h se enfrentaron a las células
con VSV. Luego de 16 h, se cuantificaron las producciones virales obtenidas en cada caso en
células Vero (Materiales y Métodos, seccién 11.2).
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Figura R22: Actividad antiviral en células HEK293 y HEK293 T. Cuantificacion de la actividad antiviral dada por
BV a una MOI de 100 a las 4 hpi (A) o 24 hpi (B), medida como el titulo de VSV (UFP/mi) producido en HEK293
(barras negras) o en HEK293 T (barras grises). CV: control virus, produccion de VSV en células sin
pretratamiento, BV: produccion de VSV en células con infeccion previa con baculovirus, poly (dA.dT):
produccion de VSV en células transfectadas previamente con Tug/ml de poly (dA:dT) ** p<0071 *** p<0,00],
NS: no significativo.

La figura R22 A muestra que Unicamente en las células HEK293, luego de una
infeccion con baculovirus brotados durante 4 h el titulo viral de VSV obtenido disminuyo
alrededor de 15 veces respecto del control de virus. La transfeccion con poly (dA:dT) redujo
el titulo viral de VSV tanto en HEK293 como en HEK293 T. A las 24 hpi u horas

postranfeccion (hpt) (Fig. R22 B), las células no mantuvieron el estado antiviral inducido por

47



Resultados

los BV o por poly (dA.dT) respectivamente, medido como una reduccion en el titulo de VSV
producido. El poly (dA:.d7) puede generar un estado antiviral independiente de cGAS y
STING en ambos tipos celulares a través de la via RNA Pol IlI-RIG I. Estos resultados indican
que los baculovirus en células epiteliales humanas inducen un estado antiviral que
dependeria de la adecuada expresion de STING pero no de la expresion del receptor cGAS,
ya que ambos tipos celulares son deficientes en los niveles de este sensor.

Produccion de IFN B, IFN A e IL-1B

Con el fin de avanzar en la comprension del estado antiviral observado en células HEK293
infectadas con baculovirus, se evaluaron por RT-gPCR la produccion de IFN |, a partir de la
cuantificacién de los niveles del mRNA de IFN B, la produccion de IFN Ill, a partir de la
cuantificacion de los niveles del mRNA de IFN Al y la produccion de la citoquina
proinflamatoria IL-1 B. Para ello, fueron infectadas células HEK293 o HEK293 T con
baculovirus del fenotipo brotado durante 4 h y se realizaron las cuantificaciones relativas de
los mensajeros por la metodologia ya descripta.
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Figura R23: Expresion relativade IFN | IFN Il e IL-1 B luego de infeccion por4 h con baculovirus en células
epiteliales humanas. La MOI de baculovirus utilizada fue 100. Los niveles relativos de mRNA fueron medidos

por RT-gPCR. (A) IFN B. (B) IFN AT. (C) IL-1B. Se muestra un ensayo representativo. ** p<0,017.
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Los resultados mostraron que, en coincidencia con el estado antiviral observado, los
baculovirus produjeron sélo en células HEK293 un aumento del mRNA de IFN A1 de 5,19 +
0,30 veces respecto de las células sin infectar (Fig. R23 B). Los niveles de IFN B,
probablemente dependientes de la via cGAS-STING, y los de IL-1 B no se vieron
modificados por la infeccion en ningun caso (Fig. R23 Ay C).

Ensayo de transcomplementacion de cGAS y STING

Para estudiar en mayor profundidad la participacion cGAS y STING en el efecto producido
por los baculovirus en células humanas, se construyd un plasmido con la secuencia
codificante de STING humano bajo la regulacion del promotor CMV, denominado pcDNA-
hSTING (Materiales y Métodos, seccion 6.2) y se adquirid otro plasmido que contiene la
secuencia codificante de cGAS humano bajo la regulacion del promotor CMV, el vector
PTRIP-CMV-Puro-2A-cGAS (Materiales y Métodos, seccion 2). Las células HEK293 y HEK293 T
se transfectaron con ambos vectores y a las 48 hpt se infectaron con baculovirus a una MOI
de 100 durante 4 h. Finalmente, se infectaron con VSV y se cuantificaron los titulos virales
por el método de titulacion a punto final en células Vero se extrajeron los RNA totales por la
metodologia ya descripta para cuantificar niveles de expresion de distintos mensajeros.
Como control, se utilizd el plasmido pcDNAeGFP (Materiales y Métodos, seccion 14.1).
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Figura R24: Actividad antiviral en células HEK293 y HEK293 T transcomplementadas con STING y/0 cGAS.

Cuantificacion del titulo de VSV, luego de una infeccion por 4 h con baculovirus a una MOI de 700. (A) Células
HEK293. (B) Células HEK293 T. * p<0,05 ** p<0,01, *** p<0,001. (C) Caracterizacion de la proteina cGAS por
Western blot con un anticuerpo anti cGAS. Se muestra la tincion previa de la membrana con Rojo Ponceau
como control de carga de las muestras.

En la figura R24 A se observa que en células HEK293, la transfeccion con el plasmido
de expresion de cGAS seguida de infeccion con baculovirus produjo una disminucion
estadisticamente significativa del titulo de VSV de alrededor de 100 veces, respecto de
cuando las células se infectaron Unicamente con baculovirus. Por el contrario, cuando se
transfectd con pcDNAeGFP y se infectd con baculovirus, no se modifico el titulo viral
respecto del obtenido en las células solo infectadas con baculovirus. Estos datos sugieren la
participacion del sensor cGAS en la deteccion del DNA baculoviral.

En células HEK293 T, como se observa en la figura R24 B, la transfeccion con el
plasmido de expresién de STING, pero no con el plasmido de expresion de cGAS, seguida
por la infeccion con baculovirus, provoco la disminucion estadisticamente significativa del
titulo de VSV, respecto del de las células sélo infectadas con baculovirus, del mismo modo
que ocurrio en las células HEK293 sin transfectar de la figura R22 A. La transfeccion con
ambos plasmidos de expresion (cGAS y STING), previa a la infeccion con baculovirus inhibio
de un modo mas abrupto la replicacion del virus VSV.

En la figura R24 C se muestra la inmunodeteccion de cGAS por Western blot. Fue
posible visualizar una banda de aproximadamente 58 KDa, tamafio esperado para esta
proteina, Unicamente en las células transfectadas.

Asi, los resultados en ambas lineas celulares mostraron la produccién de un estado
antiviral disparado por la infeccion con baculovirus brotantes, dependiente de STING e
independiente de cGAS. Ademas la via cGAS-STING mostrd ser una via responsable de
mediar una potente actividad antiviral por los baculovirus en estas células.
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Una vez probada la dependencia de STING en el establecimiento de un estado antiviral en
ambos tipos celulares, se evaluaron los niveles de los mRNA de IFN B, IL-1 B e IFN AT luego
de una infeccion con baculovirus en células HEK293 y HEK293 T previamente transfectadas
con los vectores de expresion de cGAS y/o STING.
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Figura R25. Expresion de IFN | IFN Ill e ILT B luego de una infeccion de 4 h con baculovirus en células epiteliales
humanas complementadas con STING y cGAS. Las células HEK293 (barras negras) o las células HEK293 T
(barras grises) fueron transfectadas con plasmidos de expresion de STING o cGAS. A las 48 h fueron infectadas
con BV a una MO/ de 700. Los mRNA fueron medidos por RT-qPCR. (A) IFN B. (B) IFN AT. (C) IL-1B. (D) cGAS

(E) STING. Se muestra un ensayo representativo. * p<0,05, ** p<0,01.
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Los resultados obtenidos, graficados en las figuras R25 A'y B mostraron que en células
HEK293 transcomplementadas con cGAS e infectadas con baculovirus hubo un aumento de
la expresion relativa de IFN B de 3,30 £ 0,93 veces y un aumento de IFN A1 de 21,54 + 5,85
veces respecto de células solo infectadas con baculovirus. Adicionalmente, en células
HEK293 T transcomplementadas con cGAS y STING y luego infectadas con BV, los niveles
de IFN B aumentaron 4,67 + 1,67 veces y los niveles de IFN A1, 55,88 + 22,6 veces respecto
de las células solo infectadas con baculovirus. Es decir que la funcionalidad de la via cGAS-
STING en células epiteliales de riidn humano permitio la produccion de IFN By potencio la
produccion de IFN Al frente a la infeccion con baculovirus. Ademas, las células HEK293 T
transcomplementadas solo con STING fueron capaces de producir en respuesta a la
infeccion un aumento de IFN A1 (3,36 + 0,82 veces respecto de las células sélo infectadas
con baculovirus), a pesar de la deficiencia en cGAS, tal como fue medido en las células
HEK293 (Fig. R23 B). En la figura R25 C se muestra que los baculovirus no estimularon la
produccion de IL-1 B en estas células, independientemente de la presencia de cGAS o
STING. En las figuras R25 D y E se caracterizaron los niveles de los mMRNA de cGAS y STING
por RT-gPCR a las 48 hpt, mostrando que en todas las transfecciones se obtuvieron
aumentos del mRNA de cGAS superiores a 500 veces respecto de las células sin transfectar
y de aproximadamente 1000 veces para el caso del mRNA de STING en las transfecciones
correspondientes.

Estos resultados mostraron cémo la infeccion con baculovirus en estas células provoca
un leve aumento de IFN lll, independientemente de cGAS y para el cual STING es necesario,
y un mayor aumento de este tipo de IFN, junto con la produccién de IFN |, en el que el
receptor cGAS esta involucrado.

Importanciade via cGAS-STING en fibroblastos murinos frente a la infeccion con baculovirus

En los Ultimos afios, el surgimiento de tecnologias altamente verséatiles de edicion de
genomas ha brindado la posibilidad de introducir modificaciones especificas de secuencia
de forma rapida y econémica en los genomas de un amplio espectro de tipos de células y
organismos. En particular, en células murinas estas tecnologias han llevado al
descubrimiento de la participacion de STING y de distintos sensores citosolicos en el
reconocimiento del acido nucleico viral, ya sea a través del uso de MEF provenientes de
ratones knockout o a traves de lineas celulares editadas.
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Edicion génica de células NIH/3T3

Con el objetivo de estudiar la via de deteccién de acidos nucleicos citosolico cGAS-STING
en células murinas, se editaron células NIH/3T3 a través de la metodologia CRISPR-Cas9.
Este método permite manipular con precision cualquier secuencia génica de manera
especifica a través de un segmente de 20 bases de RNA guia (sgRNA: del inglés single
guide RNA). El mecanismo de edicion génica mediada por CRISPR-Cas9 requiere para el
reconocimiento de la secuencia blanco la presencia de un corto protoespaciador adyacente
(PAM, del inglées: protospacer adjacent motif) que flanquea el sitio blanco y la formacion
subsiguiente de un bucle R debido a la hibridacion de bases complementarias entre el RNA
guia y el DNA blanco. Luego se produce un corte de doble cadena (DSB, del inglés: double-
strand break) en el DNA gendmico seleccionado. El DSB es generado por los dos dominios
de la nucleasa Cas9 que se repara mediante mecanismos de reparacion del DNA de la
célula. De esta manera, en ausencia de un templado de reparacién, el mecanismo que
opera es el NHEJ (del inglés: nonhomologous end joining) que es propenso a errores,
generando inserciones y deleciones (indels) o incluso sustituciones en el sitio de DSB, lo que
a menudo produce la interrupcion de la funcion del gen debido al corrimiento del marco de
lectura de la proteina (Fig. R26). En este trabajo de Tesis se utilizd un vector que contiene la
secuencia de la endonucleasa Cas9 bajo la regulaciéon del promotor CMV: pST1374-NLS-
flag-linker-Cas9 (Materiales y Métodos, seccion 2). Esta secuencia de Cas9 genera un doble
nick en la hebra del DNA a editar.
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Figura R26: Esquema del mecanismo de accion de CRISPR-Cas9. [194].
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Evaluacion de off targets

Dado que una secuencia de 20 nucledtidos puede estar representada varias veces en un
genoma, se estudiaron los posibles off targets de los sgRNA utilizados con el software
CCTop - CRISPR/Cas9 target online predictor [195]. Este programa permitio realizar una
evaluacion /n silico identificando vy clasificando los posibles sitios blanco de sgRNA. Para
cada sitio fuera de la secuencia blanco de cada sgRNA se calculé una puntuacién que
combina el nimero de sitios fuera del sitio blanco y la distribucién de los mismatch, dado
que la probabilidad de que la unién sgRNA/DNA sea estable disminuye, segun pruebas
experimentales, cuanto mas cerca se encuentra el mismatch del PAM.
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Figura R27:Anélisis de off targets para los sQRNA STING y cGAS. Score asignado para los sQRNA de STING (A) y
CGAS (B) utilizando el software CCTop - CRISPR/Cas9 target online predictor.
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En el caso del gRNA STING se obtuvo un score medio (0,66), encontrando 76
secuencias blanco con dos o mas mismatch (Fig. R27 A) y en el caso del gRNA cGAS un
score alto (0,86) encontrando 4 secuencias blanco con 3 o mas mismatch (Fig. R27 B). Estos
resultados dieron lugar a continuar con el siguiente paso experimental.

Obtencion de las lineas NIH/3T3 sting 7 y NIH/3T3 cgas "

Para obtener celulas derivadas de la linea NIH/3T3 deficientes en STING o cGAS, en primer
lugar se realizd el clonado de la secuencia guia STING o cGAS en el vector pSPgRNA
(Materiales y Métodos, seccion 13.1a 13.3). Luego, se establecieron las condiciones optimas de
transfeccion de las células NIH/3T3 (Materiales y Métodos, seccidn 13.4). Primero, se evalud la
transfeccion de pcDNAeGFP con distintos lipidos catidnicos. Se ensayaron dos condiciones
de densidad celular y distintas relaciones de DNA/lipidos catiénicos. En la tabla R2 se
muestra, para cada reactivo, la condicion que presentd el mayor numero de células
positivas (cantidad de células verdes) observadas al microscopio de fluorescencia a las 24 y
48 h.

Reactivos Células positivas a las Células positivas a las
24 hpt 48 hpt

Lipofectamine™ 3000 Transtection Reagent 48 15

Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent 37 22

DMRIE-C Reagent 0 0

X-tremeGENE HP DNA Transtection Reagent 4 8

K2- Transfection system 9 18

Tabla R2: Eficiencia de transfeccion con distintos reactivos en células NIH/3T3.

La eficiencia que se obtuvo fue menor o igual al 0,068 %, lo que es inapropiado para
llevar a cabo la edicion génica en estas células. Por lo tanto, se evalud si era posible obtener
mejores resultados empleando la técnica de electroporacién. Se ensayaron distintos buffers
(PBS o HBS) y distintas condiciones de pulso eléctrico (Materialesy Métodos, tabla M3). Asi, se
determind que la utilizacion de HBS y un pulso eléctrico de 180 V, 2000 pF, =R eran las
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mejores condiciones para realizar las transfecciones. En la figura R28 se muestran las

fotografias de algunas de las condiciones evaluadas.

Figura R28: Puesta a punto del método de transfeccion por electropora cion en células NIH/3T3. Fotografias
tomadas en microscopio de fluorescencia a las 24 hpt de las distintas condiciones de electroporacion A: 160V,
2000 uf; =R. B: 180 V, 2000 uf; <R. C: 200 V, 2000 uF; «R. D: 50 V, 3000 puF;, ©R. A= 10X

Asi, se determino que la utilizacion de HBS y un pulso eléctrico de 180 V, 2000 pF, <R
eran las mejores condiciones para realizar las transfecciones.

A continuacién, dado que el plasmido pST1374-NLS-flag-linker-Cas9 posee como
marcador de seleccion el antibidtico blasticidina, se realizd una curva con este antibidtico en
células NIH/3T3 para establecer la concentracion optima a utilizarse (Materiales y Métodos,

seccion 13.5).
Dia 1 2 3 5 7 8
Concentraciéon
2,5 80 100 0
1,25 50 70 80 100
0,625 0 20 50 60 95 100
0,3125 0 0 0 40 90 100
0,15625 0 0 0 20 40 90
0 0 0 0 0 0 0

TablaR3: Curvade blasticidina en células NIH/3T3. Se indican los porcentajes de muerte de las células a lo
largo del tiempo para distintas concentraciones de blasticidina.
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Se determind que 2,5 pg/ml era la concentracion optima, ya que era la minima
concentracion de blasticidina capaz de provocar la muerte de entre un 80 y 100 % de las
células al segundo dia.

Una vez puestas a punto todas las condiciones del ensayo, las células NIH/3T3 se
electroporaron con los plasmidos SPgRNA-cGAS vy pST1374-NLS-flag-linker-Cas9 o
SPGRNA-STING y pST1374-NLS-flag-linker-Cas9 (Materiales y Métodos, seccidon 13.6). Para
realizar la linea celular control, se electroporaron células NIH/3T3 con el plasmido pSPgRNA
vacio y el plasmido pST1374-NLS-flag-linker-Cas9. A las 24 h se seleccionaron las células
con blasticidina, se dejaron crecer y se realizd una ronda de clonado por dilucion limite. A
los 10 dias se obtuvo crecimiento en 105 pocillos de la linea NIH/3T3 sting 7"y 22 pocillos
de la linea NIH/3T3 cgas 7. Dados los resultados obtenidos con las transducciones de las
células humanas HEK293 y HEK293 T (Fig. R20) y sus capacidades de generar un estado
antiviral (Fig. R22), y apoyado en datos bibliograficos que sugieren una estrecha relacién
entre la eficiencia de expresion de un transgén y el estado antiviral que se genera en una
poblacion celular por la infeccién, se realizd a modo de screening un ensayo de
transduccion con el baculovirus AccacGFP para seleccionar los pocillos que mostraran
mejores eficiencias de transducciéon. Asi, se continud con dos aislamientos de la linea
NIH/3T3 sting 7 (#E11y #F7) y uno de la linea NIH/3T3 cgas 7 (#C9), cuyos resultados de
eficiencia de transduccién se muestran a continuacion (Fig. R29).

A

NIH/3T3 control NIH/3T3 sting ” #F7 NIH/3T3 sting ™ #E11 NIH/3T3 cgas ” #C9
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Figura R29: Ensayo de transaduccion con el baculovirus AccacGFP en las lineas NIH/3T3 ediitadas. (A) Observacion

al microscopio de fluorescencia a las 24 hpi. (B) Cuantificacion de células verdes con el software Image J. ***
p<0.001.

Como se observa en la figura R29A, en las tres muestras hubo un aumento en la
eficiencia de expresion del transgén aportado por el baculovirus AccaceGFP respecto de las
células control. En la figura R29 B se muestra la cuantificacion de las células eGFP positivas:
mientras que en la linea control 4,0 + 1,2 células de un total de 8 x 10 resultaron positivas,
en las células NIH/3T3 sting "#F7 y #E11, 1234 + 37 y 1436 + 25 fueron positivas,
respectivamente. Por otro lado, en la muestra NIH/3T3 cgas "#C9, 3127 + 49 células
mostraron fluorescencia.

Evaluacion de la edicion génica

Con el objetivo de comprobar la correcta edicion de los genes blanco enla poblacion
celular, se realizé en primer lugar un ensayo de T7 endonucleasa I. Este tratamiento se basa
en el reconocimiento por esta enzima del DNA no complementario, generando una escision
en la doble hebra. Para ello, se extrajo el DNA celular de las muestras y del control
(Materiales y Métodos, seccién 3.10) y se realizaron reacciones de PCR a fin de amplificar
regiones de aproximadamente 800 pb que contuvieran las secuencias gendmicas blanco. En
el caso del gen que codifica para cGAS, a pesar de realizar la reaccién con tres pares de
oligonuclectidos diferentes, no fue posible obtener un Unico producto de PCR del tamafio
esperado, ni con el rendimiento necesario como para poder continuar con la reaccion luego
de purificarlo. Por lo tanto, se sigui¢ adelante con la evaluacién de la edicion del gen que
codifica para STING. Los productos de PCR purificados se desnaturalizaron y rehibridaron
de manera controlada, previamente a ser digeridos con la enzima T7 endonucleasa |
(Materiales y Métodos, secciéon 13.6). Finalmente, los productos de PCR con y sin el tratamiento
de la enzima se sembraron en un gel de agarosa para ser visualizados. El producto de
amplificacion esperado para esta reaccion corresponde a 812 pb, mientras que los
productos esperados por la digestion con la T7 endonuclesa | corresponden a 692 pb y 120
pb aproximadamente, dado que la digestion de los heteroduplex deberia producirse en el
sitio de ocurrencia de los indels, donde la enzima Cas9 genera el doble nick, es decira 3 pb
rio arriba de la secuencia PAM elegida. Los resultados obtenidos se muestran en la figura
R30.
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NIH/3T3 sting'/' #F7  NIH/3T3 sting " He11 NIH/3T3 Control

EndonucleasaT7 | - + - + PM - +

Figura R30: Ensayo de T7 endonucleasa | para evaluar la edicion en las muestras. Gel de agarosa 2 % con los
productos del ensayo de la T7 endonucleasa | de las células NIH/3T3 STING L #F7 y #ET1. PM: 700 bp (PB-L).
La flecha negra indica el tamafio de la banda correspondiente a los homoaduplex (fragmento sin digerir) y las
flechas rojas a los productos de la digestion (heteroduplex).

Como se observa en la figura R30, los productos de PCR de NIH/3T3 sting 7 #F7 y
#E11 fueron parcialmente digeridos por la T7 endonucleasa |, resultando en la obtencién de
los fragmentos esperados y del producto sin digerir, lo que indica la presencia de
heteroduplex y sugiere la ocurrencia de la edicion génica de sting. La banda sin digerir
muestra la presencia de homoduplex, dados por la rehibridacion de dos moléculas con la
secuencia original o con las secuencias editadas en el mismo sitio. Estos resultados, indican
gue ambas poblaciones celulares estan editadas, que son lineas oligoclonales y que no son
homocigotas para cada mutacion.

A partir de este resultado y para confirmar la edicion, se secuenciaron los productos
de PCR por el método de Sanger. Las secuencias obtenidas de las células editadas y control
fueron analizadas con el algoritmo del software TIDE, que reconstruye con precision el
espectro de los indels detectados a partir de las secuencias de las muestras e informa sus
identidades y sus frecuencias. La muestra control sirvié como templado para informar los

indels en las muestras (Materiales y Métodos, seccion 13.7).
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Figura R31: Andlisis de las células editadas NIH/3T3 sting 774 'y # ET] con el software TIDE. Las barras indican
el tipo de indel hallado (valores positivos corresponden a inserciones y valores negativos corresponden a
deleciones) y su frecuencia.

En la figura R31 se observa que en ambas muestras no se detecto la secuencia de sting
sin editar. La muestra NIH/3T3 sting 7 #F7 resulté tener un 93,8 % de indels en la poblacion
celular que en todos los casos consistié de deleciones. La deleciéon mas frecuente fue de un
nucledtido, representando el 34,5 % de la poblacién. En el caso de NIH/3T3 sting " #E11
hubo un 97,1 % de indels en la poblaciéon celular y también fueron deleciones. La mas
frecuente representd el 62,5 % de la poblacion y fue una delecién de dos nucledtidos. Estos
resultados indican que las muestras fueron editadas en la regién seleccionada y que en
ambas muestras se detectan diferentes indels, es decir que son heterogéneas y que no
representan a una linea monoclonal, lo que es esperable dado que provienen de una Unica
ronda de dilucion limite. Asi, la edicién génica nos permitié contar con lineas celulares
murinas de gran utilidad para estudiar la funcionalidad de STING en el contexto de la
infeccion por baculovirus.

A pesar de no haber podido realizar los ensayos para corroborar la edicion de cgas
en las células NIH/3T3 cgas " #C9, los resultados de la eficiencia de transduccién en estas
células nos alentaron a continuar con la evaluacion del fenotipo obtenido.

Estudio del fenotipo de las células NIH/3T3 sting 7~ y NIH/3T3 cgas 7~

A fin de evaluar si los fibroblastos murinos editados en el gen sting tenian alterada su
capacidad de generar un estado antiviral frente a la infeccion con baculovirus y para
determinar si el aumento observado en la expresion de eGFP en las células NIH/3T3 sting
#F7 y #E11y en las células NIH/3T3 cgas 7#C9 (Fig. R29) se correlaciona con el estado
antiviral frente al virus VSV, se realizd un ensayo de medicién de actividad antiviral en
iguales condiciones a las ya descriptas.
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Figura R32: Actividad antiviral en las lineas NIH/3T3 editadas. Ensayo de proteccion frente a VSV luego de una
infeccion de 4 h con baculovirus en las células NIH/3T3 control (barras negras), NIH/3T3 ST ING” #F7 (barras
grises rayadas), NIH/3T3 sting THETT (barras grises) y NIH/3T3 cGAS 7 #C9 (barra blancas). Los asteriscos
corresponde al nivel de significancia del analisis estadistico que surge de la comparacion entre el porcentaje

de proteccion de la muestra respecto de NIH/3T3 control para la misma MO/ de baculovirus. *** p<0,0017.

Los resultados obtenidos demostraron que la edicion de ambos genes resultd en una
disminucion en el porcentaje de proteccion frente a VSV respecto de la linea control, como
se muestra en la figura R32. A una MOI de 100 de baculovirus, el porcentaje de proteccion
frente a VSV en las lineas NIH/3T3 sting”” #F7, NIH/3T3 sting " #E11, y NIH3T3 cgas " #C9
se redujo en un 43 %, 78 % y 69 %, respectivamente. Cuando las infecciones se realizaron
con con MOl de 10y de 1, la reduccién en los porcentajes de proteccion fue del 51% y 66 %
para las células NIH/3T3 sting " #F7; 84 % y 97 % para las células NIH/3T3 sting " #E11, y 73
%y 78 % para las células NIH3T3 cgas 7~ #CO.

Asi, los resultados indican que en los fibroblastos murinos, tanto STING como cGAS
parecen jugar un papel importante en la produccion de un estado antiviral por baculovirus.
Ademas, fue posible observar que en todos los casos, la mayor capacidad de expresar un
transgén portado en el genoma del baculovirus, comparada con la de las células control,
coincidié con una disminucion de la respuesta antiviral producida. Sin embargo, no hubo
una exacta correlacion entre los resultados, ya que las células NIH/3T3 sting " #F7 y #E11
mostraron eficiencias de transduccién similares y las células NIH3T3 cgas 7#C9 una
eficiencia mayor.

A fin de determinar si la disminucion en la actividad antiviral de las lineas editadas en
STING y cGAS se relaciona con una produccion deficiente de IFN |, se evaluaron los niveles
del mRNA de IFN B por RT-gPCR luego de una infeccion de 4 h con baculovirus en las
células NIH/3T3 sting ™, NIH/3T3 cgas "y NIH/3T3 Control.
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Figura R33. Expresion de IFN B en las lineas NIH/3T3 editadas. Expresion del mRNA medido por RT-gPCR a las
4 h luego de una infeccion con baculovirus en células NIH /373 Control (barras negras), NIH/3T3 sting 7 #F7
(barras grises rayadas), NIH/373 sting T HETT (barras grises) y NIH/3T3 cgas 7 #C9 (barra blanca). * p<0,05 **

p<0,01. Se muestra un ensayo representativo. * p<0,05, ** p<0,01.

Como se muestra en la figura R33, los niveles relativos del mRNA de IFN B en
respuesta a la infeccion en las células deficientes en STING aumentaron significativamente
respecto del de las células sin infectar (32,8 + 8,27 para #F7 y 9,87 + 3,06 para #E11),
aunque este aumento fue significativamente menor que el observado en las células control,
no editadas (303,79 + 89 veces). Estos datos muestran la importancia de STING en la
produccién de IFN B mediada por baculovirus en estas células y sugieren que aun bajos
niveles de este adaptador, dados posiblemente por secuencias editadas que puedan
generar una proteina aun funcional, dan un incremento medible del mensajero de IFN f.
Ademas, el mayor aumento del mRNA de IFN B en las células #F7 respecto del de las
células #E11 se correlaciona con la mayor actividad antiviral obtenida. En las células NIH/3T3
cgas "#C9, los niveles del mRNA de IFN B fueron similares a los de las células sin infectar,
es decir, la infeccion con baculovirus no provocd un aumento de IFN B, sugiriendo la
esencialidad del detector de DNA cGAS para producir esta respuesta. El estado antiviral
residual medido en estas células (Fig. R32), puede indicar la participacion de un mecanismo
alternativo y no una falla en la eliminacién de cGAS.

Transcomplementacion con los genes cGAS y STING de las células editadas

Para confirmar que el efecto de la edicién se relacionaba directamente con la funcion
génica y no con un efecto colateral, se realizaron ensayos de transcomplementacion de
STING y cGAS en las células NIH/3T3 sting " #E11y NIH/3T3 cgas " #C9. Para ello, en primer
lugar, se construyd el plasmido pcDNA-mSTING (Materiales y Métodos, seccién 6.3). Con este

62



Resultados

vector y/o con el plasmido pcDNA3.1-Hygro(+)-mscGAS (Materiales y Métodos, seccion 2), se
transfectaron las células y a las 48 h se infectaron con baculovirus a una MOI de 100 por 4 h
(Materiales y Métodos, seccion 14.2). Se realizaron ensayos de actividad antiviral frente a VSV
(Fig. R34) y se midio la expresion relativa del IFN B por RT-gPCR (Fig. R35).
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Figura R34 Actividad antiviral en las células NIH/3T3 editadas y transcomplementadas. Las lineas NIH/3T3
Control (barras negras) NIH/3T3 sting 7 HETT (barras grises) y NIH/3T3 CGAS” #C9 (barra blancas) fueron
transfectadas con el plasmido de expresion de STING o cGAS por 48 h, luego infectadas con baculovirus a una
MOI de 100 por 4 h y finalmente infectadas con VSV. Los resultados se muestran como % de proteccion frente
a VSV. Los asteriscos encima de las barras corresponden al andlisis estadistico que surge de la comparacion
entre el porcentaje de proteccion de la muestra respecto de NIH/3T3 Control. * p<0,05 *** p<0,0071, NS: no
significativo.

En la figura R34 se observa que en las células NIH/3T3 sting 7#ET1
transcomplementadas con el plasmido de expresion de STING se obtuvo un porcentaje de
proteccion frente a VSV del 43,26 + 11,71 %, valor significativamente mayor que el de las
mismas células sin transfectar. Las células transfectadas con un plasmido control mostraron
valores de proteccion similares a los de las células sin transfectar. Por otra parte, las células
NIH/3T3 cgas 7#C9 complementadas con el plasmido de expresion de cGAS e infectadas
resultaron protegidas frente a VSV en un 71,80 + 10,47 %, alcanzando asi valores similares a
los de las células control infectadas. La transcomplentacion fue mas efectiva en el caso de
cGAS, demostrando que la reduccion de la actividad antiviral observada se debio a
deficiencias en la actividad de este sensor.
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Figura R35: Expresion relativa de IFN B en las lineas NIH/3T73 editadas y transcomplementadas. Expresion del
mRNA medido por RT-gPCR a las 4 h luego de una infeccion con baculovirus en células NIH /373 Control
(barras negras), NIH/3T3 sting 7 HETT (barras grises) y NIH/3T3 cgas 7 H#C9 (barras blancas). (A) mRNA de IFN
B. (B) mRNA de STING. (C) mRNA de cGAS. Se muestra un ensayo representativo. * p<0,05, ** p<0,01.

En cuanto a la produccion de IFN B en las células NIH/3T3 sting 7#E
complementadas, hubo un aumento de 26,54 + 10,00 veces en respuesta a la infeccién, que
fue significativamente mayor al de las células que fueron Unicamente infectadas con
baculovirus. Las células NIH/3T3 cgas "#C9 sélo produjeron IFN B en respuesta a la
infecciéon cuando fueron transfectadas con el plasmido de expresion de cGAS (9,48 + 3,27
veces) (Fig. R35 A). Si bien la transcomplementacion de cGAS restablecié por completo el
estado antiviral de las células editadas (Fig. R34) y les devolvio su capacidad para producir
IFN B luego de una infeccion con baculovirus, no fue suficiente para alcanzar los niveles que
se produjeron en las células control.

Las figuras R35 B y C muestran los niveles de los mRNA de STING y cGAS en las
transfecciones correspondientes.
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Como fue mencionado en la Introduccion, se ha determinado que en células murinas
y humanas la molécula cGAMP sintetizada por cGAS puede propagarse desde células
productoras a células vecinas (no productoras) a través de uniones gap, produciendo la
activacion de STING. Por lo tanto, a fin de comprobar que el DNA baculoviral detectado por
celulas que expresan cGAS producen el segundo mensajero que luego impacta en la
molécula STING de otras células para desencadenar la respuesta antiviral y la produccion de
IFN I, se desarroll6 un ensayo en el que las células editadas para cada una de las moléculas
se complementen entre si (Fig. R36).
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Figura R36. Esquema representativo de la complementacion entre las células NIH/3T3 sting 7 Vv NIH/3T3 cgas 7
Adaptado de [196].

Asi, se sembraron en un mismo pocillo la misma cantidad de células NIH/3T3 sting ™"
#E11y NIH/3T3 cgas 7 #C9 y se infectaron con baculovirus a una MOI de 100 durante 4 h
(Materiales y Métodos, seccién 11.1). Se evaluaron tanto la respuesta de proteccion frente a
VSV como los niveles del mRNA de IFN B en la mezcla, en comparacion con cada tipo
celular por separado. Los resultados se muestran en la figura R37.
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Figura R37:Ensayos de complementacion entre las células NIH/3T3 sting 7y NIH/3T3 cgas . Células NIH/3T3
sting T HETT v NIH/3T3 cgas’/’ #C9 fueron sembradas juntas en iguales cantidades y se infectaron con
baculovirus a una MOI de 100 durante 4 h para realizar un ensayo de proteccion frente a VSV (4) o de
expresion de IFN B medido por RT-gPCR (B). NIH/3T3 sting T HETT (barras grises), NIH/3T3 cgas‘/' #C9 (barras
blancas) y NIH/3T3 sting THETT + NIH/3T3 cgas_/ “#C9 (baras grises rayadas). * p<0,05, *0<0,01, ***p<(0,0017.

Los resultados obtenidos (Fig. R37) muestran que al estar en contacto los dos tipos
celulares, se produjo un estado antiviral en las células capaz de protegerlas frente a VSV
que fue significativamente mayor a los de cada uno por separado, aunque menor al de la
linea control. El porcentaje de proteccion en la mezcla alcanzd niveles del 38,7 + 6,5 %.

La produccion del mRNA de IFN B en respuesta a la infeccion por baculovirus
tampoco alcanzé a la de la linea celular control, pero fue notoriamente maés elevada que las
de las células editadas por separado. Al estar en contacto los dos tipos celulares hubo un
aumento relativo de 64,7 + 17,4 veces respecto de las células sin infectar.

Aunque con la complementacién entre células no se logro compensar las deficiencias
de cada tipo celular, en principio porque la expresion global de cada molécula
probablemente fue menor que en las células salvajes, estos datos sugieren que la linea
NIH/3T3 sting 7 es capaz de producir cGAMP que al propagarse activa a STING presente
en la linea NIH/3T3 cgas 7", generando la produccién de IFN By un estado antiviral.

En su conjunto, los resultados en las celulas no inmunes humanas y murinas ponen de
manifiesto la relevancia de la via de deteccion cGAS-STING en la respuesta celular a los
baculovirus y la participacion accesoria de mecanismos independientes de cGAS en los que
STING cumple un papel central.
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En sintesis, la infeccion no productiva de células no inmunes de mamifero con el
fenotipo brotado del baculovirus AcCMNPV resulta en una acumulacion de su genoma en
citoplasma. El dsDNA viral es capaz de despertar un estado antiviral en fibroblastos murinos
y células epiteliales humanas, principalmente a través de la via de deteccion de acidos
nucleicos cGAS-STING que da lugar a una potente produccion de IFN B, y en menor medida
por medio de un mecanismo STING dependiente, en el que el sensor cGAS no esta
involucrado, sin la producciéon de IFN 3. Ademas, en las células humanas de origen epitelial,

el estado antiviral generado por los baculovirus a través de ambas vias se relaciona con la
produccion de IFN A
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El uso de los baculovirus como herramienta biotecnoldgica comenzd con su empleo como
control biologico de plagas y como herramienta para la produccion de proteinas
recombinantes en célula de insecto [26]. Actualmente, las aplicaciones biotecnoldgicas de los
baculovirus en mamiferos se han multiplicado y estos virus tienen hoy un gran protagonismo.
Asi, se destacan su uso como vector para el desarrollo de vacunas, para el delivery de genes
y como inmunomoduladores. Este trabajo de Tesis se focalizd en entender algunos de los
procesos que ocurren en la interaccion baculovirus-célula de mamifero, en particular aquellos
gue se observan en células no inmunes. Los baculovirus naturalmente infectan artropodos,
principalmente insectos y hasta el momento, no se ha encontrado que estos virus generen
patologias fuera del phylum Arthropoda [197]. En un principio se creia que la incapacidad de
estos virus de infectar otros organismos estaba limitado por la capacidad de union al
receptor o para internalizarse. Esto fue refutado por Miller y colaboradores en 1985, cuando
demostraron que la incapacidad de los baculovirus de generar una infeccion en células DL-1,
linea celular derivada de Drosophila melanogaster, no esta dada por su imposibilidad de
entrar a la célula sino por la falta de transcripcion de genes bajo promotores baculovirales
[198]. Los primeros trabajos en demostrar la capacidad de los baculovirus de transducir
células de mamifero fueron los de Sandig y colaboradores y los de Barsoum y colaboradores
[61][60]. Estos autores demostraron la expresion de B galactosidasa bajo el promotor de CMV
en HepG2 y en la linea de carcinoma humano Huh7, y la expresion de 3 galactosidasa bajo el
promotor del virus RSV en HepG2 y en cultivo primario de hepatocitos de rata. Actualmente,
esta perfectamente demostrado que los baculovirus pueden transducir una amplia variedad
de células que incluyen cultivos primarios y stem cells, aunque no todas con la misma
eficiencia [52][25]. Ademas, no solo se toma provecho de esta caracteristica, utilizando a los
baculovirus como vectores virales, sino que se sabe que aunque no replican y tienen baja
toxicidad en mamiferos, despiertan una potente respuesta inmune innata que puede ser
beneficiosa o perjudicial, segun el fin que se esté persiguiendo. Se ha demostrado que la
infeccion con baculovirus produce un incremento de IFN a, IFN B e IL-12 en células inmunes
murinas [93]. Debido a la alta cantidad de motivos CpG contenidos en el genoma de los
baculovirus [121], las via mayormente estudiada ha sido la de TLR9/MyD88. Estudios /n vivo
demostraron que la produccion de IFN y e IL-12 se encuentran parcialmente disminuida en
ratones MyD887" y que la produccién de IFN a e IFN B es totalmente independiente de TLR9
y parcialmente dependiente de MyD88 [93] [97]. Asi, se iniciaron estudios orientados a
estudiar otro tipo de PRR en los que se ha descripto a la proteina STING como molecula
central para la produccion sistémica de IFN | [97], aun sin describir cual es el mecanismo de
activacion. Algunas celulas no inmunes como los fibroblastos juegan un papel importante en

68



Discusion

la produccién de IFN | en respuesta a virus en general, produciendo particularmente elevadas
cantidades de IFN B. Se ha visto que cuando los baculovirus infectan MEF, estimulan la
sintesis de IFN | [93][124] y que en MEF provenientes de ratones deficientes en STING, la
producciéon de IFN B estimulada por baculovirus se encuentra afectada [140]. También se ha
descripto en células de mamifero la expresion de algunos genes baculovirales
inmediatamente tempranos [45][46][47] y se ha mencionado la posibilidad de que los mRNA
formen estructuras detectadas por sensores de RNA citosdlicos [140]. De esta manera, nos
propusimos estudiar la presencia de los acidos nucleicos baculovirales en el citoplasma de
celulas no inmunes y la generacion de un estado antiviral. En primer lugar, pretendimos
esclarecer si, tras infecciones no productivas, los genomas baculovirales podrian estar
disponibles en el citoplasma para ser detectados, y en qué proporcion respecto de los
genomas que alcanzan el nucleo. Asi, utilizamos en primer lugar la estrategia de detectar
genomas en ambos compartimentos a partir de su capacidad de ser transcriptos.

En 2005 Matilainen y colaboradores describieron la cinética transduccional en células
HepG2 utilizando un baculovirus AcCMVeGFP. Estos autores observaron que a partir de las 6
hpi hay un 3 % de células que expresan GFP, alcanzando un pico a las 22 hpi [41]. Teniendo
en cuenta estos antecedentes, en la primera parte de esta Tesis evaluamos los destinos
gendomicos tras la transduccién con baculovirus a las 24 hpi y la transcripcion diferencial a
partir de promotores nucleares o citoplasmaticos. Asi, observamos que en todas las células
evaluadas hubo transcripcion nuclear y citoplasmatica y siempre la transcripcion
citoplasmatica fue mayor que la nuclear. En nuestros ensayos, la transcripcion citoplasmatica
implica la presencia de DNA baculoviral libre en citosol y la actividad de la enzima RNA
polimerasa del bacteriofago T7 del VTF7-3 sobre él. La cantidad de células en la que fue
posible detectar transcripcion de algun tipo fue mas alta que la esperada en base a las MOI
utilizadas. Esta diferencia se puede explicar por el método de cuantificacion viral empleado
(virus infectivos en células de insecto) y la elevada proporcion de particulas defectivas que se
sabe que forman parte de las poblaciones baculovirales [199]. Asi, algunas de estas particulas,
incapaces de generar progenie en su hospedador natural, podrian conservar su capacidad
para entrar a las células de mamifero, desenvolverse, liberar el genoma de las nucleocapsides
y ser templado para la transcripcion de los genes reporteros. Incluso, la transcripcion
citoplasmatica no requiere que la particula pueda llegar al nucleo a través de los filamentos
de actina. La relacion entre las células en las que ocurrié transcripcion citoplasmatica y las
células en las que hubo transcripcion nuclear fue de aproximadamente 70:1 en las células
epiteliales humanas, 160:1 en células BHK-21y por encima de 1590:1 en fibroblastos murinos.
Estos datos indican que el DNA de los baculovirus se encuentra disponible principalmente en
el citoplasma de las células, aunque no podemos descartar que los resultados sean influidos
por distintas eficiencias transcripcionales debido al uso de promotores y RNA polimerasas
diferentes. En el afio 2005, Salminen y colaboradores describieron que al infectar células

69



Discusion

HepG2 con baculovirus a una alta MOI, a las 6 hpi solo una pequefa cantidad de
nucleocapsides se encuentran en el citoplasma o en el nucleo [44]. Los autores mencionan
que este dato se podria deber a un desensamblado muy rapido de las capsides en nucleo,
pero la posibilidad de que haya una gran cantidad de particulas virales que se desarman en
citoplasma también explicaria lo observado y apoya nuestros resultados. El virus vaccinia
utilizado en los ensayos se sabe que produce el desarreglo de membranas internas y de los
microfilamentos de actina [200][201], por lo que se podrian liberar viriones baculovirales de
los endosomas e interrumpir su trafico natural. Sin embargo, es poco probable que esto
explique enteramente los resultados obtenidos en las condiciones experimentales utilizadas,
ya que el virus vaccinia recombinante fue puesto en contacto con las células infectadas con
baculovirus a las 4 hpi, cuando el trafico endosomal ya esta en la etapa final (endolisosomas)
o ha culminado. Se ha descripto que en células HepG2 las nucleocapsides dejan de
colocalizar con endosomas tempranos entre las 0,5y 1,5 hpi y no hay una colocalizacion con
endosomas tardios a las 4 hpi [202][41]. De todos modos, la realizacion del ensayo infectando
con VTF7-3 a tiempos posteriores a los utilizados podria evitar una eventual interrupcion del
trafico de las nucleocapsides y brindar resultados adicionales. La cuantificacion de la
transduccion nuclear se realizd en ausencia de VTF7-3, por lo que la entrada de las
nucleocapsides al nucleo no pudo ser alterada y la expresion de eGFP no fue subestimada.
Adicionalmente, se realizé el ensayo de transduccion con el virus Act7iresmCherrycaceGFP, de
manera independiente de VTF7-3, en las células BSRT7/5 que expresan la T7 RNA Pol de
modo constitutivo. Este sistema no resultdé una herramienta Util para comparar la
transduccién citoplasmatica respecto de la nuclear debido a las diferentes eficiencias
celulares para traducir los mensajeros “capeados” o a través de un IRES [203]. A pesar de
esto, el ensayo, resulto de utilidad para corroborar la presencia del DNA baculoviral libre para
ser transcripto en citoplasma en ausencia de virus vaccinia. La determinacion de las
cantidades absolutas de los mensajeros de mcherry o egfp por RT-gPCR en las celulas
BSRT7/5 infectadas podria servir como estrategia para ganar independencia de la traduccion.

La deteccion del DNA baculoviral también se realizd por hibridacién fluorescente /in
situ, con una sonda marcada con FITC que hibrida con parte de la secuencia de un gen viral.
En este ensayo se evitaron |los usualmente utilizados tratamientos con proteasas, de modo de
no desintegrar las nucleocleocapsides y detectar mayoritariamente el DNA libre. Los
resultados apoyan los obtenidos por transduccion y muestran que a las 6 hpi, el DNA viral se
encuentran principalmente en el citoplasma de las células fibroblasticas, en coincidencia con
lo observado previamente en la bibliografia en células epiteliales de rifion de cerdo, PK1 [37]
y en condrocitos de rata a las 4 hpi por gPCR [204].

En sintesis, los resultados obtenidos muestran que el principal destino genomico de
los baculovirus en células no inmunes de mamifero es el citoplasma y que ademas el DNA
viral se encuentra accesible como para ser transcripto en ese compartimento. En
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consecuencia, es probable que los sensores de DNA, mas que los de RNA citosdlicos tengan
un papel protagdnico en la respuesta antiviral desencadenada por baculovirus en mamiferos.

Los ensayos de transduccion nuclear en las distintas células de mamifero también
permitieron comprobar la variada eficiencia entre diferentes tipo celulares, en coincidencia
con los antecedentes bibliograficos [52]. Cuando un vector viral infecta una célula de
mamifero, la misma responde por diversos mecanismos, siendo uno de ellos la represién de
la transcripcion viral a través de la union de proteinas celulares al DNA del virus que conlleva
a la heterocromatinizacion y a la disminucion de la transcripcion del transgén [205]. Existen
también evidencias que sugieren que la produccion celular de IFN | obstaculiza la captacion 'y
el trafico de un virus por alteracion del contenido de la membrana plasmatica [206], aumenta
el pH intracelular [207], regula negativamente la expresién del mRNA de actina [208] inhibe el
reordenamiento de actina [209] o produce cambios en la restriccion transcripcional de genes
debido a la interferencia de la union de factores de transcripcion y de la elongacién por la
RNA Pol Il [210][211]. Todas estas respuestas celulares producidas por los IFN influyen
directamente en la expresion de un transgén aportado por un virus. Aunque algunos trabajos
sugieren que el escape de los endosomas es el paso limitante para la transduccion de
algunas células de mamiferos por baculovirus [60][212][213], también se ha visto que el
bloqueo tiene lugar durante el trafico citoplasmatico o la importacion de las capsides virales
al nucleo [202]. La infeccion con un baculovirus previa a la infeccién con otro baculovirus que
transduce un gen reportero se ha visto que altera la traduccion y no la transcripcion del gen
en cuestion [204]. En células poco eficientes para la transduccién de genes aportados por
baculovirus como EAHY, NHO y MG63, estas Ultimas potentes productoras de IFN [214], los
virus ingresan y escapan de los endosomas pero no entran al nicleo de manera eficiente,
mientras que en células HepG2, que tienen dificultades para la produccién de IFN [215], las
eficiencias de transduccion alcanzan el 30-35 % y se observan las nucleocapsides virales en el
nucleo a partir de las 4 hpi. En este trabajo de Tesis, la linea BHK-21 fue una de las lineas en
las que se vio mayor transduccion y se sabe que esta linea celular no tiene la capacidad de
producir IFN [216]. Se ha descripto la relacion entre la eficiencia de expresion de un transgén
vehiculizado por baculovirus y la produccion de IFN B estimulada por estos virus en
experimentos de supertransduccion [204]. En nuestro trabajo evaluamos la actividad antiviral
inducida por baculovirus y observamos, tal como lo observaron anteriormente otros autores
[140], que tiene relacién con la capacidad de expresion de un transgén codificado por el
mismo baculovirus generador de esta respuesta. La actividad antiviral fue evaluada en cuatro
tipos celulares distintos: la linea celular murina NIH/3T3, MEF y las lineas epiteliales humanas
HEK293 y HEK293 T. Los resultados de los ensayos antivirales mostraron que luego de una
incubaciéon de 4 h con baculovirus, las células NIH/3T3 y MEF produjeron un alto porcentaje
de proteccion frente a VSV, dependiente de la MOI de baculovirus utilizada, mientras que en
el caso de las lineas epiteliales humanas, las células HEK293 mostraron proteccion frente a
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una infeccion con VSV mientras que las células HEK293 T no se protegieron. Los distintos
estados antivirales medidos en las células coincidieron con las diferentes eficiencias de
transduccion. Asi, vimos que la menor eficiencia de transduccién de las NIH/3T3, comparada
con la de MEF, tuvo su correlato en las actividades antivirales generadas por baculovirus en
estos dos tipos de células. No es posible comparar los resultados del estado antiviral
generado en las células humanas respecto del de las células murinas, debido a las diferentes
metodologias de cuantificacion empleadas, pero si podemos mencionar que las células
NIH/3T3, al igual que las MEF, no tienen defectos conocidos en la sefializacion o produccion
de IFN | [217] y que las celulas HEK293 y HEK293 T tienen deficiencias en cGAS y STING-
cGAS, respectivamente, lo que podria explicar las eficiencias de transduccion observadas. En
las lineas epiteliales humanas, el estado antiviral obtenido en HEK293 se correlaciona con su
mejor eficiencia de transducciéon, comparada con la de HEK293 T y con la deficiencia mas
severa de ésta Ultima en una de las vias de produccion de IFN. Ademas, el delivery del
transgén en un plasmido de expresion en estas células nos permitio corroborar que la
respuesta celular al baculovirus era responsable de la disminucidn de la expresion del gen
reportero. Las células HEK293 y HEK293 T expresaron de igual manera el transgén aportado
por un plasmido y ademas, luego de una infeccion de 4 h con un baculovirus salvaje, la
expresion del eGFP aportado por el vector pcDNA-eGFP disminuyd solo en las células
HEK293.

En todas las células evaluadas, el estado antiviral generado por baculovirus
disminuyé a las 24 hpi, llegando a niveles indetectables en el caso de las lineas celulares
humanas. Es posible que, dado que en nuestros ensayos el indculo de baculovirus se retird
siempre a las 4 hpi, la respuesta no haya sido tan potente como para perdurar al quitar el
estimulo. Otros autores han descripto que MEF inmortalizadas e infectadas con baculovirus
generan una proteccion frente a VSV a las 24 hpi, cuando el contacto entre las células y el
virus se mantiene durante toda la incubacién [69], lo que generaria una estimulacion
constante. Ademas, a diferencia de los ensayos realizados en otro trabajos, en esta Tesis
todas las incubaciones de 4 h se realizaron con los baculovirus concentrados y resuspendidos
en medio de cultivo de células de insecto:PBS en una relacion 1:4 a 27 °C, condicion que
favorecio la eficiencia de transduccion pero que podria no ser la éptima para medir la
respuesta antiviral.

Una de las principales moléculas vinculadas al estado antiviral luego de una infeccion
con baculovirus en células murinas es el IFN B [69][93][218][140][204]. De esta manera,
realizamos ensayos para medir el mRNA de IFN 3 por RT-gPCR a las 4 hpi y a las 24 hpi. A las
4 hpi, los niveles relativos del mRNA de IFN B en las lineas murinas aumenté conforme
aumento la MOI empleada. El aumento fue mayor en la linea NIH/3T3 que en MEF, en
coincidencia con el estado antiviral y la eficiencia de transduccion. A las 24 hpi, los niveles de
transcripcion de IFN B fueron semejantes a los basales, lo que correlaciona con los resultados
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del ensayo de actividad antiviral. Lee y colaboradores en el afio 2009 mostraron que
condrocitos de rata infectadas con un baculovirus durante 4 h producen un aumento del
mRNA de IFN B a las 24 hpi aunque menor al que se obtiene al mantener el contacto con el
virus por 8 h [204], haciendo evidente que los tiempos de incubacién con el baculovirus es
determinante para la producciéon de IFN B. La diferencia con nuestros resultados podria
explicarse por la cinética transcripcional propia con la que responde cada tipo celular.

La produccion de IFN By la producciéon del estado antiviral también fueron medidos
en células NIH/3T3 puestas en contacto con el fenotipo derivado de los cuerpos de oclusion
de los baculovirus. La interaccion entre los ODV y las celulas de mamifero ha sido poco
estudiada. Los ODV de AcMNPV poseen la ventaja de contener en una misma particula viral
varias nucleocapsides. Su envoltura proviene de la membrana nuclear y, a diferencia de otros
virus envueltos, carecen de una proteina de fusién caracteristica y la proteina clave que
media el evento de fusion aun no se ha identificado. Estas caracteristicas hacen del
mecanismo de entrada de los ODV algo excepcional entre los virus envueltos [219][220]. Se
ha demostrado que en células humanas HepG2 y A549 los ODV son capaces de unirse
eficientemente a la membrana de manera semejante a los BV y de internalizarse entre los 30—
45 min postinfeccién. También se han detectado nucleocapsides virales provenientes de ODV
en el citoplasma; sin embargo, no son capaces de transducir genes [221]. Se ha sugerido que
el mayor bloqueo se lleva a cabo acumulando los viriones en la periferia del citoplasma [221].
En células dendriticas los ODV también son capaces de ingresar, pero el trafico endosomal y
las vesiculas acidicas que alcanzan no son las mismas que en caso de los BV [222]. Nuestros
resultados indican que contrariamente a los BV, los ODV no son capaces de generar un
estado antiviral en células fibroblasticas murinas ni de generar un aumento en la
transcripcion de IFN B. Asi, dado que su contenido gendmico es el mismo que el de los BV y
en consecuencia poseen los mismos PAMP, las diferencias en el impacto de la respuesta
podria estar relacionada con el mecanismo de entrada y el trafico vesicular de cada fenotipo,
que implique en el caso de los ODV la ausencia de genoma viral libre en citoplasma. Esta
hipotesis puede ser facilmente contrastada, a partir de experimentos de transduccion
citoplasmatica, similares a los realizados con los BV. Las proteinas de superficie virales son las
proteinas responsables de las interacciones con los receptores celulares que inician una
cascada de eventos que modulan el destino del virion [223]. La ausencia de la glicoproteina
GP64 en la envoltura viral de los ODV podria explicar el trafico diferencial entre ambos
fenotipos, dado que se ha descripto que GP64 es necesaria para generar una respuesta
inmune innata luego de una infeccién con BV [121]. Nuestros resultados coinciden con los
antecedentes en células dendriticas en los que los ODV no fueron capaces de promover la
produccién de citoquinas inflamatorias ni producir su maduracién [222].

Las células humanas epiteliales infectadas con baculovirus brotados no produjeron
un incremento del IFN B en respuesta a los baculovirus. Sin embargo, las células HEK293, a
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diferencia de HEK293 T, ambas deficientes en el sensor de dsDNA cGAS, fueron capaces de
adquirir un estado antiviral frente a la infeccion. Estos resultados sugieren un papel
determinante de la molécula STING (presente en niveles adecuados en HEK293, pero no en
HEK293 T) en esta respuesta IFN B independiente. La actividad antiviral detectada en HEK293
T trascomplementadas con STING e infectadas con baculovirus dan soporte a esta hipdtesis.
Ademas, en células HEK293, pero no en células HEK293 T, los baculovirus produjeron un
aumento de IFN A1, indicando que STING no soélo seria la responsable de generar la actividad
antiviral independiente del detector citosélico cGAS y de la produccion de IFN B, sino que los
IFN 1l podrian estar vinculados a esa respuesta. La incapacidad de las células HEK293 T para
producir el aumento del mMRNA de IFN A1 en respuesta a los baculovirus también se revirtio
mediante la transcomplementacién de STING, lo que demuestra la necesidad de esta
molécula para su produccion. Los mecanismos responsables de la induccion diferencial entre
IFN |y Ill son actualmente desconocidos. Se cree que la clave esta en la utilizacion de
diferentes moléculas de sefializacion o factores de transcripcion [224]. Los promotores de IFN
A1 e IFN A3 contienen sitios de union para IRF1, IRF3, IRF7 y NF-kB [225]. De todos modos, a
diferencia de lo que ocurre con los IFN |, que requieren la participacion conjunta de varios
factores de transcripcion, se ha sugerido que la transcripcion de IFN A depende
principalmente de IRF1 e IRF7 y levemente de NF-kB [226][187]. Nuestros resultados se
correlacionan con los resultados descriptos por Sui y colaboradores en los que células
HEK293 producen IFN Ay no IFN | en respuesta al dsDNA a través del detector citosoélico Ku
70. Ademas, estos autores describen que frente al estimulo hay un incremento en las
cantidades de IRF1 e IRF7 pero no de IRF3, que depende de la presencia de STING [188] [187].
Es probable que este mecanismo sea el que esté operando también en respuesta a la
infeccion con baculovirus. En nuestro trabajo y en otros reportados anteriormente [175][174],
se mostro que la transfeccion de celulas HEK293 y HEK293 T con poly dA.d7, un dsDNA,
elevd los niveles de transcripcion de IFN B; esto puede ser explicado a partir de la via de
reconocimiento de la RNA pol llI-RIG sobre la molécula de poly dA:d7, independiente de
cGAS y STING, funcional en ambos tipos celulares.

La participacion de STING en células murinas fue estudiada a través de la edicion
génica de la linea NIH/3T3 por la metodologia de CRISPR-Cas9. La eleccion de estas células
sobre los MEF se basd principalmente en la potente respuesta que detectamos en ellas a
partir de la infeccion con baculovirus y en la facilidad metodoldgica para la realizacion de un
mayor numero de pasajes celulares. Esta técnica fue elegida por sobre la técnica del uso de
iRNA debido a que existen estudios que muestran que genes estimulados por IFN, son
detectadas a las 12 h postestimulo a pesar de haber sido silenciados [227] y nuestros
resultados indican que en células NIH/3T3 hay una sobrexpresion de stingy cgas por la
infeccion con baculovirus. Mediante esta técnica se lograron obtener dos poblaciones
celulares editadas en el gen sting, lo que fue corroborado por el ensayo de T7 endonuclesa |
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y el analisis de la secuencia a través del software TIDE. En ambos casos, se demostro la
ausencia de la secuencia salvaje y la presencia de una mezcla de células con diferentes indels
en ambos alelos del gen. Los ensayos de transduccién con un baculovirus que portaba un
gen reportero bajo el promotor CAG, los ensayos de actividad antiviral y los ensayos de
produccién del mRNA del IFN B en respuesta a la infeccion de 4 h con baculovirus, confirman
una disminucion en la funcionalidad de STING en ambas poblaciones celulares y corroboran
los antecedentes en MEF que indican la participacion de STING en la produccion de estos
efectos [140]. Se ha visto que en MEF provenientes de ratones sting 7 se aumenta la
expresion de un transgén aportado por un baculovirus y decaen los niveles de IFN B
inducidos por el virus [140]. Ademas, también se ha descripto la translocacién de STING hacia
la zona perinuclear luego de una infecciéon con baculovirus. Por su parte, Takahama vy
colaboradores, mostraron que los niveles de IFN B disminuyen cuando células MEF infectadas
con baculovirus son tratadas con iRNA para RAB2 y GARIL5, proteinas que modulan la
fosforilacion de IRF3 a partir de la via de STING-TBK1 [227]. Tal como vimos en células sin
editar, nuestros resultados indican que la mayor capacidad que tienen las células deficientes
en STING de expresar un transgén portado en el genoma del baculovirus coincide con la
disminucion de la respuesta antiviral producida; sin embargo, no hay una exacta correlacion
entre los resultados, ya que las células NIH/3T3 sting 7~ #F7 y #E11 mostraron eficiencias de
transduccion similares y valores de actividad antiviral diferentes. La transcomplementacion de
las células editadas con STING, acerco los valores de actividad antiviral y produccion de IFN B
a los de las células control, pero no fue suficiente para reestablecerlos, posiblemente por no
alcanzar niveles adecuados de la proteina, a pesar de lograr una aumento importante en el
MRNA de STING. La mayor produccion de IFN B en las células #F7, respecto de la de las
células #E11, se correlaciona con la mayor actividad antiviral obtenida, aunque en ambos
clones detectamos una actividad antiviral residual y transcripcion del mRNA de IFN B, en
respuesta a la infeccion. Al analizar la secuencia de sting, se mostré que ambas poblaciones
celulares mostraron una delecién minoritaria (de 6 nucledtidos en el 16,9 % de la poblacion
#F7 y de 3 nucledtidos en el 19,8 % de la poblacion #E11) que generan la delecion de 10 2
aminoacidos en cada caso y no el corrimiento del marco de lectura de la proteina. Con
anterioridad han sido descriptos los sitios determinantes para la funcionalidad de STING
[228]. La secuencia guia utilizada en este trabajo de Tesis esta incluida en la secuencia que
codifica para el dominio transmembrana de STING (aal18-25), el cual hasta el momento no se
ha descripto que esté involucrado en la dimerizacion de la molécula ni en la unién de STING
con TBK1. Ademas, Tanaka y colaboradores mostraron que la region C-terminal de STING
(aa341-379) es necesaria y suficiente para las interacciones con TBK1 e IRF3, que facilitan su
activacion [147][228]. De esta manera, si bien estas deleciones modifican parte del dominio
transmembrana y podrian estar afectando la funcionalidad de STING, los sitios de la
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activacion de la via STING-TBK1-IRF3 podrian seguir siendo funcionales, producir la actividad
antiviral y la transcripcion de IFN 3 observada en las lineas editadas.

Si bien algunos autores han considerado que la participacion de STING en la
respuesta de células murinas a los baculovirus implica la deteccion del genoma por cGAS
como ocurre con otros virus dsDNA [160][142][159], hasta el momento no hay experimentos
que lo demuestren, ya que no esta dilucidado qué sensor de DNA lo activa. En este trabajo
de Tesis, para estudiar la participacion de cGAS en el contexto de una infeccion con
baculovirus en células murinas se realizd edicion génica de cGAS. En el caso de las células
epiteliales humanas HEK293 y HEK293 T se hizo uso de la falta de expresion de cGAS en
ambas lineas.

La transcomplementacion de HEK293 y HEK293 T con cGAS o cGAS-STING
respectivamente previa a la infeccién con baculovirus generé un aumento en la transcripcion
de IFN B y potencié la transcripcion del mRNA de IFN A1, probablemente a partir de
reestablecer la via de activacion de IRF3. Si bien la producciéon de IFN Al puede ser
independiente del aumento de IRF3, se ha visto que una induccion robusta requiere de una
mayor variedad de factores de transcripcion [226][187]. En celulas HEK293 T, la
transcomplementacion Unicamente con cGAS previa a la infeccion con baculovirus no fue
suficiente para promover la transcripcion del mRNA de IFN {3, tal como fue descripto por Ma
y colaboradores en respuesta al CMV y por Zhang y colaboradores en respuesta a
Chlamydia trachomatis [193]. En el caso de los fibroblastos murinos, no nos fue posible
corroborar la edicién génica en la poblacién NIH/3T3 cgas ", por problemas metodolégicos.
Sin embargo, al determinar que la eficiencia de transduccién se encuentra asociada con el
estado antiviral generado por el baculovirus, se decidid continuar los experimentos con las
células cgas "#C9, ya que mostraron un importante aumento en la transduccién del
baculovirus recombinante. Ademas, el sgRNA utilizado para la edicién génica presentd un
numero de off targets bajo y una alta especificidad de hibridacion a la secuencia blanco
respecto de la de hibridacion a los off targets. En estas células, en respuesta a la infeccion, el
porcentaje de proteccion frente a VSV sufrié una importante reduccion y la produccion del
mRNA de IFN B fue anulada. El estado antiviral residual medido en las células NIH/3T3 cgas
" en ausencia de la produccién de IFN B sugiere que no es la falta de una edicién efectiva en
este gen la responsable, sino que podria existir, al igual que observamos en celulas HEK293,
un mecanismo de generacion de estado antiviral alternativo al de la via cGAS-STING,
posiblemente a través otras citoquinas producidas en respuesta a un sensor de DNA
diferente a cGAS. En células NIH/3T3 salvajes infectadas con baculovirus, la inhibicion quimica
de la enzima RNA Pol Il no afect6 el estado antiviral ni los niveles de transcripcion de IFN B.
Estos datos concuerdan con la incapacidad observada en las células HEK293 y HEK293 T, en
las que esta via es funcional, de producir IFN B frente a la infeccién. La leve disminucidon de
los niveles de IFN B descripta en la infeccién con baculovirus de MEF provenientes de ratones
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deficientes en MAVS [93] y el aumento en estas células de la transduccion de un transgén
aportado por un baculovirus [52] no coinciden con nuestros resultados. Una vez descartada
la participacion de RNA Pol I, el otro mecanismo por el que MAVS (molécula activada por el
sensor RIG-I) podria activarse frente a un virus DNA es a partir de la deteccién de estructuras
de dsRNA generadas por algun transcripto viral. De ser asi, las células HEK293 y HEK293 T
también hubieran producido un aumento de IFN B en respuesta a la infeccién.

Las células NIH/3T3 cgas 7 transcomplementadas con cGAS murino e infectadas con
baculovirus lograron recuperar el estado antiviral de las células control, mostrando que la
disminucion de la respuesta observada se debia a la falta de esta molécula. Las células
transcomplementadas con cGAS también recuperaron su capacidad para producir IFN B, lo
que destaca la esencialidad de este sensor para la respuesta de IFN |, también en células
murinas. Los niveles transcripcionales de IFN B de las células complementadas fueron
inferiores a los de la linea control; esto demuestra que aun niveles inferiores de cGAS a los
que posee una celula sin editar pueden disparar los mismos niveles de respuesta antiviral
frente a los baculovirus y que llegado a determinados valores, incrementos en la cantidad de
IFN B no se acompafian de aumentos en la actividad antiviral. La transduccién con un
baculovirus que llevaba un gen reportero de expresion nuclear en las células NIH/3T3 cgas ™
no solo fue notablemente superior al de las NIH/3T3 Control, sino que ademas fue mayor al
de las células NIH/3T3 sting 7", a pesar de que el estado antiviral detectado arrojé menores
resultados. Estos datos indican que no hay un Unico mecanismo que regule la eficiencia de
transduccién nuclear y que dentro de los factores que aportan a generar un estado antiviral
que la module, la produccién de IFN B, menor en nuestras células NIH/3T3 cgas 7" que en las
NIH/3T3 sting 7", pareciera tener un papel muy relevante.

Nuestros resultados en todas las células no inmunes de mamifero evaluadas indican
que el origen de la activacion de STING es determinante en la via de sefializacion que se
genera. STING estad sujeto a multiples modificaciones postraduccionales, donde la funcion
molecular precisa de cada una de ellas aiin no se ha dilucidado [229]. Varias modificaciones
postraduccionales de STING actlan juntas para ajustar su actividad y permitir una respuesta
apropiada y transitoria [229]. Los resultados de esta Tesis sugieren que los baculovirus
producen un estado antiviral por dos mecanismos, ambos dependientes de STING. Uno de
ellos, independiente de cGAS, lleva en el caso de las células epiteliales humanas a la
produccion de IFN Il y el otro, depende de una via de deteccion de acidos nucleicos cGAS-
STING activa y genera una respuesta mas potente a través de la produccion de IFN | e IFN 1l1.

Adicionalmente, a fin de demostrar que la infeccion con baculovirus en los
fibroblastos murinos genera la produccion de cGAMP por parte de cGAS y esta molécula
activa STING para generar las respuestas observadas, realizamos un ensayo de
complementacion entre las células editadas. Cuando la poblacion mezcla se infecté con
baculovirus, se produjeron niveles de IFN B y de actividad antiviral superiores a los de cada
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linea por separado. Esto se explica por la deteccion del DNA baculoviral a traves de la
presencia de la proteina cGAS en la linea NIH/3T3 sting 7", que fue capaz de generar cGAMP
y de transmitirse hacia las células adyacentes por uniones de tipo gap. La activacion de
STING presente en las células NIH/3T3 cgas " generd un estado antiviral y la transcripcién
del mRNA de IFN B. Los niveles alcanzados de IFN B no fueron semejantes a los de la linea
control, dado que la complementacién entre células no logra compensar las deficiencias de
cada tipo celular, probablemente porque la expresion de cada molécula en el conjunto de
células siempre sera menor que en las células salvajes. Ademas, es posible que la medicion
de la respuesta a un tiempo posterior de incubacién hubiese arrojado resultados mas
contundentes, debido a que la activacion de STING a través del cGAMP producido en células
vecinas requeriria tiempos mas prolongados que cuando todo ocurre en la misma célula.

Se ha descripto que otro mecanismo que regula negativamente la transduccién por
baculovirus es la autofagia. Adicionalmente, a los 90 min postinfeccion se vio en células Hela
colocalizacion entre los baculovirus y los autofagosomas [230]. Por otra parte, un estudio
reciente demostré6 que en células Hela el estimulo con ciertos DNA induce autofagia
dependiente de STING a traves de promover su union con LC3 y que ULKT1, una proteina
quinasa clave para el inicio de la autofagia, fosforila a STING promoviendo su degradacién
luego de la activacion de TBK1 [231]. Ademas, se ha visto que la interaccion entre cGAS y
Beclin-1, una proteina relacionada con la maduracién de los autofagosomas, modula la
produccién de cGAS vy la autofagia [172]. Teniendo en cuenta todos los resultados de esta
Tesis, a partir de las células NIH/3T3 editadas en ambos genes, seria de interés estudiar la
relacion entre STING, cGAS, la autofagia y el trafico de los viriones baculovirales en las células
no inmunes.

El conocimiento de las vias involucradas en la deteccion de DNA baculoviral es un
primer paso para el desarrollo de estrategias para potenciar el uso de los baculovirus como
ayjuvantes o modular la funcion de las moléculas involucradas en el estado antiviral para su
uso en terapia génica. En esta Tesis evaluamos el uso de baculovirus pseudotipados con la
glicoproteina G-VSV. Aunque no lo hemos estudiado en nuestro trabajo, estudios anteriores
muestran que baculovirus pseudotipados con G-VSV aumentan la eficiencia de transduccion
[63][62][64][65]. Por otra parte, hay trabajos que muestran que STING se activa por fusion de
membranas dada por la presencia de proteinas virales fusogénicas [156]. Si los baculovirus
pseudotipados con G-VSV pueden activar STING a través de la capacidad fusogénica de G,
seria esperable que haya una mayor produccion de IFN | y que la respuesta antiviral
producida Illeve a una disminucién de la expresion del transgén. Dado que ese efecto no es el
gue se informa en la bibliografia, quisimos evaluar si la potenciacién de la respuesta antiviral
en los virus pseudotipados no ocurria o si la actividad antiviral producida se incrementaba
pero su efecto en la transduccion era superado por la mejorada eficiencia de estos virus para
entrar a las células o para llegar al nucleo. Una tercera posibilidad era que los baculovirus
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pseudotipados, a partir de un cambio en su entrada o trafico endosomal y por algun
mecanismo no descripto, produzcan una menor respuesta antiviral que dé como resultado su
mejor capacidad de transducir las céelulas. En primer lugar se evaluo la entrada de los virus
pseudotipados por inmunofluorescencia en células NIH/3T3 y se observd que a los 10 min
postinfeccion la cantidad de virus en las células era mayor que la detectada para los virus
salvajes. Sin embargo, a los 45 min la cantidad de nucleocapsides en citoplasma provenientes
de virus pseudotipados era menor que a los 10 min y similar entre ambos virus. Asi, los virus
con G-VSV en su membrana no solo entrarian con mayor eficiencia en los fibroblastos, sino
que ademas los virus que dejan de detectarse a los 45 min pueden indicar el desensamble en
nucleo o citoplasma por una vehiculizacion acelerada por el trafico endosomal. La medicion
de la produccion del mRNA de IFN B mostré que a las 4 hpi no hay diferencias significativas
entre los virus salvajes y pseudotipados y que esta mayor entrada y rapida vehiculizacion viral
no genera la produccion de IFN B a tiempos mas tempranos que los descriptos. De esta
manera, es probable que la presencia de la glicoproteina G-VSV aumente la cantidad de virus
que internalizan las celulas y ademas de algun modo aumente la velocidad y la cantidad de
particulas virales que alcanzan el nucleo. La presencia de G-VSV en la membrana viral parece
no provocar un estimulo adicional en STING. En este caso en particular, un aumento en la
transduccion no se correlaciond con una menor produccién de IFN |, dado que los
mecanismos que llevan a la mejorada capacidad de transduccién con esta estrategia, parecen
no estar relacionados con despertar una menor respuesta antiviral sino con aumentar la
eficiencia de otros procesos.

En los ensayos de transduccién y en las mediciones de respuesta antiviral, se observd
que a pesar de la pobre eficiencia de transcripcion nuclear en algunas células, aun a baja MO
se detectan grandes cantidades de DNA viral en citoplasma y la generacién de un potente
estado antiviral que se relaciona con este resultado. Esto demuestra que los BV tienen una
elevada eficiencia para entrar a las células de mamifero no inmunes y una alto potencial
como vectores virales. Asi, el desarrollo de baculovirus recombinantes disefiados para aplacar
la respuesta celular que provocan es un area aun no explorada que podria lograr la
optimizacion de estos virus como vectores transportadores de genes. Tal como se realiza en
los vectores virales basados a en adenovirus, en los que se ha logrado un eficiencia de
transduccion mayor a partir de la eliminacion de genes virales involucrados en despertar
fuertes respuestas inmunes en el hospedador o a través de a la incorporacion de secuencias
que promueven la union a la célula mediante un mecanismo no involucrado en la entrada
natural del virus [232], es posible manipular el genoma baculoviral con el fin de modular la
respuesta inmune innata. Se ha descripto que numerosos genes de otros virus son capaces
de interrumpir la principal via de deteccion de DNA baculoviral cGAS-STING. Por ejemplo, se
ha visto que la proteina NS2 del virus del dengue degrada STING humano [233], las proteinas
de HSV-1 US3, ICPO, VP16, UL42, UL24 y UL36USP inhiben la produccion de IFN |y la
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activacion de NF-kB, mientras que VP22 interactia con cGAS inhibiendo su actividad
enzimatica [234]. Por su parte, la proteina vIRF1 del virus KSHYV, inhibe la sefializacion del IFN
B por multiples mecanismos, interactuando con STING e impidiendo su activacion e
interaccion con TBK1 [235]. La ingenierizacion de los baculovirus para lograr la incorporacion
de alguna de estas proteinas en la particula viral es una estrategia promisoria para potenciar
su uso para el delivery de genes.

Adicionalmente, conocer las vias de deteccion del DNA baculoviral y generacion de
la respuesta antiviral tambien permitira el estudio de su potenciacion para la utilizacion de
baculovirus como adyuvantes o inmunomoduladores. Esto se podria lograr a partir de la
incorporacién en su genoma de secuencias con reconocido impacto en las vias de
reconocimiento de acidos nucleicos. En este trabajo de Tesis se evalud la secuencia VACV
70mer que ha sido reportada como una secuencia que produce una fuerte activacion de la
via STING-TBK1 [152]. Aunque los antecedentes indican que el largo de la secuencia es clave
para lograr su efecto, también es esperable que sea naturalmente funcional en el genoma de
vaccinia, del cual proviene. En esta Tesis probamos que un fragmento de DNA que contiene
cinco repeticiones de esta secuencia, inserto en un vector plasmidico, no fue capaz de
incrementar la respuesta generada por el vector en si mismo. Es probable que su condicion
de dsDNA lineal sea un requisito para lograr el efecto o que la respuesta que se genera no es
medible en un entorno en el que ya existe un potente estimulo, como el plasmido o el
baculovirus. Alternativamente, hay descriptas otras secuencias que pueden ser ensayadas en
el futuro, como secuencias de DNA con repeticiones dAdT que puedan ser reconocidas por
la enzima RNA Pol lll 'y asi se active la via de RIG-I o secuencias como la denominada AT-Rich
de Plasmodium falciparum [153].

En conclusion, los resultados de esta Tesis muestran en el contexto de la infeccion no
productiva de celulas no inmunes de mamifero con el baculovirus AcCMNPV de fenotipo
brotado, el papel relevante que desempefia su genoma, disponible en alta proporciones en
el citoplasma, en el establecimiento de un estado antiviral y en la produccién de IFN 1y Il a
través del impacto en la via de reconocimiento de acidos nucleicos cGAS-STING.
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CONCLUSIONES

Este trabajo de Tesis permiti¢ estudiar las interacciones entre los baculovirus ACMNPV con
las células no inmunes de mamifero a través de la participacion de los receptores de acidos
nucleicos celulares. Las conclusiones que se desprenden se detallan a continuacion:

e En células no inmunes de mamifero, el genoma de los baculovirus AcCMNPV se
encuentra mayoritariamente en el citoplasma, accesible para su interaccién con
sensores de acidos nucleicos.

e La infeccién no productiva de fibroblastos murinos con baculovirus de fenotipo
brotado, pero no con los virus derivados de los cuerpos de oclusiéon, genera un
potente estado antiviral vinculado al aumento de los niveles transcripcionales de IFN
B.

e Los baculovirus pseudotipados con la glicoproteina G-VSV ingresan a las células de
mamifero de un modo mas eficiente que los baculovirus salvajes, sin generar
cambios en la respuesta de IFN B producida.

e La secuencia VACV 70mer, inductora de la activacion de la via STING-TBK1-IRF3, no
produce un aumento en la produccion de IFN B en fibroblastos murinos cuando se
encuentra contenida en un vector dsDNA circular.

e Hay multiples factores que modulan la expresion de un transgen aportado por los
baculovirus. El estado antiviral y en particular la producciéon de IFN B generados por
la célula frente a los baculovirus reduce la eficiencia de transcripcion de un gen.

e La enzima RNA Pol Ill citoplasmatica no participa en el establecimiento del estado
antiviral, a pesar de que el baculovirus AcCMNPV presenta en su genoma un alto
contenido AT.

e La activacion de STING en células no inmunes de mamifero es necesaria para el
establecimiento del estado antiviral producido por baculovirus.

e Al menos dos vias de sefializacion distintas impactan en STING y contribuyen al
estado antiviral por baculovirus. La deteccion del genoma viral por el sensor cGAS
induce la respuesta celular mas potente y es necesaria para la produccion de IFN B.
La activacion de STING, de un modo cGAS independiente, da lugar a un estado
antiviral en el cual, en células epiteliales humanas, participa la produccion de IFN A1.
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MATERIALES Y METODOS

1. Células de insecto y mamifero, cepas bacterianas y virus

Se utilizaron células de insecto de la linea Sf9 (ATCC), un clon aislado de la linea IPLBSF21-
AE, derivada de tejido ovarico del lepidéptero Spodoptera frugiperda. Se crecieron a 27 °C
en monocapa en medio de cultivo TNM-FH (Sigma) suplementado con suero fetal bovino
(SFB) (Internegocios-SA) 10 % vy antibidtico-antimicotico (penicilina  10.000  U/ml,
estreptomicina 10 mg/ml, anfotericina B 25 pg/ml, Gibco-BRL).

Las células NIH-3T3 (ATCC), HEK293 (ATCC), HEK293 T (ATCC), Vero (ATCC), L929 (ATCCQ),
BSRT7/5 [236] y BHK-21 (ATCC) se crecieron en medio esencial minimo de Eagle modificado
por Dulbecco (MEM-D) (Invitrogen) suplementado con SFB 10 % y antibidtico-antimicético.

Las células BSRT7/5 fueron gentilmente cedidas por Dr. Conzelmann, Departamento
de Virologia Clinica, Centro Federal de Investigacion de Enfermedades de Virus Animales,
Tubingen, Alemania. Cada dos pasajes el medio de cultivo se suplementd con 1T mg/ml de
Geneticin® (Gibco).

Los fibroblastos de embrion murino, MEF, fueron obtenidos siguiendo el protocolo
descripto por Jozefczuk [237]. Brevemente, ratones hembras C57BL/6 prefiadas con 12 dias
de gestacion fueron sacrificadas por inhalacion de CO; y se removieron los cuerpos uterinos
y la placenta en esterilidad. Los embriones fueron lavados con PBS (NaCl 0,37 M, KCI 0,0027
M, Na;HPO4 0,01 M, KH,PO4 0,0018 M, pH 7,2) y disgregados de forma mecanica con hojas
de bisturi y mediante tratamiento enzimatico con tripsina (0,25 %). Luego, por decantacion,
se eliminaron los trozos de tejidos, mientras que el sobrenadante fue centrifugado,
resuspendido en MEM-D suplementado con SFB 10 % y colocado en botellas de cultivo para
permitir la adherencia de las células obtenidas. Los MEF se repicaron hasta un maximo de 7
veces.

Todas las células de mamifero se crecieron en forma de monocapa a 37 °C en estufa
gaseada con 5 % de CO..

Para las estrategias de clonado molecular se utilizé la cepa DH5a de Escherichia coli, cuyo
genotipo es supE44 thi-1 recAl gyrA (Nal") relAl A(laclZYA-argF) U169 deoR (¢80dlacAlac?)
M15.

Para la generacion de bacmidos recombinantes se utilizé la cepa de Escherichia coli
DH10Bac, cuyo genotipo es: F- mcrA A(mrr-hsd RMS-mcr BC) ¢ 80 d lac ZDM15 Alacx74 deo R
recAl end A1 araD139 A(ara, leu) 7697 gal U gal KA rps LnupG.

El baculovirus AcCMNPV salvaje utilizado en este trabajo fue obtenido de Pharmigen
(BD Biosciences). El virus de la estomatis vesicular, VSV, cepa Indiana, el virus vaccinia salvaje,
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cepa Western Reserve y el virus vaccinia recombinante VTF7-3 [238] utilizados en este trabajo
se encontraban disponibles en el laboratorio.

2. Reactivos y plasmidos

ML-60218 Cayman chemical,_item N° 15397. Inhibidor quimico de la RNA Pol Ill.
poly dA:dT (InvivoGen) (#86828-69-5). dsDNA forma B.
Plasmidos adquiridos por Addgene:

pcDNA3.1-Hygro(+)-mscGAS fue gentilmente cedido por Nicolas Manel (#102607;
http://n2t.net/addgene:102607; RRID:Addgene_102607). Expresa la proteina cGAS murina

bajo el promotor CMV (Fig. M1 A) [239].

PTRIP-CMV-Puro-2A-cGAS fue gentilmente cedido por Nicolas Manel (#102612;
http://n2t.net/addgene:102612; RRID:Addgene_102612). Expresa la proteina cGAS humana
bajo el promotor CMV (Fig. M1 B) [239].

pST1374-NLS-flag-linker-Cas9 fue gentilmente cedido por Xingxu Huang (#44758;
http://n2t.net/addgene:44758;, RRID:Addgene_44758). Expresa la proteina Cas9 bajo el
promotor de CMV (Fig. M1 C) [240].

pSPgRNA  fue gentilmente cedido por Charles Gersbach (# 47108 ;
http://n2t.net/addgene:47108; RRID:Addgene_47108). Vector que permite la insercién de la
secuencia guia necesaria para el sistema de edicion génica CRISPR-Cas9 (Fig. M1 D) [241].

pcDNA3. 1-Hygro(+)-mscGAS
7046 bp
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pSPgRNA
3223 bp

Figura M1: Vectores adquiridos por Addgene. A: pcDNA3.T-Hygro(+)-mscGAS (#102607). BpTRIP-CMV-Puro-2A-
CGAS (#102612); C: pST1374-NLS-flag-linker-Cas9 (#44758); D:pSPgRNA  (#47108).

Otros plasmidos utilizados:

e pCMVGEFP, disponible en el laboratorio.
3. Técnicas de biologia molecular y clonado generales

3.1 Transformacion de bacterias

Las bacterias £ coli DH5a y £ coli DH10Bac competentes se obtuvieron por el método de
Hanahan [242]. Las transformaciones se realizaron por choque térmico a 42 °C por 90 s y las
transformantes se seleccionaron en medio LB (triptona 5 g/I, extracto de levadura 5 g/I, NaCl
10 g/I, pH 7 con NaOH)-agar 1,5 g/100 ml, con el antibidtico de seleccion correspondiente. En
el caso de las £ coli DH10Bac, la recuperaciéon se realizd en medio SOC (del inglés: Super
Optimal broth with Catabolite repression, triptona 2 %, extracto de levadura 0,5 %, NaCl
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10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl; 10 mM, MgSO4 10 mM y glucosa 20 mM) por 4 h con agitacion

Suave.

3.2 Cultivos bacterianos

Los cultivos bacterianos liquidos se realizaron en medio LB, en tubos con un volumen no
mayor al 10 % de su capacidad total, con agitacion constante de 200 rpm a 37 °C.

3.3 Minipreparaciones de DNA

Se utilizo el método de Birnboim y Doly [243] con ligeras modificaciones. Se partié de 3 ml
de cultivo de bacterias en medio LB/antibiético crecido toda la noche a 37 °C. Las bacterias
se cosecharon por centrifugacion a 10000 x g y se resuspendieron en 200 pl de Solucion |
(Tris-HC125 mM pH 8, EDTA 10 mM, glucosa 50 mM). Luego, se agregaron 200 pl de Solucion
Il (NaOH 0,2 N, SDS 1 %) se mezclé suavemente por inversion y se incubd 5 min a
temperatura ambiente (TA). Finalmente, se agregaron 200 pl de Solucién Il (acetato de
potasio 3 M) y se mezclo por inversién. Se centrifugo el floculado a 10000 x g durante 10 min.
Se tomo el sobrenadante y se traspasd a un tubo de microcentrifuga limpio, donde se
precipit6 el DNA plasmidico por el agregado de 0,6 volumenes de isopropanol y
centrifugacion a 10000 x g durante 20 min. Al precipitado se le realizé un lavado con etanol
70 %, se secd bajo vacioy se resuspendié en 50 pl de H,0 conteniendo RNasa (100 ug/ml).
Para verificar la presencia, integridad y orientacion de los diferentes insertos en cada

estrategia de clonado, se digirieron de 2 a 6 pl de esta solucion con las enzimas de
restriccion apropiadas.

Para la obtencion de DNA plasmidico de alta calidad se utilizd el kit comercial QLAprep
Spin Miniprep Kit (QIAGEN) siguiendo las especificaciones del fabricante. Las concentraciones
tipicas obtenidas fueron de 300 a 500 ng/ pl.

3.4PCR de alta fidelidad

Todas las reacciones de amplificacion de DNA para obtener secuencias que posteriormente
formaran parte de algun vector fueron realizadas utilizando la enzima Platinum® Tag DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen), siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante y
utilizando como volumen final de reaccion 25 pl. En todos los casos se utilizaron
aproximadamente 50 ng de templado y la T de annealing seleccionada fue de 2 °C por
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debajo de la menor T de me/ting (Tm). Se realizaron 35 ciclos de reaccion y se analizaron 10
ul del producto por electroforesis en gel de agarosa. El DNA restante fue conservado a
-20 °C hasta su utilizacion.

Los oligonucledtidos utilizados en todas las PCR de punto final de este trabajo estan
detallados en la tabla M1.

Nombre Primer Forward 5" 3 m Primer Reverse 5" 3’ Tm
T7IRES For GCGCATGCTTAATACGACTCACTATAG 58 GCCCATGGAGGGTCATTAATTGTAA 56
T7IRES Rev

mCherry MF AAGCTTATGGTTAGTAAAGGAGAAG 62 TCTAGATTACCTGGATCCGGTGGATCCC 73
mCherry XRV

M13 F GTAAAACGACGGCCAG 60 AACAGCTATGACCATG 55
M13 R

GFP For GCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAG 63

VAVC70 mer F GAAAGATCGATCGCTTTATAGAGA 53 AATATTAAACCTCTTTCTGATGG 49
VAVC70 mer R

hSTING Eco GCGAATTCATGCCTCATTCCAGCC 59 CGTCTAGATTAAGAGAAATCCGTGC 56
hSTING xba

mSTING Eco GCGAATTCATGCCATACTCCAACC 58 CGTCTAGATTTAGATGAGGTCAGTG 56
mSTING Xba

STING guia For CACCGAAGATGAGGGCTACATATT 56 AAACAATATGTAGCCCTCATCTTC 53
STING guia Rev

cGAS guia For CACCGGGCTGGGGCTCCCGTACGG 69 AAACCCGTACGGGAGCCCAGCCC 66
cGAS guia Rev

cGAS KO For 1 CACTGAGCTCACCAAAGAT 49 CGGTGGAGCGCGLGLCCC 64
cGAS KO Rev 1

cGAS KO For 2 CCGAGATATCTTTGCGTTTC 50 CCCAACTGGTGAAAAAGTTC 49
cGAS KO Rev 2

cGAS KO For 3 CCGCCTCCGAGATATCTTTGCGT 59 GGTAAAGGAGAGGTTTCCCGG 56
CcGAS KO Rev 3

STING KO For 1 CAACAGTAGTCCAAGTTCGTG 53 CTCAGACCTGGTTTATGGAGGC 57
STING KO Rev 1

Tabla M1: Oligonucledtidos utilizados en el trabajo de tesis.
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3.5Digestion con enzimas de restriccion

Para las digestiones de los diferentes plasmidos se utilizaron enzimas de restriccion NEB
(New England Biolabs). Cantidades del orden de los 500 ng de DNA fueron digeridas en un
volumen final de 20 ul siguiendo las especificaciones para cada enzima.

3.6 Defosforilacion de los extremos 5' fosfato

La reaccion de remocion de los grupos fosfato de los extremos 5' de los plasmidos digeridos
se realizo utilizando la enzima fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP, New England
Biolabs) agregada directamente al volumen de reaccién de digestion. Se utilizaron 5 U por ug
de DNAYy la reaccion se incubd por 30 min a 37 °C.

3.7 Electroforesis en geles de agarosa

Las diferentes moléeculas de DNA se resolvieron en geles de agarosa de 1 % o 2 % con
bromuro de etidio a una concentraciéon de 0,5 pg/ml empleando buffer TAE (Tris-acetato 10
mM, EDTA 1 mM) a 5-10 V/cm a TA. Para sembrar las muestras se utilizd un bufferde siembra
de concentracion 10 X (glicerol 50 %, TAE 10X, azul de bromo fenol 1 %). Los marcadores de
peso molecular utilizados fueron 50 pb, 100 pb, 1 kb y 1 kb Plus (Invitrogen, NEB o PBL). Los
geles fueron fotografiados utilizando el equipo G:Box Chemi-XX6, Syngene, Reino Unido.

3.8 Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa

Las bandas de DNA resueltas mediante geles de agarosa se escindieron del gel mediante el
uso de bisturi y se purificaron utilizando el kit QIAEXII purification system (QIAGEN). El DNA
obtenido se resuspendié en una solucion de Tris-HCI 10 mM pH 8 siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

3.9 Reacciones de ligado molecular

Para el ligado molecular de los diferentes insertos a los plasmidos correspondientes, se utilizo
la enzima T4 DNA ligasa (Thermo Scientific), siguiendo las especificaciones del fabricante. Se
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utilizaron entre 50 y 100 ng de vector, empleando relaciones molares vector: inserto (1:3). Se
incluyo ademas un control de vector sin inserto. La ligacion de extremos cohesivos se realizo
por incubacién a TA durante 1 h.

3.10 Extraccién de DNA

1 x 107 células se centrifugaron a 500 x g por 5 min. El pellet se resuspendi6 en 500 pl de
buffer PK (Tris-Cl 0,1 M, pH 8.0; EDTA 0,05 M, pH 8.0 y SDS 0,5 %) con el agregado de 500
ug/ml de proteinasa K. Se dejé durante 2 h a 55 °C. Luego, se agregaron 500 ul de
fenol:cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) (Invitrogen) y se centrifugd a 13000 x g durante
5 min. Se separo la fase acuosa, se agregaron 500 pl de éter etilico (Carlo Erba) y se
centrifugd a 13000 x g durante 5 min. Se descarto el eter etilico y se dejo evaporar durante 20
min. Luego, se agregaron 50 pl de acetato de sodio 3 M y 1 ml de alcohol etilico absoluto
(Carlo Erba). Las muestras se dejaron a -80 °C durante 1 h y luego se centrifugaron a 13000 x
g a 4°C durante 30 min. El pellet fue lavado con etanol 70 %, se dejo secar y luego se
resuspendid en 100 ul de ddH;0.

3.11 Extraccion de RNA

La extraccién de RNA se realizé con el reactivo TRIzol® (Invitrogen) a partir de muestras de
cultivo celular, segun instrucciones del fabricante. El pellet que contenia el RNA se
resuspendid en 25 pl de agua tratada con DEPC. Para confirmar la calidad del RNA a partir de
la integridad de los RNA ribosomales de las subunidades 40S y 60S, se sembraron 3 ul de
cada muestra en un gel de agarosa 1 % libre de RNasas con bromuro de etidio a una
concentracion de 0,5 pg/ml empleando buffer TAE a 5-10 V/cm a TA. Para sembrar las
muestras se utilizd un buffer de siembra de concentracién 10X (glicerol 50 %, TAE 10X, azul
de bromo fenol 1%).

3.12 Sintesis de cDNA

Por cada 1 pug de RNA a utilizar se agregé 1 ul de DNase |, Amplification Grade (1 U/ l,
Invitrogen) y 1 pl de buffer 10 X, llevando a 10 pl con agua libre de RNasas. Se incub6 durante
30 min a 37 °Cy se inactivo por el agregado de EDTA y por calor a 65 °C durante 10 min. Se
tomo 1 pl para utilizar como control de la PCR, el resto de la solucion se sometid a la reaccion
de retrotranscripcion con el agrado de 150 ng/ul de random primers (Promega). Se incubd a
70 °C durante 5 min e inmediatamente se colocd en hielo y se le agregd 5 ul de Buffer 5X,
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1,25 pl de dNTPs 10 mM, 1 pl de la enzima M-MLV (200 U/ pl, Promega), 0,5 ul de RNase OUT
(20 U/ ul, Invitrogen) y agua hasta 25 pl. Se incubd durante 1 h a 37 °C.

Como control para corroborar la accion de la DNasa se realizo una PCR a punto final
con oligonucledtidos para el housekeeping GAPDH o B - Actina, y se continud adelante
Unicamente en el caso de observarse fragmento amplificado sélo en las calles que sufrieron
la reaccion de retrotranscripcion.

313 Cuantificacion de DNA

Se utilizé el equipo Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc.)
para cuantificar el DNA obtenido a partir de k/ts comerciales.

3.14  Secuenciacion de DNA

Se realizd en la Unidad de Gendmica del Instituto de Biotecnologia mediante secuenciacion
automatica utilizando el equipo Genetic Analyzer 3130x1 (Applied Biosystems).

3.15 Metodologia para la determinacion de proteinas

3.15.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se utilizaron geles desnaturalizantes de poliacrilamida de concentraciones 12 % y 15 %,
dependiendo del tamafio de la proteina a ser visualizada en cada caso. El grado de
entrecruzamiento acrilamida:bisacrilamida utilizado fue 29:1. Se utilizaron minigeles (6 x 9 cm,
Miniprotean Ill, Biorad), los que se corrieron a una corriente constante de 100 V en buffer
Tris-glicina-SDS (Tris-HCl 25 mM pH 8,8, glicina 190 mM, SDS 0,1 %).

3.15.2 Electrotransferencia

Luego de efectuada la electroforesis, los geles de poliacrilamida se equilibraron durante 2
min con buffer de transferencia (Tris-HCI 25 mM pH 8,8, glicina 190 mM, metanol 20 %). Se
hidrataron rectangulos de nitrocelulosa (S&S BA 0,45 pm, Schleicher & Schuell) de tamafio
algo mayor que el del gel durante 5 min. Para cada gel se armé un cassette de transferencia
con una esponja del tipo Scotch Brite (Bio-Rad), un papel de filtro Whatmann de 3 mm, el gel
de poliacrilamida, el filtro de nitrocelulosa, un papel de filtro Whatmann'y una esponja del
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tipo Scotch Brite. Se monto el cassette dentro de la cuba de transferencia (Bio-Rad) y se
transfirio aplicando una corriente constante de 200 mA por 1,5 h.

3.15.3 ldentificacion de proteinas mediante Western blot

Se bloquearon los filtros 1 h a TA en buffer TBS-Tween-leche 5 % (Tris-HClI 50 mM pH 7,4,
NaCl 150 m, Tween 20 0,005 %, leche descremada 5 %). Luego, se lavaron con buffer TBS-
Tween y se incubaron con diluciones apropiadas de los anticuerpos especificos [1:2000 para
el monoclonal anti-VP39 [244]; 1:2000 para el monoclonal AcV5 anti-GP64 SIGMA; 1:1000
para el monoclonal anti-GVSV SIGMA; 1:300 para el policlonal anti-cGAS (C6orf150,
Invitrogen)] en TBS-Tween-leche descremada 3 %. Tras 1 h de incubacién a TA con agitacion
suave, se lavaron los filtros 3 veces con solucion de lavado TBS-Tween por 10 min y se
incubaron con el segundo anticuerpo en TBS-Tween-leche 3 % (1:1000 para el anticuerpo de
cabra anti-conejo conjugado con la enzima fosfatasa alcalina, SIGMA; 1:5000 para el
anticuerpo de cabra anti-raton conjugado con la enzima fosfatasa alcalina, SIGMA). Tras 1 h
de incubacion a TA con agitacion suave, se lavaron los filtros 3 veces con solucion de lavado
por 10 min. Luego, se realizd un lavado final con el buffer de revelado de fosfatasa alcalina
(Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM) por 10 min y se agregaron 5 ml de
solucion de revelado [10 ml de buffer de revelado, 66 pl de Nitro bluetetrazolium (NBT, 50
mg/ml en dimetilformamida 70 %, Promega) y 33 pl de bromo-cloro-indoil-fosfato (BCIP, 50
mg/ml en dimetilformamida 100 %, Promega)]. Se incubd con agitaciéon suave por 3 a 15 min
con luz tenue, hasta visualizar las bandas de interés. La reacciéon de revelado se detuvo por
lavados con agua y los filtros se secaron al aire y se resguardaron de la luz.

4. Técnicas viroldgicas

4.1 Transfecciones de células de insecto para la obtencién de los baculovirus
recombinantes

Los baculovirus recombinantes se obtuvieron por transfeccion con Cellfectin Il (Invitrogen).
Brevemente, se mezclaron 1 pg de DNA de bacmido recombinante diluido en 100 pl de
medio de cultivo TNM-FH sin suplementar y sin antibiotico con 100 pl del mismo medio
conteniendo 8 pl de Cellfectin 11®. La mezcla se incubé 30 min a TA. Luego, se agregaron 800
ul de medio y la mezcla se volcd sobre monocapas de células Sf9 sembradas en placas de
seis pocillos a una densidad de 1 x 10° células/pocillo. Las placas se incubaron por 4 h a 27 °C,
se removio el medio de transfeccion y se agregaron 3 ml de medio TNM-FH suplementado
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con SFB 10 % y antibiotico-antimicético. Las celulas fueron incubadas a 27 °Cy observadas al
microscopio Optico a partir del tercer dia postransfeccion. Tras 4-5 dias de incubaciéon se
cosecharon los sobrenadantes en forma esteril, se clarificaron por centrifugacion a 1000 x g a
4 °Cy se conservaron a 4 °C al resguardo de la luz hasta su uso.

4.2 Amplificaciones de los stocks virales

421 Infeccion de células de insecto para la obtencidén de stocks de baculovirus
recombinante

La multiplicacion de los baculovirus se realizé en células Sf9 crecidas en forma de monocapa
a 27 °C. Se infectaron las células a una baja multiplicidad de infeccion (MOI 0,01). Luego de
una hora de adsorcion a 27 °C, se retird el indculo y se agregd medio de cultivo. A los 3-4
dias postinfeccion (dpi) se cosecharon los sobrenadantes virales y se clarificaron por
centrifugaciéon a 1000 x g a 4 °C. Los stocks se titularon y se conservaron a 4 °C al resguardo
de la luz hasta su uso. Los virus utilizados poseian un maximo de 3 pasajes.

4.2.2 Infecciéon de células Vero para la obtencién del stock de VSV

El medio de cultivo utilizado fue MEM-D/E suplementado con SFB 2,5 % y antibidtico-
antimicotico. Las infecciones se realizaron a baja multiplicidad de infeccion (MOI 0,1 - 0,01).
Luego de 1 h de adsorcion a 37 °C, se retird el indculo y se agregd medio de cultivo. A las 48
hpi se observo el efecto citopatico producido por la infeccién y se cosecho el sobrenadante.
Finalmente se clarificd y se alicuotd en tubos que fueron almacenados a -80 °C.

4.2.3 Infeccionde célulasBHK-21para la obtenciéon de los stocks de VACV y VTF-3

El medio de cultivo utilizado fue MEM-D suplementado con SFB 2,5 % y antibidtico-
antimicotico. Las infecciones se realizaron a baja multiplicidad de infeccion (MOI 0,1 - 0,01).
Luego de 1 h de adsorcion a 37 °C, se retird el indculo y se agregd medio de cultivo. A las 72
hpi se observd el efecto citopatico producido por la infeccion y se cosecharon el
sobrenadante y las células. Se centrifugo a 1000 x g 5 minutos y el pellet fue resuspendido en
2 ml de medio de cultivo. A continuacion se realizaron 3 ciclos de congelado a -80 °C por 20
min y descongelado a 37 °C por 10 min. Luego, se sonicé en sonicador de bafio £/masonic S
(Elma) 1 min al maximo en agua-hielo. Se centrifugd a 1000 x g 5 min y se guardd el
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sobrenadante. Al pellet se le realizo otro ciclo de sonicado. El sobrenadante se junto con el
anterior. Finalmente se alicuotod en tubos que fueron almacenados a -80 °C.

4.3 Titulacion se de los stocks virales

4.3.1 Técnica de punto final

e Baculovirus brotados

La titulacion de los baculovirus se realizd mediante el método de dilucién a punto final
utilizando la linea SfOGFP, una linea Sf9 modificada, previamente generada en el laboratorio,
que posee el gen de GFP bajo el promotor de poliedrina, inducible por infeccién.
Brevemente, se agregaron 100 pl de diluciones desde 10* a 10 de los stocks virales
realizadas en medio sin suplementar a 900 pl de células Sf9 a una densidad de 2,5 x 10°
células/ml de medio suplementado. 100 pl de cada una de estas suspensiones fueron
sembrados en 12 pocillos de una placa de 96 pocillos. Como control negativo, se sembraron
células mezcladas con 100 ul de medio. La placa se incubd por 5 a 7 dias en camara himeda
a 27 °C y se contaron pocillos infectados por visualizacién al microscopio de fluorescencia
(Axio Vert.Al de Zeiss, Alemania). El titulo viral se calculd como TCIDso, segun lo descripto
originalmente por Reed y Muench en 1938 [245].

o VSV

Se realizd utilizando células Vero. 100 ul de diluciones desde 10 a 10 de los stocks virales se
agregaron a una placa de 96 pocillos con las células (sembradas el dia anterior a una
densidad de 5 x 10* células/pocillo). Como control negativo se sembraron 100 pl de medio. La
placa se incubd por 48 h a 37 °C CO, 5 % y se contaron pocillos infectados por visualizacién
del efecto citopatico al microscopio oOptico. El titulo viral se calculé como TCIDsg segun lo
descripto originalmente por Reed y Muench en 1938.
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4.3.2 Técnica de unidades formadoras de placas

o VSV

Monocapas de células Vero con una densidad de 1x 10° células/pocillo fueron infectadas con
diluciones seriadas desde 10* a 10 de la suspensién viral. Se dejaron 1 h a 37 °C, se retiré el
inoculo y se agregd 500 pl de una solucion 50% MEM-D 2X'y 50% metilcelulosa 1,4 %. Las
células se dejaron inmovilizadas a 37 °C CO, 5 %. Pasadas 72 h, se agregaron 500 pl de una
solucion de formol 10 % por 10 min. Luego, se descartd el medio y se realizaron dos lavados
con H,O para finalmente tefiir con una solucién de cristal violeta 0,5 % durante 10 min. Se
calculo el titulo viral en la dilucion que permitié contar un nimero de placas entre 50 y 150. El
titulo viral se expreso en UFP/ml.

e VACVy VTF7-3

Monocapas de células BHK-21 con una densidad de 1x10° células/pocillo fueron infectadas
con diluciones seriadas desde 10 a 10 de la suspension viral. Se dejaron 1 h a 37 °C, se
retiré el indculo y se agregd 500 pl de una soluciéon MEM-D SFB 5%. Las células se dejaron
inmovilizadas a 37 °C en la estufa con 5% de CO,. Pasadas 72 h se agregaron 500 ul de una
solucion de formol 10 % por 10 min. Luego, se descartd el medio y se realizaron dos lavados
con H,O para finalmente tefiir con una solucién de cristal violeta 0,5 % durante 10 min. Se
contaron las placas y se calculo el titulo viral en la dilucion que permitic contar un nimero de
placas entre 50 y 150. El titulo viral se expresé en UFP/ml.

4.4Produccion de poliedros y purificacion de ODV

Se infectaron células Sf9 con baculovirus a una MOI de 5. Luego de 1 hora de adsorcion a 27
°C, se retiro el indculo y se agregd medio de cultivo. La purificacion de poliedros se realizo a
partir de células cosechadas a los 7 dpi. En primer lugar, se realizé una centrifugacion a 500 x
g 5 min a TA. El pellet de células se resuspendio en dodecilsulfato de sodio (SDS) 0,5 % (10
ml de SDS 0,5 % cada 2 x 10® células). La muestra se traté con una jeringa con aguja de
tuberculina hasta eliminar la viscosidad, luego se centrifugd a 5000 x g 10 min y el pellet se
resuspendio en el mismo volumen de NaCl 0,5 M. Se volvio a centrifugar a 5000 x g 10
minutos y el pellet se resuspendio en el mismo volumen de ddH20.
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A continuacién, para disolver los poliedros, se agregé NaCOs 0,1 M (concentracion
final) y se incubo durante 30 min. Luego, se agregd Tris HCl pH 7,6 0,1 M (concentracion final)
para cortar la reaccion. Finalmente, se centrifugd a 7000 x g 10 min. Se descarto el pellety los

ODV fueron purificados por ultracentrifugacion en un gradiente discontinuo de sacarosa (25
%-65 %).

e Cuantificacion de ODV

La cuantificacion de ODV se realizd mediante la inmunodeteccion de VP39 y comparacion
con BV. En un gel de poliacrilamida 12 % se sembrd una muestra de ODV equivalente a las

muestras utilizadas en los ensayos antivirales o de qPCR vy diluciones seriadas 1:5 de BV
partiendo de 2 x 10" TCIDsp.

4.5Purificacion de baculovirus brotados

Se concentraron 10 ml de un sobrenadante de infeccién con 1 x 108 UFP/ml a 80000 x g 90
min a 4 °C. El pellet fue resuspendido en 2 ml de PBS. Por otro lado, se armd un gradiente de
sacarosa continuo 25 % - 60 % ON a 4 °C. Al dia siguiente, se sembré el virus concentrado en
el gradiente de sacarosa y se centrifugd a 96000 x g durante 3 h a 4 °C. Se colecté la banda
blanca en el minimo volumen posible y se llevd a 12 ml con PBS en un nuevo tubo. A
continuacion se centrifugd a 80000 x g por 90 min a 4 °C y se resuspendio en 50 pl de
cracking buffer1 X.

5. BV recombinantes

5.1 Construccion de los plasmidos de transferencia

Todos los baculovirus utilizados en esta tesis fueron obtenidos mediante el sistema Bac-to-
Bac® (Invitrogen). Este sistema requiere el clonado de la secuencia de interés en un vector de
transferencia compatible con el sistema. En esta tesis se utilizo el plasmido pFastBac™Dual
(Invitrogen).
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511 Clonado del vector de transterencia pFBDT7ChCAGGFP

A partir de los oligonuclectidos mCherry MF y mCherrry XRV se amplifico por PCR el gen
mcherry, usando como templado un vector disponible en el laboratorio. La banda de 730 pb
se clon6 en el pGEM®-T Easy (Promega), para obtener el pGemTmCherry. Luego, la
secuencia de mcherry se clono¢ bajo el promotor T7 en el vector pIC-Luc con la enzima EcoRl.
El vector resultante se llamo plCrymCherry (Fig. M2). El vector plC-Luc fue gentilmente cedido
por Dra. Encarnacion Martinez-Salas, Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa,
Universidad Autonoma de Madrid (UAM), Espafia.

EcoRl{zs9e) mCherry
T7 Eco Pl {z373)
plCrrmCherry

szar by

Figura M2 Vector p/CrymCherry

Para obtener el fragmento T7/mCherry en el vector definitivo, se digirieron los vectores
pFastBac'™Dual y plCr;mCherry con las enzimas Pvull y Sphl, y se obtuvo el vector pFBDr,Ch
(Fig. M3)

Sph i (4a8a)
TImCherry
Frall(sz34)
| Fpi0
Tnm} Eu R | ppoL ThTL
pFB Dr7Ch

Eirtbp

Figura M3: Vector pFBD17Ch

Finalmente, el vector de transferencia pFBDt7mCherrycaceGFP se obtuvo a través de las

digestiones del vector disponible en el laboratorio pCXeGFP y del pFBDT7mCherry con las
enzimas Sall y Pstl, sequido de una reaccion de ligacion (Fig. M4).
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GFP

pFBDTFChcacGFP

g hp

‘“__Tn TR

CAG

Genta R

F‘M
P p10 ‘/

TimCherry

Figura M4: Vector de transterencia pFBDr;ChcacGFP

5.1.2 Clonado del vector de transterencia pFBDT7IRESChCAGGFP

El vector plIC-IRES, disponible en el laboratorio, contiene la secuencia IRES del virus de la
fiebre aftosa (VFA). Este vector se utilizd6 como templado para obtener por PCR un fragmento
de 679 pb con los oligonucleétidos T7IRES For y T7IRES Rev, que fue clonado en el vector
PGEM®-T Easy. Luego, el fragmento T7IRES se cloné con las enzimas Sphl'y Ncol en el vector
pGemT7Ch y se obtuvo el vector pGemTr7iresCh (Fig. M5).

mCherry
T7 Neol (707)

Sphl(27), IRES AMP(R)

pGemTr7Ch

4448 bp

Figura M5: Vector pGemTr7resCh

Finalmente, el  fragmento  T7IRESmCherry se clon6 en el vector
pFBDCagGFPT7mCherry con las enzimas Pwull y Sphl. El vector resultante se llamo
pFBDT7|RE5ChCAgGFP (Fig. M6).
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TnTL

GFP

pFBOTrResCheasGFP

eyl '-"F
CAG "r*" 7R

Genta R
P POL

" P / L - \T
Pa TT {6y / ’ SphT{g285

mCherry K
IRES

Figura M6. Vector de transferencia pFBDr7iresChcacGFP

5.1.3 Clonado del vector de transferencia pFBD-G-VSV

La secuencia codificante de la proteina G-VSV se obtuvo por digestion con EcoR | a partir del
plasmido pCMV-VSV-G (Cell biolabs) y se clond en el vector pFBD-PHGFP (Fig. M7).

Tn7L
EcoRI (7o25) 1
VSV-G
pFED-G-V5Y
7634 bp
EcoRI(5357)
P POL /' l
P p10 — Tn7R
GFP

Genta R

Figura M7: Vector de transferencia pFBD-G-VSV.
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5.2 Generacion de los bacmidos recombinantes por el método Bac-to-Bac® Baculovirus
Expression System

Se transformaron 50 pl de bacterias £ co/i DH10Bac con aproximadamente 100 ng de cada
vector de transferencia. La seleccion de las bacterias que incorporaron el plasmido se realizd
en placas LB-agar con los antibidticos kanamicina, tetraciclina y gentamicina en
concentraciones finales de 50 ug/ml, 10 ug/ml y 7 pg/ml, respectivamente. El evento de
transposicion fue seleccionado por el color de la colonia (fenotipo blanco), en presencia de
IPTG 40 pg/ml y Bluo-gal 100 pg/ml. Se seleccionaron varias colonias blancas que se
crecieron en LB liquido en presencia de los tres antibiéticos y los bacmidos se extrajeron con
el protocolo de minipreparaciones de DNA, teniendo en cuenta el tamafio del mismo.
Posteriormente, se confirmd la presencia del cassette transpuesto en el bacmido
recombinante mediante PCR con los oligonucledtidos especificos universales M13For y
M13Rev que hibridan por fuera de los sitios de transposicion, y oligonucledtidos internos que
hibridan en secuencias especificas del cassette.

5.3 Caracterizacion de los bacmidos recombinantes

Se realiz6 PCR a punto final. Para descartar aquellos bacmidos recombinantes contaminados
con el bacmido parental se utilizd el par de oligonucledtidos M13F y M13R (producto de
amplificacion de aproximadamente 300 pb) y para determinar la identidad del bacmido, se
realizaron otra dos PCR, cada una con el oligonucledtido M13Fo M13R y otro que hibrida en
la secuencia insertada. La PCR se realizo utilizando la enzima GoTag® DNA Polymerase
(Promega) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante y utilizando como volumen final
de reaccion 15 ul. 1 pl de una dilucion 1 en 10 de la minipreparacion de DNA fue utilizado
como templado y la T de annealig seleccionada fue de 2 °C por debajo de la menor Tm. Se
realizaron 35 ciclos de reaccion y el producto fue analizado por gel de agarosa. El tiempo de
extension fue de 30 s cada 500 pb a amplificar.

Una vez confirmada la identidad de los bacmidos recombinantes, los mismos fueron
empleados para transfectar células Sf9y obtener el stock viral.
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6. Construcciéon de otros plasmidos

6.1 pGemT-VAV70mer

A partir de la extraccion de DNA de vaccinia WR, se realizd una PCR a punto final con los
oligonuclectidos VAC 70mer For y VAC 70mer Rev (Tabla M1). El oligonucledtido reverse
hibrida con parte de la secuencia VAVC 70mer de vaccinia, mientras que el oligonucledtido
forward hibrida rio arriba de la secuencia VAVC 70mer. Los productos de PCR fueron
purificados y clonados en el vector pGEM®-T Easy.

6.2 pcDNAhSTING
Se realizd una PCR a punto final con los oligonucleétidos hSTING-Eco y hSTING-Xba (Tabla
M1) utilizando como templado DNA de células Hela. El producto de PCR fue purificado y
clonado en el vector pCR 2.1-TOPO TA (Invitrogen), obteniendo el vector TOPO-hSTING.
Finalmente, el vector pcDNA-hSTING se obtuvo a traves de la digestion de los vectores

TOPO-hSTING y pcDNAeGFP con las enzimas EcoRl y Xbal, seguida de una reaccion de
ligacion (Fig. M8).

Amp(R) . /CMV promoter

EcoRI (919)

_ hSTING

pcDNA-hSTING

6501 bp

Xbal (20653)

Figura M8. Vector pcDNA-hSTING.
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6.3 pcDNA-mSTING

Se realizd una PCR a punto final con los oligonucledtidos mSTING-Eco y mSTING-Xba
utilizando como templado DNA de las células NIH/3T3. El producto de PCR fue purificado y
clonado en el vector pCR 2.1-TOPO TA, obteniendo el vector TOPO-mSTING. Finalmente, el
vector pcDNA-mSTING se obtuvo a través de la digestion del vector TOPO-mSTING vy
pPcDNAeGFP con las enzimas EcoRI y Xba, seguido de una reaccion de ligacion (Fig. M9).

Amp(R) CMV promoter
; EcoRI (919)
___mSTING

Vector pcDNA-mSTING

6499 bp

Xbal (2063)

Figura M3. Vector pcDNA-mSTING.

7. Ensayos de transduccion

Los distintos tipos celulares se sembraron en placas de 96 pocillos, de acuerdo a la densidad
deseada y se dejaron ON en MED-D SFB 10 %. Al dia siguiente, los baculovirus
recombinantes se concentraron por centrifugacion durante 1 h a 12000 x g y luego
resuspendidos en TNM-FH:PBS (1:4). Las células se pusieron en contacto con 100 ul del virus
concentrado durante 4 h a 27 °C. Finalmente, para los ensayos de transducciéon nuclear se
retiro el inéculo y se agregd MEM-D SFB 5 %. Para los ensayos de transduccion
citoplasmatica, se retird el indculo y se infectd con VTF7-3 6 vaccinia salvaje a una MOI de 1
durante 1 h a 37°C. Luego, se retiro el indculo, se agregd MEMD-D SFB 5 % y se dejé ON a
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37 °C con 5 % de CO,. Al dia siguiente, se observaron los pocillos positivos por visualizacion
de la fluorescencia al microscopio Optico.

Los ensayos de transduccion por transfeccion con el plasmido pcDNA-eGFP se realizaron
en una placa de 24 pocillos con densidad celular de 3,2 x 10 ° células /pocillo y utilizando 500
ng de vector utilizando Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent como reactivo de
transfeccion. Se dejaron las células con la mezcla del DNA con los lipidos cationicos durante
2 hsin SFB, que luego fue agregado en una concentracién final de 10 %.

Los ensayos de infeccion - transfeccion fuero semejantes al ensayo de transduccion con
baculovirus seguido del ensayo de transduccion por transfeccion con el plasmido pcDNA-
GFP.

8. Hibridacién fluorescente /n situ

Las células NIH/3T3 se sembraron en placas de 8 pocillos (Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide
System, Thermo Fisher Scientific) a una densidad de 2 x 105 células/pocillo. Luego, se
infectaron a una MOI de 50 con el baculovirus salvaje durante 1 h en hielo. A continuacion, se
retird el inoculo, se realizaron 3 lavados con PBS y se agregd medio MEM-D con SFB 2,5 %y
se incubo en la estufa a 27 °C durante 6 h. Las células se fijaron con una solucién de EtOH 95
% - 5% Ac. Acético, durante 5 min a -20 °C. Luego, se descartd la solucion de fijacion y se
realizaron 3 lavados con PBS. A continuacion, se incubaron durante 10 min con una solucion
de 0,2 % glicina (SIGMA) en PBS, se realizaron 3 lavados con H20 libre de nucleasas (Thermo
Fisher Scientific) y se agregd la solucién de hibridacion ULTRAhyb™ Ultrasensitive
Hybridization Buffer (Thermo Fisher Scientific) durante 30 min a 37 °C. En paralelo se
incubaron a 92 °C durante 2 min la placa de 8 pocillos y la sonda VP39-FITC (Inbio Highway)
previamente diluida (5 ng/ul) en la solucion de hibridacion, pasados los 2 min se retird la
solucion de hibridacion de la placa de 8 pocillos, se agregd la solucion con la sonda y se
incubd a 37 °C O.N. Finalmente, se realizaron 2 lavados con 2xSSC (NaCl 300nM, NaCeH507
30 mM, pH 7) durante 5 min a 42 °C, un lavado con PBS, un lavado con H20O libre de
nucleasas y se cubrieron con una solucién de montaje (50% glicerol — 50% PBS). Las
imagenes fluorescentes se obtuvieron con un microscopio Leica TCS SP5 (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Germany).

Secuencia de la sonda que hibrida con parte de la secuencia de VP39: 5° ACGCTACTCTGGG
CGGCGGCGCAGTGGCAGGTCCTGCGCCTGGTGTTGCA 37,
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9. Inmunomicroscopia de fluorescencia

Las células NIH/3T3 se sembraron en placas de 8 pocillos a una densidad de 2 x 10° células/
pocillo. Luego, se infectaron a una MOI de 50 con el baculovirus AcG-GFP o AcPhGFP
durante 1 h en hielo. A continuacion, se retiro el inoculo, se realizaron 3 lavados con PBS, se
agregd medio MEM-D con SFB 2,5 % y se incubo en la estufa a 27 °C durante 10 o 45 min.
Las células se lavaron con PBS y se fijaron durante 15 min con una solucion de
paraformaldehido (SIGMA) 4 % en PBS. Luego, las células fueron permeabilizadas con una
solucion de Triton™ X-100 (SIGMA) 0,2 % durante 30 min y lavadas con PBS-T (PBS,
TWEEN® 20, SIGMA 0,1 %). Luego se realizd un bloqueo durante 1 h con una solucion de
BSA (Thermo Fisher Scientific ) 1% en PBS. La marcacion con el anticuerpo primario se realizo
durante 1 h utilizando un anticuerpo aVP39 (1:50). Luego se realizaron 3 lavados de 10 min
cada uno con PBS-T. La incubacién con el anticuerpo secundario anti-raton Alexa 488
(Invitrogen) se realiz6 a una dilucion 1:800 durante 1 h a TA. Finalmente, se realizaron 3
lavados con PBS-T 'y se agregd TO-PRO™-3 lodide (Invitrogen) con una dilucion 1:150
durante 15 min, se realizaron 3 lavados con PBS-T, uno con ddH,O y se cubrieron con una
solucion de montaje (50% glicerol — 50% PBS). Las imagenes fluorescentes se obtuvieron con
un microscopio Leica TCS.

10. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia

La cuantificacion de la fluorescencia en células HEK293 y HEK293 T se realizd con el software
ZEN 2.3. Cada imagen tomada fue tomada sobre pocillos con igual niumero de células, y con
las mismas condiciones predeterminadas por el software. Luego de tomar la imagen, se
calcularon las intensidades de fluorescencia de 6 areas al azar de 33 um?, en cada una de 3
fotos para cada tratamiento. El ensayo fue repetido 2 veces.

11. Ensayo de actividad antiviral

11.1Células NIH/3T3 y MEF

Se sembraron placas de 96 pocillos con una densidad celular de 1 x 10> células/pocillo en
medio MEM-D SFB 5 %; en el caso de la mezcla de los dos tipos celulares editados, se
sembraron 5 x 10* células de cada tipo. Al dia siguiente, se pusieron en contacto las células
con los baculovirus previamente concentrados (1 h 10000 x g 4 °C) y resuspendidos en TNM-
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FH: PBS (1:4) durante 4 h a 27 °C e inmediatamente o a las 20 h, se infectaron con VSV a la
MOI correspondiente (MOI de 1 para células NIH/3T3; MOI de 10 para MEF). A las 24 h se
observo el efecto citopatico. En primer lugar, se fijaron las células con una solucion de formol
10 %, se realizaron dos lavados con H,O y finalmente se tifieron las células con una solucion
de cristal violeta 0,5 %. Se retir0 la solucion de tefiido, se lavaron las células 3 veces con H,O
y se dejaron secar. Una vez secas, el colorante se resuspendio en una solucion alcohol etilico
50 %, acido acético 0,1 % y se dejaron en agitacion durante 1 h. Finalmente, se midi6 la
absorbancia a 595 nm, utilizando el espectrofotometro de placa mu/tiskan (Themo scientific,
EEUU).

En el caso del ensayo de transfeccion con poly dA:d7, se utilizd Lipofectamine™ 2000
Transfection Reagent (Invitrogen) como reactivo de transfeccién, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se utilizé 1 uyg/ml de concentracion final.

Los resultados se expresaron como % de proteccion, teniendo las siguientes
consideraciones: 100 % proteccion, células que recibieron Unicamente el tratamiento con PBS,
0 % de proteccion, aquellas células que recibieron unicamente el tratamiento con VSV.

Cada ensayo tuvo 6 replicas técnicas y se repitio al menos 3 veces.

11.2 Células HEK293 y HEK293 T

Se sembraron placas de 48 pocillos con una densidad celular de 1,6 x 10° células/pocillo en
medio MEM-D SFB 5 %. Al dia siguiente, se pusieron en contacto las células con los
baculovirus previamente concentrados (Th 10000 x g, 4°C) y resuspendidos en TNM-FH:PBS
(1:4) durante 4 h a 27 °C e inmediatamente o a las 20 h se infectaron con VSV a una MOI de
0,01. A las 24 h se observo el efecto citopatico y se cosecharon los sobrenadantes que fueron
clarificados y titulados por la técnica de unidades formadoras de placas o por la técnica de
punto final. Los resultados se expresaron como UFP/ml o TCIDso/ml.

En el caso de transfeccion con poly dA:d7, se utilizd Lipofectamine™ 2000 Transfection
Reagent como reactivo de transfeccion, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
utilizd 1 pg/ml de concentracion final.

Cada ensayo tuvo 3 réeplicas técnicas y se repitio al menos 3 veces.

12. Medicion de la abundancia relativa de mRNA por RT-gPCR

Los ensayos de RT-gPCR se realizaron en una placa de 48 pocillos. Las células HEK293 y
HEK293 T fueron sembradas con una densidad celular de 1,6 x 10° células/pocillo, mientras
que las células NIH/3T3 fueron sembradas con una densidad celular de 2 x 10° células/pocillo.
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Al dia siguiente, se pusieron en contacto las células con los baculovirus previamente
concentrados (1h 10000 x g, 4°C) y resuspendidos en TNM-FH:PBS (1:4) durante 4 h a 27 °C.
Inmediatamente o a las 24 h se extrajo el RNA total y se realizé las sintesis de cDNA para
finalmente realizar la gPCR.

12.1 Puesta a punto de la concentracidon de oligonucledtidos

En todos los casos, para el disefio de los oligonucledtidos se tuvieron los siguientes criterios:
que el fragmento amplificado no supere los 250 pb, que no formen estructuras secundarias,
que el contenido de GC no supere el 55 % y que tanto el contenido de GC como la Tm sean
similares en el par de oligonucledtidos.

Para poner a punto la concentracion, se utilizo como templado la mezcla de cDNA
provenientes de distintos tratamientos del mismo ensayo. Se realizd la gPCR con
concentraciones de 100 nM, 200 nM y 300 nM para cada par de oligonucleodtidos. Se
seleccion6 la maxima concentracibn que no presentara formacion de dimeros de
oligonucledtidos en la curva de melting. Los oligonucledtidos utilizados en cada caso se
muestran en la tabla M2.

Nombre Primer Forward 5° 3’ Tm | Primer Reverse 5 3’ Tm| Concentracién
utilizada (nM)

B - actina Humana | TGACGGGGTCACCCACACTG 58 AAGCTGTAGCCGCGCTCGGT 58 | 300

cGAS Humano CCCAAGCATGCAAAGGAAGG 54 ACAATCTTTCCTGCAACATTTCT 50 | 200

STING Humano CACCTGTGTCCTGGAGTACG 56 CATCTGCAGGTTCCTGGTAGG 56 | 200

IFN B Humano CGCCGCATTGACCATCTA 50 GACATTAGCCAGGAGGTTCTCA 55 | 200

IL-1B GCTGAGGAAGATGCTGGTTC 54 TCCATATCCTGTCCCTGGAG 54 | 300

[FN A1 CGCCTTGGAAGAGTCACTCA 54 GAAGCCTCAGGTCCCAATTC 54 | 300

GAPDH murino GCCTTCCGTGTTCCTACCC 55 TGCCTGCTTCACCACCTTCT 53 | 300

IFN B murino ACACCAGCCTGGCTTCCATC 56 TTGGAGCTGGAGCTGCTTATAGTTG 58 | 200

STING murino CTTCAGAGCTTGACTCCAGC 54 TGTACAGTCTTCGGCTCCCT 54 | 200

cGAS murino AAGGCAGCTGGCCTATTAGT 52 CGCCAGGTCTCTCCTTGAAA 54 | 200

MAVs murlno CCTCCGGGGACCTCACTCCG 62 TGGGGACTCTGGTGGCTGGG 60 | 200

TLR9 murino CCATCTCCCAACATGGTTCTCCGT 59 TGCTGCCGCAGAGAAACGGG 58 | 200

Tabla M2: Lista de oligonucledtidos utilizados para los ensayos de RT-qPCR.
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12.2  gPCR

Se realizaron con el equipo StepOne Plus (Applied Biosystems). En los ensayos con células
murinas el gen normalizador fue el gen celular gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), mientras que para los ensayos con células humanas se utilizd B - Actina. Se utilizo
el software Lingred [246] para calcular la eficiencia de cada pocillo y se consideraron
aceptables valores mayores o iguales a 1,8.

El analisis de abundancia relativa de los mRNA se realizé con el programa Infostat (Di
Rienzo 2002). EI mismo permiten el calculo de los resultados de expresion relativa de varios
genes a la vez y posibilita la inclusién de los valores de eficiencia estudiados previamente
para cada par de oligonucledtidos, de esta forma también se corrigen las variaciones dadas
por los diferencias que puedan existir entre las eficiencias de amplificacion de los genes de
interés y los genes de referencia.

La formula empleada en el calculo fue la siguiente:

R (fold change)= E (referencia) delta Ct referencia (Ct control-Ct muestra) / E (target)ACt
target (Ct control-Ct muestra), donde E es el valor de eficiencia obtenido con el programa
Lingred, target el gen de interés y R la variacion entre las dos condiciones comparadas (7o/d
change).

Los resultados se expresaronn como un aumento de la expresion del mRNA del gen de
interés normalizado a la expresion de GAPDH, en el caso de células murinas, o B — Actina,

para las células de origen humano.

13. Edicidon de las células NIH/3T3

13.1 Seleccion de la secuencia guia

La seleccion de los RNA guias (QRNA) fue realizada en base a la bibliografia [247] y las
secuencias se muestran a continuacion:

sting 5" GAAGATGAGGGCTACATATT 3

cgas 5° GGGCTGGGGCTCCCGTACGG 3

13.2 Disefio de los oligonucledtidos

Para clonar las secuencias de los guias en el vector pSPgRNA, la estrategia fue hibridar dos
oligonucledtidos de manera de que queden extremos compatibles con el corte en el vector
con la enzima Bbsl.
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sting  (STING guiaFor)  5'CACC GAAGATGAGGGCTACATATT 3’

(STING guia Rev) 3" CTT CTACT CCCGATGTATAA CAAA'S

cgas  (cGAS guiaFor)  5'CACC GGGCTGGGGCTCCCGTACGG 3’

(cGAS guia Rev) 3" CCCGACCCCGAGGGCATGCCCAAA Y

En negro estan representados los 20 nucleétidos correspondientes a la secuencia guia de
sting o cgas, mientras que en celeste esta representado la secuencia compatible con la
digestion con la enzima Bbsl.

13.3 Construccion de SPgRNA-STING y SPgRNA-cGAS

1 pg del plasmido pSPgRNA Fig. M1 D) fue digerido con la enzima Bbsl. El mismo fue
purificado y defosforilado. Por otro lado, 100 uM de cada uno de los oligonucledtidos de
STING (STING guia For; STING guia Rev) o cGAS (cGAS guia For; cGAS guia Rev) (Vf =10 pl)
fueron desnaturalizados a 95 °C durante 5 min y luego Illevados a TA en mesada. La reaccién
de ligacion, con 100 ng de pSPgRNA purificado y una dilucién 1/250 de los oligonucleotidos,
se realizd a 16 °C ON con la enzima T4 DNA ligasa. Finalmente, el producto se transformé en
E.coli DH5a y se seleccioné con ampicilina. No fue posible seleccionar los clones positivos
por patrén de restriccion dado que el tamafio del inserto era de 20 pb. La confirmacion se
realizo por secuenciacion con el oligonucledtido M13Rev.
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13.4 Puesta a punto de la transfeccion

e Lipidos cationicos

Se realizaron transfecciones con: Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent (Invitrogen),
Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent (Invitrogen), DMRIE-C Transfection Reagent
(Invitrogen), X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche), K2® Transfection System
(Biontex). Para cada reactivo se siguieron las recomendaciones del proveedor y en todos los
ensayos se utilizd el plasmido pcDNAeGFP. Se utilizaron placas de 96 pocillos, se probaron
dos condiciones de densidad celular 3,5 x 10* y 7,0 x 10* células/pocillo y distintas relaciones
de DNA/lipidos cationicos.

e Electroporacion

Cada condicién ensayada se realizé a partir de 2 x 107 células. Las células fueron tripsinizadas
(0,25 %) y centrifugadas a 500 x g durante 7 min. Luego, se realizd un lavado con buffer PBS
pH 7 o HBS (Hepes 20 mM; NaCl 150 mM; Ficoll 400 0,5%, pH 7,2) y fueron nuevamente
centrifugadas a 500 x g durante 7 min. El pellet fue resuspendido en PBS o HBS, de modo tal
que por tratamiento haya una densidad celular de 2 x 107 células/200 pl. Se utilizaron cubetas
de electroporacion de 4 mm (BioRad). En una primera etapa, se agregaron los 200 ul con las
células y luego 10 pg del plasmido pcDNAeGFP. Una vez realizado el pulso eléctrico (se
ensayaron las condiciones presentadas en la tabla M3), las células se dejaron 1 min en reposo
y se sembraron en una placa de 6 pocillos con 3 ml de medio de cultivo (2,7 ml de MEM-D
SFB 10 %; 0,3 ml de medio condicionado filtrado). Se dejaron 15 min a TA y finalmente se
llevaron a la estufa de 37 °C. A las 24 h se observaron al microscopio de fluorescencia.
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Resistencia Capacitancia (uF) | Voltaje (V) PBS/HBS
i 950 200 PBS
* 950 200 HBS
o0 2000 150 HBS
i 2000 160 HBS
o0 2000 180 HBS
o 2000 200 HBS
o 3000 50 HBS
o 3000 200 HBS

Tabla M3 Condliciones ensayadas para la puesta a punto de los ensayos de electroporacion en células NIH/3T3.

13.5 Curva de blasticidina

Se realizd una curva con blasticidina (Gibco) para establecer la condiciones dptimas de
seleccion en NIH/3T3. Para ello, se sembraron en una placa de 96 pocillos 7,5 x 10*
células/pocillo. Al dia siguiente, se agrego el antibiotico en distintas concentraciones y a las
24 h se obsenvo el efecto citotoxico producido por el antibidtico. Para ello, las células fueron
tripsinizadas y luego resuspendidas en MEM-D con 10 % SFB y una alicuota fue diluida al
medio con una solucién de azul tripan 2X. La viabilidad celular fue cuantificada en camara de
Neubauer.

13.6 Generacién de laslineas NIH/3T3 control, NIH/3T3 sting /"y NIH/3T3 cgas /"

Las células NIH/3T3 fueron electroporadas con 10 pg del plasmido sgRNA-STING,0 sgRNA-
cGAS o pSPgRNA y 7 ug del plasmido pST1374-NLS-flag-linker-Cas9 (Fig. M1 C) en HBS. Se
realizd el shock eléctrico con las condiciones 180 V, 2000 upF, «=R. A las 24 h
postelectroporacion se cambié el medio y se agrego blasticidina 2,5 yg/ml a cada pocillo. A
las 48 h se reemplazo el medio por medio sin antibidtico, después de 4-6 dias las células
llegaron a confluencia y se realizd una dilucion limite. Para ello, se tripsinizaron las células y
se contaron en camara de MNeubauer. Se realizd una dilucion de modo que queden 50
células en 10 mly se sembraron 100 pl por cada pocillo en una placa de 96 pocillos.
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13.7 Analisis de las secuencias editadas

Se realizd una extraccion de DNA de las células editadas y control y se realizd una PCR a
punto final. En el caso de las linea NIH/3T3 cgas 7~y NIH/3T3 Control se utilizaron los pares
de oligonucledtidos, cGAS KO for — cGAS KO rev; cGAS KO for2 — cGAS KO rev2 y cGAS KO
for3 — cGAS KO rev3, mientras que para la lineas NIH/3T3 sting ”"y NIH/3T3 Control se
utilizaron los oligonucledtidos STING KO for - STING KO rev (Tabla M1). Los productos de
PCR fueron sembrados en un gel de agarosa 2 % con bromuro de etidio. La banda
correspondiente a un tamafio de 804 pb fue purificada y cuantificada en Nano Drop. Este
fragmento fue utilizado para el ensayo de T7 endonuclesa | y para el analisis con el software
TIDE.

e Ensayo de T7 endonucleasa |

A 200 ng de los productos purificados se les agrego 2 ul del buffer NEB 2 10X (New England
Biolabs) y ddH,O a un volumen final 19 pl. A continuacion, se los desnaturalizé y rehibridé en
las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion | 95 °C 5 min
Hibridacién 95°C -85°C 12°C / segundo
85°C -25°C 10,1°C / segundo

Al finalizar, las muestras se pusieron en hielo y se les agregd 1 pl de la enzima T7
endonucleasa | (New England Biolabs). Se incubd a 37 °C durante 20 min y los productos
fueron visualizados en un gel de agarosa 2 % con bromuro de etidio.

o TIDE

30 ng de los productos purificados fueron secuenciados con el oligonucléotido STING KO
rev. El archivo de secuencia con el formato .ab1 de cada una de la muestras fue comparado
con el de la muestra control. Para el analisis se utilizaron los siguientes parametros:
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Nucleasa: SpCas9

Secuencia guia: GAAGATGAGGGCTACATATT
Ventana de alineamiento (pb): 1-70

Ventana de decomposicién (pb): 75-680
Rango de tamafo de Indel: 0-10

P-value threshold: 0.001

14. Ensayos de transcomplementacion

14.1 HEK293 y HEK293 T

Los ensayos antivirales y de RT-gPCR se realizaron en una placa de 24 pocillos, con una
densidad celular de 3,2 x 10° células/pocillo. Las células se transfectaron con 500 ng del
plasmido correspondiente utilizando Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent (Invitrogen)
segun las instrucciones del fabricante. A las 48 hpt, las células se pusieron en contacto con
los baculovirus previamente concentrados (1 h, 10000 x g, 4 °C) y resuspendidos en TNM-
FH:PBS (1:4) a una MOI de 100, durante 4 h a 27 °C. Inmediatamente después, se extrajo el
RNA total o se infectaron con VSV. En el caso de transfectar con dos vectores juntos, se
utilizé 500 ng de cada uno.
Cada ensayo tuvo 3 réplicas técnicas y se repitio al menos en 3 oportunidades.

14.2 NIH/3T3; NIH/3T3 sting /7 NIH/3T3 cgas /"

El ensayo antiviral se realizé6 en una placa de 96 pocillos con una densidad de 1 x 10°
células/pocillo. El ensayo de RT-gPCR se realizd en una placa de 24 pocillos a una densidad
de 4 X 10° células/pocillo. Las células se transfectaron con 125 ng (antiviral) o 500 ng (RT-
gPCR) del plasmido correspondiente utilizando Lipofectamine 2000 Transfection Reagent y el
ensayo continud del mismo modo que el descripto para las células HEK293 y HEK293 T.
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15. Analisis estadistico

Los ensayos de RT-gPCR se analizaron con el 7g statistical software (di Rienzo et al., 2013] que
utiliza el test de permutacion random descripto por Pfaffl et al. [2002].Para el resto de los
analisis estadisticos se utiliz6 el programa GraphPad Prism version 5.00 para Windows

(GraphPad Software). Para comparar dos poblaciones se realizd el test t-Student y para
comparar 3 o mas poblaciones se realizdé un test de ANOVA y un test post ANOVA por el

método de Bonferroni.
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