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RESUMEN

El desarrollo de antivirales de amplio espectro constituye un objetivo estratégico frente
a enfermedades infecciosas emergentes y desatendidas, como la infeccion por el virus
Zika (ZIKV), para la cual no existen tratamientos especificos. En este contexto, se
evaluaron compuestos naturales con capacidad para modular procesos celulares
conservados, mediante un abordaje combinado in silico e in vitro centrado en el receptor
de hidrocarburos de arilo (AHR), un factor de transcripcion con funcién proviral. La
vitamina A y el cannabidiol (CBD) presentaron alta afinidad por AHR. La vitamina A
demostré actividad antiviral contra el ZIKV y capacidad para modular negativamente la
expresion de genes asociados a la via de senalizacion de AHR. El CBD, por su parte, actud
como modulador selectivo del receptor, mostrando una actividad dependiente del
contexto celular, e indujo una respuesta inmunomoduladora parcial. No obstante, estos
efectos no explicaron completamente su mecanismo antiviral.

Estudios posteriores demostraron que el CBD interfiere en multiples etapas del ciclo
replicativo del ZIKV y presenta actividad antiviral frente a virus estructuralmente
disimiles, lo que respalda su perfil de amplio espectro. Experimentos con modelos de
bicapas lipidicas y células vivas evidenciaron que el CBD modifica el orden lipidico de
manera regionalizada, con efectos diferenciales seguin la localizacién subcelular, sin
comprometer la integridad global de las membranas. Asimismo, se observd una
disminucién del colesterol intracelular y un aumento en la seial de glicoconjugados de
membrana en células infectadas con ZIKV, junto con alteraciones morfolégicas en
viriones purificados.

Con el propdsito de mejorar sus propiedades farmacoldgicas, se disefiaron y
desarrollaron nanoparticulas poliméricas (NP-PLGA) vy lipidicas (niosomas, NIO)
formuladas con CBD como principio activo. Las NP-PLGA no mejoraron la eficacia del
CBD; sin embargo, los NIO potenciaron significativamente su actividad antiviral.

En conjunto, los resultados posicionan al CBD como un antiviral de amplio espectro, cuyo
mecanismo de accidn se asocia a la reorganizacién de membranas celulares, y destacan
a los NIO como una estrategia de vehiculizacién prometedora para optimizar su

aplicacién terapéutica.

Palabras clave: cannabidiol, virus Zika, antiviral de amplio espectro, membranas

celulares, nanoparticulas.



ABSTRACT
Cannabidiol as a broad-spectrum antiviral: exploration of its effect on cellular membranes

The development of broad-spectrum antiviral agents constitutes a strategic objective in
the context of emerging and neglected infectious diseases, such as Zika virus (ZIKV)
infection, for which no specific treatments are currently available. Within this
framework, natural compounds capable of modulating conserved cellular processes
were evaluated using a combined in silico and in vitro approach focused on the aryl
hydrocarbon receptor (AHR), a transcription factor with known proviral activity. Vitamin
A and cannabidiol (CBD) exhibited high binding affinity for AHR. Vitamin A demonstrated
antiviral activity and was able to negatively modulate the expression of genes involved
in AHR signalling. CBD, in turn, acted as a selective modulator of the receptor, displaying
context-dependent activity and eliciting a partial immunomodulatory response.
However, these effects did not fully account for its antiviral mechanism.

Subsequent studies demonstrated that CBD interferes with multiple stages of the ZIKV
replication cycle and exhibits antiviral activity against structurally diverse viruses,
supporting its broad-spectrum profile. Experiments using lipid bilayer models and live
cells showed that CBD modifies lipid order in a region-specific manner, with differential
effects depending on subcellular localization, without compromising overall membrane
integrity. In addition, a decrease in intracellular cholesterol and an increase in
membrane-associated glycoconjugate signals were observed in ZIKV-infected cells, along
with morphological alterations in purified virions.

To improve its pharmacological properties, polymeric (NP-PLGA) and lipid-based
(niosomes, NIO) nanoparticles formulated with CBD as the active compound were
designed and developed. NP-PLGA did not enhance CBD efficacy; however, NIO
significantly boosted its antiviral activity.

Collectively, these findings position CBD as a broad-spectrum antiviral agent, with a
mechanism of action associated with cellular membrane reorganisation and highlight

NIO as a promising drug delivery strategy to optimise its therapeutic application.

Keywords: cannabidiol, Zika virus, broad-spectrum antiviral, cellular membranes,

nanoparticles.
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Abreviaturas

{P: potencial zeta.

ADV-5: adenovirus tipo 5.

AHR: receptor de hidrocarburos de arilo.
CBD: cannabidiol.

CCso: concentracion citotoxica 50 %.
COL: colesterol.

D: coeficiente de difusién.

DENV: virus del dengue.

DLS: dispersién de luz dindmica

CEso: Concentracion efectiva 50 %.

EE: eficiencia de encapsulacion.

GP: polarizacion generalizada.

GUVs: vesiculas unilamelares gigantes.
HSV-1: virus herpes simplex tipo 1.

13S: Sal potasica de sulfato de indoxilo.
IFN-I: interferdn tipo I.

LC: capacidad de carga.

Ld: liquido desordenado.

MLVs: vesiculas multilamelares grandes.
MP: membrana plasmatica.

MPn: membranas perinucleares.

NE: nanoemulsién.

NF-kB: factor nuclear kappa B.

NP: nanoparticulas.

NP-PLGA: nanoparticulas de acido poli(lactico-co-glicdlico).
PV-1: Poliovirus tipo 1.

SAHRM: modulador selectivo del receptor de hidrocarburos de arilo.
TDO: enzima triptéfano-2,3-dioxigenasa
YFV: virus de la fiebre amarilla.

ZIKV: virus Zika.
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Introduccion

1. Epidemiologia y desafios actuales en el control de las infecciones
virales desatendidas

Las infecciones virales representan una de las principales amenazas para la salud publica
a nivel mundial. Virus emergentes y reemergentes han sido responsables de brotes
epidémicos y pandemias recientes, evidenciando su gran capacidad de adaptacion,
transmisidn y evasion del sistema inmune. Si bien los avances en medicina han permitido
el desarrollo de terapias eficaces para algunas infecciones virales, una gran parte de los
virus que afectan a poblaciones humanas carecen de tratamientos antivirales

especificos.

Esta problematica es especialmente evidente en el caso de las enfermedades virales
desatendidas, muchas de las cuales son transmitidas por vectores y se concentran en
regiones tropicales y subtropicales. A pesar de su impacto clinico y social, estas
enfermedades suelen carecer de opciones terapéuticas eficaces, en gran medida debido
a la baja rentabilidad percibida y a la insuficiente inversidn en investigacidén y desarrollo
orientada a patologias que afectan principalmente a poblaciones vulnerables!. Entre
ellas se encuentran las causadas por flavivirus como el virus Zika (ZIKV), el virus del
dengue (DENV) y el virus de la fiebre amarilla (YFV), asi como otros virus como el
chikungunya (CHIKV). La circulacidn activa de estos virus, potenciada por factores como
el cambio climatico, la urbanizacién no planificada y la globalizacion, aumenta el riesgo

de propagacion y dificulta su control?.

Las enfermedades transmitidas por vectores afectan a mas de mil millones de personas
al afio, representan aproximadamente el 17 % de todas las enfermedades infecciosas a
nivel mundial y causan mds de 700.000 muertes anuales®. La Regién de las Américas ha
enfrentado la epidemia de dengue mds grande desde que comenzaron los registros en
1980. En 2023 se registré el mayor nimero de casos hasta ese momento, con mas de 4,1
millones de contagios. Sin embargo, en 2024 los paises notificaron mas de 12,6 millones
de casos, casi tres veces mas que el ano anterior. Mdas de 21.000 de estos casos han sido
graves, y se reportaron mas de 7.700 muertes. Argentina, Brasil, Colombia y México
concentran el 90% de los casos y el 88% de las muertes®. Si bien en 2025 se ha reportado
una disminucion del 69 % en comparacion con el mismo periodo del afo anterior, con

1,7 millones de casos acumulados hasta la semana epidemioldgica 13, la circulacidn viral



Introduccion

continla siendo elevada en varios paises, especialmente en zonas tropicales y
subtropicales®. En cuanto al ZIKV, si bien su circulacién actual es menor en comparacion
con la del DENV, el brote epidémico registrado entre 2015 y 2016 evidencié el potencial
devastador de estos arbovirus, con mas de 1,5 millones de casos estimados en Brasil y
un aumento notable de anomalias congénitas como la microcefalia, lo que motivd a que
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) declarara una Emergencia de Salud Publica

de Importancia Internacional®’.

Figura 1. Paises, territorios o dreas con transmision local pasada o actual de uno o mas virus transmitidos
por Aedes (DENV, CHIKV y ZIKV) hasta el 30 de abril de 2024. En celeste (®) se indican los paises con
transmision de los tres virus; en verde (@), aquellos con transmisién de dos de los tres virus; en violeta (e),
los que presentan solo chikungunya; en lila (@), los que tienen solo dengue; y en blanco, los que no cuentan
con transmision documentada (OMS, 2024).

Este complejo escenario ha impulsado la necesidad de adoptar enfoques integrales que
consideren la interconexidn entre la salud humana, animal y ambiental. En este contexto,
el enfoque de “Una Salud” resulta fundamental, ya que promueve la colaboracién
interdisciplinaria para abordar los factores que favorecen la emergencia y propagacién
de enfermedades transmitidas por vectores. Este paradigma reconoce que la salud de
las personas esta estrechamente relacionada con la de los animales y el ambiente, y
destaca la importancia de estrategias conjuntas para la vigilancia, prevencién y control
de estos virus en un mundo cada vez mas interconectado. Impulsado por la OMS junto
con otras agencias internacionales, el enfoque “Una Salud” fue formalizado en un Marco
de Accién publicado en 2021, que alienta a los paises a integrar politicas de salud publica,

sanidad animal y sostenibilidad ambiental para prevenir futuras crisis sanitarias®.
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2. Virus Zika

2.1. Cuadro clinico y vias de transmision

Desde su descubrimiento en 1947, el ZIKV ha sido responsable de brotes esporadicos,
aungue su expansion global ocurrid en la ultima década, particularmente en América
Latina y el Caribe. Su transmisién principal es a través de la picadura de mosquitos del
género Aedes, aunque también se han documentado casos de transmisidn sexual,
perinatal y por transfusidon sanguinea. La mayoria de las infecciones son asintomaticas o
cursan con un cuadro leve autolimitado caracterizado por fiebre, exantema, artralgias y
mialgias. Sin embargo, la infeccion durante el embarazo puede producir graves
consecuencias neuroldgicas en el feto, como la microcefalia y otras malformaciones del
espectro del sindrome congénito asociado a ZIKV. Al mismo tiempo, se han detectado
efectos negativos a nivel ocular, ya sea del segmento anterior (conjuntivitis) como del
posterior del ojo (retinopatia y uveitis). En algunos casos, se han observado manchas
blancas o lesiones hemorrdagicas en la retina de individuos infectados por el virus. Estos
danos pueden afectar la visidon y, si no se tratan de manera adecuada, podrian resultar
en pérdida de vision. El ZIKV afecta al epitelio pigmentario de la retina (EPR), una
monocapa de células que juega un papel crucial en la barrera hematorretiniana externa.
Su dafio puede comprometer la funcidn retiniana y contribuir a problemas visuales mas
graves, como las alteraciones en la estructura de la retina, que a su vez pueden causar
pérdida de vision. También, se ha encontrado que ZIKV puede afectar el nervio dptico,

que es el encargado de transmitir las sefiales visuales desde el ojo al cerebro®°,

Ademas, se ha asociado con sindromes neurolédgicos en adultos, como el sindrome de

Guillain-Barré.

2.2. Organizacion estructural y genomica del ZIKV

El ZIKV es un arbovirus del género Flavivirus (familia Flaviviridae) que posee un genoma
de ARN de cadena simple y sentido positivo, de aproximadamente 10,8 kb. Este genoma
codifica una Unica poliproteina, que es posteriormente escindida por proteasas virales y
celulares en tres proteinas estructurales (C, prM, E) y siete proteinas no estructurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5), las cuales participan en la replicacion del

virus y en la evasioén de la respuesta inmune (Figura 2).
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La particula viral estd envuelta por una bicapa lipidica derivada de la célula hospedadora,
en la que se insertan las proteinas de envoltura E y prM/M, responsables de la uniény
entrada viral. El virus tiene forma aproximadamente esférica, con un diametro de entre
50y 100 nm, y presenta una capside de simetria icosaédrica que protege el genoma viral.
La proteina E, en particular, cumple un rol clave en el reconocimiento del receptor vy la
fusion de membranas, siendo también un blanco frecuente para la neutralizacién por
anticuerpos.

Proteina E

(a)

Proteina M

Genoma de ARN

Capside icosaédrica

Bicapa lipidica

Proteinas estructurales Proteinas no estructurales

Figura 2. Estructura y organizacidn gendmica del ZIKV. (a) Representacién esquematica del virion maduro
de ZIKV, mostrando su capside icosaédrica compuesta por la proteina C, la bicapa lipidica y las proteinas
de envoltura (E y M). (b) Organizacién del genoma viral, con las regiones codificantes para proteinas
estructurales (C: capside; prM: precursor de la proteina de membrana (M); E: envoltura) y no estructurales
(NS1-NS5).

2.3. Ciclo de replicacion

El ciclo de replicacion de ZIKV inicia con la adsorcion del virién a la membrana plasmatica
(MP) mediante la unién a receptores especificos, seguida de endocitosis mediada por
clatrina. Una vez en el endosoma, la acidificacién del compartimento induce la fusion de
la membrana del virién con la membrana endosomal, lo que permite la liberacion del
ARN viral al citoplasma. La replicacidn del ARN viral se lleva a cabo en complejos de
replicaciéon derivados del reticulo endoplasmatico (RE), que son estructuras
membranosas reorganizadas donde también se traduce el ARN en una poliproteina. Esta
poliproteina es posteriormente procesada por proteasas virales y de la célula

hospedadora para generar las proteinas estructurales y no estructurales. El ensamblaje
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de los nuevos viriones ocurre en el lumen del RE, donde el ARN gendmico se encapsida
con las proteinas estructurales. Luego, los viriones inmaduros transitan a través del
complejo de Golgi, donde sufren modificaciones postraduccionales, maduracién vy
adquisicion de su conformacién final. Finalmente, los viriones son transportados en
vesiculas y liberados por exocitosis hacia el espacio extracelular. Este proceso evidencia
como ZIKV depende de forma critica de las membranas para asegurar la eficiencia de su
replicacidn y propagacion, desde la entrada inicial hasta la liberacién de nuevos viriones

(Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de replicacion del ZIKV.

2.3. Prevencion y tratamiento

A pesar del impacto sanitario y social que generd el brote epidémico de ZIKV en 2015-
2016, hasta el momento no existen tratamientos antivirales especificos ni vacunas
aprobadas para su uso clinico. Las medidas preventivas contindan basandose en el
control del vector, el uso de repelentes y barreras fisicas, asi como en recomendaciones

sanitarias dirigidas a personas gestantes en zonas de circulacién viral.
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3. Estrategias terapéuticas y busqueda de antivirales

Los antivirales pueden clasificarse, en lineas generales, segin su blanco de accién:
algunos actuan directamente sobre componentes virales (como enzimas o proteinas
estructurales), mientras que otros interfieren con factores celulares esenciales para la
replicacién viral. Estos ultimos suelen presentar un perfil de accion mas amplio, ya que
muchos virus dependen de vias celulares compartidas. Sin embargo, su desarrollo
requiere especial cuidado, ya que la inhibicion de procesos celulares puede
comprometer la viabilidad celular o generar efectos adversos. En este contexto, cobran
especial interés los antivirales de amplio espectro, capaces de actuar frente a multiples

virus mediante la alteracion de procesos celulares comunes o estructuras conservadas'?.

Una estrategia que ha cobrado protagonismo en los ultimos afios para identificar este
tipo de compuestos es el reposicionamiento de farmacos. Esta herramienta permite
acelerar la busqueda de antivirales, especialmente en escenarios de emergencia
sanitaria como el vivido durante la pandemia de COVID-19!%13, Consiste en evaluar el
potencial antiviral de compuestos previamente aprobados para otros usos terapéuticos,
lo que permite acortar tiempos y costos regulatorios. En este escenario, los que han
cobrado un creciente interés como fuentes promisorias de antivirales, son los
compuestos bioactivos. Muchos de estos bioactivos se han aislado de plantas con
historial de uso terapéutico y presentan una gran diversidad estructural junto con una
amplia gama de actividades bioldgicas. Diversos estudios han demostrado que estos
compuestos pueden interferir en distintas etapas del ciclo viral o modular vias celulares
clave en la infeccidn, lo que los posiciona como candidatos atractivos para el desarrollo
de antivirales de amplio espectro'* 16, Ademas, su menor potencial citotéxico y el hecho
de contar con antecedentes de uso en humanos favorecen su inclusién en estrategias de

reposicionamiento y en el disefio de nuevos sistemas terapéuticos.
4. Estudio in silico aplicado a la busqueda de antivirales

El abordaje computacional ha cobrado gran relevancia en el desarrollo de antivirales,
especialmente en etapas iniciales donde técnicas como el docking y la dindmica
molecular permiten seleccionar compuestos y predecir interacciones entre compuestos

y proteinas blanco!”8, Este tipo de herramientas ofrece rapidez, bajo costo y capacidad
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de exploracién a gran escala. Sin embargo, sus limitaciones, como la simplificacion de las
condiciones celulares y la falta de informacién estructural precisa en algunos casos,
hacen que sea imprescindible su complementacion con estudios in vitro e in vivo que
permitan validar las predicciones y analizar el comportamiento bioldgico real de los

compuestos?®.

La comprensiéon del mecanismo de accidon de los compuestos antivirales es un paso
fundamental en este proceso. Ademas, identificar los blancos moleculares involucrados
y las vias celulares afectadas no solo permite optimizar el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas, sino también anticipar efectos secundarios, evitar resistencias y

comprender mejor la biologia del virus y su interaccion con la célula %°.

El receptor de hidrocarburos de arilo (AHR) es un factor de transcripcion sensible a
sefiales ambientales y endégenas. Investigaciones previas realizadas en el Laboratorio
de Estrategias Antivirales de la Dra. Cybele C. Garcia han establecido que su activacién
durante infecciones virales ha sido asociada con una disminucion de la respuesta inmune
del hospedador, lo que lo posiciona como un factor proviral. Uno de los mecanismos
implicados es la modulacion negativa de rutas clave de la inmunidad innata, como la
sefializacién mediada por el factor nuclear kappa B (NF-kB). Los estudios efectuados han
demostrado que el uso de antagonistas de AHR permite limitar su activaciéon, mejorar la
respuesta antiviral y reducir la replicacién de virus como ZIKV, DENV y SARS-CoV-2, lo

que resalta su potencial como blanco terapéutico antiviral?1=23.

En este contexto integral, esta tesis se enmarca en la busqueda de compuestos naturales
con actividad antiviral, abarcando desde el estudio in silico, hasta ensayos in vitro,
describiendo el espectro y mecanismo de accién, asi como el impacto sobre las

membranas celulares y virales.
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HIPOTESIS

Compuestos naturales identificados mediante estudios de modelado molecular,
presentan actividad antiviral contra el ZIKV al actuar como antagonistas del receptor
AHR. Esta accion modula la activacion de vias inmunolégicas, como la de NF-kB,
promoviendo asi una respuesta antiviral mas eficiente por parte de la célula

hospedadora (Figura 4).

Modelado molecular

Compuestos naturales AHR Seleccion de compuestos ZIKV

Figura 4. Representacion esquematica de la hipodtesis: selecciéon de bioactivos mediante modelado
molecular dirigidos al receptor AHR con potencial efecto antiviral contra ZIKV.



Objetivos

OBIJETIVOS
Objetivo general
Investigar el efecto antiviral de compuestos naturales y su posible mecanismo de accidn.

Objetivos especificos

Evaluar la interaccién de AHR con compuestos naturales mediante estudios de
docking y dinamica molecular, con el propdsito de identificar posibles antagonistas.
Estudiar el efecto antiviral in vitro de los antagonistas identificados (vitaminas Ay E,
y cannabidiol [CBD]) frente al ZIKV, asi como su impacto en la via de sefializacién de
AHR.

Determinar la actividad antiviral in vitro del compuesto seleccionado CBD contra
virus estructuralmente no relacionados, evaluando su posible mecanismo de accién
a través de la modulacién de AHR.

Analizar el impacto del CBD sobre las membranas celulares, evaluando sus
propiedades fisicoquimicas, organizacién, dinamica y funcionalidad.

Disefiar, desarrollar y caracterizar nanoparticulas (NP) de naturaleza organica
capaces de encapsular eficientemente al CBD con el fin de optimizar su actividad
bioldgica. Evaluar la citotoxicidad y la capacidad antiviral de los nanosistemas

obtenidos.
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Estudios in silico

1. Estructura tridimensional del sitio de unidn al ligando del receptor AHR
1.1. Exploracion de la estructura de AHR y sus dominios funcionales

Se realizé una busqueda de la estructura del receptor AHR humano (palabra clave: ary/
hydrocarbon receptor; Entry: P35869) en la base de datos UniProtkB

(https://www.uniprot.org/). Se confirmé que se trataba del gen de interés (AHR), cuya

secuencia presenta alta confianza, ya que corresponde a una proteina anotada en Swiss-
Prot con un elevado score de anotacion. Los distintos dominios de la proteina, y en
particular el dominio PAS-B, fueron caracterizados utilizando la base de datos Pfam

(http://pfam.xfam.org/).

1.2. Alineamiento de secuencias con BLASTP

La secuencia de aminodcidos en formato FASTA de AHR se descargd de la base de datos
Swiss-Prot, y se seleccionaron los residuos correspondientes al dominio PAS-B (residuos
278-384), que contiene el sitio de unién al ligando. Posteriormente, se utilizd la
herramienta BLASTP (Protein  Basic  Local  Alignment  Search Tool)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para realizar un alineamiento local contra el banco de

datos de proteinas PDB (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), empleando la matriz de

sustitucion BLOSUMG62, tendiente a identificar estructuras disponibles con alta similitud

en esta region.
1.3. Generacion de la estructura 3D mediante AlphaFold2

La estructura tridimensional (3D) del dominio PAS-B se predijo a través del servidor
AlphaFold2_advanced. AlphaFold es un sistema de inteligencia artificial entrenado con
estructuras del PDB, para predecir la conformacion 3D de una proteina a partir de su
secuencia. Esta herramienta permite estimar distancias entre residuos y construir

modelos 3D sin requerir homologias estructurales.

Se ingresd la secuencia FASTA del dominio PAS-B y se configuraron los siguientes

parametros de muestreo:

1. num_models: 5 modelos predichos.
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2. max_recycles: 48 recirculaciones como maximo. El modelo se detiene si converge

antes.
3. tol (tolerancia): 0,5 A de RMSD (Root Mean Square Deviation).
4. num_samples: 1 (nimero de muestras aleatorias o semillas).

Una vez completada la prediccidén, los modelos generados fueron descargados en

formato PDB para su posterior analisis estructural.
1.4. Generacion de la estructura 3D de PAS-B mediante modelado por homologia

El modelado por homologia es una técnica computacional que permite predecir la
estructura 3D de una proteina a partir de su similitud con otras proteinas cuya estructura
ya ha sido resuelta. Existen diferentes enfoques: el modelado basado en plantillas
(Template-Based Modeling, TBM), que utiliza estructuras conocidas con alta identidad
de secuencia; el modelado por threading, que detecta patrones estructurales
conservados incluso con baja homologia; y los métodos hibridos, que combinan ambas
estrategias. También existen métodos ab initio, que predicen la estructura desde

principios fisicoquimicos sin necesidad de plantillas.

En este trabajo, se generaron modelos del dominio PAS-B utilizando las plataformas
SWISS-MODEL, Modeller, I-TASSER y Phyre2. Los modelos obtenidos se compararon

para seleccionar el mas adecuado para los analisis posteriores.
1.4.1. I-TASSER

Se utilizé la plataforma I-TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSER/), que combina

alineamientos por threading con ensamblaje estructural por simulacién. Se ingresé la
secuencia FASTA del dominio PAS-B y se utilizaron los modelos generados por defecto,
evaluando los puntajes C-score, TM-score (Template Modeling score) y RMSD reportados
por el servidor para seleccionar el modelo mas adecuado. El C-score es una medida de
confianza del modelo, calculada a partir del nivel de similitud estructural entre las
plantillas seleccionadas y el ensamblaje final; sus valores tipicos oscilan entre -5y 2,
donde valores mas altos indican mayor confiabilidad. El TM-score (que varia entre 0y 1)
es una medida de similitud estructural entre dos proteinas, normalmente, entre el
modelo predicho y una estructura de referencia. Valores mayores a 0,5 reflejan una

topologia global correcta, mientras que valores menores a 0,17 sugieren una similitud
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aleatoria. Por otro lado, el RMSD cuantifica la diferencia promedio en la posicién de los
atomos entre dos estructuras alineadas, en este caso entre el modelo y la plantilla.
Valores inferiores a 2 A indican alta similitud estructural, mientras que valores mayores

reflejan diferencias significativas.
1.4.2. Phyre2

El modelado  se llevd a cabo mediante el servidor Phyre?

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2), en modo intensivo (intensive mode), el cual utiliza

técnicas de threading combinadas con reconstruccién estructural. La calidad del modelo
generado se evalué en base al porcentaje de cobertura y confianza asignado por el

servidor.
1.4.3. SWISS-MODEL

El modelado por homologia se realizd6 mediante el servidor web SWISS-MODEL

(https://swissmodel.expasy.org/), ingresando la secuencia del dominio PAS-B. Este

servidor, que utiliza un enfoque TBM, identificé automaticamente plantillas compatibles
a partir de la base de datos PDB (Protein Data Bank) y generé modelos 3D basandose en
las estructuras seleccionadas. Se evaluaron los puntajes de GMQE (Global Model Quality
Estimation) y QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis) para seleccionar el modelo

mas confiable.
1.4.4. Modeller

Este software es una herramienta de modelado por homologia que implementa un

abordaje TBM. Para la construccién del modelo, se utilizé el siguiente protocolo:

1. Busqueda de plantillas: se empleé el script build profile.py de Modeller
para buscar plantillas en la base de datos local. A continuacién, se uso
compare.py para generar una matriz de distancia entre las plantillas
encontradas, a partir de la cual se seleccioné la mds adecuada.

2. Alineamiento con la plantilla: se ajusté la secuencia objetivo al formato.ali y
se ejecutd el archivo align2d.py mediante mod9.18, generando los
archivos.aliy .pap necesarios para la construccion del modelo.

3. Generacion del modelo: se generaron seis modelos utilizando el script de

modelado estandar, obteniéndose puntajes molpdf (Molecular Probability
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Density Function) y DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) para cada uno. El
puntaje molpdf evalia qué tan bien el modelo generado respeta las restricciones
estructurales derivadas del alineamiento, mientras que el puntaje DOPE estima
la calidad estructural global del modelo mediante un potencial estadistico. El
modelo con mejor puntuacién fue seleccionado, donde un puntaje mas cercano

a 1 indica una mayor calidad estructural.

1.5. Calidad y validacion de los modelos

1.5.1. SAVES v6.0 (Structure Analysis and Verification Server)

Este servidor (https://saves.mbi.ucla.edu/) integra herramientas como PROCHECK vy

Verify3D. PROCHECK permite evaluar la calidad estereoquimica de la estructura a través
del analisis del grafico de Ramachandran, donde se espera que un alto porcentaje de los
residuos se ubique en regiones favorecidas. En el grafico de Ramachandran se pueden
visualizar todas las combinaciones posibles de dngulos diedros § y ¢ en los aminoacidos
de un polipéptido. No todos los pares de angulos son realmente posibles dentro de las
estructuras de los péptidos debido a los efectos estéricos entre los residuos (cadenas
laterales) de los aminoacidos. La utilizacion de esta herramienta permite, por lo tanto,
aproximar cudl serd la estructura secundaria del péptido. Segun lo informado por
PROCHECK, se espera que un modelo de buena calidad tenga un 90% o mas de los
residuos en las regiones mads favorables. Por otro lado, Verify3D analiza la compatibilidad
de un modelo atdmico 3D con su propia secuencia de aminoacidos en una dimensién
(1D). Especificamente, el programa asigna puntuaciones a cada residuo en la estructura
en funcién de su entorno 3D y luego compara estas puntuaciones con perfiles derivados
de estructuras proteicas verificadas y conocidas. Este proceso permite identificar
posibles errores en el modelo 3D de la proteina. Ambas herramientas se complementan
para proporcionar una validacién robusta de los modelos generados, asegurando su

idoneidad para los analisis estructurales posteriores.
1.5.2. ProSA-web (Protein Structure Analysis)

Este servidor (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) permite detectar

posibles errores estructurales mediante la comparacion del modelo con estructuras

resueltas experimentalmente depositadas en el PDB. El andlisis se basa en un potencial
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de energia estadistico, y los resultados se expresan como un Z-score, que indica la
desviacion del modelo respecto a estructuras tipicas de proteinas nativas de tamafio
similar. Valores de Z-score dentro del rango observado para proteinas experimentales

bien resueltas sugieren una buena calidad del modelo.

2. Simulaciones moleculares

2.1. Preparacion de ligandos
Se generaron las estructuras 3D de los 11 ligandos seleccionados (Tabla 5) utilizando
Avogadro (versién 21.93.0) y se optimizaron mediante cdlculos semiempiricos utilizando

el método PM6 en Gaussian 09. Posteriormente, se generaron los archivos . pdb con

Molden, y los archivos . pdbqgt se obtuvieron mediante AutoDock Tools (versién 1.5.6).
2.2. Preparacion de las proteinas y generacion de la grilla

Se utilizaron tanto la estructura resuelta del dominio PAS-B humano (PDB ID: 7ZUB),

descargada del RCSB PDB (https://www.rcsb.org/), como los modelos generados

mediante prediccidn estructural. En la estructura resuelta, se eliminaron de manera
manual los ligandos, moléculas de agua y otras entidades no proteicas presentes en el
archivo .pdb original. A todos los archivos . pdb se incorporaron las cargas de Gasteiger,
se asignaron los atomos AD4 y se afiadieron hidrogenos polares utilizando las
herramientas AutoDock 1.5.6. Luego, se generd el archivo .pdbgt correspondiente
para cada proteina. La grilla se construyd con AutoGrid 4.2.6, asegurando que abarque

completamente el sitio activo del dominio PAS-B.
2.3. Docking molecular

Se utilizé el software AutoDock 4.2.6 para realizar el docking molecular. Las simulaciones
se llevaron a cabo utilizando el algoritmo genético Lamarckiano (LGA). El protocolo
involucrd 2000 ejecuciones de LGA con 250 individuos por generacién y hasta 8.10°
evaluaciones energéticas y 150 generaciones. Los resultados se agruparon utilizando el
criterio de RMSD de 2,5 A. Los complejos de menor energia se visualizaron en UCSF
Chimera. En el caso del dominio PAS-B humano cristalizado, se validé el protocolo de
docking mediante un acoplamiento con el inhibidor cocristalizado indirubina,

encontrando una excelente prediccidn de la pose cristalografica en el PDB ID 7VNH.

16


https://www.rcsb.org/

Materiales y métodos

2.4. Dindmica molecular

El complejo acoplado mas estable obtenido del docking molecular para cada ligando se
utilizdé como geometria inicial para las simulaciones de dindmica molecular. Los
complejos proteina-ligando se prepararon utilizando AMBER18 jump, parmchk2 y
antechamber para la parametrizacién de los ligandos. La configuracidén general para las
simulaciones fue la siguiente: 1) 250 pasos de minimizacion de descenso mas
pronunciados de todo el sistema, manteniendo la proteina firmemente restringida en
una caja de moléculas de agua TIP3P con una distancia minima de 10 A a cada pared, y
Cl" y contraiones de Na* para alcanzar la electroneutralidad segun fuese necesario. Il)
6500 pasos de minimizacién de gradiente conjugado de todo el sistema. lll)
Calentamiento lento a 100 ps en el conjunto NTV con la proteina. IV) 60 ns de simulacion

en el conjunto NTP, a 1 atm y 300 K.

Las interacciones electrostaticas se calcularon utilizando el método PME (Particle Mesh
Ewald) con un limite de 10 A. Los enlaces que involucran dtomos de hidrégeno se
restringieron utilizando el algoritmo SHAKE, lo que permitié un paso de tiempo de
integracidon de 0,002 ps. La integracion se realizé utilizando el pmemd. Se utilizé el
modulo CUDA del programa AMBER18 con el campo de fuerza auxiliar GAFF para los
ligandos y ff14SB para la proteina. Las trayectorias se analizaron utilizando herramientas
de analisis estdndar AMBER cpptraj. Los calculos de energia libre se realizaron utilizando
el médulo MMPBSA (Molecular Mechanics/Poisson—Boltzmann Surface Area) de AMBER
18 aplicando los modelos Poisson-Boltzmann (PB) y Generalized Born (GB). Los analisis
de energia se realizaron para los ultimos 10 ns de simulacién como promedio en al
menos dos trayectorias independientes. Los fotogramas se muestrearon una vez cada 5
a 10 fotogramas guardados. Los analisis de agrupamiento para la visualizacion de
conformaciones representativas y la representacién de algunas figuras se realizaron

utilizando UCSF Chimera.

Las simulaciones moleculares se realizaron en colaboracién con el Dr. Mariano Vera y la
Dra. Priscila Ailin Castronuovo, del Instituto de Investigaciones en Biodiversidad y
Biotecnologia (INBIOTEC, Universidad Nacional de Mar del Plata - CONICET), Grupo de

Quimica Analitica y Modelado Molecular.
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3. Alineamiento estructural (TM-align)

Para comparar las diferencias estructurales entre el dominio PAS-B humano resuelto
(72UB) y los modelos generados por modelado por homologia, se empled la herramienta
TM-align. Este servidor permitié evaluar la similitud estructural mediante célculos de
RMSD y TM-score. Se consideraron valores de TM-score mayor a 0,5 como indicativos de

estructuras con el mismo pliegue global.

Estudios in vitro

1. Reactivos y solventes

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Las drogas, los solventes utilizados en
cada caso, asi como las concentraciones de las soluciones stock, se encuentran

resumidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Reactivos y solventes utilizados.

Reactivo Solventes Soluciones stock
Etanol absoluto (droga libre) 10 mM
CBD
Acetato de etilo (NP) 32 mM
CH-223191 Dimetilsulféxido (DMSO) 10 mM
Sal potdsica de sulfato de Agua estéril ultrapura 18 MQ 200 mM
indoxilo (I3S) (MilliQ system)
Interleucina-1B humana Agua estéril ultrapura 18 MQ
0,1 L
(IL-1 B) (MilliQ system) /Img/m
Vitamina A (retinol) Etanol absoluto 50 mM
Vitamina E (a-tocoferol). Etanol absoluto 50 mM

El CBD fue generosamente provisto por la Dra. Cristina Ramirez, del Departamento de
Quimica Bioldgica y Bioquimica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad Nacional de Mar del Plata, quien brindd su invaluable apoyo en la
investigaciéon de la presente tesis doctoral. Este compuesto presentd una pureza de

99,8%.
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Los compuestos I13S e IL-1B fueron amablemente proporcionados por el Dr. Peter

Hemmerich durante la pasantia realizada en 2024 en el Instituto Fritz Lipmann (FLI) en

Jena, Alemania, a quien se le agradece profundamente por su colaboracion.

Asimismo, las vitaminas A y E fueron gentilmente donadas por Laboratorios Raymos

S.A.l.C., a quienes expresamos nuestro sincero agradecimiento por su generoso aporte.

2. Células y stocks virales

Se utilizaron las siguientes lineas celulares:

Vero, células de rifién de mono verde africano (ATCC; CCL-81).

Huh-7, células de carcinoma de higado humano, provisto por el Dr. Pablo J.
Schwarzbaum, Facultad de Farmacia y Biogquimica, Departamento de Quimica
Bioldgica, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

A549, células de adenocarcinoma de pulmén humano (ATCC; CCL-185).

hRPE, células de epitelio pigmentario de retina humano (ATCC; CRL-2302TM).

Estas lineas celulares se cultivaron en medio esencial minimo de Eagle (MEM; Gibco,

Carlsbad, CA, EE. UU.) suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado

y 50 ug/mL de gentamicina.

Células Swan 71, células trofoblasticas de primer trimestre de embarazo, se
crecieron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) y mezcla de factores
de crecimiento (GF) F12 suplementada con 10% de SFB, glutamina 2 mM y una
solucién de estreptomicina 100 U/mL — penicilina 100 pg/mL. Estas células
fueron provistas por la Dra. Daiana Vota del Laboratorio de Inmunofarmacologia
del IQUIBICEN-CONICET.

Células neurales progenitoras humanas (NPCs) de células de madre embrionarias
humanas H9 (WiCell Research Institute) utilizando un kit comercial de
ThermoFisher Scientific (medio PSC Neural Induction; Gibco). Esta linea celular se
mantuvo en medio DMEM-F12 suplementado con 2 mM de B27 1X, N2 1X,
glutamina, y aminodacidos no esenciales, una solucion de estreptomicina 100
U/mLy penicilina 100 pg/mL, 20 ng/mL, GF epidérmico y 20 ng/mL de GF basico

de fibroblasto. Estas células fueron provistas por el Dr. Leonardo Romorini y la

19



Materiales y métodos

Dra. Soledad Rodriguez Varela del Laboratorio de Investigacién Aplicada a
Neurociencias (LIAN), Fleni-CONICET, Buenos Aires.
e U20S, linea celular de osteosarcoma humano, se crecieron en DMEM (Gibco)

suplementado con 10% de SFB, sin antibidticos.

Todos los cultivos celulares fueron crecidos y mantenidos en estufa a 37°C con 5% de

CO..

Se utilizaron los siguientes stocks virales:

e ZIKV, cepa argentina (INEVH116141).

e ZIKV, cepa Puerto Rico (PRVABC59).

e Virus del dengue, serotipo 2 (DENV-2), cepa Tailandia/16681/1984.

e Virus de la fiebre amarilla (YFV), cepa 17D.

e Virus chikungunya que expresa la proteina fluorescente ZsGreen (CHIKV ZsGreen)
obtenido tras la transfeccién de células BHK con el ARN gendmico sintetizado in
vitro utilizando el clon de ADNc infeccioso del virus que expresa ZsGreen como
plantilla.

e Virus Junin (JUNV), cepa 1V4454.

e Virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1), cepa F.

e Adenovirus tipo 5 (ADV-5).

e Poliovirus tipo 1 (PV-1).

3. Ensayo de viabilidad celular

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos y se expusieron durante 72 h a las

drogas de interés.
3.1. Ensayo de citotoxicidad con cristal violeta

Las células fueron expuestas durante 72 h a los compuestos y luego las células se fijaron
con formaldehido al 10% vy se tifieron con cristal violeta al 0,05% en etanol al 10%. El
violeta cristal se solubilizé con una solucion de etanol al 50% y acido acético al 0,1%. La
absorbancia a 570 nm se midié en un lector de microplacas POLARstar Omega (BMG

LABTECH, Ortenberg, Alemania).
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3.2. Ensayo de citotoxicidad por el método de MTT

Para evaluar la actividad enzimatica de Ila enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa, se utilizé el método del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EE. UU.). Tras exponer a las
células a los distintos principios activos, se retird el medio y se afiadieron 100 plL de
medio conteniendo MTT (0,5 mg/mL). Las placas se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente, y posteriormente los cristales de formazdn formados se disolvieron en 100 pL
de etanol al 96 % v/v. La absorbancia se midié a 570 nm en un lector de placas de

microtitulacién POLARstar Omega (BMG LABTECH, Ortenberg, Alemania).

4. Infecciones virales y tratamientos

4.1. Ensayo de inhibicion del rendimiento viral

Las células se infectaron con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,1 para ZIKV,
DENV-2, YFV, JUNV y ADV-5. Las infecciones con HSV-1 y PV-1 se hicieron con una MOI
de 0,07. En particular, las células Swan-71 fueron infectadas con ZIKV a una MOI de 1.
Después de 1 h de incubacion a 37°C, los indculos se retiraron y se aifiadié medio que
contenia distintas soluciones de los distintos principios activos con concentraciones no
citotdxicas. MEM complementado con 1,5 % de SFB se utilizé para las células Vero, Huh-
7, hRPE y A549; DMEM-F12 suplementado con 10% de SFB fue utilizado para células
Swan-71 y DMEM-F12 complementado con B27 1X, N2 1X, EGF (20 ng/mL) y bFGF (20
ng/mL) para las NPCs. Las células infectadas y tratadas se incubaron a 37°C durante 24 h
para PV-1 y 48 h para los otros virus. Luego de la incubacion, se recogieron los
sobrenadantes y se titularon mediante el ensayo de formacién de placas de lisis. Los
cultivos celulares infectados con ZIKV y DENV-2 se conservaron para su posterior analisis

por RT-qPCR, descrito mds adelante.
4.2. Pretratamientos

Se incubaron células hRPE tratadas con soluciones de vitamina A (800 uM) y CH-223191
(10 uM) durante 2 h a 37 °C. Luego, las células se infectaron con ZIKV durante 1 h
(MOI=0,1). Transcurrido este tiempo, se removieron los sobrenadantes y posteriormente

se afiadid medio sin principio activo. Las células se incubaron durante 24 h a 37°C. Los
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cultivos se conservaron para la cuantificacion de los mensajeros ZIKV-ns5, TDO, AHR,

CYP1A1 e IFNB1 mediante RT-gPCR, segun se describe mds adelante (Figura 5).
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Figura 5. Esquema del protocolo de pretratamiento antiviral.

4.3. Ensayo de inactivacion viral

El ZIKV fue expuesto a 5y 10 uM de CBD durante 1 h 30 min a 37°C. Luego, las mezclas
se diluyeron 1:100 y 1:1000 con PBS y se titularon mediante el ensayo de formacién de

placas de lisis.
4.4. Ensayo de formacion de focos

El experimento se llevé a cabo en células Vero cultivadas en microplacas de 96 pocillos.
Las células se infectaron con el virus reportero CHIKV-ZsGreen (MOl = 0,02) y se
agregaron soluciones de CBD con diferentes concentraciones (1,25-10 uM). Los cultivos
tratados se incubaron durante 20 h a 37°C con 5% de CO,. Posteriormente, se
descartaron los sobrenadantes, las células se lavaron con PBS y se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4% durante 1 h a 4°C. Inmediatamente, se realizaron
nuevamente lavados con PBS y se afiadié 30 ul de PBS. Finalmente, el recuento de focos
fluorescentes se realizé en un equipo ELISpot y el software InmunoSpot 7.0.30.2
(ImmunoSpot C.T.L, Germany). Estos experimentos se llevaron a cabo por el Dr. Diego

Alvarez y la Dra. Eliana Castro de la Universidad Nacional de San Martin.
4.5. Ensayo de tiempos de adicion

Se cultivaron células Vero y Huh-7 en microplacas de 24 pocillos y se incubaron durante
24 h. Las células se infectaron con ZIKV (t = 0 h; MOI= 0,5) en presencia o ausencia de 10
UM de CBD a 4°C para permitir la adsorcion, pero no la internalizacidon. Después de 1 h

30 min, las células se lavaron tres veces con PBS y se adicioné medio. 10 uM de CBD se
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adiciond alas 0, 2,4, 6y 8 h post infeccion (hpi). Luego de 24 hpi, los sobrenadantes se

recogieron y se titularon mediante ensayo de placa (Figura 6).
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Figura 6. Esquema del ensayo de tiempos de adicion.

4.6. Ensayo de adsorcion e internalizacion viral

Las células Huh-7 fueron sembradas en placas de 6 pocillos y cultivadas durante 24 h
hasta alcanzar una confluencia del 100%. Para evaluar la adsorcidn viral, las células se
infectaron en presencia de CBD (10 uM) a 4 °C, condicidn que permite la unién del virus
a la MP, pero inhibe su internalizacién. Tras 1 h 30 min de incubacidn, se lavaron las
células con PBS y se recolectaron para su analisis.

Con el fin de estudiar los procesos de internalizacién y desnudamiento, las células se
infectaron durante 1 h 30 min a 4 °C sin CBD, permitiendo Unicamente la adsorcién.
Posteriormente, se incubaron con CBD durante 2 o 4 h a 37 °C, para permitir la
internalizacion y el desnudamiento del genoma viral, respectivamente. Tras estas
incubaciones, las células se trataron durante 1 min con proteinasa K para eliminar las
particulas virales adheridas a la superficie celular que no habian sido internalizadas. A
continuacion, se agregd fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) (2 mM en PBS con 3% de BSA)
para inhibir la actividad de la enzima. Finalmente, los cultivos celulares fueron
recolectados y se cuantificd la expresidon del mensajero viral ZIKV-ns5 mediante RT-

gPCR, segln se describe mas adelante (Figura 7).
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Figura 7. Ensayo de adsorcion e internalizacidn viral.

5. Cuantificacion de particulas infecciosas por el ensayo de formacion de
placas de lisis

Se sembraron células Vero en microplacas de 24 pocillos y se incubaron durante 24h.
Para la cuantificacidon del rendimiento viral de ADV-5 se utilizaron células A549. Se
adicionaron a estos cultivos diluciones seriadas al décimo de las distintas muestras y se
incubaron a 37°C durante 1 h. Después de este tiempo, se removieron los inéculos y se
afadié MEM que contenia 1% de metilcelulosa a los cultivos celulares. Las células se
incubaron a 37°C durante 24 h (para PV-1), 72 h (para ZIKV y HSV-1), 5 dias (para ADV-5
vy YFV) y 7 dias (para DENV-2 y JUNV). Finalmente, las microplacas se fijaron con
formaldehido al 10% y se tifieron con cristal violeta al 1% en etanol al 10%. Se
cuantificaron las placas y se determinaron los titulos, los cuales se expresaron como

unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL).

6. Cuantificacion de la expresion relativa por la reaccion en cadena en tiempo
real con transcripcion inversa (RT-qPCR)
El ARN se extrajo de los cultivos celulares utilizando el reactivo TRIzol (TRI Reagent® MRC
de Molecular Research Center, Inc.). El ADNc se sintetizd con la enzima transcriptasa
reversa del virus de la leucemia murina de Moloney (M-MLV) y la PCR en tiempo real se
realizd utilizando la mezcla real FastStart™ Universal SYBR® Green Master (Rox). La
expresion génica se normalizé con el control génico endégeno ACTB (gen de la B-actina)
y los datos se analizaron mediante el método del ciclo umbral (2-22%), En la Tabla 2 se

encuentran las secuencias forward y reverse de los cebadores utilizados.
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Tabla 2. Cebadores utilizados en RT-gPCR.

Genes Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’)
ACTB TTAGTTGCGTTACACCCTTTCTTG TCACCTTCACCGTTCCAGTTT
ZIKV-ns5 GCCGCCACCAAGATGAACTGATTG GCAGTCTCCCGGATGCTCCATC
AHR ATCCTTCCAAGCGGCATAGAGACC CAAAGAAGCTCTTGGCTCTCAGG
DO GAGGAACAGGTGGCTGAATTT GCTCCCTGAAGTGCTCTGTA
CYP1A1 GAACTGCTTAGCCTAGTCAACCTG AGAATAGGGATGAAGTCAGCTGGG
IFNB1 TAGCACTGGCTGGAATGAGA TCCTTGGCCTTCAGGTAATG

7. Evaluacion funcional de la via NF-kB mediante ensayo de la luciferasa

El procedimiento se realizé segun lo descrito por Vicente et al. (2023)?*. Brevemente, las
células Huh-7 fueron transfectadas con un vector reportero NF-kB-LUC, que contiene el
gen reportero luciferasa bajo el control del promotor de NF-kBy con un pldasmido control
RSV-B-galactosidasa, utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A las 24 h postransfeccién, las células
fueron infectadas con ZIKV (MOI=0,1) y tratadas o no con CBD (10 uM) durante 6 h.
Luego de la incubacion, las células fueron lisadas. La cuantificacidon del reportero se
realizé con el Sistema de Ensayo de Luciferasa E1500 y el Sistema de Ensayo de Enzima
B-Galactosidasa E2000 (Promega, Madison, WI, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las mediciones se obtuvieron con un lector de microplacas FLUOstar

OPTIMA y los resultados se expresaron como unidades relativas de luminiscencia (ULR).

8. Cuantificacion de IL-6 e IL-8 mediante ELISA

Las concentraciones de las interleuquinas IL-6 e IL-8 se determinaron mediante un ELISA
(ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima). Para ello, células Huh-7 fueron infectadas
con ZIKV (MOI = 0,1) y tratadas con 10 uM de CBD durante 48 h. También se
cuantificaron las interleuquinas proinflamatorias en células Huh-7 no infectadas. Las
mediciones se realizaron en los sobrenadantes de cultivo utilizando el kit BD OptEIA™

ELISA (Becton Dickinson), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Estas mediciones y el ensayo de la luciferasa fueron realizados por la Lic. Josefina
Vicente, bajo la supervisiéon del Dr. Carlos Bueno, en el Laboratorio de Virologia del

IQUIBICEN (UBA-CONICET).
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9. Obtencion de vesiculas
9.1. Vesiculas multilamelares grandes (MLVs)

Se sintetizaron vesiculas que contenian 1,2-dioleoil -sn -glicero-3-fosfocolina (DOPC),
esfingomielina de cerebro (bSM), en ausencia o presencia de colesterol (COL) y CBD. Los
MLV se prepararon generando una pelicula lipidica uniforme en la pared de un tubo de
ensayo de vidrio. Para ello, se colocaron mezclas de lipidos en tubos de vidrio disueltos
en cloroformo:metanol (2:1, v/v) y se secaron mediante evaporacién bajo una corriente
de N (g). Posteriormente, se eliminaron las trazas de disolvente durante 2 h de
tratamiento en una cdmara de vacio. Los lipidos se hidrataron con una solucion tampdn
que contenia HEPES 10 mM, NaCl 200 mM, CaCl; 10 mM, a pH 7, MgCl, 2 mM. Las
muestras se sometieron a cinco ciclos de 2 min de congelacién y descongelacién (-195
°C en nitrégeno liquido y 60 °C en un bafio calefactor, respectivamente) y luego se
agitaron durante 5 min utilizando un vortex. Las muestras de liposomas se mantuvieron
a temperatura ambiente (22 + 2 °C) y se utilizaron en un plazo de 4 h. Para las mediciones
de fluorescencia, se agregaron alicuotas apropiadas de la sonda fluorescente Laurdan a
la suspensidn de lipidos inicial, alcanzando 1% en moles. Las muestras se excitaron a 360
nm vy la fluorescencia se midié en un rango de 400 a 600 nm (Figura 8).
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Figura 8. Esquema del procedimiento de la obtencion de las MLVs.

9.2. Vesiculas unilamelares gigantes (GUVs)

Las GUVs se prepararon mediante el método de hinchamiento espontaneo de lipidos en
pelicula seca, una técnica comun para generar vesiculas GUVs a partir de mezclas

lipidicas (Figura 9). Los lipidos (DOPC, bSM y COL) y el CBD se disolvieron en una mezcla
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2:1 de cloroformo:metanol, y se depositaron (10 pL) sobre cubetas conductoras
previamente recubiertas con una pelicula seca de alcohol polivinilico (PVA) al 5% en H,0,
la cual fue secada en estufa a 60 °C durante 2 h. Luego se dejo evaporar el solvente en
campana durante 30 min y posteriormente en vacio por otros 30 min. A continuacién,
se adicionaron 200 plL de sacarosa 0,5 M sobre la pelicula seca. La sacarosa hidrata la
pelicula de PVA, y genera una diferencia de potencial quimico que favorece la formacién
de las GUVs. Las cubetas se incubaron en estufa a 37 °C durante 1 h en una camara
himeda. Luego, las vesiculas fueron transferidas a pocillos de observacién que
contenian un buffer de imaging isoténico con glucosa y BSA. Se empled BODIPY-FL-Cs-
HPC (Invitrogen) como marcador de la fase liquida desordenada (Ld) (verde), y la sonda
carbocianina fluorescente roja DilCis (Invitrogen), que se asocia preferentemente a la
fase liquido ordenada (Lo). Estas sondas se adicionaron a la suspensién inicial de lipidos.
Las vesiculas se visualizaron utilizando un microscopio confocal Olympus FV1200 (Tokio,
Japdn) acoplado a un sistema invertido, utilizando un objetivo de 100x con inmersidn en

aceite (NA 1.40).
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Figura 9. Esquema del procedimiento de la obtencién de las GUVs.

Los experimentos descritos en esta seccidn se llevaron a cabo durante una pasantia
realizada en 2023 en el Centro de Investigaciones en Quimica Bioldgica de Cérdoba
(CIQUIBIC, CONICET), Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de

Cérdoba, bajo la supervision del Dr. Ernesto Ambroggio.

27



Materiales y métodos

10. Microscopia de fluorescencia

10.1. Reactivos

Las sondas fluorescentes utilizadas fueron:

Laurdan (6-Dodecanoyl-2-Dimethylaminonaphthalene) (Invitrogen™).
BODIPY-colesterol (BODIPY-COL, MedChemExpress).

Solucidn lista para usar Filipina Ill (Sigma-Aldrich).

Subunidad B de la toxina colérica (CTxB) conjugada con Alexa Fluor™ 555 (Thermo
Fisher Scientific).

Aglutinina de germen de trigo (WGA, Wheat Germ Agglutinin) conjugada con
isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) (Sigma-Aldrich Co.). Esta sonda fue
donada gentilmente por la Dra. Andrea Barquero, del Laboratorio de Virologia del

IQUIBICEN-CONICET.

Los anticuerpos utilizados fueron:

Anti-dsRNA (IgG de conejo, clone J2; SCICONS).

Anti-proteina E de ZIKV (IgG de ratdon; Abcam).

Anti-AHR (IgG de conejo; GeneTex).

Anti-NF-kB p65 (IgG de ratdn, clone F-6; Santa Cruz Biotechnology Inc.).
Anticuerpo secundario anti-lgG de ratdén conjugado a Alexa Fluor™ 488
(Invitrogen).

Anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado a Alexa Fluor™ 488
(Invitrogen).

Anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado a Alexa Fluor™ 568

(Invitrogen).

10.2. Técnicas con células fijadas

10.2.1. Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

a. Cuantificacion de células proteina E y dsRNA positivas.

Las células Vero se cultivaron en cubreobjetos dispuestos en una microplaca de 24

pocillos durante 24 h. Posteriormente, los cultivos fueron infectados con ZIKV (MOI =

0,1) durante 1 h y tratados con 10 uM de CBD durante 48 h. Las células se fijaron con
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metanol frio al 100% durante 10 min. Las muestras se incubaron con los anticuerpos
anti-dsRNA (1:100) o anti- E (1:300) durante 1 h a temperatura ambiente en cdmara
himeda. Luego, las muestras marcadas con anti-proteina E se incubaron durante 1 h
con el anticuerpo secundario anti-raton IgG Alexa Fluor 488 (1:300), mientras que para
aquellas marcadas con anti-dsRNA se utilizé el anticuerpo secundario anti-conejo IgG
Alexa Fluor 488 (1:300). Finalmente, se realizd la tincion de nucleos con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI; 1:1000) (Sigma-Aldrich Co.) y las muestras se montaron
con un medio de montaje a base de glicerol conteniendo DABCO (1,4-
diazabiciclo[2.2.2]octano) como agente antifotoblanqueante. Las muestras se
visualizaron con un microscopio de epifluorescencia Olympus IX71 (Tokio, Japdn). El
analisis y la cuantificacién de la fluorescencia se realizaron con el software Imagel

1.54p (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EE. UU.).
b. Cuantificacion de AHR y NF-kB

Las células U20S se cultivaron en cubreobjetos dispuestos en una microplaca de 24

pocillos durante 24 h. Se realizaron los siguientes tratamientos:

e |L-1B durante 2 h (10 ng/uL).

e I3Sdurante 2 h (300 uM).

e CBD durante 2 h (10 uM).

e Tratamiento combinado de CBD (10 uM) con IL-1B (10 ng/uL) durante 2 h.

e Tratamiento combinado de CBD (10 uM) con 13S (300 uM) durante 2 h.

e Tratamiento de células durante 1 h con CBD (10 uM) y luego 1 h con IL-1B
(10 ng/uL).

e Tratamiento de células durante 1 h con CBD (10 uM) y luego 1 h con I35 (300
uM).

e Tratamiento de células durante 1 h con IL-1B (10 ng/uL) y luego 1 h con CBD
(10 uM).

e Tratamiento de células durante 1 h con 13S (300 uM) y luego 1 h con CBD
(10 pM).

Luego de los tratamientos, las células fueron fijadas con formaldehido (FA) al 4%

durante 10 min y permeabilizadas con Triton X-100 al 0,25% durante 3 min.
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Posteriormente, se incubaron con anticuerpos primarios anti-AHR (1:100) y anti-NFkB
P65 (1:100), y se revelaron con los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 568 anti-IgG
de conejo (1:200) y Alexa Fluor 488 anti-lgG de ratén (1:300), respectivamente. Las
muestras fueron montadas con ProLong™ Gold Antifade con DAPI y posteriormente
visualizadas mediante un microscopio Zeiss ApoTome 5, utilizando un objetivo de
inmersion 63x/1.4 NA. La cuantificacion de la fluorescencia se realizd con el software

Imagel 1.54p (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EE. UU.).
10.2.2. Transporte de CTxB-Alexa Fluor™ 555

Para el estudio del transporte retrégrado de la CTxB, se utilizdé la CTxB conjugada con
Alexa Fluor 555 (5 pg/mL), la cual se une especificamente al gangliésido GM1, localizado
principalmente en las balsas lipidicas de la MP. Las células fueron pretratadas con CBD
durante 1 h y, posteriormente, incubadas con CTxB-Alexa Fluor 555 durante distintos
tiempos (2, 15, 30 y 120 min) a 37 °C. Finalmente, las muestras fueron fijadas con FA al
4% durante 10 min a temperatura ambiente. Los nucleos fueron visualizados con
Hoechst y montadas con ProLong™ Gold Antifade sin DAPI. Las imagenes fueron
adquiridas mediante utilizando un microscopio Zeiss ApoTome 3 utilizando un objetivo

de 63x/1.4NA.
10.2.3. Marcaje de membranas celulares

Las células Vero, sembradas sobre cubreobjetos insertos en placas de multipocillos,
fueron infectadas con ZIKV (MOI = 0,1) durante 1 h y tratadas con 10 uM de CBD por 48
h. Luego, las células fijadas con PFA al 4 % y permeabilizadas con Tritédn X-100 al 0,1%, se
incubaron con WGA-TRITC durante 1 h a 37°C en camara humeda. Adicionalmente, las
células se marcaron con el anticuerpo anti-dsRNA como se indicé anteriormente.
Finalmente, se realizo la tincién de nucleos con DAPI durante 10 min. Las muestras se
visualizaron con un microscopio confocal Zeiss LSM 980 (Oberkochen, Baden-
Wiirttemberg, Alemania) utilizando un objetivo de inmersidn 63x/1.4 NA. El analisis y
cuantificacion de fluorescencia se realizé con el software ImagelJ 1.54p (Wayne Rasband,

National Institutes of Health, EE. UU.).
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10.2.4. Cuantificacion de colesterol no esterificado
Las células U20S fueron tratadas con CBD en dos esquemas experimentales:

e Dosis-respuesta: 1,2;2,5; 5y 10 uM de CBD durante 60 min.
e Cinética de tratamiento: 10 uM de CBD durante 30, 60, 120 y 240 min.

Tras el tratamiento, las células fueron fijadas con FA al 4% en PBS. Luego, se incubaron
con filipina (0,2 mg/mL en PBS) durante 30 min. Esta sonda fluorescente se une al COL
no esterificado. Posteriormente, las muestras fueron montadas con ProLong™ Gold
Antifade sin DAPI. Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio Zeiss ApoTome 5
utilizando un objetivo de 63x/1.4NA. La cuantificacién de fluorescencia se realizé con el

software ImagelJ 1.54p (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EE. UU.).
10.3. Técnicas con células vivas
10.3.1. Determinacion del orden de membranas celulares

Las células U20S fueron incubadas con CBD (10 uM) durante 1 h. Posteriormente, se
afadieron 5 uM de Laurdan en DMEM sin suero ni antibiéticos, manteniendo la
incubacién por 1 h. Luego de este periodo, se retird la sonda, se realizaron lavados y se
reemplazd el medio por DMEM fresco sin Laurdan. Las imagenes fueron adquiridas
mediante un microscopio confocal de superresolucion Zeiss LSM 880 Airyscan
(Oberkochen, Baden-Wirttemberg, Alemania)., utilizando un objetivo de inmersién
63x/1.4 NA DIC M27. Se seleccionaron regiones correspondientes a MP y membranas
perinucleares (MPn), donde se calculd la polarizacion generalizada (GP) utilizando la
siguiente ecuacién:

Iyso — 1
GP = 450~ ‘494

" Lso + Iyos

Donde I, e 1,94 corresponden a las intensidades de fluorescencia medidas en 450 nm
y 494 nm, respectivamente. El analisis de las imagenes y el célculo de GP se realizaron

utilizando el software Zeiss Zen Blue 3.10 (Oberkochen, Baden-Wiirttemberg, Alemania).
10.3.2. Estudio de la difusidon del COL mediante ensayos de FRAP

Las células U20S fueron tratadas con 10 uM de CBD durante 1 h antes de la incubacién

con BODIPY-COL (2 uM) en DMEM sin suero ni antibidticos durante 40 min.
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Posteriormente, se realizaron lavados y se incubaron en medio libre de sonda por 30 min
para permitir la redistribuciéon del fluoréforo en las membranas celulares. Se
seleccionaron regiones correspondientes a MP y MPn, donde se llevd a cabo el ensayo
de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching). El fotoblanqueo se realizd con
un ldser Argén de 488 nm, aplicando 100 iteraciones en la region de interés. La
recuperacion de fluorescencia se registr6 mediante una serie de tiempo de 200 ciclos,
utilizando el modo Airyscan para mejorar la resolucion espacial. Las imagenes fueron
adquiridas con un microscopio confocal de superresolucién Zeiss LSM 880 Airyscan
(Oberkochen, Baden-Wurttemberg, Alemania), con un objetivo de inmersion 63x/1.4 NA
DIC M27. Los datos de FRAP fueron analizados con el software Zeiss Zen Blue 3.10

(Oberkochen, Baden-Wiirttemberg, Alemania).

Los parametros se obtuvieron a partir de las curvas de recuperacidon de fluorescencia
obtenidas tras el blanqueo de una regién de interés (ROI) definida. Las curvas fueron
normalizadas considerando como 0 la intensidad inmediatamente posterior al blanqueo
y como 1 la intensidad maxima recuperada. A partir de estas curvas, se calcularon los

siguientes parametros:

e Tiempo medio de recuperacién (t,,): corresponde al tiempo necesario para
alcanzar la mitad de la recuperacion maxima de fluorescencia. Se extrajo
directamente de la curva de recuperacién promedio.

e Fraccion movil (fM): se definié como la proporcion de la sefial fluorescente que

Foo—Fp

se recupera tras el blanqueo, calculada mediante la férmula: fM = T
i—Fo

donde F; es la intensidad previa al blanqueo, F;, la intensidad inmediatamente

posterior al blanqueo y F,, la intensidad final tras alcanzar el plateau.

e Fraccion inmovil (fIM): se estimé como el complemento de la fraccion moévil:

fIM =1-fM.
o Coeficiente de difusion (D): se calculé usando la siguiente ecuacién:
WZ
D =
4ty ),

donde W es el radio efectivo de la ROI, estimado a partir de las dimensiones del

cuadrado definido durante la adquisicion, y el ¢, ,, descrito previamente.
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Los experimentos realizados con BODIPY-COL, Filipina Ill, Laurdan y anticuerpos anti-AHR
y anti-NF-kB p65, fueron llevados a cabo en el Leibniz Institute on Aging — Fritz Lipmann
Institute (FLI) durante una pasantia realizada en 2024, bajo la supervisién del Dr. Peter
Hemmerich y en colaboracidn con Tobias Ulbricht y Christian Hoischen. El Dr. Hemmerich
y su equipo brindaron orientacién cientifica, apoyo técnico y generosa disposicién, lo
cual fue fundamental para el desarrollo de una parte significativa de este trabajo. Su

colaboracidon y compromiso son profundamente agradecidos.

11.Purificacidn de particulas virales de ZIKV

11.1. Preparacion del stock viral y clarificacion

Para la generacién del stock viral, se utilizaron células Vero crecidas en frascos de cultivo
T150 a una confluencia del 100 %. Los frascos se infectaron con ZIKV (MOI = 0,1); dos
fueron tratados con CBD vy los otros dos se mantuvieron sin tratamiento como control.
Transcurridos tres dias postinfeccion, se recolectaron los sobrenadantes de cultivo de
todas las botellas y se procedié a una etapa de clarificacién para eliminar restos
celulares. Para esto, se centrifugaron las muestras a 3000 rpm durante 10 min en tubos

Falcon de 50 mL, utilizando una centrifuga Eppendorf 5810 R (Hamburgo, Alemania).
11.2. Concentracion del virus

Se realizd una primera ultracentrifugacion para concentrar el virus. Las muestras se
cargaron de manera equilibrada en los buckets del rotor SW28 y se centrifugaron a
40.000 rpm durante 1 h 30 min a 8 °C, utilizando una ultracentrifuga Class S XL-90
(Beckman, Brea, California, EE. UU.). El pellet fue resuspendido cuidadosamente en PBS

estéril.
11.3. Purificacion del virus

La purificacidon del ZIKV se realizd6 mediante un gradiente discontinuo de sacarosa. Se
prepararon tubos con capas sucesivas de 1 mL de sacarosa al 60%, seguida de 4 mL de
sacarosa al 5%. Finalmente, se agrego la muestra viral concentrada en la parte superior.
Tras balancear los tubos, se llevd a cabo una ultracentrifugacion a 40.000 rpm durante
1 h 30 min a 8 °C en el rotor 55Ti en la ultracentrifuga Class S XL-90 (Beckman, Brea,
California, EE. UU.). Al finalizar, se observé una banda opalescente correspondiente a la

fraccién viral purificada, la cual se extrajo cuidadosamente con una pipeta Pasteur y se
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transfirié a un tubo nuevo. Para remover los restos de sacarosa, se realizdé una tercera
ultracentrifugacion bajo las mismas condiciones (40.000 rpm, 1 h 30 min, 8 °C).

Finalmente, el pellet obtenido se resuspendid en PBS para su posterior andlisis.

12. Medicion de colesterol total

Se cuantifico el COL total (esterificado y no esterificado) de cultivos celulares infectados
y no infectados. Para esto, se cultivaron células Vero en placas de 96 pocillos y se
incubaron durante 24 h. Luego de alcanzar el 90% de confluencia, las células fueron
infectadas con ZIKV y DENV-2 (MOI = 0,1) durante 1 h a 37°C. Las células infectadas y no
infectadas fueron tratadas con concentraciones de 5y 10 uM de CBD durante 48 h. El
COL total se midié utilizando el kit Amplex™Red Cholesterol Assay (Invitrogen) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Este kit fue donado gentilmente por la Dra. Andrea

Barquero (IQUIBICEN-CONICET).

13.Obtencion de nanoparticulas

13.1. Nanoparticulas de dcido poli(ldactico-co-glicélico) (PLGA)

Para la generacién de nanoparticulas (NP) de PLGA (NP-PLGA) se empled el método de
inversion de fase, utilizando una fase acuosa compuesta por PBS con sales de sodio a
0,16 M, y una fase orgdnica que contenia PLGA (4% en acetato de etilo), Tween®80 y CBD
disuelto en etanol absoluto. Se siguié el protocolo descrito por Fornaguera et al. (2015)
y por Fornaguera et al. (2016), con modificaciones optimizadas por Castafieda Cataia en
su tesis doctoral (2022)>>?¢. La mezcla fue homogeneizada para formar una
nanoemulsion (NE) tipo O/W (aceite en agua). Posteriormente, se evaporé el acetato de
etilo y se purificaron las NP-PLGA por dos rondas de ultracentrifugacion a 20.000 rpm
durante 2 h empleando una ultracentrifuga Beckman Coulter Class S XL-90 (Brea,
California, Estados Unidos). Los pellets obtenidos se resuspendieron en agua ultrapura
estéril mediante sonicacién en tres ciclos de 5 min, a una frecuencia de 20 kHz y una
potencia total de 125 W, utilizando un equipo de ultrasonido con bafio de hielo (Qsonica,
EE. UU.). Los sobrenadantes recuperados en este paso fueron utilizados para calcular la
eficiencia de encapsulacion (EE). Tanto las NE como las NP-PLGA fueron almacenadas

bajo distintas condiciones para evaluar su estabilidad y caracterizadas por dispersién de

34



Materiales y métodos

luz dinamica (DLS). Se tomaron alicuotas de las suspensiones purificadas para los analisis

posteriores (Figura 10).

Fase oleosa
PLGA Fase acuosa
Tween80 PBS
CBD
....ooo.. .
e ' e
@ e o
= T — S g
® )
[} <3
.0....
oo
Mezcla de las dos fases Formacién de la NE O/W Evaporacion Resuspension en
del solvente agua ultra puray
purificacion

Figura 10. Esquema del procedimiento de la obtencidn de las NP-PLGA.

13.2. Obtencion de vesiculas lipidicas: niosomas

Para la generacién de los niosomas (NIO), se utilizd la técnica de hidratacion de pelicula
delgada, segun lo descrito por Bayindir & Yuksel (2010), Sadeghi Ghadi et al. (2019) y
Thabet et al. (2021), con adaptaciones optimizadas por Castafieda (2022, tesis
doctoral)?’=%°. Para la formacién de la pelicula delgada, se disolvieron Span®20, COL y
diacetilfosfato de sodio (DCP) en cloroformo, homogeneizando la solucién. El CBD fue
incorporado en este paso, a una concentracién de 1 mg/mL disuelto en etanol absoluto,
o bien 10 mg/mL cuando se utilizé acetato de etilo como solvente. Una vez formada, la
pelicula delgada se rehidraté con PBS estéril a 60 °C, y la suspension resultante se
homogenizé mediante agitacion con voértex y tres ciclos de sonicacidon de 5 min, a una
frecuencia de 20 kHz y una potencia total de 125 W, utilizando un equipo de ultrasonido
con bafio de hielo (Qsonica, EE. UU.), con el objetivo de obtener una dispersién
uniforme. La suspension coloidal obtenida fue purificada mediante dos
ultracentrifugaciones consecutivas a 20.000 rpm durante 2 h a 10 °C (ultracentrifuga
Class S XL-90, Beckman). Los sobrenadantes recuperados en cada paso fueron
conservados para el posterior calculo de la EE. Los pellets resultantes se resuspendieron
en agua ultrapura estéril (Figura 11). Finalmente, se almacenaron alicuotas para su

caracterizacion y evaluacion posterior.
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Mezcla de lipidos
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Figura 11. Esquema del procedimiento de la generacidn de los NIO.

13.3. Cuantificacion del CBD por espectrofotometria de absorcion y determinacion de

la eficiencia de encapsulacion

La cuantificaciéon del CBD se realizd mediante espectroscopia UV-Vis. Se registraron
espectros de absorcidon entre 200 y 600 nm, y se selecciond 220 nm como longitud de

onda para la curva de calibracién, por corresponder al maximo d
e absorcion observado.

La EE se calculd cuantificando el CBD libre presente en el sobrenadante tras la
purificacién de las NP, y comparandolo con la cantidad inicial de CBD incorporado. Para
ello, se utilizd la siguiente formula:

(CBDinicial - CBDsobrenadante) X

100
CBDinicial

EE (%) =

Todos los experimentos de esta seccidon se realizaron en colaboracién con la Dra.
Alejandra Castafeda Cataia (Laboratorio de Virologia del IQUIBICEN, UBA-CONICET;
Instituto de Quimica Rosario (IQUIR), Universidad Nacional de Rosario-CONICET) y la Dra.
Margarita Sdnchez Dominguez (Centro de Investigacion en Materiales Avanzados S.C.,

México).

14.Microscopia de fuerza atdmica (AFM)

14.1. Preparacion de particulas virales inactivadas

Se tomaron 200 plL de la suspensién viral purificada y se transfirieron en microtubos

estériles. La inactivacion se realizé mediante una combinacién de métodos: primero, se
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expusieron los microtubos con la tapa abierta a luz UV durante 45 min dentro de una
cabina de flujo laminar. Posteriormente, los microtubos se cerraron y se incubaron a
56 °C durante una hora utilizando un termobloque. Finalmente, las particulas virales se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 48 h. La titulacion posterior confirmé la

ausencia de particulas virales infecciosas.
14.2. Preparacion de los NIO

De la suspension inicial, se tomaron 500 pL, se completd el volumen a 1 mL con agua
ultrapuray se centrifugé a 15.000 rpm durante 2 h. El pellet obtenido se resuspendié en
1 mL de agua ultrapura, repitiendo el lavado dos veces. Finalmente, el Ultimo pellet se

resuspendié en 500 uL, y de esa suspension se tomaron 50 L para el sembrado.
14.3. Caracterizacion de morfologia superficial por AFM

Los portaobjetos de vidrio fueron limpiados con etanol absoluto (Merck, Darmstadt,
Alemania) y se dejaron secar. Se colocaron 10 pL de cada muestra (virus inactivado o
NIO) sobre la superficie y se cubrieron con otro portaobjetos para distribuir la
suspension de forma homogénea. Las muestras se colocaron en una estufa con vacio a
temperatura moderada durante 5 min para eliminar el agua. Luego de retirar el
cubreobjetos, se agregaron 10 pL de agua ultrapura y se repitié el proceso de lavado
tres veces para eliminar posibles impurezas. Las muestras secas se analizaron mediante
AFM (Keysight Technologies, modelo 5500, California, EE.UU.) para caracterizar su

morfologia.

Estas mediciones fueron gentilmente realizadas la Dra. Andrea Rivas y la Dra. Mayra
Alejandra Castafieda Catafia en el Centro de Investigacion y Desarrollo en Materiales
Avanzados y Almacenamiento de Energia de Jujuy-CIDMEJu (CONICET-Universidad

Nacional de Jujuy).

15. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizo utilizando el software GraphPad Prism 8 (San Diego, CA,
EE. UU.). Para las comparaciones entre dos grupos se utilizdé la prueba t de Student,
mientras que para comparaciones multiples se aplico un andlisis de varianza

unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba post hoc de Tukey (comparacidn entre
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todos los grupos) o de Dunnett (comparacién de multiples grupos contra un control). Se
consideraron estadisticamente significativas aquellas diferencias con valores de p < 0,05

(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

16. llustraciones y diseio de figuras

Las figuras esquemadticas que representan mecanismos bioldgicos, procedimientos
experimentales y modelos celulares fueron disefiadas utilizando la plataforma

BioRender (https://www.biorender.com/)
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CAPITULO 1

Evaluacion in silico del receptor AHR
como blanco molecular de bioactivos
y validacion preliminar in vitro
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Capitulo 1: Introduccién

Introduccion

1. Actividad y organizacion estructural de AHR

La proteina AHR es un factor de transcripcidon citosélico activado por ligandos,
ampliamente reconocido por su rol en la respuesta celular a xenobiéticos. Su activaciéon
regula la expresion de mdultiples genes, en especial aquellos que codifican enzimas
metabolizadoras de fase | y Il, incluyendo CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, y UGT1A6. Ademas
de su papel en la biotransformacién de compuestos exdégenos, AHR ha emergido como
un regulador clave de procesos fisiolégicos e inmunoldgicos, modulando vias de
sefializacion implicadas en inflamacion, diferenciacion celular y homeostasis de barreras

epiteliales303:,

En cuanto a su estructura molecular, la proteina AHR pertenece a una familia de factores
de transcripcién que poseen dos motivos caracteristicos: el dominio basico hélice-bucle-
hélice (bHLH) y el dominio PAS (denominado asi por las primeras tres proteinas
identificadas con esta estructura: Per, ARNT y Sim). El dominio bHLH, localizado en el
extremo N-terminal, estd formado por dos hélices a separadas por un bucle. Este
dominio contiene la regidn responsable de la union al ADN, la sefial de translocacién
nucleary participa en la dimerizacién con ARNT. El dominio PAS se encuentra en la regién
C-terminal del bHLH y estd conformado por 260-310 aminodcidos que incluyen dos
repeticiones conservadas, PAS-A y PAS-B, separadas por una regién poco conservada. El
dominio PAS-A actia como sitio de interaccidn con otras proteinas PAS y constituye el
punto de unidn para la proteina de choque térmico 90 (Hsp90), mientras que el dominio
PAS-B alberga el sitio de unidn al ligando, que se superpone parcialmente con el sitio de
union a Hsp90. El dominio transactivador del AHR se localiza en la region C-terminal y es
esencial para la activacién de genes diana, ya que permite la interaccidn con

coactivadores de la transcripcién (Figura 12)3%33,

Union al ARNT

— b | HLH PAS A PAS B Dominio Transactivador -

Unién al ADN Unidn al ligando Unién a coactivadores

Figura 12. Organizacion estructural de AHR.
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2. Via de senalizacion de AHR

2.1. Via de sefalizaciéon candnica

En su forma inactiva, AHR se localiza en el citoplasma formando un complejo
multiproteico con dos moléculas de Hsp90, la proteina asociada al virus de la hepatitis B
X (XAP2), y la chaperona p23. La unidn a un ligando activa al receptor, induciendo un
cambio conformacional que expone su sefial de localizacidon nuclear (NLS) y permite su
translocacion al nudcleo. Una vez alli, se disocia de sus chaperonas y forma un
heterodimero con el translocador nuclear de AHR (ARNT). Este complejo AHR-ARNT se
une a secuencias especificas de ADN conocidas como elementos de respuesta a dioxinas
o elementos de respuesta a xenobidticos (DREs/XREs, con la secuencia consenso 5’-
GCGTG-3'), localizadas en los promotores de sus genes blanco. Entre los genes regulados

se incluyen aquellos que codifican para enzimas metabolizadoras de xenobidticos3*.
2.2. Via de senalizacion no candnica

Ademas de su rol cldsico como activador transcripcional a través de XREs, AHR también
participa en vias no candnicas de sefializacién. Estas rutas se caracterizan por su
independencia de la activacién cldsica via AHR—ARNT—XRE y, en muchos casos, por una
independencia funcional de ARNT. En estas vias, AHR regula la expresién génica
mediante interacciones proteina-proteina, modulando la transcripcién a través de
coactivacion o represidn cruzada, incluso en ausencia de sitios XRE en los promotores.
Este tipo de sefializacién resalta su papel como modulador inmunoldgico e inflamatorio,
cuya accién puede variar significativamente en funcidn del tipo celular, el estimulo

presente y el ligando que lo activa®.
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Figura 13. Vias de sefializacién candnica y no candnica de AHR

Uno de los mecanismos no candnicos mas relevantes es la interaccidon nuclear de
AHR con NF-kB, principalmente con las subunidades p65/RelAy RelB (Figura 14). Esta
interaccidn, independiente de ARNT, puede interferir con la actividad transcripcional
cldsica de NF-kB sobre genes proinflamatorios como IL6, TNF o IFNB13%%7, La

regulacién puede deberse a varios mecanismos:

e Competencia por cofactores compartidos (p300/CBP) necesarios para la
activacion transcripcional de NF-kB; cuando AHR secuestra estos
coactivadores, inhibe la transcripcion de los genes diana de NF-kB3638,

e Formacion del complejo AHR—NF-kB, que puede funcionar como represor o
modulador transcripcional, dependiendo del promotor implicado y el
entorno molecular. Es frecuente la inhibicidon de genes como /L-6 o TNF; para
IFNB1, el efecto puede variar segun la presencia de factores adicionales (IRFs,

AP-1)%.

Este fendmeno es altamente contexto-dependiente, y su efecto puede variar segin
el tipo celular, el estado basal del sistema inmune y el tipo de ligando que activa a

AHR3740,
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Nticleo

P300/CBP

Complejo
AHR-NF-kB
(RelA o RelB)

l Transrepresion o
modulacion de la

* I*» IL-6, TNF-a, IFNB1 I actividad de NF-kB

0 dOODOT | DPVIN

Figura 14. Mecanismos no canonicos de regulacion de NF-kB por AHR. A la izquierda, AHR compite por el
coactivador p300/CBP, lo que impide la activacion de genes proinflamatorios como /L6, TNFA e IFNB1. A la
derecha, AHR forma un complejo con NF-kB (subunidad RelA/p65 o RelB), que puede actuar como
transrepresor o coactivador, segin el promotor y el contexto celular.

3. Ligandos de AHR

Los ligandos de AHR se clasifican en exdgenos y enddgenos, y presentan gran diversidad
estructural y funcional***2. Entre los exdgenos se incluyen contaminantes ambientales
persistentes, como el 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) y el benzo[a]pireno, asi
como farmacos y compuestos naturales derivados de plantas, como los flavonoides
resveratrol y quercetina, que pueden actuar como agonistas o antagonistas segun el
contexto®, Los ligandos endégenos comprenden principalmente metabolitos del
triptéfano, como la quinurenina (Kyn), asi como derivados del hemo (bilirrubina,
hemina) y del acido araquiddnico (lipoxina As). Algunos de estos compuestos, como la
indirubina, se comportan como agonistas parciales, capaces de inducir una activacién

limitada del receptor.

Mas alld de la distincion clasica entre agonistas y antagonistas, muchos ligandos
funcionan como moduladores selectivos del AHR. Estos compuestos promueven una
activacion selectiva del receptor que depende de multiples variables: su afinidad, la
concentracién utilizada, el tipo celular, el repertorio de cofactores disponibles, y la
presencia de otros estimulos intracelulares (Figura 15)*’. En general, la mayoria de los

ligandos caracterizados hasta el momento son agonistas, mientras que los antagonistas
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son menos frecuentes. Entre estos ultimos, CH-223191 es uno de los mas utilizados
experimentalmente, ya que bloquea la activacién del AHR inducida por ligandos como el

TCDD, sin inducir una respuesta propia.

Esta complejidad funcional convierte al AHR en un sensor quimico altamente adaptable,
cuya respuesta bioldgica estd modulada por el entorno fisioldgico, quimico y

molecular?.
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Figura 15. Clasificacidn de los ligandos de AHR.

4. AHR en el contexto de las infecciones virales

Investigaciones previas realizadas en nuestro laboratorio han establecido que durante
la infeccion con ZIKV, DENV y SARS-CoV-2, la activacion de la via del interferdn tipo |
(IFN-I) induce la sobreexpresion de las enzimas indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO) y
triptéfano-2,3-dioxigenasa (TDO), responsables de catalizar la conversidon de triptéfano

a Kyn. Este metabolito actia como ligando endégeno del receptor AHR, promoviendo
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su activacion, lo que limita las respuestas antivirales celulares mediadas por NF-kB e IFN-
|, favoreciendo asi la replicacion viral. Los antagonistas de AHR (ej. CH-223191) limitan
su activacidon, mejorando la respuesta antiviral y reduciendo la replicacion viral tanto en
modelos in vitro como in vivo (Figura 16)?1?2. IFN-l y NF-kB desempefian un papel central
en la inmunidad antiviral, aunque su sefializacién desregulada puede derivar en
inflamacién e inmunopatologia. Dado que el IFN-I y otras citoquinas pueden inducir la
expresion de AHR, se sugiere que este factor participa en un circuito de
retroalimentacion negativa que busca limitar el dafio inmunopatoldgico?. De hecho, se
ha demostrado que AHR restringe la actividad de células inmunes innatas y linfocitos T
efectoras*®. Estos hallazgos proporcionan apoyo a la hipdtesis de que ZIKV emplea

mecanismos inmunorreguladores mediados por AHR para evadir la respuesta inmune.
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SARS-CoV-2 del IFN-I Antagonista

@ !
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Figura 16. Activacion de AHR durante las infecciones virales.

La pandemia ocasionada por SARS-CoV-2 afectdé principalmente la actividad
experimental durante el primer afio del doctorado, por lo que se optd por realizar
estudios in silico que permitieron iniciar con el desarrollo de la tesis. Basandose en estos
antecedentes, el primer paso fue investigar la posible interaccion de distintos
compuestos naturales con AHR, con el objetivo de identificar posibles antagonistas

capaces de bloquear su efecto proviral.
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Resultados
Estudios in silico

1. Caracterizacion del dominio PAS-B

La busqueda en UniProt nos permitié determinar que el AHR humano (hAHR) tiene una
longitud de 848 aminoacidos y que el dominio PAS-B se encuentra localizado del
aminodacido 275 al 342. Hasta el afio 2022, solo una regién de 254 aminodcidos del hAHR
se encontraba cristalizada y disponible en la base de datos RSCB PDB (PDB ID: 5NJ8)
(Figura 17). Esta regién abarcaba los aminoacidos 23 al 273, es decir el dominio PAS-B
no estaba resuelto. La proteina se encontraba en su forma de heterodimero con ARNT y
unida al ADN. El método de obtencidn fue difraccién de rayos X y la resolucién 3,30 A.
Las proteinas de gran tamafio o aquellas con multiples dominios como lo es AHR son
dificiles de cristalizar debido a su complejidad estructural y funcional. AHR contiene
regiones intrinsecamente desordenadas que no adoptan una estructura fija. Estas
regiones pueden interferir con la cristalizacién al introducir heterogeneidad y desorden
en el cristal*. En particular, el dominio PAS-B es muy flexible y puede adoptar multiples
conformaciones en respuesta a la unién a diferentes ligandos y a otras proteinas como
ARNT®?, Esta flexibilidad puede dificultar la formacidn de cristales estables y ordenados.
Ademas, como se mencioné anteriormente, AHR forma complejos con distintas
proteinas, como Hsp90 y XAP2. Estas interacciones pueden complicar la cristalizacién del
receptor en su forma nativa o funcionalmente relevante. La cristalizacién de complejos
multiproteicos es mas dificil debido a la necesidad de cristalizar simultaneamente varias
proteinas en una conformacién especifica. Adicionalmente, AHR puede sufrir diversas
modificaciones postraduccionales que afectan su conformacién y estabilidad®®. Estas
modificaciones pueden introducir heterogeneidad en la muestra, dificultando el proceso

de cristalizacién®2.
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Figura 17. Estructura cristalizada AHR (gris) en complejo con ARNT (verde) y el ADN (beige) visualizado en
UCSF Chimera.

Se ha reportado que el dominio PAS-B es principalmente hidrofdbico. Esta caracteristica
se corresponde con el tipo de ligandos con los que interactla, muchos de los cuales son
moléculas apolares y lipofilicas. La hidrofobicidad del dominio PAS-B facilita la
interaccidn con estos ligandos hidrofdbicos a través de interacciones no polares como
las interacciones m-rt stacking y las fuerzas de Van der Waals. Los aminoacidos
hidrofébicos, como la fenilalanina, la leucina, la isoleucina y el triptéfano, predominan
en el sitio de unidn, creando un entorno favorable para la estabilizacién de este tipo de
ligandos. Sin embargo, a pesar de esta caracteristica, el dominio PAS-B también exhibe
una notable capacidad para interactuar con ligandos mas polares o hidrofilicos. Esta
versatilidad se explica por la presencia de residuos polares dentro del bolsillo de union,
como histidina, acido glutamico, acido aspartico y arginina, que permiten la formacién
de enlaces de hidrégeno e interacciones idnicas>3. Un ejemplo de ello es el ligando 13S,
una molécula de carécter hidrofilico que ha demostrado capacidad de unién al PAS-B>.
Asi, el receptor posee una capacidad de unién a ligandos estructuralmente diversos,
permitiendo la interaccidén tanto con compuestos altamente hidrofébicos como con

otros de naturaleza mas polar.
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2. Generacion de la estructura 3D

Como no se disponia de una estructura cristalografica del dominio PAS-B de AHR, se
descargd su secuencia de aminoacidos en formato FASTA y se realizé una busqueda de
homologias estructurales mediante la herramienta BLAST, restringida a la base de datos
del PDB, con el fin de identificar una estructura 3D adecuada para modelar dicho

dominio.

El alineamiento arrojé como resultado mas cercano al factor 1-a inducible por hipoxia
(Hypoxia-inducible factor 1-alpha; HIF-1a), cuya estructura (PDB: 4ZPR) presenta un
31,48 % de identidad de secuencia y fue resuelta por cristalografia de rayos X a 3,90 A
de resolucion®. Cabe aclarar que este analisis se realizé en 2020, durante la etapa inicial
del doctorado, en base a las estructuras disponibles en la base de datos del PDB en ese
momento. En afios posteriores, se incorporaron modelos estructurales mas recientes,

con mayor identidad de secuencia, los cuales se describen mas adelante.

Debido a que el porcentaje de identidad encontrado en ese momento esta por debajo
del umbral recomendado para modelado por homologia (menor del 30-35 %), se
procedid en una primera instancia a generar el dominio PAS-B de AHR mediante un

enfoque alternativo basado en aprendizaje automatico (machine learning)>®>’.

2.1. PAS-B generado por AlphaFold

Se utilizd la secuencia de aminodcidos de PAS-B de hAHR en formato FASTA descargada
previamente. Se obtuvieron 5 modelos, el modelo mds preciso de PAS-B generado por
Alphafold2 se encuentra representado en la Figura 18b. Los graficos pLDDT (Predicted
Local Distance Difference Test) y PAE (Predicted Aligned Error) de los cinco modelos se
pueden observar en la Figura 18a y 18c, respectivamente. AlphaFold proporciona
puntuaciones de confianza para sus predicciones. La puntuacién mas comun es el pLDDT,
gue indica la confianza en la posicidon de cada residuo en la estructura predicha en una
escala de 0 a 100. Puntuaciones mas altas indican una mayor confianza en la precisién
de la estructura predicha. Por otro lado, el PAE es una matriz que proporciona
informacidn sobre el error esperado en las posiciones relativas de diferentes partes de
la proteina. Esta matriz determina la incertidumbre en las relaciones espaciales entre

distintas regiones de la estructura de la proteina. En el grafico de pLDDT del modelo
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generado se observa que, en los extremos del dominio, los valores de pLDDT son bajos,
especialmente en el extremo N-terminal, lo que indica zonas donde no se pudo predecir
la estructura con una alta confianza. Esto se encuentra en concordancia con el analisis
del PAE, el cual presenta una zona entre 0 y 25, lo que representa un alto error.
Adicionalmente, se observan dos picos en las posiciones de 50 y 80, esto corresponde a

aminodcidos que se encuentran ubicados en bucles.
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Figura 18. Resultados de Alphafold2 de PAS-B. (a) pLDDT predicho para los modelos; (b) Estructura 3D del
modelo mas preciso; (c) PAE calculado para dicho modelo. El gradiente de colores, que va desde el rojo
hasta el azul, indica areas de baja y alta confianza, respectivamente, en la prediccién de la estructura de
la proteina.

Una vez obtenido el modelo, se procedié a evaluar su calidad estructural utilizando los
servidores SAVESv6.0 y ProSA. ProSA mostrd una puntuacion Z de -4,6, esto representa
que el modelo es comparable con proteinas cristalizada por resonancia magnética

nuclear (RMN), lo que indica una calidad éptima (Figura 19a) (Tabla 3).

Por otro lado, la herramienta PROCHECK del servidor SAVES indicé que el modelo tiene
un 95,1% de los residuos en las regiones mas favorecidas (Figura 19b) (Tabla 3).
Finalmente, Verify3D predijo que el 68,38% de los residuos del modelo generado por

Alphafold2 tenian un score 3D-1D > 0,2 (Figura 19c) (Tabla 3), lo que indica que la
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estructura generada no supera los estandares de calidad. Verify3D establece que un
modelo debe tener mas del 80% de los residuos de aminodcidos con puntaje 2 0.2 en el

perfil 3D/1D.

(a) (b)

(c)

Figura 19. Calidad estereoquimica del modelo generado por Alphafold2. (a) Grafico generado por ProSA
(b) Grafico de Ramachandran. El color rojo muestra el drea favorable de residuos estructurales. El amarillo
brillante muestra las regiones permitidas. El amarillo claro representa las regiones poco permitidas
mientras que el color amarillo mas tenue muestra las regiones de residuos no permitidas. (c) Grafico
generado por Verify3D.

Tabla 3. Puntuaciones y estadistica de los servidores utilizados para evaluar la calidad del
modelo de Alphafold2.

Estadistica del grafico de Ramachandran
ProSA Verifv3D
(Puntaje Z) Regiones Regiones Regiones poco Regiones no erity
favorables permitidas permitidas permitidas
-4,6 97 (95,1%) 5(4,9%) 0(0.0%) 0(0.0%) 68,38 %

2.1.1. Docking molecular con el modelo generado por Alphafold

En primera instancia, se evalué la interaccidon del dominio PAS-B con dos ligandos bien

caracterizados: el agonista TCDD y el antagonista CH-223191, mediante docking

molecular. Dado que estas interacciones han sido ampliamente estudiadas, se esperaba

una alta afinidad de union. Sin embargo, las energias obtenidas fueron de —5,26 kcal/mol

para TCDD y —6,21 kcal/mol para CH-223191. Si bien no existe un valor umbral
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universalmente aceptado para definir una interacciéon de alta afinidad, en general se
considera que valores inferiores a —7.0 kcal/mol indican una unién estable y
especifica®®>°. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio sugieren una

interaccién de baja afinidad entre los ligandos y el modelo de proteina analizado.

Dado que los resultados de Verify3D indicaron que el modelo no presentaba una calidad
estructural aceptable, y que ademas los estudios de docking mostraron resultados poco
satisfactorios, se optd por utilizar una estrategia alternativa basada en modelado por

homologia para generar una nueva estructura proteica.

2.2.Método basado en modelado por homologia

2.2.1. Modelo construido utilizando al heterodimero HIF-2a::ARNT como plantilla

Para modelar la estructura se utilizaron tres servidores distintos: SWISS-MODEL, I-
TASSER y Phyre2. Con el objetivo de comparar estos resultados y elegir el modelo con Ia

calidad estructural éptima, se validaron los modelos con PROCHECK, Verify3D, y ProSA.

En el analisis del grafico de Ramachandran del modelo generado por I-TASSER, solo el
65,7% de los residuos se ubicaron en regiones favorablemente permitidas, lo cual indica
una calidad estructural subdéptima, ya que los modelos bien conformados suelen
presentar mas del 90% de sus residuos en estas regiones (Figura 20b). El puntaje
obtenido en ProSA fue de -4,48, valor considerado aceptable para proteinas de tamafio
similar. Verify3D indico que el 81,2% de los residuos presentaron compatibilidad entre la
estructura y su secuencia, superando levemente el umbral minimo aceptable (Figura

20c).
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(a) (b)
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Figura 20. Analisis de calidad del modelo de PAS-B generado por I-TASSER. (a) Estructura del modelo. (b)
Gréfico de Ramachandran. (c) Resultados de ProSA. (d) Resultado de Verify3D.

Por otro lado, Phyre2 utiliza un método hibrido o integrado ya que combina diferentes
enfoques de modelado por homologia, como TBM y threading, para mejorar la precisién
y la cobertura de la prediccién estructural. Los resultados indicaron que, si bien la
estructura 3D construida por Phyre2 obtuvo una puntuacién Zde -4,19, lo que indica una
calidad estructural similar a proteinas resueltas por RMN, el modelo no cumplié con los
estandares de calidad de PROCHECK y Verify3D. El grafico de Ramachandran indicé que
solo el 78% de los residuos se encontraban en las regiones mas favorecidas y Verify3D
establecié que solo el 71,7% de los residuos tuvieron una puntuacién promedio 3D-1D 2

0,2 (Figura 21 y Tabla 4).
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Figura 21. Analisis de calidad del modelo de PAS-B generado por Phyre2. (a) Estructura del modelo. (b)
Gréfico de Ramachandran. (c) Resultados de ProSA. (d) Resultado de Verify3D.

Como se menciond anteriormente, SWISS-MODEL se basa en el método de TBM y
ademads de construir la estructura de una proteina, este software ofrece herramientas
de evaluacién para determinar la calidad y confiabilidad de los modelos generados,
proporcionando métricas como la puntuaciéon Z, QMEAN, y GMQE. Estas métricas
ayudan a evaluar la fiabilidad y precision del modelo generado. Ademas, el servidor
muestra el alineamiento entre la secuencia de la proteina objetivo y la secuencia de la
plantilla, mostrando qué partes de la secuencia se alinean bien y dénde puede haber
gaps o regiones mal alineadas. Adicionalmente, el servidor provee informacidn como
posibles problemas en el modelo construido (ej. regiones que no se alinearon bien) y
una comparaciéon entre las estructuras 3D de la plantilla y el modelo. Por otro lado, se
calculé el RMSD entre el modelo generado y la estructura cristalografica utilizada como
plantilla con el objetivo de evaluar la fidelidad estructural del modelo obtenido, ya que
este parametro permite cuantificar qué tan similar es un modelo tedrico a una estructura

experimental de referencia.

La estructura del dominio se generé utilizando como plantilla la estructura cristalina del

heterodimero HIF-20:ARNT unido a proflavina (“Heterodimeric HIF-2a:ARNT Complex
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with Proflavine”; PDB: 4ZPH), determinada por difraccién de rayos X con una resolucién
de 2,8 A%, Esta estructura fue preferida por sobre HIF-1a. (PDB: 4ZPR) previamente

mencionado, debido a diferencias funcionales relevantes.

Tanto HIF-1a como HIF-2q, al igual que AHR, pertenecen a la superfamilia bHLH-PAS y
contienen los dominios PAS-A y PAS-B, lo que las vuelve estructuralmente compatibles
como moldes para modelado®. Sin embargo, existen diferencias funcionales

importantes entre ambas isoformas®?.

HIF-1la no se activa por unién directa a un ligando; su regulaciéon ocurre a nivel
postraduccional: en condiciones normoxicas, la subunidad a es hidroxilada y degradada
por el proteasoma, mientras que bajo hipoxia esta degradacidn se inhibe, permitiendo
su acumulacion, translocacidn nuclear y dimerizacién con ARNT>>%2, Por esta razén, la
conformacién del dominio PAS-B en HIF-1a no representa un estado funcional activado
por unién de ligandos y, por lo tanto, no es ideal para modelar interacciones moleculares

mediante docking.

En cambio, el heterodimero HIF-2c::ARNT (PDB: 4ZPH) ha sido reportado como capaz de
unir ligandos pequefios en su dominio PAS-B®*%* Aunque el ligando cocristalizado
(proflavina) en esta estructura no se encuentra dentro del PAS-B, este molde se
considerd mas adecuado que el de HIF-1a porque el PAS-B de HIF-2a posee una cavidad
interna funcional, validada estructuralmente, que ha sido ampliamente utilizada como
referencia para modelar el dominio PAS-B de AHR en estudios previos de docking

molecular®®.

Cabe destacar que, a pesar de que la identidad de secuencia de HIF-2a fue ligeramente
menor (27,59 %), se optd por esta plantilla atendiendo a la necesidad de reflejar una
conformacién estructural biolégicamente plausible para la unién de ligandos. Modelar
sobre una estructura con cavidad funcional y potencial actividad de unién mejora
significativamente la precisidn y relevancia bioldgica del docking molecular, al permitir
identificar interacciones clave en un sitio de unién preformado y adaptar el receptor a

conformaciones compatibles con ligandos®®.

El modelo construido por SWISS-MODEL se muestra en la Figura 22a. El RMSD calculado

fue 1,127 A, este valor se encuentra dentro del rango considerado aceptable (<2 A), es
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decir, el modelo presenta una baja desviacion y una alta fidelidad respecto a la estructura
experimental utilizada. La puntuacion QMEAN fue -1,60 y el GMQE fue 0,66. El GMQE es
un valor entre 0y 1, donde valores mas altos indican mayor confiabilidad del modelo. En
cambio, el QMEAN refleja el grado de desviaciéon del modelo respecto a estructuras
experimentales de alta resolucién; valores cercanos a 0 indican buena calidad, mientras
que valores inferiores a -4 sugieren modelos de baja confiabilidad. Por lo tanto, estos
resultados indican que el modelo es confiable y adecuado para los analisis estructurales

posteriores.

La validaciéon del modelo utilizando el grafico de Ramachandran disponible con
PROCHECK reveld que el 91,3% de los residuos se encontraban en las regiones mas
favorecidas, el 7,6% en las regiones permitidas, el 1,1% en las regiones generosamente
permitidas y el 0,0% en las regiones no permitidas (Figura 22b y Tabla 4). El andlisis con
Verify3D mostrd un 94,3 % de residuos con puntuaciones aceptables, cumpliendo con

los estandares de calidad estructural (Figura 22c y Tabla 4).
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Figura 22. Analisis de calidad del modelo de PAS-B generado por SWISS-MODEL utilizando al heterodimero
HIF-2a:ARNT como plantilla. (a) Superposicién del modelo generado (rosa) y de la plantilla (beige). (b)
Gréfico de Ramachandran. (c) Resultados de ProSA. (d) Resultado de Verify3D.
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De acuerdo con los resultados obtenidos por los tres servidores, el modelo que cumplid
con todos los criterios de calidad fue el generado por SWISS-MODEL (Tabla 4).
Posteriormente, se evalud la energia de unién de este modelo con los ligandos TCDD y
CH-223191 mediante docking molecular, obteniéndose valores de -8,33 y -9,21 kcal/mol,
respectivamente, lo que indica una alta estabilidad de los complejos. En funcion de estos
resultados, se seleccioné el modelo de SWISS-MODEL para los estudios de docking

posteriores.

Tabla 4. Anilisis calidad de las estructuras de PAS-B modeladas por I-TASSER, Phyre? y SWISS-
MODEL utilizando al heterodimero HIF-2a:ARNT como plantilla (PDB: 4ZPH).

Estadistica del grafico de Ramachandran
Servidor Regiones Regiones Reg:::r;es Regiones no Verify3D ProSA
favorables | permitidas P ... permitidas
permitidas
I-TASSER | 67 (65,7%) | 25 (24,5%) 6 (5,9%) 4(3,9%) 81,2% -4,48
Phyre2 78 (78,0%) | 15(15,0%) 5(5,0%) 2 (2,0%) 71,7% -4,19
:n"(‘;';:L 84.(91,3%) | 7(7.6%) | 1(1,1%) 0 (0,0%) 943% | -4,42

2.2.1.1. Simulaciones de docking molecular del modelo generado utilizando al

heterodimero HIF-2a:ARNT como plantilla

Para los ensayos de docking molecular se seleccionaron diversos bioactivos, muchos de
los cuales se comercializan como suplementos nutricionales o poseen antecedentes de
uso terapéutico. Esta estrategia, basada en el reposicionamiento de compuestos con
perfiles de seguridad conocidos, permitié enfocar la busqueda en moléculas con
potencial aplicabilidad farmacolégica. Los compuestos elegidos, asi como los ligandos

control (TCDD y CH-223191) se encuentran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Estructuras quimicas de los compuestos naturales seleccionados.

prenilchalcona

Compuesto Nombre quimico Estructura quimica
2,3,7,8- cl o} Cl
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Los resultados del docking molecular permitieron identificar varios compuestos con alta
afinidad de unidn al receptor. Como se observa en la Tabla 6, las vitaminas Ay E, el CBD

y el xanthohumol formaron los complejos mads estables.

A partir de los resultados obtenidos, se llevaron a cabo los primeros ensayos in vitro,
seleccionando las vitaminas A y E, las cuales fueron los primeros bioactivos disponibles
en el laboratorio, gracias a la donacién proporcionada por el Laboratorio Raymos S.A.I.C.
Este experimento constituyd la validacion empirica de las predicciones realizadas in
silico, permitiendo contrastar la concordancia entre los modelos computacionales y la

realidad observada a nivel celular y molecular.
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Tabla 6. Energia de unién de los complejos obtenidos por docking molecular utilizando el
modelo generado por homologia a partir del heterodimero HIF-2a::ARNT.

Compuesto Energia de unién (kcal/mol)
TCDD -8,33
CH-223191 -9,21
CcBD -9,26
Fisetina -7,52
Genisteina -7,65
Naringenina -8,58
Quercetina -7,34
Xantohumol -10,91
Acido elagico -6,97
Hidroxitirosol -4,72
trans-resveratrol -7,42
Vitamina A -9,84
Vitamina E -13,23
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2.2.2. Modelo construido utilizando el dominio PAS-B de Drosophila melanogaster

como plantilla

En el afno 2022 se publicé en la base de datos RCSB PDB, la estructura PAS-B unida al
antagonista a-naftoflavona de Drosophila melanogaster (PDB: 7VNH)32. Este cristal se
habia resuelto por difraccién de rayos X con una resolucién de 2,40 A y presentaba un
45% de identidad con el dominio PAS-B del hAHR, un valor E2e-34 y una cobertura de la
secuencia del 93%. El porcentaje de identidad era significativamente mas alto que el
heterodimero HIF-2a::ARNT utilizado anteriormente por lo que se generd un nuevo

modelo de PAS-B utilizando como plantilla esta estructura.

Se generd la estructura de PAS-B utilizando SWISS MODEL, I-TASSER y Modeller.
Posteriormente, basandonos en los pardmetros de calidad informados por los programas
PROCHECK, Verify3D y ProSA, seleccionamos la mejor proteina para llevar a cabo las

simulaciones de docking molecular. Estos resultados estan resumidos en |la Tabla 7.

El RMSD entre el modelo generado por SWISS MODEL y la estructura cristalina fue de
0,594 A (Figura 23a). Considerando que un modelo confiable suele tener valores de
RMSD por debajo de 2 A, la construcciéon del modelo se llevé a cabo con éxito. La
validacion del modelo utilizando el grafico de Ramachandran reveld que el 92,3% de los
residuos estaban en las regiones mas favorecidas, el 7,7% en regiones permitidas, el
0,0% en regiones generosamente permitidas y el 0,0% en las regiones no permitidas
(Figura 23b). Las estadisticas del grafico de pardmetros sugirieron que la calidad del
modelo predicho era éptima (Tabla 7). El Z-score calculado por la herramienta ProSA
para el modelo fue -4,17, que se encuentra dentro del rango de puntajes tipicamente
encontrados para estructuras proteicas de tamafio similar obtenidas por RMN (Figura
23c¢). El factor de calidad de los residuos del dominio AHR cuando se evalué mediante el
servidor Verify3D mostrd que el 88,42% de los residuos tenian un puntaje promedio 3D-

1D 20,2, lo que representa un buen puntaje (Figura 23d).
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(b)

Psi (degrees)

Phi (degrees)

(d)

Figura 23. Validacién del LBD del AHR generado por SWISS MODEL. (a) Alineamiento entre el modelo
(violeta) y 7VNH (azul). (b) Grafico de Ramachandran. (c) Puntaje Z estimado por ProSA. (d) Factor de
calidad de los residuos calculado por Verify3D.

Por otro lado, el grafico de Ramachandran correspondiente al modelo generado por I-
TASSER mostré que el 76,5% de los residuos se ubicaron en regiones favorablemente
permitidas (Figura 24b). Considerando que PROCHECK indica que un buen modelo tiene
mas del 90% de residuos en un area favorable, este modelo no cumple con los
estandares de calidad. Verify3D reportd que el 85,47% de los residuos tienen un puntaje

promedio 3D-1D 20,2 y el z-score calculado por ProSA fue -4,17, lo que representan

valores aceptables (Figura 24c y 24d).
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Figura 24. Validacién del LBD del AHR generado por I-TASSER. (a) Modelo generado por el servidor. (b)
Grafico de Ramachandran. (c) Puntaje Z estimado por ProSA. (d) Factor de calidad de los residuos calculado
por Verify3D.

En cuanto a la proteina generada por Modeller, el puntaje RMSD fue de 0,622 A, lo que
sugiere un modelo 3D confiable (Tabla 7). Como era de esperar, se observaron mayores
diferencias entre el modelo y la estructura de referencia en los bucles (Figura 25a). El
analisis PROCHECK de la estructura 3D muestra que el 93,4% estaba en la regidn
favorecida y el 6,6% estaba en la regidon permitida sin ningun residuo de aminodcido en
la region atipica del grafico de Ramachandran (Figura 25b). Ademas, el factor de calidad
de los residuos del servidor Verify3D mostré que el 100% de los residuos tenian un
puntaje promedio 3D-1D 20,2, lo que representa un excelente puntaje (Figura 25d). El
Z-score calculado por ProSA fue -4,32, un puntaje tipicamente encontrado en proteinas

nativas de tamafo similar determinadas por RMN (Figura 25c).

Aunque el modelo generado por SWISS-MODEL cumple con los parametros de calidad,
seleccionamos el modelo generado por Modeller para llevar a cabo los estudios

posteriores de acoplamiento molecular ya que la calidad de la proteina fue superior.

En cuanto a los resultados de docking, el complejo formado por el dominio AHR y TCDD

mostré una energia de union de -8,26 kcal/mol mientras que la estructura compuesta
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por el dominio AHR y CH-223191 presentd una energia de -9,91 kcal/mol. En resumen,

los resultados sugieren que el modelo construido por Modeller es razonablemente

bueno en geometria y estereoquimica y es apropiado para los estudios de acoplamiento

ligando-proteina.

(a)

(c)

(d)

Psi (degrees)

Figura 25. Calidad del modelo generado por Modeller. (a) Alineamiento entre el modelo (gris) y 7VNH
(azul). (b) Grafico de Ramachandran. (c) Puntaje Z estimado por ProSA. (d) Factor de calidad de los residuos
calculado por Verify3D.

Tabla 7. Analisis calidad de las estructuras de PAS-B modeladas por SWISS-MODEL, I-TASSER y
Modeller utilizando al dominio PAS-B de Drosophila (PDB: 7VNH).

Estadistica del grafico de Ramachandran

. i Verify3D
Servidor Regiones Regiones Reg:::r;es Regiones no (%‘; ProSA
favorables | permitidas P .. permitidas
permitidas
SWISS- 0 0 0 o
MODEL 84 (92.3%) 7(7.7%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 88.46 -4.17
I-TASSER | 78(76.5%) | 20 (19.6%) 3 (2.9%) 1(1.0%) 85.47 -4.36
Modeller | 85 (93.4%) 6 (6.6%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 100 -4.32
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2.2.2.1. Docking y dinadmica molecular con el modelo utilizando el dominio PAS-B de

Drosophila melanogaster como plantilla

En esta ocasidn, se incorporé un ligando control adicional, la a-naftoflavona, presente
en la estructura cristalina de la plantilla seleccionada. La energia de unién obtenida para
este compuesto fue de—11,26 kcal/mol, lo que respalda la validez del modelo y la calidad

del sitio de unién predicho.

Las energias de uniéon mostraron una tendencia similar entre el modelo generado por
Modeller y el modelo generado con la plantilla heterodimero HIF-2c::ARNT, lo que
sugiere que la conformacién global del sitio de unidn se conserva razonablemente entre
ambas predicciones. Los resultados indicaron que los cuatro compuestos con mayor
afinidad por la proteina fueron las vitaminas Ay E, el CBD y el xantohumol, lo que destaca

su potencial como moduladores de AHR (Tabla 8).

Tabla 8. Energia de union de los complejos obtenidos por docking molecular utilizando el
modelo generado por homologia a partir del dominio PAS-B de Drosophila melanogaster.

Compuesto Energia de unién
(kcal/mol)

a-naftoflavona -11,26
TCDD -8,26
CH-223191 -9,91
CBD -9,56
Fisetina -9,14
Genisteina -8,38
Naringenina -9,12
Quercetina -8,20
Xantohumol -10,22

64



Capitulo 1: Resultados

Acido elagico -8,34
Hidroxitirosol -5,92
trans-resveratrol -7,85
Vitamina A -10,29
Vitamina E -11,57

En el marco de una colaboracion con el Dr. Mariano Vera y la Dra. Priscila Ailin
Castronuovo (INBIOTEC, Universidad Nacional de Mar del Plata - CONICET), se llevaron a
cabo estudios de dinamica molecular para evaluar la estabilidad de los complejos mas
estables identificados por docking. Esta etapa permite considerar la flexibilidad
estructural de las moléculas y simular condiciones mds cercanas al entorno bioldgico,
aportando informacién adicional sobre la persistencia y el comportamiento del complejo
a lo largo del tiempo. Dado que los primeros estudios in vitro se realizaron con las
vitaminas A y E, en una primera instancia se priorizé la evaluacién de la estabilidad de
sus respectivos complejos con AHR. Esta seleccidon también se vio respaldada por los
resultados de docking molecular, en los que las vitaminas mostraron las energias mas
favorables dentro de los cuatro compuestos mejor posicionados. Se utilizaron como
ligandos controles TCDD y CH-223191. El complejo con TCDD presentd una estabilidad
moderada del ligando (RMSD promedio = 3,082 A) y una proteina estable (1,106 A), con
energias de interaccion de -30.05 kcal/mol (PB) y -38,04 kcal/mol (GB) (Figura 26a). Por
su parte, el antagonista CH-223191 mostré un mayor desplazamiento del ligando (3,982
A), con una subida abrupta alrededor de los 1000 ps, mientras que la proteina

permanecié estable (1,154 A), con valores de energia similares a TCDD (Figura 26b).

En cuanto a los compuestos de interés, la vitamina E presenté el RMSD mas elevado del
ligando (4,349 A), lo que sugiere una interaccién menos estable o mas flexible, aunque
con energias de interacciéon muy favorables (-51,41 kcal/mol PB y -60,13 kcal/mol GB)
(Figura 26¢). En contraste, la vitamina A formo un complejo particularmente estable, con
un RMSD bajo tanto para el ligando (1,587 A) como para la proteina (1,385 A), y energias
de interaccion moderadas (-32,13 kcal/mol PB y -42,68 kcal/mol GB) (Figura 26d). Estos
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resultados sugieren que la vitamina A se comporta como un ligando estable y con buena
afinidad hacia AHR, mientras que vitamina E podria interactuar fuertemente, aunque de

forma menos rigida.

(a) (b)
TCDD ' CH-223191
< WWWMMWWWMMW =3 WMWMW
2 3 WM‘W
g . E '
oot AN oMo\l Al
Tiempo (ps) - Tiempo (ps)
(c) (d)
| VitaminaE h ] ... Vitamina A
I www <’
21 alt”
z ¥ ,
Tiempo (ps) Tiempo (ps).
Ligando
Proteina

Figura 26. Dindmica estructural de los complejos entre AHR y distintos ligandos obtenida mediante
simulaciones de dinamica molecular. Se representan los valores de RMSD para el ligando (linea roja) y la
proteina (linea negra) en funcién del tiempo. Se incluyen los ligandos (a) TCDD (b) CH-223191 (c) Vitamina
E (d) Vitamina A.

3. Simulaciones de docking y dindmica molecular utilizando el dominio
PAS-B humano resuelto experimentalmente

Fines del afio 2022 se deposité en la base de datos PDB RCSB, la primera estructura PAS-
B humana (PDB: 7ZUB)3. La estructura de 2,85 A del complejo PAS-B unido a indirubina
con la chaperona Hsp90 y la cochaperona XAP2 fue resuelta por criomicroscopia

electrénica (cryo-EM) (Figura 27).
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Figura 27. Estructura del complejo Hsp90 (gris), XAP2 (beige) y PAS-B (celeste) en presencia de indirubina
(rosa), determinada por cryo-EM (PDB: 7ZUB). El dominio PAS-B se encuentra ampliado para mayor
claridad.

Si bien ya se habian realizado experimentos in vitro preliminares con las vitaminas y el
CBD, se decidid complementar dichos resultados mediante estudios de docking
molecular. Como parte del proceso de validacion de la metodologia, se realizé un ensayo
de redocking utilizando la indirubina como ligando de referencia. Ademas, se calcularon
los valores de energia de unién a partir de simulaciones de dindmica molecular, con el
objetivo de obtener resultados mas robustos y representativos del comportamiento del

sistema en condiciones dindmicas.

El analisis de docking molecular reveld diferencias notables en los valores de energia de
unién de diversos ligandos entre la proteina AHRh y los modelos generados por
homologia. Incluso los ligandos control, como TCDD y CH-223191, presentaron
variaciones importantes segun la estructura utilizada. Estas diferencias fueron aiin mas
marcadas en el caso de varios polifenoles, como el acido elagico, la fisetina, el resveratrol
y la quercetina, que presentaron una energia de unidon mas favorable con el PAS-B
humano. Un caso particular fue el de la vitamina E, que mostré una baja afinidad en el
docking con la estructura cristalina (—7,7 kcal/mol), pero una unién altamente favorable
en estudios posteriores de dindmica molecular, con valores de -50,77 kcal/mol
(MMGBSA, Molecular Mechanics/GB Surface Area) y —41,03 kcal/mol (MMPBSA), lo que
indica una estabilizacidn significativa del complejo en condiciones mas dinamicas (Tabla

9).
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Tabla 9. Energias de unién de docking y dindmica molecular de los complejos formados con el
cristal de AHRh.

Docking molecular Dinamica molecular
Compuesto
Energia de unién MMGBSA-GB MMPBSA-PB
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
TCDD -10,12 -40,11 -28,8
CH-223191 -7,8 -42,76 -29,37
a-naftoflavona -12,19 -34,76 -19,07
Indirubina -12,75 (redocking) -36,55 -29,3
CBD -9,67 -22,12 -18.67
Fisetina -10,32 -38,04 -31

Genisteina -8,95 -31,01 -17,97
Naringenina -10,2 -32,83 -24,02
Quercetina -10,78 -37,72 -26,67
Xantohumol -9,38 -32,13 -28,42
Acido elagico -10,78 -34,31 -28,36
Hidroxitirosol -7,01 -23,32 -18,65
Vitamina A -9,1 -40,85 -31,08
Vitamina E -7,7 -50,77 -41,03

Adicionalmente, se analizaron las trayectorias de dinamica molecular de los complejos
entre AHR y distintos ligandos mediante el calculo de RMSD para evaluar la estabilidad

conformacional de la proteina y del ligando a lo largo del tiempo (Figura 28). Los ligandos
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de referencia (indirubina, CH-223191 y TCDD) mostraron un comportamiento esperable:
la proteina se mantuvo estable (RMSD ~1.5 A) y los ligandos presentaron
desplazamientos moderados (entre 2 y 3 A), sin grandes fluctuaciones. Las energias de
unién obtenidas por MMPBSA estuvieron en el rango de -28,8 a -29,4 kcal/mol, lo cual

confirma su alta afinidad y valida el sistema simulado (Figura 28a, 28b y 28c).

Entre los compuestos en estudio, la vitamina A mostré un perfil muy similar al de los
controles: RMSD estable para la proteina y el ligando (~3 A) y una energia de unién
favorable (-31,08 kcal/mol por MMPBSA) (Figura 28d). En el caso de la vitamina E, se
observo una energia de unién atiin mas favorable (—41,03 kcal/mol), aunque el RMSD del
ligando fue levemente mas variable (Figura 28e). Finalmente, el CBD presentd un
comportamiento distintivo. Si bien su energia de uniéon fue considerablemente menor
que la de los demas compuestos analizados (-18,67 kcal/mol por MMPBSA), se observd
un perfil dindmico distinto: tras un inicio inestable, el ligando experimentd una
reorganizacién conformacional entre los 2000—-3000 ps, seguida de una estabilizacién
sostenida (RMSD ~2 A). Esta dindmica puede sugerir una interaccién mas flexible con el

receptor (Figura 28f).
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Figura 28. Dinamica estructural de los complejos entre AHR y distintos ligandos obtenida mediante
simulaciones de dindmica molecular. Se representan los valores de RMSD para el ligando (linea roja) y la
proteina (linea negra) en funcion del tiempo. Se incluyen los ligandos (a) Indirubina (b) CH-223191 (c)

TCDD (d) Vitamina A (e) Vitamina E y (f) CBD.

4. Comparacion estructural entre modelos in silico y la referencia

experimental

Dadas las importantes diferencias observadas entre los valores de energia de la
estructura experimental (resuelta por cryo-EM) y las proteinas modeladas, se procedio
a realizar una comparacién estructural entre la estructura experimental y los modelos
generados, utilizando TM-align. Los modelos generados por homologia mostraron una
alta similitud estructural con la proteina cristalizada, con TM-scores superiores a 0,9, lo
que indica que mantienen el mismo pliegue 3D en la region funcional evaluada. El
modelo generado con Modeller presenté una superposicion mas precisa (RMSD = 0,83
A) respecto a la estructura cristalina que el modelo de SWISS-MODEL (RMSD = 1,29 A),

lo cual resulta coherente considerando que en ese caso se utilizdé una plantilla con mayor
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identidad de secuencia respecto al hAHR (Figura 29). Estas diferencias estructurales,
aungue sutiles, podrian contribuir a las variaciones observadas en los valores de energia
de unién obtenidos en los analisis de docking y dindmica molecular. No obstante, seria
necesario un andlisis mas detallado para comprender en qué medida estas diferencias
impactan especificamente en la interaccidn con cada ligando. Esta cuestion excede los
objetivos del presente trabajo, pero se plantea como una posible linea de investigacion

futura.

(a) (b)

=)
y

|

‘)
'{g / (“

=

5
“r
‘B8

e/
A M . i
\zf/ 7 \ » £ A > W\
BINIEC Ny YR 24 \
( e
" ’7" &, ) /Jf;f: \;(;

Figura 29. Superposicién estructural del dominio PAS-B del receptor AHR humano cristalizado (en celeste)
con los modelos generados por homologia. (a) Comparacidn con el modelo obtenido mediante SWISS-
MODEL (beige). (b) Comparacion con el modelo generado mediante Modeller (rosa).

Estudios in vitro

De acuerdo con los resultados obtenidos en los primeros ensayos in silico realizados
mediante docking, los compuestos naturales que presentaron mayor afinidad por AHR
fueron el CBD, el xantohumol y las vitaminas Ay E. En funcidn de su disponibilidad para
los estudios experimentales, se seleccionaron el CBD y las vitaminas A y E para su
evaluacion in vitro. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en relacién
con las vitaminas. En los capitulos subsiguientes, se abordaron los estudios relativos a la

actividad antiviral del CBD y el mecanismo de unidn subyacente a dicha actividad.

1. Actividad antiviral e impacto inmunomodulador de las vitaminas Ay E
frente al ZIKV

La infeccion por ZIKV puede provocar defectos congénitos en los recién nacidos,

incluyendo alteraciones oculares significativas, y se ha demostrado que el RPE constituye
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uno de los blancos primarios del virus. Ademas, existe evidencia de que la via de
sefalizacion de AHR esta activa en células hRPE, donde cumple un rol fundamental en la
proteccidn frente al estrés ambiental prolongado®’-%°, En base a estos antecedentes, los
experimentos se llevaron a cabo en la linea celular hRPE. Estas células se caracterizan
por poseer la capacidad de producir y responder a IFN-I, lo cual resulta crucial para
evaluar el impacto de la activacion de AHR en la infeccidn viral’®’1, Como se menciond
anteriormente, la activacion de esta via puede bloquear la produccién de IFN-I,
generando un efecto proviral. Por lo tanto, el hecho de trabajar con un sistema celular
gue conserve esta respuesta resulta esencial para estudiar cdmo es que las vitaminas
podrian modular la sefializacidn de AHR e influir en la respuesta antiviral mediada por

IFN durante la infeccion.

En primer lugar, se explord el efecto de las vitaminas sobre la viabilidad de las células
hRPE mediante la tincidn con cristal violeta. Para ello, las células fueron expuestas
durante 72 h a un amplio rango de concentraciones de vitaminas (50—-800 uM). La Figura
30 muestra que las vitaminas no ejercen efectos citotéxicos dentro del rango evaluado.
A partir de estos resultados, se procedid a cuantificar los titulos virales tras el
tratamiento con las vitaminas en las mismas concentraciones. La vitamina E no logré
superar el 20 % de inhibicidn en ninguna de las condiciones evaluadas (Figura 30a). En
cambio, la vitamina A mostré una reduccién significativa en la replicacion viral,
alcanzando un 90,13 % de inhibicién a 800 uM, 82,01 % a 400 uM, 47,48 % a 200 uM y
37,2 % a 100 uM (Figura 30b), con una CEso calculada de 208,35 uM.
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Figura 30. Actividad antiviral de (a) vitamina E y (b) vitamina A frente al ZIKV en células hRPE.
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Por otro lado, se estudio el efecto de las vitaminas en la linea celular Vero, la cual, a
diferencia de las células hRPE, no produce IFN-I debido a una delecién espontanea del
locus genético que contiene los genes de interferdn tipo | (IFN-a/B). La eleccidn de estas
dos lineas permitié evaluar el posible rol inmunomodulador de las vitaminas durante la
infeccion por ZIKV. En este caso, no se observéd inhibicién del rendimiento viral con
ninguna de las vitaminas. Dado que la vitamina E no mostré inhibicién en ninguna de las

dos lineas celulares, se decidié discontinuar su estudio y continuar Unicamente con la

vitamina A.
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Figura 31. Actividad antiviral de (a) vitamina E y (b) vitamina A frente al ZIKV en células Vero.

La capacidad de la vitamina A de reducir la replicacién viral en las células hRPE, pero no
en las células Vero, sugiere que su mecanismo de accién podria involucrar una respuesta
antiviral mediada por IFN-I. Para evaluar este posible efecto, se cuantificaron los niveles

de IFNB1 y de ZIKV-ns5 en células hRPE mediante qPCR.

Se ha demostrado que el efecto antiviral del antagonista CH-223191 es mas pronunciado
cuando las células son expuestas antes de la infeccidon (pretratamiento)??. En
consecuencia, se realizaron ensayos en los que las células fueron expuestas durante 2 h
a CH-223191 (10 uM) y vitamina A (800 uM), respectivamente, luego infectadas con ZIKV
y finalmente incubadas en medio libre de farmacos durante 24 h. Adicionalmente,
considerando que los ensayos de actividad antiviral se realizaron bajo condiciones de
postratamiento (con tratamiento administrado durante 48 h después de la infeccion), se
procedid igualmente a cuantificar la expresion génica en estas condiciones utilizando

concentraciones de vitamina A de 400 y 800 pM.
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En condiciones de pretratamiento, se observé una disminucién en la expresion de ZIKV-
ns5 tanto con CH-223191 como con vitamina A, acompafiada de un aumento en la
expresién de IFNB1 (Figura 32a). Por otro lado, en el postratamiento, también se
evidencio una reduccién de ZIKV-ns5 y un incremento en IFNB1 en presencia de ambos
compuestos (Figura 32b). Estos resultados indican que el efecto antiviral observado

podria estar mediado por el rol inmunomodulador de la vitamina A en la célula.

—_—
o
—

ZIKV-ns5

Expresidén relativa (z-n.nc‘r]

Expresién relativa (2°005T)

(b)

ZIKV-ns5

Expresién relativa (2 M”J
Expresién relativa (2°20CT)

Vitamina A (pM) Vitamina A (uM)

Figura 32. Cuantificacion de la expresion relativa de los mensajeros ZIKV-ns5 e IFNB1 en las células hRPE,
en (a) pretratamiento (b) postratamiento.

A partir de estos hallazgos, se planted un estudio mas detallado de la via de sefalizacion
de AHR, con el fin de evaluar si la vitamina A actia como modulador de dicha via y, en

consecuencia, afecta la produccion de IFN-I durante la infeccion por ZIKV.
2. Efecto de la vitamina A sobre la via de sefializacion de AHR

Para evaluar si la vitamina A modulaba efectivamente la via de sefalizacién AHR, se
analizd la expresion del ARNm de proteinas relevantes en esta via. Las expresiones
relativas de TDO, AHRy CYP1A1 se determinaron mediante RT-qPCR. Siguiendo el mismo
esquema experimental utilizado para ZIKV-ns5 e IFNB1, se evaluaron los niveles de

ARNm en condiciones de pre y postratamiento.
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En relacion con la expresion de AHR, se observé que la vitamina A regula negativamente
sus niveles de ARNm tanto en condiciones de pretratamiento como de postratamiento.
En el caso de CH-223191, si bien se detectd una tendencia a la disminucidn, la diferencia
no resulté estadisticamente significativa (Figura 33). Esto concuerda con reportes
previos que indican que este antagonista actua principalmente sobre la expresién de
ARNmM de otras proteinas de la via de sefalizacion de AHR, y que su efecto sobre AHR

puede variar segun el tipo celular??.

Con el fin de obtener una vision mas completa del impacto sobre la via, se cuantificé la
expresion de TDO y CYP1A1, genes relevantes en esta ruta. En el caso de los
pretratamientos, tanto la vitamina A como CH-223191 redujeron significativamente los
niveles de expresién relativa. En cuanto a los postratamientos, la vitamina A produjo una
reduccion aun mds marcada en ambas concentraciones evaluadas (800 y 400 uM).

(Figura 33).

En conjunto, estos resultados respaldan la hipdtesis de que la vitamina A modula la via

de sefializacion de AHR en células hRPE.
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Figura 33. Expresion relativa de TDO, AHR y CYP1A1 en las células hRPE-1. (a) Esquema representativo y
simplificado de la via de sefializacién de AHR, indicando la participacion de las proteinas TDO, AHR vy
CYP1AL1. (b) Condiciones de pretratamiento. (c) Condiciones de postratamiento.
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Conclusiones parciales

En este capitulo, se evalud la potencial actividad antiviral de compuestos naturales
mediante un enfoque integral que combind estudios in silico e in vitro, con el objetivo
de identificar aquellos que pudieran tener un impacto en la replicacién viral del ZIKV. A
través de un analisis detallado por docking y dindmica molecular, se identificaron varios
compuestos naturales con alta afinidad por el receptor AHR, entre los cuales se
destacaron especialmente las vitaminas A y E, las cuales poseen un perfil de seguridad

farmacoldgico conocido’?.

Con respecto a los experimentos in vitro, la vitamina E no mostré un efecto antiviral
relevante en las lineas celulares hRPE y Vero, lo que sugiere que no ejerce un efecto

directo sobre la inhibicidon viral en las condiciones evaluadas.

Por el contrario, los ensayos realizados con la vitamina A en células hRPE revelaron un
efecto inhibitorio significativo sobre la replicacion del ZIKV, evidenciado por una
disminucién notable en los titulos virales en comparacién con las células control. La
ausencia de actividad antiviral de esta vitamina en células Vero, que carecen de
produccion de IFN-I, sugiere que el efecto observado de la vitamina A podria depender
de una respuesta antiviral mediada por IFN, un mecanismo inmunoldgico clave en la
defensa contra infecciones virales. Ademas, se cuantificd la expresién de ARNm de
distintos genes clave de la via de sefalizacion de AHR (AHR, CYP1A1 y TDO),
observdndose que la vitamina A modula de manera negativa la expresion de estos
mensajeros tanto en condiciones de pretratamiento como de postratamiento. Estos
resultados refuerzan la hipétesis de que la vitamina A podria estar modulando la
respuesta inmune a través de la sefializacion mediada por AHR, lo que permitiria una

respuesta antiviral mas efectiva en células capaces de inducir la produccion de IFN-I.

Estos hallazgos destacan el valor de los estudios in silico como herramienta eficaz para
el cribado inicial de compuestos bioactivos, permitiendo identificar posibles candidatos
para posteriores evaluaciones experimentales. Sin embargo, tambien subrayan la
importancia de validar dichos resultados mediante ensayos in vitro, ya que las
interacciones bioldgicas complejas no siempre pueden reflejarse de manera exacta en

modelos informaticos.
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Por lo tanto, en la Figura 34, se propone un modelo mecanistico en el cual la vitamina A
actua como un modulador negativo de la via de sefializacién de AHR, potenciando la
actividad antiviral contra el ZIKV mediante un mecanismo inmunomodulador que

involucra la inhibicién funcional de este receptor.
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Figura 34. Modelo esquemitico del capitulo 1.
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El CBD como agente antiviral e
inmunomodulador: estudio de su accion
sobre la via de senalizacion de AHR
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Introduccion

1. Aspectos generales del cannabis y el CBD

En los ultimos afios, el interés cientifico por el cannabis y sus aplicaciones terapéuticas
ha crecido notablemente. Esta planta es rica en compuestos bioactivos como
cannabinoides, terpenos y flavonoides. Hasta el momento se han identificado mas de
120 fitocannabinoides, siendo el A°-tetrahidrocannabinol (THC) y el CBD los mas
abundantes y estudiados’3. Dentro del género Cannabis, las especies Cannabis sativa y
Cannabis indica son las mas relevantes desde el punto de vista medicinal, y han sido
ampliamente estudiadas por su perfil fitoquimico y potencial terapéutico’® (Figura 35).
Ademas, el desarrollo de cepas hibridas, producto del cruce entre estas dos especies, ha
permitido generar variedades con caracteristicas agrondmicas y farmacoldgicas

optimizadas, lo que ha impulsado su uso clinico y comercial en la actualidad’*.

En particular, ciertas variedades de Cannabis sativa cultivadas industrialmente,
conocidas como cafiamo, se destacan por su elevado contenido de CBD y niveles muy
bajos de THC (habitualmente <0,3 %), lo que las convierte en la principal fuente utilizada
para la obtencion de CBD con fines terapéuticos’. A diferencia del THC, el CBD no posee

efectos psicoactivos, lo que lo hace especialmente atractivo para aplicaciones clinicas.
Cannabis sativa Cannabis indica

Z

Planta alta (hasta4 m)
Hojas largas y delgadas

Planta baja y robusta
Hojas anchas y cortas

Perfil cannabinoide
Varia segun el quimiotipo;
generalmente presenta
mayor contenido de THC.

Perfil cannabinoide
Varia segun el quimiotipo;
Céanamo: predomina el CBD
sobre el THC.

Figura 35. Comparacion morfoldgica y perfil general de Cannabis sativa y Cannabis indica. El contenido de
THC y CBD varia ampliamente entre variedades dentro de cada especie, y esta determinado por el
quimiotipo. El cafiamo, una variedad de C. sativa, se cultiva por su alto contenido de CBD y bajo THC
(<0,3 %).

80



Capitulo 2: Introduccién

2. Marco regulatorio del cannabis medicinal en Argentina

El uso medicinal del cannabis en Argentina fue legalizado mediante la Ley N.2 27.350,
sancionada en marzo de 2017’°. Esta ley establecié un marco regulatorio para la
investigacién médica y cientifica, asi como para el acceso controlado de pacientes al uso
medicinal, terapéutico y/o paliativo del dolor de derivados de la planta de cannabis, bajo
la supervisidon del Ministerio de Salud. Si bien la normativa contemplaba una aplicacién
amplia, en su implementacion inicial estuvo principalmente orientada al tratamiento de
epilepsias refractarias. Posteriormente, el Decreto N.2 883/2020 reglamentd la ley y cred
el Registro del Programa de Cannabis (REPROCANN), permitiendo a los pacientes
acceder al tratamiento mediante la inscripcidon voluntaria y autorizando el cultivo
controlado para uso personal o de terceros autorizados’’. En 2024, la Resolucion
3132/2024 introdujo modificaciones en los criterios de inscripcion de profesionales de
la salud, en la regulacién de asociaciones civiles y en los pardametros de cultivo

establecidos en el marco del REPROCANNE.

3. Aplicaciones terapéuticas del CBD

3.1. Efectos sobre el sistema nervioso central

El CBD ha sido ampliamente investigado por sus efectos sobre el sistema nervioso, tanto
en estudios preclinicos como clinicos. Se han documentado propiedades ansioliticas,
analgésicas, anticonvulsivantes, neuroprotectoras y antioxidantes, que lo posicionan
como un compuesto de interés para el tratamiento de trastornos neurolégicos vy
neuropsiquiatricos’>#2. En particular, ha demostrado eficacia clinica en epilepsias
refractarias. Diversos ensayos evidenciaron una reduccidn significativa en la frecuencia
de crisis en pacientes con sindrome de Dravet, sindrome de Lennox-Gastaut y esclerosis

tuberosa, lo que llevd a su aprobacidn por parte de la FDA para estas indicaciones®384,
3.2. Actividad inmunomoduladora y antiinflamatoria

Numerosos estudios preclinicos y clinicos han demostrado que el CBD ejerce efectos
inmunomoduladores, especialmente sobre el sistema inmune innato®8, Se ha
reportado que este compuesto regula la funcién de monocitos, macrofagos y células
dendriticas, e inhibe la via NF-kB mediante la induccién de IkBa, lo que reduce la

liberacion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1B%’. También modula la

81



Capitulo 2: Introduccién

respuesta al interferéon al disminuir la expresidon de IFN-B y de genes estimulados por
interferones (ISGs) como CXCL10y CCL5, a través de la via TRIF/TBK1-IRF3. Ademas, se
ha observado una menor produccién de IFN-y en células inmunes activadas, reforzando
su potencial como modulador en contextos de inflamacidn exacerbada, como

enfermedades autoinmunes o infecciosas®8.
3.3. Actividad antiviral

El CBD ha despertado creciente interés por su posible efecto antiviral. Se ha reportado
actividad frente al virus de la hepatitis C (HCV), HIV y SARS-CoV-2, asi como beneficios
sintomaticos en pacientes con HIV/SIDA, incluyendo alivio del dolor neuropatico,
nduseas, vomitos y caquexia®®2, En el caso especifico de SARS-CoV-2, se han propuesto
diversos mecanismos para explicar su accion antiviral, incluyendo la inhibicion de
proteasas virales, la regulacién negativa de receptores de entrada viral (como ACE2 y
TMPRSS2), y la modulacidn de la respuesta inmune innata®=%. Sin embargo, alin existen
areas poco exploradas, especialmente en relacidon con virus transmitidos por vectores,

como ZIKV, y sobre los mecanismos inmunolégicos implicados en su accién antiviral.
3.4. Otras aplicaciones terapéuticas

Ademads de sus efectos sobre el sistema nervioso, la inflamacién y la inmunidad, el CBD
ha sido explorado en otras areas terapéuticas. En oncologia, diversos estudios preclinicos
han demostrado que puede inducir apoptosis, inhibir la proliferacién y reducir la
migracion de células tumorales, particularmente en modelos de glioblastoma, cancer de

mama triple negativo y leucemia®".

Por otro lado, en el sistema cardiovascular, se han descrito efectos hipotensores leves,
accién antioxidante en células endoteliales y proteccién frente al dafio por isquemia-
reperfusion®®1%0, También se han reportado beneficios potenciales en trastornos
metabdlicos, enfermedades gastrointestinales como colitis, y condiciones
dermatoldgicas como acné o psoriasis, aunque estos efectos requieren mayor validacién

clinical01-103,
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Sistema nervioso
Epilepsia, dolor,
ansiedad, efecto

neuroprotector.

Cannabidiol

Sistema inmune Efecto antitumoral
@ Inmunomodulador,) Glioblastoma, cancer )I
antiinflamatorio. Sistema cardiovascular \ de mama, Ieucemla./,

Efecto hipotensor,
proteccion contra el
dafo isquémico. -~

Figura 36. Principales aplicaciones terapéuticas del CBD

A partir del andlisis in silico mostrado en el capitulo anterior, en este capitulo se explord
la actividad antiviral del CBD contra ZIKV y otros virus no relacionados, con el objetivo
de analizar su potencial como un agente antiviral de amplio espectro. Asimismo, se
estudidé experimentalmente el efecto del CBD sobre la via de sefalizacion de AHR. Dado
gue AHR regula rutas inmunolégicas clave como NF-kB, se evaluaron ademas los efectos
del CBD sobre esta via, con el fin de caracterizar su posible perfil inmunomodulador y su

relacion con la actividad antiviral observada.

Actividad antiviral \\
HCV, HIV,
Chs \%% SARS-CoV-2 ./
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Resultados

1. Actividad antiviral del CBD frente al ZIKV en modelos celulares relevantes

El ZIKV atraviesa la placenta e infecta a las células del trofoblasto, como la linea celular
Swan-71, alcanzando posteriormente el cerebro fetal, donde afecta principalmente a las
NPCs'%. Ademds, este flavivirus infecta otros blancos celulares relevantes en el
desarrollo de la infeccién, como las células hepdticas (Huh-7) y las del EPR (hRPE), como
se menciond previamente. En funcién de estos antecedentes, se seleccionaron dichas
lineas celulares para evaluar la actividad antiviral del CBD en un contexto biolégicamente

relevante para la infeccién por ZIKV.

Inicialmente, las células hRPE, Swan-71, NPCs y Huh-7 fueron expuestas a diferentes
diluciones del fitoquimico durante 72 h y luego se determind la viabilidad celular
mediante el ensayo de reduccién de MTT. Los resultados indicaron que 20 uM de CBD
inducen una citotoxicidad significativa en las células Huh-7 y hRPE en comparacién con
las células no tratadas (control), con valores de viabilidad celular del 31,52 % y 18,20 %,
respectivamente. No obstante, a una concentracion de 10 uM, la viabilidad celular se
mantuvo por encima del 90 %. En cuanto a las células NPCs y Swan-71, la viabilidad no
se vio afectada a la concentracion de 20 pM de CBD, aunque si se redujo
considerablemente a 40 uM (Figura 37a). Las concentraciones citotoxicas 50% (CCsg) se

encuentran en la Tabla 10.

Basandonos en los datos obtenidos, establecimos un rango de concentracién entre 0,6
y 10 uM para estudiar las propiedades antivirales del CBD en células Huh-7 y hRPE. En
particular, la actividad antiviral del CBD también se probd en células NPCs y Swan-71 a
una concentracion de 20 uM, ya que en estos casos la viabilidad fue superior al 90%.
Como se muestra en la Figura 37b, el CBD exhibié una potente actividad antiviral contra
el ZIKV en los diferentes cultivos celulares utilizados con valores de concentracion

efectiva 50% (CEso) que oscilaron entre 1,40y 5,12 uM (Tabla 10).
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Figura 37. (a) Viabilidad celular y (b) actividad antiviral del CBD contra el ZIKV.

2. Actividad antiviral del CBD contra DENV y YFV

Con la finalidad de ampliar el estudio, se incluyd la evaluacion de la actividad antiviral
del CBD frente a otros dos flavivirus, DENV-2 y YFV, utilizando las células Huh-7. Ambos
virus presentan un fuerte tropismo hepatico y replican de manera activa en hepatocitos,
lo que hace de las lineas celulares hepaticas, como Huh-7, un modelo particularmente
pertinente para investigar los efectos de compuestos antivirales. Esta eleccion cobra aun
mas importancia al considerar que ambos virus pueden provocar manifestaciones
clinicas severas a nivel hepdtico, incluyendo hepatitis, disfuncidn hepatica y dafio tisular.
Como se observa en la Figura 38, el tratamiento con CBD en un rango de concentraciones
de 1,25 a 10 pM redujo significativamente el rendimiento viral de DENV-2 y YFV en
cultivos de células Huh-7. En particular, se observé un 95 % y 89,8 % de inhibicion a 10
MM para DENV y YFV, respectivamente, y mas del 60 % de inhibicion para ambas

infecciones a 5 uM.
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Figura 38. Actividad antiviral del CBD en células Huh-7 contra (a) DENV-2 y (b) YFV.
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3. Impacto del CBD sobre la via de sefializacion de AHR

La activacion del AHR implica inicialmente la translocacién nuclear de este factor de
transcripcidén, seguida por la regulacion de genes blanco, por lo que los resultados de la

presente seccion se presentan respetando este orden temporal.

Se ha reportado que la traslocacion de AHR ocurre dentro de las primeras 2 h, con
algunas variaciones segun el agonista y las células utilizadas!®>%’, La degradacién de
AHR a través de la via proteasomal ocurre entre las 2 y 6 horas postactivacion,
dependiendo del tipo de agonista, lo que conduce a una reduccién progresiva de sus
niveles nucleares'®®. De forma complementaria, a partir de las 4 h postactivacion, se
produce una regulacién negativa por retroalimentacién mediada por el represor del AHR
(AHRR), el cual es inducido a través de la via candnica del receptor y actua reduciendo

su actividad transcripcional0:110,

En base a estos datos, se evaluaron de manera exploratoria distintos tiempos de
tratamiento con 13S (300 uM), un agonista del AHR, en células U20S (t = 30, 60 y 120
min), con el objetivo de identificar el momento en que ocurre la translocaciéon de AHR al

nucleo y asi establecer el tiempo éptimo para los experimentos posteriores con CBD.

Los resultados mostraron que a los 60 min algunas células presentaban un aumento de
la fluorescencia nuclear. Sin embargo, a los 120 min la intensidad nuclear era claramente
mayor que en el citoplasma, en comparacién con los otros tiempos, lo que indica una
mayor translocacién de AHR (Figura 39). Por lo tanto, los tratamientos subsiguientes se

realizaron teniendo en cuenta estos tiempos.
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Figura 39. Localizacion subcelular de AHR en células U20S tratadas con 13S (300 uM) durante distintos
tiempos. Las células fueron inmunomarcadas con el anticuerpo anti-AHR (rojo) y tefiidas con DAPI (azul)
para visualizar nucleos. Las flechas blancas indican células con alta intensidad de fluorescencia en el
citoplasma; las flechas celestes sefialan células con alta intensidad en el nucleo. Barra de escala: 20 um.

3.1. Modulacion de AHR en respuesta al CBD

En una primera instancia, se evalué mediante IFl si el CBD ejerce un efecto directo sobre
esta via en ausencia de otros estimulos externos. Se trataron células con diferentes
concentraciones del compuesto (1,2; 2,5; 5 y 10 uM), y se analizd la relacién

nucleo/citoplasma (n/c) de AHR como indicador de su activacion.

El analisis de la translocacién nuclear de AHR reveld una respuesta no lineal frente al
tratamiento con CBD. Se observd un aumento significativo de la relacién n/c a
concentraciones bajas (1,25y 2,5 uM) y altas (10 uM), mientras que a una concentracién

intermedia (5 uM) la sefal no difirié del control (Figura 40).

Este comportamiento sugiere que el CBD podria estar modulando la sefializacion de AHR
a través de mecanismos multiples y dependientes de la concentracién, en linea con su

naturaleza pleiotrdpica. La ausencia de activacion a una dosis intermedia podria
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explicarse por un efecto indirecto del CBD sobre AHR, por ejemplo, a través de la
modificacion de otras vias de sefalizacion que interfieren con la translocacion del

receptor.
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Figura 40. (a) Efecto de distintas concentraciones de CBD en la via de sefializacion de AHR. Imagenes
representativas obtenidas mediante microscopia de epifluorescencia. Barra de escala: 20 um. (b)
Cuantificacion de fluorescencia nucleo/citoplasma de células marcadas con el anticuerpo anti-AHR.

3.3. Modulacion de AHR y NF-kB en respuesta a 13S

Se evalu¢ el efecto del CBD (10 uM) en presencia de I13S (300 uM), con el objetivo de

emular su activacion como ocurre durante la infeccién por ZIKV. En dicho contexto
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infeccioso, metabolitos como la Kyn activan AHR y bloquean vias inmunoldgicas clave
como la de NF-kB?2. Dado que la infeccidon viral desencadena multiples respuestas
celulares que pueden dificultar la interpretacion de los resultados, se optd por utilizar
I3S como modelo experimental para activar AHR en un entorno controlado vy libre de

otros estimulos.

Se realizaron distintos esquemas de tratamiento para analizar cémo el CBD influye sobre
la activacion del AHR inducida por I13S. Cuando ambos compuestos se administraron de
forma simultanea, se buscd evaluar si el CBD podia modular la activacion generada por
el agonista clasico. En el tratamiento secuencial donde se aplicé primero 13S y luego CBD,
se analizd si el CBD era capaz de inhibir o revertir una activacion ya iniciada. Por ultimo,
cuando se pretratd con CBD antes de la adicidn de I3S, se probd si el CBD podia prevenir

completamente la activacidn del receptor.

Se observd que la aplicacién conjunta de ambos compuestos, asi como el
pretratamiento con 13S, redujo significativamente la activacion de AHR (Figuras 41a y
41b). Esta inhibicion fue aun mas marcada cuando se administré primero el CBD y luego
13S, alcanzando niveles nucleocitoplasmaticos comparables al control. Este resultado es
particularmente llamativo, ya que ambos compuestos inducen la activaciéon de AHR
cuando se administran de forma individual. El CBD parece estar actuando como un
modulador selectivo del AHR (SAHRM), capaz de inducir respuestas especificas que
dependen del contexto celular y la presencia de otros ligandos o estimulos, como I3S.
Este tipo de moduladores no generan una activacidon constante ni uniforme, sino que su
efecto varia cualitativa y cuantitativamente segun el entorno y las sefiales presentes. En
este sentido, el CBD no se comporta como un antagonista funcional clasico, que reduce
la activacién del receptor sin provocar activacion por si solo, ni como un agonista parcial,
que induce una activacion submdxima constante en cualquier condiciéon. Por el
contrario, mientras el CBD puede reducir la activacién en presencia de un agonista como
I3S, también es capaz de activar el receptor cuando se administra solo, mostrando asi

un perfil complejo y dependiente del contexto.

Respecto a NF-kB, se analiz6é su distribucion subcelular, midiendo su localizacién en
nucleo y citoplasma, dado que también experimenta translocacién al activarse!!!. En

este caso, solo se observaron diferencias significativas con respecto al control cuando
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ambos compuestos se administraron de manera simultdnea. En esta condicidn, se

detectd un aumento en la activacién de NF-«kB (Figura 41a vy 41c).

En conjunto, estos resultados sugieren una interaccion compleja y no completamente
definida entre el CBD e I3S sobre la activacién de AHR y NF-kB, posiblemente mediada
por mecanismos de sefializacién cruzada entre vias o por efectos indirectos que

modifican el entorno celular.
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Figura 41. (a) Tratamientos combinados de CBD e I3S sobre la via de sefializacion de AHR. Barra de escala:
20 pum. (b) Cuantificacidn de fluorescencia n/c para AHR. (c) Cuantificacidn de fluorescencia n/c para NFkB
p65.
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3.4. Modulacion de AHR y NF-kB en condiciones inflamatorias inducidas por IL-18

Se investig6 el efecto del CBD sobre las vias de sefalizacion de AHR y NF-kB en presencia
de IL-1B, un activador conocido de NF-kB!'2, Dado que esta via se activa fuertemente
durante infecciones virales, se utilizdé IL-18 como estimulo experimental para emular
dicha activacién, evitando la complejidad de la respuesta celular inducida por un virus

completo?!3,

Respecto a la via AHR, la administracion de IL-1B produjo un aumento en la relacién n/c
de AHR, lo que indica activaciéon de la via (Figura 42a y 42b). Este resultado se
correlaciona con evidencia previa que muestra que IL-1p puede inducir la expresién de
la enzima IDO1, la cual cataliza la conversién de triptéfano en Kyn, un ligando enddgeno
de AHR!*4, De esta manera, la activacién observada podria explicarse por un aumento
en la produccion de ligandos enddgenos que favorecen la translocacion nuclear del
receptor. Por otro lado, cuando IL-1B y CBD se administraron en simultaneo, o con IL-13
como tratamiento previo al CBD, no se observé activacién de AHR. Sin embargo, cuando
el CBD se administré antes que la IL-1B, se evidencié una activacion marcada. Este
comportamiento refleja lo observado en experimentos anteriores, donde también se
detectd una respuesta atipica al aplicar CBD como tratamiento inicial y refuerza la idea

de que el CBD es un SAHRM.

En cuanto a la via de NF-kB, el CBD por si solo no indujo activacion (Figura 42a y 42c).
Sin embargo, en condiciones combinadas con IL-1, se observd una reduccién en la
activacion inducida por dicha citoquina, lo que indica un efecto modulador del CBD sobre
esta via. Este resultado es coherente con su actividad antiinflamatoria reportada®®. El
mayor efecto se observo cuando IL-13 fue administrado antes que el CBD, condicion en
la cual la activacidon de NF-kB se redujo significativamente. Esto indica que el CBD actua
como un modulador negativo de la respuesta inflamatoria mediada por NF-kB,

modulando la cascada de sefalizacién y atenuando la activacion inducida por IL-1B.

A partir de estos resultados, se evalud si el efecto modulador del CBD sobre NF-kB
también se observaba en un contexto de infeccidn viral. Para ello, se realizd un ensayo
de reportero de luciferasa bajo control de un promotor NF-kB en células infectadas con

ZIKV y no infectadas, tratadas o no con CBD. En células no infectadas, no se observaron
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diferencias significativas entre las condiciones tratadas y no tratadas. Sin embargo, en
células infectadas, donde la via de NF-kB se activa, el tratamiento con CBD redujo la sefial
de luciferasa, replicando el efecto de modulacién negativa observado previamente

(Figura 42d).
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Figura 42. (a) Impacto de tratamientos combinados de CBD con IL-1B en la via de AHR. Barra de escala: 20
um. (b) Cuantificacién de fluorescencia n/c para AHR. (c) Cuantificacion de fluorescencia n/c para NFkB
p65. (d) Medicion de la activacion de NF-kB mediante ensayo de luciferasa en células transfectadas con el
pldsmido reportero.
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3.2. Modulacion de la expresion de ARNm asociados a la via de AHR

Posteriormente, se evalud la expresion relativa de los mensajeros AHR y TDO mediante
RT-qPCR en dos lineas celulares humanas, Huh-7 y A549, infectadas con ZIKV o DENV, y
tratadas o no con CBD. Estas mediciones se realizaron luego de 48 h de tratamiento con
CBD ya que los ensayos antivirales se evaluaron a este tiempo, lo cual permite integrar
el efecto funcional con los cambios en la expresion de genes blanco. Ademas, la
expresion génica mediada por AHR comienza a evidenciarse a partir de las 3h y se
sostiene en el tiempo, siendo detectable de manera sostenida y consistente incluso a las

48 h116,

Se selecciond la linea celular Huh-7 por su capacidad de montar una robusta respuesta
inmune antiviral, lo cual la convierte en un modelo adecuado para estudiar
modulaciones en vias inmunorregulatorias como la de AHR. En estas células infectadas
con ZIKV, el tratamiento con CBD no produjo cambios marcados en la expresion de TDO,
aungue se observé una disminucién del ARNm de AHR con 5 uM, seguida de un ligero
aumento con 10 uM con respecto al control (Figura 43a). Dado que las Huh-7 son células
de origen hepatico, caracterizadas por un metabolismo altamente activo y una elevada
expresiéon de enzimas involucradas en la biotransformacion de xenobidticos, se
considerd importante validar estos resultados en un modelo celular de origen no
hepatico. Por este motivo, se evalud también la expresidon de AHR en la linea A549, de
origen epitelial pulmonar. En este caso, el tratamiento con CBD mostrd la misma
tendencia que en las células Huh-7: una disminucién en la expresién de AHR con 5 uM,
aunque mas leve, mientras que un aumento en la expresién de AHR con 10 uM, aunque

mas marcado.

Estas diferencias, aunque sutiles, no resultan sorprendentes, considerando que AHR es
una proteina altamente regulada, con multiples funciones que dependen del tipo
celular, el entorno y los estimulos presentes3!. Sin embargo, tanto los resultados de
expresion de mensajeros como los obtenidos por IFl mostrados previamente, revelaron
una relacion no lineal entre la concentracién de CBD y la respuesta asociada al AHR, ya
gue en ambos casos se observd un comportamiento contradictorio entre las
concentraciones de 5 y 10 uM. Este comportamiento respalda la hipdtesis que el CBD

podria estar actuando como un SAHRM, cuyos efectos pueden variar segun el rango de
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concentracién utilizado'’. Ademas, la complejidad de la red de sefializacion asociada al
AHR, junto con la naturaleza pleiotrdpica y altamente contextual del CBD, podrian
contribuir a estos perfiles de activacién no convencionales, en los que multiples vias

pueden modularse simultdneamente de manera sinérgica o antagénica®!é.

Por otro lado, la observacién de una respuesta bifdsica en la expresion del mensajero de
AHR a distintas concentraciones puede estar relacionada con mecanismos de regulacién
transcripcional no lineales. Curvas dosis—respuesta no monotdnicas suelen surgir por
mecanismos como regulacién dependiente de dosis, retroalimentacién y competencia
molecular!®®'20, A concentraciones bajas, la activacién del receptor podria inducir
mecanismos de retroalimentacién negativa, como la expresidon de represores (por
ejemplo, AHRR), que suprimen su propia sefializacién*?!. Por otro lado, niveles elevados
de estimulo podrian inducir cambios epigenéticos o en la disponibilidad de cofactores

transcripcionales, facilitando una mayor activacién génica'?%123,

Por otro lado, para determinar si estos patrones celulares se mantenian frente a otro
virus, se repitieron los experimentos en células infectadas con DENV-2 (Figura 43b). En
este caso, el tratamiento con CBD provocd una disminucion en la expresién de TDO a
5uM y un aumento a 10 uM, en comparacién con el control. Este comportamiento
difirid de lo observado en células infectadas con ZIKV, donde no se detectaron grandes
diferencias en la expresion de TDO. Por otro lado, en células Huh-7 no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de AHR, aunque se observé una
tendencia al aumento. Esta misma tendencia se registrd en la expresion relativa de AHR
en células A549. Cabe destacar que, en este ultimo caso, tanto el patrén como el nivel
de expresion relativa fueron muy similares frente a ambos virus. A pesar de que ZIKV y
DENV pertenecen ambos a la misma familia y comparten similitudes estructurales y
mecanismos generales de replicacidén, los resultados obtenidos mostraron algunas
diferencias en la modulacién de la via de AHR en presencia de CBD. Esta divergencia
podria atribuirse a multiples factores. Por un lado, se ha demostrado que ambos virus
pueden modular de forma diferencial vias inmunolégicas clave, como la de NF-kB, que
estan intimamente relacionadas con la regulacién de AHR?*. Otro aspecto a considerar

es que las diferencias en la cinética de replicacién viral y en el momento de andlisis
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también podrian haber contribuido a los diferentes perfiles transcriptémicos

observados?®.

Si bien estos resultados no permiten establecer una conclusién definitiva, sugieren que
el CBD podria actuar como un SAHRM, es decir, un compuesto capaz de modular esta via

de forma dependiente del contexto celular, del virus presente y de la concentracién

utilizada.
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Figura 43. Expresidn relativa de AHR y TDO en células infectadas con (a) ZIKV o (b) DENV-2 tratadas con
CBD (5y 10 uM). Se evaluaron en las lineas celulares Huh-7 y A549 segun se indica, mediante qPCR.

3.3. Cinética de expresion de IFNB1

Dado que en los ensayos previos se observaron cambios en la activacion de NF-kB, y
considerando que este factor participa en la induccién del mensajero de IFN-B (IFNB1),
se evalud la expresion de este mensajero tras el tratamiento con CBD. Dado que la
bibliografia reporta efectos contradictorios del CBD sobre IFN-B, que incluyen tanto
inducciones como inhibiciones, se analizd su expresion en distintos tiempos

postratamiento®>126,
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Los resultados mostraron una respuesta dinamica y de patron ciclico: sin cambios a las 2
h, una disminucidn alas 6 h, y un pico marcado a las 12 h, seguido por una normalizacién
a las 24 h, una nueva disminucién a las 36 h y un aumento moderado a las 48 h (Figura
44). Esta oscilacion sugiere una posible respuesta bifasica inducida por el CBD,

reforzando la idea de que su efecto sobre la via del IFN-I es complejo y dependiente del

tiempo.
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Figura 44. Cinética de expresion de IFNB1.

3.4. Evaluacion de la produccion de IL-6 e IL-8

Como complemento a los analisis de NF-kB e IFN-I, se evalud la produccion de las
citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-8, mediadores clave de la respuesta inmune antiviral
y reguladas en gran parte por la via de NF-kB. En este caso, los niveles de IL-6 e IL-8

fueron medidos por ELISA en células infectadas y no infectadas, tratadas o no con CBD.

No se observaron diferencias significativas entre las condiciones tratadas y no tratadas,
lo que sugiere que el CBD no modula directamente la produccién de estas citocinas bajo
las condiciones evaluadas (Figura 45). Estos resultados, junto con lo observado
previamente en la via de NF-kB y la expresién de /FNB1, indican que el efecto

inmunomodulador del CBD es parcial.
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Figura 45. Cuantificacion de interleuquinas en células infectadas y no infectadas con ZIKV, tratadas o no
con CBD (10 uM). (a) Niveles de IL-6 y (b) Niveles de IL-8.

4. Actividad antiviral de flavivirus en células Vero

Para evaluar si la actividad antiviral observada contra los flavivirus dependia del efecto
inmunomodulador parcial previamente demostrado, se analizé la actividad antiviral del
CBD en células Vero, una linea celular que, como se mencioné en el capitulo anterior,

carece de la capacidad de producir IFN-I.

En primer lugar, se evalud la viabilidad celular (Figura 46a), y posteriormente se
evaluaron diferentes concentraciones contra ZIKV, DENV y YFV. A 10 uM, se observé una
inhibicion del rendimiento viral del 96,8 % para ZIKV, 98,9 % para DENV y 97,2 % para
YFV. En concentraciones menores, como 5 uM, la inhibicidn superd el 78 % en los tres
virus, y se mantuvo por encima del 50 % hasta 2,5 uM para ZIKV y YFV. (Figura 46b). La
inhibicidn observada a 10 uM resultd mayor que la obtenida en lineas celulares

productoras de IFN evaluadas previamente.
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Figura 46. Actividad antiviral del CBD contra los virus ZIKV, YFV y DENV-2 en células Vero.

Para validar estos resultados, se midid la expresidon relativa del mensajero viral ZIKV-ns5

y se cuantificaron células infectadas mediante IFl (Figura 47). Se observé una reduccion
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en la expresion del mensajero tanto en células Huh-7 como en Vero (Figura 47a y 47b),

asi como un menor porcentaje de células infectadas determinado por IFI (Figura 47c-f).

Considerando todos los datos presentados, es posible inferir que la actividad antiviral

del CBD no depende exclusivamente de la via de IFN-I, sino que probablemente involucra

otros mecanismos celulares, los cuales podrian contribuir de manera conjunta en la

respuesta antiviral observada.
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Figura 47. (a,b) Expresiéon de ZIKV-ns5 en células Huh-7 y Vero, segun se indica. (c,d) Células infectadas y
tratadas o no, marcadas con el anticuerpo primario anti-dsARN y (d) anti-E. (e,f) Cuantificacion de células
infectadas e intensidad de fluorescencia de las células marcadas con (e) anti-dsARN y (f) anti-E.
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5. Actividad antiviral del CBD contra CHIKV

Los arbovirus como ZIKV y YFV cocirculan en las mismas areas que el CHIKV, que
pertenece a la familia Togaviridae. Por lo tanto, evaluamos la actividad antiviral del CBD

frente a este arbovirus no relacionado en células Vero.

Los resultados obtenidos mostraron que hubo una reduccién significativa de focos
infecciosos a concentraciones de 2,5, 5y 10 uM (Figura 48), lo que resulté en una CEso
de 4,63 uM (Tabla 10). Este resultado fue particularmente destacado, ya que CHIKV no
solo presenta diferencias estructurales significativas respecto a los flavivirus, sino que

también exhibe estrategias replicativas distintas y un efecto citopatico mds pronunciado.

CHIRY

Reduccion de
focos infecciosos (%)

1.25 2.5 5 10
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Figura 48. Actividad antiviral del CBD contra CHIKV en células Vero.

6. Actividad antiviral del CBD frente al ZIKV en distintas etapas de su ciclo de
replicacion

Dado que los resultados obtenidos permiten descartar que el efecto inmunomodulador
y la via de AHR sean responsables de la actividad antiviral del CBD, se procedié a realizar
un abordaje exploratorio para comenzar a dilucidar su mecanismo de accién. Como
primer acercamiento, se realizd un experimento de tiempos de adicion, en el cual células
Huh-7 y Vero fueron infectadas y posteriormente tratadas con CBD (10 uM) a las O, 2, 4,
6 y 8 hpi. En ambas lineas celulares se observd una inhibicién del rendimiento viral en
todas las condiciones evaluadas, aunque con patrones temporales distintos segln el tipo
celular. En células Huh-7, el CBD fue mas efectivo cuando se administré durante las
primeras 2 hpi, con inhibiciones de 96,0 % y 93,5 %, mientras que a las 8 hpi el efecto

disminuyé al 35,2 % (Figura 49a). En cambio, en células Vero se detectd una inhibicion
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progresiva a partir de las 4 hpi, alcanzando valores del 97,1 %, 98,2 %y 98,9 % alas 4, 6
y 8 hpi, respectivamente, lo cual sugiere un impacto del CBD también sobre fases
intermedias y tardias del ciclo viral, como la replicacidon, ensamblaje y liberacion de

nuevos viriones (Figura 49b).

Debido a la marcada inhibicion observada durante las primeras horas postinfeccion en
células Huh-7, se realizd un ensayo para estudiar en detalle los eventos iniciales del ciclo
viral. En este experimento, se evaluaron especificamente las etapas de adsorcion,
internalizacién y desnudamiento del genoma viral. Para ello, se adicioné CBD a los
cultivos celulares infectados en distintos momentos tempranos de la infeccion y se
cuantificé el mensajero viral ZIKV-ns5 mediante gqPCR. Los resultados indicaron que el
tratamiento afecta principalmente la adsorcion y la internalizacién, lo que sugiere que el
CBD interfiere con la entrada del virus a la célula. (Figura 49c). Este efecto podria deberse
a una accion directa del compuesto sobre la particula viral, inactivandola, o a una
alteracién de la célula hospedadora que impide una entrada eficiente del virus. Para
evaluar un posible efecto virucida sobre las particulas virales, se realizé un ensayo de
inactivacioén viral. En este caso, el virus fue preincubado con CBD (5 y 10 uM) durante
una hora a 37°C, y posteriormente cuantificado mediante ensayo de placa. Los
resultados indicaron que el CBD no afecta directamente la infectividad del virus, ya que
no se observaron diferencias significativas en la cantidad de particulas infecciosas

recuperadas (Figura 49d).

100



Capitulo 2: Resultados

(a) (b)
120- dekdde 120- dededed
100 1004
£ g4 £ g0
S S
2 60- g 60
£ 404 £ 409
£ £
20+ 20+
0= 0 T T T T T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Tiempo postinfeccion (h) Tiempo postinfeccién (h)
(e) (d)
1.2
I - CV 8x104
3§ 107 I CBD(10pM) 3
o E .
5 08 g 6x10%4
- 2
[ =
] 0.6 = 4x104—
c x
o 0.4 N
2 2 2x104
2 0.2 |_| g
w
0.0- ' 0-
cv 5 10
‘&bo D‘}be \.;S‘&
& P o CBD (uM)
Al & >
@ &
A i

Figura 49. Ensayo de tiempos de adicion para ZIKV en células (a) Huh-7 y (b) Vero. El CBD se agregé a las
0, 2, 4, 6 y 8 hpi. Las particulas infecciosas se (c) Ensayo de internalizacion, en el que se cuantificé los
niveles de mRNA del ZIKV-ns5 para evaluar la entrada del virus en las células. (d) Ensayo de inactivacién
viral del ZIKV.

En resumen, estos resultados indican que el efecto antiviral del CBD no se debe a una
accion directa sobre la particula viral, sino a una interferencia con procesos o

componentes celulares. Tal como se observé en el ensayo de tiempos de adicién, estos

parecen estar involucrados en multiples etapas del ciclo viral.

7. Efecto antiviral del CBD de amplio espectro

Un trabajo publicado por Guard et al. (2022) reveld, mediante un abordaje multidomico,
que el CBD altera de manera significativa la homeostasis del COL en lineas celulares
humanas'?’. Dado que el COL es un componente esencial de las membranas celulares,
estas observaciones adquieren especial relevancia en el contexto de infecciones virales.
Las membranas celulares participan en multiples etapas del ciclo viral, incluyendo la
entrada, replicacion, sintesis de proteinas, ensamblaje y liberacién, especialmente en

virus envueltos como los flavivirus!?8.
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Este hallazgo resulta consistente con los ensayos de tiempos de adicién, donde se
observé una inhibicidn en distintas fases del ciclo viral, lo que sugiere que el CBD actua
sobre estructuras celulares transversales como las membranas. Dado que las
membranas celulares son elementos clave en la replicacion de todos los virus, se planteé
gue un compuesto que altere su integridad o funcionalidad podria ejercer un efecto
antiviral de amplio espectro. Para evaluar esta hipoétesis, se investigd la eficacia del CBD
frente a una diversidad de virus, incluyendo virus envueltos (HSV-1 y JUNV) y no
envueltos (PV-1 y ADV-5), con diferentes tipos de genoma. Las células Vero y Huh-7
fueron infectadas con HSV-1, JUNV y PV-1, mientras que para estudiar al virus ADV-5 se
utilizaron células A549 debido a su alta permisividad y relevancia para adenovirus
respiratorios. Posteriormente, se trataron con CBD en un rango de concentraciones de
0,6 2 10 uM. Los resultados indicaron que el CBD inhibid significativamente la replicacion
de todos los virus a 10 uM. Ademas, en el caso de HSV-1, PV-1y ADV-5, se observé una

inhibicidn significativa incluso a concentraciones tan bajas como 1,25 uM (Figura 50).

Los valores de CEso y CCso correspondientes a todos los virus y lineas celulares analizados

en este capitulo se resumen en la Tabla 10.
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Virus desnudos

Virus envueltos

ADV-5/ Células A549 HSV-1
69 o ® . 7
T
? 5 § ‘—é‘ - \ero
E . - o B HORT
-] g 2
gl 2. ° 5
< | g 8 8
S| & g E
é‘a & \,_g; "2 o K ,\9' & t"‘;\. P 5] o )
¢ CBD (uM) CBD (uM)
(c) (d)
PV-1 JUNV
= = - Y
E E ?tE‘ = Hi::?
<3 2
2] > &
2| £ g
5 g °
g =
CBD (uM) CBD (uM)
Figura 50. Actividad antiviral del CBD contra los virus ADV-5, PV-1, HSV-1 y JUNV.
Tabla 10. Citotoxicidad y actividad antiviral del CBD en las células Vero, Huh-7, ARPE-19, Swan-
71 A549 y NPCs.
Linea CEso(1M)
celular CCso (kM)
ZIKV DENV-2 YFV CHIKV | HSV-1 JUNV PV-1 ADV-5
Vero 16,10 + 0,87+ 2,02+ 2,13+ | 4,63+ | 8,27+ 8,55+ 4,88 + ND
0,28 0,28 0,31 0,32 0,47 0,51 0,22 0,076
17,11 1,40 1,47 1,68 + 4,46 8,50t 4,24 +
Huh-7 0,42 0,04 0,04 0,42 ND 0,201 0,52 0,26 ND
15,73
hRPE 046 2,01+ 0,05 ND ND ND ND ND ND ND
30,90 3,23 ¢
NPCs 118 0,17 ND ND ND ND ND ND ND
512+
Swan-71 >40 120 ND ND ND ND ND ND ND
15,99 + 1,12 +
A549 0,49 ND ND ND ND ND ND ND 0,22

ND: no determinado
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Conclusiones parciales

En este capitulo se demostré que el CBD posee una actividad antiviral de amplio
espectro, siendo capaz de inhibir la replicacion de virus envueltos y no envueltos, de
genoma ARN o ADN, lo que sugiere que su mecanismo de accidn se basa en estructuras

celulares o procesos bioldgicos comunes a multiples tipos de virus.

Los estudios in silico iniciales indicaron que el CBD presentaba una afinidad significativa
por el receptor AHR, lo cual motivé la decisidn de evaluar en detalle el impacto in vitro
del CBD sobre dicha via. Los resultados mostraron que, en condiciones basales, el CBD
induce la activacidon de AHR a través de su la translocacidn nuclear. Sin embargo, cuando
AHR es activado por agonistas, como ocurriria durante una infeccién viral, el CBD
disminuye esta activacion, lo que sugiere que el CBD podria actuar como un SAHRM, es
decir, un compuesto capaz de modificar la actividad de esta via de manera dependiente

del contexto celular, la presencia de otros estimulos y la concentracién utilizada.

Dado que, en ciertos contextos celulares como las infecciones virales, la activacién de
AHR impacta en la via de NF-kB, también se evalud el efecto del CBD sobre esta via. Los
resultados indicaron que, cuando NF-kB es activado previamente por un estimulo
inflamatorio externo, el CBD atenua dicha activacién, lo que se alinea con su perfil
antiinflamatorio previamente reportado!®. Se observé ademas que el CBD tiene un
impacto sobre la expresion de IFN-B, pero no sobre los niveles de IL-6 o IL-8, lo que
refuerza la hipdtesis de que el CBD posee una actividad inmunomoduladora parcial, mas
especificamente, modulando ciertas respuestas inflamatorias sin alterar otras. Sin
embargo, el hecho de que se haya observado inhibicién viral en células Vero, que no
producen IFN-I, indica que la modulacién inmune no seria el principal mecanismo
antiviral del CBD, lo que abre la puerta a otros posibles mecanismos de acciéon que

merecen ser explorados.

El hecho de que el CBD haya demostrado actividad antiviral de amplio espectro, y que
haya inhibido la replicacion del ZIKV en todas las etapas de su ciclo, sugiere que podria
estar actuando sobre componentes celulares comunes a multiples etapas del ciclo viral
y compartidos entre distintos virus. A partir de estos resultados, se planted una nueva

hipétesis: el fitocannabinoide ejerceria su accién antiviral mediante la interaccion con
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las membranas celulares, afectando asi etapas clave del ciclo viral en una amplia gama

de virus.

Estas conclusiones parciales se sintetizan en un esquema hipotético, que se presenta en
la Figura 51, el cual ilustra de manera visual las posibles interacciones y mecanismos de

accién del CBD en relacidn con la inhibicion viral y la modulacién de vias celulares clave.
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Figura 51. Modelo esquematico del capitulo 2.
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Efecto del CBD sobre las
membranas celulares

106



Capitulo 3: Introduccién

Introduccion

1. Composicion lipidica de las membranas celulares

Las membranas celulares son estructuras altamente dindmicas que delimitan y organizan
los compartimentos de la célula. Estdn compuestas principalmente por una bicapa
lipidica en la que se insertan proteinas integrales y periféricas, cumpliendo funciones
estructurales, de transporte, sefializaciéon y reconocimiento. La composicién de las
membranas varia segun el tipo de organela, el estado fisioldgico y el tipo celular,
reflejando la especializacién funcional de cada compartimento. Los principales lipidos de
membrana incluyen fosfolipidos, esfingolipidos y esteroles (Figura 52). Los fosfolipidos
(PLs), como la fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS),
fosfatidilinositol (PI) y cardiolipina (CL), poseen una cabeza polary dos colas hidrofébicas,
y son los componentes mas abundantes de la mayoria de las bicapas lipidicas. Los
esfingolipidos, como la esfingomielina (SM), tienen una estructura basada en una base
esfingoide y suelen concentrarse en dominios lipidicos especificos. Por otro lado, el COL
es un lipido esteroide que modula la fluidez, orden y permeabilidad de las membranas

al insertarse entre los fosfolipidos*?9-132,

(a) (b) -
Lipidos
P ———
-+ Etanolami Serina itol
Esfingomielina Glicolipido Fosfatidilcolina Colesterol 3 Fosfato — S i on
= 0=P-0 AN AN Mo on
2 $ coo o o
3 CH; —3CH —CH. Colina Glicerol
- 1 ’
3 o o AN o
c=0 (IZZQ CcH OoH
Addo graso
saturado Lipidos
Addo graso
o] Saturados: sin doble enlaces.

Monoinsaturados: un doble enlace.
Poliinsaturados: mas de un doble
enlace.

Colas hidrofébicas

Fosfatidilserina

Fosfatidilinositol Fosfatidiletanolamina .
Citoplasma

(c) OH (d)
Ri—0 74
Base esfingosina
HN\
Rz

Esfingolipido Grupo R; Grupo R,

. . Fosfocolina/ 2
Esf |
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Figura 52. Composicion lipidica de las membranas celulares. (a) Representacion esquematica de la bicapa
lipidica de la MP. (b) Estructura general de los fosfolipidos, compuestos por una columna de glicerol unida
a dos acidos grasos (cadenas hidrofébicas) y un grupo fosfato con una cabeza polar variable (colina, serina,
inositol o etanolamina). (c) Estructura general de los esfingolipidos, compuestos por una base de
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esfingosina, un acido graso unido por enlace amida (grupo R;) y un grupo polar variable (grupo R,). Se
detallan las variaciones estructurales de los principales esfingolipidos que conforman las membranas. (d)
Estructura quimica del COL.

Las membranas celulares presentan una notable diversidad en su composicion lipidica,
lo que contribuye a sus propiedades fisicoquimicas y funcionales especificas (Figura 53).
Si bien el COL es un componente fundamental en muchas de ellas, su distribucién no es

uniforme en todos los compartimentos celulares!30:132:133;

- La MP contiene los niveles mas elevados de COL, lo que le confiere una estructura
ordenada, rigida y menos permeable, favoreciendo la formacién de microdominios
lipidicos que actuan como plataformas para procesos de seifalizacidn, adhesiéon y
endocitosis.

- El RE, las mitocondrias y el nucleo presentan una proporcidn significativamente
menor de COL, asociada a una mayor fluidez y dinamismo, compatible con funciones
como la sintesis de lipidos, el transporte vesicular y la regulacién transcripcional,
respectivamente.

- El complejo de Golgi y los endosomas presentan niveles intermedios de COL,
adecuados para sostener procesos de maduracion, clasificacién y trafico de proteinas

y lipidos hacia distintos destinos intracelulares.

Por su parte, los PLs son los componentes mds abundantes en casi todas las membranas,
con predominancia en estructuras como el RE, el nucleo y las mitocondrias. Los
esfingolipidos, aunque mas restringidos, se concentran principalmente en la MP, el Golgi
y los endosomas, donde contribuyen a la formacion de dominios especializados y a la

estabilidad estructural®3’.

Por otro lado, los lipid droplets (LDs), si bien no poseen una bicapa lipidica como las
organelas previamente mencionadas, son funcionales clave en el metabolismo celular.
Estdn delimitados por una monocapa rica en COL libre y fosfolipidos, pero su nucleo
hidrofébico contiene lipidos neutros, principalmente triglicéridos y ésteres de COL. Estas
estructuras actian como reservorios energéticos y como fuentes de lipidos para otras
membranas, y participan activamente en procesos como la replicacién viral, la

sefializacion metabdlica y la respuesta al estrés lipidico!3413°,
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Esta heterogeneidad en la distribucién de lipidos no solo refleja la especializacion
estructural de cada compartimento, sino que también determina dindmicas clave como
la organizacidon de dominios funcionales, la modulacion de proteinas de membrana, la
eficiencia del trafico intracelular y la capacidad de respuesta ante cambios en el entorno

celulart3l13z,

En las membranas celulares, especialmente en la MP, los lipidos pueden organizarse en
dominios con distinto grado de orden: la fase Lo, rica en COL y esfingolipidos, presenta
una mayor compactacién lipidica, mientras que la fase Ld es mas fluida y menos
organizada. Esta heterogeneidad lateral forma la base de microdominios funcionales,
como las balsas lipidicas. La distribucién de estas fases puede verse modulada por la

composicidn lipidica, la temperatura y la presencia de compuestos bioactivos3®.
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Figura 53. Composicidn lipidica de las membranas de las principales organelas con envoltura lipidica en
células eucariotas. Los valores expresan rangos porcentuales de los tres principales grupos lipidicos: PLs,
SM y COL. Se incluyen organelas delimitadas por bicapas lipidicas y los lipid droplets, los cuales poseen
una monocapa de fosfolipidos. Los porcentajes son estimaciones generales y pueden variar segun el tipo
celular, estado fisioldgico y método de medicion. PLs, fosfolipidos; SM, esfingomielina; COL, colesterol.
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2. Las membranas celulares como blancos clave en la infeccion viral

Como se demostrd en el capitulo anterior, el CBD presenta actividad antiviral frente a
virus con distinto tipo de genoma, envoltura y mecanismos de replicacién: ZIKV, DENV,
YFV, JUNV, CHIKV, HSV-1, ADV-5 y PV-1. A pesar de sus diferencias, todos ellos dependen
de manera critica de las membranas celulares en distintos momentos de su ciclo
replicativo. Los virus envueltos requieren la interaccién con membranas celulares para
la fusion durante la entrada y para adquirir su envoltura lipidica en el ensamblaje y la
liberacion!3”138  Los virus no envueltos, si bien no poseen membrana propia, sus
procesos de adsorcién, endocitosis, trafico intracelular y liberacién también dependen
de la arquitectura y dindmica de las membranas celulares'3®40 Por otro lado, la
replicacién del genoma viral también se encuentra estrechamente vinculada a
compartimentos membranosos. Los virus con genoma de ARN replican en estructuras
derivadas del RE, mientras que los virus con genoma de ADN lo hacen en el nucleo, por
lo que requieren interaccion con la membrana nuclear para liberar o importar su

material genético***2(Figura 54).
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Figura 54. Interaccion de virus con compartimentos celulares membranosos durante su ciclo replicativo.
Se ilustran los principales eventos del ciclo viral en relacion con estructuras celulares que contienen
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membranas, incluyendo adsorcion, internalizacién, desnudamiento del genoma, replicacion, ensamblaje
y salida. Los mecanismos varian segun el virus e involucran compartimentos como endosomas, RE,
complejo de Golgi, MP y estructuras derivadas de estas. Los virus representados (ZIKV, DENV, YFV, JUNV,
HSV-1, ADV-5 y PV-1) corresponden a aquellos en los que se ha demostrado un efecto antiviral del CBD.

3. Sistemas modelo de membrana en estudios biofisicos: GUVs y MLVs

Dado que las membranas celulares son estructuras altamente dinamicas y complejas, su
estudio directo en células puede verse dificultado por la presencia de mdultiples
componentes y respuestas celulares activas. Por este motivo, se emplean sistemas
modelo artificiales como las MLVs y las GUVs, que permiten analizar propiedades

biofisicas especificas en condiciones controladas'**4* (Figura 55).

Las MLVs, con un tamafio mayor a 400 nm, estan formadas por multiples bicapas
concéntricas separadas por espacios acuosos. Aunque no replican exactamente la
arquitectura de las membranas celulares, resultan especialmente utiles para estudios
espectroscdpicos de orden lipidico, ya que su estructura proporciona una mayor sefial y
reproducibilidad#>. Por otro lado, las GUVs, con didmetros mayores a 1000 hm, estdn
compuestas por una unica bicapa y permiten observar directamente la formacion de

dominios lipidicos mediante microscopia de fluorescencial?.

En una primera etapa del trabajo, se emplearon ambos sistemas como modelos de
membrana para estudiar el efecto del CBD sobre la organizacién lipidica. Posteriormente,
se continud con el estudio utilizando membranas celulares, a fin de analizar si los efectos

observados en los modelos se replicaban en un sistema biolégico real.

00®900e,
o®® Pe,

°,
swoewog,,ge ®
o,

®
o0
o°'

GUVs

0009000,
o® b Y

F;
:
s
H
:
H
:

4

%
(3

% ®

Seccocoe®

O

@

[ )

()
%,
®,
0,

@

@

®, By o®
o, o ®9, e®
[ ®, o (] L )
L) 9900000000° o .. 00000
® o® ()
®
@

® o®
[ P9 @ .. { )
®co00® ...l ....

> 400 nm > 1000 nm

Figura 55. Representacién esquematica de las MLVs y las GUVs.
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Resultados

1. Efecto del CBD sobre membranas artificiales

1.1. Impacto en el empaquetamiento lipidico de las MLVs

Como aproximacion inicial para estudiar el impacto del CBD sobre las membranas, se
utilizaron MLVs como modelo simplificado de bicapa lipidica. Para determinar el efecto
del CBD sobre el ordenamiento lipidico, se utilizd la sonda de polarizacién Laurdan, la
cual se inserta en la regién de interfase de la bicapa y es sensible al grado de hidrataciéon
y al empaquetamiento de los lipidos (Figura 56a y 56b)'#’. En entornos méas ordenados
y compactos, la sonda emite con un maximo cercano a los 440 nm, mientras que en
membranas desordenadas (mayor hidratacion), el maximo se desplaza hacia los 490 nm.
A partir de estos espectros de emisidn se calcula un pardmetro denominado GP, que
refleja cuantitativamente el grado de orden lipidico: valores altos de GP indican
membranas mas ordenadas, mientras que valores bajos reflejan mayor desorden. Este

método permite detectar incluso cambios sutiles en la organizacién de la bicapa.

Para la generacién de las vesiculas se utilizaron dos grupos de composiciones lipidicas
diferenciadas por su contenido relativo de COL, con el objetivo de representar de manera
aproximada distintos tipos de membranas celulares, como la MP y las MPn. Si bien no
reproducen fielmente las proporciones presentes en células, estas mezclas funcionan
como modelos simplificados. Ademas, las composiciones se seleccionaron en base al
diagrama ternario de fases, eligiendo proporciones que favorecen la coexistencia de

fases lipidicas.

Los resultados mostraron que la incorporacion de CBD produjo un efecto variable
dependiendo de la composicidn lipidica de las vesiculas. En la mayoria de los sistemas
analizados, el CBD indujo una disminucién de los valores de GP, lo que indica un aumento
en el desorden de la membrana. No obstante, este efecto no fue homogéneo en todas
las composiciones: en ciertas mezclas, como las que contienen altos niveles de COL, el
cambio fue menor o incluso no significativo (Figura 56c—f). Estas observaciones sugieren
que el impacto del CBD sobre el ordenamiento lipidico depende del entorno

membranoso en el que se incorpora, y podria estar influenciado por factores como el
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contenido de lipidos saturados, la proporcién de COLy la capacidad de formar dominios

ordenados.
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Figura 56. Evaluacion del orden de membrana en MLVs con distintas composiciones lipidicas mediante
espectroscopia de fluorescencia con la sonda Laurdan. (a) Estructura quimica de Laurdan. (b) Esquema
representativo de la insercidn de Laurdan en la bicapa lipidica'’. (c) Espectros de emisién de Laurdan para
MLVs con composiciones DOPC:SM (1:1), DOPC:SM:COL (3:3:1y 3:3:0,5), DOPC:SM:CBD (3:3:1 y 3:3:0,5),
y DOPC:SM:COL:CBD (3:3:0,5:0,5). (d) Valores de GP calculados a partir de los espectros del panel (c),
como indicador del orden lipidico de la membrana. (e) Espectros de emisiéon de Laurdan para
composiciones DOPC:SM (1:1), DOPC:SM:COL (2:2:1), DOPC:SM:CBD (2:2:1), y DOPC:SM:COL:CBD
(2:2:1:1, 2:2:1:0,5 y 2:2:0,5:0,5). (f) Valores de GP correspondientes a las condiciones del panel (e).

1.2. Impacto del CBD en la organizacion de dominios lipidicos en GUVs

Con el fin de complementar los resultados obtenidos en MLVs y obtener una
visualizacién directa de los efectos del CBD sobre la organizacién de membranas

individuales, se obtuvieron GUVs como sistema modelo.

Las imagenes obtenidas mostraron que el CBD modifica la organizacion de las

membranas lipidicas de las GUVs. En las vesiculas generadas con composiciones con
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menor COL relativo respecto a bSM y DOPC (Figura 57a—c), no se observaron diferencias
marcadas entre aquellas formadas Unicamente con CBD y las que contenian solo COL.
Sin embargo, cuando las GUVs se obtuvieron a partir de una mezcla de ambos
compuestos, se evidencid un notable aumento de la fase Lo. En cuanto al nimero de

dominios presentes por vesicula, no se registraron variaciones significativas (Figura 57c).

Por otro lado, se analizaron vesiculas obtenidas con otras proporciones lipidicas, en las
que la proporcion de COL en relacién a DOPC y SM fue mayor (Figura 57d-f),
composiciones mas similares a la de una MP. Contrariamente a lo observado
previamente, se detecté un aumento en la proporcién de fase Ld en las vesiculas que
contenian CBD, en comparacién con aquellas sin CBD, pero con COL. Este patrén sugiere
qgue el CBD podria desestabilizar la organizacién lipidica ordenada, promoviendo un
mayor desorden en la bicapa. Ademas, se observd un incremento en el nimero de
vesiculas con dominios cuando el CBD se combind con COL, lo que indica que este
compuesto podria favorecer la formacidon de microdominios lipidicos, posiblemente

mediante interacciones especificas con componentes particulares de la membrana.

Un hallazgo especialmente llamativo, observado en todas las condiciones analizadas, fue
la tendencia a la agregacién de vesiculas que contenian CBD (Figura 57a—f). Asimismo,
se detectdé que las zonas de contacto entre vesiculas mostraban fluorescencia
correspondiente a regiones Lo, lo que sugiere una posible reorganizacion lipidica en esos
sitios. La agregacidon observada podria explicarse por mecanismos multiples y no
excluyentes. Por un lado, podria haber alteraciones en la organizacion lipidica, es decir,
el CBD podria inducir una redistribucion de los lipidos que favorezca la formacién de
dominios ordenados en las regiones de contacto, estabilizando asi la interaccién entre
vesiculas. Por otro lado, podria haber cambios en la carga superficial, la incorporacién
del CBD podria modificar la densidad de carga o la distribucidn de grupos polares en la
superficie de la bicapa, disminuyendo las repulsiones electrostaticas entre vesiculas y
facilitando su agregacidon. Adicionalmente, podria estar ocurriendo una disminucion de
la fluidez local de la membrana, esto podria favorecer la formaciéon de interfaces mas

estables entre vesiculas, especialmente si se concentran dominios Lo en esas areas.

Estos fendmenos observados sugieren fuertemente que el CBD se incorpora dentro de

la bicapa lipidica de las GUVs, alterando su organizacién interna. Esta interpretacion se
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ve respaldada tanto por la naturaleza hidrofébica del CBD, que favorece su insercién en
ambientes lipidicos, como por estudios previos con otras moléculas hidrofébicas
pequefias que, al incorporarse en membranas, generan efectos sobre la separacion de
fases, la rigidez de membrana y la tension de linea entre dominios. En particular, se ha
demostrado que compuestos como propofol, vitamina E y pireno inducen cambios en la
organizacion lateral y en las propiedades mecdnicas de membranas modelo, incluso sin
poseer carga neta, lo cual refuerza la plausibilidad del mecanismo propuesto para el

CB D148_150.

Estos resultados, junto con los obtenidos en MLVs, indican que el CBD es capaz de alterar
la organizacion de las bicapas lipidicas en sistemas artificiales. Ademas, los datos
sugieren que el CBD no solo modifica el grado de ordenamiento, sino que también
impacta sobre propiedades fisicoquimicas globales de las membranas, como la

adhesividad y la estabilidad de las vesiculas.
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Figura 57. Evaluacién del efecto del CBD en las GUVs con distintas composiciones lipidicas. (a) Imagenes
representativas de GUVs compuestas por DOPC:SM (1:1), DOPC:SM:COL (3:3:0,5), DOPC:SM:CBD (3:3:0,5)
y DOPC:SM:COL:CBD (3:3:0,5:0,5), tefiidas con sondas fluorescentes especificas para fases Lo y Ld. (b)
Cuantificacidn del porcentaje relativo de las fases Lo y Ld observadas en las GUVs correspondientes a las
condiciones del panel (a). (c) Porcentaje de vesiculas con dominios (izquierda) y porcentaje de vesiculas
agregadas (derecha) en las mismas condiciones. (d—f) Mismo analisis para GUVs con otras composiciones
lipidicas: DOPC:SM:COL  (2:2:1), DOPC:SM:CBD  (2:2:1), DOPC:SM:COL:CBD  (2:2:0,5:0,5),
DOPC:SM:COL:CBD (2:2:1:1) y (2:2:1:0,5). Se muestran imagenes representativas (d), distribucién
porcentual de fases Lo y Ld (e) y cuantificacidn de vesiculas con dominios o agregadas (f). Barras de escala:
5um.

2. Efecto del CBD sobre las membranas celulares
2.1.  Evaluacion del orden lipidico
Basandonos en los resultados obtenidos en sistemas artificiales, donde se observé que

el CBD altera la organizacion lipidica de las membranas, se avanzd hacia un modelo

biolégico para evaluar si este compuesto también ejerce efectos sobre las membranas
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celulares en condiciones fisiolégicas. Por lo tanto, en una primera instancia se evalué el

orden en células utilizando la sonda Laurdan.

El analisis espectral de Laurdan mostré diferencias significativas en la organizacion
lipidica de las membranas en respuesta al tratamiento con CBD. En las MP, los espectros
de emision reflejaron un corrimiento hacia longitudes de onda mayores, indicando un
ambiente mas desordenado. Este resultado se corrobord con los valores de GP, que
fueron significativamente menores en comparacién con el control, lo que indica una
disminuciéon en el orden de la membrana (Figura 58a y b). En contraste, en las MPn se
observé un efecto opuesto, con un corrimiento espectral hacia longitudes de onda
menores y valores de GP mads elevados, lo que indica un aumento en el orden de la

membrana (Figura 58a vy c).

Este comportamiento diferencial sugiere que el CBD actia de manera
compartimentalizada, alterando la organizacion lipidica segun la regidon celular. La
estabilizacion del orden en las MPn podria deberse a una redistribucién local de lipidos
o a un efecto indirecto sobre el metabolismo lipidico, considerando que el RE es un sitio
clave en la sintesis de COL y otros lipidos. No obstante, dado el corto tiempo de
tratamiento, es poco probable que este efecto pudiese estar mediado por mecanismos
transcripcionales sostenidos, por lo que podrian estar involucradas rutas
postraduccionales o fendmenos de redistribucién rapida. En este sentido, trabajos
previos como el de Guard et al. (2022) han demostrado que el CBD puede insertarse en
las membranas imitando el comportamiento del COL, lo que podria explicar las
alteraciones observadas en el ordenamiento lipidico sin necesidad de cambios en la

biosintesis de lipidos*?’.
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Figura 58. (a) Células marcadas con Laurdan. La imagen se presenta en pseudocolor utilizando la escala
LUT Fire del software ImageJ. (b) Espectros de emisidn y valores de GP correspondientes a la MP en células
tratadas con CBD y no tratadas (control). (c) Espectros y valores de GP correspondientes a las MPn en
células tratadas con CBD y no tratadas.

Los resultados obtenidos se corresponden con los observados en los modelos de GUVs:
las vesiculas con menor proporcién de COL, que presentan una organizacion mas similar
a la de la MPn, mostraron un mayor porcentaje de fase Lo en presencia de CBD. En
cambio, aquellas con mayor contenido de COL, que se aproximan al perfil lipidico de la
MP, exhibieron un predominio de fase Ld. Si bien estas composiciones no reproducen de
forma exacta la organizacién lipidica de las membranas celulares, representan modelos

Utiles para explorar el comportamiento diferencial del CBD en contextos con distintas

proporciones de COL.
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En conjunto, estos hallazgos sugieren que el efecto del CBD sobre la organizacién de las
membranas celulares es dependiente del entorno lipidico: tiende a desordenar

membranas ricas en COL como la MP, y a ordenar aquellas pobres en COL como la MPn.

2.2.  Andlisis de la dinamica de difusion del COL

Se evalud la difusion del COL en células tratadas con CBD mediante ensayos de FRAP
utilizando la sonda BODIPY-COL. El analisis se realizé en dos regiones celulares: la MP y

las MPn.

En la MP, el tratamiento con CBD no generd diferencias estadisticamente significativas
respecto al control, pero se observé una tendencia hacia una mayor movilidad del COL
(Figura 59a). Especificamente, se registrd una disminucion en el t% y un aumento en D,
acompafiado de una leve disminucion en la fIM (Tabla 11). Estos resultados indican que
en las células tratadas con CBD, el COL presenta una mayor movilidad en la MP,
posiblemente como consecuencia de una reorganizacién lipidica que genera un

ambiente mas dinamico.

Por otro lado, en las MPn tampoco se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre condiciones. No obstante, se observo una leve reduccidon en el t% en
células tratadas con CBD (Figura 59b y Tabla 11). Esta disminucidn podria estar indicando
qgue el COL se redistribuye mas rdpidamente en estas membranas internas, quizas por
una reorganizacién local de lipidos o cambios sutiles en el microentorno que afectan la

cinética del proceso, aunque sin alterar significativamente su movilidad general.
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(a)

(b)

Figura 59. Andlisis de la difusion de COL mediante FRAP.
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Tabla 11. Pardmetros obtenidos a partir de las curvas de recuperacién de FRAP

MP MPn
Parametro
cC CBD CcC CBD
t% (s) 1,67 1,53 1,57 1,418
fM 0,64 0,655 0,601 0,584
fiM 0,351 0,344 0,398 0,415
D (um?¥s) 0,0617 0,071 0,062 0,069

Al comparar los resultados obtenidos con Laurdan y BODIPY-COL, se observa que el
efecto del CBD sobre la MP y las MPn no es uniforme y depende del pardmetro evaluado.
En la MP, Laurdan mostré una disminucién en el orden lipidico tras el tratamiento, lo que
concuerda con el aumento en la movilidad del COL observado mediante FRAP. En
contraste, en las MPn, Laurdan indicd un aumento en el orden, mientras que los ensayos
con BODIPY-COL no reflejaron una disminucién de la movilidad, sino mas bien una
recuperacion mas rapida de la fluorescencia (reduccién de t¥), aunque este cambio fue
casiimperceptible. Aunque ambas técnicas evalian propiedades distintas (orden lipidico
en el caso de Laurdan, y difusién de COL para FRAP), los resultados sugieren que el CBD
induce una reorganizacion diferencial de las membranas segun la region celular, con un

efecto mas marcado en la MP y modificaciones mas sutiles en las MPn.
2.3.  Distribucion y contenido de COL celular

La filipina es una sonda fluorescente que se une especificamente al COL no esterificado,
permitiendo evaluar su cantidad y distribucidn en las membranas celulares'>. En este
estudio, se cuantificd la fluorescencia total de filipina en células tratadas con CBD,
variando tanto el tiempo de exposicidn como la concentracion del compuesto. Los
resultados no mostraron diferencias significativas en la intensidad total de fluorescencia,
lo que sugiere que los niveles globales de COL no se ven alterados por el tratamiento
(Figura 60). Sin embargo, esta metodologia presentd limitaciones sustanciales: la sonda
resulté ser inestable y susceptible al blanqueo fotdnico, lo que dificulté la obtencion de
mediciones confiables de intensidad. Esta alta susceptibilidad al fotoblanqueo

constituye una limitacidon importante para su aplicacidn cuantitativa, ya que podria
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haber afectado la sensibilidad de la técnica para detectar cambios sutiles en el contenido
de COL.

(a)

60 min

1,2 uM

3Ix10%+
— 25.10!-
<
3 2x10°+
-
o
T 1.5%10%+
w T s
[ [ 2
‘g 1x10%+ 1 A
= e
5%104 2 [ i_‘:
% ‘ 3
0 T T T T r
CC 125 250 5 10
CBD (uM)
CBD (10 uM)
30 min 60 min
120 min 240 min
4x10%=
2 3x10°4
=2
B
= 2x10%+
®
[
[ -t
£ 1x10° ¥ o e
- ot il ol o
X Bl ¢ ER i
0 - —r= Ll Ll L
cc 30 60 120 240

Tiempo (min)

Figura 60. Efecto del CBD en la distribucion de COL en células utilizando la sonda filipina. (a) Células
tratadas con CBD (10 uM) a distintos tiempos y cuantificacidn de la intensidad de fluorescencia. (b) Células

tratadas con diferentes concentraciones de CBD durante 60 min y cuantificacién de la intensidad de
fluorescencia. Barra de escala: 20 um.
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2.4. Estudio exploratorio del trdfico intracelular de la CTxB

La CTxB se utiliza ampliamente como herramienta para estudiar el transporte
intracelular asociado a dominios de membrana, ya que se une especificamente al
gangliésido GM1, el cual se encuentra enriquecido en regiones ordenadas conocidas
como balsas lipidicas (/ipid rafts). Tras su unién a la MP, la CTxB es internalizada por
endocitosis y sigue una ruta retrégrada bien caracterizada que incluye primero su paso
por endosomas tempranos, luego el aparato de Golgi trans y finalmente, el RE (Figura
61a). Esta propiedad la convierte en una sonda util para monitorear el trafico vesicular

dependiente de estructuras membranosas.

Este experimento se disefid a partir de los resultados descritos en el capitulo anterior,
gue indicaron que el CBD afecta las etapas tempranas de la infeccidn viral, incluyendo
procesos como la adsorcién y la internalizacidn. Con el objetivo de explorar si estos
efectos pueden estar vinculados a alteraciones en la organizacién de las lipid rafts y, en
consecuencia, en el trafico intracelular, se decidié analizar la dinamica de transporte de
CTxB como aproximacion funcional. Dado que esta via involucra multiples estructuras
membranosas, su estudio también permite obtener informacién general sobre posibles

efectos del CBD en el comportamiento de los compartimentos celulares.

Para ello, células tratadas o no con CBD fueron incubadas con CTxB conjugada a Alexa
Fluor™ 555 durante distintos tiempos de internalizacién (2, 15, 30 y 120 min), y
analizadas mediante microscopia de fluorescencia. En las células control, la toxina se
localizé inicialmente en la MP, seguida de una redistribucidon hacia vesiculas internas vy,
finalmente, una acumulacién en regiones perinucleares, como se espera para esta via
de transporte. En contraste, en las células tratadas con CBD se observé desde los
primeros minutos una distribucion mas dispersa en el citoplasma a lo largo del tiempo,
con vesiculas ubicadas en regiones mas amplias y menos concentradas en el area
perinuclear. Estas diferencias en la organizacién espacial se indican con flechas blancas
en las imagenes para facilitar su interpretacion (Figura 61b). La dispersién del marcado
puede interpretarse de dos maneras no excluyentes. Por un lado, podria deberse a una
alteracion de las balsas lipidicas, ya que CTxB se une especificamente a GM1, un
componente clasico de estos microdominios. Si el CBD afecta la formacién, estabilidad

o distribucion de las balsas, GM1 podria no concentrarse en regiones especificas,

123



Capitulo 3: Resultados

generando un patrén de fluorescencia mds difuso. Por otro lado, el transporte
intracelular de CTxB podria encontrarse modificado, ya que este proceso depende del
transito a través de compartimentos membranosos organizados. Alteraciones inducidas
por el CBD en la arquitectura de las membranas o en su dinamica podrian comprometer

este trafico, contribuyendo también a una distribucion intracelular mas dispersa de la

toxina.
(a)
L3 P /) 5>
= Redtrans | p N\ RE & &
-l Endosoma Golgi ot = ~ /
%1, Endocitosis \ 7 ) { [/ / /)
apryl N temprano ( \ /I [ / / //
¥ — iy 7~ 4 [/
il S\ @S /
& — —
[~ = ‘ | |
GM%» : - - » || \ \ i 1| \ | | o
= | 0«? i US x? coL WA\ ) \ \\ \ \‘\‘:\
1 ooi?ob&?ob?n*.“o!:' =\l = \ % B 4
¥ | 1A AR R
i oheoeboobocwocdedoo —
wl Balsa lipidica -
2 min 15 min 30 min 120 min

CBD

Figura 61. (a) Esquema del transporte retrégrado del complejo GM1-CTxB desde la MP hacia el RE, via
endosomal y red trans-Golgi. (b) Imagenes de fluorescencia representativas de células control (CC) y
tratadas con CBD durante 1 h, incubadas con CTxB durante distintos tiempos (2, 15, 30 y 120 min) para
analizar su internalizacion y trafico intracelular. Barra de escala: 20 pm.

3. Efecto del CBD sobre las membranas en el contexto de la infeccion viral

3.1. Estudio de la organizacién de membranas en células infectadas con ZIKV

Tras evidenciar que el CBD altera el orden de las membranas celulares en ausencia de
infeccidn, se avanzé hacia un modelo experimental que incorporara el contexto viral.
Como primer acercamiento exploratorio, se utilizaron células infectadas con ZIKV y
tratadas con CBD durante 48 h, empleando la sonda fluorescente WGA como marcador

de membranas. WGA es una lectina que se une de manera no enzimatica a residuos de
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N-acetil-D-glucosamina y acido siadlico presentes en glicoproteinas y glicolipidos,

localizados tanto en la MP como en compartimentos perinucleares.

Los resultados mostraron un aumento en la intensidad de fluorescencia en células
tratadas con CBD, tanto en ausencia como en presencia de infeccién con ZIKV, en
comparacion con sus respectivos controles (Figura 62). Esta observacion sugiere que el
CBD induce modificaciones en la organizacién general de las membranas celulares, lo
gue podria alterar la distribucidn o accesibilidad de glicoconjugados presentes en la
superficie celular y en compartimentos internos. Estos resultados se correlacionan con
lo observado en los experimentos realizados con Laurdan y la CTxB. En el primer caso,
se evidencid que el tratamiento con CBD afecta el orden lipidico en distintas regiones
celulares, mientras que el uso de la CTxB, marcador cldsico de dominios enriquecidos en
GM1, mostrd una distribucién intracelular mas difusa en células tratadas. En conjunto,
estos hallazgos apuntan a una reorganizacion de los microdominios lipidicos, como las
balsas, cuya alteracidon podria modificar no solo el orden de las bicapas, sino también la
organizacién y accesibilidad de glicoconjugados, afectando potencialmente procesos

clave durante la infeccidn viral.
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Figura 62. Células tratadas con 10 uM de CBD o no tratadas (control), (a) no infectadas y (b) infectadas
con ZIKV, ambas fijadas con PFA al 4% y marcadas con WGA. Cuantificacion de la intensidad de
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3.2.  Cuantificacion de COL total

Para cuantificar los niveles globales de COL celular en un contexto de infeccién viral, se
empled un ensayo enzimatico fluorométrico. Esta metodologia permite detectar COL
total en lisados celulares completos, y resultd mas adecuada que la tincién con filipina,
la cual presentd alta variabilidad y limitaciones técnicas para la cuantificacién. Dado que
los ciclos de replicacion de ZIKV y DENV superan las 12-18 h, el tratamiento con CBD se
mantuvo durante 48 h antes de realizar la medicion, tal como se establecié en los
ensayos de actividad antiviral. Ademas de las condiciones infectadas, se incluyd un
grupo de células no infectadas tratadas con CBD para evaluar si los cambios observados
eran atribuibles al compuesto y no a la infeccién en si. Los resultados mostraron una
disminucioén significativa en la cantidad de COL total en todos los grupos tratados con
CBD, tanto en células no infectadas como en aquellas infectadas con ZIKV o DENV-2
(Figura 63). Adicionalmente, se observé que el efecto fue dependiente de su
concentracién, obteniéndose una reduccidn mayormente significativa para la
concentracién de 10 uM. Estos datos confirman que el CBD reduce los niveles de COL
total celular, y sugieren que este efecto se mantiene incluso en un contexto de infeccidon
viral activa.
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Figura 63. Cuantificacidon del COL total en células tratadas durante 48 h con 5 UM o 10 uM de CBD. (a)
Células no infectadas. (b) Células infectadas con ZIKV. (c) Células infectadas con DENV-2.

3.3.  Andlisis morfoldgico de particulas virales mediante AFM

Dado que se observaron alteraciones en la organizacion de las membranas celulares
inducidas por el CBD, se planted la hipdtesis de que estas modificaciones podrian
impactar también en las membranas virales, ya que estas son adquiridas directamente

a partir de las membranas celulares. Para explorar esta posibilidad, se realizo un analisis
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morfolégico de particulas virales purificadas mediante AFM, comparando particulas

obtenidas de células infectadas en presencia o ausencia del tratamiento.

Las imdagenes obtenidas revelaron diferencias marcadas en multiples pardmetros
estructurales. En la Figura 64a, que muestra imagenes topograficas convencionales en
dos escalas distintas, las particulas virales de la condicion control presentan formas
esféricas, regulares y bordes definidos, mientras que las particulas generadas en
presencia de CBD exhiben formas mas irregulares, tamafios reducidos y mayor densidad.
En la Figura 64b, se muestran imagenes obtenidas en modo altura con codificacién de
color, lo cual permite visualizar diferencias en la altura relativa y en la distribucién
espacial de las particulas. En esta condicion, las muestras tratadas con CBD presentan
una mayor densidad y heterogeneidad morfoldgica, con estructuras que podrian
corresponder a particulas incompletas. Finalmente, la Figura 64c presenta
reconstrucciones 3D generadas a partir de los datos de altura, que evidencian un mayor
grado de irregularidad superficial y variabilidad estructural en las particulas obtenidas

tras el tratamiento.

Estos resultados indicarian que el tratamiento con CBD no solo modifica la arquitectura
de las membranas celulares, sino que también interfiere con la formacién de particulas

virales, alterando su morfologia, tamafio y organizacién estructural.
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Figura 64. Morfologia de particulas virales purificadas analizadas por AFM. (a) Imagenes topograficas
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Conclusiones parciales

Los resultados presentados en este capitulo demuestran que el CBD modifica ciertas
propiedades de las membranas celulares, particularmente el orden lipidico, sin afectar
de manera significativa la difusién del COL en las MP y MPn. Esto, junto con los cambios
observados en la distribucién de marcadores de glicoconjugados y dominios lipidicos,
respalda la hipdtesis de que el tratamiento induce una reorganizacion de la bicapa,

afectando su arquitectura sin comprometer severamente su funcionalidad general.

En el contexto de infeccidn viral, se observé una disminucién del COL total en células
infectadas tratadas, acompafiada de cambios morfoldgicos notables en las particulas
virales, lo que indica que el CBD impacta tanto el entorno lipidico celular como sobre la

formacidn de la particula viral.

En conjunto, estos resultados indican que el CBD induce modificaciones moderadas en
las membranas celulares, las cuales no comprometen drasticamente su funcionalidad
pero que, en un contexto de infeccion, son capaces de impactar en la biogénesis viral.
Esto refuerza la idea de que la actividad antiviral del CBD estd mediada, al menos en
parte, por su capacidad de alterar las propiedades fisicoquimicas y organizacion de las

membranas celulares.

Estas conclusiones parciales se sintetizan en un esquema hipotético, que se presenta en
la Figura 65, el cual ilustra de manera visual los efectos del CBD sobre las membranas

celulares en una célula infectada con ZIKV.
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Introduccion

Las formulaciones basadas en nanotecnologia han cobrado gran relevancia en el
desarrollo de nuevos antivirales, especialmente en casos donde las propiedades
fisicoquimicas del compuesto limitan su aplicacidn. En el capitulo 2, se demostré que el
CBD presenta actividad antiviral frente al ZIKV, ademas de efectos inmunomoduladores
relevantes. Sin embargo, estos efectos se observaron utilizando CBD en su forma libre,
cuya aplicacidn terapéutica presenta importantes limitaciones. Por un lado, el CBD libre
mostré ser sumamente citotdxico, lo que se reflejo en indices de selectividad (IS=
CCso0/CEsp) significativamente bajos. Por otro lado, el CBD es una molécula altamente
lipofilica, con una solubilidad acuosa extremadamente baja (aproximadamente 0,02—
0,06 pg/mL), lo que dificulta su formulacién y administracion oral*>2. Ademas, presenta
inestabilidad quimica, siendo susceptible a la degradacién por factores ambientales
como la luz, el calor y el oxigeno'>. Sumado a esto, el CBD experimenta un extenso
metabolismo de primer paso hepdtico, lo que reduce significativamente su

biodisponibilidad oral, estimada en alrededor del 6 %>,

Con el objetivo de superar estas limitaciones y mejorar la actividad biolégica del CBD, en
este capitulo se abordé el desarrollo de formulaciones basadas en NP, una estrategia
ampliamente utilizada en los Ultimos afos para la entrega dirigida y controlada de
farmacos. Las NP ofrecen multiples ventajas, entre ellas: proteccidn del principio activo
frente a la degradaciéon, mejora de la solubilidad y estabilidad, mayor tiempo de
residencia en el organismo, posibilidad de liberacién sostenida, y acumulacién
preferencial en tejidos blanco debido al efecto de permeabilidad y retencién mejorada.
En este contexto, se seleccionaron dos tipos de sistemas nanoestructurados: NP-PLGA y

NIO.
1. Nanoparticulas poliméricas (NP-PLGA)

Estas NP son nanosistemas sintéticos que han sido ampliamente utilizados en el campo
biomédico, ya que estan compuestos por un polimero biodegradable, biocompatible y
aprobado por la FDA para su uso en humanos>'® (Figura 66a). Su degradacion
controlada mediante hidrdlisis de los enlaces éster, libera acido lactico y acido glicélico,

gue son metabolizados naturalmente en el cuerpo y permite una liberacion sostenida y

132



Capitulo 4: Introduccién

prolongada del principio activo, lo que mejora la eficacia terapéutica y reduce la
frecuencia de administracién. Adema3s, este tipo de NP protege a moléculas sensibles de
la degradacidn en el entorno extracelular y puede ser funcionalizado en su superficie
para mejorar su estabilidad, prolongar la circulacién sistémica o dirigir su entrega a

tejidos especificos.

Las NP-PLGA pueden encapsular compuestos hidrofébicos, y han sido empleadas en
terapias contra el cédncer, enfermedades neurodegenerativas, infecciones virales!>’-160
En este trabajo, se formularon NP-PLGA cargadas con CBD, y se evaluaron sus
propiedades fisicoquimicas, asi como su efecto sobre la actividad bioldgica del

compuesto.
2. Vesiculas lipidicas (NI1O)

Los NIO son vesiculas lipidicas no idnicas que actian como NP capaces de alojar
compuestos hidrofilicos en su nucleo acuoso y sustancias hidrofébicas en su bicapa
lipidica (Figura 66b). Los NIO presentan ventajas similares a las de los liposomas, tales
como biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad de liberacién controlada, pero
se destacan por su mayor estabilidad fisica y quimica, menor costo de produccion, y
facilidad de almacenamiento y escalado, lo que los convierte en una alternativa
prometedora para aplicaciones farmacéuticas y cosméticas. Los NIO han sido
ampliamente explorados para la administracién transdérmica, oral e intranasal, y

muestran buena capacidad de permeacién y retencion en tejidos61-163,

(a) 0 PLGA (b)
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NP-PLGA NIOSOMA

Figura 66. Esquema representativo de los dos nanosistemas utilizados. (a) NP-PLGA: NP poliméricas
sintéticas de PLGA, donde compuestos hidrofébicos pueden ser encapsulados en la matriz polimérica. Se
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muestra la estructura quimica del polimero PLGA. (b) NIO: vesiculas formadas por una bicapa de
tensioactivos no idnicos y COL, capaces de encapsular tanto compuestos hidrofébicos (en la bicapa) como
hidrofilicos (en el nicleo acuoso).

En este trabajo, se disefiaron, desarrollaron y caracterizaron fisicoquimicamente NP-
PLGA y NIO cargados con CBD. El objetivo principal de la encapsulacién del CBD fue

optimizar su estabilidad, aumentar su biodisponibilidad y potenciar su efecto bioldgico.
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Resultados

1. NP-PLGA

1.1. Caracterizacion fisicoquimica por DLS

Inicialmente, se prepararon NE como paso intermedio en la formulacién de las NP-PLGA.
Se obtuvieron tres tipos de formulaciones: una NE control sin aditivos (NE), una NE con
etanol (NE-ETOH) y otra con CBD disuelto en etanol (NE-CBD), con el principio de evaluar
el efecto del solvente y del compuesto activo sobre las propiedades fisicoquimicas del
sistema. La Figura 67 muestra el aspecto macroscépico de las NE, evidenciando
suspensiones coloidales homogéneas, sin signos de inestabilidad fisica como agregacion,
floculacién o separacion de fases, lo que sugiere una adecuada estabilidad inicial del

sistema.

NE-ETOH NE-CBD

Figura 67. Aspecto macroscopico de las NE utilizadas como plantilla para la formulacion de NP-PLGA.
Imdagenes representativas de las suspensiones coloidales correspondientes a NE sin aditivos (NE), NE con
etanol (NE-ETOH) y NE con CBD disuelto en etanol (NE-CBD).

Para la caracterizacién fisicoquimica de las NP, se empled la técnica de DLS para
determinar el tamafio hidrodinamico y el indice de polidispersién (Pdl) de las particulas
en suspension'®®, El tamafio hidrodindmico refleja el tamafio efectivo de las particulas
en un medio acuoso, considerando no solo el nicleo sélido sino también las capas de
solvatacién o recubrimiento superficial. El Pdl es un valor numérico que variaentre Oy 1
e indica el grado de uniformidad en el tamafio de las particulas: valores cercanos a 0
corresponden a una distribucién altamente homogénea (monodispersa), mientras que

valores elevados reflejan mayor heterogeneidad!®. Por otro lado, se midié el potencial
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zeta () que permite estimar la carga superficial efectiva. Valores de T superiores a
125 mV se consideran indicativos de una buena estabilidad coloidal. En cambio, cuando
dicho pardmetro se aproxima a 0 mV, la repulsidon electrostatica entre particulas
disminuye, lo que favorece la inestabilidad de la suspensién y la agregacion de las

particulas®®,

Como se observa en la Figura 68a y en la Tabla 12, la incorporacion de etanol redujo
significativamente el tamafio de particula (Z-ave: 47,10 nm para NE-ETOH vs. 92,45 nm
para NE), aunque generé un aumento en el Pdl (0,76 vs. 0,26). Por otro lado, la
formulacion NE-CBD mostré un tamafio intermedio (53,90 nm) con una marcada
disminucién del Pdl respecto a NE-ETOH (0,23), lo que indica una mejora en la

homogeneidad de la muestra.

Ademads, se observd un efecto sobre {P: mientras que la NE-ETOH presentd un valor
cercano a neutro (+0,01 mV), la formulacion NE-CBD presentd una carga superficial
negativa (-10,97 mV), sugiriendo mayor estabilidad coloidal, aunque lejos aun de un

ideal para sistemas biomédicos.

Posteriormente, las NE fueron utilizadas como plantillas para obtener NP-PLGA, las
cuales fueron almacenadas a -80 °C, con y sin el uso de sacarosa como criopreservante.
Tal como se detalla en la Tabla 12, las NP-PLGA almacenadas sin sacarosa mostraron un
tamafo fuera del rango nanométrico, indicando colapso estructural y/o aglomeracion.
En contraste, la adicidon de 5 % de sacarosa permitié conservar el tamafo de particula
dentro del rango esperado y un Pdl bajo (0,13 para NP-PLGA y 0,27 para NP-CBD),
reflejando una mezcla monodispersa (Figura 68b). En cuanto al ZP, las NP-PLGACEP,

exhibieron un valor nulo, indicando particulas practicamente neutras.

Por otro lado, se determind un porcentaje de EE del 74 % y una LC de 0,21 % (Tabla 12).
Esto indica que, si bien una alta proporcion del CBD afiadido inicialmente fue
efectivamente incorporado, la cantidad de compuesto encapsulado en relacién con la
masa total de NP fue baja. Este resultado puede estar relacionado con el reducido
tamaiio y la estructura sélida de las NP-PLGA, que limitan el volumen disponible para la

incorporacién del CBD.
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Figura 68. Distribucion de tamafio de las NE y NP-PLGA por DLS. (a) Curvas de intensidad (%) en funcién

del didametro para las NE. (b) Distribucion de tamafio de las NP-PLGA obtenidas a partir de las respectivas
NE.

Tabla 12. Caracterizacidn fisicoquimica de las NE y NP-PLGA por DLS.

alrcn:r::ii:;?rr:i::to Composicion Z-ave (nm) Pdi TP (mV) EE (%) (I;:)
NE 92,45+1,30 | 0,266+0,061 | -6,72+7,87
NE NE-ETOH 47,10+2,83 | 0,7618 +0,06 0
NE-CDB 53,90+3,34 | 0,481+0,16 | -10,97 +7,06
NP-PLGA a NP-PLGA Fuera de escala nanométrica
-80°C NP-CBD 139,53 +9,65 | 0,25 +0,14 0
NP-PLGA con 5% NP-PLGA 121,92 43,28 | 0,13+0,07 33,62¢
de sacarosa a - 17,14
80°C NP-CDB 99,55+5,87 | 0,27+0,07 0 74 | 021

1.2. Actividad Bioldgica
1.2.1. Viabilidad celular y actividad antiviral en células Vero

A partir de la caracterizacién fisicoquimica realizada, se seleccionaron las NP-PLGA
criopreservadas con 5% sacarosa para evaluar la actividad bioldgica in vitro. Para esto,
se utilizé la linea celular Vero y se probaron concentraciones de NP de a 0,004 a 40
ug/mL. Se decidio trabajar en base a concentraciones de NP y no de CBD puesto que la
determinacién precisa de la concentracion de CBD en una suspension de NP presenta
multiples desafios técnicos. Por un lado, el volumen efectivo de suspension tras la
purificacidn y resuspension no siempre es constante ni facil de cuantificar ya que pueden

producirse pérdidas o concentraciones variables de particulas. Ademas, la
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espectrofotometria requiere curvas de calibracion especificas segun el medio, y la
presencia de tensioactivos o polimeros puede interferir en la sefial. Estas limitaciones
metodoldgicas justifican que, en este trabajo, se hayan utilizado concentraciones de NP
y se recurriera a un cdlculo estimativo de la masa de CBD, como se muestra en la Figura

69.

En una primera instancia, se determind la viabilidad celular con las NP formuladas,
utilizando el mismo procedimiento empleado previamente para el CBD libre, con el
objetivo de establecer un rango de concentraciones para los ensayos de actividad

antiviral.

Los resultados demostraron que las NP no fueron citotéxicas en ninguna de las
concentraciones de NP-PLGA probadas. Dado que la mayor concentracién evaluada
(40 pg/mL, equivalente a 0,084 ug de CBD) no afectd la viabilidad celular, la CCso se
estimé como mayor a ese valor. En el caso del CBD sin encapsular, la CCso obtenida
previamente fue de 5,06 pug/mL. Los hallazgos revelaron que la encapsulacion del CBD
en el nanosistema permitié una reduccién significativa de su toxicidad respecto del
compuesto sin encapsular. Posteriormente, se evalud la actividad antiviral in vitro en el
mismo rango de concentraciones de NPs en la que se evalud la citotoxicidad. Para esto,
se infectaron las células con el ZIKV (MOI=0,1) durante 1 h, luego se retiraron los
indculos y se adicionaron las NP resuspendidas en medio de cultivo. Los sobrenadantes
se recolectaron a las 48 h y se cuantificaron las particulas infecciosas. Los datos
obtenidos demostraron que la inhibicién generada por las NP-PLGA no alcanzé
significancia estadistica. Incluso, las NP-PLGA cargadas con CBD presentaron un
porcentaje de inhibicidn menor que las NP sin CBD (control), con valores de 14 % y 28

%, respectivamente (Figura 69 y Tabla 13).
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Figura 69. Viabilidad celular y actividad antiviral contra ZIKV de las NP-PLGA en células Vero. Los
porcentajes mas altos de inhibicién se encuentran indicados en verde.

1.2.2. Viabilidad celular y actividad antiviral en células Huh-7

Dado que las NP-PLGA no mostraron una inhibicidn significativa en células Vero, se
evalud su efecto en células Huh-7, una linea de origen hepatico que podria presentar
una mayor capacidad de captacidn o procesamiento intracelular de NP. Esta hipdtesis se
fundamenta en estudios previos que han demostrado que la internalizacién y el
metabolismo de sistemas nanoformulados varian considerablemente segun el tipo
celular. En particular, el higado es un 6rgano clave en la depuracidon y biotransformacién
de NP, y se ha reportado que distintos tipos de células hepaticas, como hepatocitos,
células endoteliales sinusoidales y macréfagos de Kupffer, presentan tasas de captacion
diferenciales para NP de PLGA®’. Ademas, estudios comparativos entre lineas epiteliales
no hepaticas han mostrado que la eficiencia de internalizacién depende en gran medida
de las caracteristicas de la célula hospedadora, lo que refuerza la idea de que las células

Huh-7 podrian interactuar con las NP de forma distinta a las células Vero®8,

Se observd que las NP-PLGA, tanto vacias como cargadas con CBD, no presentaron
citotoxicidad en células Huh-7. En cuanto a la actividad antiviral, las NP-PLGA cargadas
con CBD mostraron una inhibicidon del 25 % del ZIKV, valor ligeramente superior al
observado en células Vero (Figura 70). Sin embargo, estos niveles contindan siendo bajos

y poco relevantes desde el punto de vista terapéutico.
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Figura 70. Viabilidad celular y actividad antiviral contra ZIKV de las NP-PLGA en células Huh-7. Los
porcentajes mas altos de inhibicién se encuentran indicados en verde.

Tabla 13. Actividad bioldgica de las NP-PLGA y del CBD

Células NP-PLGA NP-PLGACE® CBD

CCso Vero >40 > 40 5,06
(ng/mL) Huh-7 > 40 >40 5,38
CEso Vero >40 >40 0,27
(ng/mL) Huh-7 > 40 > 40 0,44

2. Niosomas

2.1. Caracterizacion fisicoquimica por DLS

Dado que las NP-PLGA no lograron la inhibicién antiviral esperada, se explord un sistema
alternativo de encapsulacién basado en NIO, cuya estructura permite incorporar
compuestos lipofilicos como el CBD, y que se caracteriza por su versatilidad, facilidad de

formulacidn y estabilidad coloidal.

En una primera etapa, se formularon NIO con distintas proporciones molares de
Span®20, DCP, COL y CBD (disuelto en etanol absoluto). El objetivo fue evaluar el efecto
del CBD sobre la formacién y estabilidad del sistema, asi como la influencia de las
condiciones de almacenamiento. Para ello, se analizaron diferentes formas de
conservacién: congelacion a -80 °Cy uso de sacarosa en distintas concentraciones como
crioprotector. Los resultados indicaron que todas las formulaciones presentaron un ZP

negativo, con valores entre -19y -70 mV, y una alta EE, que oscild entre el 79 % y el 97 %,
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lo cual representa una mejora significativa en comparacién con las NP-PLGA. Esta alta EE
sugiere una fuerte afinidad del CBD por la bicapa lipidica de los NIO, lo que refleja la
elevada eficiencia del sistema para incorporar y retener este compuesto. El andlisis por
DLS mostrd que la adicién de sacarosa mejord la homogeneidad de las formulaciones,
reflejada en menores valores de Pdl. Las muestras congeladas sin crioprotector
presentaron Pdl elevados (0,60—-0,93), indicativos de una distribucién heterogénea de
tamafios. Con 2,5% de sacarosa se observaron valores intermedios (0,45-0,76),
mientras que con 5% de sacarosa se obtuvieron los Pdl mds bajos, con valores por
debajo de 0,30, lo que sugiere una distribucién mas uniforme en la poblacion de
vesiculas. Ademas, se observd que un aumento en la proporcién de CBD en relacién con
el COL tendid a incrementar el tamafio de particula y reducir el valor absoluto del ZP.
Este primer enfoque fue exploratorio y permitié establecer las condiciones éptimas de
preparacion y conservacion utilizadas en los ensayos posteriores. Si bien las inhibiciones
virales obtenidas con estas formulaciones no alcanzaron los niveles deseados, los
porcentajes de inhibicidn oscilaron entre el 40 % y el 80 %, superando ampliamente a
los obtenidos con las NP-PLGA. Por este motivo, se continud con la optimizacidn de este

nanosistema.

En una segunda etapa, se formuld una nueva serie de NIO empleando acetato de etilo
como solvente de la solucién del CBD, con el objetivo de mejorar su incorporacién a la
bicapa lipidica y potenciar su actividad antiviral. Se ha reportado que el tipo de solvente
puede afectar significativamente propiedades como el tamafio de particula, la EE y la
bioactividad del sistema?®®. En esta ocasidn, se obtuvieron tres tipos de formulaciones,
NIO®Ct (vesiculas con COL, sin CBD), NIO®BP (vesiculas con CBD, sin COL) y NIQ®L+BD
(vesiculas con COLy CBD). Los NIO®BP también permitieron evaluar si el CBD, en ausencia
de COL, es capaz de formar vesiculas estables, explorando asi su potencial mimético
respecto al rol estructural del COL en la organizacidén de bicapas lipidicas. Este enfoque
complementa los resultados previamente obtenidos sobre la interaccion del CBD con las

membranas, aportando una importante evidencia adicional.

En la Figura 71 se muestran las caracteristicas macroscopicas observadas durante
distintas etapas del proceso de obtencidn de los NIO, incluyendo la formacién de la

pelicula delgada y la posterior reconstitucion coloidal en PBS. En cuanto a las peliculas
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delgadas (Figura 71a), se observaron algunas diferencias visuales entre las distintas
composiciones. La pelicula correspondiente a NIO®" presenté una apariencia mas
homogénea y translicida, mientras que la de NIO®P fue visiblemente mas opaca y
heterogénea. Por su parte, la pelicula de NIO®“B0 mostrd una textura blanquecina,
intermedia entre las otras dos formulaciones. Estas diferencias podrian reflejar
variaciones en la distribuciéon del principio activo o en la interaccidon entre los
componentes durante el secado. Una vez reconstituidas en PBS, todas las formulaciones
generaron suspensiones coloidales estables, visualmente homogéneas y sin signos de

agregacion o precipitacion, lo que sugiere una éptima estabilidad fisica (Figura 71b).

(b) NIOL  NIOCD  NjQCOL+CBD

Figura 71. Caracteristicas macroscépicas de (a) la pelicula delgada y (b) la suspension coloidal de NIO
luego de su resuspensién con PBS. NIO®C' se refiere a vesiculas con COL, pero sin CBD, NIO®®P corresponde
a NIO sin COL pero que contienen CBD, NIQOCHCBP hace referencia a vesiculas con una mezcla de COL y
CBD.

Por otro lado, con el objetivo de evaluar la homogeneidad, estabilidad y
comportamiento de las vesiculas, se llevé a cabo un analisis por DLS (Figura 72 y Tabla
14). En primer lugar, se observé que los NIO sin principio activo presentaron un tamafio
promedio menor (252 nm), mientras que los NIO®P y NIO®HCBD mostraron didmetros
mayores (519 nm y 421 nm, respectivamente). Este aumento en el tamafio sugiere una
incorporacion efectiva del CBD, con posibles interacciones entre el compuesto y la

matriz niosomal que afectan su organizaciéon estructural. Es decir, el CBD, en ausencia
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de COL, podria estar afectando el empaquetamiento lipidico y la organizacion de la
bicapa, lo cual repercute en la formacion de vesiculas de mayor tamafo. En cuanto al
Pdl, los NIO mostraron una distribucién homogénea (Pdl = 0,199), mientras que los
NIOEP exhibieron una poblacién mdas heterogénea (Pdl = 0,598). La incorporacién
simultanea de COL y CBD mejord este parametro de manera considerable (Pdl = 0,370),
lo que indica que el COL contribuye a estabilizar los NIO. Respecto al TP, las
formulaciones presentaron valores en un rango de -39,97 a -51,50 mV, compatibles con
una buena estabilidad coloidal. Sin embargo, se observé una tendencia a la disminucién
del valor absoluto del {P en presencia de CBD. Esto podria estar relacionado con

alteraciones en la superficie de las vesiculas, producto de su incorporacién.

Finalmente, las formulaciones de NIO mostraron una EE superior al 99 %, lo que indica
una incorporacion completa del CBD durante el proceso de formacidn de las vesiculas.
Ademas, la LC fue considerablemente alta, con valores promedio de 26 %, lo que refleja
una elevada proporcion de CBD respecto a la masa total de vesiculas. Este excelente
desempeiio puede atribuirse a la estructura vesicular de los NIO, cuya bicapa lipidica
crea un entorno favorable y altamente eficiente para la incorporacién de compuestos
lipofilicos, como el CBD. La organizacion estructural de los NIO facilita la interaccién de
las moléculas lipofilicas con los componentes de la bicapa, permitiendo una
encapsulacion mas efectiva y una liberaciéon controlada del bioactivo. Ademas, la
estabilidad y biocompatibilidad de esta estructura vesicular contribuyen a una mayor

biodisponibilidad del CBD, lo cual podria optimizar su eficacia terapéutica.
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Figura 72. Distribucion de tamafio de NIO por DLS.
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Tabla 14. Caracterizacidn fisicoquimica de los NIO por DLS.

NIO Z-ave (nm) Pdl P (mV) EE (%) LC (%)
NIO 252,22 +3,30 | 0,199+0,060 | -51,50 + 1,85 - -
NIQ®EP 519,18 + 86,65 | 0,598 +0,065 | -39,97 + 2,60 99,73 26,20
NIOB® [ 420,73+12,73 | 0,370+0,061 | -48,33 + 1,67 99,62 26,6

2.2. Andlisis topogrdfico mediante AFM

Dado que las formulaciones NIO mostraron un mejor perfil fisicoquimico en
comparacion con las NP-PLGA, con tamafios apropiados, menor polidispersién, mayor
estabilidad coloidal ademas de alta EE y LC, se analizd la ultraestructura de estas
mediante AFM. Adicionalmente, se considerd especialmente relevante estudiar la
organizacién superficial de las vesiculas lipidicas que contenian CBD, dado que
previamente se habia observado que este compuesto alteraba la estructura de las
membranas en particulas virales purificadas. De esta manera, se explord si existia una
relacidon entre el comportamiento del CBD en distintos tipos de membranas, lo cual

podria fortalecer la hipétesis de un efecto estructural comun sobre sistemas lipidicos.

Los resultados mostraron diferencias entre las distintas formulaciones. En general, los
NIO sin principio activo (control) presentaron una superficie homogénea. Por el
contrario, la incorporacién de CBD, tanto en ausencia como en presencia de COL, alterd
significativamente la organizacién superficial (Figura 73a). Los NIO®8® mostraron mayor
densidad de particulas y una superficie con una tendencia mas irregular, mientras que
los NIQ®CHCBD exhibieron estructuras mas grandes, elevadas y definidas (Figura 73b).
Estos resultados fueron corroborados por las reconstrucciones 3D, que revelaron un
aumento en la altura y el relieve de las estructuras en las formulaciones con CBD,
particularmente en presencia de COL, lo que resalta como la incorporacidon de este

bioactivo influye en la topografia superficial de los NIO (Figura 73c).

Al comparar estos resultados con los obtenidos mediante DLS, se observa una aparente
contradiccidn: en esta técnica, los NIO“® mostraron tamafio promedio mayor y una
mayor polidispersidn en comparacidon con los NIO®C“CBD  Esta discrepancia puede
atribuirse a las diferencias inherentes entre ambas metodologias. EI DLS mide el tamafio

hidrodindmico en solucidn, influido por la movilidad, la hidratacion y la dispersion del
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sistema, mientras que el AFM analiza la morfologia individual sobre una superficie
sélida, una vez secada la muestra®’®. Por lo tanto, es posible que los NIO®®, aunque mas
grandes en suspensién, presenten una menor integridad o estabilidad estructural al ser
depositados sobre la superficie, resultando en vesiculas mas colapsadas y heterogéneas.
En cambio, la presencia de COL en la formulacién podria contribuir a una mayor

organizacién y estabilidad de las particulas tanto en solucién como en superficie sdlida.

Estos resultados presentan un paralelismo con lo observado previamente en particulas
virales purificadas. Mediante AFM, se evidencid que el tratamiento con CBD alteraba la
morfologia del ZIKV, generando particulas mdas irregulares y heterogéneas en
comparacion con las del control. La presencia de irregularidades estructurales tanto en
las vesiculas sintéticas (NIO) como en las particulas virales sugiere que el CBD podria
estar actuando de manera similar sobre distintos sistemas lipidicos, alterando la
organizacién de membranas bioldgicas vy artificiales. Estos hallazgos refuerzan los datos
obtenidos hasta el momento, los cuales evidencian que el CBD influye en la estructura

de las membranas lipidicas, contribuyendo significativamente a su actividad antiviral.
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Figura 73. Imagenes representativas obtenidas por AFM de las formulaciones de NIO. (a) Topografia 2D a
escala micrométrica, (b) imagenes de altura codificadas por color, y (c) reconstrucciones 3D.

2.3. Actividad bioldgica

2.3.1. Viabilidad celular y actividad antiviral de los NIO en células Vero

Las formulaciones de NIO fueron evaluadas contra el ZIKV en células Vero. Los resultados
revelaron que los NIO sin CBD no presentaron un efecto antiviral biolédgicamente
significativo. En cambio, los NIO con CBD mostraron una actividad antiviral notable, con
una inhibicion del 96,34 % para NIO®® y 99,99 % para NIOC-*BP 3 |as concentraciones
mas altas ensayadas (Figura 74). En todos los casos, las formulaciones resultaron no
citotéxicas en el rango de concentracién analizado. Esta ausencia de citotoxicidad,

combinada con un potente efecto antiviral, representa una mejora significativa respecto
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al CBD libre, el cual mostré una CEspde 0,27 pug/mLy una CCso de 5,06 pug/mL, reflejando
un IS bajo (Tabla 15).

Si bien, como se menciond previamente, no se pudieron determinar las concentraciones
exactas de CBD encapsulado para cada concentracién de NIO, se estimaron las
cantidades absolutas, lo que permitié realizar una comparacién orientativa con la
actividad del CBD libre. A pesar de esta limitacidon, se observé que las formulaciones de
NIO cargadas con CBD presentaron niveles de inhibicion del ZIKV considerablemente
superiores a los del CBD libre (96,8 % para 3,14 ug/mL, que fue la concentracion mas
alta no citotdxica). Ademas, este efecto antiviral se logré sin inducir citotoxicidad, lo que
representa una mejora significativa en el perfil terapéutico del CBD. La ausencia de
efectos toxicos en las células tratadas sugeriria que la presencia intracelular del
bioactivo tras su liberacidn no solo es efectiva en la inhibicion viral, sino también segura
para las células hospedadora, lo que es crucial para su aplicacién en terapias a largo
plazo. Esta caracteristica le proporciona a la nanoformulacion un gran potencial como
tratamiento antiviral mas eficiente puesto que minimizaria los riesgos de efectos

secundarios indeseables, mejorando la eficacia general del CBD en condiciones clinicas.
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Figura 74. Viabilidad celular y actividad antiviral contra ZIKV de las NIO en células Vero. Los porcentajes
mas altos de inhibicién se encuentran indicados en verde.

Tabla 15. Actividad bioldgica de los NIO y del CBD

NIO NIO®BP N|QCHO+CBD CBD libre
CCso (pg/ml) > 100 > 100 >100 5,06
CEso (ng/mL) > 100 35,18%* 5,06** 0,27

* Esta concentracién de NIO corresponde a 9,21 g de CBD.
** Esta concentracion de NIO corresponde a 1,23 pg de CBD.

(%) Jenjas pepiigein
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Conclusiones parciales

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos con dos tipos de NP formuladas
para la administraciéon de CBD: NP-PLGA y NIO. Las NP-PLGA demostraron una buena
estabilidad fisicoquimica, con un tamafio promedio de aproximadamente 100 nm, lo que
sugiere una adecuada dispersion en medio acuoso. La EE alcanzé el 74%, mientras que
la LC fue baja, con un valor de 0,21%. Aunque las NP-PLGA mostraron un
comportamiento estable, no se observd una actividad antiviral significativa, lo que
podria atribuirse a una liberacidn ineficiente del CBD desde el interior de las NPs,
posiblemente debido a su naturaleza de liberacidén controlada que podria no haber sido

dptima en este contexto especifico.

En contraste, los NIO presentaron propiedades fisicoquimicas superiores en
comparaciéon con las NP-PLGA. Estos NIO mostraron una EE superior al 99%,
evidenciando una excelente capacidad de encapsulacién del CBD. Ademas, su LC fue
considerablemente mayor, alcanzando un 26%. La destacada actividad antiviral de los
NIO, con inhibiciones de hasta el 99,99 %, subraya su prometedor potencial terapéutico.
Esta alta actividad antiviral se logrd sin evidencias de citotoxicidad, lo cual es crucial para

su aplicacion en tratamientos a largo plazo.

Estos resultados demuestran que los NIO, con sus caracteristicas fisicoquimicas
mejoradas y su capacidad para inducir una respuesta antiviral significativa, emergen
como un sistema de liberacidn altamente prometedor para potenciar el efecto antiviral
del CBD. Ademas, ofrecen una mejora considerable en su perfil terapéutico, lo que
podria traducirse en una mayor efectividad clinica en el tratamiento de diversas

enfermedades virales a futuro (Figura 75).
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Figura 75. Modelo esquematico de las nanoformulaciones de CBD obtenidas.
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Diversos estudios han demostrado que durante ciertas infecciones virales se activan vias
celulares que, lejos de contribuir a la defensa de la célula hospedadora, pueden
favorecer la replicacidn del virus. Entre ellas, la via mediada por el AHR ha cobrado

relevancia en los ultimos anos debido a su papel inmunomodulador.

El AHR es un factor de transcripcidn que, al activarse por distintos ligandos endégenos o
exdégenos, puede inducir la expresidon de genes que suprimen respuestas antivirales
clave, como aquellas reguladas por la via de NF-kB. En particular, se ha demostrado que
la inhibicion de la via de AHR podria mejorar la eficacia de las respuestas antivirales, algo
que se estd explorando actualmente en diversos estudios'’!. En el caso del ZIKV, se ha
reportado que la activacion de AHR puede promover la infeccién al modular
negativamente mecanismos inmunes activados en las células hospedadoras. Por este
motivo, se planted la busqueda de antagonistas de AHR como una estrategia para
contrarrestar este efecto proviral y restituir una respuesta inmune efectiva frente a la
infeccién. En este contexto, los compuestos naturales surgen como una alternativa
atractiva debido a su origen natural, menor toxicidad y capacidad conocida para modular
diversas vias celulares, incluyendo la actividad de receptores nucleares como AHR. El
desarrollo de antagonistas especificos de AHR ha emergido como una estrategia de
investigacién que, en combinacién con terapias convencionales, podria ofrecer un

enfoque novedoso en el tratamiento de infecciones virales.

Por este motivo, en una primera instancia, se realizd6 una aproximacion in silico para
identificar compuestos naturales con afinidad por el dominio PAS-B de AHR. Los estudios
de docking y dindmica molecular sugirieron que las vitaminas A y E, asi como el CBD,
podrian unirse al sitio de unién del AHR con energias comparables al antagonista CH-
223191. Esta informacién preliminar sugiere que dichos compuestos podrian modular la
via de AHR de manera selectiva, lo que abriria nuevas posibilidades terapéuticas para su

uso en infecciones virales.

Los resultados in vitro obtenidos con la vitamina A mostraron un efecto antiviral
moderado frente al ZIKV en hRPE. Si bien se observé que la vitamina A modula la
expresion de genes relacionados con la via de AHR, como TDO y CYP1A1, aun se
requieren estudios adicionales para confirmar si esta modulaciéon responde a una

activacion directa del receptor. Una primera aproximacién podria consistir en evaluar la
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translocacion nuclear del AHR mediante microscopia de fluorescencia, lo cual permitiria

determinar si la via de sefalizacion esta siendo activada.

Por otro lado, el CBD, un compuesto natural derivado de la planta Cannabis, fue
seleccionado como candidato antiviral debido a su rol inmunomodulador, ampliamente
estudiado en otros contextos patoldgicos. El interés por el CBD ha aumentado
enormemente, particularmente debido a sus efectos moduladores sobre el sistema
inmune y sus posibles aplicaciones en una variedad de trastornos. Al inicio de este
trabajo doctoral (2020), los reportes sobre la actividad antiviral del CBD eran escasos,
limitdndose principalmente a estudios preliminares sobre el HCV. Sin embargo, en el
contexto de la pandemia por SARS-CoV-2, comenzaron a surgir trabajos que
demostraban su eficacia antiviral contra este virus. Este fendmeno resalta el valor del
CBD como una terapia potencialmente eficaz en la lucha contra infecciones virales
emergentes. En estos estudios, también se propusieron mecanismos de accion muy
diversos, que iban desde efectos directos sobre las particulas virales, hasta acciones
sobre la célula hospedadora, como la modulacién de la respuesta inmune, el bloqueo de
etapas tempranas del ciclo replicativo y la induccidn de estrés en el RE. Estos hallazgos
subrayan la accién pleiotrépica del CBD, que podria intervenir en distintos puntos del

ciclo viral, desde la entrada hasta la liberacidn de nuevas particulas virales.

Una vez que los ensayos confirmaron la actividad antiviral contra ZIKV, se procedié a
estudiar la hipdtesis inicial de este trabajo, que proponia que dicho efecto se debia a su
capacidad para antagonizar a AHR. Con este fin, en una primera instancia, se realizaron
experimentos en células no infectadas y se observd que el CBD promovia la translocacién
nuclear del receptor, lo que indicaria una activacién de la via. Sin embargo, en
condiciones donde la via de AHR era activada por estimulos externos, el tratamiento con
CBD redujo dicha activacion. Estos resultados apuntan a que el CBD tiene una influencia
compleja sobre esta via y que actua como un SAHRM de AHR, con efectos contexto y
concentraciones dependiente. Este tipo de comportamiento, aunque aparentemente
contradictorio, ya ha sido observado con otros bioactivos como el resveratrol y la
quercetina®6172, En estos casos, se ha descrito que pueden activar el receptor de
manera diferencial, mostrando respuestas que dependen del contexto celular, los

estimulos presentes y las concentraciones utilizadas. Por ende, estos comportamientos
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parciales subrayan la necesidad de una evaluacion mds precisa de los efectos dosis-

dependientes y contexto-dependientes de compuestos como el CBD.

Considerando el comportamiento del CBD como SAHRM y su capacidad para regular vias
inmunoldgicas como NF-kB e IFN, resulta interesante explorar estrategias terapéuticas
combinadas. En otros contextos patolégicos, como el cancer, se ha propuesto combinar
moduladores selectivos o agonistas de AHR con antagonistas cldsicos para potenciar
efectos beneficiosos y bloquear respuestas no deseadas?’>'74, La combinaciéon de CBD
con un antagonista como CH-223191 podria permitir una modulacién mas precisa de
AHR, optimizando su perfil antiviral e inmunomodulador. Esta estrategia de combinacion
de moduladores selectivos podria tener un mayor impacto en la prevencién vy
tratamiento de infecciones virales, particularmente en infecciones que requieren una
modulacion fina de la respuesta inmune. De este modo, estos hallazgos sientan las bases
para que futuras investigaciones profundicen en el desarrollo de estrategias combinadas
dirigidas a AHR en el contexto de infecciones virales. Si bien también demostramos que
el CBD modula la expresiéon de genes como IFNB1, se evidencid que este no es su
principal mecanismo de accion antiviral, ya que su efecto se mantuvo en células Vero,

las cuales no producen IFN-I.

Tomando en cuenta estos hallazgos, se desarrollé una nueva linea experimental para
investigar en mayor profundidad su mecanismo de accién. En una primera aproximacion,
se realizd un ensayo exploratorio que permitié observar que el CBD afectaba todas las
etapas del ciclo replicativo del ZIKV. Un estudio previo reportd que el CBD impacta en el
metabolismo y el rol del COL, una molécula esencial en la estructura y dinamica de las
membranas celulares?’. Considerando que las membranas participan activamente en
todos los pasos del ciclo de replicacion del ZIKV, desde la entrada hasta la liberacidn, este
hallazgo resultd particularmente relevante. De forma consecutiva, se evalud el efecto del
CBD sobre otros virus con diferentes caracteristicas gendmicas y estructurales. Los
resultados demostraron que el CBD ejerce una actividad antiviral de amplio espectro, lo
que refuerza la idea de que su blanco principal se relaciona con componentes celulares

comunes a multiples virus, como las membranas.

Con el fin de validar la nueva hipodtesis planteada, se realizé un analisis exhaustivo sobre

impacto del CBD sobre las membranas celulares. En una primera etapa, se evaluo el
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efecto del compuesto en sistemas modelo de membranas artificiales, como MLVs y
GUVs, ampliamente utilizados por su capacidad de aproximarse al comportamiento de
las bicapas lipidicas celulares'**17>, En estos modelos, el CBD indujo cambios en la
organizacion de las membranas, evidenciandose una tendencia al aumento del desorden
lipidico y una modificacién en la distribucion y comportamiento de los dominios de fase.
Dado el caracter preliminar de estos resultados, se continud con estudios en células
vivas, ya que propiedades como el orden lipidico o la difusiéon dependen del contexto
dindmico y complejo de las membranas celulares. Mediante microscopia de
fluorescencia, se observé que el orden de las membranas se encontraba afectando de
manera regidn-especifica: mientras que en la MP se evidencid un incremento en el
desorden, en las MPn se observd un aumento del orden. Estos resultados son
consistentes con lo observado en las GUVs. En particular, en aquellas composiciones
donde el contenido relativo de COL era mayor, el agregado de CBD promovié una mayor
proporcion de fase Ld, lo que refleja un mayor desorden lipidico. Este comportamiento
se corresponde con el observado en la MP, mientras que, en composiciones con menor
proporcion de COL, el tratamiento con CBD mantuvo un perfil mas ordenado, semejante
al de la MPn. El hecho de que el efecto del CBD sea regidn-especifico podria estar
reflejando una redistribucién diferencial del COL, posiblemente asociada a la
reorganizacién de microdominios lipidicos, como las balsas lipidicas, que varian segun la
identidad funcional y la composicidon de cada compartimento celular. En este sentido, los
resultados obtenidos con la CTxB aportan evidencia adicional, ya que su distribucién mas
difusa en células tratadas sugiere alteraciones en la organizacidn membranosa,
compatibles con cambios en la disposicion de estos dominios funcionales. Si bien Ila
presencia de dominios lipidicos en compartimentos como el RE es menos caracterizada
que en la MP, existen reportes que respaldan su existencial’®. Esta reorganizacion podria
explicarse por la capacidad del CBD de incorporarse a las membranas mimetizando el rol
estructural del COL, como se ha propuesto previamente en la literatura. Por otro lado,
se analizaron otras propiedades esenciales de las membranas como la difusién de
moléculas. En la MP se evidencid una leve tendencia al aumento en la difusién del COL,
en concordancia con el mayor desorden lipidico observado en esta region. Sin embargo,
estas alteraciones no fueron estadisticamente significativas, indicando que la difusién de

moléculas no se encuentra completamente comprometida. Esta observacion resulta de
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particular interés, ya que indica que el CBD afecta solo algunas propiedades especificas
de la membrana, manteniendo otras funciones esenciales, lo cual es deseable al
considerar blancos celulares para antivirales. Aun asi, el bajo IS determinado podria
explicarse por el blanco de accién del compuesto. A bajas concentraciones, el CBD ejerce
su efecto antiviral sin comprometer la viabilidad celular; sin embargo, a concentraciones
ligeramente mas elevadas, su impacto sobre una estructura tan esencial y ubicua como
las membranas celulares podria ser responsable de la alta citotoxicidad observada.
Adicionalmente, se observé que tras tratamientos prolongados con CBD, los niveles de
COL intracelular se encontraban disminuidos. Este hallazgo resulta coherente con
estudios previos que vinculan al CBD con alteraciones en el metabolismo del COL, y
refuerza la idea de que parte de su efecto antiviral podria estar relacionado con esta
modulacion lipidica. Finalmente, se evalud si las membranas virales podian verse
afectadas por el tratamiento. Mediante AFM, se analizé la morfologia superficial de
particulas virales de ZIKV purificadas a partir de células infectadas tratadas o no con CBD.
Dado que las particulas virales de ZIKV adquieren su envoltura lipidica de la célula
hospedadora, este analisis permitid evaluar si los efectos observados sobre las
membranas celulares se trasladaban a las particulas virales. Las imagenes de AFM
mostraron diferencias en la topografia de las particulas virales tratadas, lo que indica
efectivamente una alteracién en su membrana. En conjunto, estos resultados permiten
concluir que el CBD impacta de manera directa sobre la organizacién lipidica de las
membranas celulares y virales. Afecta propiedades clave como el orden de fases, pero
mantiene otras como la movilidad lipidica, lo que refleja un efecto modulador mas que
disruptivo. Esta capacidad de alterar selectivamente funciones membranosas podria
estar en la base de su mecanismo de accién antiviral, al interferir en etapas del ciclo viral

altamente dependientes de la integridad y dindmica de las membranas.

Considerando estos efectos, resulta relevante destacar que el AHR actiia como un sensor
intracelular de compuestos lipofilicos y estd estrechamente vinculado al metabolismo de
lipidost’’~17°, Diversos estudios han demostrado que puede ser activado por metabolitos
derivados de acidos grasos poliinsaturados, y que su activacion depende del entorno
lipidico celular®. En este sentido, los cambios inducidos por el CBD en la composicion y

organizacion lipidica podrian modificar la disponibilidad o naturaleza de los ligandos
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endogenos del AHR, modulando asi su actividad funcional. Ademas, se ha reportado que
el AHR participa en la regulacién de la via biosintética del COL de forma independiente
a elementos de respuesta clasicos, lo que sugiere un vinculo directo entre esta via de
sefializacion y el control de niveles intracelulares de COL'8, Por lo tanto, las alteraciones
observadas en este estudio podrian estar reflejando una interaccion mas amplia entre el
impacto del CBD sobre las membranas, la homeostasis del COL y la modulacién de rutas
sensibles al estado lipidico como la del AHR. Esta posible conexidn plantea un nuevo eje
de estudio que podrd ser explorado en estudios futuros para comprender mas

profundamente los mecanismos involucrados.

Dado que el efecto del CBD sobre las membranas celulares implicaba un delicado
equilibrio entre eficacia antiviral y la citotoxicidad, se disefiaron y desarrollaron
nanosistemas con el propdsito de mejorar su administracién. La nanomedicina es un
campo que ofrece soluciones innovadoras para mejorar la biodisponibilidad, estabilidad
y perfil de seguridad de compuestos bioactivos. Las NP permiten encapsular moléculas
hidrofébicas como el CBD, protegerlas de entornos bioldgicos, controlar su liberacién vy,
en algunos casos, dirigir su acumulacién en tejidos especificos, lo que potencialmente
reduce los efectos adversos y mejora su eficacia terapéutica. Para la vehiculizacién del
CBD se seleccionaron dos plataformas con caracteristicas complementarias: NP-PLGA,
un polimero biodegradable y aprobado por entidades regulatorias, y NIO, vesiculas
lipidicas estables y de bajo costo. Ambos sistemas presentan ventajas en términos de
estabilidad, encapsulacién de compuestos lipofilicos y potencial para mejorar la

biodisponibilidad del CBD.

Las NP-PLGA obtenidas mostraron buenas propiedades fisicoquimicas en términos de
tamafio y dispersion, pero presentaron una estabilidad coloidal limitada, especialmente
en ausencia de crioproteccion, y un porcentaje de EE y LC reducido. De manera contraria,
los NIO cargados con CBD presentaron un alto porcentaje de EE y LC, buena estabilidad
coloidal y una actividad antiviral significativamente superior al CBD libre, sin generar
citotoxicidad. El andlisis de la morfologia de los NIO mediante el empleo microscopia de
ultrarresolucién, confirmaron que la incorporacion de CBD genera alteraciones tras su
incorporacion, lo cual refuerza los resultados previos sobre el impacto del compuesto

sobre las membranas lipidicas. Los resultados presentados en esta tesis resultan
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prometedores; no obstante, en investigaciones futuras serd crucial realizar un analisis
mas detallado con el fin de comprender mejor los mecanismos de absorcién y
distribucion de estas en las células diana. Adicionalmente, sera fundamental evaluar el
perfil de liberacién de los compuestos mediante modelos matematicos farmacolégicos,
que permitan describir su comportamiento en el tiempo y el espacio, predecir su
desempeiio en entornos biolégicos dinamicos y optimizar la formulacién para lograr una
liberacidn controlada y eficaz. Asimismo, se debe investigar en profundidad los efectos
inmunomoduladores del CBD vehiculizado, dado que este compuesto podria influir
significativamente en la modulacién de la respuesta inmune, lo cual podria ser relevante
tanto para mejorar la eficacia terapéutica como para prevenir respuestas adversas.
Ademas, extender este enfoque a otros modelos virales serd esencial para evaluar la
aplicabilidad de esta estrategia en diversos contextos infecciosos. Este ultimo aspecto
potenciaria el perfil terapéutico del CBD, consolidando su uso como una estrategia
antiviral versatil y eficaz frente a multiples patégenos. En conjunto, estas investigaciones
contribuiran a una comprension mas profunda de las propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas de los tratamientos basados en NP y CBD, abriendo el camino para su
desarrollo y aplicacidn en la practica clinica como una terapia antiviral innovadora y de

amplio espectro.
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Conclusion

Esta tesis destaca un enfoque multidisciplinario que combina herramientas
computacionales, bioquimicas, biofisicas y de biologia molecular para avanzar en el
desarrollo racional de antivirales y la comprensidon de sus mecanismos de accidn,
reafirmando el valor de los compuestos naturales como agentes terapéuticos frente a
virus emergentes y desatendidos. Se resalta el valor de los estudios in silico como punto
de partida para identificar antivirales y formular hipdtesis mecanisticas. En este sentido,
los estudios in vitro confirmaron que la vitamina A posee actividad antiviral contra el
ZIKV y ejerce un efecto modulador negativo sobre la via de AHR. Por su parte, si bien los
estudios experimentales con CBD también evidenciaron un efecto antiviral contra el
ZIKV, su accidn sobre la via de AHR resulta mas compleja. Estos resultados subrayan la
necesidad de complementar las simulaciones moleculares con ensayos experimentales
gue permitan validar, matizar o refinar las predicciones obtenidas por métodos

computacionales.

Adicionalmente, se demostré que el CBD afecta la organizacion de las membranas
celulares, interfiriendo asi en distintas etapas del ciclo replicativo del ZIKV. Al dirigirse a
estructuras celulares fundamentales como las membranas, su accion no solo resulta
eficaz frente a infecciones virales, sino que también podria tener implicancias
terapéuticas en otras dreas como la oncologia y la neurociencia, donde las alteraciones

en la dinamica de membranas desempefian un papel central.

Desde una perspectiva integradora, los hallazgos de este trabajo pueden enmarcarse
dentro del enfoque “Una Salud”, que reconoce la interdependencia entre la salud
humana, animal y ambiental. El CBD, compuesto de origen natural evaluado en esta
tesis, demostrd actividad antiviral de amplio espectro frente a varios virus relevantes
desde el punto de vista sanitario. Esta caracteristica lo posiciona como un candidato
promisorio no solo para el desarrollo de nuevas terapias antivirales en humanos, sino
también en el dmbito de la salud animal, donde ya se emplea para el tratamiento de
otras afecciones. Ademas, su origen vegetal sugiere un potencial menor impacto
ecoldgico en comparacién con fdrmacos sintéticos, lo que lo convierte en una alternativa
alineada con principios de sostenibilidad. En conjunto, estos resultados aportan

evidencia que respalda la exploracidon de agentes antivirales dentro de un enfoque

159



Conclusién

transversal e integrado, en linea con las estrategias impulsadas por el paradigma de Una

Salud.

En conclusidn, se logrd la construccidon de un resumen integrador que permite unificary
contextualizar los hallazgos experimentales de la tesis doctoral, proporcionando una

visién global y coherente de los mecanismos propuestos (Figura 76).

Estudio in silico Vitamina A
/ ’ Actividad antiviral Via de
. contra ZIKV senalizacion
de AHR
_— ‘ {é} Modulador -
Vitamina A ‘ iV
Cannabidiol
Cannabidiol
Via de Antiviral de amplio espectro Nanoparticulas
sefializacién .

O

Niosomas
Sistema optimizado

de AHR

Modulador
selectivo

Mecanismo de accion antiviral: impacto sobre las membranas

ZIKV MP: menor orden

::j MPn: mayor orden
CBD £ , .
) Particulas virales
£ @ as’ £
£ £ 8 defectuosas

Figura 76. Representacién esquematica del abordaje multidisciplinario y de los principales hallazgos
obtenidos. Los estudios in silico permitieron identificar a la vitamina A y al CBD como moduladores de la
via de sefializacion de AHR, con actividades antivirales diferenciales frente al ZIKV. El CBD, ademds de
actuar como antiviral de amplio espectro, fue formulado en nanosistemas optimizados (NIO). A nivel
celular, el mecanismo de accién antiviral del CBD involucra la alteracién de la organizacion lipidica de las
membranas, lo que impacta en el ensamblaje de particulas virales defectuosas.
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