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Modulacion de la via de senalizacion del receptor de
hidrocarburo de arilo como estrategia antiviral
contra el virus dengue

Resumen

El virus dengue (DENV) pertenece a la familia Flaviviridae y presenta cuatro serotipos
diferentes (DENV 1-4) capaces de provocar enfermedad en seres humanos al ser transmitidos
por la picadura de mosquitos infectados del género Aedes. DENV es considerado el virus
transmitido por artropodos de mayor importancia a nivel global. Se estima que mas de un
53% de la poblacion mundial vive en zonas de riesgo de transmision de DENV. La infeccion
por DENV causa una gran variedad de cuadros clinicos, desde infecciones asintomaticas hasta
cuadros de dengue severo que presentan alta tasa de mortalidad. Actualmente, no existen
tratamientos antivirales especificos, por ello es crucial la investigacion en nuevas blancos
terapéuticos para poder combatirlo.

El receptor de hidrocarburo de arilo (AHR) es un factor de transcripcion cldsicamente
asociado a mecanismos de depuracion de xenobidticos. Los ligandos de AHR provienen de
distintas fuentes incluyendo el medioambiente, el microbioma, la dieta y nuestro propio
metabolismo. En las ltimas décadas, numerosos estudios sefialaron que AHR interviene en la
regulacion de una amplia variedad de procesos bioldgicos, tanto fisiologicos como
patologicos. Actualmente se conoce que AHR es un importante regulador del sistema inmune.
Recientemente, numerosos estudios han revelado un nuevo papel clave para el AHR durante
las infecciones virales. AHR podria ser un importante factor celular pro-viral durante la
infeccion por una amplia gama de virus incluyendo al virus influenza (IAV), Zika (ZIKV),
hepatitis C(HCV), virus de la familia herpes e incluso coronavirus humanos (SARS-CoV2),
entre otros. Resultados previos de nuestro laboratorio indican que la via de AHR presenta un
rol pro-viral durante la infeccion por ZIKV, tanto en modelos in vitro como in vivo. El
objetivo de esta tesis doctoral fue investiga rel rol de la via de sefializacion de AHR durante
una infeccion in vitro por DENV y evaluar su potencial como blanco terapéutico frente a la
infeccion. Los resultados obtenidos indican que durante la infeccion DENV induce la
expresion y activa AHR. Asimismo, se encontrdé que la modulacion farmacologica de AHR
impacta en la replicacion viral. El bloqueo de AHR con CH223191 provocé una disminucion
significativa del genoma viral, el porcentaje de células infectadas por DENV y el rendimiento
viral de DENV. Respecto de los mecanismos moleculares subyacentes involucrados en la
accion pro-viral de AHR durante la infeccion por DENV, se encontré que por un lado, AHR

es capaz de reducir los niveles de expresion de PML, una proteina ampliamente conocida por
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ser parte de la inmunidad intrinseca frente a DENV. Adicionalmente, se encontré6 que AHR
seria capaz de interactuar con PML y promover el desensamble de los PML-NBs. Por otro
lado, se encontré que AHR es capaz de modular la expresion de Axl, un candidato a receptor
de entrada de DENV que presenta actividad pro-viral durante la infeccion por este flavivirus.
Se encontré que las vias de AHR y Axl son capaces de interactuar durante la infeccion por
DENYV, y de hecho, las mismas presentarian sinergia a nivel de facilitar la infeccion. Todos
estos resultados en conjunto indican que AHR es un factor pro-viral importante durante la
infeccion por DENV con potencial para ser empleado como blanco terapéutico frente a la

infeccion.

Palabras clave: receptor de hidrocarburo de arilo (AHR), proteina de la leucemia

promielocitica (PML), Axl, flavivirus, antiviral.
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Modulation of the aryl hydrocarbon receptor
signaling pathway as an antiviral strategy against
dengue virus

Abstract

Dengue virus (DENV) belongs to the Flaviviridae family and presents four different
serotypes (DENV 1-4) capable of causing illness in humans after the bite by infected
mosquitoes of genus Aedes. DENV is considered the most important arthropod-borne virus
globally. It is estimated that more than 53% of the global population lives in areas at risk of
DENYV transmission. DENV infection causes a wide scope of clinical presentations, ranging
from asymptomatic infections to cases of severe dengue fever with a high mortality rate.
Currently, there are no specific antiviral treatments, it is crucial to develop new antiviral
strategies against DENV.The aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a ligand-activated
transcription factor classically associated with xenobiotic clearance mechanisms. AHR
ligands come from different sources including the environment, the microbiome, the diet and
our own metabolism. Over the last decades, numerous studies have shown that AHR is
involved in the regulation of a wide variety of biological processes, both physiological and
pathological. Currently, it is known that AHR is an important regulator of the immune system.
Recently, increasing evidence revealed an emerging key-role for AHR during viral infections.
AHR might be an important cellular pro-viral factor during the infection by a wide range of
viruses including influenza virus (IAV), Zika virus (ZIKV), hepatitis C (HCV), herpesviruses
and even human coronaviruses (SARS-CoV2), among others. Previous results from our
laboratory indicate that the AHR signaling pathway presents a pro-viral role during ZIKV
infection, in both in vitro and in vivo models. The aim of this PhD thesis was to investigate
the role of the AHR signaling pathway during DENV infection in vitro and to evaluate its
potential as a therapeutic target against DENV infection. The results obtained indicate that
during infection, DENV induces AHR expression and activates AHR. Furthermore, the
pharmacological modulation of AHR impacts on viral replication. It was observed that AHR
blockade with CH223191 resulted in a significant decrease in the viral genome, the
percentage of cells infected with DENV and the viral yield. Regarding the underlying
molecular mechanisms involved in the pro-viral action of AHR during DENV infection, it
was found that on one hand, AHR is able to reduce the PML expression levels,which is a
protein widely known to be part of intrinsic immunity against DENV. Additionally, it was
found that AHR might be able to interplay with PML and promote the disassembly of PML-
NBs. On the other hand, it was observed that AHR is capable of modulating the expression of
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Axl, a potential DENV entry receptor that exhibits pro-viral activity during infection by this
flavivirus. The AHR and Axl pathways were found to be able to interplay during DENV
infection, and indeed, they would synergize facilitating the infection. All in all, these results
indicate that AHR is an important pro-viral factor during DENV infection with potential to be

employed as a therapeutic target against infection.

Keywords: aryl hydrocarbon receptor (AHR), promyelocytic leukemia protein (PML), Axl,

flavivirus, antiviral.
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INTRODUCCION

VIRUS DENGUE

1. Historia

La historia del virus dengue (DENV) y de las enfermedades causadas por este virus se
remonta a varios siglos atras.

Una enciclopedia médica china publicada durante la Dinastia Jin que data del los afios
265-420 A.C., hace referencia por primera vez a una enfermedad denominada como “veneno
de agua” que estaba relacionada con insectos voladores que tuvieran algin tipo de contacto
con esa agua. En la actualidad, se cree que dicha enfermedad constituye la primera referencia
al cuadro clinico conocido como dengue febril, término acufiado a partir del afio 1828 [1,2].

Existen registros que indican que la primera epidemia por cuadros clinicos
compatibles con DENV ocurri6é en forma practicamente simultanea en América del Norte,
Africa y Asia entre 1779 y 1780 [1,2]. Resulta interesante destacar que entre los afios 1780-
1940, se desarrollaron epidemias con patrones de enfermedad semejantes a los causados por
DENV vy caracterizadas por ser relativamente poco frecuentes pero generalmente de gran
magnitud[1].

El virus dengue fue aislado por primera en el afio 1943, en Japon, mediante la
inoculacion de suero de pacientes en ratones empleados para el estudio del colera -Suckling
mice- y en el afio 1944, en la India, a partir de muestras de suero de soldados
estadounidenses[2,3].

El primer aislamiento de este virus cambid para siempre el panorama de las
enfermedades causadas por dengue a nivel global. Este hito, constituy6 un punto de inflexion
en la historia. Permitié no s6lo comenzar a realizar un diagndstico certero de los pacientes
con cuadros compatibles con dengue, y con ello, un estudio y registro epidemioldgico
adecuado, sino, ademas fue el hallazgo que permitié y propulsé los comienzos del estudio del
virus, la enfermedad y posibles estrategias para poder combatirla.

Un dato curioso e interesante es que ain no se conoce exactamente el por qué de su
nombre. Existen varias teorias al respecto. Una de ellas, y la mas aceptada en la actualidad,
indica que su nombre proviene del Swahili, una lengua africana hablada en varios paises de
Africa pero principalmente en Tanzania y Kenia. En particular, se cree que su nombre
proviene de la frase “Ka-dinga pepo” que significa “convulsion de tipo calambre causada por
un espiritu maligno” la cual hacia alusion a las caracteristicas clinicas que presentaban las

personas que contraian la enfermedad y a la causa que creian que la provocabal[2].
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Desde su primer aislamiento hasta el dia de hoy, se han descubierto y descrito cuatro
serotipos de este virus, nombrados del 1 al 4 de acuerdo al orden en que fueron identificados:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4. Curiosamente, estudios de gendmica evolutiva y
comparativa han permitido evidenciar que la aparicion de los cuatro serotipos ocurrié hace
aproximadamente unos 1000 afios atras, mientras que el establecimiento de una transmision

endémica en humanos comenzé hace relativamente unos pocos cientos de afios[4].
2. Epidemiologia

DENV pertenece a la familia Flaviviridae y presenta cuatro serotipos (DENV 1-4)
capaces de provocar enfermedad en seres humanos al ser transmitidos por la picadura de
mosquitos del género Aedes infectados [5].

En los tltimos 50 afios, la incidencia de esta arbovirosis ha pasado de presentaciones
esporadicas a considerarse un grave problema de salud publica con un gran impacto a nivel
social y econdmico[5,6].

Actualmente, DENV es considerado el virus transmitido por artropodos de mayor
importancia a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que se
producen aproximadamente 390 millones de infecciones por DENV al afio, afectando
principalmente a paises de las zonas tropicales y sub-tropicales del planeta (incluyendo a la
Argentina), regiones que corresponden a los nichos ecologicos del mosquito-vector[5-8].

Estudios epidemiologicos han indicado que en 2015 aproximadamente el 53% de la
poblacion mundial (cerca de 3.830 millones de personas) vivia en zonas de riesgo para la
transmision de este virus [9]. Reportes recientes basados en analisis epidemioldgicos que
comprenden variables como el clima, el calentamiento global, la poblacidn y las proyecciones
socio-econdmicas a nivel global, junto con factores de propagacion de los mosquitos Aedes,
predicen una extension de la enfermedad por dengue a otras regiones del planeta en los

proximos afios[9].

3. Biologia molecular del virus dengue

Los flavivirus constituyen una amplio y diverso grupo que incluye mas de 70 especies
de virus diferentes. En esta familia se encuentran incluidos varios virus que infectan humanos
de gran importancia sanitaria, como lo son: el virus de la fiebre amarilla (YFV), virus Zika
(ZIKV), virus de la hepatitis C (HCV), virus de la encefalitis japonesa (JEV) y virus de West
Nile (WNV), entre otros. [10].

Como se ha mencionado previamente, DENV presenta cuatro serotipos que son

antigénicamente diferentes entre si. Cada uno de ellos, presenta variaciones genéticas
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considerables que permiten establecer y diferenciarlos filogenéticamente en distintos
genotipos [4]. Mas alla de sus diferencias, DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 exhiben
una homologia de secuencia tanto a nivel gendmico como proteico[4].

El virion de DENV se caracteriza por presentar un genoma constituido por una unica
molécula de ARN de simple cadena (ARNsc) de polaridad positiva. Esta, se encuentra
encapsulada por una capside proteica icosaédrica y cubierta por una envoltura externa lipidica,
que se encuentra constituida por membranas fosfolipidicas provenientes de la célula

hospedadora y proteinas virales incluidas en ella (Figura 1A).

A. Estructura de un virion de DENV

Estructura de la particula viral ; Localizacién de proteinas estructurales

Proteina E

Envoltura

Proteina M

Genoma viral
ARNsc(+)

Capside

icosaédrica )
Proteina C

Tamafo promedio= 50nm

B. Estructura del genoma y poliproteina de DENV

S'UTR NS2A NSZE MS44  NS4B 3'UTR
- i

Genoma

NS4A NS48

Poliproteina

Citoplasma

Figura 1.Anatomia de un virion de DENV y estructura del genoma viral. Esquema basado en
informacion obtenida de Barrows et al. 2018.
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El genoma de DENV cuenta con un Unico marco de lectura abierto (open reading
frame, ORF) largo que es traducido como una poliproteina y que posteriormente es clivada
mediante una combinacion de peptidasas de sefial celular y la proteasa viral NS2B / NS3 para
producir tres proteinas estructurales (C, prM y E) y siete proteinas no estructurales (NS) (NSI,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) [11](Figura 1B).

Respecto del ciclo de replicacion viral, al igual que otros virus con genoma de ARNsc
con polaridad positiva, DENV replica casi exclusivamente en el citoplasma. Sin embargo, ha
sido reportado que DENV al igual que varios virus con genoma de ARN, son capaces de
interactuar con componentes del nucleo de la célula hospedadora como parte de la estrategia
viral para antagonizar la respuesta antiviral del hospedador [12-16]. Los virus logran este
cometido ya sea secuestrando factores nucleares y / o traficando sus propias proteinas hacia el
nucleo para impactar en la expresion de genes del hospedador, y asi atenuar la respuesta
antiviral [13—17]. En este contexto, se ha reportado que tres proteinas de DENV son capaces

de acceder al nucleo del hospedador en células infectadas: C, NS3 y NS5 [18-23].

4. Cuadpros clinicos causados por DENV

La infeccion por DENV provoca un amplio espectro de cuadros clinicos, que varia
desde infecciones asintomaticas hasta casos de dengue grave, que presentan una alta tasa de
mortalidad. Los cuadros clinicos severos han sido asociados a la infeccion consecutiva con
diferentes serotipos del virus [5,24]. Los anticuerpos neutralizantes que protegen contra el
virus que causé la primo-infeccion, promueven la infeccion por otro serotipo de DENV,
provocando que se desencadene rapidamente un cuadro clinico mas complejo y de mayor
severidad, con alta tasa de mortalidad. Este fenomeno se conoce como ADE (Antibody-
Dependent Enhancement) y no explica la totalidad de los casos mas severos por dengue
evidenciando que los casos graves, probablemente son el resultado de una combinacion de

diferentes factores que aiin no se encuentran definidos en la actualidad [25].

5. Estrategias preventivas y terapéuticas disponibles

El reto de desarrollar una vacuna contra todos los serotipos del DENV, radica en el
hecho de que es critica una respuesta inmune equilibrada frente a cada serotipo. Existen
algunos candidatos a vacunas en diferentes etapas de ensayo clinico, pero en la actualidad no
se encuentran vacunas disponibles para ser administradas a la poblacion [26]. De la misma
manera, no existen tratamientos especificos contra DENV, por lo cual es crucial seguir
explorando los mecanismos subyacentes involucrados en su ciclo de replicacion viral y

patogenicidad, para poder desarrollar nuevas estrategias antivirales para poder combatirlo.
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En la actualidad, se conoce la importancia del medio ambiente como factor
determinante de la susceptibilidad del hospedador y del propio patdégeno. Explorar el impacto
de factores ambientales en la infeccion, se ha tornado fundamental para entender Ia

patogénesis y desarrollar nuevas estrategias antivirales contra los virus.

RECEPTOR DE HIDROCARBURO DE ARILO, AHR

1. Historia

El receptor de hidrocarburo de arilo (aryl hydrocarbon receptor, AHR) es una proteina
ancestral [27]. Sin embargo, recién en el afio 1976 pudo ser aislada por primera vez [27].

En las altimas décadas, numerosos estudios de gendmica evolutiva y comparativa han
revelado la existencia de homoélogos de AHR en la mayor parte de los animales con simetria
bilateral, incluyendo invertebrados tales como artropodos, anélidos, moluscos y nematodes,
entre otros [27] . Asimismo, se ha podido identificar homologos de AHR en animales no
bilaterales pertenecientes a los taxones Cridaria yPlacozoa [27].

La presencia de AHR en los taxones mencionadas anteriormente indicaria que, en
efecto, su ancestro comun, que se estima habria vivido hace 600 millones de afios, deberia
haber contado con algiin homologo de AHR [27].

AHR ha sido clasicamente asociado a mecanismos de depuracion de xenobioticos,
debido a que regula la expresion de enzimas involucradas en la eliminacion de contaminantes
ambientales. Sin embargo, en las ultimas décadas, el estudio sistematico de dicho receptor y
de las posibles funciones en las que podria estar involucrado, permitieron descubrir que en
realidad, se trata de una proteina pleiotropica, con multiples funciones e impacto en diversos
procesos bioldgicos. En la siguiente seccion, profundizaremos conceptos de la biologia

molecular y bioquimica de AHR.

2. Biologia molecular y bioquimica de AHR

AHR es un factor de transcripcion activado por ligando perteneciente a la familia de
factores de transcripcion bHLH/PER-ARNT-SIM (PAS)[28]. AHR, si bien es una proteina
sumamente conservada evolutivamente y con distribucion ubicua, también es sumamente
dinamica: sus niveles de expresion varian entre células, tejidos, a lo largo de la vida y durante
el dia de acuerdo al ciclo circadiano[29-31].

AHR interviene en un amplio espectro de procesos bioldgicos y toxicologicos en
forma especifica para cada especie, tejido y célula. Desempefia un papel crucial en la

deteccion, integracion y respuesta a sefiales ambientales, la determinacion del destino celular,
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el ciclo celular, la homeostasis, durante el desarrollo embrionario e incluso durante procesos
involucrados en el envejecimiento, entre otros[28,32—-37].

En términos de su estructura, AHR cuenta con un dominio bHLH (basic helix—loop—
helix) que se encuentra en el extremo amino-terminal de la proteina y que esta involucrado en
el reconocimiento y unidon a una secuencia especifica de ADN; el denominado elemento de
respuesta a AHR (AHR response element, AHRE) también conocido como elemento de
respuesta a xenobioticos (xenobiotics response element, XRE) o elemento de respuesta a
dioxinas (dioxins response element, DRE). Consecutivamente, se ubican los dominios PAS-A
y PAS-B que intervienen en la hetero- y homo-dimerizacion del receptor. Cabe destacar que
en el PAS-B también se aloja el dominio de unién a ligando (ligand binding domain, LBD).
El LBD se caracteriza por presentar bolsillos hidrofobicos que permiten la interaccion con los
ligandos. Finalmente, en el extremo carboxilo-terminal se encuentran dominios involucrados

en la transactivacion/ transrepresion [38,39].Figura 2.
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Figura 2. Esquema simplificado de la secuencia proteica del AHR humano con ubicacion de
dominios y funciones. [38—40] y Uniprot.

En estado estacionario o libre de ligando, AHR es parte de un complejo multiproteico
citoplasmatico compuesto por dos moléculas de la proteina chaperona heat-shock protein 90
(HSP90), la proteina co-chaperona p23 (p23) y la proteina X-asociada al virus de la hepatitis
B (XAP2/AIP/ARA9) [34,41-49]. Sus funciones incluyen: la estabilizacion de la
conformacion de AHR, la proteccion contra la degradacion proteolitica y la contribucion al
establecimiento de la localizacion subcelular del receptor.Luego del reconocimiento y la
union del ligando (L), AHR sufre un cambio conformacional que expone la sefial de
localizacion nuclear (nuclear localization signal, NLS), lo que permite que el complejo
L-AHR-HSP90-p23 se traslade al nucleo a través de f-importinas. Es importante destacar que
algunos trabajos sostienen que XAP2 estd implicado en el anclaje citoplasmatico del
complejo de AHR, mientras que otros reportes apoyan que impide una adecuada interaccion
del NLS con las B-importinas, por lo que se propone que XAP2 es liberado del complejo
AHR antes de la translocacion ntcleo-citoplasmal34,43,44,46—56]. En el interior del nicleo,

las chaperonas se desensamblan del complejo y AHR, atn unido a su ligando, heterodimeriza
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con el translocador nuclear del receptor de hidrocarburo de arilo (aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator, ARNT). Finalmente, el complejo L-AHR-ARNT interactia con sus
clementos de respuesta de ADN (AHRE, DRE o XRE) regulando la expresion de diferentes
genes[34,37,44,48,49,57].

En la actualidad, la via de sefializacion previamente descrita se conoce como la via de
canonica de AHR y la misma involucra la activacion de la expresion de genes Cyp450 que
codifican para las enzimas del citocromo P450. Particularmente, para algunos miembros de
las familias 1 y 2: CYP1A1, CYP1B1 y CYP2A1. Asimismo, la via canonica de AHR induce
la expresion del represor del receptor de hidrocarburo de arilo (aryl hydrocarbon receptor
repressor, AHRR), que se encuentra involucrado en un mecanismo de auto-regulacion

negativo de AHR [34,37].Figura 4.
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Figura 3. Modelo predictivo de la estructura tridimensional de AHR. Modelo producido con el
sofware AlphaFold. AlphaFold produce una puntuacion de confianza por residuo (pLDDT) entre 0 y
100. Algunas regiones con una pLDDT baja puede corresponder a regiones que estdn desestructuradas
de manera aislada.En la esquina superior derecha de cada imagen se ilustra la distribucion espacial 3D
del modelo. La figura fue realizada con informacion e imagenes traducidas y adaptadas de
UniProt.https://www.uniprot.org/uniprotkb/P35869/entry.https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P35869

Por otro lado, se ha determinado que AHR es capaz de controlar procesos bioldgicos
a través de una via no candnica, que puede ser genémica o no gendomica [58]. Por ejemplo,
AHR puede promover el aumento de las concentraciones intracelulares de Ca*? o regular la
actividad de la kinasa de adhesion focal. Asimismo, varios estudios sefialan que AHR es
capaz de regular la actividad de tirosina kinasa de c-SRC. Se ha reportado que c-SRC puede
interactuar fisicamente con AHR y HSP90 cuando se encuentran formando parte del complejo
proteico citoplasmatico. Luego del reconocimiento del ligando por parte de AHR, éste sufre
un cambio conformacional que promoveria la liberacion y activacion de c-SRC, gatillandose

una cascada de fosforilaciones intracelular [58].
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Figura 4.Esquema simplificado de la via de sefializacion canénica de AHR. En estado inactivo o
ausencia de ligando AHR se encuentra formando parte de un complejo multiproteico en el citoplasma
junto con dos moléculas de HSP90, p23 y XAP2 (AIP). Cuando se produce el ingreso de ligandos(L)
de AHR a la célula (1), AHR se une a los reconoce, se une y sufre un cambio conformacional (2) que
promueve la exposicion de una sefial de localizacién nuclear al mismo tiempo que desencadena el
desacople de la proteina XAP2, eventos que posibilitan la translocacion nuclear del complejo
L/AHR/HSP90/p23 (3). Una vez dentro del compartimiento nuclear, las proteinas co-chaperonas se
desensamblan (4) y AHR es capaz de heterodimerizar con el translocador nuclear de AHR (ARNT) y el
heterodimero es capaz de regular la expresion de diversos genes (5). En particular el complejo
L/AHR/ARNT interactua con sus elementos de respuesta de ADN (AHRE/DRE/XRE). AHR estimula
la expresion de distintos genes candnicos(6): enzimas depuradoras de la familia citocromo p450
(CYP1AI1,CYP1B1,CYP2A1) y por otro lado, también induce la expresion del represor de AHR
(AHRR) capaz de competir por los sitios de heterodimerizacion con ARNT y asi prevenir la actividad
de AHR(12,13).Una vez que el complejo L/AHR/ARNT ha cumplido su funcién, el mismo se libera
del AHRE (9), transloca al citoplasma (10) y sufre una degradacion proteasomal (11).

A su vez, se ha descrito que AHR estaria involucrado en procesos de ubiquitinacion
de proteinas marcadas para degradacion via proteasoma, ya que podria ejercer funciones
como Ubiquitina E3 ligasa. En cuanto a la regulacion gendmica no canoénica, se ha reportado
que AHR es capaz de heterodimerizar con distintas proteinas nucleares, incluidos factores de
transcripcion, lo cual le permite modular la actividad de dichas proteinas mediante
mecanismos de transactivacion/transrepresion o a través de interacciones proteina-proteina.

En este contexto, se ha determinado que AHR no sélo presenta cross-talk con NFkB , AP-1,
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ER y GR, sino que ademas, interactia con el Factor 6 similar a Kriippel (KLF6) y
C/EBP[34,35,37,41,58-60](Figura 5).
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Figura 5.Esquema simplificado de la via de sefializaciéon NO candnica de AHR. En estado inactivo

o ausencia de ligando AHR se encuentra formando parte de un complejo multiproteico en el citoplasma
junto con dos moléculas de HSP90, p23 y XAP2 (AIP). Cuando se produce el ingreso de ligandos(L)
de AHR a la célula (1), AHR se une a los reconoce, se une y sufre un cambio conformacional (2) que
permite o bien que AHR lleve a cabo diferentes funciones a nivel citoplasmatico (3,4,5) o bien que
quede expuesta de una sefial de localizacion nuclear al mismo tiempo que desencadena el desacople de
la proteina XAP2, eventos que posibilitan la translocacion nuclear del complejo L/AHR/HSP90/p23 (6)
Respecto de las funciones citoplasmaticas descritas para AHR, ha sido reportado que AHR puede
desempefiar un rol como E3 ubiquitin ligasa (3), aumentar la concentracion intracelular de Ca?" (4)6
incluso regular activacion de distintas proteinas citoplasmaticas y modular asi otras cascadas de
sefializacion (5). Dentro del compartimiento nuclear(6), las proteinas co-chaperonas se desensamblan
(7) y L/AHR es capaz de heterodimerizar (8,9) con distintos factores de transcripcion y regular la
expresion de sus genes blanco por transactivacion (8) o transrepresion (9).Finalmente el complejo
conformado por L/AHR/ARNT también es capaz de actuar como co-factor y regular la actividad de
otros factores de transcripcion mediante interacciones proteina-proteina (10).

Los primeros ligandos de AHR descubiertos fueron hidrocarburos. En particular, los
hidrocarburos aromadticos policiclicos no halogenados (non-halogenated polycyclic aromatic
hydrocarbons, PAH) y los hidrocarburos aromaticos halogenados (halogenated aromatic

hydrocarbons, HAH), que son contaminantes ambientales,que en su mayoria, son producto de
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actividades antropogénicas. Estos compuestos son muy abundantes y persistentes en el
medioambiente debido a su larga vida media y al hecho de que se bioacumulan en la cadena
trofica. Su depuracion a nivel de los organismos vivos estd mediada por las enzimas
catabolicas CYP1A1, CYPIBI1 y CYP2AL1. El TCDD es el contaminante mas famoso de los
HAH, ampliamente conocido por sus efectos toxicos, presuntamente provocados mediante la
activacion de AHR [61,62].

Se ha documentado extensamente la toxicidad de PAHs y HAHs en los seres
humanos, asi como en otras especies y, curiosamente, se ha estimado que mas del 90% de la
exposicion humana a estos compuestos se produce por la ingesta de alimentos contaminados,
especialmente de alimentos con alto contenido graso, como lo es la carne proveniente de
ciertos tipos de peces, entre otros[34,61-67].

A lo largo de las ultimas décadas, varios estudios han indicado que el AHR es capaz
de reconocer una amplia variedad de ligandos que provienen de diversas fuentes tales como el
medioambiente, el microbioma, la dieta o incluso nuestro propio metabolismo. Por estos
motivos, actualmente se clasifican en ligandos naturales o sintéticos, endogenos o exdgenos,

dependiendo de su naturaleza y fuente [34,35,68,69].

A) Clasificacion de ligandos de AHR de acuerdo a su fuente

Metabolismo Micrabioma Dieta Medioambiente Drogas sintéticas
s P 3,5-diindolilmetano _
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Figura 6. Clasificacion de ligandos de AHR .(A)Clasificacion de ligandos seleccionados de AHR de
acuerdo a su fuente. (B) Estructura molecular y actividad de ligandos seleccionados relevantes para la
tesis.

El creciente interés en el estudio de la via de sefalizacion AHR en diferentes
escenarios, fisiologicos y patologicos, ha promovido la exploracion de nuevos compuestos
con capacidad para modular y estudiar dicha via.

Los activadores o agonistas de AHR mas utilizados incluyen al  2,3,7,8-

tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD, "dioxina") que hoy en dia constitute el agonista del AHR
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prototipico. TCDD es un subproducto industrial sintético que persiste como contaminante en
el medio ambiente y que es bien conocido por su alta toxicidad en humanos en otras especies.
El 6-formilindolo(3,2b)carbazol (FICZ) un foto-producto enddgeno del triptofano (Trp). El
derivado endogeno del indol, indoxilo 3-sulfato (I3S) y la kynurenina (Kyn), un metabolito de
la via catabdlica del triptofano. producto de la actividad enzimatica de la triptofano 2,3-
dioxigenasa 2(TDO2) o de la indolamina 2,3-dioxigenasa 1 , 2 (IDO1,IDO2) sobre el Trp.
considerados como potentes agonistas endogenos del AHR. En lo que respecta a los
inhibidores de AHR (antagonistas), los compuestos mas empleados son el 2-methyl-2H-
pyrazole-3-carboxylic acid (2-methyl-4-o-tolylazo-phenyl)-amide (CH223191) que es un
antagonista competitivo potente y especifico de AHR de origen sintético.CH223191 inhibe
preferencialmente TCDD y moléculas relacionadas con los HAHs. Por otro lado, dentro de
los bloqueadores de AHR también se encuentran las flavonas tales como a-naftoflavona (a-
NF),3-metoxi-4-nitroflavona (MNF) y 6,2, 4-trimetoxiflavona (TMF), compuestos que
también son de origen sintético[32,63,65,69-77].

Recientemente, se ha establecido que AHR es un regulador clave de las respuestas
inmune innata y adaptativa, tanto en estado fisioldgico como patoldgico, por lo que en la
actualidad, muchas lineas de investigacion se encuentran enfocadas en investigar la via de
sefializacion del AHR como potencial blanco terapéutico para tratamientos en los que se lleve
a cabo una inmunomodulacion [35,64,69,78-81].

Respecto a la inmunidad antiviral, se ha reportado que AHR no sélo transreprime a
NF«xB, un factor de transcripcion fundamental de la respuesta inmune innata, sino que
también suprime la via de sefializacion del interferon tipo I (IFN-I) durante infecciones virales.
De hecho, se ha sugerido que el AHR esta involucrado en un bucle de retroalimentacion
negativa que limita la potencial inmunopatologia asociada a la accién no controlada por parte

de IFN-I [78,82-86].
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Fuente

Metabolismo del hospedador

Microbioma

Medioambiente Dieta

Drogas sintéticas

Compuesto Tipo de ligando Procedencia

L-Kynurenina (L-Kyn, Kyn) Agonista Catabolismo del triptofano. IDO1, IDO2 and TDO
Acido Kynurenico (KA) Agonista Catabolismo del triptofano
5-hidroxi-L-triptofano (SHTP) Agonista Via del triptofano y serotonina
21 1-inge o-carbphill ol Agonista Producido a partir de triptofano y cisteina
4-carboxilico acido metil ester (ITE)
Indoxilo-3-sulfato (13S) Agonista Metabolismo del hospedador y microbiano
3-Metilindol Agonista Metabolismo del hospedador y microbiano
Bilirrubina Agonista Metabolismo del grupo hemo
Biliverdina Agonista Metabolismo del grupo hemo
Prostaglandina E2 (PGE2) Agonista Derivado del acido araquiddnico
Prostaglandina G2 (PGG2) Agonista Derivado del acido araquidénico
Leucotrieno B4 (LB4) Agonista Derivado del 4cido araquiddnico
Lipoxina A4 (LXA4) Agonista Derivado del dcido araquidénico
6-Formil indolo[3,2-b] carbazol . Fotoproducto. Generacién dependiente e
(FICZ) Al independiente de radiacién UVB.
Indol Agonista Metabolismo microbiano
Indoxilo-3-sulfato (I3S) Agonista Metabolismo del hospedador y microbiano
3-Metilindol Agonista Metabolismo del hospedador y microbiano
I"dOI'i:‘rE::;:zShl?;:;doae} Agonista Metabolismo microbiano
Acido Indol-3-acético (IAA) Agonista Metabolismo microbiano
Indol-3-acetaldehido Agonista Metabolismo microbiano
Triptamina (TA) Agonista Metabolismo microbiano
Indol Agonista Compuesto dietario
Indol-3-acetonitrilo (I3ACN) Agonista Verduras cruciferas
Indol-3-carbinol (13C) Agonista Verduras cruciferas
3,3'-diindolyl metano (DIM) Agonista Verduras cruciferas
Indolo[3,2-b] carbazol (ICZ) Agonista Verduras cruciferas
a:bdai3 ylineryl) 3 dilnohy Agonista Verduras cruciferas
metano (Ltr-1)
Agonista

Indigo Compuesto fitoquimico derivado de la planta

moderado

2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
(TCDD,dioxina)

Subproducto industrial sintético. Contaminante ambiental persistente.

Agonista fuerte
= Presente en humo de cigarrillo.

Bifenilos policlorinados(PCBs) tipo

dioxinas Agonista Producto industrial sintético. Contaminante ambiental persistente.
i

Furanos dibenzo policlorinados Producto de la combustién de emisiones naturales y actividades

Agonista
(PCDFs,Furanos) 2 antropolégicas. Contaminante ambiental persistente

Humo de cigarrillo y aerosol de cigarrillo electrénico (presuntamente),
Benzola]pireno Agonista gases de escape de vehiculos y como subproducto de otros
procesos de combustién

Contaminante medioambiental procedente de la combustién
Benzo(k)fluoranteno Agonista incompleta o de la pirrdlisis de materias organicas, especialmente de
los combustibles fésiles y del tabaco

Acido (2-metil-4-o-tolylazo-fenil)-  Antagonista

amida 2-metil-2H-pirazol-3- selectivo Sintético
carboxilico (CH223191) competitivo

a-naftoflavona (aNF) Antagonista Sintético

3'-metoxi-4"-nitroflavona (MNF) Antagonista Sintético

Antagonista

6,2',4'-trimetoxiflavona (TMF) e
competitivo

Sintético

Tabla 1. Ligados seleccionados de AHR segiin fuente, tipo de actividad y procedencia.
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AHR, SISTEMA INMUNE E INFECCIONES VIRALES

Se conoce poco sobre la conexion entre AHR, el sistema inmune y las infecciones
virales, sin embargo, el estudio del rol de AHR durante infecciones virales constituye un
campo emergente que reviste crucial interés en la actualidad.

La investigacion de AHR en el contexto de las infecciones virales, ha permitido poner
en evidencia que el mismo cumpliria un rol fundamental tanto en infecciones por virus con
genoma de ADN como de ARN [87]. En particular, la gran mayoria de los trabajos
publicados han evidenciado que AHR presenta un rol pro-viral durante las infecciones virales
[87]. Sin embargo, ciertos estudios indican que frente a algunos virus, AHR desempenaria un
rol anti-viral.

En lo que respecta a virus que infectan humanos, AHR presenta un rol pro-viral
durante la infeccion por el virus de la influenza A (IAV), virus Zika (ZIKV), virus de la
hepatitis C (HCV), virus herpes simplex tipo I (HSV-1), citomegalovirus humano
(HCMYV),virus de Epstein Barr (EBV), virus asociado al Sarcoma de Kaposi (HHV-8), virus
del papiloma humano (HPV), virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1),
coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo tipo 2 (SARS-CoV2) y virus Junin
(JUNV)[87-103][104—110]. Por otro lado, algunos reportes sugieren que AHR desempefia un
rol anti-viral frente al virus coxsackie B3 [111,112], el virus herpes simplex tipo I (HSV-1) y
virus de la inmunodeficiencia humana tipo I (HIV-1)[87,113]. Un resumen de los estudios
previamente mencionados se visualiza en la Tabla 2.

En el contexto de infecciones virales por virus de importancia veterinaria, AHR
presenta un rol pro-viral frente a el coronavirus de la hepatitis murina (MHV), coronavirus
canino (CCoV), el virus herpes bovino de tipo 1 (BHVI1) y el citomegalovirus de rata
(RCMV), mientras que exhibiria un rol anti-viral frente al virus de la enfermedad de
Newcastle (NDV) [114-119] . Un resumen de los estudios previamente mencionados se
visualiza en la Tabla 2.

A continuacién se abordara brevemente los aspectos explorados mas notables sobre

el rol que cumpliria AHR durante la infeccion por [AV, HCV y ZIKV.

1. AHR y el virus de la influenza A

El estudio del rol de AHR en el contexto de la infeccion por el virus de la influenza A
(IAV) ha sido, sin lugar a dudas, el mas abordado y en el que mas se ha avanzado en las
ultimas dos décadas, lo que convierte a este virus en el mas explorado en este campo en la
actualidad. En los ultimos afios, se ha podido describir como se encuentra involucrado AHR

en la modulacién de las respuestas inmune innata y adaptativa frente a este virus.
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En lo que respecta a la respuesta inmune innata y la inflamacion, se ha reportado que
la activacion de AHR por TCDD previo a la infeccion por IAV modifica la respuesta de las
células dendriticas (DCs), los neutréfilos, las células NK y los macrofagos, y produce
cambios en el perfil de citoquinas [89,90,93,94,98,120—124].En cuanto a la respuesta inmune
adaptativa, se ha informado de que la activacion de AHR inducida por la TCDD antes de la
infeccion por IAV, modifica la respuesta no soélo de los linfocitos T CD4+ y T CD8+, sino
también de los linfocitos B y la respuesta de anticuerpos [91,93,120,121,124,125] . Se ha
reportado que la exposicion de ratones a TCDD previo a una infeccion con [AV, provoca una

ablacion significativa de la respuesta de linfocitos T contra IAV [93,120,121,124-126].

2. AHR y los flavivirus

En lo que respecta a la infeccion por flavivirus, en la actualidad se ha estudiado la
relevancia de AHR durante la infeccion por el virus de la hepatitis C (HCV) y virus
Zika(ZIKV), y en ambos casos, se ha demostrado que AHR presenta un rol pro-viral durante
la infeccion [99,103].

HCV activa la via AHR-CYP1A1 durante la infeccion in vitro. Se ha reportado que
HCV activa AHR para controlar el metabolismo lipidico celular, y con ello, impactar en la
formacion de las gotas lipidicas celulares (LD). Se ha demostrado que al incrementar el
nimero y tamafio de estas plataformas de ensamblaje virales, aumenta la progenie de HCV in
vitro. Por lo tanto, se propone que AHR desempena un rol pro-viral durante la infeccidon
[103].

En lo referidlo a AHR durante una infeccion por ZIKV, se ha demostrado
recientemente que ZIKV induce la sobre-expresion de IDO-1 y AHR. Se ha identificado que
la via de sefializacion de AHR es un factor pro-viral clave durante la infeccion por ZIKV. Ha
sido descrito que la infeccion por ZIKV desencadena la activacion de AHR, limitando la
produccion de IFN-1. Dado que la activacion del AHR suprime la inmunidad antiviral
intrinseca, en consecuencia, se observo un aumento de la replicacion del ZIKV in vitro. Es
importante destacar que estos resultados también se confirmaron en un modelo murino (cepa
SJL) in vivo [99] . La inhibicidon farmacolégica de AHR con CH223191 o con HP163 (un
antagonista de AHR de segunda generacion), resulté en una reduccion de la replicacion de
ZIKV y mejor6 la microcefalia del recién nacido en el modelo murino [99].

El estudio de ZIKV en el contexto de AHR ha sido abordado en nuestro laboratorio.
Dicho trabajo, contiene los resultados que pusieron en evidencia el rol crucial que desempeina
AHR durante una infeccion por ZIKV en modelos in vitro e in vivo, y constituyen el pilar

fundamental que dio origen al tema, hipdtesis y objetivos de mi tesis doctoral.
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1AV

Virus de la
Influenza A

ZIKV

Virus Zika

HCV

Virus de la
Hepatitis C

HSV-1
Virus Herpes
Simplex tipo 1

HCMV

Citomegalovirus
humano

EBV

Virus Epstein
Barr

HHV-8

Herpes virus
humano tipo 8.

HPV

Virus del
papiloma
humano

HIV-1

Virus de la
Inmuncdeficiencia
Humana-tipo |.

SARS-CoV2

Coronavirus del
Sindrome
respiratorio agudo
severc- tipo 2

CB3

Virus
Coxsackie B3

JUNV

Virus Junin

MHV

Coronavirus murino.
Virus de la hepatitis
murino

CCoV

Ceoronavirus
canine

BHV1

Virus herpes
bovino tipo 1

RCMV

Citomegalovirus
de rata

NDV

Virus de la
enfermedad de
Newcastle

AHR: Rol pro-viral. Aumenta la replicacién viral y promueve el
desarrollo de cuadros clinicos mas severos.

AHR: Rol pro-viral. Aumenta la replicacion viral y promueve el
desarrollo de cuadros clinicos mas severos.

AHR: Rol pro-viral. Aumenta el ensamble y replicacion viral.

AHR: Rol controversial. La mayoria de los estudios indican que
AHR presenta un rol pro-viral. La activaciéon de AHR promoveria
una mejora en el cuadro clinico.

AHR: Rol pro-viral. Aumenta la replicacion viral.

AHR: Rol pro-viral. Aumenta la replicacién viral.

AHR: Rol pro-viral. Aumenta la replicacién viral.

AHR: Rol pro-viral. Aumenta la replicacion viral.

AHR: Rol controversial. La mayoria de los estudios indican que
AHR presenta un rol pro-viral, sin embargo un trabajo sugiere un
rol anti-viral.

AHR: Rol pro-viral. Aumenta la replicacion viral y promueve el
desarrollo de cuadros clinicos més severos.

AHR: Rol anti-viral. Disminuye |a replicacion viral.

AHR: rol pro-viral. Aumenta la replicacién viral.

AHR: rol pro-viral. Aumenta la replicacion viral.

AHR: rol pro-viral. Aumenta la replicacién viral.

AHR: rol pro-viral. Aumenta la replicacion viral.

AHR: rol pro-viral. Aumenta la replicacion viral.

AHR: rol anti-viral. Disminuye la replicacion viral.

Tabla 2. Rol de AHR durante infecciones por virus.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

HIPOTESIS DEL TRABAJO

El virus dengue (DENYV) activa la via de sefializacion del receptor de hidrocarburo de arilo
(AHR) como mecanismo de evasion al sistema inmune.

OBJETIVOS DEL TRABAJO

1. Demostrar el rol pro-viral o anti-viral de AHR durante una infeccion in vitro por DENV.
2. Explorar la posible interaccion de AHR con el factor de restriccion viral PML.

3. Investigar la posible interaccion de AHR con el factor pro-viral AxI.
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MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS BIOLOGICOS Y QUIMICOS

1. Células

.« A549

Linea celular de epitelio basal alveolar originada a partir de adenocarcinoma
pulmonar humano. Dentro de sus caracteristicas se puede mencionar que esta linea celular es
susceptible a la infeccion con flavivirus (DENV, ZIKV, etc) y la misma presenta una robusta
respuesta de interferén (IFN) frente a los mismos. Las células fueron cultivadas en medio
Eagle/ esencial minimo (MEM, GIBCO) complementado con 5% de suero de ternera (GIBCO)
y suplementado con 1mM de piruvato de sodio (Sigma), 2mM de L-glutamina (GIBCO) una
mezcla buffer compuesta por HCI/NaHCOs y con 50ug/ml de gentamicina. Las células fueron
cultivadas y mantenidas a 37°C en presencia de un 5% de CO». Las A549 fueron empleadas
para la mayoria de los procedimientos experimentales llevados a cabo durante el desarrollo de

la tesis doctoral.

« C6/36 HT

Linea celular proveniente de larvas de dedes albopictus adaptada a crecer a 33°C. El
medio de cultivo de eleccion para estas células es medio L-15 (Leibovitz, GIBCO)
complementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (SFB, Sigma) y suplementado con
0,3% de caldo triptosa fosfato, 0,02% de glutamina, 1% de solucién de aminoacidos no
esenciales MEM (GIBCO), 50pg/ml de gentamicina.Las C6/36 HT fueron empleadas para la

preparacion de stocks virales.

« Hek293T

Linea celular proveniente de tejido embrionario de riidn humano. Esta linea celular
es susceptible a la infeccion con DENV y la misma, presenta una robusta respuesta de
interferon (IFN) frente a infecciones virales y una adecuada tasa de transfeccion. Las células
fueron cultivadas en medio Eagle Dulbecco modificado (DMEM) complementado con 5% de
suero de ternera recién nacida (Gibco). asimismo, el medio fue suplementado con 50pg/ml de
gentamicina, HCl y NaHCOs. Las células fueron cultivadas y mantenidas a 37°C en presencia
de un 4-5% de CO2. Las Hek293T fueron empleadas para gran parte de los procedimientos

experimentales llevados a cabo durante el desarrollo de la tesis doctoral en el capitulo III.
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. U208

Linea celular proveniente de osteosarcoma humano.Las U20S son el modelo celular
empleado para el estudio de la proteina de la leucemia promielocitica (PML), proteina cuyo
estudio es abordado en el capitulo II de esta tesis doctoral. Dentro de sus cualidades cabe
destacar que esta linea celular presenta una adecuada tasa de transfeccion.Las células fueron
cultivadas en medio Eagle Dulbecco modificado (DMEM) complementado con 5% de suero
de ternera recién nacida (Gibco). Las células fueron cultivadas y mantenidas a 37°C en
presencia de un 4-5% de CO,. Las U20S fueron empleadas para gran parte de los

procedimientos experimentales llevados a cabo para el estudio de PML y AHR.

« Vero

Linea celular de epitelio renal originada a partir de tejido proveniente de mono verde
africano adulto. Esta linea celular cuenta con un defecto genético natural que les impide
producir IFN de tipo I (IFNa,p).Estas células son susceptibles a la infeccion por una gran
variedad de virus y su incapacidad de secretar IFN de tipo I las hace especialmente
interesantes para el estudio de la relevancia de dicha via de sefalizacion. Las células fueron
cultivadas en medio Eagle/ esencial minimo (MEM, GIBCO) complementado con 5% de
suero de ternera (GIBCO) y suplementado con ImM de piruvato de sodio (Sigma), 2mM de
L-glutamina (GIBCO) una mezcla buffer compuesta por HCI/NaHCOs y con 50ug/ml de
gentamicina. Las células fueron cultivadas y mantenidas a 37°C en presencia de un 5% de
COs.Las Vero fueron empleadas principalmente para realizar los ensayos de titulacion viral
por medio de la técnica estandar de formacidn de placas de lisis celular bajo metilcelulosa y
asimismo, fueron empleadas en experimentos destinados a evaluar la importancia de la via de

IFN de tipo I.

« Monocitos humanos

Cultivo primario de monocitos humanos (hMo) CD14+ provenientes de sangre entera
de donantes sanos. Los hMo fueron aislados y purificados a partir de células mieloides de
sangre periférica (periferic blood myeloid cells, PBMCs) haciendo uso de gradientes de Ficoll
para el aislamiento de los PBMCs seguida de una purificacion de los hMo CD14+ haciendo
uso de beads magnéticas y un subsecuente sorting de las mismas.Los procedimientos de
recepcion de las muestras humanas, aislamiento de PBMCs y purificacion de hMo CD14+
fueron realizados por el grupo del Dr. Eugenio Antonio Carrera-Silva del Instituto de
Medicina Experimental (IMEX) de la Academia Nacional de Medicina (ANM), con quién
recientemente establecimos una colaboracién en el marco del proyecto de investigacidon

abordado en el capitulo III de esta tesis doctoral. Una vez aislados y purificados los hMo
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CD14+, los mismas fueron resuspendidos en solucion fisioldgica y mantenidos en hielo para
el traslado a nuestro instituto. Posteriormente, se procedio a centrifugar las células a 300g
(300rct) por lapso de 5 min a temperatura ambiente y se resuspendié cuidadosamente las
células en Iml de medio fresco a temperatura ambiente. El medio empleado para la
resuspension y para el cultivo de los hMo fue RPMI complementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) GIBCO inactivo y suplementado con penicilina-estreptomicina. Tanto las
células como los medios empleados fueron provistos por el grupo del Dr.Carrera Silva. La
preparacion de microplacas para la realizacion de los ensayos con hMo se realizé sembrando
100.000-150.000 células/ pocillo en microplacas de 96 pocillos y 150.000-200.000 células/
pocillo en microplacas de 48 pocillos que ya contenian en su interior vidrios para realizar
posteriormente ensayos de inmunofluorescencia. Una vez realizada la siembra de las células,
se procedid a incubar las mismas por 16-24h a 37°C en atmosfera con 4-5% de CO2. Luego

de 16-24h de adherencia se procedio a comenzar los procedimientos experimentales.

3. Stocks virales

La obtencion de los stocks virales se realizo infectando la linea celular de mosquito
C6/36 y cosechando el sobrenadante de los cultivos a diferentes tiempos pi. Para el desarrollo
experimental se partié de un cultivo de C6/36 en el que la monocapa de células se encontraba
en estado confluente en botellas T25. El primer paso consistio en retirar el medio Leibovitz
con 10% de SFB que contenian las células. Luego de la remocion del medio, se procedioé a
inocular 500ul de un stock de: DENV-1, cepa HW (Hawaii); DENV-2, cepa (New Guinea C,
NGC); DENV-2, cepa Thailand/16681/1984; DENV-3, cepa Philippines/H87/1956; DENV-4,
cepa aislamiento 8124. A continuacion, las c€lulas se incubaron durante 60 min a 33°C para la
adsorcion viral. Posteriormente se retird el indculo viral y se reemplazo por 6ml de medio
Leibovitz fresco con 2% de SFB. Finalmente se incub¢ la botella durante una semana a 33°C.

La cosecha de los stocks se realizo desde el tercer dia (3dpi) al séptimo dia (7dpi) y
consistio en guardar el sobrenadante de cultivo a -80°C e incorporar 6ml de medio fresco al
cultivo luego de la cosecha. Cabe destacar que cada cosecha se realizando reservando 50ul de
muestra para realizar la titulacion viral. En la figura 7 se dispusieron micrografias
correspondientes a microscopia Optica de campo claro en la que se puede observar la
evolucion de la infeccion en cultivos de C6/36 HT infectados con DENV-2para producir

stock viral.
NOTA: todos los procedimientos experimentales que implicaron el trabajo con virus y la

manipulacion de muestras infectadas se llevaron a cabo con estrictas normas de bioseguridad

y trabajando en cabinas de bioseguridad nivel II(BSLII).
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Figura 7. Linea celular C6/36 HT en las condiciones no infectada(A), quinto dia post-infeccion (B) y
sexto dia post-infeccion (C) con DENV-2-. En las figuras B y C, se observa la formacion de los
sincicios caracteristicos de este tipo de infeccion. Aumento de 10X.

3. Drogas empleadas

Las drogas de eleccion son compuestos capaces de modular la actividad del AHR :
indoxilo sulfato de potasio o I3S (Sigma) y L-kynurenina (Sigma) que tienen capacidad de
actuar como un agonista del receptor en cuestion y por otro lado, CH223191(Tocris
Bioscience) que es un antagonista especifico del AHR. La preparacion de los stocks se realizo
por resuspension de la droga solida en dimetilsulfoxido (DMSO).En el caso de I3S y
kynurenina, las alicuotas fueron guardadas a -20°C, mientras que en el caso del antagonista,
las mismas se conservaron a -80°C. Se tomo especial recaudo en proteger dichas drogas de la
luz debido a que las mismas son fotosensibles.

Por otro lado, se empled R428 (Abcam), que es un antagonista selectivo de AxI. El
mismo fue resuspendido en DMSO. Por otro lado se emple6 poly 1:C (Sigma) resuspendido

en agua destilada estéril.

METODOS

1. Citotoxicidad de drogas

Ensayo de citotoxicidad por el método de cristal violeta. La eleccion del rango de
concentracion de las drogas a utilizar se realizod evaluando la viabilidad de los cultivos
celulares por microscopia optica frente a diferentes concentraciones de los compuestos que se
deseaban ensayar.L.os rangos de concentraciones elegidos para cada droga fueron: 50-600uM

en el caso de I3S y de 2-33uM para CH223191.
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Figura 8. Citotoxicidad de drogas moduladoras de AHR. Cultivos de A549 fueron tratados por 48h
con distintas concentraciones de I13S 6 de CH223191. El método elegido para la evaluacion de la
viabilidad celular fue el método del cristal violeta. Se grafica el porcentaje de viabilidad celular.

2. Titulacion viral

Para comenzar se sembraron células Vero de modo que la monocapa de células se
encuentre entre un 75-95% de confluencia al momento de realizar la titulacion. El primer paso
consistio en descongelar las muestras en hielo y preparar diluciones seriadas (1/10) en PBS
estéril de las muestras a evaluar. Las diluciones se mantuvieron en frio hasta ser inoculadas.
Luego, se retiro el medio de cultivo que contenian las células, se procedid a inocular
200ul/pocillo de cada dilucion realizada y se incubaron las células durante 60 min a 37°C en
atmosfera de CO: al 5%, procurando agitar la microplaca cada 15 min para evitar la sequedad
de los pocillos y distribuir el indculo viral en forma homogénea en toda la superficie del
mismo. Una vez transcurrida la hora de adsorcion, se retird la suspension viral de cada
pocillo y se reemplaz6 por 1ml de medio MEM con metilcelulosa al 1%.

Finalmente se incubo la microplaca durante una semana a 37°C en atmosfera de CO-
al 5%. Por ultimo, se fijaron las células con formol al 10%, se tifieron con cristal violeta y se
procedi6 a realizar el recuento de las placas de lisis en cada pocillo.El titulo viral se definio

como (UFP/ml).

3. Extraccion de ARN

La recoleccion de muestras para PCR se realizé cosechando las mismas en TRIzol (R)
(Invitrogen) y el protocolo de extraccion de ARN se realizé de acuerdo al manual de uso del
reactivo recomendado por el fabricante.

Brevemente, se procedid a descongelar las muestras a procesar a temperatura
ambiente y luego del descongelamiento se mezclaron con vortex por unos seg. Luego, se
colocaron 200ul/muestra de cloroformo frio (calidad analitica, Merck), se mezclo 3 veces por
inversion y se incubo las muestras en hielo por 3 min. Posteriormente, se centrifugaron las

muestras a 14.000g(rcf) por 15 min a 4°C.
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Consecutivamente, se tom6 cuidadosamente la fase acuosa (incolora) del tubo y se lo
coloco en un tubo nuevo. Luego, se colocd 375ul/muestra de isopropanol frio (calidad
analitica, Merck), se mezcld 3 veces por inversion cada tubo y se incubaron las muestras en
hielo por lapso de 10 min. El siguiente paso consistio en volver a centrifugar las muestras a
14.000g(rcf) por 10 min a 4°C. Transcurrida la centrifugacion, se removié cuidadosamente el
sobrenadante y se descartd. A continuacion, se resuspendio el sedimento en 750ul-
1000p]/muestra etanol al 75% (calidad analitica, Merck), se mezclé adecuadamente por
pipeteo y con vortex por unos seg y se procedio a centrifugar las muestras 14.000g(rcf) por 5
min a 4°C. Posteriormente, se removid cuidadosamente el sobrenadante y se volvio a
resuspender el sedimento en 750u1-1000ul/muestra etanol al 75%, se mezclé adecuadamente
por pipeteo y vortex y nuevamente se centrifugaron las muestras 14.000g(rcf) por 5 min a
4°C . Este segundo paso de lavado permitid obtener muestras de ARN de mejor calidad
analitica por contener menos concentracion de solventes.

Finalmente, se removio el sobrenadante por completo, se dejo evaporar el remanente
de solvente a temperatura ambiente y se procedio a resuspender el extracto en 30-40ul de H.0O
libre de RNAasa. Adicionalmente, se alicuotaron 2l de cada muestra en tubos nuevos para
realizar la cuantificacion de la concentracion de ARN y para evaluar la calidad del mismo por
Nanodrop (ThermoFisher). Las muestras de ARN se guardaron a -20°C hasta su

procesamiento.

3. Sintesis de cDNA

Para comenzar se procedio a descongelar y reservar las muestras de ARN en hielo.A
continuacion se prepar6 una mezcla de dNTPs (10mM) conteniendo cantidades iguales de
dATP,dCTP,dGTP y dTTP. Consecutivamente, se prepard la mezcla de reaccion , que para
cada muestra contiene: 1ul de enzima MMLV RT( 200UI, Promega), 5Sul buffer 5X de la
enzima, 2,5ul de la mezcla de dNTPs (10mM) y 1,5ul de H2O libre de RNAasa y DNAasa. La
mezcla de reaccion se homogeneiz6 adecuadamente por pipeteo y vortex y se reservo en hielo
hasta ser utilizada. Por otro lado, se procedid a preparar las muestras : se coloco en un tubo
nuevo 500ng de ARN (muestra a amplificar), 1,2pl de random primers (20pg/pl, Genbiotech)
y el volumen de H2O libre de RNAasa y DNAasa necesaria para que el volumen final del tubo
de reaccion sea 10ul, por muestra. Luego, se mezclaron correctamente los componentes del
tubo conteniendo la muestra por pipeteo y vortex y consecutivamente se incubo a 70°C por
lapso de 5 min en un termobloque. Transcurrida la incubacion, se colocaron los tubos con las
muestras en hielo por 5 min. A continuacion, se volvio a homogeneizar por vortex la mezcla
de reaccion, se procedio a adicionar 10ul de la misma por muestra de modo que el volumen

final del tubo de reaccion sea 20ul. Luego, se mezcld bien el contenido del tubo por
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pipeteo/vortex y se dejo en hielo hasta que el termobloque a utilizar alcanzara los 42°C. Se
realiz6 la incubacion de las muestras con la mezcla de reaccion a 42°C por 2h en un

termobloque. Finalmente se guard6 el cDNA resultante a -20°C.

5. RT-PCR cuantitativa y primers utilizados

Se empled la SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) fue utilizada. La
mezcla de reaccion consistio en 1pul de cDNA, DNA polimerasa GoTaq (5U/pl, Promega) y
primers especificos para amplificar los genes de interés. El volumen final de la mezcla de

reaccion fue de 25ul.Los pares de primers utilizados fueron los siguientes:

(1) p-actina (sentido: 5’- TTAGTTGCGTTACACCCTTTCTTG-3’; antisentido: 5’-
TCACCTTCACCGTTCCAGTTT-3’)

(2) ahr(sentido: 5’-ATCCTTCCAAGCGGCATAGAGACC-3’; antisentido: 5’-
CAAAGAAGCTCTTGGCTCTCAGG-3’)

(3) eyplal (sentido: 5°’- GAACTGCTTAGCCTAGTCAACCTG-3’; antisentido:
5’AGAATAGGGATGAAGTCAGCTGGG-3")

(4) cyp1bl (sentido : 5°- AACACCTCTGTCTTGGGCTACCAC-3’; antisentido:
5’TGGGTCATGATTCACAGACCACTGG-3")

(5) ax! (sentido 5' GTGTCAGCTCCAGGTTCAGG 3'; antisentido 5'
GCAGGGAGGTGATTCTGAGC 3')

(6) pmli(sentido 5° -TTGAGTAAACYRTGCTGCCTGTAGCTC-3’ ; antisentido 5°-
GGGTCTCCTCTAACCTCTAGTCCT-3”)

Los detalles del ciclo de PCR son los siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 2 min, seguido por35 ciclos de amplificacion constantes de 30 seg a 95°C,
aparcamiento a 58 °C durante 1 minuto, elongacion a 72 °C durante 1 minuto y un ciclo final
de 10 min a 72 °C. La deteccion se realiz6 utilizando un iCycler de Bio-Rad con el sistema de
deteccion de RT-PCR MyiQ2 de dos colores (Bio-Rad, Hercules, California, EE.UU.). Los
graficos de amplificacion se analizaron con el software Opticon Monitor 3.1 y se utilizo el
método comparativo de ciclo umbral (comparative threshold, Ct) para determinar la expresion

génica relativa respecto al gen de referencia celular elegido: B-actina.

6. Citometria de flujo (FACS)

Los ensayos destinados a recolectar muestras para citometria de flujo (FACS) se
llevaron a cabo en microplacas de 96 pocillos de fondo plano y en las mismas se procedio a

realizar la siembra de células A549 ( de modo de poseer una confluencia de un 90% al
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momento del ensayo) o se sembraron entre 100.000-150.000 monocitos humanos
(hMo)/pocillo. Una vez llevado a cabo el ensayo, se realizo al cosecha de las muestras. En
principio, se colocod la microplaca por 15min en hielo, posteriormente se removieron los
sobrenadantes, y se agreg6 100ul /pocillo de una solucion de PBS con 2% de SFB y EDTA
2mM. Se incub¢d la microplaca por 20 min en hielo y se cortd la reaccion por adicion de
100ul/pocillo de PBS con 2% SFB. Se mezcld suavemente por pipeteo y se comenzod a
realizar el levantamiento de las células por pipeteo constante y suave durante 3 min por
muestra. Las muestras fueron pasadas o bien a tubos limpios o bien a microplacas de 96
pocillos con fondo en V, de acuerdo al nimero de muestras a analizar. Una vez transferida
cada muestra, se colocé PBS en cada pocillo, y se corrobord bajo microscopio la correcta
recoleccion de todas las células de la monocapa. A continuacion, se realizé una centrifugacion
a 800g por 3min a 4°C, se descartaron los sobrenadantes con precaucion de no remover el
precipitado celular y se resuspendid cada muestra celular en 200ul/tubo(o pocillo) de PBS
con 2% SFB. Se mezcld hasta homogeneizar por pipeteo y se volvid a centrifugar a 800g por
3min a 4°C. Luego, se descartaron los sobrenadantes y se resuspendié cada precipitado
celular en 50ul/tubo de colorante de viabilidad Zombie Violet (1:1000 en PBS). Las muestras
se incubaron en ausencia de luz y en hielo por lapso de 30min. Posteriormente, se realizo un
lavado con 150ul/tubo de PBS y nuevamente se centrifugd las muestras a 800g por 3min a
4°C. Se descartaron los sobrenadantes y se fijaron las células con 100ul/tubo de una soluciéon
al 1% de paraformaldehido (PFA 1%). La fijacion se llevo a cabo en ausencia de luz y en
hielo por lapso de 20min. A continuacion se lavaron las células con 100ul/tubo de PBS y se
centrifugd las muestras a 800g por 3min a 4°C. Se descartaron los sobrenadantes, se repitio
este proceso de lavado una vez mas y finalmente, se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron los precipitados celulares en 200ul/tubo de PBS con 2% de SFB. Las muestras
fueron guardadas a 4°C, bien selladas para evitar la evaporacion y a resguardo de la luz hasta
ser procesadas por FACS.

El procesamiento de muestras por citometria de flujo fue llevado a cabo por el grupo
del Dr. Antonio Carrera Silva en el IMEX. El protocolo utilizado se detalla a continuacion.

Para todas las muestras se emplearon anticuerpos debidamente combinados y
dirigidos hacia los siguientes antigenos humanos de membrana e intracelulares: Axl
biotinilado (R&D Biosystems), Gas6 (de conejo antiGas6 humano ;Abcam). HLA-
DR(Biolegend), CD86 (Biolegend), CD40(Biolegend). Como anticuerpos secundarios se
utilizaron estreptavidina Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 488, y de burro anti-conejo Alexa
Fluor 488 o Alexa Fluor 647 (Biolegend). Para discriminar las células muertas de las vivas se

empleo el una dilucion 1/1000 del colorante de viabilidad Zombie Violet (Biolegend).
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En todas las marcaciones de antigenos de superficie realizadas las células fueron
resuspendidas en PBS con 5% de SFB para bloquear las interacciones inespecificas mediadas
por la fraccion constante del anticuerpo (Fc), durante 15 min a 4°C previo a la tincion. A
continuacion, las células fueron lavadas, y e incubadas con los anticuerpos correspondientes
diluidos en PBS con 2% de SFB. Las incubaciones fueron de 30 min a 4°C y en oscuridad.
Las células se resuspendieron en PBS para ser analizadas en el citometro de flujo, o bien se
permeabilizaron con Perm Wash (BD Biosciences) durante 20 min a 4°C, se bloquearon
nuevamente con PBS con 5% de SFB y luego se realizaron las incubaciones con los
anticuerpos para marcas intracelulares 30 min a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células
marcadas se lavaron, se resuspendieron en 200 ul de PBS y se analizaron mediante citometria
de fluyjo empleando un citometro FACS Canto I, [Becton Dickinson, Instituto de
Investigaciones Biomedicas en Retrovirus y SIDA (INBIRS), Facultad de Medicina, UBA] o
PartecCyFlow Cube 8 (Sysmex, IMEX, Academia Nacional de Medicina). Los datos

resultantes de la citometria de flujo fueron analizados con el software FlowJo v10, LLC.

7. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

El procedimiento experimental fue realizado a partir de las muestras previamente
fijadas con metanol por lapso de 10 min a -20°C 6 con PFA 4% entre 10-30min a temperatura
ambiente. Una vez removido el fijador,las células fueron lavadas 2-3 veces con PBS y
guardadas a 4°C en PBS fresco estéril hasta su procesamiento.

Para comenzar, se lavaron los vidrios en que estaban fijadas las muestras con PBS
fresco durante 5 min a 120-130rpm a temperatura ambiente, se descarto el PBS utilizado para
el lavado y se puso a las células en contacto con el anticuerpo primario; un anticuerpo
monoclonal de raton (modelo 9202, Abcam) que es capaz de reconocer el antigeno E viral
(anti-E), o anti-AHR(de conejo anti AHR humano) (GeneTex; dilucion 1:100) o anti-PML(de
raton anti PML humano clon E11; dilucion 1:25). Se hizo uso de 20ul de una dilucion en PBS
1/300 del anticuerpo anti-E. Se Incubo los vidrios por lapso de 60 min a temperatura ambiente.
Luego, se lavaron los con PBS fresco durante 5 min a 120-130rpm a temperatura ambiente;
este procedimiento se repitio tres veces. Posteriormente, se coloc6 el anticuerpo secundario:
un anticuerpo capaz de reconocer IgG de raton (anti-IgG-raton) que se encuentra conjugado a
un fluorocromo (Alexa 488; Invitrogen). Se hizo uso de 20ul de una dilucion en PBS 1/300
del anticuerpo y éste, se incubd durante 30 min a temperatura ambiente en oscuridad.
Nuevamente se realizaron tres lavados con PBS fresco durante 5 min a 120-130rpm a
temperatura ambiente y finalmente, se realiz6 el marcado de los nucleos celulares con 20ul de
diclorhidrato de 4’°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) que fue utilizado en una dilucion 1/1000

y que se dejo tifiendo durante 5 min a temperatura ambiente, a oscuras y luego se realizaron
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tres lavados con PBS fresco durante 5 min a 120-130rpm a temperatura ambiente. Por ultimo,
se realizd el montaje de los cubreobjetos en un portaobjetos con 3ul de 1,4-diazabiciclo
octano (DABCO) al 2,5%. Cuando el protocolo fue llevado a cabo durante una pasantia en

Alemania las muestras se montaron empleando ProLong GOLD con DAPI.

ID Antigeno Especie y clonalidad | Dilucion Marca
1 Proteina de gnyoltura Ede Raton, monoclonal 1:300 Abcam
flavivirus
2 AHR humano Conejo, policlonal 1:50 GeneTex
3 Pan-PML Raton, monoclonal 1:25 S anta Cruz
Biotechnology
4 Nucleolina Humano, suero 11 1:200 Disponible en FLI

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en IFI.

8. Transfeccion

La misma fue llevada a cabo siguiendo estrictamente las recomendaciones del
fabricante de cada kit de transfeccion empleado. En el caso de los ensayos realizados con
motivo de expresar en forma exdégena AHR y PML, se empled la linea celular U2-OS y el
reactivo de transfeccion seleccionado fue FUGENE. La transfeccion se realizd por 24h y
posteriormente se procedio a fijar los cultivos transfectados y procesar para IFI. En el caso de
los ensayos realizados con plasmidos reporteros del promotor de Axl, cultivos celulares de
Hek293T fueron co-transfectados con un plasmido reportero del promotor de Axl (AxI-
promotor-luciferasa)y con un plasmido control y utilizando Lipofectamina 2000

(ThermoFisher) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

9. Plasmidos empleados para la expresion exogena de AHR y PML

Los plasmidos empleados para llevar a cabo la expresion exdgena de las distintas
isoformas de PML (I-VI) fusionadas a la proteina roja fluorescente monomérica (red
fluorescent protein, RFP, rfp), fueron gentilmente provistas por el Dr. Peter Hemmerich del
Core Facility Imaging (CFI), Fritz Lipmann Institute (FLI) de Jena,Alemania. Los plasmidos
fueron creados a partir del reemplazo de una secuencia de ADN codificante para la proteina
verde fluorescente (enhanced green fluorescent protein, eGFP) por la secuencia de ADN
codificante de RFP en un pldsmido que ya contenia dicha marca verde fluorescente fusionada
a PML (I-VI). El clonado de RFP en el plasmido, fue realizado mediante la utilizacion de los
sitios unicos de restriccion Agel y BsrGl en los plasmidos eGFP-PML originales. En la
Figura 9 se puede observar los mapas de los plasmidos rfp-PML LIILIV,V y VI utilizados en
esta tesis doctoral.

El plasmido codificante para AHR (pEGFP-C1-hAHR, EGFP-AHR) presentaba la

secuencia del AHR humano fusionada a la proteina fluorescente verde (enhanced green
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fluorescence protein, EGFP). El mismo, fue gentilmente obsequiado por el Dr. Gordon Hager
cuyo laboratorio pertenece al National Institutes of Health (NIH), Bethesda, Maryland,
EE.UU. El mapa del plasmido descrito en [127]se puede observar en la Figura 9.
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Figura 9. Mapa de los plasmidos empleados para la expresion exégena de PML y AHR. (A)
Plasmido en el que fueron clonados las secuencias de ADN codificantes para (C) PMLI, (D) PML III,
(E) PML 1V, (F) PML V y (G) PMLVI. (B) Plasmido en el que fue clonada la secuencia de ADN
codificante para (H) AHR humano. Esta Figura fue organizada y adaptada con fines ilustrativos para
esta tesis doctoral, a partir de informacion disponible en los trabajos de Weidtkamp-Peters et al.2008 y
Elbi et al., 2002.
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10. Microscopia y microscopios empleados

Se emplearon los siguientes microscopios:

a) Microscopio de fluorescencia Olympus BX61.IQUIBICEN-UBA-CONICET

b) Microscopios ApoTome V y ApoTome VI (Zeiss). Sistema Axiovert 200 ApoTomes; 2x
invertido, 3x upright (seccionamiento 6ptico con iluminacidon estructurada, analisis de
co-localizacion, 2D, 3D, mediciones de distancia, mosaico de secciones de tejido). CFI-
FLI,Jena,Alemania.

¢) Microscopio Leica TCS SP8 STED-3X (Microscopia de superresolucion de emision
estimulada).CFI-FLI,Jena,Alemania.

11. Analisis y cuantificacion de imdgenes

El analisis de imagenes se llevo a cabo haciendo uso del siguiente diagrama de flujo
para asegurar una evaluacion objetiva y equivalente para todas las muestras (Figura 10).

Para la cuantificacion del niimero y tamario de PML-NBs por célula, a partir de cada
Z-stack de cada condicion, se procedid a generar proyecciones de intensidad maxima
(maximum intensity projections, MIP) empleando el software Zen Blue 3.2 Lite. Para ello, se
empled la herramienta que permitia definir el diametro de cada PML-NB y de acuerdo a su
tamafio se procedia a contarlo o no. Dicho procedimiento se realizd6 manualmente, registrando
para cada PML-NB de cada nicleo de cada célula el didmetro y asignandole a cada PML-NB
una identidad (Figura 10).

Para la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia, a partir de cada Z-
stack de cada condicidn, se procedid a generar proyecciones de intensidad intermedia
(average intermediate projections, AIP) empleando el software FIJI. Una vez producidas las
AIP, se realizo la cuantificacion de intensidad media de fluorescencia (IMF). Para ello, se
empled la herramienta de seleccion libre de FIJI, para la determinacion manual de la
fluorescencia en citoplasma y en la célula total, para cada célula y cada imagen. Cabe destacar
que para evitar solapamiento de medidas entre célula y célula, en el caso de existir
solapamiento de citoplasmas, se realizaba un seccionamiento manual, definiendo lo mas
rigurosamente posible la dimension de cada célula, para no cuantificar por duplicado la
fluorescencia y no atribuirsela a dos células en simultaneo (Figura 10).

Por otro lado, para la determinacion de la IMF a nivel nuclear, se optd por realizar
una cuantificacion semiautomatica de la IMF mediante la generacion de una mascara binaria a
partir de los nucleos de las células a cuantificar. Para ello, se partio de la AIP correspondiente
y se realizO una separacion de los canales de la imagen. Una vez obtenidas imagenes

separadas del canal correspondiente a los ntcleos (DAPI) y una por separado de la proteina a
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cuantificar (AHR, canal verde), se procedio a armar la mascara binaria (MB) con la imagen
de los nucleos.

Brevemente, el proceso consistid en tomar la imagen del canal de DAPI, pasarla
escala de grises y duplicar imagen. A continuacion, se siguié trabajando con la copia.
Posteriormente se aplico un filtro gaussiano de 0,5 para reducir ruido de fondo. Luego, se
invirtieron los colores de la imagen y se utilizo la herramienta de control de brillo y contraste,
para mejorar la definicion pero sin aplicar el cambio para no modificar los pixels de la imagen.
Consecutivamente, se selecciond y aplico un algoritmo para filtrar lo que deseo que
corresponda a la mascara binaria, en este caso los nucleos. En esta tesis doctoral fue utilizado
el threshold Huang, que es ampliamente utilizado para seleccion de nucleos. Con dicho filtro,
se seleccionaron intensidades del umbral y se gener6 la mascara binaria (MB) cruda o
primaria. Luego, se procedidé a mejorar la MB para llenar posibles huecos y separar posibles
nicleos que se encuentren solapados. Una vez determinado que la MB selecciona
efectivamente nticleos separados, se hace uso de la herramienta para filtrar particulas de un
rango compatible con nucleos celulares y producir el ROI manager (region of interest, ROI).
Una vez creado el ROI manager, que en términos sencillos, constituye la plantilla con la que
se procedera a analizar cada nicleo definido y que permite atribuir a cada célula una identidad,
se selecciona la imagen a cuantificar y se aplicar el ROI manager en esa imagen. En este
punto, es importante corroborar que delimite los nucleos correctamente. Finalmente, se
definen las variables a cuantificar, se mide y exportar los datos. Por ultimo, se realiza
mediciones de intensidad de fluorescencia del fondo (background) en al menos tres regiones
que no presenten células, se promedian valores y restan de los valores de IMF para obtener
valores corregidos. En la Figura 10 se diagrama el procedimiento mencionado y en la Figura
11 se visualizan las imagenes de los cambios que va atravesando la imagen utilizada para
generar la mascara binaria y llegar al ROI manager aplicado en la imagen a cuantificar. Los
software utilizados para el analisis de imagenes fueron variados: Zen Blue 3.2 Lite, FIJI y

LAS X (para imagenes de microscopia STED de super resolucion).
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Analisis de imagenes a partir de capturas de Z-Stacks
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Figura 10. Diagrama de flujo del proceso de analisis de imagenes.
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Figura 11.Cuantificacién semiautomatica de intensidad media de fluorescencia nuclear
con FIJI. (A) Imagen del canal correspondiente a los nucleos de la figura a cuantificar.(B)
Micrografia de nucleos en escala de grises luego de la aplicacion del filtro gaussiano para
reducir ruido de fondo e invertir colores de la imagen. (C) Imagen con los colores invertidos.
(D) Micrografia con aumento de contraste sin aplicar el cambio para no modificar los pixels
de la imagen. (E) Threshold Huang para seleccion de nucleos. (F) Aplicacion del filtro Huang
y creacion de mascara binaria (MB).(G) MB mejorada, con filtrado de particulas y generacion
del ROI manager (se visualiza como linea amarilla que delimita nucleos).(H) Imagen del
canal correspondiente a la proteina a medir, en este caso AHR (verde) con ROI manager
incorporado y la seleccion de las regiones a cuantificar.

12. Estadistica

Las diferencias entre los grupos analizados se comprobaron mediante una prueba T
(T- test) two-sided 6 One-way ANOVA seguido de la prueba post-hoc de Tukey (para
comparar las medias de todos los tratamientos entre si) o un ANOVA unidireccional seguido
un post-test de Dunnet (cuando se comparan todas las medias con una media de control),
como se indica en las leyendas de las figuras de cada experimento. Un valor P < 0,05 se

considerd significativo.
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DISENOS EXPERIMENTALES

1. Ensayos antivirales

El ensayo consistio en realizar una infeccion de un cultivo celular previamente tratado
con diferentes concentraciones de las drogas a ensayar y al cabo de 24h 6 48h de infeccion
realizar la recoleccion de las muestras a evaluar.

Para el desarrollo experimental, se prepararon microplacas de 24 pocillos en las que
en cada pocillo se tenia un cultivo de células A549, en el que la monocapa de células se
encontraba en estado confluente. El primer paso consistio preparar las diluciones de las
drogas a evaluar. Se realizaron diluciones de 13S en MEM suplementado con 50ul/ml de
gentamicina, suero de ternero al 1,5% y una mezcla buffer de HCl y NaHCO:s. Las diluciones
se mantuvieron en frio hasta ser administradas. Luego, se retir6 medio de cultivo que
contenian las células y se procedio a inocular 350ul de cada dilucion realizada en los pocillos
que se fueran a pre-tratar con agonista; en los pocillos restantes se colocaron 350ul del medio
con el que realizaron las diluciones. Se incubd las células durante 24h a 37°C en atmosfera de
CO: al 5%. Transcurridas 22h de tratamiento con agonista, se prepararon diluciones de
CH223191 en MEM suplementado con 50ul/ml de gentamicina, 1,5% de suero de ternero y
una mezcla buffer de HCl y NaHCOs. En todo momento se mantuvo las diluciones en frio y
en oscuridad. Posteriormente, se retird y reservo el medio de cultivo que contenian las células
y se procedi6 a dispensar 350ul de cada dilucion realizada en los pocillos que se fueran a pre-
tratar con antagonista. Se incubo las células durante 90 min a 37°C en atmoésfera de CO- al
5%. A continuacion,se procedid a realizar la resuspension del stock viral en medio MEM
suplementado con 50pul/ml de gentamicina, suero de ternero al 1,5% y una mezcla buffer de
HCI y NaHCOs. La misma se preparé de modo que al dispensar 200ul por pocillo la
multiplicidad de infeccion (MOI) fuera de 0,5. Una vez que ha transcurridoel tiempo de pre-
tratamiento con el antagonista, se removieron y reservaron los sobrenadantes que contenian
las diluciones de las drogas, se colocd en cada pocillo 200ul de la suspension viral y se
incubd las células durante 60 min a 37°C en atmoésfera de CO- al 5%, procurando agitar la
microplaca cada 15 min para evitar la sequedad de los pocillos y distribuir el indculo viral en
forma homogénea en toda la superficie del pocillo. Finalmente, se removi6 la suspension viral
de cada pocillo y se reincorporaron los medios reservadospreviamente que contenian los
tratamientos con agonista y antagonista. Se incubd la microplaca durante 24h a 37°C en
atmosfera de CO: al 5%.La toma de muestra implico la recoleccion de los sobrenadantes de
los cultivos, que fueron guardados a -80°C hasta su procesamiento. Los mismos se emplearon
para titulacién viral por medio del método estdndar de formacion de placas de lisis bajo metil

celulosa (UFP/ml). Por otro lado, a partir de cubreobjetos que contenian monocapas de
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c¢lulas pre-tratadas e infectadas, se practicaron inmunofluorescencia indirecta (IFI) y
finalmente, a partir de las monocapas celulares levantadas con TRIZol, se realizé una RT-
PCR en tiempo real.

NOTA:Para los ensayos destinados a procesarse por FACS, la MOI empleada para A549 fue
de 0,01. Los ensayos con monocitos se realizaron mediante los mismos procedimientos
experimentales, variando las drogas y recolectando al momento de la cosecha los
sobrenadantes de los cultivos y cosechando las células para andlisis por FACS y con una

MOI=0,02.

2. Ensayos de expresion exdgena de proteinas

Se llevo a cabo la transfeccion de codificantes para egfpAHR, rfpPML(LILIV,V y
VI) y egfpNSS5. Para ello, células U20S fueron transfectadas con los plasmidos haciendo uso

del reactivo FuGENE (Promega) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

3. Ensayos reporteros de actividad de promotor

Se procedid a realizar ensayos con un sistema reportero que permitiera evaluar el
impacto de AHR sobre la expresion de Axl in vitro. Para ello, cultivos celulares de Hek293T
fueron co-transfectados con un plasmido reportero del promotor de Axl (Axl-promotor-
luciferasa)y con un plasmido control y utilizando Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Luego de la transfeccion, las células fueron tratadas
por lapso de 24h con moduladores de AHR y finalmente se realizdo la medicion de la
luminiscencia. La actividad Luciferasa fue medida utilizando el sistema comercial BioLux
Gaussia Luciferase Assay Kit (New England Biolabs) mientras que la actividad Renilla
luciferasa fue determinada usando el kit Renilla Luciferase Assay System (Promega).

Finalmente, la actividad Gaussia Luciferasa fue normalizada respecto de la de TK Renilla.

Plasmido Marca Catalogo
. . Control: pGL4.54[luc2/TK]
Ctrol-Luciferase (firefly) plasmid Promega Vector ES06A

AxI promoter-Luciferase (gaussia)

plasmid GeneCopoeia HPRM43823-PG02

Tabla 4. Plasmidos empleados en ensayos reporteros de actividad de promotor de Axl.
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CAPITULO I

RESULTADOS

1. DENYV activa la via de sefializacion de AHR durante la infeccion

El primer paso para el estudio de la relevancia de la via de sefializacion de AHR
durante una infeccién por DENV consistio en evaluar el estado de la via de AHR durante la
infeccion. Para ello, células A549 fueron infectadas con DENV-2 (MOI=0,5). Luego de 24h
post-infeccion (hpi), las células fueron cosechadas para procesar por RT-gPCR y se determind
los niveles de ARNm de AHR y de CYP1A1, que es un gen blanco canénico de AHR. Dado
que AHR es un factor de transcripcion, uno de los métodos para la determinacion de su
actividad consiste en evaluar la expresion de al menos uno de sus genes blanco.

Los resultados obtenidos indican que células infectadas con DENV-2 presentan un
aumento de la expresion del ARNm de AHR y de CYP1A1l, a 24hpi (Figura 11). Estos
resultados constituyen la primera evidencia que demuestra que la via de sefializacion de AHR

se encuentra activada durante una infeccion por DENV.
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Figura 11. La via de AHR se encuentra activada durante la infeccion por DENV.Células A549
fueron inoculadas con vehiculo (mock) o con DENV-2- (MOI=0,5). Luego de 24h se cosecharon las
muestras de monocapas celulares para procesarse por RT-qPCR. Se determinaron (-actina, AHR y
CYP1ALl. Se grafico la media +SEM del cambio total de ARN respecto del control de tres ensayos
independientes (veces de cambio). El andlisis estadistico se llevd a cabo por T-test no apareado de dos
colas con un intervalo de confianza del 95%. p valor *<0,05.

2. DENV aumenta la expresion de AHR durante la infeccion y promueve su
translocacion del citoplasma al nucleo

El siguiente paso de nuestra investigacion consistio en la evaluacion del impacto de la
infeccion por DENV en los niveles de expresion de AHR a nivel de proteina. Este estudio se
llevo a cabo mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) en el laboratorio del
Dr. Peter Hemmerich del Core Facility Imaging (CFI), Fritz Lipmann Institute-Leibniz

Institut fiir Alternforschung, Jena,Alemania.
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En primer lugar se llevé a cabo la optimizacion de la marca de AHR para su
deteccion en células A549 en condiciones basales; sin presencia de infeccion. Cabe destacar
que este paso fuefundamental. Nos permitié no so6lo definir las mejores estrategias de tincion
para IFI y determinar el estado de AHR en condiciones basales, sino que ademas, hasta el
momento en nuestro laboratorio no habia sido posible poner a punto la deteccion de AHR con
distintos anticuerpos empleados anteriormente (Ver seccion materiales y métodos). Una vez
definidas las condiciones optimas de tincion, se procedio a investigar el comportamiento de
AHR durante la infeccion. Con motivo de evaluar los niveles de expresion proteicos y el
trafico celular del AHR durante la infeccion, células A549 fueron inoculadas con medio
(mock) o infectadas con DENV-2 (MOI =0,5). Al cabo de 24h, las células fueron fijadas y
procesadas por inmunofluorescencia indirecta. A partir de cada muestra, se adquirieron
capturas de Z-stacks con el microscopio ApoTome VI (Zeiss).

Para comenzar, se observo que células infectadas con DENV-2 no so6lo presentan
mayores niveles de intensidad media de fluorescencia (IMF) de AHR (Figura 13 A-B), sino
que también muestran mayores niveles de IMF en el niicleo (Figura 14). Teniendo en
consideracion que la IMF es directamente proporcional al contenido proteico de AHR, estos
resultados indican que células infectadas con DENV-2 exhiben un aumento de AHR a nivel
de proteina a 24hpi. Asimismo, los resultados obtenidos describen que DENV es capaz de
desencadenar el desplazamiento nucleo-citoplasma a 24hpi, observado como un aumento de

IMF a nivel nuclear (Figura 14).

Figura 13. AHR durante la infeccién por DENV. Células A549 fueron (A) No infectadas (mock) o
(B) Infectadas con DENV-2- (MOI=0,5) por 24h. A continuacion, las muestras fueron fijadas con PFA
4% por 20-30 min a temperatura ambiente y procesadas para IFI. AHR fue tefiido en verde mientras
que los ntcleos fueron tefiidos con DAPI. Los vidrios fueron montados con ProLong GOLD (R)con
DAPI. Las imagenes fueron adquiridas con microscopio ApoTome VI (Zeiss). Las micrografias
corresponden a proyecciones de intensidad promedio (Average intensity projections, AIPs) generadas a
partir de Z-stacks. La barra de escala corresponde a 20pum en todas las imagenes. Aumento 630X.
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Figura 14. Cuantificacion de los niveles de AHR en el nicleo durante la infeccion por DENV.
Células A549 fueron no infectadas (mock) o infectadas con DENV-2(MOI=0,5) por 24h. A
continuacion, las muestras fueron fijadas con PFA 4% por 20-30 min a temperatura ambiente y
procesadas para IFI. Las imagenes fueron adquiridas con microscopio ApoTome VI (Zeiss). A partir de
los Z-stacks se generaron proyecciones de intensidad promedio (AIPs) que fueron empleadas para
realizar la cuantificacion semiautomatica de la intensidad media de fluorescencia (IMF) a nivel nuclear
mediante FIJI (Image J). Los resultados corresponden a la medida de IMF de mas de 260 células por
tratamiento. Se graficd la media de IFM +SEM. El andlisis estadistico se llevo a cabo por T-test no
apareado de dos colas con un intervalo de confianza del 95%. p valor ***<0.0001. Los métodos de
cuantificacion empleados se describen en detalle en la seccion de Materiales y Métodos.

3. DENYV promueve la translocacion de AHR al nucleo durante etapas tempranas
de la infeccion

Con el objetivo de realizar un estudio mas profundo del trafico intracelular de AHR
durante la infeccion por DENV, se procedié a evaluar si la infeccion por DENV era capaz de
desencadenar la translocacion nticleo-citoplasma en las primeras etapas de la infeccion. Para
ello, las células A549 fueron inoculadas con medio (mock) o infectadas con DENV-2
(MOI=0,5) durante 0, 10, 15 o 30 min. A continuacion, se fijaron las células y se procesaron
por inmunofluorescencia indirecta. Se obtuvieron Z-stacks de cada muestra con el
microscopio ApoTome VI (Zeiss) (Figura 15).

Los resultados obtenidos indican que al cabo de 30 min de infeccion, hay un aumento
de los niveles de IMF dentro del nucleo en comparacion con el control (Figura 16). Estos
resultados sugieren que la infeccion por el DENV es capaz de desencadenar la translocacion
del AHR del citoplasma al nicleo en las etapas tempranas del ciclo de multiplicacion viral:
adsorcidn, internalizacién y/o desnudamiento.

En conjunto, estos resultados indican que la infeccion por DENV no soélo activa la via
de senalizacion de AHR, sino que también aumenta los niveles de expresiéon de AHR a las
24hpi y ademas desencadena el desplazamiento citoplasma-nucleo en las primeras etapas de

la infeccion.
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Figura 15. AHR durante etapas tempranas de la infeccion por DENV. Células A549 fueron (A) No
infectadas (mock) o Infectadas con DENV-2(MOI=0,5) por (B) 10 min post infeccion (mpi), (C)
15mpi o (D) 30mpi. A continuacion, las muestras fueron fijadas con PFA 4% por 20-30 min a
temperatura ambiente y procesadas para IFI.AHR fue tefiido en verde. El ntcleo fue tefiido con DAPI .
Los vidrios fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las iméagenes fueron adquiridas con
microscopio ApoTome VI (Zeiss). Las micrografias corresponden a proyecciones de intensidad
promedio (AIPs) a partir de Z-stacks. La barra de escala corresponde a 20pum en todas las
imagenes.Aumento 630X.

Figura 16. Cuantificacion de los niveles

AHR/ntcleo de AHR en el nicleo durante etapas

tempranas de la infeccion por DENV .

wxx Células A549 fueron no infectadas (mock)

810%% i ] o infectadas con DENV-2(MOI=0,5) por

il 10,15 6 30mpi. A continuacion, las
muestras fueron fijadas con PFA 4% por
20-30 min a temperatura ambiente y
procesadas para IFI. Las imagenes fueron
adquiridas con microscopio ApoTome VI
(Zeiss). A vpartir de los Z-stacks se
generaron proyecciones de intensidad
, promedio (AIPs) que fueron empleadas
Mock ~ 10mpi  15mpi  30mpi para realizar la cuantificacion
semiautomatica de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) a nivel nuclear mediante FIJI (Image J). Los resultados corresponden a la medida
de IMF de al menos 50 células por tratamiento. Se graficd la media de IFM =SEM. El analisis
estadistico se llevd a cabo por one-way-ANOVA seguido por Tukey’s post-test . P valor < 0,05 se
consider6 significativo vs. el mock o el tratamiento correspondiente (indicado por una barra). Los
métodos de cuantificaciéon empleados se describen en detalle en la seccion de Materiales y Métodos.
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4. El tratamiento con ARN sintético altera la expresion de AHR

Con el objetivo de dilucidar en mayor profundidad los posibles mecanismos subyacentes
involucrados en la activacion de AHR durante una infeccion por DENV, se procedio a
realizar ensayos en los que cultivos celulares de Hek293T fueron tratados o transfectados con
poly I:C, un analogo de ARN activador de la via de TLR3, que permite emular en forma
simplificada una infeccion por un virus con genoma de ARN.

En estos ensayos en particular se optd por hacer uso de la linea celular Hek293T debido a
que la misma presenta una adecuada activacion de la via de interferon, de la misma manera
que A549. Por otro lado, es una linea celular que es susceptible a la infeccion por DENV y
finalmente por ser una linea celular que presenta una tasa se transfeccion adecuada y que nos
permitio evaluar con mejor rendimiento el efecto de la transfeccion de poly I:C.

En primer lugar se optod por comenzar realizando tratamientos a cultivos celulares de
HEk293T con tres concentraciones de poly I:C basandonos en informacion obtenida de

bibliografia (Figura 17A).
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Figura 17. El tratamiento con poly I:C activa la via de sefializacion de AHR en forma dosis-
dependiente . (A)Cultivos celulares de Hek293T fueron no tratados o tratados con distintas
concentraciones de poly I:C (10,20 6 50ug/ml) por 24h. A continuacion, las las monocapas celulares
fueron procesadas para RT-qPCR. Los genes evaluados fueron AHR, sus genes blanco canonicos
CYP1A1l y CYPIBIl.se grafico la media +SEM.Cultivos celulares de Hek293T fueron no tratados,
tratados con poly I:C (20pg/ml) o transfectados con poly I:C por 12h(B) 6 24h(C). A continuacion, las
las monocapas celulares fueron procesadas para RT-qPCR. Los genes evaluados fueron AHR, sus
genes blanco candénicos CYP1A1 y CYP1BI se grafico la media +SEM
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Los resultados obtenidos permitieron evidenciar que la administracion de poly I:C en
forma de tratamiento es capaz de inducir la expresion del ARNm de AHR y de sus genes
blanco CYP1A1 y CYPIBI. En particular, este resultado se observo con el tratamiento con
poly I:C (20pg/ml) poniendo de manifiesto que poly I:C es capaz de incrementar los niveles
de ARNm de AHR y CYP1AI de forma dependiente de la dosis (Figura 17A). Por otro lado,
el aumento de CYP1AL1 (principalmente) tras el tratamiento con poly 1:C también revela que
el andlogo de ARN desencadena la activacion de AHR (Figura 17A). Por estos motivos, se
decidi6 que los subsiguientes ensayos que involucraran el tratamiento con poly L:C se
llevarian a cabo con la concentracion 20ug/ml.

Con motivo de evaluar posibles diferencias entre el tratamiento con poly I:C y la
transfeccion con este analogo de ARN, cultivos celulares de Hek293T fueron tratados o
transfectados con poly I:C por 12h 6 24h. Posteriormente, las células fueron cosechadas y
procesadas por RT-qPCR con el objetivo de evaluar la potencial activacion de la via de AHR.
Los resultados se visualizan en la figura 17B.

Los ensayos de tratamiento y transfeccion de poly I:C, permitieron confirmar que
efectivamente poly I:C es capaz de activar la via de sefializacion de AHR, incluso a las 12h
(Figura 17B). Si bien, la transfeccion de poly I:C aumentd en mayor medida la activacion de
AHR, el tratamiento con el mismo también presento esta capacidad, y si bien la amplitud de
la activacion no fue tan marcada, permite evaluar el fendmeno en cultivos celulares que son
dificilmente transfectables como lo son las células A549. Con lo cual, la posibilidad de
apreciar este fendmeno con un tratamiento con poly I:C, permite ampliar el repertorio de
experimentos a realizar en nuestras lineas celulares de interés, ya que ademas, los procesos de
transfeccion suelen ser nocivos para las células.

Varios trabajos indican que las vias de AHR y de los receptores de tipo Toll (TLR),
interactiian entre si y se contra-regulan [81,128]. De hecho, no solo se ha reportado que la
activacion de TLR promueve un aumento de la expresion de AHR [81], lo cual a su vez
generaria una mayor sensibilidad frente a los efectos de ligandos de AHR [128], sino que
ademas, AHR actuaria como un supresor de la via de sefializacion de TLR [81]. En particular,
se ha descrito que AHR es capaz de modular la actividad de TLR3 [128,129]. TLR3 es un
receptor de reconocimiento de patrones (PRR) fundamental de la respuesta inmune innata que
reconoce ARN simple cadena (sc) y consecuentemente de disparar una respuesta inflamatoria
acorde al estimulo censado.

La evidencia cientifica mencionada previamente nos permite explicar nuestros
hallazgos al realizar el ensayo con distintas concentraciones de poly I:C. Los resultados
sugieren que la activacion de AHR observada luego de la administracion de poly I:C, seria

mediada por una activacion de TLR3, que consecutivamente, induciria la activacion de AHR.
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Este resultado, nos parecié muy interesante por permitirnos abordar una nueva rama
de la activacion de AHR durante la infeccion por DENV. Hasta el momento, habiamos
podido describir que durante la infeccion por DENV, AHR era activado y dicha activacion le
permitia una mejor replicacion a nivel celular, sin embargo restaba profundizar en los
potenciales mecanismos se encontraban asociados a dicha activacion.

Estos resultados en conjunto, nos permiten plantear que una de las rutas mediante las
cuales AHR es activado durante una infeccion por DENV puede ser a través de la via:
ARNsc-TLR3-AHR.

Los resultados descritos hasta el momento nos permitieron poner en evidencia que la
via de sefializacion de AHR se encuentra activada durante la infeccion por DENV in vitro.
Con motivo de estudiar el posible rol de AHR durante una infeccion por DENV, se procedio a
llevar a cabo procedimientos experimentales en los que se estudid el impacto de la

modulacion farmacologica de AHR en la replicacion viral.

5. La modulacion farmacologica de AHR impacta en los niveles del genoma viral
durante una infeccion por DENV

El primer paso para abordar el estudio del rol de la via de sefializacion de AHR
durante una infecciéon por DENV consistio en la seleccion de compuestos capaces de modular
la actividad de AHR vy, subsecuentemente la determinacion de las condiciones de trabajo
experimentales Optimas. Lo primero que se realizo, fue la determinacion de los rangos de
concentracion de las drogas a emplear a través de un ensayo de citotoxicidad de compuestos
mediante el método de determinacion de la viabilidad celular con cristal violeta. Una vez
determinados dichos rangos, se procedio a evaluar la capacidad de activar o de inhibir a AHR
en particular de las concentraciones de las drogas seleccionadas haciendo uso de RT-qPCR.
Los protocolos y resultados de procedimientos de optimizacion de condiciones
experimentales se detallan en la seccidn Materiales y Métodos.

Considerando que DENV-2 activa AHR durante la infeccidon y que en nuestro grupo
se ha podido determinar que AHR desempeia un rol pro-viral durante una infeccion por el
flavivirus Zika, la probabilidad de que AHR también se encontrara cumpliendo un rol pro-
viral durante la infeccion por DENV era muy alta.

Con el objetivo de estudiar el potencial rol pro-viral de AHR durante la infeccion por
DENYV, se llevo a cabo un ensayo antiviral. Para ello, cultivos celulares fueron tratados por
un determinado tiempo con distintas concentraciones de un antagonista selectivo de AHR
(CH223191) previo a la infeccion viral. Brevemente, células A549 fueron pre-tratadas con
CH223191 (antagonista) por 90 min previo a la incorporacion del inoculo viral, y al cabo de

24h se cosecharon las monocapas celulares en TRIZol para realizar RT-qPCR.
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En la seccion Materiales y Métodos se aborda en profundidad el protocolo de los
ensayos antivirales y el procesamiento de las muestras para RT-qPCR. Los resultados del

ensayo se observan en la Figura 18.
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Figura 18. El bloqueo farmacolégico de AHR reduce la expresion de ARN viral. Cultivos celulares
de A549 fueron tratados con CH223191 (antagonista selectivo de AHR) o con medio. Posteriormente
los células fueron infectadas con DENV-2 y luego de la adsorcion viral, el medio con tratamientos fue
reincorporado a los cultivos. Las células fueron incubadas por 24h a 37°C con un 5% CO2 y en
ausencia de luz, ya que este ligando de AHR presenta foto-sensibilidad. A continuacion, se realizo la
cosecha de las monocapas de células para procesarse por RT-qPCR. Se determinaron los niveles de
ARN con primers para DENV-2-env. Los resultados corresponden a la media del cambio total de ARN
para cada gen, de tres ensayos independientes. El andlisis estadistico se llevd a cabo por one-way-
ANOVA seguido por Tukey’s post-test . P valor < 0.05 se considero significativo vs. control DENV
(24hpi) o frente al Ohpi (barra superior).

Los resultados obtenidos indican que el bloqueo de la via de sefializacion de AHR
con CH223191 en una concentracion de 10uM 6  30uM es capaz de reducir
significativamente el nivel de ARN viral a 24hpi (Figura 18). Curiosamente, la disminucion
del ARN viral registrada en tratamientos de 30uM, no fue mayor que la observada a 10uM, lo
cual podria deberse a que una mayor inhibicion de AHR podrian terminar afectando otros
procesos moleculares que eventualmente terminen siendo nocivos para la célula, y

consecuentemente, terminen provocando una menor reduccion de los niveles de genoma viral.

6. La modulacion farmacologica de AHR altera el porcentaje de células
infectadas por DENV y los niveles de expresion de proteinas virales

La evaluacion de la expresion de proteina viral se llevo a cabo mediante IFI a partir
de monocapas de células pre-tratadas con distintas concentraciones de 13S (Figura 19) 6
CH223191 (Figura 20) y posteriormente infectadas con DENV-2(MOI=0,5). Al cabo de 24h,
las células fueron fijadas y se procedid a realizar la tincion de nicleos con DAPI (azul) y de

la proteina E de envoltura de DENV (DENV-E) (10j0).
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Figura 19. La activacion de AHR aumenta la expresion de proteina viral. Células A549
fuerontratadas condistintas diluciones de I3S y posteriormente fueron infectadas con DENV-2
(MOI=0,5) por 24h. A continuacion,las muestras fueron fijadas con metanol por 10 min a -20°C.
Posteriormente, se procedid a marcar la proteina E de envoltura de DENV (DENV-E) en rojo y los
nucleos fueron tefiidos con DAPI. Las muestras tefiidas se montaron con DABCO tamponado con
glicerina. Lasimagenes fueron adquiridascon microscopio (X). La barra de escala corresponde a 20pm
en todas las imagenes.Aumento 600X.

13S

Pagina 57 de 143



OpM

Figura 20. La inhibicién de AHR disminuye a expresion de proteina viral durante la infeccion
por DENV-2.Células A549 fueron tratadas con distintas diluciones de CH223191 y luego fueron
infectadas con DENV-2 (MOI=0,5) por 24h. A continuacion, las muestras fueron fijadas con metanol
por 10 min a -20°C. Posteriormente, se procedié a marcar la proteina E de envoltura de DENV
(DENV-E) en rojo y los ntcleos fueron tefiidos con DAPI. Las muestras tefiidas se montaron con
DABCO tamponado con glicerina. Las imagenes fueron adquiridas con microscopio (X). La barra de
escala corresponde a 20pm en todas las imagenes. Aumento 600X.
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Los resultados obtenidos indican que cuando se activa la via de sefializacion de AHR,
hay un aumento en la expresion de proteina viral de la envoltura de DENV-2 (Figura 19). Sin
embargo, el porcentaje de células infectadas positivas para el antigeno E (DENV-E (+)), no se
ve alterado significativamente respecto del control viral (Figura 21A). Por el contrario,
cuando se bloquea farmacologicamente la via de AHR previo a la infeccion con DENV, se
observa una drastica disminucion de los niveles de la proteina de envoltura (Figura 20). Aun
mas importante, esta disminucion presenta un comportamiento dosis-dependiente y se observa
incluso a la menor concentracion empleada (Figura 20). El analisis del porcentaje de células
infectadas evidenci6, que el tratamiento con CH223191 provoco una reduccion significativa
del niumero de células infectadas por DENV respecto del control viral (Figura 21), en forma

dosis-dependiente e incluso en la concentracion mas baja empleada (Figura 21).

1001 100+
E T T /= - 9
= 804 < 80
2 E
& 604 = 604 st
z - B
A 40- A 404 -
Z 201 Z 201 iy
&) (&) —_
0- T T T T T 0- T T T T
0 50 100 200 300 600 0 2 10 20 30
[3S(pM) CH223191(pM)

Figura 21. Impacto de la modulacion de AHR en el porcentaje de células DENV-E
(+).Cuantificacion. Células A549 fueron pre-tratadas con distintas concentraciones de I3S (A) o
CH223191 (B) y posteriormente fueron infectadas con DENV-2(MOI=0,5) por 24h. A continuacion,
las muestras fueron fijadas con metanol por 10 min a -20°C.Posteriormente se procedié a marcar la
proteina E de envoltura de DENV (DENV-E) en rojo y los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Las
muestras tefiidas fueron montadas con DABCO tamponado con glicerina. Las imagenes fueron
adquiridas con microscopio (X). Los resultados corresponden a la cuantificacion de células positivas
para DENV-E. Se grafic6 la media +SEM. El analisis estadistico se llevo a cabo por one-way ANOVA
seguido de Tukey’s post-test. P valor < 0.05 se consider6 significativo vs. el control viral (OuM).

7.  La modulacion farmacologica de AHR afecta la produccion de particulas
virales infectivas

Los resultados previamente obtenidos nos permitieron evidenciar por primera vez que
por un lado, DENV activa la via de sefializacion de AHR durante una infeccioén in vitro, y por
otro lado, que la modulacion farmacologica de AHR, afecta los niveles de genoma viral, los
niveles de expresion de proteina viral y el porcentaje de células infectadas a 24hpi.

El proximo paso de nuestra investigacion consistio en evaluar si la modulacion
farmacologica de AHR impactaba en la produccion de particulas virales infectivas. Para ello,

se tomaron los sobrenadantes de los cultivos provenientes del ensayo antiviral en los que se
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pre-traté los cultivos de A549 con 13S (Figura 22A) 6 CH223191 (Figura 22B) y que
posteriormente fueron infectados con DENV-2(MOI=0,5). A continuacién se realizoé la
determinacion del rendimiento viral mediante titulacion por formacion de placas de lisis
(UFP/ml) bajo metilcelulosa.

Los resultados observados indican que cuando se estimula la via de sefializacion de
AHR, no se observan diferencias significativas en la produccion de particulas virales
infectivas, respecto del control viral(Figura 22A). Ahora bien, en el caso del tratamiento con
el antagonista de AHR, no so6lo se observo una importante disminucion en la liberacion de
particulas virales de hasta un 99,6%, incluso con la concentraciéon mas baja ensayada, sino
que ademas la misma presentd un comportamiento dosis-dependiente (Figura 22B). Estos
resultados indican que efectivamente, la via de AHR esta involucrada en el ciclo de

replicacion viral de DENV-2 in vitro.
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Figura 22. Impacto de la modulacién de AHR en el rendimiento viral de DENV-2. Células A549
fueron pre-tratadas con distintas concentraciones de 13S (A) o CH223191 (B) y posteriormente fueron
infectadas con DENV-2 (MOI=0,5) por 24h. A continuacion, los sobrenadantes de los cultivos fueron
cosechados para determinar el titulo viral mediante el método estandar de cuantificacion de unidades
formadoras de placa (UFP) bajo metil celulosa (UFP/ml). Se grafico la media =SEM de tres
experimentos independientes. El analisis estadistico se llevd a cabo por one-way ANOVA seguido de
Tukey’s post-test. P valor < 0.05 se consideré significativo vs. el control viral (OuM).

8. El bloqueo farmacologico de AHR disminuye el rendimiento viral de otros
serotipos de DENV en infecciones in vitro

Debido a que con el bloqueo de AHR se observaron importantes disminuciones del
rendimiento viral, se decidié extender el tratamiento con CH223191 para evaluar su posible
efecto inhibitorio sobre el resto de los serotipos de DENV. Para ello se procedi6 a realizar el
mismo ensayo antiviral llevado a cabo previamente, pero con DENV-1, DENV-3 y DENV-4,
(MOI=0,5). Los resultados correspondientes a la titulacion de DENV-1, DENV-3 y DENV-4,
en muestras de sobrenadantes cosechados a 24hpi. se encuentran en la figura 21. Se pudo
observar que el bloqueo farmacoldgico de AHR previo a la infecciéon con DENV-1, DENV-3

y DENV-4, también provoca una disminucion del rendimiento viral a 24hpi (Figura 23).
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Estos resultados en conjunto evidencian no sélo que AHR se encuentra involucrado
en el ciclo de replicacion de DENV in vitro, sino que ademas el mismo, presentaria un rol-

proviral frente a los cuatro serotipos de DENV.
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Figura 23. El bloqueo farmacolégico de AHR disminuye el rendimiento viral de DENV. Cultivos
celulares de A549 fueron tratados con CH223191 (antagonista selectivo de AHR) o con medio.
Posteriormente las células fueron infectadas con DENV-I1(circulo azul), DENV-2(cuadrado turquesa),
DENV-3(triangulo gris) o DENV-4 (tridngulo negro). Luego de la adsorcion viral, el medio con
tratamientos fue reincorporado a los cultivos. Las células fueron incubadas por 24h a 37°C con un 5%
CO2 y en ausencia de luz, ya que este ligandos de AHR presentan foto-sensibilidad. A continuacion, se
realizd la cosecha de los sobrenadantes del cultivo y se realizd la determinacion del recuento de
particulas virales infectivas por medio del método estandar de cuantificacion de unidades formadoras
de placa bajo metil celulosa (UFP/ml).
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Figura 24. AHR es un factor celular pro-viral importante durante la infeccion por
DENYV La activacion de la via de AHR en el contexto de una infeccién por DENV podria
ocurrir a través de diferentes mecanismos. Por un lado, el ARN viral, seria capaz de promover
la activacion de AHR via TLR3. Por otro lado, es posible que otros mecanismos se
encuentren involucrados en la activacion de AHR por parte de DENV. AHR presentaria un
rol pro-viral durante la infeccion por DENV debido a que su bloqueo farmacoldgico es capaz
de reducir los niveles del ARN viral, los niveles de proteina viral, el porcentaje de células
infectadas y la produccién de particulas virales infectivas.
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CAPITULO II

INTRODUCCION
PROTEINA DE LA LEUCEMIA PROMIELOCITICA (PML)

1. Historia

En el afio 1960 fue descrita por primera vez la existencia de cuerpos nucleares en el
nucleoplasma de células tumorales de conejos mediante microscopia electronica [130,131].
Sin embargo, en aquella época, ain no se encontraban disponibles las herramientas y las
técnicas necesarias para poder discriminar la identidad del tipo de cuerpo nuclear habia sido
visualizado en aquel entonces [131].

Cerca de 30 afios mas tarde, los cuerpos nucleares de PML fueron “re-descubiertos”
mediante inmunofluorescencia, haciendo uso de suero de pacientes que cursaban
enfermedades autoinmunes [130-132].

Por su parte, la proteina de la leucemia promielocitica (Promyelocytic Leukemia
protein; PML) adquiere su nombre a partir de su descubrimiento en pacientes que cursaban
una leucemia promielocitica aguda (Acute Promyelocytic Leukemia, APL), en los cuales se
habia encontrado que PML se encontraba fusionada al receptor de acido retinoico alpha
(RARQ), dando lugar a una proteina de fusion RARa-PML con propiedades oncogénicas
[132,133]. Cabe destacar que la oncogenicidad era producto de la fusion de RARa con PML,
ya que PML presenta una fuerte actividad anti-tumoral [133].

En la actualidad, se encuentra ampliamente extendida la investigacion de los
denominados cuerpos nucleares de PML (PML nuclear bodies, PML-NBs) en una gran
variedad de campos de investigacion [131]. Se ha reportado que tanto los PML-NBs como
PML, participan en la regulacion de una gran variedad de procesos biologicos, denotando su
relevancia a nivel celular, incluso durante las infecciones virales. A continuacion, se

describiran los aspectos mas notables de PML, PML-NBs, su dindmica molecular y funciones.

2. Biologia molecular y bioquimica de los PML y los PML-NBs

PML es el componente mayoritario de los cuerpos nucleares de PML (PML-NBs)
[130,131]. A nivel celular PML presenta varias isoformas producto de distintos eventos de
splicing alternativo. En particular, las 6 isoformas que conforman los PML-NBs, se
diferencian entre si de acuerdo a su extremo carboxilo terminal que es el que termina siendo
modificado luego de los eventos de recombinacion que sufren los exones 7,8 y 9. En la Figura

25 se esquematiza la estructura y dominios de PML y de sus distintas isoformas.
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Figura 25. Esquema simplificado de los dominios de PML y sus isoformas. El diagrama superior
corresponde a la estructura y dominios de PML. Por debajo, se ubican esquemas simplificados
de todas las isoformas PML mostrando qué dominios presentan cada una. Todas las isoformas de
PML comparten un extremo amino-terminal comun pero difieren en el extremo carboxilo-terminal,
debido a que sufren eventos de splicing alternativo los exones 7,8 y 9. Los dominios proteicos de todas
las isoformas de PML incluyen: el RING finger (R), las cajas B1 y B2, el motivo coiled-coil(CC), una
sefial de localizacion nuclear (NLS) y tres sitios de SUMOilacion(S). PML VI no cuenta con el motivo
de interaccion con SUMO(SUMO interacting motif , SIM) en el exon 7a.Esquema y descripcion
adaptados de Weidtkamp-Peters et al., 2008.

En lo referido a su actividad, ha sido descrito que las distintas isoformas de PML
cumplirian distintas funciones a nivel celular. De hecho, las mismas se presentan en distinta
proporcion a nivel celular, siendo PMLI y PMLII las isoformas mas abundantes. Sin embargo,
por las caracteristicas de la dinamica de formacion de los PML-NBs, se considera que todos
los PML-NBs de una célula en particular, en un estado en particular, son homogéneos en
términos de su composicion.

Es interesante destacar que se ha reportado que varios virus afectan en forma
isoforma-especifica a PML y los PML-NBs [134-136]. Esto, correlaciona con la idea de que
los PML-NB desempeiian funciones clave en la respuesta antiviral, particularmente en la
respuesta inmune intrinseca [137].

Los PML-NBs son ensamblados macromoleculares proteicos discretos que se
caracterizan por ser extremadamente dindmicos y localizarse en el nucleo de células de
mamiferos [130]. Si bien el nimero y la distribucion de estas estructuras varia
considerablemente de acuerdo al tipo de célula, la fase del ciclo celular en la que se encuentre
y la condicion celular, en general, cada célula puede presentar entre 5-20 PML-NBs en el
nucleo [130]. Los PML-NBs suelen presentar un tamafio que varia entre 0,2-1,2um en

diametro [130,138](Figura 26).
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Los PML-NBs se visualizan como estructuras puntiformes discretas a nivel nuclear
mediante microscopia de fluorescencia. Sin embargo, el andlisis de la arquitectura de estos
dominios mediante microscopia electronica ha permitido revelar que los PML-NBs, en
condiciones normales, exhiben una disposicion en forma de anillo y presentan una cubierta
externa proteica que puede variar entre los 50-100nm de espesor [130,131,138].

Los PML-NBs clasicamente han sido definidos por la presencia de PML y de
Sp100[131]. En la actualidad se considera que una pequefia cantidad de proteinas definen el
core del PML-NB : PML, DAXX, SP100, SUMO1-3[139]. Asimismo se ha informado que
mas de 100 otras proteinas se localizan en PML-NB de manera dinamica [139], siendo que
ciertos componentes de PML-NB son conocidos por someterse a un intercambio continuo con

el nucleoplasma circundante [133].

A. Esquema simplificado de la arquitectura de PML-NB
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Figura 26. Esquema simplificado de los PML-NBs y su equilibrio de formacion. (A) Diagrama
simplificado de la estructura de los PML-NBs. En la secciéon ampliada que muestra el detalle de la
estructura, se esquematizaron la distribucion en forma de anillo de los componentes principales, como
lo es PML (celeste), SUMO (amarillo claro) y componentes que no forman parte del core asociados a
los PML-NBs(azul oscuro).(B) Diagrama simplificado de la formacion de los PML-NBs. Estos
ensamblados moleculares se caracterizan por ser extremadamente dindmicos y los mismos se
encuentran en equilibrio con una cierta proporcion de PML y otros componentes que se encuentran en
forma “libre” o “fuera de los PML-NBs”. Por otro lado se describe también la existencia de un
equilibrio o tasa de recambio entre componentes que permanecen en forma transitoria en los PML-NBs
y la forma libre de los mismos. Las constantes “k” refieren a las constantes de asociacion o disociacion
a/de los PML-NBs de cada tipo de componente en forma genérica.

Resulta interesante destacar que si bien se ha descrito que los PML-NBs son dominios
asociados a matriz que reclutan una extensa variedad de proteinas que parecen no estar
relacionadas entre si, se sabe que una caracteristica que comparten entre si las proteinas

reclutables es tener la capacidad de ser susceptibles a la SUMOilacion [132,140]. Por otro
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lado, la composicion y la morfologia de los PML-NB pueden variar significativamente en
respuesta al estrés celular y en particular, frente a una infeccion por virus [137,141], esto es
consistente con el hecho de que PML-NB tiene un papel fundamental en funciones celulares,
incluida la respuesta antiviral [142].

La actividad antiviral de los PML-NB se ha demostrado para los virus de ADN, por
ejemplo, muchos de los cuales alteran / desorganizan los PML-NB [143,144]. Aunque estan
menos estudiados, también se ha informado que los virus de ARN, algunos de los cuales
constituyen un gran problema de salud publica, utilizan diferentes estrategias para
contrarrestar la funcion antiviral de PML [16,136,145-147], por ejemplo, mediante la
interaccion de proteinas virales con PML, provocando una subsecuente reorganizacion de los
PML-NBs estructuralmente o incluso promoviendo su re-localizacion celular
[136,145,146,148].

Resultados previos de nuestro laboratorio indican que PML presenta actividad
antiviral frente a DENV-2 [149]. Recientemente, en nuestro grupo también se ha podido
identificar que NS5 de DENV promueve el desensamble de PML-NB, y contribuye a la
supresion de la respuesta antiviral de la célula hospedadora a través de la interfaz NS5-
PML][148].

Considerando que PML limita la replicacion viral en multiples niveles, ya sea
secuestrando proteinas virales, inhibiendo la sintesis de ARN mensajero (ARNm) viral e
induciendo apoptosis y autofagia en células infectadas, junto con el hecho de que AHR no
solo es capaz de interactuar con un rango diverso de proteinas nucleares, sino que ademas,
parece ser un factor proviral durante las infecciones por flavivirus, podria ser posible que
AHR y PML interactiien durante la infeccion por flavivirus.

Hace unos afios, nuestro grupo de investigacion, que por varios afos se ha focalizado
en el estudio del papel de PML durante las infecciones virales, establecid una colaboracion
con el Dr. Peter Hemmerich, un experto en el campo de PML del Instituto Leibniz sobre el
Envejecimiento, Instituto Fritz Lipmann (FLI) en Jena, Alemania. Uno de los antiguos
miembros de nuestro grupo, el Dr. Federico Giovannoni, realizé una estadia en el laboratorio
del Dr. Hemmerich en Jena, Alemania, y los resultados de dicho trabajo conjunto permitieron
identificar que la disrupcion de los PML-NB por parte de NS5 contribuye a la supresion de la
respuesta antiviral de la célula hospedadora por parte de DENV a través de la interfaz NS5-

PML.
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Resultados previos de nuestro laboratorio indican que PML presenta un rol anti-viral
durante una infeccion por DENV, mientras que en el primer capitulo de esta tesis hemos
podido demostrar por primera vez que AHR desempefa un rol pro-viral durante la infeccion
por DENV.

Teniendo en cuenta que ha sido reportado que PML es capaz de interactuar
fisicamente con ARNT (proteina con la que heterodimeriza AHR en la via de sefializacion
canonica de AHR) [150] y que ha sido descrito que tanto ARNT como AHR presentan sitios
de SUMOilacion [150,151], lo cual constituye un requisito que deben presentar las proteinas
capaces de interactuar con PML en los PML-NBs [132,140], entonces el objetivo del trabajo
presentado en el presente capitulo fue evaluar la posible interaccion entre AHR y PML

durante la infeccion in vitro por DENV.
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RESULTADOS

Los estudios abordados en este capitulo fueron realizados practicamente en su
totalidad durante una pasantia realizada en Alemania en el centro de referencia en
microscopia de fluorescencia y de super-resolucion del Fritz-Lipmann Institute (FLI), Jena,
Turingia, Alemania.

Dado que AHR tiene la capacidad de modular al sistema inmune, otro de nuestros
objetivos fue evaluar la capacidad de AHR de modular la respuesta immune frente a DENV.
Por lo cual, siendo que PML, al igual que AHR, presenta una gran capacidad de interactuar
con diversas proteinas, nos propusimos estudiar la potencial interaccion entre estas proteinas
que presentan roles antagénicos durante una infeccion por DENV.

En el Capitulo I pudimos describir en profundidad que durante una infeccion por
DENYV aumenta la actividad y la expresion de AHR a 24hpi. Por otro lado, se ha dilucidado
que durante una infeccion por DENV, no sélo hay una disminucién de los PML-NBs a las
24hpi, sino que ademas NS5 de DENV promueve el desensamble de los mismos [148,149].
Por lo cual, nuestro estudio de la potencial interaccion de entre AHR y PML, partié de una
base de conocer que DENV promueve cambios diferenciales y practicamente opuestos, sobre

ambas proteinas.

1. Estudio de la distribucion intracelular de AHR y PML en cultivos no infectados

El primer paso en nuestra investigacion de la posible interaccion entre AHR y PML
comenzo por la determinacion del estado de ambas proteinas en condiciones basales en
cultivos celulares. Para ello, se empled la linea celular A549, el modelo preferentemente
utilizado para el estudio de la infeccion en esta tesis doctoral. Para ello, células A549 fueron
cultivados a una confluencia de 75-85%, luego los mismos se fijaron con PFA 4% y
posteriormente se procedi6 a realizar una IFI en la que se marco especificamente a PML y a
AHR con la tincioén optimizada en esta tesis doctoral. La misma se describio en el Capitulo I.

Los resultados obtenidos indican que células con una mayor cantidad de AHR en el
ntcleo contienen una menor cantidad de PML en el mismo (Figura 27). Por el contrario,
células del mismo cultivo que contienen una menor cantidad de AHR a nivel nuclear
presentan un mayor nimero de PML (Figura 27). Estos resultados sugieren que podria llegar

a existir una contra-regulacion de AHR y PML a nivel nuclear.
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Figura 27. Localizacion de AHR y PML en A549. Células A549 fueron crecidas a una confluencia
de 75-85%. A continuacion, las células fueron fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente
y se procedio a realizar la tincion de AHR en verde y de PML en rojo . El nucleo fue tefiido con DAPI.
Los vidrios fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas con
microscopio ApoTome VI (Zeiss). Las micrografias corresponden a proyecciones de intensidad
maxima (MIPs) a partir de Z-stacks. Las flechas blancas sefialan células que contienen una menor
cantidad de AHR en el nicleo y una mayor cantidad de PML. Las flechas amarillas sefialan células que
contienen una mayor cantidad de AHR en el niicleo y una menor cantidad de PML. Aumento:630X. La
barra de escala corresponde a 20um en todas las imagenes.

2. El tratamiento con ARN sintético modifica en forma diferencial y dependiente
del tiempo la distribucion y niveles de AHR y PML

Para continuar nuestros estudios decidimos estudiar el impacto del ARN viral en los
niveles y distribucion celular de AHR y PML. Para ello, se utiliz6 poly I:C es un analogo de
ARN sintético que permite emular las infecciones virales por virus con genoma de ARN. Se
opto por utilizar la concentracion de poly I:C de 20ug/ml ya que la misma es capaz de activar
la via de AHR. Los resultados del ensayo se pueden observar en el Capitulo 1.

Se realizaron ensayos en los que cultivos celulares fueron tratados a distintos tiempos
con poly I:C y posteriormente las muestras fueron procesadas para analizarse por IFI. En
particular, decidimos marcar AHR y PML para evaluar el posible impacto del genoma viralen
la distribucion de estas proteinas. Brevemente, células A549 fueron tratadas con poly I:C

durante Oh, 4h, 8h, 12h o 24h y luego fueron fijadas y procesadas para IFI. Se adquirieron
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capturas de Z-stacks con microscopia ApoTome VI (Zeiss).Los resultados del ensayo se
observan en la Figura 28.

En lo referido a AHR, se observo que el poly I:C no sélo modifica la localizacion
subcelular de AHR en forma tiempo-dependiente, sino que también parece alterar los niveles
de expresion de la proteina AHR (Figura 28). La cuantificacion de los niveles de intensidad
de media de fluorescencia (IMF) a nivel nuclear permitieron corroborar que efectivamente,
poly L:C provoca un aumento de la translocacion de AHR al nucleo en forma tiempo
dependiente (Figura 29A).

Curiosamente, a las 4h y a las 24h de tratamiento, hay una disminucion de la IMF de
AHR en el nicleo y también en la célula, lo que implica que los niveles de la proteina AHR
podrian estar disminuidos. Estas observaciones podrian explicarse por el hecho de que, tras su
activacion y funcionamiento, el AHR sigue una degradacion proteasomal (Ver Introduccion.
Via canonica de AHR). Estos hallazgos, junto con el hecho de que se observa un aumento en
la localizacion de la AHR en el nucleo en diferentes puntos temporales, sugieren fuertemente
que el tratamiento con poly I:C es capaz de desencadenar la activacion de la AHR, y
posteriormente, el desplazamiento citoplasma-nticleo. Esto, podria implicar que el genoma
viral también seria capaz de inducir la activacion de AHR durante el ciclo de replicacion viral.

En lo referido a PML, se observa que presenta una cinética opuesta. Por un lado, se
puede observar que a 4h de tratamiento con poly I:C se observa un aumento de los PML-NBs,
que prosigue aumentando hasta las 8h donde se observa un maximo. Por otro lado, a las 12h
de tratamiento se puede observar que células que presentan un mayor nivel de AHR a nivel
nuclear exhiben un menor nivel de PML-NBs, mientras que células con menores niveles de
AHR nuclear cuentan con un mayor nivel de PML-NBs. Finalmente se puede observar que a
las 12h de tratamiento el cultivo celular recupera parcialmente el fenotipo inicial (Figura 28).

Para realizar un analisis mas detallado del comportamiento de los PML-NBs, se
procedid a realizar una cuantificacion del nimero de PML-NBs promedio por célula, y por
otro lado, también se llevé a cabo una medicidon del diametro de los PML-NBs por célula,

para cada condicion (Figura 29C).
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Figura 28. Efecto de poly I:C en AHR y PML a distintos tiempos. Células A549 fueron tratadas con
poly I:C (20pg/ml) por Oh, 4h, 8h,12h 6 24h. Luego las células fueron fijadas con PFA 4% por 10 min
y las mismas fueron procesadas para inmunofluorescencia. Se marcaron AHR en verde, PML en rojo y
los nucleos en azul con DAPI.Ciertos PML-NBs de interés son sefialados en las imagenes con flechas
blancas. Imagenes corresponden a regiones de interés (ROI) de fotos capturadas con microscopio un
Zeiss ApoTome VI. Aumento: 630X.
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Figura 29. Cuantificacién del impacto de poly I:C en AHR y PML. Células A549 fueron tratadas
con poly I:C (20pug/ml) por Oh, 4h, 8h,12h 6 24h, fijadas y procesadas por immunofluorescencia
indirecta. Los Z-stacks adquiridos mediante ApoTome VI(Zeiss) fueron procesados con el programa
FIJI (Image J) para la medicion de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de AHR y mediante el
programa Zen Blue 3.2 Lite (Zeiss) para el analisis de los PML-NBs.(A) Cuantificacion de la IMF de
AHR en el nucleo (grafico de la izquierda) o en la célula (grafico de la derecha). (B) Cuantificacién del
nimero de PML-NBs en promedio (grafico de la izquierda) y diametro de los PML-NBs (um) en
promedio (grafico de la derecha).Se graficd la media * desviacion estandar.El andlisis estadistico se
realizé mediante One-way ANOVA seguido por Tukey’spost-hoctest.P valor < 0.05 se considerd
significativo vs. control (Oh) . Los métodos de cuantificacion empleados se describen en detalle en la
seccion de Materiales y Métodos.
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En principio se puede observar que a las 4h y 8h de tratamiento con poly I:C si bien
no se observan cambios en el nlimero promedio de PML-NBs por célula, si se determiné que
hubo un aumento significativo en el tamafio de los mismos (Figura 29C). Si bien, poly I:C
gatilla las vias de interferon de tipo I (IFN tipo 1), y la expresion de PML aumenta por IFN,
dado el poco tiempo de estimulo del tratamiento, es improbable que el aumento en tamafo de
PML se debiera a un aumento en la expresion de PML. Por lo tanto, este aumento en tamafio,
es probable que sea producto de un desplazamiento en el equilibrio de ensamblado de los
PML-NBs, promoviendo que el PML que ya se encuentra en el niicleo en forma “libre” o “no
asociada a PML-NBs” comience a formar parte de estos ensamblados moleculares.

Por otro lado, a las 12h de tratamiento con poly I:C se observa un aumento
significativo del numero de PML-NBs que ocurre en forma concomitante a una disminucion
significativa del tamafio de los mismos (Figura 29C). Estos resultados sugieren que este
aumento de PML-NBs sea producto de un aumento en el desensamble de los PML-NBs de
mayor tamaflo ya que nuevamente es probable que no sea producto de la via de sefializacion
de IFN. Para promover un aumento de PML en términos de proteina deberian haber
transcurrido cerca de unas 24h. Es importante destacar que a las 12h de tratamiento con poly
I:C, también coincide con el mayor nivel registrado de AHR a nivel nuclear luego del
tratamiento con poly I:C (Figura 29B). Estos resultados indican que existiria una correlacion
entre los niveles nucleares de AHR y la estabilidad de los PML-NBs, luego de la
administracion de poly I:C.

Finalmente a las 24h de tratamiento, se observa un aumento de los PML-NBs en
términos de numero, que dado que el tamafio de los mismos presenta una disminucion
significativa el mismo puede corresponder por un lado a un aumento en el desensamble de los

PML-NBs y por otro al aumento de la expresion de PML a nivel nuclear (Figura 29C).

En conclusion, los resultados indican lo siguiente:

(1) La localizacion de AHR cambia entre el nucleo y el citoplasma tras el tratamiento
con poly I:C en forma tiempo-dependiente.

(2) Luego del tratamiento con poly I:C, los PML-NBs sufren un aumento en tamafio y
pero no en numero, pero a partir de las 12h puede visualizarse un aumento en niimero y
una disminucion en tamafo, lo cual puede indicar modificaciones en el equilibrio de
formacion de los PML-NBs.

(3) Los tiempos en los que se detecta una disminucion de AHR a nivel nuclear
corresponden a los tiempos en los que se observa un aumento en el tamafio de los PML-

NBs. Mientras que al aumentar AHR a nivel nuclear, se observa una disminucion en el
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tamafio de los mismos. Con lo cual pareceria que AHR y PML-NBs se excluyen
mutuamente a nivel nuclear.

(4) AHR y PML exhiben una distribucion celular diferencial luego de administrarse

poly L:C y parecen estar contra-regulados a nivel nuclear.

(5) Los efectos de poly I:C sobre AHR y PML son dependientes del tiempo.

3. AHRy PML en ensayos de co- transfeccion

Nuestro proximo paso consistio en evaluar la posible interaccion entre AHR y PML
en ensayos de transfeccion. Para ello llevamos a cabo la optimizacion de la transfeccion de un
plasmido codificante para AHR en fusion con el marco de lectura que codifica para la
proteina fluorescente verde (egfp-AHR) gentilmente obsequiado por el Dr. Gordon Hager
cuyo laboratorio pertenece al National Institutes of Health (NIH), Bethesda, Maryland,
EE.UU. y distintas isoformas de PML en fusion con el marco de lectura que codifica para la
proteina fluorescente roja (rfp-PML) fueron gentilmente proporcionadas por el Dr. Peter
Hemmerich del FLI, Jena, Alemania (Ver seccion materiales y métodos para mas detalles).

En los experimentos llevados a cabo se pudo trabajar con plasmidos codificantes para
las isoformas de PML 1, III, IV, V y V1. Es importante destacar que si bien, PML cuenta con
isoformas de I-VI, en nuestros estudios, lamentablemente no pudimos incorporar a la
isoforma PMLII.

En el laboratorio del Dr. Hemmerich, el plasmido codificante para rfp-PMLII no pudo
ser transfectado correctamente en varias oportunidades. Por esta razon, junto con el hecho de
que lamentablemente no se pudo obtener nuevo plasmido de rfp-PML II durante el lapso de
tiempo en el que realicé mi estadia en Jena, no se pudo incorporar esta isoforma a nuestros
estudios.

En primer lugar, realizamos la optimizacion de la transfeccion de los plasmidos
previamente mencionados en células U2-OS que corresponden al modelo celular por eleccion
para el estudio de PML. Para la transfeccion se utilizd un protocolo puesto a punto por
integrantes del laboratorio del Dr. Hemmerich y el reactivo empleado para el mismo fue
FuGene. Los detalles experimentales fueron descritos en la seccion Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos permitieron evidenciar que el plasmido de efgp-AHR es
correctamente transfectado en esta linea celular y que el mismo adopta una distribucion
principalmente nuclear, con un patrdn relativamente homogéneo y con exclusion de nucleolo
(Figura 30A). Por otro lado, las distintas isoformas de PML adoptan formas caracteristicas de
estructura puntiforme discreta a nivel nuclear y exhiben diversos tamafios. En particular, cabe
destacar que la expresion exodgena de PML promueve la formaciéon de estructuras mas

voluminosas que las que presenta PML en forma endogena (Figura 30B).
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Figura 30. Distribucion celular de AHR y PML en A, Células transfectadas con egfp-AHR

ensayos de transfeccion. Células U2-OS fueron

transfectadas con rfp-PML (LIILIV,V,VI) o egfp-AHR ;

por 24h. A continuacion, las células fueron fijadas con

PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El niicleo

fue tefiido con DAPI. Los vidrios fueron montados con

ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron T

adquiridas con microscopio ApoTome VI (Zeiss). Las
micrografias corresponden a la secciéon media de Z-
stacks. (A) El panel de imagenes corresponde a una
célula transfectada con egfp-AHR. (B) El panel de
micrografias corresponde a células transfectadas con las
distintas isoformas de PML marcada con proteina
fluorescente roja (rfp-PML). La barra de escala
corresponde a 10pum en todas las imagenes.

B. Células transfectadas con rfp-PML

PMLI

PML 111

4. AHR y PMLI co-localizan en ensayos de
co- transfeccion
Con motivo de estudiar la potencial

interaccion entre AHR y PMLI, llevamos a cabo >
ensayos de co-transfeccion en los que células U2- E
OS con egfp-AHR y rfp-PMLI. Los resultados se
visualizan en la Figura 31. )
En primer lugar, la distribucion de AHR ;
presenta diferencias respecto del observado en -

PMLVI

c¢lulas unicamente transfectadas con AHR (Figura
30A). Cuando AHR se expresa en forma exogena
en simultdneo con PMLI, se observa que la sefial =
correspondiente a AHR se acumula o agrupa en

regiones definidas a nivel nuclear (Figura 31A).
Dichas regiones coinciden con los sitios en que se localiza PML I (Figura 31A). La
superposicion de canales verde y rojo, resulta en la aparicion de color amarillo si ambas
sefales se encuentran en el mismo lugar. En la figura 31A se visualiza que los sitios de
acumulo de AHR y de PMLI coinciden en la imagen en que se superponen ambos canales.
Estos resultados sugieren fuertemente que AHR y PMLI co-localizan a nivel nuclear
(Figura 31A). Resulta interesante destacar que la co-localizacion de AHR y PMLI se pudo
observar en células con bajos niveles de expresion de ambas proteinas (Figura 31B) tanto
como en células con altos niveles de expresion de ambas (Figura 31C).
Proyecciones en tres dimensiones (3D) generadas a partir de Z-stacks obtenidos por
microscopia de fluorescencia con el sistema ApoTome (Zeiss) nos permitieron visualizar que
efectivamente, las sefiales correspondientes a AHR (verde) y a PMLI (rojo) parecieran

coincidir a nivel tridimensional (Figura 31D).
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Con motivo de estudiar en mayor profundidad la posible co-localizacion entre AHR y
PMLI, se procedi6 a realizar microscopia de super resolucion (STED) a partir de muestras
provenientes de células co-transfectadas con egfp-AHR y rfp-PMLI. En la Figura 32 se puede
visualizar que las intensidades de fluorescencia de la sefial roja y la sefal verde, en distintas
capas del Z-stack, presentan distinta intensidad en las regiones correspondientes a los sitios de
mayor intensidad de la sefial. Al enfocarnos en ciertas regiones que se ven mas intensidad de
fluorescencia en uno u otro canal y observar que efectivamente no son mas intensas en el otro
canal, podemos descartar que la superposicion de sefiales corresponda a que un canal se filtré
sobre el otro (Figura 32).

En conjunto, todos estos resultados sugieren fuertemente que AHR co-localiza con
PMLI en ensayos de co-transfeccion. Estos resultados constituyen la primera evidencia de una
posible interaccion entre ambas proteinas (Figuras 31-32). Resulta importante destacar que
esta co-localizacion ocurre incluso a bajos niveles de expresion de ambas proteinas (Figura
31B).

Una vez que pudimos comprobar que AHR es capaz de co-localizar con PML en
ensayos de co-transfeccion, nuestro siguiente paso fue evaluar si esta co-localizacion con
PML era dependiente de la isoforma de PML. Para ello, se realizd6 el mismo abordaje
experimental y de analisis de imagenes descrito en esta seccion. Se llevaron a cabo co-
transfecciones del plasmido codificante para AHR (egfpAHR) con distintas isoformas de
PML(rfpPMLI, rfpPMLILrfpPMLIV, rfpPMLV rfpPMLVI).Los resultados se muestran en
las Figuras 31-40.
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Proyeccion 3D Plano ortogonal YZ

Figura 31. Localizacién de AHR en ensayos de co-transfeccion con PML 1. Células U2-OS fueron
co-transfectadas con rfp-PML I y egfp-AHR por 24h. A continuacion, las células fueron fijadas con
PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue teflido con DAPI. Los vidrios fueron
montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas con microscopio
ApoTome VI (Zeiss). (A)Las micrografias corresponden a proyecciones de intensidad maxima (MIPs)
a partir de Z-stacks. Las regiones delimitadas por los rectangulos punteados en cian y magenta indican
las secciones amplificadas para el analisis de la co-localizacion. (B) Célula que corresponde a la region
delimitada por el cuadrado punteado en cian. La misma presenta bajos niveles de expresion de AHR y
PMLI. (C)Célula que corresponde a la region delimitada por el rectdngulo punteado en magenta. La
misma presenta altos niveles de expresion de AHR y PMLI. (D) Proyeccion 3D generada a partir del Z-
Stack de (C). Las imagenes corresponden a una vista superior XYZ y a los planos ortogonales YZ y XZ.
Los circulos punteados amarillos sefialan sitios de co-localizacion entre PML VI y AHR (amarillo). Las
flechas amarillas sefialan un sitio de acimulo de AHR y PMLI para una mejor localizacion. La barra de
escala corresponde a 20um en las micrografias de (A) y a a 5Sum en el resto de las las imagenes.
Aumento 630X.
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Figura 32. Analisis de co-localizacion de AHR con PML I en ensayos de co-transfeccion. Células
U2-0S fueron co-transfectadas con rfp-PMLI y egfp-AHR por 24h. A continuacion, las células fueron
fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue tefiido con DAPI. Los vidrios
fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas por microscopia
STED de super resolucion con microscopio Leica TCS SP8 STED-3X. Las micrografias corresponden
a determinadas secciones de Z-stacks. El panel de imagenes corresponde a una célula con niveles altos
de expresion de AHR y PMLI donde se incluyeron la capa media (Z=4) y dos capas por encima (Z=6)
y dos por debajo (Z=2). Los circulos punteados amarillos sefialan sitios de co-localizacion entre PMLI
y AHR (amarillo). La barra de escala corresponde a Spm en todas las imagenes.

5. AHR y PMLIII co-localizan en ensayos de co- transfeccion

Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que AHR y PMLIII co-localizan a
nivel nuclear(Figura 33A-B). La microscopia de super resolucion (STED) permiti6 corroborar
que los sitios de co-localizacidon no se deberian a que un canal se filtrd sobre el otro (Figura
34). Asimismo, se pudo detectar una co-localizacion de AHR y PMLIII incluso en células

con diferentes niveles de expresion de AHR (Figura 34).

Pagina 81 de 143



16n 3D. Vista superior XYZ

Proyeccion 3D. Plano ortogonal XZ

Proyeccion 3D. Plano ortogonal YZ

Figura 33. Localizacion de AHR en ensayos de co-transfeccion con PML IIl. Células U2-OS
fueron co-transfectadas con rfp-PML III y egfp-AHR por 24h. A continuacién, las células fueron
fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue tefiido con DAPI. Los vidrios
fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas con microscopio
ApoTome V (Zeiss). (A)Las micrografias corresponden a la seccion media de Z-stacks.(B) Proyeccion
3D generada a partir del Z-Stack. Las imagenes corresponden a una vista superior XYZ y a los planos
ortogonales YZ y XY. Los circulos punteados amarillos sefialan sitios de co-localizacion entre PML 111
y AHR (amarillo).La barra de escala corresponde a 10um en todas las imagenes. Aumento 630X.
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A. Niveles intermedios
de AHR

B. Niveles altos de AHR

Figura 34. Analisis de co-localizacion de AHR con PMLIII en ensayos de co-transfeccion. Células
U2-0S fueron co-transfectadas con rfp-PMLIII y egfp-AHR por 24h. A continuacion, las células
fueron fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue tefiido con DAPI. Los
vidrios fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imégenes fueron adquiridas por
microscopia STED de super resolucion con microscopio Leica TCS SP8 STED-3X. Las micrografias
corresponden a determinadas secciones de Z-stacks. El primer panel de imagenes (A) corresponde a
una célula con niveles intermedios de expresion de AHR, donde se incluyeron la capa media (Z=6) y
dos capas por encima (Z=8) y dos por debajo (Z=4). El panel de micrografias de (B) corresponde a los
resultados obtenidos con una célula con niveles altos de expresion de AHR, en el que se incluyeron la
capa media (Z=7) y dos capas por encima (Z=9) y dos por debajo (Z=5). Las regiones delimitadas por
los cuadrados punteados en cian indican las secciones con zoom para el analisis de la co-localizacion.
Los circulos punteados sefialan sitios de co-localizacion entre PML III y AHR (amarillo). La barra de
escala corresponde a Spm en todas las imagenes.
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6. AHR y PMLIV co-localizan en ensayos de co- transfeccion

Los resultados sugieren fuertemente que AHR y PMLIV co-localizan a nivel
nuclear(Figura 35 A-B). Nuevamente, se pudo determinar por microscopia de super
resolucion (STED) que la superposicion de sefiales corresponda a que un canal se filtro sobre
el otro(Figura 36), sumando evidencia de que la co-localizacion de las sefiales corresponderia
a una co-localizacion de las proteinas. AHR y PMLIV incluso en células con diferentes

niveles de expresion de AHR (Figura 36).

Proyeccion 3D. Vista superior XYZ

g

Proyeccion 3D."Plano ortogonal YZ

Figura 35. Localizacion de AHR en ensayos de co-transfeccion con PML 1V. Células U2-OS
fueron co-transfectadas con rfp-PML IV y egfp-AHR por 24h. A continuacion, las células fueron
fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue tefiido con DAPI. Los vidrios
fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas con microscopio
ApoTome V (Zeiss). (A)Las micrografias corresponden a la seccion media de Z-stacks.(B) Proyeccion
3D generada a partir del Z-Stack. Las imagenes corresponden a una vista superior XYZ y a los planos
ortogonales YZ y XY. Los circulos punteados amarillos sefialan sitios de co-localizaciéon entre PML IV
y AHR (amarillo).La barra de escala corresponde a 10pum en todas las imagenes. Amplificacion 630X.

Pagina 84 de 143



A Niveles intermedios-altos
de AHR

B.Niveles altos de AHR

Figura 36. Analisis de co-localizacion de AHR con PMLIV en ensayos de co-transfeccion. Células
U2-OS fueron co-transfectadas con rfp-PMLIV y egfp-AHR por 24h. A continuacion, las células
fueron fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue tefiido con DAPI. Los
vidrios fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas por
microscopia STED de super resolucion con microscopio Leica TCS SP8 STED-3X. Las micrografias
corresponden a determinadas secciones de Z-stacks. El primer panel de imagenes (A) corresponde a
una célula con niveles intermedios de expresion de AHR, donde se incluyeron la capa media (Z=12) y
tres capas por encima (Z=15) y tres por debajo (Z=9). El panel de micrografias de (B) corresponde a
los resultados obtenidos con una célula con niveles altos de expresion de AHR, en el que se incluyeron
la capa media (Z=9) y tres capas por encima (Z=12) y tres por debajo (Z=6). Las regiones delimitadas
por los cuadrados punteados en cian indican las secciones con zoom para el analisis de la co-
localizacion. Los circulos punteados sefialan sitios de co-localizacion entre PML IV y AHR (amarillo).
La barra de escala corresponde a Spum en todas las imagenes.
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7. AHRy PMLYV no co-localizan en ensayos de co- transfeccion

En primer lugar, resulta interesante destacar que la distribucion de AHR
practicamente no presenta diferencias significativas respecto de la observada en células
unicamente transfectadas con AHR (Figura 30A). Cuando AHR se expresa en forma exdgena
en simultaneo con PMLYV, se observa que la sefial correspondiente a AHR, en una célula con
bajos niveles de expresion de AHR parece presentar un leve aumento de la intensidad de
fluorescencia en ciertas regiones nucleares compatibles con la localizacion de PMLV (Figura
37A).

Por el contrario, células con un mayor nivel de expresion de AHR y de PMLYV,
parecieran exhibir un comportamiento completamente opuesto (Figura 37B). En particular en
esta célula se observa no solo que AHR y PMLYV parecerian no localizar en el mismo sitio,
sino que ademas pareceria haber una exclusion de AHR en sitios en donde se alojan los PML-
NBs (Figura 37B). En la Figura 37C, se puede observar una ampliacién de una region de
interés de dicha célula, en la que se puede visualizar que en los sitios en los que ubican los
PML-NBs presentan una exclusion de la tincion correspondiente a AHR (Figura 37C).

Proyecciones en tres dimensiones (3D) generadas a partir de la célula con mayores
niveles de expresion de las proteinas, sugieren que las sefiales correspondientes a AHR (verde)
y a PML V (rojo) no parecieran coincidir a nivel tridimensional (Figura 37D). La
superposicion de sefiales verde y roja, no adopta una tonalidad amarilla como la descrita
previamente, que indicaria una fuerte concentracion de fluorescencia verde y roja en el mismo
lugar. Por el contrario, en las imagenes correspondientes a la superposicion de canales rojo y
verde se puede observar que los sitios en los que se encuentra PML se observan de una
tonalidad anaranjada-rojiza que podria corresponder a una disminucion de la tonalidad roja
por la presencia de fluorescencia verde pero por fuera del PML-NBs, no por estar co-
localizando las proteinas (Figura 37 B-D).

La microscopia de super resolucion (STED) permitié revelar que efectivamente, la
distribucion de AHR no se ve modificada por la expresion exogena de PMLV en células con
distintos niveles de expresion de AHR (Figura 38A-B). El analisis de la intensidad de
fluorescencia de AHR y PMLV parece indicar que, AHR y PMLYV no co-localizan en ensayos

de co-transfeccion, al menos, no en la forma en la que si pareciera ocurrir con PML I, Il y I'V.

Pagina 86 de 143



Proyeccion 3D. Plano ortogonal XZ

>er s &
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Figura 37. Localizacion de AHR en ensayos de co-transfeccion con PML V. Células U2-OS fueron
co-transfectadas con rfp-PML V y egfp-AHR por 24h. A continuacion, las células fueron fijadas con
PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue tefiido con DAPI. Los vidrios fueron
montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas con microscopio
ApoTome V (Zeiss). (A)Las micrografias corresponden a la seccion media de Z-stacks.(B) Proyeccion
3D generada a partir del Z-Stack. Las imagenes corresponden a una vista superior XYZ y a los planos
ortogonales YZ y XZ. Los circulos punteados amarillos sefialan sitios de co-localizacion entre PML VI
y AHR (amarillo). Las flechas blancas sefialan los “casquetes” de acimulo de AHR en la periferia de
los PML-NBs. La barra de escala corresponde a S5um en todas las imagenes. Amplificacion 630X.
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Figura 38. Analisis de co-localizacién de AHR con PML V en ensayos de co-transfeccion. Células
U2-0OS fueron co-transfectadas con rfp-PML V y egfp-AHR por 24h. A continuacién, las células
fueron fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue tefiido con DAPI. Los
vidrios fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas por
microscopia STED de super resolucion con microscopio Leica TCS SP8 STED-3X. Las micrografias
corresponden a determinadas secciones de Z-stacks. El primer panel de imagenes (A) corresponde a
una célula con niveles intermedios de expresion de AHR donde se incluyeron la capa media (Z=6) y
dos capas por encima (Z=8) y dos por debajo (Z=4).Por otro lado, el panel de micrografias de (B)
corresponde a los resultados obtenidos con una célula con niveles altos de expresion de AHR, en el que
las capas del Z- stack incorporadas corresponden a la capa media (Z=4) y dos capas por encima (Z=6)
y dos por debajo (Z=2). Las regiones delimitadas por los cuadrados punteados en cian indican las
secciones con zoom para el andlisis de la co-localizacion. La barra de escala corresponde a Sum en
todas las imédgenes.
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8. AHR y PMLVI co-localizan en ensayos de co- transfeccion

Los resultados sugieren fuertemente que AHR y PMLVI co-localizan a nivel nuclear
(Figura 39A-B). La microscopia de super resolucion (STED) permitio evidenciar que ambas
sefales parecen co-localizar y no seria producto de que un canal filtré sobre el otro canal
(Figura 40). Asimismo, se pudo establecer que esta posible co-localizacion de AHR y PMLVI
también ocurriria en células con diferentes niveles de expresion de AHR (Figura 40). Resulta
interesante destacar que se pudo identificar que en ciertas zonas de la periferia de los PML-
NBs se observa una mayor intensidad de la fluorescencia verde, formando un “casquete”
alrededor de los PML-NBs(Figura 40). Los resultados en su conjunto indican que AHR es
capaz de co-localizar con PMLVI en ensayos de co-transfeccion y que la potencial interaccion
entre las proteinas provocaria no so6lo que AHR localice a nivel de los PML-NBs sino que a

su vez forme una capa o casquete de acimulo alrededor de los mismos.

Proyeccion 3D. Plano ortogonal XZ

Figura 39. Localizacion de AHR en ensayos de co-transfeccion con PML VI. Células U2-OS
fueron co-transfectadas con rfp-PML VI y egfp-AHR por 24h. A continuacion, las células fueron
fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue tefiido con DAPI. Los vidrios
fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas con microscopio
ApoTome V (Zeiss). (A)Las micrografias corresponden a la seccion media de Z-stacks.(B) Proyeccion
3D generada a partir del Z-Stack. Las imagenes corresponden a una vista superior XYZ y a los planos
ortogonales YZ y XZ. Los circulos punteados amarillos sefialan sitios de co-localizacion entre PML VI
y AHR (amarillo). Las flechas blancas sefialan los “casquetes” de acimulo de AHR en la periferia de
los PML-NBs. La barra de escala corresponde a Spum en todas las imagenes. Aumento 630X.
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Figura 40. Analisis de co-localizacion de AHR con PML VI en ensayos de co-transfeccion. Células
U2-0OS fueron co-transfectadas con rfp-PML VI y egfp-AHR por 24h. A continuacion, las células
fueron fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue tefiido con DAPI. Los
vidrios fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas por
microscopia STED de super resolucion con microscopio Leica TCS SP8 STED-3X. Las micrografias
corresponden a determinadas secciones de Z-stacks. Para este analisis se incluyeron la capa media (Z=5)
y dos capas por encima (Z=7) y dos por debajo (Z=3). El primer panel de imagenes (A) corresponde a
una célula con niveles intermedios de expresion de AHR, mientras que el panel de micrografias de (B)
corresponde a los resultados obtenidos con una célula con niveles altos de expresion de AHR. Las
regiones delimitadas por los cuadrados punteados en cian indican las secciones con zoom para el
analisis de la co-localizacion. Los circulos punteados sefialan sitios de co-localizaciéon entre PML VI 'y
AHR (amarillo). Las flechas blancas sefialan los “casquetes” de acuimulo de AHR en la periferia de los
PML-NBs. La barra de escala corresponde a Sum en todas las imagenes.
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A partir de este ensayo pudimos corroborar por primera vez que AHR es capaz de co-
localizar con PMLI, PMLIII, PMLVI y PML IV pero no con PMLV, lo cual indicaria que la
interaccion con PML seria isoforma dependiente. Actualmente estamos planeando la
realizacion de ensayos de co-inmunoprecipitacion de modo de corroborar la interaccion de

AHR con PML, en particular durante la infeccion por DENV.

9. La distribucion nuclear de NS5 de DENV-2 varia de acuerdo a los niveles de
expresion de PML en ensayos de co- transfeccion

Como se menciond anteriormente, hace algunos afios en nuestro laboratorio se pudo
demostrar que NS5 de DENV es capaz de promover el desensamble de los PML-NBs
[148,149]. Considerando que en esta tesis doctoral se pudo observar que el acimulo de AHR
en los PML-NBs no varia de acuerdo a los niveles de expresion de esta proteina, nos
propusimos estudiar si los niveles y/o distribucion de NS5 de DENV-2 se ven modificados a
nivel nuclear en células que presentan diferentes niveles de expresion exégena de PML.

Para ello, células U2-OS fueron co-transfectadas con egfp-NS5 DV2 y rfp-PMLI y a
las 24h de transfeccion, las mismas fueron fijadas y luego procesadas para microscopia de
super-resolucion (STED) con microscopio Leica.

Los resultados de este ensayo indican que NS5 co-localiza en PML-NBs, definido por
la aparicion de color amarillo en las micrografias correspondientes a la superposicion de
canales verde (NS5) y rojo (PMLI)(Figura 41 A-E), lo cual coincide con lo reportado en
bibliografia [148,149]. Ahora bien, un aspecto interesante a destacar es que conforme
aumentan los niveles de expresion de PML, se puede visualizar que NS5 comienza a co-
localizar casi exclusivamente en los PML-NBs, fenémeno observado por la aparicion de una
mayor sefial amarilla en las regiones correspondientes a los PML-NBs (Figura 41 A-E).
Asimismo, se observa la aparicion de acimulos de sefial verde en ciertas regiones nucleares
definidas que indica que NS5 también localiza por fuera de los PML-NBs (Figura 41 A-E).

Estos resultados sugieren fuertemente que conforme aumentan los niveles de
expresion de PML, el mismo terminaria reclutando en mayor medida a NS5 y removiéndolo
de los sitios de acimulo nuclear externos a los PML-NBs.

En la actualidad, numerosos estudios sefialan que NS5 es capaz de alojarse en el
nucleolo celular[21]. Por lo cual, visto y considerando que un andlisis detallado de los sitios
de localizacion de NS5 externos a los PML-NBs, nos permitié notar que dichas regiones
nucleares eran compatibles con los nucleolos, decidimos intentar identificar si estas regiones

correspondian efectivamente a los nucleolos celulares.
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Figura 41. Localizacion de NS5 de DENV-2 en células con distintos niveles de PMLI en ensayos
de co-transfeccion. Células U2-OS fueron co-transfectadas con rfp-PMLI y egfp-NS5-DV2 por 24h. A
continuacion, las células fueron fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleo fue
teflido con DAPI. Los vidrios fueron montados con ProLong GOLD (R)con DAPI. Las imdgenes
fueron adquiridas por microscopia STED de super resoluciéon con microscopio Leica TCS SP8 STED-
3X. Las micrografias corresponden a la seccioén intermedia de Z-stacks. Cada fila de 4 imagenes
corresponde a micrografias de diferentes células denominadas A,B,C,D y E. La primer fila,
correspondiente a la célula “A” se encuentra unicamente transfectada con rfp-PMLI. A continuacion,
las sucesivas filas se encuentran organizadas de acuerdo al orden creciente de niveles de expresion de
PML en la célula. Las regiones delimitadas por circulos punteados sefialan sitios de co-localizacion
entre PML I y NS5-DENV-2 (amarillo). Las flechas blancas sefialan sitios de acimulo de NS5 externos
alos PML-NBs. La barra de escala corresponde a Sum en todas las imagenes.

Para ello, se procedid a realizar ensayos en el que células U2-OS fueron co-
transfectados con egfp-NS5 DV2 y rfp-PMLI. Transcurridas 24h de transfeccion, las células

fueron fijadas con PFA 4% y las mismas fueron procesadas para ser analizadas por
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microscopia de super resolucion (STED). Para la deteccion de los sitios correspondientes al
nucleolo decidimos teiiir las células con anticuerpos que lo reconocieran especificamente
(Figura 42).

Los resultados obtenidos nos permitieron confirmar que efectivamente, NS5 es capaz
de acumularse no s6lo en los PML-NBs sino también en el nucleolo celular (Figura 42). Se
pudo observar que la sefial verde correspondiente a NS5 de DENV-2 co-localiza con la sefial

roja de PMLI o con la sefal blanca correspondiente a nucleolo (Figura 42).

I Nucleolo | Nucleolo

Figura 42. Analisis de co-localizacion nuclear de NS5 de DENV-2 en ensayos de co-
transfeccion.Células U2-OS fueron co-transfectadas con rfp-PML I y egfp-NS5-DV2 por 24h. A
continuacion, las células fueron fijadas con PFA 4% por 10 min a temperatura ambiente. El nucleolo
fue tefiido con anti-nucleolina y el nicleo con DAPI. Los vidrios fueron montados con ProLong GOLD
(R)con DAPI. Las imagenes fueron adquiridas por microscopia STED de super resolucién con
microscopio Leica TCS SP8 STED-3X. Las micrografias corresponden a la seccion intermedia de Z-
stacks. El panel superior de cuatro imagenes corresponde a los canales individuales mientras que el
panel de tres imagenes inferior, corresponde a la superposicion de los canales indicados en cada
micrografia. Las regiones delimitadas por circulos punteados sefialan sitios de co-localizacion entre
PML I y NS5 de DENV-2 (amarillo) y entre NS5 de DENV-2 y nucleolo (blanco). La barra de escala
corresponde a Sum en todas las imagenes.

Con lo cual, en conjunto, los resultados indican que NS5 de DENV-2 es capaz de
localizarse en los PML-NBs y nucleolo, pero en situaciones en que ocurriera un aumento de
PML a nivel celular, esta proteina seria capaz de secuestrar la NS5 alojado en las regiones
nucleolares. Estos hallazgos ponen de manifiesto la existencia de una distribucion dinamica
de NS5 a nivel nuclear y que la misma seria modulada en gran medida por los niveles de
expresion de PML. Resulta importante destacar que, dado que dichos experimentos fueron
realizados en Alemania durante el tiempo que dur6 la pasantia, lamentablemente no conté con

el tiempo necesario para extender este ensayo a las demas isoformas de PML.
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Figura 43. AHR y PML: interaccion entre factores pro-virales y anti-virales durante
una infeccion por DENV. El virus DENV induce la activacion y la expresion de AHR
durante la infeccion. Luego de su activacion, AHR es capaz de translocar al nucleo e
interactuar con PML. AHR seria capaz de promover el desensamble de los PML-NBs al
interactuar con NS5 en presencia o en ausencia de ARNT. Por otro lado, PML podria estar
secuestrando a AHR para inhibir su actividad pro-viral.
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CAPITULO III

INTRODUCCION
AXL

1. Historia

AxI es una proteina codificada por un gen identificado por primera vez en el afio 1988,
en muestras de ADN humanas de pacientes que cursaban una leucemia mieloide cronica
(LMC) [152,153].

En aquel entonces, al gen codificante de Axl se lo describid como un gen
transformador de origen desconocido y lo denominaron gen X [152]. Algunos afios mas tarde,
analisis de secuenciacion del gen X permitieron determinar que el mismo codificaba para una
proteina con caracteristicas de receptor de tirosina kinasa, hallazgos que fueron confirmados
por técnicas de clonado y biologia molecular [153]. En el afio 1991, el producto del gen X fue
nombrado como Ax/, término derivado de la palabra griega “anexelekto” que significa “ no
controlado o descontrolado” y que hace alusion al estado del gen y de la proteina en pacientes
con LCM [153]. Desde su descubrimiento hasta la actualidad, se ha estudiado en profundidad
este receptor y ha podido describirse que Axl es capaz de regular un amplio abanico de
funciones y procesos bioldgicos, que incluyen desde intervenir en la regulacion del
crecimiento celular y diferenciacion, hasta su capacidad de regular la respuesta inmune [154].

En la siguiente seccion se abordaran los aspectos mas importantes de la biologia
molecular y la bioquimica de Axl, su relevancia a nivel de la regulacion de la respuesta

inmune y su rol emergente como proteina clave durante infecciones virales.

2. Biologia molecular y bioquimica de Axl

Axl es una proteina perteneciente a la familia TAM (Tyro3,Ax] y Mer) de receptores
de tirosina kinasa, ampliamente conocida por llevar a cabo funciones importantes a nivel del
sistema nervioso y como moduladores del sistema inmune [155].

Axl es una proteina transmembrana que cuenta con un dominio extracelular o
ectodominio, una region transmembrana y un dominio intracelular. La porcion extracelular de
este receptor cuenta con dos modulos principales. En la region amino terminal de la proteina
se localiza el dominio Ig, caracterizado por una serie de dominios en fandem relacionados a
inmunoglobulinas que llevan a cabo el reconocimiento y la unioén del ligando [155-157]. A
continuacioén, se disponen una serie de repeticiones en tandem de fibronectina de tipo III, por
lo que dicha region se denomina dominio FNIII [153,155,158]. Por otro lado, la porcion

intracelular del receptor cuenta con un dominio catalitico de tirosina kinasa que luego de la
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homo-o hetero- dimerizaciéon del receptor, se activa, se autofosforila y desencadena una
cascada de sefalizacion intracelular dependiente de fosforilaciones (Figura 44).

La activacion de Axl desencadena, al igual que la mayoria de los receptores
asociados a tirosina kinasa (RTK), una via de sefializacion dominada por la fosforilacion y la
activacion de la via PI3K/Akt. La subsecuente activacion de la via de Akt, termina
confiriéndole a Axl la habilidad de intervenir en la regulacion de distintos procesos celulares,
tales como impactar en la sobrevida celular, la proliferacion y consecuentemente en la
actividad de PKC. Esto ultimo, interviene en la movilizacion de componentes del
citoesqueleto, como lo es la actina, requisito indispensable para la que la célula pueda llevar a
cabo la fagocitosis de las células apoptodticas (CA) [155].

Existen dos ligandos endogenos de los receptores de tipo TAM: el factor especifico
de arresto del crecimiento 6 (growth arrest—specific 6; Gas6) y la Proteina S (Prosl)
[155,159]. Gas6 y Prosl, son moléculas de alto peso molecular (~80kDa), de naturaleza
proteica, comparten cerca de un 42% de homologia de secuencia y exhiben una distribucion
espacial semejante en términos de la configuracion de sus dominios moleculares[155]. No
obstante, Gas6 y Prosl presentan afinidades diferenciales por los distintos receptores de tipo
TAM. Gas6 funciona como un ligando de los tres receptores, pero con una afinidad unas 50
veces mayor para Axl. En contraste, Pros 1 parece unir a Tyro3 y Mer, pero no a Ax1 [155].
Por lo que a continuacion nuestro trabajo se enfocara principalmente en el estudio del eje
Gas6-Axl.

Estructuralmente Gas6 presenta dos regiones caracteristicas que son importantes para
su bioactividad. En su extremo carboxilo-terminal, se ubica el dominio SHBG, un dominio
globulina de unién a hormonas sexuales (sex hormone-binding globulin; SHBG) compuesto
por laminina G. El dominio SHBG es reconocido y unido por el dominio Ig de los receptores
de tipo TAM y es el responsable de promover la dimerizacion y la consecuente activacion de
los mismos. Por otro lado, en el extremo amino-terminal de la proteina se posiciona el
denominado dominio Gla. El mismo se encuentra enriquecido con residuos de acido
glutdmico cuyos grupos y-hidroxilo son carboxilados post-traduccionalmente en forma
vitamina K-dependiente. La y-carboxilacion de Gla es la que permite que Gas6 sea capaz de
unir fosfatidilserina (FS) [155]. La habilidad de unir FS expuesta por las células apoptoticas
(CA), permite que Gas6 actie como puente entre esas estructuras y Axl, induciendo

consecuentemente la fagocitosis de las CA[155].
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Figura 44. Esquema de receptores de tipo TAM vy sus ligandos. Este esquema fue basado y
adaptado a partir del trabajo Lemke. Et al 2013. Biologyof TAM receptors.

Ax] presenta una expresion ubicua, sin embargo se encuentra preferencialmente
expresado en células maduras del sistema inmune, el sistemas nervioso, el sistema vascular y
aparato reproductivo ([155] and The Human Protein Atlas).

Respecto al sistema inmune, se ha descrito que Axl es un inhibidor pleiotropico de la
respuesta inflamatoria innata contra los patégenos. La activacion de Axl reprime la
sefalizacion de IFN tipo I en macrofagos y células dendriticas [155,160]. Asimismo, AxI, a
través de SOCS (supresor de la sefializacion de citoquinas) y Twist, regula la activacion de
los TLR, contrarrestando las vias de sefializacion NFkB e IFN tipo 1 [155,160,161].

Asimismo, se ha descubierto que existe una asociacion intima entre los receptores de
tipo TAM vy los receptores de interferon de tipo I (IFNAR) tanto en macréfagos como en
células dendriticas y otras células centinela del sistema inmune [155,158,162,163]. Se ha
reportado que los receptores de tipo TAM son capaces de formar complejos con IFNAR a
nivel de la membrana plasmatica. La activacion de receptores de tipo TAM por parte de Gas6
en células dendriticas, provoca una inhibicion de la via de TLR, una supresion de la via de
sefializacion de IFNAR y finalmente una abolicion de la respuesta inflamatoria en las células.
[155,158,163].

Axl1 esta implicado en la remocion de células apoptoticas (AC) a través de fagocitosis
y este fendmeno ha sido abordado con especial interés en el campo de la virologia, debido a
que Axl podria actuar de receptor de entrada viral para virus envueltos en un proceso
denominado como “mimetismo apoptotico”[155].

Recientemente, ha surgido la importancia de Axl como potencial receptor de entrada

de los flavivirus tales como ZIKV y el virus del Nilo Occidental [164,165].
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Respecto de la infeccion por DENV, se ha estudiado y descrito muy recientemente
que AxI presenta un importante rol como receptor de entrada de DENV en distintos modelos
celulares, tanto en lineas celulares establecidas como en cultivos primarios de células
humanas [164,165].

Ha sido reportado que la expresion exdgena de Axl en células moderadamente
susceptibles a la infeccion por DENV, como lo es la linea celular Hek293T, incrementa en
forma significativa la infeccion por distintos serotipos de DENV a las 48hpi [165]. Por otro
lado, se observo por citometria de flujo que el bloqueo de Axl con anticuerpos en cultivos
celulares de A549 (linea celular susceptible a la infeccion por DENV que presenta una
elevada expresion endogena de Axl) provoco una reduccion significativa en la union del virus
a la célula y consecutivamente una disminucioén de la infeccion a las 48h [165]. Atn mas
importante, el silenciamiento de Axl en células A549 mediante el uso de siRNAs, logro una
disminucion de la infeccion por DENV a las 24hpi [165].

Asimismo, ha sido reportado que el reconocimiento de DENV por parte de AxI ocurre
en forma indirecta, donde Gas6 es una proteina crucial, que auspicia de puente entre el virus y
el receptor. En otras palabras, ha sido descrito que DENV debe unirse a Gas6 para poder ser
reconocido por Axl y que este receptor sea capaz de promover la endocitosis de la particula
viral [165].

Cabe destacar, que estudios llevados a cabo en células que expresaban en forma
exogena o bien Axl wt (wild type) o bien Axl con mutaciones en la cola carboxilo terminal,
donde se encuentra el dominio tirosina kinasa, revelaron que el dominio extracelular del
receptor y la actividad catalitica del dominio intracelular son relevantes a distintos niveles
durante el proceso de entrada del virus. Se pudo poner en evidencia que la actividad tirosina
kinasa es importante para el aumento de la infeccion por DENV en forma dependiente de AxI.
No obstante, la integridad de dicho domino catalitico es dispensable para la correcta
endocitosis de la particula viral. Las células que expresaban Axl carente del dominio de
tirosina kinasa son capaces de endocitar las particulas virales con una eficiencia semejante a
la de las células con el Axl no mutado; sin embargo, a las 48h de la infeccion, las células
presentan una menor tasa de replicacion viral respecto de las células con AxI (wt) [165].

Los antecedentes previamente citados, indican que Axl es un importante factor pro-
viral durante la infeccion por DENV y que estaria desempefiando un rol crucial durante la
infeccion a nivel de la entrada viral y durante el ciclo de infeccion celular [165]. En conjunto,
todas estas caracteristicas hacen de Axl un interesante factor celular con un gran potencial

para convertirse en un blanco antiviral.
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En cuanto a la regulacion de Axl, los ratones expuestos al denominado “humo de
segunda mano”o second hand smoke (SHS), que refiere al humo que inhala un fumador
pasivo al encontrarse en la cercania de una persona que se encuentra fumando, presentan una
mayor activacion de Axl en los pulmones [166].

Ha sido reportado que compuestos presentes en el humo de los cigarrillos activan al
AHR, el sensor medioambiental por excelencia [37,167]. Por otro lado, ha sido publicado que
ligandos de AHR son capaces de modular la expresion de las proteinas TAM en macrofagos
deficientes en TAM [161]. Adicionalmente, las vias de sefializacion de AHR y AxI podrian
interactuar, ya que ambas proteinas estan implicadas en la regulacion negativa de las vias de
senalizacion NFkB e IFN tipo I a través de diferentes mecanismos durante el lupus
eritematoso sistémico[161].

Estos hallazgos sugieren fuertemente que AHR podria ser un regulador de la
expresion de Axl, lo que implica que AxI podria ser susceptible de cambios después de ciertos
estimulos ambientales y que la activacion de ambas vias de sefializacion podria tener una
contribucion sinergica a la supresion de la respuesta antiviral, que podria ser un factor clave
asociado a una exacerbacion de la infeccion por DENV.

Explorar la importancia de Axl y su regulacion durante la infeccion in vitro por
DENYV, se convierte en un proyecto prometedor que nos proporcionara prucbas de los
posibles mecanismos implicados y, ademas, contribuird a entender como el entorno podria
estar influyendo en la expresion de Axl, la infeccion por DENV y el resultado de la
enfermedad. En este capitulo nos propusimos evaluar el impacto de la modulacion
farmacologica de AHR en la expresion de Axl y su relevancia durante la infeccion in vitro por

DENV.
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RESULTADOS

El hecho de que AHR promueva la infeccion por DENV podria ser, en principio, por
dos grandes mecanismos no excluyentes entre si: o bien por la supresion de la respuesta
inmune antiviral o bien por propiciar un aumento de la entrada del virus a la célula, y con ello,
de la infeccion viral.

En el presente capitulo se abordara el estudio de la posible interaccion entre AHR y
Axl, un conocido candidato a receptor de entrada viral de flavivirus y una proteina descrita
como importante factor pro-viral durante la infeccion por DENV y ZIKV.

Dado que AHR y AxI son factores pro-virales durante la infeccion por DENV, nos

propusimos investigar la posible interaccion entre ambas vias de sefializacion.

1. DENV promueve la expresion de Axl y Gas6 durante la infeccion

En los ultimos afos se ha reportado que AxI presenta efectos pro-virales durante la
infeccion por DENV [165,168] , y que el bloqueo de Axl restringe la replicacion del DENV
in vitro, lo que pone de manifiesto la importancia de este receptor durante la infeccion
[165,168]. Sin embargo, hasta el momento no ha sido analizado el estado de AxI durante la
infeccion. Con motivo de estudiar si la infeccion por DENV impacta en los niveles de
expresion de Axl, células A549 fueron infectadas con DENV-2 durante 24h ¢ 48h. Las
monocapas celulares infectadas se cosecharon para procesarse por RT-qPCR o se recolectaron
para llevar a cabo analisis por citometria de flujo (FACS), a las 24hpi y a las 48hpi
respectivamente (Figura 45).

Los resultados obtenidos indican que células infectadas con DENV presentan
mayores niveles de ARNm de Axl a las 24hpi (Figura 45A) y exhiben mayores cantidades de
proteina total de Axl a las 48hpi, en comparacion con el control (Figura 45C). Estos
resultados demuestran por primera vez que el DENV aumenta la expresion de Axl. Por otro
lado, se observo el mismo efecto a nivel de Gas6. Células infectadas con DENV-2 contienen
niveles mayores de ARNm de Gas6 a las 24hpi (Figura 45C) y presentan un incremento en
los niveles proteicos totales a 48hpi (Figura 45D).

Los resultados en su conjunto evidencian por primera vez que DENV es capaz de
promover la expresion tanto de Axl como de su ligando Gas6, lo cual reviste crucial interés
por ser proteinas que intervienen en la etapa de entrada de DENV a la célula, y por facilitar la

replicacion.
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Figura 45. La infeccion por DENV promueve la expresion de Axl y Gas6. Células A549 fueron
inoculadas con vehiculo (mock) o con DENV-2(MOI=0,5). Se cosecharon muestras a las 24hpi para
procesarse por RT-qPCR (A,B) o a las 48hpi para procesarse por FACS (C,D). Los graficos
corresponden a los siguientes resultados: mARN de AxI(A), mARN Gas6(B), niveles proteicos totales
Axl1 (C), niveles proteicos totales Gas6 (D). Para los resultados de RT-qPCR se grafico el valor medio
de la expresion relativa de ARN (veces de cambio), mientras que para los resultados de FACS, se
graficaron los valores de intensidad media de fluorescencia geométrica (IMFg).

2. AHR regula la expresion de Axl en ausencia de infeccion

En esta tesis hemos podido describir que AHR es un factor de transcripcion activado
durante la infeccion por DENV que cumple un rol pro-viral fundamental durante la infeccion.
Dado que Axl también es un factor pro-viral durante la infeccion por DENV, y que pudimos
demostrar que durante la infeccion se encuentra sobre-expresado, nos preguntamos si DENV
era capaz de regular la expresion de Axl a través de la activacion de AHR.

En primer lugar decidimos investigar si AHR es capaz de regular la expresion de Axl
en ausencia de infeccion. Por este motivo, se procedid a realizar ensayos con un sistema
reportero del promotor de Axl que permitiera evaluar el impacto de AHR sobre la expresion
de Axl in vitro.

Para ello, cultivos celulares de Hek293T fueron transfectados con un plasmido
reportero del promotor de Axl (Axl-promotor-luciferasa) y con un plasmido control (Figura
46A) previo a su tratamiento con los moduladores de AHR. Luego de la transfeccion, las
células fueron tratadas por un lapso de 24h con moduladores de AHR vy finalmente se realizo
la medicién de la luminiscencia. Los detalles correspondientes al procedimiento experimental

se abordan en la seccion Materiales y Métodos. Los resultados se grafican en la Figura 46B.
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Los resultados obtenidos nos permitieron demostrar por primera vez que AHR es
capaz de modular la actividad del promotor de Axl en ausencia de infeccion (Figura 46).
La administracion de kynurenina, un agonista de AHR, aumenta significativamente la
actividad del promotor de Axl en comparacion con el control (Figura 46B). Por el contrario,
la inhibicion del AHR con CH223191 disminuye la actividad del promotor de Axl en un 65%

en comparacion con el control (Figura 46B).
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Figura 46. AHR regula la expresion de Axl. (A) Esquema simplificado de los plasmidos empleados
para los ensayos reporteros de la actividad del promotor de Axl(B)Células Hek293T fueron co-
transfectadas con un plasmido codificante para el promotor de Axl up-stream del gen de la luciferasa
(AxI-Promotor-Luc) y con un plasmido reportero control (Ctrol-T7-Luc).Al cabo de 24h, las células
fueron tratadas con distintas combinaciones de kynurenina (agonista de AHR) y CH223191
(antagonista de AHR). Luego de 24h de tratamiento, se cosecharon las muestras para procesar y medir
la luminiscencia. Se graficé la intensidad media de luminiscencia £SEM. El analisis estadistico se
realizé mediante one-way ANOVA seguido de Tukey’s post-test.Se considerd significativo p <0.05 .
(C) Células Hek293T fueron tratadas con distintas combinaciones de kynurenina (agonista de AHR) y
CH223191 (antagonista de AHR). Luego de 24h de tratamiento, se cosecharon las monocapas celulares
para procesarse por RT-qPCR. Para los resultados de RT-qPCR se graficd el valor medio de la
expresion relativa de ARN (veces de cambio)

Por otro lado, el tratamiento combinado de kynurenina con CH223191 mostr6é una
actividad del promotor de Axl un 30% menor en comparacion con el control. Asimismo, este
valor es significativamente menor que en el caso del tratamiento con kynurenina y
significativamente mayor que en el caso del tratamiento con CH223191, lo que indica que la
kynurenina es capaz de promover la activacion del promotor de Axl, aunque la concentracion
empleada no contrarresta completamente el efecto inhibitorio de CH223191(Figura 46B).

Para investigar en mayor profundidad si el efecto observado a nivel del promotor de

Ax] impacta en los niveles de ARNm de Axl, células Hek293T fueron tratadas durante 24h
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con medio, kynurenina,CH223191 o una combinacioén de ambas. Al cabo de 24h las muestras
fueron cosechadas y procesadas por RT-qPCR (Figura 46C).

La administracion del agonista del AHR aument6 la expresion de Axl en un 15%,
mientras que el antagonista del AHR CH223191 redujo la expresion hasta en un 50% en
comparacion con el control (Figura 46C). Mas importante aun, el tratamiento combinado de
kynurenina y CH223191, present6 un nivel de ARNm de Axl intermedio, en comparacion con
las condiciones de un tratamiento simple con kynurenina o CH223191 (Figura 46C).

Los resultados obtenidos en conjunto indican que AHR efectivamente es capaz de
modular la expresion de Axl. AHR regula la actividad del promotor de Axl y

consecuentemente los niveles de expresion de su ARN mensajero.

3. El ARN sintético regula la expresion de Axl en forma dependiente de AHR

Para explorar en mayor profundidad si este fenémeno ocurre durante una infeccién
por virus con genoma de ARN, se realizaron ensayos en los que cultivos celulares de
Hek293T fueron tratados con poly I:C, un analogo de ARN que permite emular la infeccion
en forma mas sencilla. En particular, se emple6 poly I:C (20pg/ml) por ser una concentracion
caracterizada por inducir la activacion de la via de sefalizacion de AHR, y promover cambios
en el trafico intracelular y los niveles de expresion de AHR. (Ver Capitulo 1y Capitulo 1).

En principio, se procedi6 a realizar ensayos con el sistema reportero del promotor de
Ax] previamente descrito. En esta oportunidad, luego de la transfeccion de los plasmidos, las
células fueron tratadas con medio o con poly I:C, en presencia o en ausencia de
CH223191(Figura 47A).

En primer lugar, se puede observar que poly I:C, fue capaz de desencadenar la
activacion del promotor de Axl (Figura 47A). De hecho, la administracién de poly I:C
(20pug/ml) aumento la actividad del promotor de Axl en un 40% respecto del control (Figura
47A). Por otro lado, cuando las células fueron tratadas con la combinacion de poly (I:C) y
CH223191, se pudo observar una drastica disminucion de la actividad del promotor de Axl
(Figura 47A). La administracion conjunta de ambos tratamientos disminuy¢ la actividad del
promotor en un 53% respecto del mock, y provocd una reduccion de aproximadamente un
66% respecto de la condicion poly I:C (20ug/ml)(Figura 47A). Resulta importante destacar
que los niveles observados en la condicion en que se administré una combinacion de
poly I:C y CH223191 fueron equivalentes a los observados con el tratamiento con

CH223191 (Figura 47A).
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Figura 47. Poly I:C regula la expresion de Axl. (A) Células Hek293T fueron co-transfectadas con un
plasmido codificante para el promotor de Axl up-stream el gen de la luciferasa (Axl-Promotor-Luc) y
con un plasmido reportero control (Ctrol-T7-Luc).Al cabo de 24h, las células fueron tratadas con
distintas combinaciones de poly I:C (20pg/ml) y CH223191 (antagonista de AHR). Luego de 24h de
tratamiento, se cosecharon las muestras para procesar y medir la luminiscencia. Se grafic6 la intensidad
media de luminiscencia +SEM. El andlisis estadistico se realiz6 mediante one-way ANOVA seguido de
Tukey’s post-test.Se considerd significativo un p valor<0.05. (B)Cé¢lulas Hek293T fueron tratadas con
vehiculo (mock) o con poly I:C (20pg/ml). Luego de 24h de tratamiento, se cosecharon las monocapas
celulares para procesarse por RT-qPCR. Para los resultados de RT-qPCR se grafico el valor medio de
la expresion relativa de ARN (veces de cambio)

Estos resultados sugieren fuertemente que la induccién de la expresion de Axl
desencadenada por poly I:C es, al menos parcialmente, mediada por la activacion de la via de
AHR.

Adicionalmente, se procedio a evaluar si el tratamiento con poly I:C es capaz de
impactar en los niveles de expresion del ARNm de Axl. Para ello se trataron células
Hek293T con medio o con poly I:C (20ug/ml) y al cabo de 24h, se realizd la cosecha de
muestras y su procesamiento por RT-qPCR. Los resultados se grafican en la Figura 3B.

Los resultados obtenidos indican que el tratamiento con poly I:C (20ug/ml) por un
lapso de 24h es capaz de promover el aumento de Axl medido por RT-qPCR (Figura 47B).
Cabe destacar que dicha concentracion, también fue la Ginica capaz de activar la via de
sefalizacion de AHR (Ver Capitulo 1), evaluada como el aumento no so6lo del ARNm de AHR
sino de sus genes blanco candnicos: CYP1A1 y CYPIBI.

Estos resultados en conjunto, sugieren una correlacion entre la activacion de la
expresion de Axl y la actividad de AHR, sugiriendo que el efecto de poly I:C a nivel de AxI,
podria deberse, al menos parcialmente, a la activacion de la via de AHR. El hecho de que
poly I:C sea capaz de activar AHR y con ello, aumentar la actividad del promotor de Axl y los
niveles de expresion de ARNm de Axl, podria significar que durante una infeccion por DENV,
el genoma viral también seria capaz de gatillar este eje regulatorio. En este escenario, el ARN
viral al activar TLR3 promoveria la activacion de AHR y con ello el incremento en la
expresion de Axl. Este, podria ser uno de los mecanismos involucrados en el aumento de la

expresion de Axl durante la infeccion por DENV.
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4. AHR regula la expresion de Axl durante una infeccion por DENV

Con motivo de indagar si estos fendmenos también tienen lugar durante una infeccion
por DENV, se procedio a evaluar el impacto de la modulacion farmacologica de AHR en la
expresion de Axl y de Gas6 en células infectadas con el virus. Para ello, se cont6 con células
A549 que fueron tratadas con agonistas o antagonistas de AHR previo a la infeccion con el
virus, luego las células fueron infectadas con DENV-2 (MOI=0.5) y 24hpi se realizo la
cosecha de muestras para evaluar por RT-qPCR (Figura 48).

En principio, se observo que células expuestas a I3S antes de la infeccion, presentan
un aumento del ARNm de Axl de hasta 4 veces respecto de los niveles registrados en células
infectadas pero no tratadas con I3S (Figura 48A). Dado que el tratamiento con I3S, se
desarrolld 24h previo a la infeccidon con el virus, estos resultados sugieren que la infeccion
por DENV en un contexto en que ya haya ocurrido una exposicién a un agonista de AHR
terminaria generando un estado celular que induciria un aumento atin mayor en la expresion
de Axl. Sorpresivamente, células pre-tratadas a I13S e infectadas con DENV, presentan niveles
de mARN de Gas6 equivalentes a los encontrados en el control (Figura 48B).

Por otro lado, la administracion de CH223191 previo a la infeccion con el virus
termina generando el efecto opuesto. Se puede observar que células pre-tratadas con
CH223191 y posteriormente infectadas con DENV por 24h, exhiben una disminucion en la
expresion de Axl en un 40% y de Gas6 en un 60%, respecto del control (Figura 48C-D).

Estos resultados en conjunto indican que la via de AHR es capaz de regular la
expresion de Axl y su ligando, independientemente del estado de infeccion de la célula. En
otras palabras, AHR es capaz de modular la expresion de Axl y Gas6 en condiciones basales
tanto como durante una infeccion por DENV.

Resulta interesante destacar el efecto sinérgico que presenta una exposicion a un
agonista de AHR previo a la infeccion por el virus junto con la infeccion en si a nivel de la
expresion de Axl. El gran aumento de la expresion de Axl en este contexto podria estar
vinculado a un aumento de la entrada del virus en ciclos subsiguientes de infeccion y esto
podria estar directamente relacionado con el desarrollo de una gran diversidad de cuadros
clinicos por DENV.

El siguiente paso en nuestra investigacion fue evaluar si los cambios observados a
nivel de Axl y Gas6 en términos de mARN terminaban repercutiendo en la expresion de las
proteinas. Para ello se emplearon células A549 que fueron pre-tratadas con agonistas o
antagonistas de AHR previo a la infeccion con DENV-2 y a 48hpi las células fueron

cosechadas y preparadas para su procesamiento por citometria de flujo (Figura 49).
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Figura 48. AHR regula la expresion de Axl y Gas6 durante una infecciéon por DENV. Células
A549 fueron pre-tratadas con I3S 10uM (A,B) o pre-tratadas con CH223191(C,D) y posteriormente
infectadas con DENV-2-(MOI=0,5). Se cosecharon muestras a las 24hpi para procesarse por RT-qPCR.
En todas las muestras se determino el estado de la via de sefializacion de AHR. (A,C) mARN de AHR,
CYP1A1l y Axl mientras que (B,D) mARN de AHR, CYP1A1 y Gas6. Se grafico el valor medio de la
expresion relativa de ARN (Veces de cambio).

Los resultados obtenidos evidenciaron que tanto DENV como AHR tienen un
impacto en los niveles de expresion de la proteina Axl a las 48hpi medido por FACS (Figura
49). De hecho, la exposicion a la kynurenina antes de la infeccion, provoca un aumento ain
mayor en los niveles totales de Axl en comparacion con las condiciones control (mock),
DENYV y kynurenina (Figura 49A).

Por otro lado, en lo referido a Gas6, se pudo observar que si bien, células tratadas con
kynurenina ¢ infectadas con DENV presentan mayores niveles de Gas6 respecto del
tratamiento con kynurenina, los niveles de ambos tratamientos resultaron ser menores
respecto de los registrados para células sin infectar (mock) y el control viral (Figura 49B).
Esto, refleja que si bien AHR y DENV podrian regular la expresion de Gas6, dicha regulacion
seria diferente a la observada para AxI.

Cabe destacar, que en esta instancia se realiz6 una determinacion de Ax1y Gasb6 total,

sin poder discernir si existen diferencias en la distribucion celular de dichas proteinas. Resulta
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interesante mencionar, que se puede visualizar un aumento del nivel de ambas proteinas aun
cuando esta linea celular tiene un alto nivel basal de expresion de ambas.

Curiosamente, cuando se pre-trataron células con CH223191 previo a la inoculacion
de vehiculo o la infeccion con DENV, las células exhibieron niveles proteicos de Axl y Gas6
menores respecto los registrados en las condiciones de control (mock) y DENV (Figura 49).

Estos resultados sugieren que si bien AHR es capaz de regular la expresion de ambas
proteinas y que la infeccion por el virus en si misma promueve la expresion de las proteinas,
esta sobre-expresion de Axl y Gas6, dependeria parcialmente de AHR, ya que
independientemente del estado de activacion del receptor, células infectadas presentan niveles

ligeramente mayores de expresion de las proteinas (Figura 49).

5. Axl regula la expresion de AHR

Los resultados de este capitulo hasta el momento indican no so6lo que DENV es capaz
de promover la sobre-expresion de Axl durante la infeccion, sino que ademas este aumento de
la expresion de Axl y Gas6 estaria mediado, al menos en forma parcial por AHR. Por otro
lado, hemos podido demostrar que AHR es capaz de regular la expresion de AxI en presencia
y en ausencia de infeccion. Estos resultados constituyen las primeras evidencias que apoyan
el hecho que de ambas vias de sefializacion interactian entre si, y en particular, durante la
infeccion. Nuestro siguiente objetivo consistio en evaluar el posible impacto de la modulacion
farmacologica de Axl en la expresion de AHR, para seguir profundizando nuestros
conocimientos acerca de la interaccion entre ambas vias de sefalizacion.

Con motivo de estudiar el efecto de Axl en la expresion de AHR, células A549 fueron
tratadas con medio, con R428, un inhibidor selectivo de la actividad de tirosina kinasa de AxI,
con el inhibidor de AHR CH223191 o con una combinacion de las drogas. A continuacion las
células fueron inoculadas con medio o con DENV-2 y a 24hpi las células fueron cosechadas
para procesarse por RT-qPCR (Figura 50).

Resulta importante remarcar que los resultados obtenidos deberian analizarse en dos
contextos diferentes. Axl pareceria afectar de una forma la expresion de ARNm de AHR en
ausencia de infeccion pero pareceria tener otro impacto durante la infeccion por DENV.

En primer lugar, se pudo observar por primera vez que Axl impacta en la regulacion
de la expresion de AHR. Células tratadas con R428, el antagonista de Axl, presentan un
aumento total de unas 8 veces en los niveles de expresion de AHR respecto del control
(Figura 50A). Lo cual indicaria que es posible que Axl se encuentre cumpliendo un rol

regulatorio negativo de los niveles de expresion constitutivos de AHR a nivel celular.
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Figura 49. AHR impacta en los niveles proteicos de Axl y Gasé durante una infeccion por DENV.
Células A549 fueron pre-tratadas con medio, kynurenina o CH223191 y posteriormente infectadas con
DENV-2. A las 48hpi se cosecharon muestras para procesarse por FACS. Los graficos corresponden a
los niveles proteicos totales Axl (A) y los niveles proteicos totales Gas6 (B) para cada condicion. Los
resultados corresponden a los valores de intensidad media de fluorescencia geométrica (IMFg).
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Figura 50. Axl afecta la expresiéon de AHR. Células A549 fueron pre-tratadas con medio,
R428,CH223191 o R428+CH223191.A continuacion las células fueron inoculadas con vehiculo (A) o
infectadas con DENV-2(B). A las 24hpi se cosecharon muestras para procesarse por RT-qPCR. En
todas las muestras se determinaron los niveles de mARN de AHR. Se graficé el valor medio de la
expresion relativa de ARN (veces de cambio).
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Curiosamente, se pudo observar que células pre-tratadas con R428 e infectadas con
DENV-2, exhiben niveles de expresion de AHR incluso mas bajos que los registrados en el
caso del tratamiento combinado de CH223191 y DENV-2, DENV-2 y el control (Figura 50B).

Estos resultados aparentemente contradictorios podrian implicar dos cosas: por un
lado que el rol de Axl en la regulacion de AHR podria depender del estado celular, es decir
que podria estar ejerciendo un rol regulatorio negativo en condiciones basales, pero uno
regulatorio positivo durante una infeccion viral por DENV. Por otro lado, lo que podria estar
ocurriendo es que en realidad el efecto de disminucion tan drastico observado durante la
infeccion, se debe a que en este caso, la inhibicion de Axl, afectaria en mayor medida el ciclo
viral de  DENV, y como DENV es un gran inductor de AHR, al reducir los niveles de
infeccion viral, también se veria disminuida la induccién de la expresion de AHR.

Sorpresivamente, la inhibicion conjunta de AHR y AxI, reduce en forma mas drastica
los niveles de expresion de AHR en el contexto de infeccion (Figura S0B). Este resultado,
apoyaria la hipdtesis de que los efectos observados a nivel de la expresion de AHR en el
contexto de la infeccion por DENV, deberian deberse al impacto de las vias de sefalizacion
en la replicacion viral y subsecuentemente, esta disminucién de la replicacion viral,
impactaria en la induccion de la expresion de AHR. Sin embargo, cabe destacar que la
administracion combinada de CH223191 y R428 fue capaz de disminuir los niveles del
ARNm de AHR incluso en ausencia de infeccion, lo cual sugeriria una sumatoria de efectos
de la inhibicion de AHR y Axl, en condiciones basales (Figura 50A).

Estos resultados en conjunto indican que por un lado que Axl es capaz de regular
negativamente los niveles de expresion del ARNm de AHR. Posiblemente en condiciones
basales, desempena un rol como regulador de los niveles constitutivos de ARNm de AHR.

Durante la infeccion por DENV, dado que ambas proteinas impactan en el ciclo viral,
los niveles de ARNm de AHR registrados, es probable que sean un reflejo de la induccion por
parte de la infeccion. En caso de existir algln tipo de regulacion por parte de Axl, su efecto

quedaria enmascarado por el efecto regulatorio mas importante llevado a cabo por el virus.

6. El bloqueo farmacologico de AHR y Axl en simultineo impacta
sinergisticamente en los niveles de expresion del genoma de DENV

Ha sido reportada la importancia de Axl como factor pro-viral durante la infeccién
por DENV. Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se ha podido demostrar y describir que
AHR es un factor pro-viral importante durante la replicacion de DENV in vitro. Asimismo,
hemos podido demostrar que durante la infeccion tanto AHR como Axl se encuentran sobre-
expresados y hemos podido describir por primera vez la interaccion entre las vias de

sefializacion de AHR y de Axl en ausencia y en presencia de la infeccion por este flavivirus.
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El siguiente paso en nuestra investigacion fue evaluar si el bloqueo farmacologico de
ambas vias de sefializacion en simultaneo, afecta la replicacion viral en forma diferente a la
observada al inhibir cada via por separado, con motivo de estudiar un posible efecto sinérgico
de ambas vias de sefializacion.

Para ello células A549 fueron tratadas con medio, R428, CH223191 o con una
combinacion de R428 y CH223191 previo a la infeccion con DENV-2. Al cabo de 24h,las
células fueron cosechadas para procesarse por RT-qPCR (Figura 51).

Figura 51. La inhibicion conjunta de AHR y

DENV Axl reduce los niveles del genoma viral en
28- forma sinergica. Células AS549 fueron pre-
% tratadas con medio, R428,CH223191 o
o 26 R428+CH223191.A continuaciéon las células
g . ,_I fueron infectadas con DENV-2. A las 24hpi se
;E g5 2l cosecharon muestras para procesarse por RT-
e . M gPCR. En todas las muestras se determinaron
E 9 los niveles del ARN de DENV. Se grafico el
7 - valor medio de la expresion relativa de ARN (2-
& | ACT).
F T ) |
= 0.00-
CH223191 - + = +
R428 - - + +
DENV + + + +

Los resultados obtenidos demuestran no sélo que el bloqueo de AHR y el del Axl
reducen los niveles de genoma viral, sino, ain mas importante, que la inhibicion conjunta de
AHR y AxIl reduce en mas de 100 veces los niveles del ARN de DENV con respecto al
registrado para CH223191 y R428 por separado, poniendo de manifiesto la sinergia entre
ambas vias (Figura 51).

Estos resultados sugieren que DENV al activar AHR y Axl, maximizaria sus
estrategias para facilitar su replicacion a nivel celular, ya que el bloqueo de ambas previo a la

infeccion, logra reducir drasticamente los niveles de ARN viral (Figura 51).

7. AHR y Axl afectan los niveles de expresion de PML en presencia y en ausencia
de una infeccion por DENV

Con motivo de indagar en los posibles mecanismos involucrados en la sinergia de
AHR y Ax] durante una infeccion por DENV, y considerando que ya ha sido reportado que
AHR seria capaz de interferir con la expresion de pm/ al limitar la activacion de NFkB en una
infeccidon por ZIKV [99], decidimos evaluar el impacto de ambas vias de sefializacion por

separado y en conjunto en la expresion de PML durante la infeccion por DENV.
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Teniendo en cuenta que AHR y Axl son capaces de suprimir a NFkB [161] y dado
que la expresion de PML es regulada positivamente por NFkB [99], entonces nos propusimos
estudiar los efectos de la inhibicion de AHR y Axl sobre los niveles de expresion de PML
(Figura 52).

Para ello células A549 fueron tratadas con medio, R428, CH223191 o con una
combinacion de R428 y CH223191 previo a la inoculacion de medio (Figura 52A) o a la
infeccion con DENV-2 (Figura 52B). Las muestras fueron cosechadas 24hpi para procesarse
por RT-qPCR (Figura 52). Los resultados obtenidos nos permitieron demostrar que la
inhibicion conjunta de AHR y Axl durante una infeccion por DENV, aumenta en forma
sinergica los niveles de expresion de PML (Figura 52B). Se pudo observar que durante una
infeccion por DENV, si bien, R428 es capaz de promover un incremento de PML respecto del
mock y de DENV, cuando se co-administran CH223191 y R428 se observa un aumento atn
mayor al registrado en todos las otras condiciones experimentales ensayadas (Figura 52B).
Estos resultados sugieren que AHR y Axl, presentan sinergia en términos de la regulacion de

pml en el contexto de infeccion por DENV.
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Figura 52. Analisis del impacto del bloqueo de AHR y Axl en la expresion de PML en presencia y
en ausencia de infeccion por DENV. Células A549 fueron pre-tratadas con medio, R428,CH223191 o
una combinacién de R428 y CH223191.A continuacion las células fueron inoculadas con medio (A) o
infectadas con DENV-2 (B). A las 24hpi se cosecharon muestras para procesarse por RT-qPCR. En
todas las muestras se determinaron los niveles del ARN de PML con primers pan-PML. Se grafico el
valor medio de la expresion relativa de ARN (veces de cambio).

Por otro lado, en ausencia de infeccion se pudo observar que tanto la inhibicion de
AHR como la de Axl, aumentan los niveles de expresion de PML, demostrando que ambas
vias regulan en forma negativa los niveles de expresion de PML (Figura 52A). Notoriamente,
la administracion conjunta de las drogas inhibitorias, no present6 sinergia en términos de los
niveles de expresion de PML, de hecho, los niveles de ARNm registrados si bien fueron
superiores a los de la condicion mock, fueron significativamente menores respecto de las

condiciones de CH223191 y R428 (Figura 52A). Lo cual podria implicar que ambas
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regulaciones negativas, parecerian presentar sinergia a nivel de la regulacion de la expresion
de PML durante la infeccion por DENV. Sin embargo, este fenomeno no se observa en
ausencia de infeccion, de hecho, los resultados parecen indicar que la contribucion del
bloqueo de AHR y Axl sobre la expresion de pml, se anularan entre si.

En este contexto, debemos considerar que existen otros factores que regulan la
expresion de pml que no estamos considerando, junto con el hecho de que PML también es
una proteina con funciones importantes a nivel celular. Por ejemplo, PML se encuentra
involucrada en multiples vias asociadas al mantenimiento del genoma, e incluso en la
apoptosis asociada a p53, entre otros[169]. Por lo tanto, es razonable pensar que aunque haya
estimulos que provoquen un aumento aun mayor del transcripto de pml, en la célula van a
preponderar mecanismos que contrarresten ese incremento para mantener la homeostasis.
Durante una infeccion, ese aumento de PML provocado por el bloqueo concomitante de AHR
y Axl, seria beneficioso para la célula ya que permitiria restringir la infeccion.

En conclusion, los resultados obtenidos indican no s6lo que AHR y Axl son capaces
de regular en forma negativa la expresion de una proteina con funciones antivirales como lo
es PML, en presencia como en ausencia de infeccion (Figura 52). AGn mdas importante, la
inhibicidon conjunta de ambas vias durante una infeccion por el virus, induce un aumento
significativo en los niveles de expresion del ARN de PML, implicando que las mismas
presentarian un efecto sinérgico a nivel de la regulacion de PML durante la infeccion, pero no
en condiciones basales.

Durante el desarrollo de los experimentos descritos en este capitulo, se pudo
establecer una colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Eugenio Antonio Carrera-
Silva del Instituto de Medicina Experimental (IMEX) de la Academia Nacional de Medicina
(ANM), que se especializa en el estudio de receptores de tipo TAM. En particular durante
dicha colaboracion surgié la posibilidad de realizar ensayos en monocitos aislados de
donantes humanos sanos, debido a que el Dr. Carrera Silva trabaja en forma diaria con
muestras provenientes del Banco de Sangre.

Los monocitos constituyen células blanco cruciales durante la infeccion por DENV,
de hecho, se considera que los mismos se encuentran involucrados en varias etapas del
proceso de infeccion y en particular, son actores clave en el proceso de distribucion del virus
a distintos tejidos durante la infeccion.

Por este motivo, decidimos estudiar si este bucle regulatorio entre AHR y AxI,
también se daba en infeccion de monocitos ex vivo y asi poder evaluar su relevancia en un

modelo celular relevante durante la infeccion por DENV in vivo.
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8. DENV modifica la expresion de Axly Gas6 a 24h y 48h en forma diferencial en
monocitos humanos en ensayos in vitro

Con motivo de estudiar el impacto de DENV en los niveles de expresion de Axl en
monocitos humanos, se procedido a sembrar microplacas de 96 pocillos con células CD14+
humanas, aisladas y purificadas a partir de de células mieloides de sangre periférica (PBMCs)
de un donante sano. Al cabo de 16-24h de adhesion, se realiz6 la infeccion de los monocitos
con una (MOI~0,5), realizando la adsorcion viral durante 2h para maximizar la interaccion de
las células con el inoculo viral y asi promover una mayor infeccion. A las 24hpi, se procedio a
cosechar muestras para analisis por FACS (Figura 53). En este caso, se decidio realizar la
marcacion de Axl en forma total (Figura 53A) y asimismo se llevo a cabo la tincion de
HLA-DR, CD80 y CD40 como marcadores de activacion de los monocitos (Figura 53 B-D).

En principio se puede observar que DENV aumenta la expresion de Axl a 24h de la
infeccion, en un cultivo primario de monocitos humanos CD14+ aislados a partir de células
mieloides de sangre periférica (PBMCs) de un donante sano. (Figura 53A). Asimismo, se
pudo observar que durante la infeccion los monocitos presentaron un aumento de la expresion

de los marcadores de activacion HLA-DR, CD80 y CD40 (Figura 53 B-D).
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Figura 53. DENV induce la expresion de Axl y la activacién de monocitos humanos a 24hpi.
Cultivo primario de monocitos humanos CD14+ aislados a partir de células mieloides de sangre
periférica (PBMCs) de un donante sano fueron infectados con DENV-2 por 24h. A continuacidn, se
procedid a cosechar las muestras para procesarse por FACS. Se realizé la marca de Axl total (A),
HLA-DR (B), CD80(C) y CD40 (D). Se grafico la intensidad de fluorescencia media para cada
proteina.
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Figura 54. La modulaciéon de AHR durante una infeccion por DENV de monocitos humanos
modifica el nivel de Axl a 24hpi. Cultivo primario de monocitos humanos CD14+ aislados a partir de
células mieloides de sangre periférica (PBMCs) de un donante sano fueron tratados con kynurenina o
CH223191 y posteriormente inoculados con medio (A) o infectados con DENV-2(B) por 24h. A
continuacion, se procedid a cosechar las muestras para procesarse por FACS. Se realizé la marca de
Axl total para todas las muestras. Se grafico la intensidad de fluorescencia media.

En un siguiente paso, quisimos estudiar si la modulacion de AHR era capaz de
impactar en los niveles de expresion de Axl en un cultivo de monocitos primarios humanos en
presencia o en ausencia de infeccion por DENV a 24hpi (Figura 54).

En primer lugar se pudo observar que durante una infeccion por DENV, los niveles
registrados de AxI fueron significativamente mayores respecto del control mock (Figura 54
B). Es importante destacar que el aumento de Axl durante la infeccion pareceria ocurrir
independientemente de la administracion de moduladores de AHR, al menos a las 24hpi
(Figura 54B). Se puede observar que en células tratadas con kynurenina e infectadas con
DENV (kynurenina+DENV) y células tratadas con CH223191 e infectadas con DENV
(CH223191+DENYV), los niveles de Axl son mas elevados respecto de las condiciones mock,
kynurenina y CH223191, respectivamente (Figura 54A-B). Por otro lado, los niveles de Axl
registrados en la condicion de kynurenina+DENYV son superiores a los determinados en la
condicion de DENV (Figura 54B). Estos resultados, sugieren que la exposicion a agonistas de
AHR previo a la infeccion por este virus, promoveria un aumento mayor en la expresion de
Ax] (Figura 54B). Es importante destacar, que este fendmeno ya habia sido registrado en
ensayos realizados con el modelo de A549, descrito anteriormente en este capitulo.

En el caso de las células tratadas con CH223191 y posteriormente infectadas con
DENYV, se pudo observar que las mismas exhibian niveles ligeramente menores de Axl
respecto de mock y significativamente mas bajos que los medidos en la condicion de
kynurenina + DENV (Figura 54B).

Estos resultados en conjunto sugieren que por un lado, DENV es capaz de inducir la
expresion de Axl en monocitos humanos infectados a 24hpi. Si bien, la modulacion de AHR
no produce cambios tan drasticos, los cambios observados en los niveles de expresion de Axl
en el contexto de infeccion podrian ser producto de distintos escenarios que no son

excluyentes entre si: por un lado DENV podria regular la expresion de Axl en monocitos en
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forma dependiente de AHR, al menos parcialmente pero este no seria el inico mecanismo que
promoveria el aumento de la expresion proteica de Axl en este sistema celular. Por otro lado,
podria ocurrir que en realidad, la variacion observada en los distintos tratamientos, fuera
producto del impacto de los moduladores de AHR en los niveles de infeccion y que eso, fuera
lo que en una segunda instancia terminara aumentando en mayor o en menor medida los
niveles de expresion de Axl.

Con motivo de evaluar la potencial interaccion entre ambas vias de sefializacion
durante una infeccion por DENV en un cultivo primario de monocitos humanos, se procedio a
pre-tratar células CD14+ con medio, CH223191, R428 o CH223191 previo a la inoculacién
con vehiculo o la infeccion con DENV-2 (Figura 55-56). A 48hpi, se procedid a realizar la
cosecha de células para procesar por FACS. En esta oportunidad se decidi6 recolectar las
células a las 48hpi, debido a que en el ensayo previo se habia observado que la infeccion por
DENYV constituia el mayor inductor de la expresion de Axl, a 24hpi, entonces, hipotetizamos
que a 48hpi quizas podrian observarse diferencias aiin mayores entre los tratamientos. Se
realizo la marca de Axl total o Gaso6 total.

Sorprendentemente, en las células infectadas con DENV fue registrada una reduccion
de los niveles de expresion de Axl y Gas6 a las 48hpi (Figura 55 A-B). Contrariamente a lo
que esperamos, 24h mas tarde, se observa una disminucion de dichas moléculas. Estos
resultados, podrian explicarse por una sumatoria de factores: por un lado, podria observarse
una disminucion en la expresion de las proteinas debido a mecanismos de compensacion de la
célula para regresar a un estado de homeostasis. Por otro lado, dado que Axl es un inhibidor
potente de la respuesta inmune y que las células son justamente monocitos, es muy probable
que con motivo de controlar la infeccion por el virus, se gatillen mecanismos internos
celulares que permiten restringir la actividad de represores, entre ellos AxI.

Los resultados obtenidos en conjunto indican que DENV es capaz de promover un
aumento de la expresion de Axl en monocitos humanos a 24hpi, sin embargo, a 48hpi el
efecto observado es el contrario, posiblemente por mecanismos celulares asociados a un
intento de control de la infeccion viral.

La evaluacion del efecto de inhibidores de AHR y AxI, a nivel de la expresion de Axl
y Gas6 en cultivos primarios de monocitos humanos, puso de manifiesto que el tratamiento
por 48h reduce significativamente la expresion de ambas proteinas respecto del mock. Ahora
bien, cuando se inhibieron AHR, Axl o se bloquearon AHR y Axl en forma concomitante
(AHR + Axl), durante la infeccion por DENV, se pudo observar no sélo una reduccion
significativa de la expresion de Axl y Gas6 respecto del mock, sino también una tendencia a
presentar valores mas bajos respecto de las condiciones de inhibicion de AHR, Axl y la

condicion de AHR+AXI sin infeccion (Figura 56A-B).
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Figura 55. Expresion de Axl y Gas6 en monocitos infectados con DENV por 48h. Cultivo primario
de monocitos humanos CD14+ aislados a partir de células mieloides de sangre periférica (PBMCs) de
dos donantes sanos fueron infectados con DENV-2 por 48h. A continuacion, se procedio a cosechar las
muestras para procesarse por FACS. Se realizé la marca de Axl total (A) o Gas6 total (B). Se grafico
la intensidad de fluorescencia media =SEM para cada proteina. El analisis estadistico se llevd a cabo
por T-test no apareado de dos colas con un intervalo de confianza del 95%. Se considerd significativo
p<0.05.
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Figura 56. Impacto de la modulacion farmacolégica de AHR y Axl en la expresion de Axl y Gas6
en monocitos infectados con DENV por 48h. Cultivo primario de monocitos humanos CD14+
aislados a partir de células mieloides de sangre periférica (PBMCs) de dos donantes sanos fueron
tratados con medio, CH223191, R428 o una combinaciéon de las drogas previo a la infeccion con
DENV-2 por 48h. A continuacién, se procedié a cosechar las muestras para procesarse por FACS. Se
realizé la marca de Axl total (A) o Gas6 total(B). Se grafico la intensidad de fluorescencia media
+SEM para cada proteina. El analisis estadistico se llevd a cabo por one-way ANOVA seguido por
Dunnet’s post test. Se considerd significativo p<0.05.
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Figura 57. AHR y Axl: interaccion entre factores pro-virales durante una infecciéon por
DENV.EI virus DENV induce la activacion y la expresion de AHR y de Axl durante la
infeccion. Luego de su activacion, AHR es capaz de promover la expresion de Axl, mientras
que Axl seria capaz de suprimir parcialmente los niveles de expresion de AHR. AHR y Axl
son capaces de suprimir a NFkB y con ello los mecanismos antivirales celulares capaces de
combatir al virus. Los efectos inhibitorios de AHR y Axl a nivel de NFkB presentarian
sinergia. La exposicion a moléculas agonistas de AHR permiten que este ciclo se vea
incrementado aun, al promover la activacion de AHR.
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DISCUSION

En la actualidad, cada dia contamos con una mayor cantidad de evidencia que indica
que el medioambiente y nuestra interaccion con el mismo, son capaces de moldear nuestra
susceptibilidad a contraer enfermedades y el desarrollo de las mismas, pudiendo impactar en
su grado de severidad y desenlace final [170,171].

En particular, DENV es capaz de provocar un gran espectro de cuadros clinicos, que
varia desde infecciones asintomaticas hasta cuadros de dengue severo que presentan alta tasa
de mortalidad. Se ha descrito que la infeccion consecutiva, por serotipos distintos de DENV
es capaz de propiciar el desarrollo de cuadros de severidad incrementada y que esto se debe a
la existencia del fenomeno de ADE. Sin embargo, el ADE no logra explicar la totalidad de los
cuadros clinicos de mayor severidad, ni la existencia de una amplia variedad de
sintomatologias [25]. Lo cual, sugiere que el cuadro clinico resultante por la infeccion por
DENYV en un individuo en particular, es producto de la interaccion de multiples factores que
en la actualidad no hemos podido identificar.

En este contexto, resulta factible considerar que el medioambiente en el que nos
desarrollamos, las actividades y el estilo de vida que llevamos, la dieta que seguimos e
incluso los contaminantes a los que estamos expuestos, el denominado exposoma, pueden
presentar un rol fundamental en el desarrollo de una patologia [170,171].

AHR es un sensor medioambiental por excelencia, que presenta un rol crucial en la
interfaz entre el individuo y el medioambiente. El descubrimiento del rol clave de AHR como
modulador de la respuesta inmune, fue la piedra fundamental que sentd precedente para el
surgimiento de un nuevo paradigma en el estudio del comportamiento de la respuesta inmune
en distintos escenarios: patolégicos y no patologicos; el estudio de AHR en cancer,
enfermedades autoinmunes e infecciones se ha vuelto cada vez mas y mas considerable
[35,172].

La investigacion del impacto de AHR en las infecciones virales, es un campo de
estudio que ha revolucionado la virologia en los tltimos 20 afios. Cada dia, se obtiene mas
evidencia que destaca y revela el rol protagonico de AHR en diversos tipos de infecciones
virales [87].

El estudio del rol de AHR en el contexto de la infeccion por el virus de la influenza A
(IAV) ha sido, sin lugar a dudas, el mas abordado y en el que mas se ha avanzado en las
ultimas dos décadas. Se ha reportado que AHR se encuentra involucrado en la modulacion de
las respuestas inmune innata y adaptativa frente a este virus. Incluso, se ha podido develar que

la exposicion prenatal a compuestos activadores de AHR, eventualmente terminan
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modificando el comportamiento de la respuesta inmune antiviral en el periodo postnatal
[89,90,93,94,98,120—124].

En lo referido al los herpesvirus humanos, la mayoria de los estudios sugieren que
AHR presentaria un rol pro-viral en las mismas por estar implicado en el cambio de un estado
latente a un ciclo litico en infecciones por virus herpes simplex tipo 1 (HSV-
1),citomegalovirus humano (CMV), virus de Epstein Barr (EBV) y virus asociado al Sarcoma
de Kaposi (KHSV) o virus herpes humano tipo 8 (HHV-8) [88,92,101,102,173] . En lo
referido a la posibilidad de modular AHR como un enfoque terapéutico frente a una patologia
herpética, la conducta terapéutica podria depender, a priori, del desarrollo de la patologia y
la gravedad de la enfermedad. Por un lado, en los estados agudos de una infeccion herpética
podria ser deseable mejorar el cuadro clinico mediante el bloqueo del AHR y facilitar el paso
a un estado latente del ciclo, con el fin de disminuir los signos y sintomas de la patologia. Sin
embargo, seria razonable sugerir que la activacion del AHR podria ser 1itil en un paso inicial
en una terapia combinada, en los casos en los que la terapia antiviral disponible contra una
infeccion herpética no es eficaz porque el farmaco no es capaz de llegar al virus debido a la
latencia.

Asimismo, existe una controversia sobre el posible papel del AHR durante las
infecciones por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo I (HIV-1). Actualmente hay
cuatro publicaciones que abarcan el impacto de la activacion del AHR en la infeccion por
HIV-1, mientras que la mayoria de ellas sugieren que AHR podria tener un papel pro-viral
durante las infecciones por HIV-1 [95,97,104] , otro estudio sostiene que AHR presenta un
papel antiviral durante la infeccion por HIV-1 de macréfagos derivados de PBMCs humanas
[113].

Si bien, el estudio del rol de AHR durante las infecciones virales es un campo
incipiente y en algunos casos, presenta resultados controversiales, en la mayoria de los
trabajos publicados se ha descrito que AHR presenta un rol pro-viral durante las infecciones
virales (Ver tabla 2 de la seccion introduccion).

En este contexto y visto y considerando que en nuestro grupo se ha podido describir
la importancia de AHR durante una infecciéon por el flavivirus Zika (Ver seccion
introduccion), el objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar la via de sefializacion de AHR
como posible estrategia antiviral frente a una infeccion por DENV.

El objetivo del primer capitulo de esta tesis fue estudiar la via de sefalizacion de AHR
en el contexto de una infecciéon por DENV, para lo cual decidimos emplear el serotipo
DENV-2, ya que el mismo es considerado el prototipo de DENV.

Los resultados obtenidos nos permitieron evidenciar que DENV-2 activa la via de

sefializacion de AHR a 24hpi. Adicionalmente, evaluamos el impacto de la infeccion por
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DENV-2 en los niveles de expresion de AHR mediante IFI. Los resultados obtenidos nos
permitieron describir que efectivamente, la infeccion por este virus no so6lo activa la via de
AHR, sino que ademas induce la expresion de esta proteina a 24hpi. Asimismo, promueve su
translocacion del citoplasma al ntcleo en etapas tempranas de la infeccion.

Con motivo de dilucidar los posibles mecanismos que promueven la activacion de AHR
durante una infeccion por DENV, se llevaron a cabo ensayos con ARN sintético, un conocido
agonista de TLR3. Los resultados nos permitieron evidenciar que AHR se induce luego de la
administracion de poly I:C por 24h. De hecho, se observd que incluso, luego de 12h de
tratamiento, es detectable un aumento de la expresion de AHR y de algunos de sus genes
blanco canonicos, indicando que la via se encuentra activa. Estos estudios sugieren que el
genoma de ARN de DENV podria ser capaz de gatillar la misma cascada de sefializacion y
nos permite proponer que al menos una de las vias mediante las cuales AHR puede ser
activado durante la infeccion por DENV es a través de la activacion de TLR3.

El siguiente paso consistioé en evaluar el posible rol de AHR durante la infeccion. Para
ello, cultivos celulares fueron tratados con drogas moduladoras de la actividad de AHR previo
a la inoculacion del virus, y a las 24hpi se evalto el impacto en la infeccion a distintos niveles:
cantidad del genoma viral y proteina viral, porcentaje de células infectadas y produccion de
particulas virales infectivas.

El bloqueo farmacoldgico de AHR previo a una infeccion con DENV-2, disminuy6 los
niveles de ARN viral cuantificados por RT-qPCR a 24hpi. Adicionalmente, la inhibicion de
AHR, redujo el porcentaje de células infectadas por DENV-2 en forma significativa y dosis
dependiente. Aun mas importante, la administracion de antagonistas de AHR previo a la
infeccion con DENV-2, inhibi6 en forma significa la produccion de particulas virales
infectivas, siendo este efecto dependiente de la dosis y desde la concentracion mas baja
testeada.

Los resultados previamente mencionados, evidencian por primera vez que la via de
sefializacion de AHR es sumamente relevante durante el proceso de replicacion viral de
DENV-2.

Estudios adicionales realizados con DENV-1, DENV-3 y DENV-4, nos permitieron
demostrar que AHR es un factor pro-viral importante para todos los serotipos de DENV. La
inhibicion farmacologica de AHR previo a una infeccion por DENV-1, DENV-3 6 DENV-4,

provocd una disminucion del titulo viral de todos los serotipos en forma dosis dependiente.
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Cuando se procedio a activar la via de AHR previo a la infeccion por DENV, no se
observaron cambios significativos en el porcentaje de células infectadas por DENV, ni en el

rendimiento viral. Estos resultados podrian ser producto de tres posibles escenarios:

(1) El virus ya se encuentra replicando con su maxima eficiencia en estos cultivos
celulares. En consecuencia, con la MOI utilizada, al agregar agonistas de AHR, no se
logran observar aumentos significativos en los rendimientos virales.

(2) El tratamiento conjunto de un agonista de AHR y la infeccion por DENV, promueve
una exacerbacion de la activacion de AHR de una magnitud tal que,consecuentemente,
provoca una supresion de AHR producto de su mecanismo de auto-regulacion
negativo liderado por su represor: AHRR.

(3) Las concentraciones empleadas de agonista, si bien son capaces de activar la via, no

promueven un aumento en la replicacion viral detectable por las técnicas empleadas.

Cabe destacar que aunque no pudieron registrarse diferencias significativas en el
porcentaje de células infectadas respecto del control, se pudo visualizar que la administracion
del agonista pareceria promover un aumento en la intensidad de fluorescencia de la marca de
proteina viral, lo cual sugiere un aumento en el contenido de proteina viral en estos
tratamientos.

En su conjunto, los resultados obtenidos nos permitieron demostrar que AHR es una
via de sefializacion relevante durante la infeccion por DENV y nos permitioé proponer a AHR
como un factor pro-viral importante, con un gran potencial para ser utilizado como blanco
terapéutico celular frente una infeccion por este flavivirus. Nuestro proximo objetivo
consistio en intentar dilucidar los posibles mecanismos involucrados en el efecto pro-viral de
AHR durante la infeccién por DENV. En principio, podria deberse a dos posibles escenarios
no excluyentes entre si:

(1) Activacion de AHR como mecanismo de evasion al sistema inmune. AHR es un

factor de transcripcion activado por ligando capaz de modular el sistema inmune a

varios niveles. Uno de los posibles mecanismos a través de los cuales podria

favorecer la replicacion viral es la supresion de la respuesta inmune frente al virus. El
estudio de esta hipdtesis fue abordado en el capitulo II de esta tesis doctoral.

(2) Activacion de AHR impacta en la expresion de moléculas asociadas a la entrada

viral. AHR es un factor de transcripcion capaz de regular la expresion de una gran

variedad de genes, por lo cual podria ser factible que si AHR regulara la expresion de
proteinas asociadas al proceso de entrada viral, esto permitiera un aumento de la
infeccion. El estudio de fue hipotesis sera abordado en el capitulo III de esta tesis

doctoral.
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En el capitulo II, abordamos el estudio de la posible interaccion entre AHR y PML,
una proteina extensamente estudiada en el campo de la virologia por presentar funciones
antivirales frente a una amplia variedad de virus. En particular, en nuestro laboratorio, ha sido
estudiada y descrita la funcién antiviral de PML frente a DENV.

Los resultados obtenidos, analizados y descritos en el capitulo II, indican que AHR y
PML serian capaces de interactuar durante una infeccion por DENV, y de hecho, dado que
ambas proteinas, cumplen roles antagonicos, es posible que se contrapongan entre si durante
la infeccion. Por un lado, AHR podria estar participando en el desmantelamiento de los PML-
NBs, desarticulando asi la funcién antiviral de estos ensamblados moleculares. Por otro lado,
PML podria estar secuestrando a AHR para restringir su actividad a nivel nuclear e impedir
que suprima la respuesta inmune y que con ello el virus replique con mayor facilidad.

Nuestro estudio comenzo partiendo de la base de que ambas proteinas presentan
comportamientos opuestos en términos de sus niveles de expresion durante la infeccion. En el
capitulo I hemos podido demostrar que durante una infeccion por DENV, los niveles de
expresion de AHR aumentan a 24hpi. En lo que respecta a PML, ya ha sido reportado que por
su parte, tanto PML como los PML-NBs, sufren una disminucién durante la infeccion y de
hecho, la ARN polimerasa viral (NS5), media la disrupcién de dichos ensamblados
moleculares al interactuar con PML[148,149].

El siguiente paso consistio en la evaluacion de la potencial interaccion entre AHR y
PML en células no infectadas. Hemos podido observar que ambas proteinas parecerian no
interactuar entre si en ausencia de infeccion. Células con mayores niveles de AHR a nivel
nuclear, presentan un menor nimero y tamafo de PML-NBs. Por el contrario, células que
contienen una menor cantidad de AHR a nivel nuclear, exhiben un mayor nimero de PML-
NBs.

Estos primeros resultados, nos permitieron notar que pareceria haber una correlacion
inversa entre los niveles de AHR y de PML a nivel nuclear. Con motivo de estudiar si este
fendmeno también podria tener lugar durante una infeccidon, en principio optamos por
comenzar por ensayos en los que cultivos celulares fueran tratados con poly I:C, un analogo
de ARN que permite emular las infecciones virales en forma mas simplificada, permitiendo
analizar el posible efecto del genoma viral durante la infeccion.

En particular, se pudo observar que poly I:C no soélo es capaz de afectar la expresion
de AHR y PML en forma diferencial, los efectos registrados eran dependientes del tiempo.
Los resultados obtenidos parecen indicar que AHR y PML se excluyen mutuamente a nivel
nuclear, fendmeno descrito con anterioridad. Células con mayores niveles de AHR a nivel

nuclear, presentaron un menor nimero y/o menor tamafio de PML-NBs, mientras que al
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disminuir los niveles de AHR a nivel nuclear, se registro6 un mayor nimero y/o mayor tamafio
de los PML-NBs.

El tratamiento con poly [:C desencadend cambios en la expresion y localizacion de
AHR y PML, de forma diferencial y dependiente del tiempo. Esto sugiere que AHR y PML
podrian estar regulados de forma opuesta dentro del ntcleo. Resulta interesante destacar que
estas diferencias observadas a lo largo del tiempo, evidencian el dinamismo de la interaccion
entre estas proteinas.

Los ensayos de co-transfeccion con plasmidos codificantes para AHR y PML,
permitieron poner de manifiesto por primera vez que AHR y PML, podrian interactuar entre
si. La co-localizacion entre ambas proteinas sugiere una posible interaccion fisica entre las
mismas. Adicionalmente, pudimos describir que AHR es capaz de co-localizar con ciertas
isoformas de PML pero con otras no, lo cual implicaria que AHR presentaria interacciones
isoforma especifica con PML. Este hallazgo, resulta particularmente interesante por varios
motivos. Por un lado, las isoformas de PML se encuentran en distinta proporcion a nivel
nuclear y se les ha atribuido distintas funciones o actividades a las mismas. Por lo que la
interaccion entre AHR vy ciertas isoformas de PML, podria afectar en forma definida ciertos
tipos de funciones o procesos a nivel celular. Es importante destacar que, ya habia sido
descrito que NS5 de DENV es capaz de interactuar con las isoformas III y IV de PML, que
previamente habian sido descritas como isoformas con propiedad antiviral. Este fendémeno
refuerza la idea de que seria posible que DENV al activar a AHR, lograria afectar en forma
isoforma especifica a PML.

Por otro lado, hemos podido poner de manifiesto que la localizacion nuclear de NS5
varia de acuerdo a los niveles celulares de PML. Ensayos llevados a cabo en células co-
transfectadas con plasmidos codificantes para PML y NS5 de DENV-2, permitieron
demostrar que NS5 es capaz de localizarse en los PML-NBs tanto como en el nucleolo celular.
Esta localizacion nuclear, dependeria de los niveles de PML ya que, a mayores niveles de
expresion de esta proteina, estos ensamblados moleculares secuestrarian a NS5 de los
nucleolos celulares. Estos hallazgos, nos permiten poner en evidencia el dinamismo que
podrian presentar las interacciones de PML y NS5 durante una infeccion por este flavivirus y,
nos permiten aportar nueva informacion en lo que respecta al ciclo de infeccion viral y a los
posibles mecanismos antivirales asociados a PML.

Por lo cual, teniendo en cuenta que hemos podido describir una co-localizacioén entre
AHR y PML, junto con el hecho de que ha sido reportado que NS5 es capaz de interactuar
con PML ,y que pudimos demostrar que esta interaccion es extremadamente dinamica, estos
hallazgos en conjunto sugieren que podria existir una potencial interaccion entre AHR-PML-

NS5 que podria ser producto de distintos escenarios, no necesariamente excluyentes entre si:
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(1) Podria ser que NS5 interactuara con AHR y esta interaccion le permitiera promover
el desensamble de los PML-NBs como mecanismo de evasion al sistema inmune.

(2) Podria ser que PML, en realidad, reclutara a AHR como mecanismo antiviral. Dado
que de esa forma, podria secuestrarlo en el ambiente nuclear, evitando que AHR sea

capaz de regular negativamente el sistema inmune.

En resumen, AHR y PML presentan funciones antagonicas durante la infeccion por
DENYV vy su interaccion podria constituir un nuevo blanco antiviral que debe ser explorado en
mayor profundidad.

El objetivo del capitulo III de esta tesis doctoral se centr6d en el estudio del posible
impacto de AHR en la regulacion de la expresion de proteinas asociadas al proceso de entrada
viral, lo cual podria promover un aumento de la infeccion.

Axl es una de las proteinas candidatas a receptor de entrada de DENV y, que ademas,
ha sido caracterizada como un factor pro-viral durante la infeccion [164,165,168]. Sin
embargo, hasta el momento, no ha sido reportado si DENV es capaz de impactar en la
expresion de dicha proteina ni se encuentran claros los factores que regulan su expresion a
nivel celular.

El objetivo de este capitulo fue evaluar la posible interaccion entre AHR y Axl
durante una infeccion por DENV, haciendo hincapié en los mecanismos celulares
involucrados en la regulacion de la expresion de AxI.

En primer lugar estudiamos los niveles de expresion de Axl durante una infeccion.
Este aspecto no habia sido abordado anteriormente y nos parecio interesante analizarlo. Los
resultados obtenidos nos permitieron demostrar que la infeccion por DENV aumenta la
expresion de mARN de Axl a 24hpi y de proteina a 48hpi en cultivos celulares de A549.

Ha sido reportado que DENV interactia con Axl en forma indirecta. Ha sido
determinado que DENV debe unirse a Gas6 -el ligando de AxI- para ser reconocido por el
receptor y poder entrar en la célula en forma dependiente de Gas6-Axl [165]. Por este motivo,
resulta interesante destacar que DENV pareceria tener un efecto sobre Gas6 semejante al
observado sobre Axl: la infeccion por DENV aumenta los niveles de expresion de Gas6 tanto
a nivel del mARN como a nivel proteico, a 24hpi y 48hpi respectivamente, en cultivos
celulares de A549.

Este hallazgo es particularmente relevante, debido a que sigue aportando evidencia
sobre la importancia del eje Gas6-Axl durante la infeccion viral. DENV promueve la
expresion de Axl y de la proteina Gas6 que es requerida para auspiciar de puente y permitir la

interaccion entre el virus y AxI.
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Experimentos llevados a cabo en un cultivo primario de monocitos humanos, nos han
permitido demostrar que DENV también es capaz de aumentar los niveles de expresion
proteicos de Axl a 24hpi. Curiosamente, se encontro6 que a 48hpi, monocitos humanos
infectados por DENV presentan no solo una disminucion de la expresion de Axl, sino ademas,
una reduccion en la expresion de Gas6, en comparacion con el control. Este fenomeno podria
deberse a que Axl es un inhibidor potente de la respuesta inmune. En este contexto, los
monocitos no sélo se encontraran infectados, sino que ademas intentaran resolver la infeccion
viral, por lo cual es muy posible que mecanismos de regulacion internos del fagocito terminen
reduciendo los niveles de este supresor de la respuesta inmune justamente para que la célula
pueda controlar la infeccion.

Los resultados obtenidos han permitido demostrar que DENV es capaz de inducir la
expresion de Axly Gas6 en células A549 tanto como en cultivos primarios de monocitos.

Con motivo de investigar los posibles mecanismos involucrados en la sobre-expresion
de Axl durante una infeccion por DENV, decidimos evaluar si AHR era capaz de regular la
expresion de Axl.

En primer lugar pudimos comprobar que AHR es capaz de regular la expresion de
AxI tanto en presencia como en ausencia de infeccion. La exposicion de cultivos celulares a
agonistas de AHR previo a la infeccion, promovié un aumento aiin mayor en los niveles de
ARNm de Axl respecto de células infectadas y no tratadas con la droga, a 24hpi. EI mismo
fenomeno fue registrado a nivel de la expresion proteica de Axl en células tratadas con un
agonista de AHR e infectadas con DENV, a 48hpi.

Estos resultados sugieren que la modulacion de AHR es capaz de impactar en la
regulacion de Axl durante la infeccion y es posible que constituya al menos uno de los
mecanismos de regulacion empleados por DENV para promover la expresion de Axl. Por el
contrario, la administracion de un antagonista de AHR previo a la infeccion con DENV
provoco una reduccion en los niveles de ARNm de Axl y de Gas6, a 24hpi. En términos de
los niveles proteicos de Axl y Gas6, se pudo observar que la administracion del antagonista
previo a la infeccion reduce los niveles de expresion de las proteinas respecto de los valores
registrados para los tratamientos con agonistas de AHR y respecto del control sin infectar
(mock).

Resulta importante destacar que se pudo observar que DENV es capaz de promover la
expresion de Axl en mayor o en menor medida, en presencia de los moduladores de AHR. Por
lo cual, si bien DENV regula la expresion de Axl y Gas6, es posible que lo haga a través de
mecanismos dependientes ¢ independientes de AHR, ya que el estado de activacion de este

receptor no nos permite explicar totalmente el fenotipo de Axl y Gas6 durante la infeccion.
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Estos mismos fenémenos también pudieron describirse en un cultivo primario de
monocitos, lo cual sugiere que este bucle regulatorio entre AHR y Axl durante la infeccion,
posiblemente se encuentre extendido a otros modelos celulares relevantes para la infeccion.

Experimentos adicionales realizados con ARN sintético, nos permitieron evidenciar
que el mismo es capaz de gatillar la expresion de Axl y que este mecanismo seria mediado
por AHR. Estos resultados sugieren que durante una infeccion por DENV, el ARN viral al
activar TLR3, subsecuentemente activaria AHR y este ultimo seria responsable, al menos
parcialmente, del aumento en la expresion de Axl.

En resumen, los resultados obtenidos nos permitieron evidenciar que DENV es capaz
de inducir la expresion de Axl y Gas6 durante la infeccion. Esta regulacion de la expresion de
Axl y Gas6 seria, al menos parcialmente, dependiente de AHR. El ARN viral seria
responsable en parte de la activacion de AHR gatillada durante la infeccion, y éste, terminaria
provocando un aumento en la expresion de Axl 'y Gaso.

Ahora bien, siendo que tanto AHR como Axl exhiben roles pro-virales importantes
durante la infeccion por este flavivirus, se procedid a evaluar si la contribucion de ambas vias
podria presentar sinergia a nivel de la replicacion de DENV. Los resultados obtenidos nos
permitieron evidenciar por un lado, que la inhibicion de ambas vias de sefializacién en
simultaneo, reduce en mas de 100 veces los niveles de ARN viral registrados respecto de las
condiciones observadas con los tratamientos por separado. Este resultado evidencia por
primera vez que existiria sinergia entre AHR y AxI a nivel del ciclo viral.

En un esfuerzo por lograr identificar a qué nivel podrian estar sumandose y
potenciandose las contribuciones de AHR y Axl a nivel regulatorio para facilitar ain mas la
replicacion viral, se procedio a evaluar el efecto de la inhibicién conjunta de ambas vias en
los niveles de expresion de PML. Los resultados indican que el bloqueo conjunto de AHR y
de Axl durante la infeccion, aumenta los niveles de ARNm de PML. Este incremento fue
mayor que el registrado en las condiciones en que se suprimié AHR y Axl por separado, lo
que indica que AHR y Axl presentarian un efecto sinérgico a nivel de la represion de la
expresion de PML en el contexto de infeccion viral.

Finalmente, cabe destacar que sorpresivamente, pudimos describir un novedoso
potencial bucle regulatorio de AHR previamente no descrito. Por un lado AHR seria capaz de
activar la expresion de Axl pero, por otro lado, Axl es capaz de reducir la expresion del
mARN de AHR, al menos en condiciones de no infeccion.

El objetivo inicial del capitulo III fue evaluar la potencial regulacion de proteinas
asociadas a la entrada viral como parte de los mecanismos de accion pro-viral de AHR.
Afortunadamente pudimos describir que el impacto de AHR sobre Axl no so6lo repercutiria a

nivel de la entrada viral, sino que ademas, la sobre-expresion y activacion de la via de Axl en
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conjunto con la de AHR también suprime la respuesta inmune antiviral. Pudimos describir
que DENV es capaz de promover la expresion de Axl y de Gas6 y que dicha regulacion seria
dependiente de AHR, al menos parcialmente. Esta sobre-expresion de proteinas involucradas
en la etapa de entrada viral, aumentarian los sitios de posible entrada de DENV a nivel celular
y por tanto provocarian un estado de mayor susceptibilidad a la infeccion por este virus, que
terminaria aumentando la infeccion en ciclos virales subsiguientes. Ademas, descubrimos que
durante la infeccion por DENV, la activacion de AHR y de Axl en simultaneo, presentaria un
efecto sinérgico a nivel de la supresion de la respuesta inmune antiviral, en particular, en
término de los niveles de expresion de PML. Como se ha mencionado previamente, PML es
una proteina antiviral relevante cuya expresion es regulada por el factor de transcripcion
NFkB [99]. Dado que AHR y AxI son represores de NFkB, es muy posible que su efecto
inhibitorio a nivel de PML durante una infeccion por DENV, sea producto de la
transrepresion/supresion de NFkB y con ello promoviendo una reduccion de los niveles de
expresion de PML.

En conclusion, el objetivo de esta tesis doctoral fue investigar la via de AHR como un
posible blanco terapéutico frente a una infeccion por DENV. Hemos podido describir que
durante una infeccion, DENV induce la activacion de AHR y que el mismo, seria capaz de
interactuar con distintos componentes celulares y asi impactar en la respuesta inmune innata
celular, restringiendo las respuestas de defensa de la célula hospedadora y, consecutivamente
facilitando la replicacion viral. Los resultados obtenidos durante esta tesis doctoral,
permitieron demostrar por primera vez la importancia de la via de sefalizacion de AHR
durante una infeccion por DENV, y nos permiten proponerla como un novedoso potencial
blanco terapéutico que debe seguir siendo explorado.

Conocer nuestra historia nos permite comprender y pararnos de una manera diferente
en el presente. Han transcurrido cientos de afios desde la primera descripcion de
enfermedades asociadas a insectos que tuvieran contacto con agua, hasta el dia de la fecha,
donde se ha podido identificar a DENV como el agente etioldgico de dichas enfermedades, se
han desarrollado mecanismos de estudio cada vez més sofisticados y se ha podido comenzar a
describir los mecanismos moleculares involucrados en la infeccion. El marco histérico nos
permite entender de una manera mas global el extenso trayecto recorrido hasta la actualidad y
apreciar todo lo que se ha avanzado en este campo en los ultimos afios. DENV es el virus
transmitido por artropodos de mayor importancia a nivel mundial, y cada dia, cada cada
pequeilo o gran aporte a este campo, nos acerca un poco mas a poder desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas que nos permitan abordar y combatir una problematica ancestral que

sigue vigente hasta nuestros dias.
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Figura 58. Modelo integrador.

La exposicion a ligandos de AHR que forman parte de nuestro exposoma (0) tanto como la
infeccion por DENV (1) son capaces de inducir la activacion de AHR. La activacion de AHR,
desencadena un aumento de la expresion (2) y niveles proteicos (3) de Axl a nivel celular, una
transrepresion de NFkB (4) y promueve el desensamble de los PML-NBs (5).Por otro lado, la
infeccion por DENV, también aumenta los niveles de Axl (6) y este aumento, lleva a una
transrepresion de NFkB (7). La supresion de NFkB por parte de AHR (4) y de Axl (7),
termina provocando una disminucion de la expresion de PML (8), junto con una reduccion de
la via de interferon de tipo I (IFN) (9). Esto, impacta negativamente en la funcion anti-viral de
PML (10) y de IFN I (11). Asimismo, el aumento de Axl a nivel proteico, eventualmente
terminaria incrementando esta proteina a nivel de la membrana celular (12) lo cual favorece
la entrada viral de DENV (13). La regulacion negativa de PML (10), las vias de interferon
IFN I (11) y el aumento de un receptor de entrada viral a nivel celular (12,13), termina
provocando un aumento en la susceptibilidad a la infeccion por DENV y promueve un
incremento de DENV en ciclos subsiguientes de infeccion (14).
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