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RESUMEN

Los interferones (IFNs) constituyen una familia de glicoproteinas especie-
especifica que cumplen un rol muy importante en la primera barrera de defensa del
organismo contra las infecciones virales. Estas proteinas son producidas por cada
individuo para actuar en forma local y tienen actividad antiviral, antiproliferativa,
antitumoral e inmunomoduladora. Son ampliamente utilizados como biofarmacos para
el tratamiento de diversas patologias, administrandolos de forma exdgena. Es por esto
que su potencia debe ser correctamente valorada. Habitualmente, la actividad
biologica de dichas moléculas se cuantifica mediante un bioensayo, basado en la
capacidad de los IFNs para inducir un estado antiviral en las células target, frente a la
infeccidn viral con el virus de la estomatitis vesicular (VSV). Sin embargo, este tipo de
ensayos presentan grandes variaciones intra- e inter-ensayos y requieren del empleo y
manipulacién de virus.

En el presente trabajo de tesis se generd un ensayo de gen reportero (EGR)
basado en lineas celulares reporteras Mx2/EGFP para determinar la actividad de los
hIFNs-I. Cuatro lineas celulares provenientes de diferentes linajes celulares (WISH,
A549, Hela y HEp-2) fueron transfectadas en forma estable con el plasmido
pMx2/EGFP. Este vector contiene el gen de la proteina reportera de fluorescencia
verde (GFP) bajo el control del promotor Mx2, inducible especificamente por IFNs-I.
De esta forma, cuando el IFN se une a sus receptores en la superficie celular, se
desencadena una cascada de sefalizacion/activacion que concluye con la activacion
del promotor Mx2 en el nucleo. Como resultado, se expresa la EGFP que es
cuantificada mediante citometria de flujo. De esta forma, el porcentaje de células
verdes positivas se correlaciona directamente con la cantidad de IFN presente en la
muestra.

Este ensayo presenta la ventaja de emplear lineas celulares frecuentemente
utilizadas para determinar la potencia de los hIFNs, tal es el caso de la linea WISH,
simultaneamente con el uso de un gen reportero muy sensible, el EGFP. Ademas,
cuenta con numerosas ventajas comparado con el ensayo de actividad antiviral y otros
ensayos de genes reporteros, ya que es capaz de determinar la potencia de hIFN-a y
hIFN-B usando una unica linea celular, obteniendo la maxima expresion de EGFP a las
24 h. Debido a la especificidad del promotor Mx2, sélo se observa expresion de la
proteina reportera sobre aquellas células tratadas con hlFNs-I. Es un ensayo sensible
y representa una alternativa segura al ser comparado con los ensayos antivirales
convencionales. Presenta coeficientes de variacion (CV) intra- e inter-ensayos

inferiores al 20%, demostrando su buena reproducibilidad. En conclusion, se ha
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logrado desarrollar un ensayo reportero alternativo para el analisis de los hlFNs-I,
cuya performance lo convierte en un candidato adecuado para reemplazar o

complementar los bioensayos habituales.

Si bien los hIFNs-I son ampliamente utilizados como biofarmacos, éstos son
rapidamente depurados del organismo, lo que implica el uso de elevadas y reiteradas
dosis. Asimismo, se han registrado efectos secundarios adversos en algunos
tratamientos, que en muchos casos conducen a la interrupcion de los mismos. Por otra
parte, se ha indicado la existencia de patologias en las cuales se observa una

liberacion excesiva de IFN endogeno, generando efectos nocivos para el organismo.

Como consecuencia, el IFN se presenta como una molécula central cuyo accionar
debe regularse para evitar los inconvenientes clinicos mencionados. En este sentido,
es indispensable incrementar su eficacia terapéutica en aquel grupo de patologias que
requieran de su administracién exégena y, por otro lado, bloquear sus efectos nocivos
en aquel conjunto de enfermedades en las que la produccién de IFN endégeno
constituye parte de la etiologia o curso de las mismas. En consecuencia, se ha
propuesto la identificacién y caracterizacion de nuevas moléculas, que actien en

forma sinérgica o antagonica con la actividad de los IFNs-I.

El monitoreo del efecto de diferentes compuestos sobre la actividad biologica de
los IFNs requiere de métodos versatiles, sencillos, robustos y que contribuyan con una
elevada velocidad de procesamiento. Por lo tanto, contar con un ensayo bioldgico
basado en una linea celular que responda a hiIFNs-I y que exhiba tales caracteristicas

es trascendental para el cumplimiento del objetivo propuesto.

Con ese fin, en una segunda etapa de este trabajo de tesis, se emplearon las
lineas celulares reporteras para monitorear 552 compuestos provenientes de
bibliotecas de compuestos naturales y sintéticos, en presencia de rhIFN-a2a o
rhIFN-B1a mediante el ensayo de gen reportero desarrollado. Utilizando este sistema
pudieron identificarse 20 compuestos sintéticos inhibidores de la actividad de los
hIFNs-I y 5 compuestos naturales, 4 de ellos inhibidores y 1 potenciador de los
hIFNs-I. Todos ellos fueron estudiados con el fin de validar el nuevo ensayo.

En conclusion, en este trabajo de tesis se logré desarrollar 4 lineas celulares
reporteras capaces de cuantificar la actividad de los hIFNs-I, que fueron
posteriormente utilizadas como herramientas biolégicas para monitorear bibliotecas de
compuestos sintéticos y naturales como posibles moduladores de la actividad de los
hIFN-I.
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SUMMARY

Interferons (IFNs) are a species-specific glycoprotein family which plays a very
important role against viral infection in the organism first line of defense. These
proteins are produced by each individual to act in local mode and they have antiviral,
antiproliferative, antitumoral and immunomodulatory activities. They are widely used as
biopharmaceuticals for some pathology treatments. Because of that, their potency must
be correctly quantified. Commonly, their biological activity is quantified by bioassays,
based on the capacity of IFNs to induce an antiviral state in the target cells when they
are infected with VSV virus. However, these assays have high intra and inter assay
variations and they involve virus manipulation.

In this work, a new reporter gene assay (RGA) was developed using Mx2/EGFP
reporter cell lines to determine the hIFNs-I potency. Four reporter cell lines from
different cellular linage: WISH, A549, HelLa, and HEp-2 were stably transfected with
pMx2/EGFP plasmid. This vector has the reporter green fluorescence protein gene
under the Mx2 promoter, which is specifically inducible by type | IFNs. When type |
IFNs bind to their receptors in the cellular surface, an activation/phosphorylation
pathway starts and it concludes in the nucleus with Mx2 promoter activation. As a
result, the expressed EGFP is quantified by flow cytometry. The positive green cells
percentage is directly correlated with the IFN quantity in the sample.

This assay has the advantage of using cell lines commonly employed to
determine the hIFNs potency, such as the WISH cell line, in combination with the use
of an extremely sensitive reporter gene: EGFP.

Furthermore, RGA has many of advantages when compared with the antiviral
activity assay and other reporter gene assays: it is possible to determine both hIFN-a
and hIFN- potency by using only one cell line, with the maximum EGFP expression at
24 h after IFN incubation. Because of the Mx2 promoter specificity, it is possible to
register EGFP expression in cells treated with hIFN-s. It is a sensitive assay and it
represents a safe alternative when compared with conventional antiviral assays. RGA
has intra and inter CVs lower than 20% demonstrating, consequently, its
reproducibility. In conclusion, an alternative assay to analyze hlFNs-I potency has been
developed and this performance makes it an appropriate candidate to replace or to
complement the assays habitually employed with this purpose.

On the other hand, hIFNs-I are widely used as biopharmaceuticals even though
they are quickly depurated from the organism, and as a consequence, it is necessary
to use high and repeated doses. Also, certain side effects have been registered in

some treatments, and in such cases it is necessary to conclude them. Otherwise, in
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some pathologies it is possible to detect an excessive endogenous IFN release, with
registered adverse effects.

As a consequence, IFN is presented as a central molecule whose activity must
be regulated to avoid the clinical mentioned drawbacks. In this way, it is essential to
increase its therapeutic efficacy in those pathologies where exogenous IFN
administration is necessary and, on the other hand, to block its harmful effect on those
illnesses where the endogenous IFN production constitutes a part of etiology. As a
consequence, it has been proposed the identification and characterization of new
molecules that act synergistically or antagonistically as regards IFNs-I activity.

The screening of the different compound effect on IFNs biological activity
require versatile, easy, robust methods with high speed processing. Therefore, it is
fundamental to have a biological assay based on cell lines that respond to hIFNs-I and
that show those characteristics in order to reach the proposed objective.

In the second stage of this thesis, reporter cell lines were employed to screen
552 compounds from natural and synthetic libraries. They were analyzed in presence
of rhIFN-a2a and rhIFN-B1a using the reporter gene assay previously developed. This
system allowed the identification of 20 synthetic compounds that inhibit the hIFNs-I
activity and 5 natural compounds, 4 of them are inhibitors and 1 of them is an enhancer
of hIFNs-I activity. All of them were analyzed with the purpose of validating our new
reporter gene assay.

In conclusion, in this work 4 reporter cell lines, capable of quantifying the IFNs-I
activity were achieved. They were used as biological tools to screen natural and

synthetic libraries compounds, possible modulators of hIFN-I activity.
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1. Las citoquinas como agentes terapéuticos

Las citoquinas son proteinas sefalizadoras extracelulares de baja masa
molecular, esenciales para la comunicacion entre células. Son producidas en forma
transitoria por la mayoria de los tipos celulares y actuan mediante su unién a un
receptor especifico, presente en la membrana plasmatica celular, induciendo
diferentes caminos de transduccion de sefiales que conducen a la activacion de los
mecanismos efectores dentro de las células respondedoras. La sefalizacion mediante
citoquinas juega un rol importante tanto en condiciones fisiolégicas normales como en
presencia de numerosas patologias. La mayoria de las citoquinas posee actividad
pleiotropica y son esenciales en el desarrollo prenatal y la maduracién postnatal, las
respuestas inflamatorias e inmunes y el mantenimiento y reparacién de los tejidos
(Rachmawati y col., 2004).

En condiciones fisiolégicas, las citoquinas no estan presentes en el organismo en
cantidades significativas; sin embargo, son facilmente inducidas y rapidamente
degradadas durante las respuestas inflamatorias e inmunes. Numerosas citoquinas
pueden participar en un mismo proceso. Una Unica citoquina puede poseer multiples
funciones y varias citoquinas pueden compartir una misma funcién. La exposicién
concurrente de las células a mas de una citoquina puede llevar a efectos bioldgicos
aditivos, sinérgicos o antagonistas (Xing y Wang, 2000). Se conoce una gran cantidad
de citoquinas y factores de crecimiento, los cuales se agrupan segun sus similitudes
estructurales e incluyen los interferones (IFN-a, IFN-B, IFN-y, entre otros), las
interleuquinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, entre otras), los factores estimulantes
de colonias (factor estimulante de colonias de granulocitos, G-CSF; factor estimulante
de colonias de granulocitos y macrofagos, GM-CSF), los factores de necrosis tumoral
(TNF-a, TNF-B) y los factores de crecimiento transformante (TGF-a, TGF-B). La
capacidad de las citoquinas para regular un amplio numero de funciones celulares ha
estimulado la investigacion acerca de su potencial como agentes terapéuticos. Dado
que las mismas participan en multiples procesos fisiolégicos, no es sorprendente que
se encuentren involucradas en la patogénesis de muchas enfermedades. Numerosas
patologias han sido atribuidas a la ausencia o sobreexpresién de una determinada
citoquina o su receptor, lo que ha abierto la posibilidad de un tratamiento terapéutico
mas racional de las mismas (Mire-Sluis,1999). En consecuencia, en las ultimas

décadas se han identificado y clonado mas de 150 citoquinas y factores de
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crecimiento, muchos de los cuales aun no han sido completamente caracterizados. La
tecnologia de ADN recombinante ha permitido el clonado y la produccién masiva de
citoquinas que se utilizan para diferentes aplicaciones clinicas.

Entre las aplicaciones clinicas mas comunes de las citoquinas y de los factores de
crecimiento se encuentran el tratamiento de cancer (para lo cual se emplean
citoquinas capaces de controlar la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de
células progenitoras, como por ejemplo IL-1, IL-2, IL-12, TNF-a, IFNs, GM-CSF); el
tratamiento de enfermedades autoinmunes (para esclerosis multiple se emplea IFN-[3,
para psoriasis se esta estudiando la utilizacion de IL-10); el tratamiento de
enfermedades virales (en el caso de hepatitis C se emplea IFN-a) y el tratamiento de
condiciones inflamatorias (muchos estudios clinicos apuntan al uso de IFN-y para

enfermedades fibréticas, e IL-4 e IL-12, para el asma).

2. Interferones

Los interferones fueron las primeras citoquinas descriptas en términos de su
actividad biolégica. Estas moléculas fueron descubiertas por Isaac y Linderman en
1957. La designacion de su nombre se basé en la capacidad que presentan dichas
citoquinas para inducir un estado antiviral en diferentes células del organismo contra
un amplio espectro de virus de mamiferos. Fueron denominados interferones
precisamente por su capacidad de interferir con el proceso de replicacion e infeccion
viral de numerosos virus.

Estas moléculas fueron también muy importantes desde el punto de vista de la
investigacion biomédica, dado que fueron las primeras citoquinas purificadas a
homogeneidad, clonadas, sus secuencias fueron completamente determinadas y
producidas en forma recombinante (Billiau, 2006).

Desde entonces, el campo de estudio de los IFNs comenzé a cobrar importancia,
hasta llegar a dilucidar los mecanismos moleculares por los cuales son inducidos,
producidos y el modo en que los mismos actuan sobre diferentes células del sistema
inmune (Samuel, 2001).

Con el transcurso de los afos, se describid al sistema IFN como un componente
clave del sistema inmune innato. En la Tabla | se resumen algunos de los trabajos de
investigacion llevados a cabo para el estudio de los IFNs, desde su descubrimiento,
caracterizacion, estudio de su produccion y accion, estudio de los efectos adversos
que los mismos presentan en diversos tratamientos y mecanismos de sefializacion,

entre otros.
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Tabla I: Avances y Descubrimientos del sistema IFN a lo largo del tiempo (reproducido

de Vilcek J., 2006).

m Logros y Demostracién® Referencias®

1957

1962

1964
1965
1967
1969

1972-1976

1974-1976

1975

1975-1977
1979

1980

1982

1985

1988

1990

1990- 1996

1992- 1994

1995-1998

1999
2001

2004-2005

Descripcion de los IFNs como proteinas inhibidoras virales desde células
embrionarias de pollo expuestas al virus de la gripe inactivado

IFNs inhiben el crecimiento de células cultivadas
IFNs inhiben el crecimiento intracelular de bacterias

Los IFNs son inducidos por bacterias y endotoxinas en animales
Descripcién del IFN-y (IFN tipo Il)

RNA doble cadenainduce IFN

IFNs inhiben el crecimiento tumoral en animales

Se reconoce la accion inmunomoduladora de los IFNs

Se describe la actividad antiviral mediada por proteinas inducidas por IFN

Identificacion de distintos subtipos de proteinas IFN tipo | (IFN-a e IFN-B)
Descripcion de niveles elevados de IFN en pacientes con lupus eritematoso

Reconocimiento de efectos adversos de los IFNs en animales
Aislamiento y secuenciacion del cDNA del IFN-B humano

Aislamiento, secuenciacion y expresion del cDNA del IFN-a humano
Purificacion y secuenciacion parcial de las proteinas humanas IFN-a e IFN-3

Aislamiento y secuenciacion del cDNA del IFN-y humano
Se describié una concentracion elevada de IFN en pacientes infectados con HIV, la
cual se correlaciond con la severidad de la enfermedad

Identificacion de elementos de reconocimiento ISRE en la region upstream de genes
inducidos por IFN

Descubrimiento de la familia de factores de transcripcion IRF

Identificacion del complejo proteico ISGF3, mediador de la activacion de genes
inducibles por IFN.

Identificacién y caracterizacién de los componentes del receptor de los IFNs-I

Identificacién de la via de sefializacién JAK-STAT como la mejor via de expresiéon de
genesinducidos por IFN

Descubrimiento del rol fundamental de IRF-3 e IRF-7 en la induccion de los IFNs tipo |

Células dendriticas plasmocitoides como productores robustos de IFN tipo |
Toll-like receptor 3 mostré reconocimiento de ARN doble hebra

Helicasa citosélica RIG-I y MDAS5 pueden activarla produccién de IFN en respuesta a
virus ARN y ARN doble cadena

Isaacsy Lindermann, 1957

Pauckery col., 1962
Sueltenfussy Pollard, 1962

Ho, 1964; Stinebring y Youngner, 1964
Wheelock, 1965

Fieldy col., 1967

Gressery col., 1969

Lindahlycol., 1976,1972

Kerry col., 1974;Lebleuy col.,1976

Havellycol., 1975
Skurkovichy Eremkina, 1975

Gressery col., 1975;Riviere y col., 1977
Taniguchiycol., 1979

Nagataycol.,1980
Knighty col., 1980;Zoon y col., 1980

Grayy Goeddel, 1982
DeStefanoycol., 1982

Friedmany Stark, 1985
Miyamotoy col., 1988
Fuy col., 1990

Novicky col., 1994; Domansid y Colamonici,
1996

Velazquezycol., 1992; Damelly col. 1994

Juangycol., 1998; Mariey col., 1998;Sato y
col.,1998

Siegal y col., 1999
Alexopoulouy col.,2001

Yoneyamay col.,2004

3A menos que se indique lo contrario, los hitos hacen referencia a loslogros en el campo de investigacion de los IFNs tipo |
°No todas las referencias pertenecientes a los descubrimientos y demostraciones fueron incluidos

Actualmente, los IFNs son conocidos como una familia de citoquinas glicosiladas,

especie-especificas, que constituyen moléculas claves del sistema inmune innato y

adquirido con diversas funciones bioldgicas, las cuales incluyen actividad antiviral,

antiproliferativa e inmunomoduladora. Estas moléculas presentan actividad autdcrina y

paracrina, pero no son moléculas efectoras. Es decir, estas citoquinas no ejercen su

efecto directamente sobre las células blanco, sino que lo hacen indirectamente a

través de la activacién de una red de respuestas, que concluyen con la ejecucién de la

actividad proporcionada por los IFNs sobre la misma célula y células vecinas.
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3. Clasificacion y nomenclatura de los interferones

Originalmente, los IFNs fueron clasificados de acuerdo con el tipo celular que les
daba origen. De esta forma, eran denominados IFN leucocitario, fibroblastico e
inmune. Actualmente, ha podido esclarecerse que las diferentes formas moleculares
del IFN no son producidas por un unico tipo celular y es por eso que han sido
nominados de manera diferente, empleando el alfabeto griego. En esta nueva
nomenclatura son designados IFN-a (leucocitario), IFN-B (fibroblastico) e IFN-y
(inmune). Ademas se incluyen IFN-w, IFN-t e IFN-6 (Sen y Lengyel, 1992).

También se los puede clasificar en tres grandes categorias: IFNs-I, IFNs tipo Il e
IFNs tipo Ill. Los de tipo | incluye a los IFNs-a, B, w, Ty 6. Esta categoria esta
fundamentalmente representada por los IFNs-o e IFN-B, producidos por casi la
totalidad de las lineas celulares como respuesta directa frente a una infeccion viral. La
produccién de IFN es predominantemente mediada por factores complejos de
transcripcién y por factores reguladores de interferén (IRFs). Derivan de un mismo gen
ancestral y poseen suficiente homologia estructural como para actuar a través de su
unién a un mismo receptor celular. Son proteinas estables a pH acido (pH=2). El IFN-a
esta constituido por una familia de 14 proteinas diferentes pero estructuralmente
relacionadas, mientras que el IFN-B se encuentra representado por una Unica especie
molecular. El IFN-w presenta un 60% de homologia con la familia de genes de los
IFNs-a. Sin embargo, si bien ambos tipos de IFN son producidos por linfocitos
activados por virus y poseen similar actividad antiviral sobre lineas celulares humanas,
el IFN-w es antigénicamente diferente y difiere en su interaccion con el receptor de
tipo | (Horton y col., 1999). El IFN-T (trofoblastico) no es inducido por virus y ha sido
identificado so6lo en rumiantes, si bien es activo sobre células humanas. Se produce en
forma constitutiva en embriones de rumiantes y provee una funcion importante para el
establecimiento de la prefez (Martal y col., 1998). El IFN-6 es el mas pequefio de
todos los IFNs y se ha encontrado sélo en trofoblastos de cerdo. Posee una alta
actividad antiviral sobre células porcinas pero no sobre células humanas
(Lefevre y col., 1998).

En la Tabla Il se resumen las caracteristicas principales de los IFNs humanos de
tipo I.

El unico IFN de tipo Il que se conoce es el IFN-y, el cual no es inducido
directamente por una infeccién viral, sino sintetizado por linfocitos T activados y

células NK (natural killer) en respuesta al reconocimiento de células infectadas. A
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diferencia de los anteriores, el IFN-y es labil en condiciones acidas y actua a través de
un receptor diferente (Pestka y col., 1983; De Maeyer y De Maeyer-Guignard, 1994;
Goodbourn y col., 2000; Bekisz y col., 2004).

Finalmente, los ultimos en ser descubiertos fueron los IFNs tipo Ill, IFNs
antivirales, que comprenden tres subtipos A (Pulverer y col., 2010). Actian a través de
otro complejo receptor, compuesto por la subunidad IL-10RB y la subunidad de
IL-28Ra (Kotenko y col., 2003; Sheppard y col., 2003).

Tabla lI: Caracteristicas de los interferones a, 8 y w. (Adaptado de Bekisz y col., 2004)

N° de genes 14 1 1

N° de proteinas > 22 1 1
Glicosilaciéon > 3 especies Si Si
MM aparente 17.500-27.000 20.000 25.000
Uniones S-S 2 1 2

N° de aminoacidos 165-1.669 166 172
Cromosoma que
codifica para IFN 9 9 9

Cromosoma que
codifica para el
receptor de IFN-I
(IFNAR) 21 21 21
Fibroblastos,
Monocitos y macrofagos y células
Origen linfoctos B epiteliales Leucocitos

Si bien asi como los IFNs-I, tienen actividad antiviral, los mismos actuan a través
de distintos receptores y activan células diferentes. Ademas, actuan
fundamentalmente sobre algunos 6rganos particulares: estomago, intestino y pulmén
(Sommereyns y col., 2008). Estos autores concluyeron que los IFNs A pueden

contribuir en la prevencién de la invasién viral a través de la piel y las mucosas.
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4. Induccidn, produccion y mecanismo de accion de los IFNs-I.

Como puede visualizarse en la Fig. 1, los IFNs presentan una etapa de
induccién/produccion y otra de accién.

Existen numerosos factores como dsRNA, virus, otros microorganismos,
citoquinas y factores de crecimiento capaces de inducir la produccion de los IFNs a
nivel celular (Brekisz y col., 2004). De esta manera, los interferones producidos se
unen a su complejo receptor de tipo I, presente en la superficie celular,
desencadenando una cascada se sefializacion basada en la fosforilacion de ciertas
moléculas, que permite la activacidbn de numerosos genes estimulados por IFN
(ISGs-Interferon stimulated genes). Como resultado, se inician numerosas respuestas
biologicas propias de los IFNs-I, mediadas por proteinas producidas como

consecuencia de la activacion de genes de respuesta a IFN.

Produccion Accion

Ind uedon

—_—

Hiruz
d=RNL

Citoquinas
Otros .
Wi orgunismas - = i LBntivinl
Antiprolifentiva

Actividad inmunomoduladon

Fig.1: Produccion y accion de los IFNs a nivel celular

Los IFNs-I son producidos por el organismo frente a infecciones virales o en
presencia de otros microorganismos que inducen su produccion. Una vez
producidos, los mismos actuan en forma enddcrina o paracrina sobre células vecinas
para generar un estado antiviral, antiproliferativo e inmunomodulador, mediante la
union especifica a su receptor en la superficie celular y posterior cascada de
activacion/fosforilacion que concluye con la activacion de genes de respuesta a IFN
(Adaptado de Bekitsz y col., 2004).

5. Receptores de interferon

Los IFNs no son moléculas efectoras, ya que para poder ejercer su accion deben
unirse a su receptor especifico, presente en la superficie celular.

A pesar de que los IFNs-I inducen multiples efectos celulares, los mismos actuan
a través de la union a un mismo complejo receptor IFNAR (complejo receptor de los

IFNs-1), presente en la superficie celular de todas las células de vertebrados en un



INTRODUCCION [EZRNN

bajo niumero (100-5.000 moléculas/célula) (Bekisz y col., 2004). Si bien los receptores
se encuentran en baja cantidad en cada célula, tienen alta afinidad por los IFNs. Es
por esto que, aun cuando el IFN se encuentra en muy bajas concentraciones, es
capaz de producir la activacion del receptor.

El receptor celular estda compuesto por 2 subunidades transmembrana: IFNAR1,
que es una proteina altamente glicosilada, con una masa molecular aparente de
135 kDa y IFNAR2, también glicosilada, que se encuentra presente como una variante
larga (115 kDa) y otra corta (65 kDa) como resultado de un splicing alternativo del
ARNmMm. Sdlo la asociacion de la subunidad IFNAR1 y la variante larga IFNAR2 puede
iniciar el camino de transduccién de senales (Lu y col., 1998; Roisman y col., 2001;
Kunzi y Pitha, 2003). Cuando el IFN se une a estas proteinas de transmembrana,

ambas subunidades se asocian, constituyendo el receptor funcional (Fig.2).

IFMs tipo |

IFNART IFNARZC Cormplejo receptor
de IFN

Fig. 2:  Activacion del complejo receptor de IFNs-I
Los IFNs-I tienen afinidad por un mismo complejo receptor presente en la superficie
celular, compuesto por dos subunidades funcionales: IFNAR1 e IFNAR2c. Cuando el
IFN se une, ambas subunidades de asocian formando el complejo receptor activo y
desencadenando una cascada de sefalizacion mediada por fosforilaciones, para
que el IFN active sus mecanismos de accién/proteccion (Adaptado de Russell-Harde
y col., 1999).

6. Transduccion de la seial

La union del IFN a su receptor desencadena la rapida activacion de las quinasas
Tyk2 (Tyrosine kinase-2) y Jak1 (Janus kinase-1), las cuales se encuentran asociadas
fisicamente a los dominios intracelulares de las subunidades IFNAR1 e IFNAR2,

respectivamente. De esta forma, comienza una cascada de fosforilacién/activacion.
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Estas enzimas sufren una fosforilacion reciproca y, sucesivamente, fosforilan los
residuos de tirosina de los dominios citoplasmaticos del receptor, asi como también un
residuo de tirosina del extremo C-terminal de las proteinas STAT (signal transducers
and activators of transcription). Una vez fosforilado, el heterotrimero STAT (constituido
por las proteinas STAT-1a, STAT-18 y STAT-2 de 91, 84 y 113 kDa, respectivamente)
se une a la proteina de union a ADN denominada p48 (de 48 kDa, también
denominada IRF-9), formando un complejo de transcripcion Illamado ISGF3
(IFN-stimulated gene factor-3).

Luego de su formacion, el complejo ISGF3 transloca al nucleo, donde se une a
una secuencia de ADN denominada ISRE (/FN-stimulated response element) que se
encuentra presente en las regiones promotoras de los genes estimulados por IFN, e
inicia su transcripcion a RNAm para sintetizar las proteinas mediante las cuales los
IFN ejercen su accion bioldgica (Fig. 3) (Runkel y col., 1998a; Kunzi y Pitha, 2003;
Bekisz y col., 2004; Billiau, 2006).

7. Acciones biolégicas de los interferones de tipo |

Los IFNs presentan numerosas e importantes actividades biolégicas: actividad
antiviral, antiproliferativa, inmunomoduladora y antitumoral. Es por ello que tienen un
rol fundamental en la primera barrera de defensa del sistema inmune en el organismo

humano.

7.1. Actividad antiviral

La replicacién de una gran variedad de diferentes virus a RNA y DNA de animales
es inhibida por los IFNs, tanto en cultivos celulares como en animales
(Pestka y col., 1987; Samuel y col., 1991; Stark y col., 1998).

Los IFNs tienen dos funciones diferentes para limitar la replicacion viral
dependiendo del estado de infeccion/no infeccion celular. En el caso de las células
infectadas, los IFNs promueven la apoptosis, mientras que en las células no infectadas

promueven un estado antiviral (Tanaka y col., 1998).

El sistema IFN puede afectar diferentes pasos de la replicacion viral, incluyendo la
penetracion, la pérdida de la envoltura, la transcripcion, la traduccion, la maduracion y
la liberacion de los viriones. Distintos caminos bioquimicos inducidos por IFN pueden
ser responsables de la inhibicibn de la replicacion de diferentes virus
(Seny Lengyel, 1982).
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Fig. 3: Mecanismos de transduccién de sefiales de los IFN-a/ humanos.
Los IFNs-I se unen a su receptor especifico en la superficie celular generando la
fosforilacion de las proteinas involucradas en la cascada de sefalizacion/activacion
del IFN, que concluye con la activacion de numerosos genes de respuesta a IFN en
el nucleo y, como resultado, la produccion de numerosas proteinas que van a
efectuar las actividades bioldgicas de los IFNs-I (Adaptado de Feld y col., 2005).

Ademas, han podido identificarse numerosas proteinas que juegan un rol
importante en la inhibicion de la replicacion viral (Fig.4), y se ha dilucidado su
mecanismo de accién. Un ejemplo es la proteina 2-5 A sintetasa, que es inducida por
IFN y dependiente de dsARN. Esta cataliza la formacién de un oligonucleétido inusual
necesario para la activacién de una endonucleasa latente RNAsa L, que degrada
mRNAs virales necesarios para la replicacion de pequefios virus RNA (Lengyel, 1982;
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Samuel, 1987; Staheli, 1990; Zhou y col., 1993). Otra de las proteinas inducidas por
IFN tipo | es una proteina kinasa dependiente de dsRNA, la PKR (protein kinase), la
cual fosforila e inactiva el factor de iniciacion de la trasncripcion (elF2) involucrado en
la traduccion poliribosomal de mRNAs virales.

En otro grupo de virus, incluyendo virus influenza, la replicacion viral se encuentra
inhibida por proteinas inducidas por IFNs como las proteinas Mx (Staeheli, 1990;
Ronni y col., 1993). Las proteinas Mx constituyen una familia de GTPasas inducibles
por IFN que, a diferencia de los mecanismos anteriores, poseen actividad antiviral
sobre virus especificos. Asi, la proteina Mx murina provoca un estado antiviral dirigido
especificamente contra la replicacion del virus influenza (De Maeyer y De
Maeyer Guignard, 1994; Goodbourn y col., 2000; Kunzi y Pitha, 2003). Estudios
recientes demostraron que ratones simultaneamente deficientes en RNAasa L, PKR y
Mx conservan su sensibilidad a la accioén antiviral del IFN. Esto indicaria la existencia

de ISGs adicionales con efectos antivirales (de Veer y col., 2001).

ACCION ANTIVIRAL DE LOS INTERFERONES

Respuesta de
Respuesta por célula multiples células
( IFN IF&\I IiN IFWN \ ( IT
Proteina kinasa (PKR) Oligoadenilato Adenosina Otras proteinas Principales antigenos
inactiva sintetasa (OAS) deaminasa (ADAR1) v de histocompatibilidad
inactivo (multiples formas: nuclear \l]
y citoplasmatica) Proteina GTPasa Mx
€--dsRNA _ - > (maltiple forma: nuclear y Interaccion entre el
<€ — — ssRNA citoplasmatica) MHC Ag y el Ag viral
(superficie celular)
dsRNA - -> dsRNA
Proteina kinasa Oligoadenilato A | GTP - >GDP
activa sintetasa activo ‘L
(asociada a ribosoma) (multiple forma: nuclear
y citoplasmatica) EDICION DEL RNA Oxido nitrico sintasa NOS2 *RESPUESTA CELULAS T
CITOTOXICA VIRUS
-=> ESPECIFICA
elF-2a <€ —~— elF-2a P ATP - => 25 -oligo acido arginina = =>citrulina * LISIS DE CELULAS
& AMP € = —adenilico (2,5 A) +NO INFECTADAS
Pl
Fosfatzia (soluble) Fosfodiesterasa
INHIBICION DE LA RNasa L— => Rnasal
TRADUCCION DEL inactiva ¢ activa
mRNA

DEGRADACION DEL RNA

Fig. 4: Actividad antiviral de los IFNs: mecanismos de respuesta frente a la infeccion
viral sobre células individuales y sobre multiples células.
Mecanismos de produccion/accion de las proteinas inducibles por IFN. Adaptado de
Samuel, 2001.
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Ademas, los IFNs-I no sélo interfieren con la replicacion viral sino que también lo
hacen con la duraciéon y magnitud de la respuesta antiviral. Recientes hallazgos han
demostrado que los IFNs-I regulan, adicionalmente, la expresién de diferentes
receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que son proteinas presentes en las
células del sistema inmunitario que identifican moléculas asociadas con patégenos
microbianos o estrés celular y proteinas inhibidoras de la sefializacion de citoquinas

(SOCs) para mantener la homeostasis celular (Bonjardim y col., 2009).

7.1.1. Proteina Mx

Las proteinas Mx pertenecen a una gran familia de GTPasas. Estas proteinas no
estan presentes constitutivamente en las células normales. Sin embargo, su induccién
se produce por los IFNs- a/B (Haller y Kochs, 2002). Todas las GTPasas presentan
similitudes, tales como elevada masa molecular, capacidad para autoensamblarse,
presentan relativamente baja afinidad por GTP y una alta tasa intrinseca de hidrélisis
de GTP. La propiedad caracteristica de las GTPasas Mx es su actividad antiviral frente
a un amplio rango de virus RNA. En general, las GTPasas Mx detectan la infeccion
viral censando estructuras como las nucleocapsides virales (Haller y col., 2002),
bloqueando la actividad antiviral o afectando la traslocacion viral entre los
compartimientos subcelulares.

Las proteinas Mx constituyen un componente clave del estado antiviral inducido
por IFNs-I (a/B) en varias especies (Haller y col., 1998) y tienen motivos conservados
en diferentes especies; sin embargo, las mismas no son inducidas por IFN y (Simon y
col., 1991; Arnheiter y col., 1996).

El espectro de actividad antiviral proporcionada por las proteinas Mx y los
mecanismos moleculares por los cuales actuan para inhibir la replicacion viral son
dependientes de la especificidad de la proteina Mx y su sitio de localizacion subcelular,
entre otras condiciones.

En humanos, las proteinas MxA y MxB estan codificadas en el cromosoma 21. De
las dos, solo la proteina MxA presenta actividad antiviral. En ratones, se han
encontrado las GTPasas Mx1 y Mx2, ambas con actividad antiviral.

Los genes de las proteinas Mx se encuentran en el nucleo celular y estan
silenciados a menos que ocurra una infeccién viral. En ese caso, la infeccién viral
inducira una respuesta del sistema inmune, que se traducira en la activacion de los
promotores Mx por parte de los IFNs-I. Finalmente, se generaran las GTPasas que

desencadenaran sus efectos antivirales para combatir la infeccion viral.



INTRODUCCION

La region promotora de estas proteinas contiene dos secuencias de elementos de
respuesta a los IFNs (ISRE-Interferon-stimulated response elements), ISRE1 e ISRE2.
La secuencia ISRE2 se encuentra en una zona proximal y es conservada en varias
especies: humana, de pollo y murina. Esta secuencia es critica en la activacion de

dicho promotor por parte de los IFNs (Asano y col., 2003).

7.2. Accion inmunomoduladora

Todos los IFN tienen actividad inmunomoduladora, siendo mas elevada en el caso
del IFNy.

Los IFNs inducen en la superficie de la célula tumoral, la expresion de antigenos
asociados al tumor, incluidos en el sistema mayor de histocompatibilidad (HLA) de
tipo I.

Una funcién importante que tienen los IFNs-I sobre la inmunidad inespecifica es
aumentar la citotoxicidad de las células NK y la capacidad fagocitica de los
macrofagos. Ademas, los IFNs estimulan la sintesis de las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF,
las cuales aumentan la expresion de receptores para el fragmento constante de las
inmunoglobulinas (Fc) y para la fraccion C3 del complemento. Estos mecanismos
favorecen la fagocitosis de inmunocomplejos y la capacidad litica de microorganismos
mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

Por otro lado, también poseen un importante rol sobre la inmunidad adquirida, ya
sea mediante la induccidon de IL-15, la cual estimula la division de las células T de
memoria, o mediante el aumento de la sintesis de anticuerpos por linfocitos B
(De Maeyer y De Mayer Guignard, 1994; Goodbourn y col., 2000; Meager, 2002).

7.3. Accion antiproliferativa

Los IFNs pueden inhibir el crecimiento celular de células normales y tumorales.
Los IFNs o/ son mediadores esenciales de la apoptosis. La apoptosis o muerte
celular programada puede servir como un mecanismo de defensa en las células
huésped para combatir la infeccion viral. La respuesta apoptética involucra una
cascada de sefales intracelulares iniciadas en respuesta a una amplia variedad de
estimulos, incluyendo la infeccidn viral. Los cambios morfolégicos asociados con la
apoptosis de las células infectadas con virus incluyen la condensacion de la cromatina
y la vacuolizacion del citoplasma de células infectadas. Los cambios bioquimicos
incluyen la activacion de proteasas y nucleasas celulares y la degradacién de ADN

celular (Samuel, 2001). Sin embargo, la sensibilidad de las células a los efectos
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antiproliferativos del IFN es extremadamente dependiente del tipo celular. Mientras
que muchas lineas celulares no responden al IFN, el crecimiento de células Daudi
(linea celular derivada de un linfoma de Burkitt) es completamente detenido en
presencia de tan solo 1 Ul/mlde IFN-a (Goodbourn y col., 2000).

Estudios realizados sobre la sintesis de ADN sugieren que el IFN causa una
pérdida de coordinacion entre el inicio de la sintesis de ADN y los eventos
subsiguientes necesarios para la division celular (Gewert y col., 1984).

Sin embargo, el principal efecto antiproliferativo de los IFNs es la prolongacion del
ciclo celular. Este efecto se manifiesta como la reduccion o inhibicidn de la sintesis de
RNA vy proteinas durante la fase G1 (previa a la fase de sintesis), a la inhibicion de la
sintesis de poliaminas (necesarias para el ensamblaje del ADN), el incremento del
nuamero de células en la fase de reposo (Fase G0) y el retraso de las células en la fase
G1.

Existe evidencia del rol de las proteinas PKR, 2°-5 oligoadenilato sintetasa y
RNAasa L en las funciones antiproliferativas de los IFNs (De Maeyer vy
De Maeyer Guignard, 1994; Sotoca Momblona, 1999; Goodbourn y col., 2000).

Ademas, otros mecanismos que pueden contribuir a la actividad antiproliferativa
inducida por IFNs-I incluyen el incremento de la rigidez celular (Wang y col., 1981), la
deplecién de metabolitos esenciales (Sekar y col., 1983; De la Maza y Peterson,
1988), asi como la supresién de oncogenes mediante la reduccion de su transcripcion

y expresion sobre algunos tumores (Contente y col., 1990).

8. Uso clinico de los interferones a y B: ventajas y desventajas

Los IFNs son citoquinas ampliamente utilizadas como farmacos debido a sus
propiedades antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras.

Los IFNs de tipo | presentan un amplio espectro de actividades biolégicas que han
potenciado el area de investigacion y desarrollo de medicamentos basados en sus
formas recombinantes. En particular, los IFN-a2a e IFN-a2b humanos recombinantes
fueron aprobados para el tratamiento de hepatitis crénica activa de tipo B y C, sarcoma
de Kaposi, linfoma folicular no-Hodgkin, melanoma maligno y leucemia de células
vellosas, entre otras patologias tumorales (Wangy col., 2002), mientras que las
formas recombinantes del IFN-B1a e IFN-B1b fueron aprobadas solamente para el

tratamiento de esclerosis multiple (Horowski, 2002).
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8.1. Efectos adversos de los IFNs-I

Los IFNs, como la mayoria de las citoquinas, son producidos por el individuo para
actuar en forma local. Su empleo como farmaco sistémico requiere la administracion
de dosis elevadas y frecuentes con el fin de alcanzar la ventana terapéutica, ya que
presenta una rapida inactivacién y eliminacion del organismo. Esta particularidad se
traduce en la aparicién de efectos secundarios adversos al tratamiento, que muchas
veces estan determinados por la via de administracion, el plan terapeutico y la dosis
empleada. Estos efectos secundarios incluyen sintomas gripales tales como fiebre,
fatiga, escalofrios, mialgias y artralgias y algunos efectos psicoldégicos como depresion
e irritabilidad, entre otros (Sotoca Momblona, 1999). También se han observado
importantes pérdidas de peso, alteraciones de las funciones hepaticas, lesiones
herpéticas superficiales, caida del cabello, sequedad de boca y algunas alteraciones
téxicas en el sistema nervioso central.

Por otro lado, se ha demostrado en algunos pacientes que tanto el rhIFN-a como
el rhIFN-B resultan inmunogénicos, generando anticuerpos neutralizantes de la
actividad bioldgica, responsables en parte de la limitada eficacia clinica durante el
curso del tratamiento (Sotoca Momblona, 1999; Pachner, 2005). Como consecuencia
de los efectos adversos mencionados, las dosis de IFN deben reducirse entre 10 y
40% en los pacientes, y/o el tratamiento debe suspenderse en un 5 al 10% de los
mismos (Sotoca Momblona, 1999).

Por otro lado, a pesar de las propiedades terapéuticas del hIFN-a2, se han
descripto efectos adversos de la liberacion de IFN-a enddgeno durante el desarrollo de
procesos infecciosos agudos de origen viral y en el curso de numerosas enfermedades
autoinmunes, como el Lupus Eritematoso Sistémico (LES). En pacientes que
manifiestan esta patologia, se han detectado niveles elevados de IFN-a inducido por la
accion de complejos inmunes sobre células mononucleadas de sangre periférica
(Batteux y col., 1999). Asimismo, diferentes citoquinas, incluyendo el IFN-a, han sido
implicadas en la patogénesis de la diabetes mellitus tipo | o insulina-dependiente
(DMID) en modelos animales y humanos, reportandose la expresion de IFN en
células B de pacientes con DMID (Foulis y col., 1987; Huang y col., 1995). En ambas
patologias existen evidencias que sefalan al IFN como responsable del inicio o
mantenimiento de las mismas (Selmi y col.,, 2006) y, simultineamente, existen
numerosos reportes que documentan el desarrollo de DMID y LES en pacientes bajo
tratamiento anti-tumoral con IFN-a (Chuntharapai y col., 2001).

Asimismo, se ha demostrado la incidencia del IFN-a en el desarrollo de la

psoriasis (Nestle y col.,, 2005), en la que células plasmocitoides predendriticas
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infiltrarian la piel y se activarian para producir IFN en las etapas tempranas de la
enfermedad. Esta expresién produciria la activacion y expansion de células T

autoinmunes en la piel sana, desencadenando el desarrollo de psoriasis.

8.2. Posibles soluciones a los efectos adversos generados en los tratamientos

con IFNs-I

Los efectos nocivos hasta aqui expuestos, resultantes de la liberacion excesiva de
IFN enddgeno, podrian suprimirse con la utilizacién de moléculas neutralizantes de la
actividad biologica de la citoquina. En este sentido, con el objeto de neutralizar
proteinas solubles, en las ultimas décadas ha adquirido gran interés el uso de
anticuerpos monoclonales terapéuticos, basados en la produccién de
inmunoglobulinas murinas o anticuerpos de segunda generacién, tales como
anticuerpos quimeéricos, humanizados y completamente humanos
(Stockwin-y Colmes, 2004). Sin embargo, el empleo de este tipo de terapias es
limitado debido a la inmunogenicidad ampliamente registrada de los anticuerpos
murinos, quiméricos y humanizados y/o a las elevadas dosis de anticuerpos que
deben utilizarse en una terapia convencional con inmunoglobulinas
(Song y col., 2002). Es aqui donde adquiere relevancia la busqueda de compuestos
sintéticos y/o naturales que, exhibiendo capacidad para interferir en forma antagénica
con la actividad biolégica de los IFNs, no demuestren los problemas asociados al
empleo de inmunoglobulinas.

Por otra parte, encontrar moléculas que presenten una capacidad intrinseca de
incrementar la eficiencia terapéutica de los IFNs-I para el tratamiento de patologias en
las que se requieren altas y frecuentes dosis de los mismos, permitiria ampliar la
ventana terapéutica de los IFNs, reduciendo los casos de limitaciones/suspensiones
de tratamientos por aparicion de efectos nocivos.

En resumen, tanto el IFN utilizado como medicamento como el producido en
forma enddégena de manera exacerbada en determinadas situaciones producen
efectos adversos de diversa complejidad, que complican el tratamiento de ciertas
patologias. Por lo tanto, el IFN se presenta como una molécula central cuyo accionar
debe regularse para evitar los inconvenientes clinicos observados. En este sentido,
surge la necesidad de incrementar su eficacia terapéutica en aquel grupo de
patologias que requieran de su administracién exdégena y, por otro lado, bloquear sus
efectos nocivos en aquel conjunto de enfermedades en las que la produccion de IFN

endogeno constituye parte de su etiologia.
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Es por ello que resultaria fundamental encontrar moléculas capaces de modular la
respuesta de los IFNs-I, tanto en forma sinérgica como antagénica, para subsanar las
problematicas anteriormente expuestas.

Sin embargo, el monitoreo del efecto de diferentes compuestos (a partir de
diversas bibliotecas) sobre la actividad biologica de los IFNs, requiere de métodos
versatiles, sencillos, robustos y que puedan realizarse a una elevada velocidad de
procesamiento. Por lo tanto, contar con un ensayo biolégico basado en una linea
celular que responda a IFNs-l y que presente las mencionadas caracteristicas

resultaria trascendental para el cumplimiento del objetivo propuesto.

9. Ensayos biolégicos para determinar la potencia de los IFNs-I

Los IFNs son moléculas pleiotrépicas, es decir, que ejercen una variedad de
actividades biologicas. Por ese motivo, son ampliamente utilizados en la clinica para
el tratamiento de diversas patologias. En consecuencia, sus formas recombinantes de
interés terapéutico deben ser purificadas a homogeneidad y su potencia exactamente
cuantificada para su posterior administracion a los pacientes. Para cumplir con este
ultimo objetivo, a lo largo del tiempo se han desarrollado distintas metodologias
empleadas para la cuantificacion de los IFNs.

En un comienzo, se generaron diversos ensayos que permitieron detectar y
cuantificar la citoquina de interés. En este sentido, numerosos ELISAs utilizando
anticuerpos monoclonales de alta afinidad permitieron contar con ensayos sensibles,
especificos y reproducibles. Sin embargo, este tipo de ensayos no resultan utiles para
determinar la potencia de los IFNs. Es por ello que han sido desarrolladas diferentes
metodologias para poder cumplir con este propésito. En la actualidad se cuenta con
ensayos de diferentes caracteristicas para determinar la potencia de los IFNs-I|
ensayos de actividad antiviral, ensayos de actividad antiproliferativa,

bioinmunoensayos y ensayos reporteros.

9.1. Ensayo de actividad antiviral (AVA)

Este tipo de ensayos se basa fundamentalmente en la cuantificacién de la
actividad inhibitoria de dicha citoquina en los procesos de replicacion y propagacion
viral. En relacion a ellos, existe un gran numero de parametros de respuesta
incluyendo reduccién del rendimiento viral, disminucion del efecto citopatico, formacion
de placas virales, reduccion de proteinas virales y sintesis de RNA, entre otros
(Grossberg y Sedmak, 1984; Lewis, 1987; Meager, 1987).
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Para esta técnica, se utilizan lineas celulares que sean susceptibles a la infeccion
con un determinado virus y que presenten sensibilidad a los IFNs-I; es decir, que
expresen los receptores especificos para la citoquina en cuestion sobre su superficie
celular. Existen numerosos pares de lineas celulares/virus para constituir un eficiente
ensayo AVA (Meager, 2002).

Para este ensayo se utiliza una plataforma de cultivo de células en adherencia en
placas de 96 pozos. La linea celular escogida, sensible a IFN, es incubada con
distintas diluciones de IFN durante un tiempo prudencial (6 h) para que las citoquinas
puedan desencadenar su actividad biolégica y generar en las células un estado
protectivo frente a la infeccion viral posterior. A continuacion, las células expuestas al
IFN se infectan con el virus durante 18-24 h. Finalmente, el ensayo es revelado
mediante fijacion y tincidon con un colorante supravital de las células que no han sido
lisadas por la infeccion viral y permanecen adheridas a la placa, como consecuencia
de la proteccidn celular mediada por los IFNs. Las células viables incorporan el
colorante y luego lo liberan durante la etapa de lisis y solubilizacién del mismao.
Posteriormente, se determinan las absorbancias de tales soluciones, que seran
directamente proporcionales a la cantidad de células que permanecieron viables
durante la infeccion viral. Se grafican curvas dosis-respuesta para el estandar de IFN,
cuya concentracion es conocida, y se comparan con las curvas correspondientes a
cada muestra analizada. La comparacion sera posible si las curvas cumplen el criterio
de paralelismo, lo cual es una condiciéon que avala que la muestra y el estandar son
quimicamente homogéneos e idénticos (Billiau, 2006).

Comparado con otras metodologias, este ensayo presenta algunas desventajas:
es necesario determinar el titulo de infeccidn viral y monitorearlo periédicamente para
asegurarse que no haya pérdida de la infectividad; se requiere el empleo de cabinas
de seguridad tipo Il para la manipulacién del virus; presenta altas variaciones intra- e
inter-ensayos, tornandolo poco reproducible y, en algunos casos, requiere varias
repeticiones para poder calcular una potencia (Rubinstein y col., 1981). Para
solucionar los problemas recientemente mencionados, se ha propuesto estandarizar el
uso de un virus determinado, emplear estandares internacionales, siguiendo una
metodologia particular y utilizar una unica linea celular considerada modelo.
Habitualmente se utiliza el virus de la estomatitis vesicular (VSV) conjuntamente con la
linea celular WISH, derivada del amnios humano, para cuantificar la potencia de los
subtipos de hIFN-B, mientras que para determinar la actividad de los subtipos de
hIFN-a, comunmente se utiliza el par VSV/linea celular bovina MDBK (Madin-Darby

Bovine kidney), segun las recomendaciones de la Farmacopea Europea.
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9.2. Bioinmunoensayos

A lo largo de la historia del descubrimiento y estudio de los IFNs y a causa de las
desventajas encontradas en el modelo de ensayo analizado anteriormente, se han
desarrollado otro tipo de ensayos, en los cuales se ha incorporado una etapa de
inmunodeteccidn para hacer que resulten ensayos mas especificos.

De esta forma, Files y col., (1998) desarrollaron un bioensayo en el cual se
cuantifica una proteina inducible especificamente por hlIFNs-I mediante una reaccion
de inmunodeteccion. Para llevar a cabo dicho objetivo, células A549 humanas fueron
incubadas con hIFN. Luego de un tiempo prudencial, las células fueron lisadas
empleando un buffer no iénico, y mediante un ELISA, empleando anticuerpos
especificos contra la proteina, se procedié a la cuantificacién de la proteina Mx. Esta
es una proteina con accién antiviral inducida especificamente por la actividad de los
IFNs-I (Fig.5). De esta forma, se correlacioné la cantidad de proteina Mx producida
con la cantidad de IFN en la muestra. Este ensayo mostrd bajo background, un amplio

rango dinamico y alta especificidad.

Células A549 tratadas
con IEN

Se lisan las células
empleando bufferde
lisis no i6nico

proteina Mx en el
sobrenadante
mediante ELISA
especifico

Fig. 5: Esquema del bioinmunoensayo desarrollado por Files y col., (1998) para
determinar la actividad de los IFNs-I.
Las células reporteras son estimuladas con IFN. A continuacion, son lisadas para
permitir la liberacion de la proteina Mx producida intracelularmente como
consecuencia de la activacion causada por de los IFNs-I. Finalmente, se cuantifica la
proteina Mx en el sobrenadante mediante un ELISA especifico indirecto.
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9.3. Ensayos reporteros

Con el advenimiento de nuevos conocimientos y tecnologias, nuevas
metodologias fueron desarrolladas para cuantificar la potencia de los IFNs-I. Es asi
como surgieron los ensayos de genes reporteros (EGR). Los nuevos descubrimientos
de la ciencia referidos a la tecnologia del ADN recombinante han permitido la
construccion de secuencias hibridas de ADN, constituidas por promotores que sean
inducibles especificamente por IFN, acoplados a una enzima, cuyo producto sea
facilmente detectable y no lo produzca la misma célula. Estas construcciones son
empleadas para obtener lineas celulares reporteras de la actividad de los IFNs-I,
mediante transfeccién de lineas celulares sensibles a IFN, que expresen sus
receptores especificos. De esta forma, al incubar las lineas celulares recombinantes
con dosis crecientes de la citoquina de interés, el promotor se activara y se produciran
cantidades proporcionales de genes reporteros (Canosiy col.,, 1996). Estas
metodologias son sencillas, muy sensibles y especificas y proporcionan resultados

confiables (Fig. 6).

Regiéonpromotorade
elementnadaracnniactaa IFN Setransfectancélulas

—

genreportero

ascon IFN

‘// \\‘ 1'l'ff YyYyyvyvvywvwwyy

Directamente Indirectan iy
por agregadode otro reactivo

b '

eGFP SEAP

Fig. 6: Esquema de la construccion de sistemas genes reporteros, particularmente, de
la actividad de los IFNs-I.
Se construye el transgen conteniendo la region promotora de elementos de
respuesta a IFN, gobernando la expresion del gen reportero. Seguidamente, esta
secuencia de ADN es utilizada para transfectar lineas celulares que expresen los
receptores para la citoquina de interés en su superficie. Una vez obtenidas las lineas
reporteras, se estimulan con IFN y luego de un determinado periodo de tiempo se
cuantifica la cantidad de gen reportero desarrollado, de forma directa o indirecta,
segun la proteina reportera del sistema.
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Lleonardt y col. (1990) desarrollaron un sistema reportero basado en la
generacion de la linea reportera VERO, transfectada con la secuencia hibrida del
promotor murino inducible especificamente por IFNs-I (Mx1) y hormona de
crecimiento humana (hGH). De esta forma, la interaccion del IFN con su receptor
activa el promotor especifico y, como consecuencia, se produce la hormona de
crecimiento. A continuacion, la hormona es cuantificada mediante un ELISA

especifico, empleando anticuerpos especificos para la hormona de crecimiento.

Tabla lll: Ensayos de gen reportero desarrollados a lo largo del tiempo para determinar
la potencia de los IFNs.
ND: no determinado.

3-100 (a)
Lleonardt y col. a, B 48 h + .

1990 VERO-Mx-hGH humanos ELISA 30-100 (B) S

Canosi y col. VERO-Mx-Luc B humano 52 h 1-16 S

1996

Fray y col. MDBK-Mx-CAT abovino  24h+80s  0,25-125 ND
Bollati yMtiller a, B 20-300 (a)

2005 MxRAGE murinos 164h  40.500 (p) ND
Caserg(’)%réy ¢l Hek293-ISRE-SEAP o humano 68 h ND ND
Jorgensen y col. opisEo14 Mx-Luc IFN de 96 h 38-151 si

2007 salmoén

Smilovic y col. q, B, w .
2008 CHO-ISRE-SEAP o 68 h ND Si
Seo y col. Humano 1-10.000 .
2009 HelLa Mx2-Luc tipo | ND (@) Si
Kugel y col. Mx2-Luc Transgenic Murino | y 8 h post .

2010 mice 1 induccion 10790 (@) S

Con el objetivo de generar un ensayo mas rapido y mas directo, y basandose en
el modelo de Lleonardt (1990), Canosi y col. en 1996 sustituyeron la hGH por la
secuencia de la proteina reportera luciferasa. Este sistema fue optimizado para
determinar la potencia del hIFN-B demostrando mayor precision y rapidez durante el

procedimiento de revelado del ensayo. Sin embargo, esta nueva metodologia presenta
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las siguientes desventajas: el reportero utilizado en este sistema se produce
intracelularmente y como un precursor de la luciferasa; por ello, para poder medir la
intensidad de luz generada por la luciferasa es necesario lisar las células y agregar el
sustrato sobre el que actua la enzima. Ademas, la duracion de la emision de luz es

extremadamente corta, por lo que la determinacion debe realizarse rapidamente.

En 2001, Fray y col. generaron un sistema reportero MDBK-MxA-CAT (enzima
cloroacetiltransferasa) para determinar la potencia de los IFN-I bovinos.

Mas tarde, fueron desarrollados otros modelos reporteros: Glio GFAP/lacZ
(Hammerling y col., 1998), HEK293 ISRE SEAP (LaFleur y col., 2001; Meager. 2002),
Mx1 CRE tk EGFP (Bollati Fogolin y Muller, 2005) para determinar la potencia de los
interferones via activacion del gen reportero, cuyas caracteristicas se resumen en la
Tabla lll.

9.3.1. Sistemas de genes reporteros

Los sistemas de genes reporteros han contribuido ampliamente al estudio de la
expresion y regulacion de genes eucariotas.

Los genes reporteros son frecuentemente utilizados como indicadores de la
actividad transcripcional en las células, para el estudio de promotores y secuencias
enhancer, para monitorear eficiencias de transfeccién, estudiar interacciones
proteina proteina y eventos de recombinacion (Rosental, 1987).

Comunmente, el gen reportero o cDNA se une a una secuencia promotora en un
vector de expresién que luego se transfiere a las células. Luego de la transfeccion,
dependiendo del modelo reportero, se activa por incubacién de las células con
enzimas o alguna molécula involucrada en la activacioén del reportero, y se analiza en
términos de cantidad de mRNA obtenido, cantidad de proteina reportera generada o
actividad enzimatica del reportero. Idealmente, el reportero no debe ser expresado
endoégenamente por la célula huésped, y el sistema de ensayo de gen reportero debe
presentar las siguientes caracteristicas: ser sensible, cuantitativo, rapido, facil de
realizar, reproducible y seguro.

La enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) de E. coli, fue la primera proteina
reportera utilizada en un vector reportero, con el cual se disefid un ensayo para el
andlisis de la regulacion transcripcional en células de mamifero (Gorman, 1982).
Desde ese momento, varios sistemas de genes reporteros han sido desarrollados
incluyendo: B-galactosidasa (B-gal), luciferasa, hormona de crecimiento (GH),

B-glucoronidasa (GUS), fosfatasa alcalina (AP-alkaline phosphatase), fosfatasa
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alcalina secretada (SEAP-secreted alkaline phosphatase) y, mas recientemente,

proteinas reporteras como

fluorescence protein).

la proteina de fluorescencia verde

(GFP-green

Si bien existen numerosas opciones para disefiar un ensayo de gen reportero que

permita obtener resultados exitosos, es fundamental conocer y estudiar las ventajas y

las limitaciones que presenta cada una de las proteinas utilizadas como reporteras. En

la Tabla IV se resumen las caracteristicas de las proteinas reporteras estudiadas y

mas utilizadas en la actualidad.

Tabla IV: Ventajas y limitaciones de los genes reporteros cominmente utilizados.

(Adaptado de Groskrutz y Schurborn, 1997)

*Estandar ampliamente aceptado en la

CAT literatura

*Actividad enzimatica visible
*Répido y sencillo
*Alta sensibilidad

*Amplio rango en la zona de respuesta
lineal

Luciferasa

*Facil de utilizar

*Variedad de formato de ensayos para

B-gal
usar con extractos celulares

*Ampliamente usado para tincion in situ
*Amplia variedad de formatos
GUS *Usado para tincion in situ

*Fusion a proteinas

*Se secreta
hGH
*Bajo background

*Amplia variedad de métodos de ensayo

AP *Alta sensibilidad en algunos ensayos

*Amplio rango en la zona de respuesta
lineal en algunos ensayos

*Se secreta
SEAP _
*Bajo background

*No requiere sustrato

GFP *Proteina reportera estable

*Aplicaciones in situ e in vivo

*Baja sensibilidad
*Costoso por los isétopos
*Requiere lumindmetro para ensayos
de alta sensibilidad
*Proteina labil

*Requiere de sustrato

*Actividad enddégena en algunos tipos
celulares

*Baja sensibilidad en ensayos
no-quimioluminiscentes

*Actividad enddégena en células de
mamifero

*Requiere deteccion por
inmunoensayos

*Baja sensilidad

*Actividad endogena en la mayoria
de las células

*Requiere de un sustrato para su
deteccion

*Requiere microscopio de
fluorescencia o citdmetro de flujo
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La explotacion de la proteina verde fluorescente (GFP) como reportero in vivo
para localizacién subcelular y expresién de proteinas ha revolucionado la biologia
celular en las ultimas décadas (Chalfie y col.,, 1994). La GFP se pliega
autocataliticamente sin la necesidad de sustratos externos o co-factores. La
mutagénesis de la GFP, producida por la medusa Aequorea victoria, ha mejorado
notablemente distintos aspectos como la fotoestabilidad, el uso de codones, la
termosensibilidad, la eficiencia cuantica y la amplia gama de fluorescencia emitida,
desde el azul hasta el amarillo (Jakobs y col., 2000). Ademas, las ventajas de la
aplicacion de EGFP en células de mamiferos incluyen la mejorada sensibilidad de

deteccién, mejor solubilidad y un folding mas eficiente, entre otros.

10. High throughput screening (HTS)

High throughput screening (HTS) es una de las nuevas tecnologias utilizadas
fundamentalmente para el disefio y busqueda de nuevas drogas terapéuticas. Dicha
metodologia puede ser aplicada tanto en ciencias biolégicas como quimicas. Este es
un procedimiento de analisis simultdneo de un gran numero de moduladores vy
efectores biologicos frente a un objetivo especifico. La principal ventaja de esta
tecnologia es que permite acelerar el descubrimiento de drogas mediante el analisis
de grandes bibliotecas de compuestos a una razén que puede exceder miles de
compuestos por dia o por semana (Szymanski y col., 2012).

Los sistemas de deteccion en HTS se basan, frecuentemente, en la medicion de
fluorescencia o luminiscencia, dado que facilitan un procesamiento de las muestras de
forma simple y proveen altos niveles de sensibilidad.

Si bien esta metodologia tiene su principal objetivo en la busqueda de nuevas
drogas, también presenta numerosas aplicaciones, entre las cuales se destacan:
analisis de toxicidad, identificacion de genes con una actividad determinada, analisis
de la actividad metabdlica de una enzima, evaluacion de la actividad de receptores
celulares, analisis de la actividad de un promotor, entre otras.

Para la identificacion de nuevas drogas o de compuestos con una actividad
determinada, se han desarrollado numerosos bioensayos basados en el empleo de
células, que exponen una particularidad que las convierte en células blanco para
evaluar un gran numero de compuestos que pueden ser naturales, sintéticos o una
combinacion de ambos. Ese sistema debe ser especifico para poder, rapidamente,
identificar los compuestos lideres o candidatos, los cuales son caracterizados por

poseer un cierto grado de selectividad por el sitio blanco. Una vez identificados, son
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analizados en términos de su potencia, selectividad, propiedades fisicoquimicas y
farmacocinéticas, asi como de su toxicidad. De esta forma, el HTS facilita la
eliminacion temprana de los compuestos no deseados (Gribbon y col., 2005; Martis y
col., 2011). Por este motivo, en los ultimos tiempos esta técnica ha sido ampliamente
utilizada no solo por centros de investigacion y desarrollo, sino también por empresas
farmacéuticas. Ademas, diversos estudios han podido corroborar que el HTS
contribuye al ahorro de 130 millones de dolares y aproximadamente 0,8 afios de
trabajo para el desarrollo de cada nueva droga (Ekins y col., 2006). Por todos estos
motivos, dicha metodologia se encuentra en continua expansion.

Esta metodologia esta basada en la miniaturizacion del screening, lo que implica el
monitoreo con la menor cantidad de muestra posible, de manera de garantizar la
disponibilidad de recursos y disminucion de costos de analisis, asi como el empleo de
tecnologia robotizada para el analisis de las micromuestras en las cantidades

mencionadas por dia/semana (Mishra y col., 2008).

10.1. Desarrollo de un ensayo para HTS

Este tipo de ensayos comenzd a realizarse sobre placas de 96 cavidades. Mas
tarde, con los avances tecnoldgicos, el sistema se miniaturizé, y comenzaron a
realizarse monitoreos empleando placas de 384 pozos. Hoy en dia, mediante sistemas
robotizados se ha logrado optimizar y miniaturizar aun mas los screenings, permitiendo
realizarlos sobre placas de 1.586 pozos, lo que representa mayor velocidad de

analisis, menor volumen de compuestos a estudiar y menor costo de andlisis.

Para el desarrollo de un exitoso HTS, la primera consideracion es identificar una
estrategia de monitoreo que mantenga el contexto biolégico apropiado, mientras sea
factible un balance en términos de disponibilidad de reactivos y adaptacién a la
automatizacion. Para ensayos basados en células, esto implica la eleccién del sistema
bioldgico (lineas celulares primarias, nativas o lineas celulares modificadas por
ingenieria genética u organismos modelos), eleccion del ensayo apropiado (funcional,
gen reportero o fenotipico) y eleccion de la modalidad de lectura final del ensayo. Es
fundamental contar con un modelo biolégico que presente alta especificidad, para
asegurar que no se obtendran falsos resultados positivos en los analisis. Ademas, es
necesario considerar los problemas inherentes a la linea celular escogida y, por
supuesto, basar el analisis en informacion parcial sobre la calidad y aptitud del mismo

para seleccionar las moléculas de interés.



INTRODUCCION [ R

Con respecto a los compuestos a analizar, muchas veces son potencialmente mas
importantes que el ensayo en si mismo. Es por ello que, para seleccionar una
biblioteca de compuestos, no deben ignorarse factores como las caracteristicas de las
drogas y el numero de clusters en la biblioteca, es decir, compuestos que presentan
cierta similitud estructural y funcional, y que la cantidad de compuesto para continuar

los ensayos de caracterizacion sea accesible y suficiente (Mishra y col., 2008).

Para la optimizacion de ensayos basados en el empleo de células es necesario,
pero no limitante, incluir ensayos previos de titulacion de la densidad celular a utilizar,
titulacion de los reactivos empleados, determinacion de la concentracion 6ptima de
modulador (si corresponde) y determinacion del tiempo de incubacion 6ptimo con los

compuestos.

Asimismo, es importante evaluar la sensibilidad de la linea celular empleada en el
bioensayo frente a los reactivos utilizados, como los solventes en los que se
encuentran resuspendidos los compuestos. Generalmente, los compuestos estan
disueltos en solventes organicos como el dimetilsulféxido (DMSO) que, dependiendo

de su concentracioén, resulta toxico para las células.

Por su parte, es necesario ajustar los instrumentos que se utilizaran en el monitoreo
de los compuestos: pipetas utilizadas, volumenes empleados, asi como la correcta
configuracién de los sistemas robotizados para aspirar y dispensar las muestras, y los
equipos utilizados para la lectura final del ensayo (lumindbmetros, citometros de flujo,
entre otros) (Frank y Tolliday, 2010).

Teniendo en cuenta las consideraciones mencionadas, es factible el desarrollo de
sistemas de analisis basados en HTS que permitan obtener resultados confiables y

reproducibles, de una manera sencilla, rapida y a menor costo.

10.2. Estadistica aplicada al analisis de datos en HTS

Algunos autores aseguran que cuando se procesan muchos compuestos a la vez
es suficiente analizarlos por duplicado en una misma placa, realizando un unico
screening. Sin embargo, otros sugieren en una primera etapa realizar un analisis
primario de la biblioteca de compuestos, evaluando cada uno de ellos por uniplicado.
Luego, se deben procesar los datos empleando los correspondientes analisis
estadisticos que proporcionen la informaciéon adecuada para la identificacion de los
compuestos denominados “hit” (posibles “compuestos candidatos”). En una segunda
etapa, se procede a reiterar el ensayo, dado que la estimacion de actividades basadas

en medidas repetidas son menos variables que aquéllas basadas en una Uunica



INTRODUCCION I

medida. Los replicados reducen el numero de falsos positivos sin incrementar el
numero de falsos negativos. De esta forma, luego de efectuar el analisis
correspondiente de los datos obtenidos y comparando con los datos del primer
monitoreo, es posible discriminar aquellos compuestos que arrojan valores erréneos
en el primer andlisis de los que muestran un comportamiento congruente a lo largo de
las diferentes mediciones, denominados “compuestos candidatos”. A continuacion,
estos compuestos candidatos son sometidos a una serie de pruebas que permiten su
caracterizacion: determinacién de la toxicidad y de la dosis efectiva, entre otras. Luego
del estudio de los compuestos candidatos, y una vez confirmado su potencial, los
compuestos denominados “hit” pasan a llamarse “leads”, y seran los lideres a ser
analizados en fases clinicas de andlisis para asegurar el descubrimiento de una nueva
droga (Fig.7).

En todo ensayo deben incluirse controles positivos y negativos, fundamentales
para ayudar a identificar variaciones entre placas y establecer el nivel de background
para el ensayo.

Por otro lado, es requisito primordial evaluar la calidad del ensayo, de forma de
asegurar su aptitud para medir la respuesta biologica deseada empleando el
procedimiento desarrollado. Para ello, es necesario evaluar un factor que determina
tales propiedades y que es ampliamente utilizado en HTS, el parametro estadistico Z’
(Fig. 8). Este factor utiliza las desviaciones estandar y medias de los controles
negativos y positivos del ensayo, y mide la amplitud que existe entre la media de los
controles positivos y la media de los controles negativos del ensayo evaluando el
solapamiento que presenta el ensayo entre ambos valores. Una mayor superposicion
de positivos y negativos implica mayor probabilidad de contemplar falsos positivos y
falsos negativos en los resultados obtenidos. Sin embargo, para contar con ensayos
que brinden resultados confiables y representativos se debe asegurar que la diferencia
entre la muestra (compuesto) y los controles del ensayo desarrollado sea lo
suficientemente amplia, permitiendo identificar aquellos compuestos que presenten el
efecto buscado y, a su vez, minimizar los falsos positivos. El factor Z" toma valores

entre 0 y 1. La interpretacion del valor Z se muestra en la Tabla V (Zhang y col., 1999).
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Fiq. 7: Desde un eventual procedimiento de HTS hasta el descubrimiento de una
nueva droga (Adaptado de Malo y col., 2006).
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controles positivos y negativos, respectivamente.

(B) Representacion de la sefial obtenida para cada muestra analizada utilizando un
ensayo de HTS. Se observan claramente la separacion adecuada entre los valores
obtenidos para los controles positivos y negativos (C+ y C-). Cada banda de
variabilidad de datos se calcula como el valor promedio de cada control (pc+, Heo)

30 de cada control. De esta forma, aquellos compuestos que muestren una sefal
comprendida entre dichas bandas seran considerados compuestos sin efecto,
mientras que aquellos que exhiban sefiales por afuera de dichos rangos, y que, por
lo tanto, muestren una respuesta diferente a la obtenida con los controles, seran
considerados compuestos candidatos.

Tabla V: Interpretacion de los valores Z° para un ensayo de HTS.

Ideal: no existe superposicion entre los valores positivos y negativos
detectados por el ensayo

Excelente: existe una buena separacion entre los valores positivos y
negativos detectados por el ensayo

Marginal: es aceptable pero deberia mejorarse, la superposicion entre
positivos y negativos es elevada y puede arrojar valores falsos positivos
y falsos negativos

No es util dado que existe demasiada superposicion entre los valores
positivos y negativos detectados por el modelo
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Como conclusion, cualquier ensayo a emplear en HTS debe idealmente presentar

un valor Z superior a 0,5 y tan proximo a 1 como sea posible.

10.3. Uso de bibliotecas de compuestos

Uno de los objetivos esenciales de la quimica medicinal es el descubrimiento de
nuevos agentes terapéuticos. Durante siglos, los quimicos aislaron los principios
activos de sus fuentes naturales como extractos y los estudiaron, lo que dio origen a
esta nueva ciencia. Sin embargo, con el desarrollo de nuevos métodos de separacion
se demostré que, generalmente, un solo compuesto presente en estos extractos era el
responsable de la accién curativa.

Los productos naturales presentan la habilidad de interactuar con mas de un
target, lo cual representa un importante punto de inspiracion para el disefio de
analogos estructurales que cuenten con una mejora en el perfil farmacolégico
(Belluti y col., 2010).

El alto nivel de integracion entre la quimica, la fisica y la biologia en los ultimos
tiempos ha hecho que la busqueda de compuestos con propiedades curativas se
realice de manera mas racional, mediante el estudio mas detallado de las bases
moleculares de las enfermedades. Este fendmeno ha hecho posible la generacion de
medicamentos cada vez mas especificos y con reducido numero de efectos
colaterales. Mediante la sintesis de nuevas moléculas con propiedades mas puras y
conocidas se ha podido simular el comportamiento de compuestos naturales.

Una vez identificado el blanco, uno de los pasos criticos del proceso es encontrar
nuevos compuestos que se unan a él en forma selectiva. Histéricamente, este
descubrimiento era un proceso en serie en el que se evaluaban y optimizaban los
compuestos uno por uno, a través de ensayos bioldgicos a partir de una biblioteca de
compuestos quimicos sintéticos. Poseer una biblioteca de este tipo lo mas grande
posible garantizaba la diversidad y variabilidad que permitia encontrar algun
compuesto y utilizarlo para mejorar sus propiedades con el objetivo de su
comercializacion. Este compuesto que sirve de punto de partida se conoce como
compuesto lider.

Simultdneamente, el surgimiento de nuevas tecnologias como es el caso de la
quimica combinatoria, que permite la sintesis quimica de bibliotecas conteniendo entre
1.000 y 100.000 compuestos (Ellmany col., 1997), ha hecho que las bibliotecas se
puedan generar para su utilizacion en estudios especificos, de manera que no sea
necesario depender solo de la biblioteca acumulada histéricamente. A esta

metodologia se le unid otra tecnologia conocida como HTS, que cambié en forma
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significativa la manera de enfrentar el problema. Este método consiste en la utilizacion
de robots para ensayar varios cientos de miles de compuestos en forma simultanea.

En la actualidad se han combinado robots para la sintesis de bibliotecas
combinatorias con aquéllos que realizan los ensayos biolégicos. De esta forma, se
concibe un proceso cada vez mas masivo. La generacién y evaluacion rapida de
bibliotecas combinatorias es una tecnologia ampliamente difundida que ha permitido
seleccionar una gran variedad de moléculas como potenciales candidatos a
medicamentos (Gallop y col., 1994; Gordon y col., 1994; Warr, 1997).
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo de tesis consiste en la generacion de una
nueva linea celular reportera que responda a los interferones (IFNs) de tipo | humanos.
Esta herramienta biologica sera empleada para la identificacion y caracterizacion de
nuevas moléculas, seleccionadas a partir de bibliotecas de compuestos naturales y
sintéticos, que demuestren capacidad para interferir en forma sinérgica o antagénica
con la actividad de los IFNs de tipo I. Dado que el IFN, desde el punto de vista clinico,
presenta un comportamiento disociado, se busca, por un lado, incrementar su eficacia
terapéutica en aquel grupo de patologias que requieran su administracion como
medicamento y, por el contrario, bloquear sus efectos adversos en aquel conjunto de
enfermedades en las que el IFN producido por el propio individuo constituye parte de su
etiologia. En conclusion, el hallazgo de moléculas con las mencionadas propiedades
contribuiria a mejorar las terapias actuales aplicadas al tratamiento del cancer y de las

enfermedades virales y autoinmunes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A-  Generacion de nuevas lineas celulares que respondan a los IFNs humanos de
tipo | (hIFNs-I). Para ello, se expresara en lineas celulares de origen humano, la
proteina de fluorescencia verde mejorada (EGFP) bajo el promotor Mx2 murino,

inducible por hIFNs-I.

B- Puesta a punto del bioensayo denominado ensayo de gen reportero (EGR) para la
cuantificacion biolégica de los hIFNs-I. Validacion de las nuevas lineas celulares
obtenidas (Mx2/EGFP) con respecto a su capacidad para responder frente a la
adicion de los principales hIFNs-I (hIFN-a e hIFN-(3).

C- Comparacion del nuevo EGR con los bioensayos realizados con las lineas
celulares habitualmente utilizadas in vitro para cuantificar actividad bioldgica
antiproliferativa y antiviral de los hIFNs-I..

D- Monitoreo de bibliotecas de compuestos naturales y sintéticos proporcionados por
el Dr. Florenz Sasse (Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI),
Braunschweig, Alemania) y el Dr. Dieter Kaufmann (/nstitut fir Organische Chemie

der TU Clausthal, Hannover, Alemania) y los Dres. Mercedes Gonzalez y Hugo
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Cerecetto (Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay), empleando los bioensayos basados en las nuevas lineas celulares

obtenidas, susceptibles a estimulacion con los hIFNs-I.

Caracterizacion de los compuestos que modulen la actividad biolégica del hIFN-I.
Para ello, se evaluara la accion sinérgica o antagonica in vitro sobre la actividad
antiproliferativa y antiviral del hIFN-I. Paralelamente, para aquellos compuestos
seleccionados, se analizara su toxicidad a nivel de lineas celulares, su efecto

sobre las fases del ciclo celular y su capacidad para inducir o inhibir la apoptosis.
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MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos y soluciones

Excepto en los casos donde se aclara expresamente, todas las soluciones acuosas
fueron preparadas con agua ultra pura obtenida por osmosis inversa (resistividad
18,2 MQ.cm) vy filtracién (0,22 um), empleando un equipo Milli Q“F (Millipore, Francia).

Todos los reactivos fueron de grado de pureza analitica.

2. Medios de cultivo

2.1. Para células de mamiferos

Los medios de cultivos utilizados para el crecimiento de células de mamiferos
fueron esterilizados mediante filtracién utilizando filtros estériles con un tamafio de poro
de 0,22 ym (Steritop, Millipore). Para controlar la esterilidad, una vez filtrados, se
realizaron controles de cada medio de cultivo durante 48 h a 37°C y temperatura
ambiente.

El suero fetal bovino (SFB) (PAA, EE.UU) empleado para la suplementacion de los
medios de cultivo se descomplementé mediante incubacién en bafio de agua
termostatizado a 56°C durante 30 min.

Los medios de cultivo utilizados para cada linea celular se describen a continuacion:

o Células HeLay A549

Para el crecimiento de las células se utiliz6 el medio de cultivo D-MEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado con SFB 10% (V/V), glutamina 2mM,
sulfato de gentamicina 0,050 mg/ml. Para la mayoria de los ensayos, se utilizé el mismo
medio suplementado con 2% (V/V), glutamina 2 mM, sulfato de gentamicina
0,050 mg/ml.

e Células WISH, HEp-2 y MDBK

Para el crecimiento de las células se utilizé6 el medio de cultivo MEM (Minimum
Essential Medium, Gibco) suplementado con SFB 10% (V/V), glutamina 2mM, sulfato de
gentamicina mg/ml. Para la mayoria de los ensayos, se utilizd el mismo medio

suplementado con 2% (V/V), glutamina 2 mM, sulfato de gentamicina mg/ml.
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e Células HEL 92.1.7
Para el crecimiento de las células se utiliz6 el medio de cultivo RPMI (Roswell Park
Memoirial Institute, Gibco) suplementado con SFB 10% (V/V), glutamina 2mM, sulfato de

gentamicina 0,050 mg/ml.

e Células MCF7 y Caco-2
Para el crecimiento de las células se utilizé el medio de cultivo EMEM (Eagle’s
Minimum Essential Medium, Gibco) suplementado con SFB 10% (V/V), glutamina 2mM,

sulfato de gentamicina 0,050 mg/ml.

e Células NIH3T3S1CS2YIRF7mCherry

Para el crecimiento de las células se utilizdé el medio de cultivo D-MEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado con SFB 10% (V/V), glutamina 2mM,
sulfato de gentamicina 0,050 mg/ml, G-418 1 mg/ml, puromicina 2,5 pg/ml.

2.2. Para cepas bacterianas

La esterilizacion de los medios de cultivo para cepas bacterianas se realizé en
autoclave durante 15 min a 1 atmosfera a 120°C.

El medio LB (Luria-Bertani) compuesto por triptona (Sigma) 10 g/l, extracto de
levadura 5 g/ly NaCl 10 g/l, ajustado a pH a 7,2 con NaOH 4 N, fue utilizado para el
crecimiento bacteriano en medio liquido.

Para el crecimiento de clones resistentes a Kanamicina (IVAX, Argentina) se utilizé el
caldo LB suplementado con Kanamicina 100 pg/ml.

Para el crecimiento de cepas bacterianas en medio sdlido, se utilizé6 medio LB Agar
(Sigma) 2% (P/V). Este medio se preparé mediante el agregado de agar al caldo LB
descripto previamente. El medio agar LB fue suplementado con kanamicina 100 ug/ml
para la seleccion de clones bacterianos. El agregado del antibiotico se realizé sobre el
medio estéril fundido y atemperado hasta una temperatura proxima a los 50°C, ya que el
mismo es termolabil. Una vez homogeneizado correctamente, se procedié a adicionar

15 ml del mismo sobre placas de petri de 90 mm de diametro.

3. Lineas celulares, cepas bacterianas y cepas virales

e WISH (ATCC® CCL-25™) (Hayflick L., 1961): Es una linea celular epitelial
adherente, derivada de tejido amnidtico humana, susceptible a la infeccién con el virus

de la estomatitis vesicular (VSV). Esta linea celular fue cedida gentiimente por el
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Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio Maiztegui” Buenos
Aires, Argentina. La misma fue utilizada para la generacion de la linea reportera asi
como para los controles necesarios para validar el ensayo de gen reportero

desarrollado.

o MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) (ATCC® CCL-22™) (Madin y Darby, 1958):
Son células bovinas epiteliales adherentes, derivadas de riidn de un animal adulto
normal, susceptibles a la infeccion con el virus VSV. Fueron obtenidas de la Asociacién
Banco Argentina de Células (ABAC, Buenos Aires, Argentina). Se utilizaron para la
valoracion biolégica de IFN-a2a e IFN-a2b y para la validacién de las lineas reporteras

generadas.

o A549 (ATCC® CCL-185™) (Giard DJ., 1972): Es una linea celular epitelial
adherente, derivada de adenocarcinoma alveolar humano, susceptible a la infeccién con
el virus VSV. Fueron cedidas gentilmente por el Instituto Pasteur de Montevideo
(Montevideo, Uruguay). Esta linea fue utilizada para la generacién de la linea reportera

y para su validacion.

e HEp-2 (Moore AE., 1955) (ATCC® CCL23™): Es una linea celular epitelial
adherente, derivada de carcinoma epitelial humano, susceptibles a la infeccién viral con
adenovirus humano 3, poliovirus 1 y VSV. Fueron cedidas gentilmente por el Instituto
Pasteur de Montevideo (Montevideo, Uruguay), y se utilizaron para la generacién de la

linea celular reportera y para su validacion.

e Hela (Henrieta Lacks) (ATCC® CCL2™) (Scherer WF., 1953): Es una linea
celular epitelial adherente, proveniente de adenocarcinoma cervical humano,
susceptibles a la infeccion viral con virus VSV, poliovirus humano 1,2 y 3, adenovirus
humano 3 y virus de la encefalomiocarditis. Fueron cedidas gentilmente por el Instituto
Pasteur de Montevideo (Montevideo, Uruguay) y se emplearon para generar la linea

celular reportera y su validacion.

e Caco-2 (ATCC® HTB37™) (Fogh J., 1975): Es una linea celular epitelial
adherente, derivada de un adenocarcinoma colorectal humano, susceptible a la
infeccién viral con virus de la inmunodeficiencia humana 1 (HIV). Fueron cedidas muy
gentilmente por el Instituto Pasteur de Montevideo (Montevideo, Uruguay) y se utilizaron

para generacion de lineas reporteras.
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e MCF7 (Michigan Cancer Fundation-1) (ATCC® HTB22™) (Soule HD., 1973): Es
una linea celular epitelial adherente proveniente de un adenocarcinoma de glandulas
mamarias humano. Fueron cedidas por el Instituto Pasteur de Montevideo (Montevideo,

Uruguay) y se utilizaron para la generacién de lineas reporteras.

e HEL 92.1.7 (ATCC® TIB 180™) (Papayannopoulou T., 1983): Es una linea
celular de eritroblastos de médula 6sea humana. Su crecimiento es en suspension. La
linea celular fue gentilmente cedida por el Instituto Pasteur de Montevideo (Montevideo,

Uruguay) y la misma se empled para la generacién de las lineas celulares reporteras.

e NIH3T3S1CS2YIRF7mCherry: Es una linea celular de fibroblastos murinos. Su
crecimiento es en adherencia. Esta linea celular es reportera de la actividad de los
IFNS-1 y de su via de activacion. La misma fue modificada genéticamente y contiene
una construccién BAC, con las secuncias IRF7->mCherry, STAT1-YFP y STAT2-CFP.
La misma fue cedida gentiimente por el Dr. Mario Koster del Instituto HZI

(Braunschweig, Alemania)

e La cepa bacteriana Eschierichia coli DH5aF ‘Iq fue cedida gentilmente por el Dr.
Jorge Zorzépulos (Fundacion Pablo Cassara; Ciudad autonoma de Buenos Aires,

Argentina). Se empled para el aislamiento y la amplificacion de los plasmidos.

e El virus de la estomatitis vesicular (VSV), cepa Indiana, fue cedido gentiimente
por el Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio |. Maiztegui” y fue
utilizado para los ensayos de valoracion biologica antiviral in vitro de los rhIFNs para

validar el ensayo de gen reportero desarrollado.

4. Sistemas de cultivo de células

Todas las lineas celulares eucariotas se cultivaron en estufa gaseada a 37°C, en
atmésfera de CO; al 5% saturada de humedad (Nuaire, EE.UU).

Para el cultivo de las mismas, se emplearon los siguientes sistemas de cultivo:

e Placas multipozos de poliestireno (Greiner, Alemania) de 96, 24, 12 y 6 pozos
con una superficie de 0,4; 2,0; 5,0 y 9,6 cm? por pozo respectivamente.

e Frascos T (Greiner, Alemania) de 25, 75 y 175 cm? de superficie.
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En todos los casos se mantuvo una relaciéon constante de 0,4 ml de medio de
cultivo por cada cm? de superficie segun lo establecido por Freshney (2000a).

Las células que presentan un crecimiento en adherencia a un sustrato, forman una
monocapa. Para su propagacion es necesario liberarlas del sustrato por medios
mecanicos o enzimaticos. Cuando los cultivos alcanzaron la confluencia, es decir,
crecieron formando una monocapa en la totalidad de la superficie de los frascos o
placas sobre los cuales estaban multiplicandose, se procedi6 a retirar el sobrenadante y
lavar la monocapa celular con una solucién de tripsina-EDTA, compuesta por tripsina
(Gibco) 0,05% (P/V) y Na,EDTA (Gibco) 0,02% (P/V) en buffer fosfato salino [PBS:
KH,PO, (Sigma) 0,60 g/l, NaHPQO, (Sigma) 0,78 g/I, NaCl 8,80 g/I, pH 7,4] durante 15 s
a temperatura ambiente con el objetivo de neutralizar los factores antitripsina presentes
en el SFB. Se respeto una relacion de 20 pl de solucién de tripsina-EDTA por cada cm?
de superficie. Luego de eliminar la solucién de lavado, se agregé nuevamente la misma
proporcién de la solucion de tripsina-EDTA, dejandola actuar el tiempo necesario para
cada linea celular empleada, que permita el desprendimiento completo de las células
adheridas a la superficie. A continuacion, se agreg6 el medio de cultivo correspondiente,
suplementado con SFB, para neutralizar la tripsina y homogeneizar la suspension
celular de tal forma de obtener las células en suspension.

Las células procariotas se cultivaron en estufa a 37°C, utilizando placas de Petri de
90 mm de diametro para el cultivo en medio sélido y tubos coénicos de 50 ml o

erlenmeyers de 250 ml y 500 ml para el crecimiento en medio liquido.

5. Determinacion de la concentracion de células viables, muertas y totales

El recuento celular se realizd6 en camara de Neubauer, estimando la proporcién de
células muertas por el método de exclusiéon con azul de tripan, un colorante supravital
(Cook y Mitchell, 1989). Esta técnica esta basada en la permeabilidad de la membrana
celular a los colorantes. Las células no viables tienen alterada la permeabilidad de su
membrana y por consiguiente permiten el ingreso de ciertos colorantes a su interior.
Como resultado se las observa de color celeste o azul; mientras que aquellas células
que se estan viables, mantienen intacta su membrana celular y no son permeables a
dichos colorantes, motivo por el cual se las observa blancas y refringentes al
microscopio optico.

Con este fin, la suspension celular se incub6 con una solucién de tripan 0,4% (V/V)
en PBS durante aproximadamente 1 min y luego se sembré la misma sobre una camara

de recuento, empleando cada caso patrticular, la dilucién conveniente segun la densidad
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celular de la muestra. Se contaron las células vivas y muertas, contenidas en cada uno
de los cuadrantes de los extremos.
La concentracién de células (X), (ecuacion 1) ya sean vivas o muertas, se

determiné segun la siguiente ecuacion:

cél , 1 1
X (=) = N°de células contadas x 10* X = X ——
ml 4 dilucion

(1)

La viabilidad del cultivo se determiné calculando el porcentaje de células viables
con respecto a las totales (ecuacion 2), teniendo en cuenta que la concentracién de

células totales (X7) es la suma de la concentracion de células muertas (Xy) y vivas (Xy).

Viabilidad (%) = 2 x 100 (2)
T

X_

6. Criopreservacion de lineas celulares de mamifero

Una vez que se ha obtenido una linea celular o bien un clon celular con las
caracteristicas deseadas y libre de contaminacion, es fundamental su conservacién. La
criopreservacion constituye un método eficaz de conservacion de células que garantiza
el mantenimiento de sus propiedades metabdlicas iniciales (Hasegawa, 1996;
Freshney, 2000b). La conservaciéon en nitrégeno liquido es uno de los métodos
usualmente empleado para preservar lineas celulares (Freshney, 2000c).

El dafio celular inducido por el congelamiento y la descongelacion es causado por
la formacion de cristales de hielo intracelulares y por efectos osmoticos (Hay, 1986). La
adicion de un agente crioprotector, como el glicerol o el dimetil sulféxido (DMSO)
(Lovelock y Bishop, 1959), y el empleo de una velocidad lenta de enfriamiento,
aproximadamente 1°C por min (Leibo y Mazur, 1971), minimizan éstos efectos
negativos.

La conservacion de las lineas y clones celulares se realizé en nitrégeno liquido, ya
que a temperaturas de -196°C se observaron deterioros celulares minimos (Green y
col., 1967). Para dicho fin, se utilizé el dispositivo MrFrosty® (Nalgene®, EE.UU.) que
permite el enfriamiento gradual y escalonado desde temperatura ambiente hasta -196°C
con una velocidad de enfriamiento de -1°C/min.

La criopreservacion de lineas y clones celulares se llevo a cabo durante la etapa de
crecimiento exponencial de dichas células. Para ello, se obtuvieron las suspensiones

celulares y se les realiz6 el recuento celular correspondiente, de forma de determinar el
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volumen necesario de dicha suspension a ser centrifugada. Las suspensiones celulares
se centrifugaron a 800 rpm durante 10 min a temperatura ambiente en una centrifuga
eppendorf 5403, rotor 16A4-44 (Alemania). Este procedimiento se realizé a baja
velocidad para asegurar una buena viabilidad celular. Luego de la centrifugacion, se
descartd el sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en una solucion de SFB y
DMSO (Sigma) en una relacion 95:5 (V/V), de manera de obtener una concentracion de
1-2x10° cel/ml. La suspensién celular se distribuyé a razén de 1 ml por criotubo
(Greiner). Los criotubos se colocaron inmediatamente en el dispositivo MrFrosty®
(Nalgene®) y el mismo se conservo a -70°C durante 24 h. Finalmente, los criotubos se

almacenaron en termos de N, liquido a -196°C.

7. Criopreservacion de cepas bacterianas

Para la conservacion de bacterias, ya sea wild type o recombinantes, se procedid a
cultivarlas durante 18 h a 37°C en medio LB o medio LB suplementado con ampicilina o
kanamicina, respectivamente. Posteriormente se tomaron 800 ul del cultivo y se le
adicionaron 200 ul de glicerol (Merck, Alemania) estéril, homogeneizando para asegurar
la distribucion del glicerol. Finalmente fueron conservadas a -70°C
(Sambrook y col., 1989?).

8. Revitalizacion de lineas celulares de mamifero

La descongelacién rapida de la suspensién celular es esencial para su 6ptima
recuperacion. Para la revitalizaciéon de las lineas celulares criopreservadas se retird el
criotubo del termo de N liquido y se lo sumergié inmediatamente en un bafo de agua a
37°C. La suspensidn celular descongelada se transfirio a un tubo cénico con 40 ml de
medio de cultivo y se centrifugd a 800 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Este
procedimiento se llevé a cabo con el objetivo de lavar las células, eliminando el DMSO
que es un reactivo toxico para las células en cultivo. Se descart6 el sobrenadante y el
pellet celular se resuspendié en un volumen de medio de cultivo apropiado. Finalmente,
se realiz el recuento celular con el objetivo de evaluar la recuperacion y la viabilidad

celular.

9. Revitalizacién de cepas bacterianas

Para recuperar las bacterias congeladas, se tomé una pequefia porcion del material

con un ansa o con un tip desde la superficie del cultivo celular congelado e
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inmediatamente se sumergid en medio de cultivo LB para bacterias wild type y LB
suplementado con el antibidtico correspondiente para cepas recombinantes. El criotubo
se conservd nuevamente a -70°C vy el cultivo se incubd a 37°C durante toda la noche.
(Sambrook y col., 1989a).

10. Construccidon de vectores para expresion en células eucariotas conteniendo
el promotor Mx2, inducible por IFNs-l (IFNs-l), dirigiendo la expresiéon de la

proteina verde fluorescente (EGFP)

10.1. Técnicas de biologia molecular para clonado

10.1.1. Preparacion de células de Escherichia coli DH5aF Iq competentes

La mayoria de los métodos para transformar bacterias estan basados en las
observaciones de Mandel e Higa (1970), quienes demostraron que las bacterias
tratadas con soluciones frias de CaCl, y sometidas inmediatamente a un breve shock
con calor se transformaban con el ADN del bacteriéfago A. EI mismo método fue
subsecuentemente empleado para transformar bacterias con ADN plasmidico
(Cohen y col.,1972). Aparentemente, dicho tratamiento induce un estado transitorio de
“competencia” de las bacterias receptoras, durante el cual son capaces de incorporar
ADN de diferentes origenes. Se han desarrollado muchas variantes de la técnica
original con el objetivo de optimizar la eficiencia de transformacion de diferentes cepas.

Para la generacion de las bacterias competentes DH5aF Ilg se comenzé con la
preparacion de un cultivo starter a partir de un stock de E coli DH5aF 'Iq conservado a
-70°C, generado previamente, en medio de cultivo LB sin antibidtico y se lo hizo crecer a
37°C durante toda la noche con agitacion a 200 rpm. A continuacién, se tomaron
500 pl de dicho cultivo y se colocaron en un frasco erlenmeyer con 50 ml de caldo LB
suplementado con 10 mM MgS0O,.7H,O y 0,2% de glucosa, efectuando de esta forma
una dilucion 1:100 desde el cultivo starter. EI Mg*™ 10 mM presente en el medio
favorece la eficiencia de transformacion y la glucosa incrementa la tasa de crecimiento.
El cultivo se desarrollé durante 2 h 30 min a 37°C, en un agitador shaker a 200 rpm,
monitoreando el crecimiento mediante la lectura de la densidad éptica (DO) a 550 nm.
Una vez que el cultivo alcanzé una DO igual a 0,5 las células fueron trasvasadas
asépticamente a un tubo de centrifuga estéril, previamente enfriado, y se incubaron
durante 10 min en bano de hielo. Las bacterias se cosecharon mediante centrifugacion
a 4°C durante 10 min a una velocidad de 1.500 rpm. Se descart6 el sobrenadante y el

pellet celular se resuspendid en 500 uyl de medio LB suplementado con 10 mM
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”

MgS0O,.7H,0 y 0,2% de glucosa frio. Luego se agregaron 2,5 ml de “storage solution
[caldo LB suplementado con 36% de glicerol, 12% polietilenglicol (PEG) (MW7500),
12 mM Mg,S0,.7H,0]. Esta solucion se esterilizd mediante filtracion y se homogeneizo
adecuadamente sin emplear vortex. Finalmente, la suspension de bacterias
competentes fue fraccionada en tubos eppendorf en un volumen de 50 pl y conservadas
a -70°C hasta su utilizacién.

Para corroborar que durante el preparado de las bacterias competentes no haya
habido contaminacién con otras cepas bacterianas, alicuotas de las mismas fueron
sembradas sobre placas de: medio LB agar; medio LB agar suplementado con

ampicilina y medio LB agar suplementado con kanamicina.

10.1.2. Transformacién de células competentes

Para llevar a cabo la transformacién de células competentes, se descongel6 uno de
los viales preparados previamente y conservados a -70°C y se mezclaron con 1 pl del
plasmido a amplificar, en el presente trabajo el vector pEGFP-C1 (Clontech) o bien con
10 upl de la mezcla de ligacion, y se incubaron durante 30 min en bafo de hielo.
Posteriormente, cada uno de los tubos se colocd durante 2 min en un bafio a 42°C e
inmediatamente se transfiri6 a un bafio de hielo durante otros 2 min para generar el
shock térmico. Se adicionaron 700 pl de medio LB sin antibidtico y se las incub6 durante
1 h a 37°C con agitacién a 200 rpm con el objetivo de permitir la recuperacion de las
células luego del estrés al que fueron sometidas. Transcurrido dicho tiempo, las células
se recuperaron mediante centrifugacién a 5.000 rpm durante 5 min. Se eliminé el
sobrenadante dejando 100 pl del mismo con el que se resuspendié el pellet celular.
Finalmente, la suspension celular, correctamente homogeneizada, se distribuyé en
forma homogénea sobre una placa de petri conteniendo agar LB suplementado con
kanamicina, de forma tal de poder seleccionar las bacterias transformadas. Las placas

se incubaron durante toda la noche a 37°C.

10.1.3. Preparacion de ADN plasmidico

Los plasmidos fueron purificados a partir de cultivos en medio liquido conteniendo
el antibiético apropiado. Todos los métodos de purificacion de ADN plasmidico se basan
en el tamafno relativamente pequefio y la naturaleza circular de los plasmidos, en
comparacion con las moléculas lineales y de gran tamafio molecular del ADN

cromosomico celular.
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10.1.3.1. Minipreparacion de ADN plasmidico

Con el fin de obtener cantidades suficientes del vector de expresion para realizar el
clonado molecular del Mx2/EGFP, se realizé una preparacion de ADN plasmidico a
pequena escala (miniprep) empleando el kit comercial WIZARD® Plus SV Minipreps
DNA purification system (Promega, EE.UU). Para ello, se descongel6 un criotubo de
células transformadas con el plasmido pEGFP-C1, se tomd una pequena alicuota y se
inoculé un frasco conteniendo 5 ml de medio LB suplementado con kanamicina,
amplificando de esta forma, el cultivo. EI mismo se incubdé durante 18 h a 37°C en
agitacién. Luego, se procedié a la preparacion del ADN plasmidico, siguiendo las

instrucciones del fabricante, detalladas a continuacion:

1. Se tomaron 3 ml del cultivo en un tubo eppendorf y se centrifugé a 10.000 g
durante 10 min. Se descarto el sobrenadante.

2. Se resuspendio el pellet celular con 250 uyl de Solucion de Resuspension y
posteriormente se adicionaron 250 ul de buffer de Lisis Celular, invirtiendo el
tubo 4 veces e incubando a temperatura ambiente entre 3-5 min.

3. Luego se adicionaron 10 pl de Solucién de Proteasa Alkalina y se incubd a
temperatura ambiente durante 5 min.

4. Se agregaron 350 pl de Soluciéon de Neutralizacion, invirtiendo el tubo varias
veces. Se dejo reposar durante 3 min y se centrifugd a 13.000 g durante 5 min.

5. Luego se tomo el sobrenadante (aproximadamente 850 pl) y se transfiriéo a una
columna de purificacion, colocada dentro de un tubo colector. Se centrifugd a
13.000 g durante 1 min y se descarté el flowthough.

6. Se agregaron a la columna 750 pl de Solucién de Lavado, se centrifugd 1 min a
13.000 gy se repitid el lavado con 250 pl, centrifugando durante 2 min.

7. Posteriormente se transfirié la columna de purificacion a un tubo eppendorf
nuevo y el ADN plasmidico fue eluido mediante el agregado de 100 ul de agua
Milli Q autoclavada sobre la resina de la columna y centrifugando 1 min a
13.000 g.

Este procedimiento fue llevado a cabo con el objetivo de obtener una pureza y
concentraciéon adecuada de los vectores construidos para secuenciar los mismos y

emplearlos posteriormente, en experimentos de transfeccion de células eucariotas.
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10.1.3.2. Maxipreparacion de ADN plasmidico

Una vez generado el plasmido de expresion en sistemas eucariotas, el mismo se
purific6 y amplificé mediante preparacion de ADN plasmidico a gran escala

(Maxipreparacion), cuyo protocolo se detalla a continuacion.

1. A partir de colonias individuales de cultivos en medio Agar-LB suplementado con
kanamicina, se inocularon frascos conteniendo 5 ml de medio LB-kanamicina y
se dejaron crecer 16-20 h a 37°C con agitacion a 180 rpm. Con este cultivo se
inoculd un erlenmeyer conteniendo 250 ml de medio LB suplementado con
kanamicina y nuevamente se incub6 durante 16-20 h a 37°C con agitaciéon a
180 rpm.

2. Se centrifugd el cultivo a 400 g y a 4°C. El pellet de bacterias fue resuspendido
en 10 ml de TEG (Tris-HCI 25 mM pH 8,30; EDTA 10 mM, glucosa 1% (P/V)) y
luego transferido a un tubo falcén de 50 ml e incubado en bafio de hielo por
5 min. Se agregaron 20 ml de solucion de NaOH 0,2 M, SDS 1% (preparado en
el momento), se homogeneizé suavemente y se incubd en hielo durante 3-5 min.

3. Se agregaron 15 ml de soluciéon de NaAc 3 M y se incubd en hielo durante
10-15 min. Se centrifugé durante 10 min a 400 g a 4°C y el sobrenadante se

trasvaso a otro tubo falcén de 50 ml filtrando previamente con papel de filtro.

4. Se precipitdé el ADN plasmidico agregando 27 ml de isopropanol y centrifugando
20 min a 400 ga 4°C.
5. Se descarté el sobrenandante y el ADN precipitado se resuspendié con 1 ml de

solucion al 80% Etanol-TN (TN: Tris-HClI 10 mM pH 8.00, NaCl 100 mM), y
trasvasado a un tubo eppendorf de 1,5 ml. Se centrifugd durante 1 min a 400 g.

6. Se resuspendié el DNA en 0,8 ml de 0,5 X TE (TE: Tris-HCI 25 mM pH 8,30;
EDTA 10 mM) agregando 200 pl de LiCl 10 M (concentracién final 2 M) y se dejo
en bafo de hielo durante 10 min. Se centrifugé 2 min a 13.000 g y se agregaron
0,5 ml de fenol/cloroformo 1:1.

7. Se centrifugd 2 min a 13.000 g y se volvié a precipitar el ADN plasmidico
presente en el sobrenadante agregando 600 pl de isopropanol y centrifugando
durante 5 min a maxima velocidad.

8. Se lavo el pellet con 0,5 ml de 80 % Etanol-TN. El precipitado se disolvié en
0,5ml de 0,5 X TE conteniendo 100 yg/ml RNAse A (Promega, EE.UU.) y se
incubd durante 30 min a 37°C.

9. Posteriormente se realizaron dos extracciones sucesivas con fenol/cloroformo y

una extraccion con cloroformo. Se centrifugd 2 min a 13.000 g y se agrego6 al



MATERIALES Y METODOS

sobrenadante 50 pl de NaAc 3 M (pH 7,00) y 0,5 ml de isopropanol. Luego de
una centrifugacion de 5 min a 13.000 g se lavd el pellet con 0,5 ml de 80%

Etanol-TN y finalmente se resuspendio en 0,5 ml de H,0.
10.1.4. Determinacién de la concentraciéon y pureza del ADN

Los acidos nucleicos absorben luz ultravioleta debido a la presencia de bases
aromaticas nitrogenadas a lo largo de sus cadenas. Esta es una caracteristica propia de
la molécula. Los acidos nucleicos presentan un maximo de absorcion a una longitud de
onda de 260 nm; por lo tanto, a dicha longitud de onda la absorcidon es proporcional a la
concentracion de ADN. Una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a una
concentracion de 50 ug/ml de ADN doble cadena (ADNdc).

Se prepard una dilucion 1/200 de las muestras de ADN a cuantificar y se determino
la absorbancia a 260 y 280 nm utilizando un espectrofotometro UV-visible
(Ultrospec 2000). Con estos valores se calculd la concentracion y pureza de las

muestras utilizando las ecuaciones 3 y 4 (Sambrook y col., 1989c)

HgADN 1
0 X
ml (dilucion )

Concentracion de ADN)| (ﬁj =DO0O,,,,, X5 (3)

ml

DO.
Pureza = —22%" (4)

280nm

El valor de pureza debe estar comprendido en el rango entre 1,8 y 2,0. Fuera del
mismo, la solucion no es apta para su uso en transfeccién de células eucariotas ya que
posee una cantidad considerable de contaminantes (proteinas, reactivos utilizados en la
purificacion del ADN, entre otros) que podrian afectar la eficiencia de la misma.

En ambos casos, la integridad de los plasmidos se evalué mediante electroforesis
en gel de agarosa (seccion 10.1.6).
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10.1.5. Digestiones enzimaticas

Las endonucleasas de restriccion reconocen secuencias especifcas sobre las
hebras de ADN, denominados sitios de restriccion. Bajo determinadas condiciones de
temperatura y concentracion salina, son capaces de digerir el ADN en dichos sitios
especificos. Las digestiones con endonucleasas de restriccion se realizaron respetando
los medio y condiciones recomendados por los proveedores de cada enzima. En todos
los casos, la reaccion se llevo a cabo durante 2 h a 37°C, empleandose de 1 a 5 U de
enzima por cada ug de ADN, en un volumen final de 20 pl.

Luego de las digestiones enzimaticas, los fragmentos se analizaron y separaron
mediante electroforesis en geles de agarosa (seccion 10.1.6) para su posterior analisis

y/o purificacion.

10.1.6. Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de ADN en geles de agarosa se realizd empleando el sistema
submarino (Sambrook y col., 1989d). Para la preparacion del gel, se pes6 1 g de
agarosa (Sigma, EE.UU.) y se disolvié en 100 ml de buffer TAE (Tris 242 g/I, Na,EDTA
19,01 g/l, acido acético 6 M) en horno microondas hasta completa disolucion. Se enfrid
la solucién a 60°C y se adicionaron 10 pl de bromuro de etidio (Baker, EE.UU)
10 mg/ml, logrando una concentracion final de 0,5 pg/ml. Esta solucion se coloco sobre
un soporte adecuado y se le colocd un peine de 1 mm de espesor para formar los
carriles de siembra, el cual se retiro una vez solidificado. El gel se coloco en una cuba
electroforética y se cubrié con buffer TAE 1X.

Las muestras de ADN fueron mezcladas con buffer de siembra 6X [Ficoll 400
10% (P/V), azul de bromofenol 0,25% (P/V), Na,EDTA 50 mM, Tris 10 M pH 7,50] y se
sembraron cuidadosamente sobre cada una de las calles del gel. Se tapo la cuba
correctamente y se aplicd un voltaje de 80 V hasta observar que los colorantes del
buffer de siembra migraron a lo largo del gel.

Finalmente, el gel fue examinado utilizando un transluminador UV (UVP, EE.UU.) y
fotografiado. El fundamento de la deteccion de los fragmentos de ADN empleando luz
UV se basa en que el bromuro de etidio presenta una estructura planar, que al
intercalarse entre las bases de las moléculas de acidos nucléicos, se une y origina un
incremento en la fluorescencia comparado con el colorante libre. La radiacion UV es
absorbida y la energia es emitida en la region visible del espectro, correspondiente a

590 nm (rojo-naranja).
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Para estimar el tamafo de los fragmentos de ADN separados se empled el

marcador de masa molecular Benchtop DNA 1 Kb Ladder (Promega).

10.1.7. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Los productos de digestiéon de peso molecular esperados fueron escindidos del gel
de agarosa con un bisturi y purificados utilizando el kit comercial QlAquick Gel Extration
Kit (QIAGEN, EE.UU.), siguiendo las recomendaciones del fabricante, como se describe

a continuacion:

1. Se colocé la fraccion de gel separada con bisturi dentro de un tubo eppendorf y se
agregaron 3 volumenes de buffer QG por cada volumen de gel (100 mg de gel
equivalen aproximadamente a 100 pl).

2.  Se incubo6 durante 10 min en bafio de agua a 50°C, mezclando por inversion cada
2-3 min.

3. Una vez que el gel de agarosa se disolvié por completo, se adicion6 1 volumen de
isopropanol.

4. Se transfirid la muestra a una columna de purificacion (QIAquick spin column)
dentro de su respectivo tubo colector y se centrifugé durante 1 min a 13.000 g.

5. Se descart6 el flowthrough y se agregaron 0,5 ml de buffer QG a la columna,
volviendo a centrifugar de la misma manera.

6. Para lavar, se agregaron 0,75 ml de Buffer PE centrifugando durante 1 min a
13.000 g. Se descarto el flowthrough y se volvié a centrifugar de la misma manera,
para descartar todo el buffer PE residual.

7. Se transfirié la columna a otro tubo eppendorf y el ADN fue eluido con 50 ul de

agua Milli Q autoclavada.

Se chequed la purificacion analizando una alicuota mediante electroforesis en gel
de agarosa y se determind su concentracion y pureza mediante lectura

espectrofotométrica.

10.1.8. Estrategia disefiada para la generacién del vector de expresion pMx2/EGFP

10.1.8.1. Esquema y descripcién del plasmido de expresion pEGFP-C1
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Para generar el vector de expresion pMx2/EGFP se utilizé el plasmido de expresion
para células eucariotas denominado pEGFP-C1 (Clontech) (Fig. 9). El mismo tiene una
longitud de 4731 pb. EI mismo contiene un origen de replicacion pUC, un gen de
resistencia a kanamicina (Kan R) para la amplificacion y seleccién del ADN en células
procariotas, y un sitio de multiple clonado (polylinker) para la insercion del gen o
secuencia exogena. Ademas cuenta con un origen f1 para la produccién de DNA simple
cadena. Posee ademas el promotor temprano de citomegalovirus (CMV) precedido por
su secuencia enhancer (CMV enh), las cuales van a permitir una alta expresion de la
secuencia codificante insertada. Contiene el gen de la proteina reportera enhancer
green fluorescence protein (EGFP). Las secuencias que flanquean el gen de la EGFP
fueron convertidos en secuencias consenso Kosak, que posteriormente favoreceran la
eficiencia de traduccién en células eucariotas. El sitio de multiple clonado se encuentra
entre la secuencia codificante para la EGFP vy el sitio SV40 polyA. De esta manera, las
secuencias que se clonen en dicha regién, se expresaran como proteinas de fusion al
sitio C-terminal de la EGFP. Contiene un gen de resistencia a Neomicina (Neo R) que
permitira la seleccioén de las transfectantes con G-418 (neomicina) en células eucariotas.
Este antibidtico bloquea la sintesis proteica tanto en células procariotas como eucariota,

provocando de esta forma la muerte celular.

Promotor CMV

origen de replicacién plasmidico pUC

 EGFP

pEGFP-C1 Clontech
4731bp q
mcs

.
v
A =
SV40 sefial polyA
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SV40 Amp promotor
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Fig. 9: Esquema del vector de expresion en células eucariotas, pEGFP-C1 (Clontech, EE.UU).
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10.1.8.2. Obtencién de la secuencia codificante del promotor Mx2

La secuencia correspondiente al promotor Mx2 murino fue sintetizada por
GENEART, EE.UU., segun la secuencia génica AB086958 (NCBI Genebank). El

promotor Mx2 es inducible especificamente por interferones tipo |, ya que contiene dos

secuencias consenso de elementos de respuesta a interferon (ISRE1 e ISRE2). El

ISRE2 se encuentra en una zona proximal y es conservada en el promotor Mx de varias

especies: humana, murina y de pollo entre otros. Esta secuencia es critica en la

activacion de dicho promotor por parte de los IFNs (Asano y col., 2003).
A continuacion se esquematiza el vector 0917514 Mx2p pMA conteniendo la secuencia

promotora Mx2 murina (Fig. 10).

Fig.10:

10.1.8.3.

Para

0917512 Mx2p pMA

vector de expresion pMx2/EGFP

EcoRI (377)

Aval (383)
/

~~_ BamHI (389)

NheT (395)

PstI (973)
PstI (1055)
Asel (1112)

EcoRI (1129)

Secuencia promotora Mx2 murina sintetizada por GENEART.

Clonado del promotor Mx2 en el vector pEGFP-C1 para obtener el

generar el vector de expresion pMx2/EGFP se desarrollé la estrategia

esquematizada en la Fig. 11. Para ello, tanto el vector pEGFP-C1 como el vector

conteniendo la secuencia del promotor Mx2 fueron digeridos secuencialmente con las

enzimas de restriccion Asel (New England Biolabs, Inglaterra) y Nhel (Promega,EE.UU),

mezclando en un tubo de reaccion los reactivos que se mencionan en la Tabla VI.
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Cada una de las digestiones se realizé en un volumen final de 20 pl, durante 3 h a
37°C.

Luego de la primera digestion, se precipité el ADN. Para ello, se llevé el volumen de
digestién a 200 pl con agua Milli Q estéril, se agregaron 20 ul de NaAc 3 M pH 74 y
500 pl de etanol absoluto. Luego se incubd durante 1 h a -20°C. Se lavé el pellet dos
veces con etanol 70% (V/V) frio y finalmente, se resuspendioé en 17 yl de agua Milli Q
autoclavada. A este volumen se le adicionaron 2 ul de buffer 10X y 1 ul de la enzima de
restriccion Nhel, para llevar a cabo la segunda digestiéon, incubando nuevamente
durante 3 h a 37°C.

Tabla VI: Reaccion general de digestion de ADN

Buffer 2 ul 2 ul
ADN 3,8 ug 3,9 ug

Enzima 10 UI 10 UI
H,O csp 20ul csp 20ul

Cada una de las digestiones se realizd en un volumen final de 20 pl, durante 3 h a
37°C.

Luego de la primera digestion, se precipité el ADN. Para ello, se llevo el volumen de
digestion a 200 ul con agua Milli Q estéril, se agregaron 20 pl de NaAc 3 M pH 7,4 y
500 ul de etanol absoluto. Luego se incub6 durante 1 h a -20°C. Se lavé el pellet dos
veces con etanol 70% (V/V) frio y finalmente, se resuspendié en 17 pl de agua Milli Q
autoclavada. A este volumen se le adicionaron 2 ul de buffer 10X y 1 ul de la enzima de
restriccion Nhel, para llevar a cabo la segunda digestion, incubando nuevamente
durante 3 h a 37°C.

Luego, las bandas del ADN digerido se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa (seccion 10.1.6). A continuacion, la banda correspondiente al vector pEGFP-C1
sin el promotor CMV y la banda correspondiente al promotor Mx2 se purificaron desde el
gel utilizando el kit comercial QIAquick Gel Extration kit (seccion 10.1.7).

Una vez obtenidos los fragmentos de ADN de interés purificados, se realizé la
ligacién de los mismos utilizando la enzima T4 DNA Ligasa (Promega, EE.UU). Las

ligaciones se incubaron a 16°C durante 18 h. La proporcién de vector mas inserto (V+l)
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utilizada en las ligaciones fue de 1:2 respectivamente. También se realizé un control de
vector religado (VR) (Tabla VII).

Transcurrido dicho tiempo, se utilizé la totalidad de la mezcla de ligacion para
transformar células competentes Escherichia coli DH5aF lgq, como se describe en la
seccion 10.1.8.

Seguidamente, se seleccionaron colonias individuales de la placa de transformacion
V+l y se incub6 cada una de ellas en 5 ml de medio LB-Ampicilina. Los cultivos se
incubaron con agitacion a 37°C durante 16-20 h. Luego, se purificd ADN plasmidico de
las colonias recombinantes positivas, utilizando el kit comercial WIZARD® Plus SV
Minipreps  DNA purification system (Promega, EE.UU) (seccion 10.1.3.1) y se
sembraron 5 pl de cada preparaciéon en el gel de agarosa. Aquellos plasmidos que
presentaron un cambio en la movilidad con respecto al control fueron analizados con
enzimas de restriccidn para confirmar la presencia del inserto correspondiente. Una
alicuota de cada uno de los vectores que mostraron diferencia en la migracion respecto
del control, fue digerido utilizando la enzima Sacl (Promega, EE.UU).

La secuencia genética del plasmido generado contiene dos sitios de restriccidén para
dicha enzima. De esta forma, luego de la digestién y corrida electroforética deberian

observarse un patrén de 2 fragmentos de ADN.

Tabla VII: Reaccion general de ligacion. Se utilizaron los volimenes de ADN
necesarios para las proporciones molares deseadas de vector e inserto, segtin
cuantificacion de las muestras.

Buffer 5X 4 ul 4 ul

T4 DNA Ligasa 1l 1wl

Vector X Mg X Mg

Inserto X Mg X Mg
H.O csp 20yl csp 20l

Una vez caracterizados los vectores de expresion generados pMx2/EGFP, se
realizaron purificaciones de ADN plasmidico a gran escala (maxipreparacion) descrita
en la seccion 10.1.3.2. de forma de preparar cantidad de plasmido de expresion con alto
grado de pureza, suficiente para realizar posteriormente la transfeccion de las células

eucariotas y obtener las lineas celulares reporteras.
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Fig. 11: Estrategia de clonado para la generacion del vector de expresion pMx2/EGFP.
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11. Transfeccion de células eucariotas

La introduccion de ADN exdgeno en células eucariotas se realizd6 empleando la
técnica de transfeccibn mediada por lipidos catibnicos o lipofeccion
(Felgner y col., 1987). En soluciones acuosas, los lipidos catidnicos forman pequefas
vesiculas unilaminares (liposomas), con un tamano promedio entre 600 y 1.200 nm. El
método se basa en la interaccién idnica de estos liposomas, cuya superficie se
encuentra cargada positivamente, tanto con los grupos fosfatos del ADN como con las
cargas negativas de la superficie celular. EI ADN en solucién no es encapsulado dentro
del liposoma sino que se une espontaneamente a las cargas positivas de los mismos
formando complejos que son captados por las células en cultivo. El método original fue
mejorado mediante el reemplazo del lipido monocatiénico por reactivos policationicos,
como el Lipofectamine™ (Hawley-Nelson y col., 1993).

Para llevar a cabo las transfecciones de las lineas celulares se respeto el protocolo

de ensayo que se detalla a continuacion.

1. Cada una de las lineas celulares a ser transfectadas fueron cultivadas en sus
correspondientes medios de crecimiento, segun lo mencionado en la seccion 2y 3
de Materiales y Métodos. Cuando el cultivo alcanzé una etapa de crecimiento
exponencial, las células se cosecharon mediante desprendimiento enzimatico con
tripsina, se contaron y se resuspendieron en medio de crecimiento en una densidad
celular de 1,5x10° cel/ml. Se sembraron 2 ml de dicha solucién en las cavidades de
una placa de cultivo estéril de 12 pozos y se incubaron durante 24 h a 37°C de modo
de alcanzar un 80% de confluencia.

2. Se retir6 el sobrenadante de cada pozo y con el objetivo de eliminar el SFB, las
células se lavaron con 2 ml de cada uno de los medios basales, sin ser
suplementados con SFB, dejando en cada uno de los pozos un volumen final de
500 pl.

3. Los complejos ADN-lipidos fueron generados en una relacién 1:1, respectivamente.
Para ello, por cada cavidad, se prepard: un tubo conteniendo 2 ug de vector en
100 ul de medio de cultivo basal y por otro lado 2 pl de Lipofectamine 2000 Reagent
(Invitrogen, EE.UU.) en 100 pl de medio de cultivo basal.

4. Ambos volumenes se mezclaron y se dejaron reposar 20 min a temperatura
ambiente para la formacion de los complejos ADN-lipido. Como control de la
toxicidad del lipido se mezclaron 100 ul de la solucion de lipidos y 100 yl de medio

de cultivo basal.
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5. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, el total del volumen de la mezcla

ADN-lipidos fue colocado lentamente, gota a gota, a cada pocillo conteniendo el

cultivo celular en un volumen de 1 ml de medio de cultivo basal.

El cultivo celular se incub6 en estufa gaseada a 37°C durante 4 h.

Una vez transcurrida la incubacion con la mezcla ADN-lipido, se agregd 1 ml de

medio de cultivo suplementado con 20% SFB de forma tal de completar el volumen

final por pozo de cultivo a 2 ml, con una concentracién de SFB final en el pozo,

equivalente a 10% (V/V), necesario para el crecimiento de cada una de las células

transfectadas. Las células fueron incubadas a 37°C durante 24 h hasta la activacion

del sistema reportero con rhiFNs-I.

Aclaracion: Las lineas celulares A549 y Hela fueron cultivadas en medio de cultivo

DMEM; mientras que las lineas HEp-2 y WISH se trabajaron en medio MEM. Por su

parte, las células MCF7 y Caco2 se cultivaron en medio EMEM vy las células HEL 92.1.7

en medio de cultivo RPMI.

ADN

P T

LIPOSOMAS

ENDOCITOSIS
ENDOSOMA
DIVISION
CELULAR
"--ﬂ\'f
: NUCLED
LIBERACION

DE ADN CELULAR

( . COMPLEJOS
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y

Fig. 12:

Mecanismo de transfeccion mediante lipofeccion.

El ADN forma junto a los lipidos catidnicos, por atraccion de cargas, complejos
ADN/lipidos, los cuales ingresan a la célula por endocitosis. Una vez dentro de la
célula, el ADN se libera y se integra al azar en el cromosoma de la célula
transfectada.
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11.1. Transfeccion transitoria de células eucariotas para el analisis del

funcionamiento del vector de expresiéon generado

Para evaluar la integridad de la construccién plasmidica y el funcionamiento del
sistema reportero Mx2/EGFP desarrollado, se realizaron transfecciones transitorias de
células WISH con el vector pMx2/EGFP, siguiendo el protocolo descripto en la
seccion 11. Luego de 24 h de transfeccion se retird el sobrenadante de cada uno de los
pozos y se prosiguid con el protocolo de activacion de las lineas reporteras con los

rhIFNs-I como se menciona a continuacion.

1. Se retir6 el sobrenadante de cada pozo y se lavd con medio de cultivo MEM basal.

2. Se sembraron 1.000 Ul/ml de cada uno de los rhIFN-a2a y rhIFN-B1a, preparados en
medio de cultivo MEM suplementado con 2% SFB, de forma de mantener el cultivo
de células en una densidad relativamente constante. Uno de los pocillos fue utilizado
como control negativo de activacion, también conocido como control de expresion
basal, al cual se le agregé medio de cultivo MEM suplementado con 2% de SFB.
Las células se incubaron durante 24 h a 37°C.

3. Transcurrido dicho tiempo, las células de cada uno de los pozos fue tratada con
tripsina para desprenderlas de la superficie de la placa y resuspendidas en medio de
cultivo sin SFB o PBS 1X para de obtener una suspensién homogénea de células en
suspension para analizarlas por citometria de flujo. De esta forma, se evalué cada
una de las condiciones del ensayo analizando mediante citometria de flujo el
porcentaje de células verdes positivas como consecuencia de la activacién del

promotor Mx2 inducible especificamente por IFNs-I.

Este ensayo solo se realiz6 con las células WISH, dado que el objetivo era
determinar la efectividad del sistema reportero generado, para luego, en una etapa
posterior y con la certeza del funcionamiento del sistema reportero, generar las lineas

celulares reporteras provenientes de distintos linajes celulares.

11.2. Obtencidn de lineas celulares reporteras en forma estable

Obtener una linea celular recombinante estable a partir de una transfeccion, implica
el tratamiento de las células transfectadas con un medio de cultivo selectivo. De esta
forma se seleccionaran solamente aquellas células que sean resistentes al medio de
cultivo empleado. Esta resistencia se adquiere una vez que el vector utilizado se haya

incorporado al genoma de la célula en forma estable.
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Para dar origen a las lineas celulares reporteras estables, se llevd a cabo el
protocolo descrito en la seccidn 11. Se generaron lineas celulares reporteras
transfectando las lineas celulares A549, Hela, HEp-2, WISH, MDBK, Caco2, MCF7 y
HEL 92.1.7 mediante transfecciéon con Lipofectamine™ 2000 Reagent y posterior
seleccion.

Para llevar a cabo la seleccion, 48 h post transfeccion se cambioé la totalidad del
medio de cultivo por medio MEM 10% SFB, DMEM 10% SFB, EMEM 10% SFB o RPMI
10% SFB, segun corresponda, conteniendo el agente de seleccion Geneticin o G-418
sulfato (Gibco), el cual es un aminoglucdsido de estructura similar a la neomicina. El
mismo se utilizé en una concentracion final de 400 pg/ml. De esta manera, sélo aquellas
células transfectadas con el plasmido pMx2/EGFP que hayan incorporado en su
genoma el gen de la neomicina fosfotransferasa, codificado en este vector, sobreviviran
en presencia de dicho antibiético durante periodos de tiempo prolongados. Una fraccion
de estas células también expresara el gen de interés, constituyendo una linea celular
estable. Paralelamente, se realizé un control negativo de seleccion, incubando cada una
de las lineas celulares no transfectadas con el antibidtico en las mismas condiciones.
Una vez que el control negativo de seleccion mostr6 100% de células no viables
(aproximadamente 7-10 dias de seleccion), se cambié el medio de cultivo de las células
transfectadas por medio de cultivo MEM 10% SFB, DMEM 10% SFB, EMEM 10% SFB
o RPMI 10% SFB y se mantuvo en condiciones de cultivo hasta alcanzar la densidad

celular necesaria para su criopreservacion (seccién 6).

12. Clonado de las lineas celulares recombinantes generadas

Las lineas celulares transfectadas en forma estable constituyen un grupo
heterogéneo de células que presentan diferencias en sus caracteristicas de crecimiento
asi como en los niveles de expresion. Las marcadas diferencias en los niveles de
expresion se deben fundamentalmente a dos factores: diferente numero de copias e
integracion en sitios con distinta actividad transcripcional (Hauser, 1997). El propésito
del clonado es asegurar que todas las células de un cultivo desciendan de una unica
célula, es decir, sean genéticamente idénticas. Esto permite aislar células altamente
productoras de aquellas que no lo son, luego de eventos de transfeccion y seleccion
iniciales (Mather, 1991).

El momento en el que se realiza el clonado es de vital importancia. Es importante
realizar el clonado en el menor lapso de tiempo desde la generacion de la linea celular,
dado que los multiples clones presentan distintas velocidades de crecimiento, pudiendo

perderse clones con altos niveles de expresion y baja taza de crecimiento.
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El clonado celular de las lineas obtenidas se realizé por el método de dilucién
limite (Freshney, 2000c; Mather, 1991). El mismo consiste en preparar una suspension
celular que permita obtener una célula unica en un volumen de medio de cultivo, el cual
luego es dispensado en pozos de una placa de microtitulacion. La probabilidad de
obtener una unica célula por pocillo aumenta a medida que se realizan suspensiones
celulares de menor densidad celular que permitan sembrar una sola célula cada 5 o
10 pozos. Dado que se trabaja con densidades celulares realmente bajas, es necesario
enriquecer el medio de cultivo en el que son cosechadas las células, ya que los factores
de crecimiento y nutrientes aportados por las células vecinas no estaran presentes.
Estas deficiencias nutricionales suelen suplantarse por un enriquecimiento del medio de
cultivo con una proporcién mayor de SFB y/o medios condicionados con el crecimiento
de otras células o capas de células alimentadoras. El clonado resulta efectivo si se
observa crecimiento, como maximo en el 30% de los pozos en los cuales se sembro
una proporcion de una célula cada 10 pozos o una célula por pozo.

Siguiendo el fin planteado previamente, se prepararon suspensiones celulares de
las lineas a clonar en medio de cultivo MEM o DMEM, segun corresponda,
suplementados con 20% de SFB (V/V), de concentraciones 0,5 cél/ml, 5 cél/ml y
50 cél/ml. Cada una de estas suspensiones celulares se sembroé sobre la 1/3 parte de
cada una de 2 placas de 96 pozos a razon de 200 ul por pozo. De esta forma, se espera
obtener zonas con 0,1; 1 y 10 células por pozo, respectivamente. Los pozos
correspondientes a las suspensiones celulares de 0,1 y 1 cél/pozo, que evidenciaron el
crecimiento de un unico clon, fueron seleccionados y amplificados en forma gradual.
Para ello, se utilizaron sucesivamente placas de 12, 24 y 6 pozos y frascos T de 25 cm?,
hasta llegar a obtener una cantidad suficiente de células de cada clon para su analisis.
Los clones seleccionados fueron evaluados en cuanto a su capacidad para responder a
la activacion con los rhIFNs-I. Para ello, se sembraron 2,5x10° cél/ml de cada clon sobre
cada cavidad de placas de 96 pozos. Luego de 24 h a 37°C los mismos fueron tratados
con los rhIFNs-I e incubados durante otras 24 h a 37°C. Finalmente los clones celulares
fueron analizados mediante citometria de flujo para poder obtener el porcentaje de
células verdes positivas como resultado de la mayor o menor activacion del promotor
Mx2, inducible especificamente por IFNs-l. Los mejores clones respondedores de cada
una de las lineas celulares reporteras generadas fueron criopreservados vy

caracterizados.
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13. Métodos de valoracion de la actividad biolégica in vitro de los rhIFNs-I

Los ensayos de valoracion bioldgica de citoquinas pueden realizarse de diversas
formas, pero todas ellas se basan en la capacidad de la proteina para inducir alguna
actividad cuantificable en células o tejidos (Mire-Sluis, 1999).

Los ensayos mas utilizados para la medicion de la potencia biolégica de los IFNs
se basan en su actividad antiviral. Sin embargo, estos ensayos no predicen la actividad
biologica de los IFNs en terapias antitumorales o inmunomoduladoras. Por lo tanto se
han desarrollado otros bioensayos basados en la inhibicién de la proliferacion celular, en
la regulacion de funciones celulares y en la deteccion de la expresion de proteinas

inducidas por IFN mediante inmunoensayos (Meager, 2002; Mire-Sluis y col., 1996).

13.1. Valoracién de la actividad biolégica antiviral

Los ensayos de valoracion bioldgica antiviral de los IFNs cuantifican la actividad
inhibitoria que ejercen las citoquinas sobre la propagacién o replicacion viral. El
procedimiento mas simple y conveniente consiste en medir la capacidad del IFN de
proteger a las células susceptibles del efecto citopatico de un virus litico para un rango
determinado de concentraciones de IFN.

Existen una gran variedad de sistemas linea celular/virus sugeridos por la
Farmacopea Europea para este tipo de estudio. Particularmente, en este caso se
ensayaron distintos sistemas: linea celular WISH/virus de la estomatitis vesicular (VSV),
HelLa/VSV; HEp-2/VSV y A549/VSV. Cada uno de estos sistemas debid ser optimizado.
El procedimiento basico consiste en sembrar una cantidad determinada de células
capaces de formar una monocapa celular y posteriormente incubar las mismas con
diluciones seriadas de cada uno de los rhIFNs para inducir un estado antiviral. Luego de
un determinado periodo de tiempo, estas células son expuestas al virus citopatico hasta
observar efecto litico total sobre aquellas células que no fueron protegidas por el IFN.
En este momento, las células que no han sido lisadas y que, por lo tanto, continuan
adheridas al sustrato, son tefiidas con un colorante. Finalmente, el colorante es disuelto

y a continuacion se realiza la lectura espectrofotométrica (Fig.13).

La metodologia desarrollada fue la siguiente:
1. Las células empleadas en el ensayo fueron desprendidas del sustrato sobre el que
estaban adheridas utilizando tripsina y resuspendidas en medio de -cultivo

MEM/DMEM 10% SFB (V/V), segun corresponda. Se prepard una suspension
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celular de 2,5x10° cél/ml y se sembraron 100 pl de la misma sobre las cavidades de
una placa de 96 pozos. Las mismas fueron incubadas durante 24 h a 37°C.

Se descartd el sobrenadante de la placa por inversién, se escurrié y se colocaron
100 pl por pozo de sucesivas diluciones de rhiIFN-a2a, rhIFN-o2b desde una
potencia 20 Ul/ml hasta 0,16 Ul/ml y diluciones de rhIFN-B1a, rhIFN-B1b desde una
potencia 80 Ul/ml hasta 0,625 Ul/mly se incubaron por 6 h a 37°C. Cada una de las
diluciones de IFN fue preparada en medio de cultivo DMEM/MEM 2% (V/V) SFB,
segun corresponda.

Nuevamente se elimind el sobrenadante por inversién de la placa, y se realizaron
2 lavados con medio de cultivo basal sin SFB. Seguidamente, se colocaron 100 pl
por pozo de una diluciéon apropiada de virus VSV en medio DMDM o MEM
2% SFB (V/V) en cada uno de los pozos y se los incubd durante 18-20 h a 37°C.

Se realizaron dos tipos de controles:

a. Control celular: En ausencia de virus e IFN, para evaluar maxima
proliferacion celular cuando no se produce infeccion viral. Para ello, se
incubaron las células con 100 ul por pozo de medio de cultivo 2% SFB.

b. Control de lisis: En ausencia de IFN, para evaluar el efecto del virus
sobre las células. En lugar de IFN se sembraron 100 pl por pozo de
medio de cultivo 2% SFB y luego se infectaron con virus VSV de la

misma forma que se procedio para las muestras y los estandares.

Finalmente, para revelar el ensayo, se eliminé el sobrenadante de cultivo por
inversion de la placa, se escurrid y se agregaron 50 pl por pozo de una solucion de
cristal violeta 0,75% (P/V) en metanol 40% (V/V), incubandose durante 15 min a
37°C. Posteriormente, se elimind el colorante, y se realizaron sucesivos lavados
con agua destilada hasta verificar ausencia del colorante en los lavados. El
colorante fijado fue disuelto mediante el agregado de 200 ul de acido acético
20% (V/V) en cada cavidad y se homogeneizé. La lectura del color generado se
efectud a una A= 540 nm en un lector de placa de microtitulacion.

Una vez revelado el ensayo, se efectuaron las comparaciones correspondientes
entre las curvas dosis-respuesta de cada muestra con respecto a su
correspondiente curva estandar y se calcularon las actividades correspondientes,
asi como si hubo efecto sobre la misma cuando las células fueron incubadas con

cada uno de los compuestos.
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Dia 1. D’Ia 2- D'Iaa.
se siembran las células se siembran muestras, controles, serevelael ensayo
sobre placas de 96 pozosy estandaresy se incuban 6h. mediante la tincién con
seincubana 37°C Acontinuacion, se agrega el virus VSV y cristal violeta

seincubapor18ha 37 °C.

Fig.13: Esquema del ensayo de actividad anti uantificar la actividad
bioldgica de los IFNs-I.

13.2. Valoracion de la actividad biolégica antiproliferativa

Otra de las propiedas de los IFNs-I es su actividad antiproliferativa. El ensayo de
valoracion de la actividad biologica antiproliferativa in vitro de los rhIFNs se basa en la
cuantificacion de los efectos que esta citoquina induce sobre la viabilidad y proliferacion
de la linea celular en estudio.

El procedimiento basico consiste en sembrar un nimero determinado de células en
placas de microtitulacion e incubarlas con diluciones seriadas del IFN durante un
determinado tiempo. Posteriormente, mediante un método colorimétrico se mide la
proliferacion celular, poniendo en evidencia la presencia de enzimas deshidrogenasas
que se encuentran en las células metabdlicamente activas y cuya actividad se relaciona
en forma directa con la cantidad de células viables presentes en el cultivo
(Nederman y col., 1990) (Fig.14).

Con este fin, se empled el Kit Cell Titer 96™ AQueous Non-Radiactive Cell

Proliferation Assay (Promega, EE.UU.), el cual se compone de dos reactivos:

o MTS[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxi-fenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolium)] 2 mg/ml.

o PMS [metasulfato de fenazina] 0,92 mg/ml.

Las enzimas deshidrogenasas catalizan la biorreduccién del MTS en un cromégeno
soluble (azul de formazan) que absorbe a una longitud de onda equivalente a 490 nm.

El PMS actia como dador de electrones en la reaccion de 6xido-reduccion. La cantidad
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de producto generado es directamente proporcional al numero de células
metabdlicamente activas en el cultivo.

Habitualmente, para este bioensayo se utilizan células Daudi. Sin embargo, como
en este trabajo de tesis se pretende evaluar, en una etapa posterior, el efecto de los
compuestos posibles moduladores de la actividad biolégica de los IFNs-I, sobre las
lineas celulares previamente generadas, de forma de evaluar y comparar el
comportamiento de los compuestos seleccionados sobre la actividad biologica de los
IFNs y ver la consistencia de los resultados a lo largo de los diferentes ensayos
empleados para medir la actividad biolégica de las moléculas en estudio, se utilizaron
las 4 lineas celulares reporteras Mx2EGFP en lugar de las células Daudi.

Para ello, debieron optimizarse las condiciones del ensayo para cada linea celular

utilizada. Se evaluo:

e Elinoculo inicial de células, para lo cual se ensayaron las siguientes densidades
celulares: 1,5x10% 3,0x10% 6,0x10% 12,0x10% 24,0x10% 48,0x10* 96,0x10%
192,0 x10* cél/ml..

o El tiempo de revelado del ensayo: luego del agregado del reactivo MTS/PMS se

realizé la lectura espectrofotométrica después de 3y 5 h.

Posteriormente, una vez optimizado el protocolo de ensayo para cada linea celular,
se utilizé el mismo para determinar la potencia biolégica antiproliferativa de los
rhIFN-02a y rhlIFN-B1a en presencia de los compuestos seleccionados utilizando las
4 lineas celulares reporteras generadas como se describe a continuacion.

El estandar, las muestras y los controles fueron analizados por duplicado.

1. En placas estériles de fondo plano de 96 cavidades se colocaron 25 ul por pozo de
sucesivas diluciones 1:2 de los estandares de rhiIFN-a2a o rhIFN-B1a en medio de
cultivo MEM o DMEM, segun corresponda, suplementados con 10% SFB (V/V).

En la tabla VIl se muestran las concentraciones de cada IFN ensayadas para cada
linea celular. Las muestras analizadas corresponden a los mismos estandares de
IFN en presencia de los compuestos seleccionados.

En el caso de los estandares se sembraron 25 ul del IFN correspondiente y 25 ul
de medio de cultivo. Para las muestras se sembraron 25 pl de IFN y 25 ul de la
dilucion correspondiente de cada compuesto en estudio.

2. Cadauna de las lineas celulares empleadas en el ensayo fue cultivada en su medio

de crecimiento correspondiente: MEM 10% SFB (V/V) para las lineas reporteras
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WISH y HEp-2; y DMEM 10% SFB (V/V) para las lineas A549 y HeLa. Cuando cada
uno de los cultivos se encontraba en fase de crecimiento exponencial, las células se
cosecharon y se centrifugaron a 1.000 rpm durante 10 min. Se descartd el
sobrenadante y el pellet celular se resuspendid en el medio de crecimiento
correspondiente, preparando las suspensiones celulares con las densidades

correspondientes, descriptas en la tabla VIII.

Tabla VIll: Densidades celulares y rangos de potencias de IFN correspondientes a cada
linea celular, para el ensayo de actividad antiproliferativa.

rhiFN-a2a rhiIFN-B1a rhiIFN-a2a rhiFN-B1a
HeLa-Mx2/EGFP  1,25x10* 1,25x10* 39-1.250 39-1.250
WISH-Mx2/EGFP  1,25x10* 1,25x10* 94-3.000 9-300
A549-Mx2/EGFP  5,00x10* 5,00x10* 156-5.000 156-5.000
HEp2-Mx2/EGFP  2,50x10* 2,50x10* 156-5.000 156-5.000

Posteriormente, se adicionaron 50 ul de cada suspension celular sobre cada
cavidad, donde previamente se sembraron los IFNs y los IFNs + compuestos,
incubandose durante 96 h a 37°C.
Transcurrido dicho periodo de tiempo, se agregaron 20 pl por cavidad del
reactivo de color, preparado en el momento, el cual fue preparado mezclando
2 ml de soluciéon de MTS con 100 pul de solucién de PMS por cada placa. Se
incubé durante 3 h a 37°C. La absorbancia del cromégeno se midié a una
A=492 nm contra lectura de fondo de placa a A= 690 nm.
Se realizé el control de proliferacion celular correspondiente como se describe a
continuacion:

e Para evaluar la maxima proliferacion celular en ausencia de rhlFN. Se
reemplazaron los 25 ul del IFN correspondiente por medio de crecimiento.
Una vez revelado el ensayo, se efectuaron las comparaciones correspondientes
entre las curvas de dosis-respuesta de cada muestra con respecto a su
correspondiente  curva estdandar y se calcularon las actividades
correspondientes, asi como si hubo efecto sobre la misma cuando las células

fueron incubadas con cada uno de los compuestos.
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Dia 0:

Sesiembran las células, las muestras
delFNs y los compuestos (muestras y

actAnAdar)

VI VIV y OUTIVUNA PUL VT,

Luego se leeabsorbancia

Fig. 14: Esquema del ensayo de actividad antiproliferativa para evaluar potencia de los
IFNs-I.

14. Desarrollo de un nuevo ensayo de gen reportero para cuantificar la potencia
de los rhiFNs-I

Como se explico previamente, habitualmente, la potencia de los IFNs es
determinada mediante ensayos de actividad antiviral. Estos ensayos, requieren del
empleo de un virus, asi como de su manipulacion bajo condiciones de bioseguridad de
nivel 2. Ademas presentan variaciones intra- e inter- ensayos realmente altas y las
curvas de dosis-respuesta obtenidas para cada estandar de rhIFN tienen un rango lineal
muy acotado (Girad y Fleischaker, 1984). Por dichos motivos, se desarrollé6 un nuevo
ensayo de gen reportero basado en el empleo de las lineas celulares humanas
reporteras, desarrolladas anteriormente. Las mismas han incorporado en su genoma, la
secuencia codificante del promotor Mx2 inducible especificamente por IFNs-I, el cual
gobierna la expresion de la proteina reportera de fluorescencia verde mejorada (EGFP)
(Burgi y col., 2012). En estas lineas reporteras, el IFN de las muestras a analizar se une
a sus receptores especificos presentes en la superficie celular y desencadena una
cascada de fosforilaciones que concluye con la activacién del promotor Mx2 en el
nucleo celular. Como consecuencia, la proteina reportera se expresa intracelularmente.
De esta forma, el porcentaje de células verdes positivas es analizado por citometria de
flujo. El porcentaje de EGFP obtenido es directamente proporcional a la cantidad de IFN
presente en la muestra a analizar (Fig. 15).
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La metodologia seguida para este bioensayo se describe a continuacion:

Las células reporteras empleadas en el ensayo son desprendidas del sustrato
mediante el uso de tripsina. Luego se prepara una suspension celular homogénea
en MEM o DMEM 10% SFB (V/V), segun corresponda, en una densidad celular de
2,5x10° cél/ml y se deposita sobre cada una de las cavidades de placas de
96 pozos, en un volumen final de 100 pl. Las células se incuban durante 24 h a
37°C.

El sobrenadante se descarta por inversién de la placa, y se incuban las células en
presencia de diluciones sucesivas 1:2 del estandar de rhIFN correspondiente y de
igual manera, diluciones sucesivas de las muestras conteniendo IFN en medio de
cultivo MEM o DMEM 2% SFB (V/V). Tanto las muestras como los estandares son
analizados por duplicado. Las células se incuban nuevamente durante 24 h a 37°C.
Transcurrido dicho tiempo, se remueve el sobrenadante de cada pozo y se
despegan las células reporteras del sustrato al cual se encuentran adheridas
mediante el empleo de tripsina. A continuacién, las células se resuspenden en
medio de cultivo sin SFB o en PBS 1X, para ser analizadas mediante citometria de
flujo.

El porcentaje de células EGFP positivas de cada muestra y estandar, asi como la
intensidad de fluorescencia verde fue evaluado por citometria de flujo empleando el
citometro Guava® EasyCyte™ (Guava Technology, EE.UU). La adquisicién y el
analisis de los datos fueron realizados utilizando el software GuavaCytoSoft™ 3.6.1.
Para cada muestra se analizaron 5.000 eventos, los cuales fueron colectados
dentro del gate en la gréafica de puntos FSC vs SCC. Con los porcentajes obtenidos
se confeccionan curvas de dosis-respuesta y se cuantifica la potencia de rhIFN

presente en cada muestra, comparando contra su correspondiente curva estandar.
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DIA 1

Se cultivan las células
reporteras correspondientes

Se siembra células mediante el

estandares de IFN

empleo de tripsinay se
analizan mediante
citometria de flujo

ompuestos empleando
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automatizado para HTS

/
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Fig.15: Desarrollo de un nuevo ensayo de gen reportero para determinar la
potencia de los IFNs-l y para el andlisis de bibliotecas de compuestos,
posibles moduladores de la respuesta de los IFNs.

(A) Esquema correspondiente al protocolo de ensayo de gen reportero desarrollado
(B) Representacion esquematica del ensayo de gen reportero: Los IFNs-I presentes
en la muestra a cuantificar se unen a sus receptores IFNAR-1/ IFNAR-2 en la
superficie de las células Mx/EGFP reporteras. Se desencadena una cascada de
sefializacion, que concluye con la activacion del promotor Mx, el cual dirige la
expresion de EGFP.
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15. Validacion del ensayo de gen reportero desarrollado

El ensayo de gen reportero desarrollado se validéo en cuanto a la precision,
selectividad, sensibilidad, linealidad y robustez de la linea celular reportera empleada.
En todos los casos, se respeto el protocolo descrito en la seccion 14. Sélo se realizaron

modificaciones sobre el punto de la evaluaciéon-validacion.

15.1. Optimizacion del ensayo de gen reportero desarrollado

Con el objetivo de contar con un ensayo robusto, que permita obtener curvas
dosis respuesta con amplios rangos de linealidad, se evaluaron diferentes aspectos.

Para su optimizacién se estudiaron:

o Diferentes densidades celulares iniciales: 1,2x10°%; 6x10°% 3x10° cél/ml.

¢ Rangos de potencias de cada uno de los rhIFNs para confeccionar las curvas
estandares.

e Limite de deteccion para cada sistema reportero.

e Tiempo 6ptimo de revelado para alcanzar la maxima respuesta de EGFP.

o Reproducibilidad del ensayo mediante el célculo de los CV % intra- e

inter- ensayo.

Como se menciond previamente, cada uno de estos parametros fue analizado
siguiendo el protocolo detallado en la seccidon 14, modificando unicamente la variable en

estudio.

15.2. Evaluacion de la especificidad del promotor Mx2 por los IFNs-|

El promotor Mx2 es de origen murino y esta directamente vinculado con la
expresion de las proteinas Mx que presentan actividad antiviral. Dicho promotor
contiene dos secuencias de elementos de respuesta a interferon (ISRE), las cuales se
presentan como secuencias consenso en varias especies; entre ellas, murina, humana,
de pollos. Se sabe que la secuencia ISRE2 es indispensable para la activacion del
promotor, luego de la induccion por los IFNs-I.

Con el objetivo de evaluar la especificidad del promotor Mx2 por los IFNs-I, se
realiz6 el ensayo de gen reportero, empleando la linea celular reportera
WISH-Mx2/EGFP. Se siguié el mismo protocolo descrito en la seccion 14, pero las

células fueron incubadas también en presencia de otras citoquinas, de forma tal de
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verificar que la activacién del promotor ocurra solo en presencia de los IFNs-I y no frente
a la induccién con otras moléculas bioldgicas. Para ello, se incubaron las células
reporteras con 50 Ul/ml de IL-2, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IFN-a2a, IFN-a2b, IFN-B1a,
IFN-B1b y luego de 24 h de incubacion, se procedido a la lectura final del ensayo
mediante citometria de flujo. Cada una de las muestras fue analizada por triplicado, al

igual que los controles.

15.3. Evaluacion de la estabilidad del clon reportero WISH-Mx2/EGFP L1G3

La robustez del ensayo de gen reportero fue evaluada, comparando la
cuantificacion de la potencia de muestras de IFN-o2a, IFN-a2b, IFN-B1a, IFN-B1b,
empleando el clon reportero WISH-Mx2/EGFP L1G3 de diferentes generaciones. Es
decir, con este ensayo se pretendié estudiar la estabilidad del clon reportero, para lo
cual se le realizaron subcultivos suscesivos del clon celular hasta asegurar 29, 57 y
84 generaciones. Cuando cada cultivo celular alcanzé el numero de generacion
previamente mencionado, el mismo fue fraccionado en dos partes, una de las cuales se
criopreservd para su posterior anadlisis y la otra se continué mediante pasajes
suscesivos en cultivo. Finalmente, los clones de diferentes edades fueron revitalizados
al mismo tiempo, y todos ellos fueron empleados para analizar las mismas muestras de
IFNs-I utilizando el ensayo de gen reportero desarrollado (seccion 14). Se analizé
mediante citometria de flujo, el porcentaje de células verdes positivas obtenidas para
cada muestra.

A continuacién, se compararon las curvas dosis-respuesta evaluando las
pendientes, el limite de deteccion y el porcentaje maximo de EGFP alcanzado.

Es de esta manera, como se puede visualizar si existen diferencias en la
cuantificaciéon de una misma muestra de IFN con clones celulares que tengan distintas

edades.

15.4. Cuantificacion de la potencia de rhlIFN empleando el sistema de gen

reportero y el modelo AVA

Se prepararon muestras de IFN y se analizaron mediante el ensayo de gen
reportero (seccién 14) y el ensayo de actividad antiviral (seccion 13.1) empleando para
ambos ensayos el clon L1G3 de la linea reportera WISH-Mx2/EGFP. Para determinar la
potencia de cada una de las muestras de IFN, se compararon las curvas de
dosis-respuesta de las muestras respecto de su respectivo control estandar, obtenidas

en cada ensayo.
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En cada una de las técnicas desarrolladas fueron incluidos los controles
pertinentes: control negativo y control positivo para el ensayo de gen reportero y control
celular y control de lisis para el ensayo AVA. Todos ellos, muestras, estandares y

controles, se evaluaron por triplicado.

15.5. Estudio in vivo de la expresiéon de EGFP en células A549-Mx2/EGFP

Este ensayo se disefio con el objetivo de evaluar en tiempo real la respuesta
generada por el sistema reportero Mx2/EGFP, luego de la induccién de las células
reporteras con hlFNs-I.

Las células reporteras A549-Mx2/EGFP clon L2G9 fueron sembradas sobre una

placa de cultivo de poliestireno rectangular de 8 cavidades (IBIDI, Alemania) (Fig. 16)
en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% SFB (V/V) en una densidad celular
2,5x10° cél/ml, y se incubaron durante 24 h a 37°C. Seguidamente, se eliminé el
sobrenadante de cada una de las cavidades y las células se incubaron con IFN (31a,
400 Ul/ml.
Para realizar el monitoreo en tiempo real de la expresion de EGFP, una vez agregado el
IFN a las células, la placa de cultivo conteniendo las células reporteras tratadas, se
coloco dentro de un incubador térmico (minitib Ibérica, Espana), sobre el objetivo del
microscopio de fluorescencia OLYMPUS BX51 (OLYMPUS, EE.UU), utilizado para
detectar la fluorescencia verde a diferentes tiempos posteriores a la incubacion con la
citoquina. De esta forma, se ajustaron los parametros necesarios para tomar las
imagenes de las células reporteras tratadas con IFN cada 20 min durante un periodo
total de 40 h.

Fig. 16: p-Slide 8 well, IBIDI- Alemania.
Placas de 8 cavidades utilizadas para evaluacion de cultivos celulares por
microscopia de fluorescencia.
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16. Monitoreo de bibliotecas de compuestos, potencialmente moduladores de la

actividad de los IFNs-I. Analisis mediado por el ensayo de gen reportero

El IFN se presenta como una molécula central cuyo accionar debe regularse para
evitar los inconvenientes clinicos mencionados previamente en este trabajo. En este
sentido, es indispensable incrementar su eficacia terapéutica en aquel grupo de
patologias que requieran de su administracién exdégena vy, por otro lado, bloquear sus
efectos nocivos en aquel conjunto de enfermedades donde la produccién de IFN
endogeno constituye parte de la etiologia o curso de las mismas. En consecuencia, se
ha propuesto la identificacién y caracterizacion de nuevas moléculas, que actuen en

forma sinérgica o antagonica con la actividad de los IFNs-I.

El monitoreo del efecto de diferentes compuestos sobre la actividad biologica de los
IFNs requiere de métodos versatiles, sencillos, robustos y que contribuyan con una
elevada velocidad de procesamiento. Por lo tanto, contar con un ensayo biolégico
basado en una linea celular que responda a IFNs-I y que exhiba tales caracteristicas
resultaria trascendental para el cumplimiento del objetivo propuesto.

El ensayo de gen reportero Mx2EGFP, disefiado con este objetivo, sera utilizado
para analizar compuestos posibles moduladores de la respuesta de IFN.

Para identificar compuestos naturales o sintéticos que presenten las mencionadas
caracteristicas, no alcanza solo con tener un método analitico adecuado, sino que es
necesario diagramar una secuencia de pasos experimentales que permita obtener
resultados fiables y certeros; sin contar con falsos positivos. Es por ello, que en la figura
17 se muestra la sucesion de pasos seguidos para el monitoreo de todas las bibliotecas
de compuestos, empleando las 4 lineas celulares reporteras en presencia de ambos
rhIFNs-a2a y rhiIFNs-B1a.

Confirmacion
de candidatos

w

Fig. 17: Secuencia de pasos experimentales seguidos para el monitoreo e
identificacion de compuestos naturales y sintéticos, posibles moduladores de
la respuesta de los IFNs-I
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16.1. Monitoreo de una biblioteca de 176 compuestos naturales cedida por el
Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschun (HZI) Braunschweig, Alemania
(HZI nat)

Se analizdé una biblioteca de 176 compuestos naturales completa empleando el
sistema reportero previamente descrito. La misma fue cedida gentiimente para su
analisis por el Dr. Florenz Sasse y la bioquimica Bettina Hinkelmann del Departamento
de Quimica Organica del instituto HZI.

Para su estudio se emplearon las 4 lineas celulares reporteras en presencia de
IFN-a2a o IFN-B1a. Se realizaron dos screenings por uniplicado, realizandose los
controles negativos y positivos por cuadriplicado. La metodologia seguida se basé en el
ensayo de gen reportero descripto en la seccion 14. Se incluyé una variante en dicho
protocolo se trabajé con una potencia constante de cada uno de los IFNs capaz de
desarrollar una respuesta de EGFP aproximada al 50% (Tabla 1X), en presencia de una
concentracién constante de cada compuesto. En el caso particular de la HZI nat este

valor fue 1,25 uM.

Tabla IX: Potencia de rhIFN seleccionada para desarrollar una respuesta de expresion
de EGFP del 50% empleando los distinto EGRs

Ab549 HeLa WISH HEp2
IFN-02a 2,5 2,5 40,0 250,0
IFN-B1a 2,5 1,5 12,0 50,0

Los compuestos se sembraron utilizando un sistema robotizado para dispensar
liquidos, que es el Beckman Coulter FX Robotic Liquid Handler (Beckman Coulter, Inc).
La lectura final del ensayo se realiz6 utilizando el citémetro de flujo BD™ LSR I
(Beckton Dickinson, EE.UU), que incluye un sistema para lectura de BD™ HTS (Beckton
Dickinson, EE.UU).

Luego los datos fueron analizados con el objetivo de seleccionar los compuestos
candidatos para su posterior caracterizacion, empleando el software adecuado para tal

fin.

16.2. Monitoreo de una biblioteca de 288 compuestos sintéticos cedida por el
Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschun (HZI) Braunschweig, Alemania
(HZI sint)
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Se evaluaron 288 compuestos sintéticos, de una biblioteca de un total de
2.500 compuestos mediante el ensayo de gen reportero, utilizando las 4 lineas celulares
reporteras desarrolladas en este trabajo de tesis, en presencia de IFN-a2a o IFN-B1a. El
protocolo de ensayo fue el mismo descrito en el inciso 16.1 para el monitoreo de la
biblioteca de compuestos naturales.

La biblioteca de compuestos sintéticos fue cedida muy generosamente por el
Dr. Dieter Kaufmann, del Instituto de Quimica Organica de la Universidad Técnica

Clausthal (Hannover, Alemania),

16.3. Monitoreo de una biblioteca de 88 compuestos sintéticos cedida por la
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay
(QuiMed-FCien)

Se analizaron 88 compuestos sintetizados por el grupo de ftrabajo de los
Dres. Mercedes Gonzalez y Hugo Cerecetto de la Facultad de Ciencias, (Montevideo,
Uruguay), mediante el ensayo de gen reportero, utilizando las 4 lineas celulares
reporteras desarrolladas en el presente trabajo, en presencia de IFN-02a o IFN-B1a. El
protocolo de ensayo seguido fue el mismo descripto previamente en el inciso 16.1 para

el monitoreo de la biblioteca de compuestos naturales.

16.4. Seleccion de compuestos respondedores

Luego del monitoreo de los compuestos se procedid al analisis de los datos
obtenidos. El mismo se realizé para cada sistema reportero, siguiendo el mismo
lineamiento.

Por un lado, se calcul6 el promedio del %EGFP de los controles positivos (uc+) Yy su
correspondiente desviacion estandar (o¢.). Con estos datos se determinaron los limites
de respuesta del sistema, mediante el calculo de los valores de %EGFP
correspondientes a ¢+ + 30c+; correspondiendo al limite superior e inferior de respuesta.
Todos los compuestos cuyo valor de % EGFP estuvo comprendido entre dichos limites
fue considerado un compuesto no respondedor, por tener un comportamiento semejante
al del control del ensayo, mientras que aquéllos cuyo %EGFP se observo por afuera de
los limites mencionados, fueron considerados compuestos respondedores, por
presentar una respuesta realmente diferente a la del control positivo del ensayo (células
tratadas con IFN solamente). Es decir, fueron capaces de incrementar o disminuir el
%EGFP correspondiente al control positivo, lo cual se traduce en un incremento o

disminucion de la respuesta del IFN.
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Por otra parte, se calcularon las diferencias entre el %EGFP de cada compuesto y
el %EGFP obtenido para el promedio del control positivo. De esta forma, cuanto mayor
es la diferencia en el porcentaje de EGFP, mayor es el efecto del compuesto en estudio
sobre la actividad del IFN.

Finalmente, se seleccionaron una serie de compuestos, los cuales cumplen con las

siguientes condiciones:

o Exhibieron %EGFP fuera de los limites dados en el rango pc« £ 30¢-

¢ Mostraron mayores diferencias del %EGFP (muestra-control positivo)

e Mantuvieron el mismo comportamiento en ambos ensayos de screening

e Presentaron un comportamiento semejante sobre todas las lineas celulares

reporteras evaluadas, en presencia de ambos IFNs-I

Una vez seleccionados, se procedio a la caracterizacion de los mismos.

16.5. Caracterizacion de los compuestos seleccionados

La caracterizacion de los compuestos seleccionados, tanto naturales como
sintéticos, se basoé en estudiar mas detalladamente sus propiedades, con el objetivo de
identificar compuestos capaces de disminuir o incrementar la respuesta de los IFNs-I,
confirmar el efecto visualizado previamente mediante el ensayo de gen reportero y

determinar las condiciones en las que el efecto vislumbrado es mayor.

16.5.1. Evaluacion de la toxicidad

La toxicidad es la capacidad inherente de una sustancia o molécula de producir
efectos adversos en los organismos vivos 0 en este caso, sobre las lineas celulares
utilizadas. Este es un parametro critico y debe ser tempranamente determinado, dado
que si los compuestos son toxicos en las concentraciones utilizadas, su efecto
modulador queda inhibido y deben ser descartados.

La susceptibilidad de cada linea celular con respecto a la toxicidad hacia un
determinado compuesto puede variar dependiendo del tipo celular.

Para evaluar la toxicidad, cada una de las lineas celulares reporteras se sembrd en
placas de 96 cavidades en una concentracién celular 2,5x10° cél/ml en el medio de
cultivo de crecimiento correspondiente a dicha linea, e incubadas durante 24 h a 37°C.
Luego, el sobrenadante se eliminé por volcado y se sembraron 7 diluciones sucesivas

1:2 de cada compuesto (Tablas X, XI y XIllI). Se incubaron nuevamente las células en
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presencia de distintas diluciones de compuesto, a 37°C durante 24 h. Finalmente, para
revelar el ensayo, se eliminé el sobrenadante de cultivo por inversion de la placa, se
escurrio y se agregaron 50 ul por pozo de una solucion de cristal violeta 0,75% (P/V) en
metanol 40% (V/V), incubandose durante 15 min a 37°C. Posteriormente, se eliminé el
colorante, y se realizaron sucesivos lavados con agua destilada hasta verificar ausencia
del colorante en los lavados. El colorante fijado fue disuelto mediante el agregado de
200 pl de acido acético 20% (V/V) en cada cavidad y se homogeneizé. La lectura del
color generado se efectud a una A= 540 nm en un lector de placa de microtitulacion.
Particularmente, para los compuestos sintéticos provenientes de QuiMed-FCien, la
evaluaciéon de la toxicidad se realizé previa al monitoreo del efecto de los compuestos
sobre la actividad biolégica de los IFNs-I mediante ensayo de gen reportero. Esta
diferencia, respecto de las bibliotecas HZI nat y HZI sint, se debe particularmente al
numero de compuestos a analizar. Es decir, esta biblioteca de compuestos contiene un

numero reducido de compuestos, lo que hace factible el analisis previo de su toxicidad.

Tabla X: Correlacion entre la dilucion y la concentracion estudiada para cada
compuesto seleccionado de la biblioteca HZI nat. D1, D2, D3, D4, D5, D6 Y D7:
Dilucion 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7, respectivamente.

VioB (ng/ml) 800,00 400,00 200,00 100,00 50,00 2500 12,50
ChoB (ng/ml) 400,00 200,00 100,00 50,00 2500 12,50 6,25
Tubl (ng/ml) 80,00 40,00 20,00 10,00 500 250 1,25
ChiA (ng/ml) 689,00 344,50 172,25 86,12 43,10 21,53 10,76
Sula (mM) 1,00 050 025 012 006 003 0,01

GepA (ng/ml) 416,00 208,00 104,00 52,00 26,00 13,00 6,50
AuroD (ng/ml) 580,00 290,00 145,00 72,50 36,25 18,12 9,06
Pella (mM) 1,00 0,50 0,25 0,12 0,06 0,03 0,01
DisD1 (mM) 1,00 0,50 0,25 0,12 0,06 0,03 0,01
RhiA (ng/ml) 571,00 285,50 142,75 71,37 3569 17,84 8,92
ChoC (ng/ml) 980,00 490,00 245,00 122,50 61,25 30,62 15,31
ChoA (ng/ml) 260,00 130,00 65,00 32,50 16,25 8,12 4,06
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Tabla XI: Correlacion entre la dilucion y la concentracion estudiada para cada
compuesto seleccionado de la biblioteca de compuestos HZI sint. D1, D2, D3,
D4, D5, D6 Y D7: Dilucién 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7, respectivamente.

P5D7 (uM) 14
P5H10 (uM) 14
P6H1(uM) 14
P6C11 (uM) 14
P28E1 (uM) 14
P28E9 (uM) 14
P28F7 (uM) 14
P28G6 (uM) 14
P28H3 (UM) 14
P28H7 (uM) 14

3,5 1,75 0,875 0,4375 0,21875
3,5 1,75 0,875 0,4375 0,21875
3,5 1,75 0,875 0,4375 0,21875
3,5 1,75 0,875 0,4375 0,21875
3,5 1,75 0,875 0,4375 0,21875
3,5 1,75 0,875 0,4375 0,21875
3,5 1,75 0,875 0,4375 0,21875
3,5 1,75 0,875 0,4375 0,21875
3,5 1,75 0,875 0,4375 0,21875
3,5 1,75 0,875 0,4375 0,21875

NN NN N N N N NN

Tabla XlI: Correlacion entre la dilucion y la concentracion estudiada para cada
compuesto seleccionado desde la biblioteca de compuestos QuiMed-FCien.
D1, D2, D3, D4, D5, D6 Y D7: Dilucién 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7, respectivamente.

F13 (ug/ml) 306 153 77 38 19 10 05
PHD81 (ug/ml) 133 67 33 17 08 04 0.2
PHD100 (ug/ml) 680 340 170 85 43 21 1,1
PHD101 (ug/ml) 187 94 47 23 12 06 0,3

FVII (ug/ml) 350 175 88 44 22 11 05
PHD111 (ug/ml) 153 7,7 38 19 10 05 0,2
PHD121 (ug/ml) 67 34 17 08 04 02 0,1
PHD122 (ug/ml) 150 75 38 19 09 05 0,2

CH14BEN (ug/ml) 140 70 35 18 09 04 072
FV4Br (ug/ml) 213 107 53 27 13 07 03

FV17 (ug/ml) 200 100 50 25 13 06 0,3
CH4Br (ug/ml) 80 40 20 10 05 03 0,1

FV18 (ug/ml) 58 29 15 07 04 02 01
FV10 (ug/ml) 35 18 09 04 02 01 01

FIl (pg/ml) 62 31 16 08 04 02 01
AM1 (ug/ml) 18 09 05 02 01 01 00
CDUB (pg/ml) 10 05 03 01 01 00 00

DU1 (ug/ml) 20 10 05 03 01 01 00
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16.5.2. Evaluacion de la dosis efectiva

La dosis efectiva de cada compuesto representa la minima concentracion de cada
uno de ellos, que genera la mayor respuesta sobre la actividad de los rhiFNs-I. El
estudio de dicho parametro se realizd6 empleando el ensayo de gen reportero, evaluando
cada compuesto sobre las 4 lineas reporteras en presencia de IFN-a2a o IFN-B1a. Las
potencias de cada IFN fueron constantes y correspondientes a las utilizadas en el
inciso 16.1. Particularmente para este ensayo, se evaluaron diluciones sucesivas de
cada compuesto en estudio. Las diluciones de compuesto analizadas fueron las mismas
mencionadas en las Tablas X y Xl para los compuestos provenientes del HZI, mientras
que las diluciones de los compuestos sintéticos del QuiMed- FCien se detallan en la
Tabla XII.

Finalizada la incubacién con el IFN correspondiente y las diluciones de cada
compuesto seleccionado, se analizé el porcentaje de células EGFP positivas y se
realizé el analisis de datos como se explicé en la seccidn 16.3 mediante citometria de
flujo.

Cada una de las muestras se procesd por duplicado y los controles positivos y

negativos se realizaron por cuatriplicado.

16.5.3. Andlisis del efecto de los compuestos seleccionados sobre la linea

NIH3T3S1CS2YIRF7mCherry mediante microscopia de fluorescencia

La linea celular NIH3T3S1CS2YIRF7mCherry, de origen murino, es una linea
reportera generada y cedida gentilmente por el Dr. Mario Kdster, investigador del grupo
de Regulacion y Diferenciacion génica del HZI (Braunschweig, Alemania).

Esta linea celular es reportera de la via de activacion de los IFNs-I ya que contiene
la proteina STAT1 fusionada a la proteina reportera de fluorescencia Cyan (CFP-Cyan
fluorescence protein) y la proteina STAT2 fusionada a la proteina reportera de
fluorescencia amarilla (YFP-yellow fluorescence protein). Cuando las proteinas STAT
estan inactivas, las mismas se encuentran en el citoplasma y no fosforiladas. Estas son
proteinas involucradas en la cascada de activacion/sefalizacion de los IFNs. Es por eso
que cuando los IFNs-I se unen a sus receptores especificos en la superficie celular e
inician la cascada de activacion, las proteinas STAT 1 y 2 se fosforilan y translocan al
nucleo. Este mecanismo ocurre durante las 3-4 h posteriores a la unién de los IFNs a su
receptor en la superficie celular. Dado que las proteinas STAT se encuentran unidas a

proteinas fluorescentes, este sistema resulta util para determinar si la activacion de la
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via del IFN ocurre o no, la cual se evidencia mediante la traslocacion de las proteinas
STAT al nucleo. Este efecto es facil de visualizar utilizando un microscopio de
fluorescencia invertido, que permita ir monitoreando el cultivo de células reporteras
inducidas con IFNs-I murino (mIFN-I) durante periodos de tiempo cortos.

Ademas, esta linea reportera murina ha incorporado a su genoma una construccion
BAC (Bacterial artificial chromosome) con el promotor IRF7 (factor de respuesta a
interferon 7) gobernando la expresion de la proteina reportera mCherry, una proteina
roja fluorescente. En presencia de mIFN-I se activa la cascada de fosforilacion que
concluye con la activacién del promotor IRF7, conjuntamente con otros genes de
respuesta a IFN. Luego de 30 h puede observarse la expresion de la proteina mCherry,
que sera proporcional a la cantidad de IFN utilizado para activar las células reporteras
murinas (Fig.18).

En este trabajo, estas células se emplearon para estudiar el efecto de los
compuestos naturales seleccionados, fundamentalmente, el de los compuestos
inhibidores. El objetivo fue evidenciar si la inhibicién de la actividad de los IFNs ocurre a
nivel de unién del IFN a su receptor especifico o en una instancia posterior a la
translocacion de las proteinas STAT al nucleo. Por su parte, el sistema IRF7-mCherry
permitid determinar la actividad de los compuestos inhibidores y potenciadores,
comparando la sefial obtenida de la proteina reportera mCherry entre el control y las
células tratadas con IFN + compuesto.

Para realizar este ensayo se utilizaron 2 controles: control positivo (células tratadas
con IFN unicamente) y control de estaurosporina (células tratadas con IFN y
estaurosporina). La estaurosporina es un inductor de apoptosis y, por lo tanto, un
bloqueante de la actividad del IFN. Es por esto que se utiliza como control para
evidenciar la inhibicién de la actividad del IFN.

Para realizar el ensayo se sembraron las células reporteras en una densidad celular
2x10° cél/ml sobre placas de 24 cavidades, utilizando un volumen final de 1 ml por pozo.
Las mismas se incubaron por 24 h a 37°C. Transcurrido dicho tiempo se retird el
sobrenadante y se incubaron las células con interferén murino 1.000 Ul/ml y los
compuestos a evaluar. Se capturaron imagenes a los 15, 45, 75, 105 min y 22 h pos
induccién con el mIFN, utilizando un microscopio de epifluorescencia OLYMPUS BX51
(OLYMPUS, EE.UU).

Este ensayo se realizd evaluando unicamente los compuestos naturales

seleccionados.
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NIH/3T3 40 min-3h posinduccion
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Fig. 18: Linea celular murina reportera NIH3T3S1CS2YIRF7mCherry.
Durante las 3 h siguientes al agregado del mIFN las proteinas STAT1/STAT2 se
activan y traslocan al nucleo, mientras que en ausencia de IFN, las mismas se
encuentran en el citoplasma. Este comportamiento puede visualizarse gracias a las
proteinas reporteras CFP e YFP fusionadas a las proteinas STAT1 y STATZ2,
respectivamente. Luego de 30 h de agregar el mIFN puede observarse la expresion
de proteina reportera mCherry, como resultado de la activacién del promotor IRF7.

16.5.4. Andlisis del efecto residual de los compuestos sobre el cultivo celular para

modular la actividad de los IFNs- |

Este ensayo se realizd con el objetivo de evaluar si los compuestos seleccionados,
tanto naturales como sintéticos, presentan un efecto residual sobre la actividad de los
IFNs-I. Es decir, se pretende evidenciar si son capaces de mantener su efecto inhibidor
0 potenciador de la actividad biolégica de los IFNs-I, aun cuando los mismos ya no
estan en contacto con las células reporteras.

Para llevar a cabo este analisis, se utilizo el ensayo de gen reportero empleando la
linea celular reportera WISH-Mx2/EGFP en presencia de IFN-B1a 10 Ul/ml. Los
compuestos analizados fueron utilizados en wuna concentracién constante,
correspondiente a la dosis efectiva de cada uno de ellos. Todas las muestras fueron

analizadas por duplicado, incluyendo los siguientes controles apropiados:

e control negativo (células sin tratamiento)

e control positivo (células incubadas con IFN-B1a)
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¢ control de compuesto (células tratadas unicamente con el compuesto en estudio)

Se sembraron las células en placas de 96 cavidades con una densidad celular de
2,5.10° cél.ml" y se incubaron durante 24 h a 37°C. Se descarté el sobrenadante de
cada cavidad y se agregaron las muestras como se indica a continuacion, respetando

las siguientes condiciones:

a) Incubacion del compuesto por 1 h, luego se descarta el sobrenadante, se lava la
cavidad con medio de cultivo basal e inmediatamente se siembra el IFN. Se
incuban las células durante 24 h a 37°C.

Compuesto 1 h >Lavado 2 IFN

b) Incubacion del compuesto por 1 h, luego se descarta el sobrenadante, se lava la
cavidad con medio de cultivo basal durante 1 h, se retira el sobrenadante y se
siembra el IFN. Se incuban las células durante 24 h a 37°C.

Compuesto 1 h >Lavado x 1 h>IFN

¢) Incubacién del compuesto por 1 h, luego se descarta el sobrenadante, se lava la

cavidad con medio de cultivo basal durante 2 h, se retira el sobrenadante y se
siembra el IFN. Se incuban las células durante 24 h a 37°C.
Compuesto 1 h >Lavado x 2 h 2IFN

d) Incubacién del compuesto por 1 h, luego se descarta el sobrenadante, se lava la
cavidad con medio de cultivo basal durante 3 h, se retira el sobrenadante y se
siembra el IFN. Se incuban las células durante 24 h a 37°C.

Compuesto 1 h >Lavado x 3 h 2IFN

Transcurrido el tiempo de incubacién, se analizan las muestras mediante citometria
de flujo para evaluar el porcentaje de células EGFP positivas y compararlas con los

controles correspondientes.

16.5.5. Andlisis de la reversidon de la activacion de los IFNs-l por parte de los

compuestos

Mediante este ensayo se evalud la capacidad de los compuestos inhibidores de la
actividad del IFN de ejercer su efecto aun después de haberse iniciado la cascada de

activacion/fosforilacion del IFN.
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Cada una de las muestras se proces6 por duplicado y se realizaron los controles de
ensayo correspondientes: control negativo, control positivo y control de compuesto.

Este analisis se efectud utilizando el ensayo de gen reportero con las células
WISH Mx2/EGFP, en presencia de IFN-B1a 10 Ul/ml. Los compuestos fueron
analizados en una concentracion constante, correspondiente a su dosis efectiva.

Las células reporteras se sembraron sobre placas de 96 cavidades en una
densidad de 2,5x10° cél/ml y se incubaron durante 24 h a 37°C. Se descart6 el
sobrenadante de cada pozo y se agregaron las muestras segun las siguientes

condiciones:

a) Pre incubacion de las células con el IFN durante 1 h y luego se agrega el
compuesto en estudio, continuando la incubacién de las células con
IFN + compuesto durante 24 h a 37°C.

IFN = 1 h después + compuesto = IFN + compuesto 24 h

b) Pre incubacion de las células con el IFN durante 2 h y luego se agrega el
compuesto en estudio, continuando la incubacion de las células con
IFN + compuesto durante 24 h a 37°C.

IFN = 2 h después + compuesto = IFN + compuesto 24 h

c) Pre incubacion de las células con el IFN durante 3 h y luego se agrega el
compuesto en estudio, continuando la incubacién de las células con
IFN + compuesto durante 24 h a 37°C.

IFN = 3 h después + compuesto 2 IFN + compuesto 24 h

A continuacién, se determiné el porcentaje de células EGFP positivas desarrolladas

por cada muestra y los correspondientes controles mediante citometria de flujo.

16.5.6. Valoracion de la AVA empleando las lineas celulares reporteras para

evaluar el efecto de los compuestos seleccionados

Luego del screening y la seleccion de los compuestos potencialmente moduladores
de la actividad biolégica de los IFNs, se evalué el comportamiento de los mismos,

midiendo su respuesta mediante otros ensayos utilizados también para determinar la
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actividad biologica de los IFNs. Para ello, fue necesario optimizar las condiciones del

ensayo de actividad antiviral en cuanto a:

e El rango de concentraciones de rhIFNs necesarias para cada linea celular.

e La dilucion del virus VSV necesaria para infectar cada linea celular reportera.

Estas condiciones fueron evaluadas y estandarizadas como se muestran en la
Tabla XIlI.

Se realiz6 el ensayo de actividad antiviral siguiendo la metodologia descripta en la
seccion 13.1. El inciso 2 fue modificado, dado que se utilizaron los rangos de potencias
de IFN puestos a punto anteriormente y mencionados en la Tabla XIll. De esta forma, se
analizaron distintos compuestos en una dilucidn constante, correspondiente a la dosis
efectiva de cada uno de ellos, en presencia de diluciones sucesivas de cada uno de los
IFNs y éstos comparados con las curvas dosis-respuesta de cada uno de los estandares
(curvas de rhiIFN-a2a o rhIFN-B1a).

Tabla Xlll:  Dilucion de virus VSV 6ptima para generar lisis total de cada linea celular
evaluada y rango de potencias de IFN que permiten obtener un rango lineal
en las curvas de dosis-respuesta, para poder calcular la actividad antiviral
de las muestras de IFN respecto de los estandares.

HeLa-Mx2/EGFP 1/80 50 - 1,56 50 - 1,56
A549-Mx2/EGFP 1/80 100 - 3,12 100 - 3,12
HEp2-Mx2/EGFP 1/50 25-0,78 25-0,78
WISH-Mx2E/GFP 1/160 25-0,78 5-0,16

En estos ensayos se incluy6 otro control, el control de compuesto, donde cada una
de las lineas celulares fue tratada unicamente con el compuesto en estudio; es decir, sin
IFN y luego infectadas con el virus VSV. De forma de poder dilucidar si existe un efecto

sobre la actividad antiviral, que sea propia de cada compuesto.

16.5.7. Andlisis del efecto de los compuestos sobre la actividad antiproliferativa
(AA) de los IFNs-I

Continuando con el estudio de estos compuestos, se procedié a evaluar otra de las
actividades bioldgicas caracteristicas de los IFNs-I la actividad antiproliferativa. Es decir,

el efecto inhibidor sobre el crecimiento celular que poseen estas citoquinas.
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Se analizé la actividad antiproliferativa de cada compuesto en presencia de IFN-31a
e IFN-a2a, empleando la linea celular reportera WISH-Mx2/EGFP, siguiendo el
protocolo descrito en la seccion 13.2. Cada una de las muestras se comparé con el

control del correspondiente estandar.

16.5.8. Estudio de las fases del ciclo celular de células WISH-Mx2/EGFP y
HeLa-Mx2/EGFP tratadas con los compuestos seleccionados desde las

bibliotecas de compuestos naturales y sintéticos.

La determinacion del contenido de acidos nucleicos por citometria de flujo se
emplea con diferentes finalidades, por ejemplo, para analizar las fases del ciclo celular,
determinar la ploidia de una poblacion, analizar la apoptosis, estimar el tamafio
genomico, realizar un cariotipo citométrico, entre otras. Para medir el contenido de ADN,
las células deben ser tefiidas con una sonda fluorescente que refleje en forma precisa la
cantidad del acido nucleico, es decir, ésta debe unirse estequiométricamente al ADN.
En general, las sondas para acidos nucleicos son débilmente fluorescentes en
soluciones acuosas, pero aumentan notoriamente la intensidad de fluorescencia cuando
estan unidas al ADN debido a la naturaleza hidrofébica del ambiente. Especificamente,
el ioduro de propidio (IP) es uno de los colorantes mas usados para tenir el ADN, el cual
se intercala entra las bases de la doble cadena de acidos nucleicos y por lo tanto puede
unirse a RNA de doble cadena (Deitch y col., 1982). Si bien esto puede constituir una
desventaja, ya que tine ADN y RNA, en la actualidad existen protocolos optimizados
donde las células son tratadas con RNAasa para remover todo el RNA, favoreciendo el
incremento de la especificidad de la tincién del IP por el ADN (Fried y col. 1976; Deitch y
col.,, 1982) y detterminar en forma precisa el contenido de ADN y asociarlo a las
distintas fases del ciclo celular.

Con el objetivo de evaluar si estos compuestos afectan particularmente alguna de
las fases del ciclo celular, el mismo fue evaluado mediante citometria de flujo,
empleando la linea celular reportera WISH-Mx2/EGFP para los compuestos
provenientes del HZI, y empleando las lineas celulares reporteras WISH-Mx2/EGFP vy
HelLa-Mx2/EGFP para los compuestos provenientes de QuiMed-FCien. Esta diferencia
se debe, particularmente, a que los compuestos provenientes de QuiMed-FCien
mostraron resultados mas variados sobre las diferentes lineas celulares estudiadas. Es
por este motivo, que se selecciond la linea WISH como modelo de la linea normal y la
linea HeLa como representante de las lineas tumorales.

Para ello, se sembraron las células reporteras en placas de 12 pozos, en una

densidad celular 2,5x10° cél/ml en medio de cultivo de crecimiento MEM suplementado
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con 10% SFB, en un volumen final de 1 ml por pozo y se incubaron durante 24 h a
37°C.

Transcurrido dicho tiempo, el sobrenadante de cada pozo se elimind y se
sembraron las muestras y los controles a evaluar y se incubaron nuevamente durante
24 h a 37°C:

o Control rhIFN-a2a: Células tratadas unicamente con 60 Ul/ml IFN-a2a
o Control rhIFN-B1a: Células tratadas unicamente con 20 Ul/ml IFN-Bla
o Control sin tratar: células que no recibieron ningun tipo de tratamiento
o Control de compuesto: Células tratadas unicamente con el compuesto de

interés en la concentracion correspondiente a su dosis efectiva

o Muestra 1: Células tratadas con el compuesto en su dosis
efectiva + rhIFNa2a 60 Ul/ml

o Muestra 2: Células tratadas con el compuesto en su dosis
efectiva + rhIFN pla 20 Ul/ml

Cada una de las muestras y controles fueron ensayados por triplicado.

Transcurrido el tiempo de incubacién con el compuesto y/o los rhiFNs, las células
se desprendieron de la placa utilizando tripsina y se resuspendieron en PBS 1X libre de
calcio y magnesio, para comenzar con el procedimiento de fijacién y marcacion del
contenido de ADN, para el analisis posterior del ciclo celular correspondiente a cada
condicion.

Las células se centrifugaron a 1.000 rpm durante 10 min de forma de obtener el
pellet celular. A continuacion, se elimind el sobrenadante, y muy lentamente, gota a
gota, se agregd 1 ml de etanol frio 70% (V/V) y se incubd durante 15 min, para fijar las
células. Luego, se realizé el recuento de cada muestra de forma de preparar una
suspension celular de 1x10° cél/ml en PBS 1X libre de calcio y magnesio.

Posteriormente, las células fueron tratadas con RNAsa 50 pg/ml durante 30 min a
37°C, de forma tal de degradar el RNA remanente en el nucleo y citoplasma, que luego
puede interferir en la determinacion del contenido de ADN. Finalmente, se marcaron los
nucleos celulares con ioduro de propidio (IP) 50 pug/ml durante 30 min como minimo.

El IP es un fluoréforo ampliamente utilizado para determinacion del contenido de
ADN por diferentes técnicas como citometria de flujo. EI mismo se intercala entre las
bases de ADN con alta afinidad. Al ser excitado, emite una fluorescencia roja, facilmente

detectada por la mayoria de los citdmetros de flujo.
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El contenido celular relativo de ADN tefido fue medido empleando un citdmetro de
fluyjio CyAn™ ADP Analyzer (Beckman Coulter (DAKO, EE.UU) equipado con un laser
que emite a 488 nm. La adquisicion de datos se efectu6 a una velocidad de
80-120 eventos por segundos y utilizando el soffware Summit v3.4. Los datos de
fluorescencia fueron obtenidos de 20.000 células totales, como minimo, por cada
muestra analizada. La intensidad de la fluorescencia medida fue proporcional al
contenido de ADN de una sola célula. Previo a la integracion de las muestras se realizd
el descarte de dobletes y detritos celulares. La proporcién de células en cada una de las
fases del ciclo celular, G1, G2 + M y S, fue obtenida empleando el software FlowJo™
version 7.6.5, con el paquete de analisis para ciclo celular. Previamente a la adquisicion
de las muestras, se realizaron los ajustes adecuados empleando las células sin
tratamiento como control.

Finalmente, se realiz6 el tratamiento estadistico de los datos obtenidos utilizando
el programa GraphPad Prism 6 Demo. Se aplicoé un test ANOVA comparando cada una
de las muestras entre si y con los controles del ensayo para evaluar si existiera o no

una diferencia significativa entre cada caso de estudio.

16.5.9. Analisis de compuestos potencialmente inductores de apoptosis mediante

microscopia de fluorescencia

Al evaluar ciclo celular, en algunos casos, puede visualizarse un pico previo al pico
G1, el cual de denomina pico sub G1. Este representa el grupo de células en estado
apoptético cuyo nucleo se encuentra fragmentado.

Aquellos compuestos que demostraron un incremento de la fase subG1 en el
anadlisis de ciclo celular fueron evaluados por microscopia de fluorescencia, con el
objetivo de corroborar si los mismos presentan un efecto apoptético sobre las células. El
analisis se llevé a cabo mediante la fijacion celular, posterior marcacion de los nucleos
celulares con IP e identificacion de signos de apoptosis, tales como fragmentacion
nuclear, formacion de cuerpos apoptoticos, cambios en la morfologia nuclear y celular,
entre otros.

Se sembraron las células reporteras WISH-Mx2/EGFP sobre cubreobjetos en
placas de 12 pozos, en una densidad celular de 2x10° cél/ml y se las incubé durante
24 h a 37°C. Transcurrido dicho tiempo, se descart6 el sobrenadante y se sembraron las
muestras (compuestos+ IFN) y los correspondientes controles utilizando las mismas
condiciones descriptas para el analisis de ciclo celular en la seccion 16.4.1.8.

Nuevamente se incubaron las células durante 24 h.



MATERIALES Y METODOS [EEIN

Seguidamente, se lavaron las células utilizando PBS 1X y se fijaron empleando
paraformaldehido (PFA) 4% P/V durante 30 min. A continuacion, se realizaron 3 lavados
consecutivos de 15 min cada uno con PBS-Tween 0,2% V/V para permeabilizar las
membranas celulares y permitir de esta forma que ingrese posteriormente el colorante
IP para tefir los nucleos. Se realizo el tratamiento con RNAsa 30 pug/ml durante 30 min a
37°C. Este paso es fundamental para eliminar el RNA citoplasmatico, ya que esto luego
interfiere en los resultados del ensayo. Nuevamente se realizaron 2 lavados utilizando
PBS-BSA 0,1% (V/V) y se incubaron las células con una solucién de IP 25 pg/ml
durante 30 min. Finalmente se realizaron 2 lavados finales utilizando
PBS-BSA 0,1% (V/V) y se montaron los cubreobjetos con las células tratadas sobre
portaobjetos, utilizando Vectashield® mounting medium (Vector Laboratories, EE.UU.)
como liquido de montaje. Se analizaron las muestras utilizando el microscopio de
fluorescencia invertido Eclipse Ti-S (NIKON, EE.UU), y las imagenes fueron capturadas
empleando el software NIS- Elements (NIKON, EE.UU).

16.6. Evaluacion del efecto combinado de compuestos sintéticos provenientes
de la biblioteca de QuiMed FCien sobre la actividad del IFN-02a

De acuerdo con lo descripto en la introduccion, un objetivo terapeutico es disminuir
la actividad biologica del IFN-02a, producido de manera exacerbada por el propio
organismo en algunas patologias. Es por ello que resulta muy importante encontrar
moléculas capaces de cumplir con este propdsito; es decir, compuestos que inhiban, o
al menos disminuyan, la actividad biologica del IFN. Una vez encontradas tales
moléculas, resulta interesante investigar si el efecto demostrado por cada compuesto se
ve potenciado al ser combinado con otros compuestos que muestren comportamientos
similares. Con este proposito se estudio si existia un efecto potenciado, en cuanto a la
inhibicion de la actividad de los rhlFNs, al combinar diferentes compuestos,
evaluandolos en simultaneo. Para ello, se procedié al disefio de un ensayo de superficie
de respuesta, empleando el software Design Expert. A su vez, se seleccionaron
5 compuestos para este nuevo screening: F13, FV4Br, FVIl, PHD101 y FV10. La
seleccion se realizé en base a datos estructurales de estos compuestos cedidos por los
responsables de las bibliotecas. De esta manera, se busco trabajar con compuestos
representantes de distintos grupos quimicamente estructurales.

En este primer ensayo de superficie de respuesta se utilizaron Unicamente las
células WISH-Mx2/EGFP vy el rhIFN-a2a. Una vez mas, se utilizd el ensayo de gen
reportero, siguiendo el mismo protocolo que el utilizado para el monitoreo de

compuestos (Seccién 16).
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Se trabajo con una potencia constante de rhIFN-a2a equivalente a 60 Ul/ml final por
pozo en presencia de las combinaciones de compuestos indicadas por el programa de
superficie de respuesta que se muestran en la Tabla XIV. Las mismas resultaron
combinaciones de 3 compuestos. Ademas se evaluaron cada uno de los 5 compuestos
solos y la combinacion de los 5. Los controles positivos (células tratadas unicamente
con rhiIFN-a2a 60 Ul/ml final por pozo) y negativos (células sin tratar) fueron evaluados
por cuadriplicado.

Una vez realizado el ensayo, evaluando cada combinaciéon por duplicado, se
compararon los porcentajes de células EGFP positivas obtenidas para cada una de las

combinaciones con los correspondientes controles.

Tabla XIV: Combinacion de compuestos sintéticos sugeridos por el programa Design
Expert, para el estudio del efecto combinado de los mismos sobre la
actividad del rhIFN-02a.

Run Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5
A:F13 B: PHD101 C:FvIl D:FV4Br  E:FV10

4 1 10,00 10,00 0,00 0,00 10,00
14 2 10,00 0,00 10,00 10,00 0,00
5 3 0,00 0,00 10,00 0,00 0,00
8 4 10,00 10,00 10,00 0,00 0,00
6 5 10,00 0,00 10,00 0,00 10,00
10 6 10,00 0,00 0,00 10,00 10,00
16 7 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
11 8 0,00 10,00 0,00 10,00 10,00
9 9 0,00 0,00 0,00 10,00 0,00
3 10 0,00 10,00 0,00 0,00 0,00
7 11 0,00 10,00 10,00 0,00 10,00
12 12 10,00 10,00 0,00 0,00
1 13 0,00 0,00 0,00 0,00 10,00
13 14 0,00 0,00 10,00 10,00 10,00
2 15 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 16 0,00 10,00 10,00 10,00 0,00

Seguidamente, para continuar evaluando las combinaciones de compuestos, se

seleccionaron 4 del total de 16 condiciones. Las mismas se enumeran a continuacion:

e Compuesto B (PHD101) solo
o Combinacion de todos los compuestos: ABCDE (F13; PHD101; FVII; FV4Br;
FV10)
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e Combinacion de compuestos BCE (PHD101; FVII; FV10)
e Combinacién de compuestos BDE (PHD101; FV4Br; FV10)

16.6.1. Evaluacion de la citotoxicidad de las combinaciones de compuestos

Del mismo modo que se estudié la toxicidad de cada compuesto individualmente,
se analizé también la toxicidad de todas las combinaciones de compuestos realizadas.
Este estudio se realizd sobre células WISH, empleando la tincion de la monocapa
celular viable, con el colorante cristal violeta luego de la exposicion con los compuestos.
El protocolo seguido fue el mismo empleado para evaluar la toxicidad de cada

compuesto, descrito en la seccion 16.5.1.

16.6.2. Evaluacion del efecto combinado de compuestos sintéticos provenientes
de la biblioteca QuiMed FCien sobre la actividad del IFN-a2a, evaluado por

ensayo de AVA

Con el objetivo de dilucidar si el comportamiento que mostraron las combinaciones
de compuestos al ser evaluados mediante el ensayo de gen reportero se mantiene
también sobre la actividad antiviral de la citoquina, es que se evalué este aspecto,

siguiendo el protocolo descrito en la seccion 16.5.6.

16.6.3. Evaluacion del efecto combinado de compuestos sintéticos provenientes
de la biblioteca QuiMed FCien sobre la actividad del IFN-a2a, evaluado por

ensayo AA

Con el objetivo de dilucidar si el comportamiento que mostraron las combinaciones
de compuestos al ser evaluados mediante el ensayo de gen reportero se mantiene
también sobre la actividad antiproliferativa de la citoquina, es que se evalud estes

aspecto siguiendo el protocolo descrito en la seccién 16.5.7.
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“loa gnegrgia y la persgverancia conquistan todas las cosas”.
Benjamin Franklin
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obtencion del vector de expresiéon pMx2/EGFP-C1

El vector de expresion pEGFP-C1 (Clontech, EE.UU) contiene la secuencia de la
proteina reportera EGFP, cuya expresion se encuentra dirigida por el promotor CMV.
Este es un promotor fuerte y constitutivamente activo y dadas sus propiedades se utiliza
habitualmente para dirigir la expresion de transgenes en células de mamiferos,
alcanzando altos niveles de expresion. El vector pEGFP-C1 se utiliza como reportero de
manera que al transfectar células de mamifero, la proteina EGFP se expresa
constitutivamente. Sin embargo, en el sistema reportero que se disend, la proteina
reportera no se expresa de manera constitutiva. Ello se debe a que se pretende que la
expresion de la misma esté regulada y sélo se active frente a determinadas condiciones.
Para alcanzar este propdsito fue necesario cambiar el promotor de expresion
constitutiva por un promotor regulable de la expresion.

El vector pEGFP-C1 se utilizé como molde para construir el vector de expresion
pMx2/EGFP. Para ello, se escindio el promotor CMV y en su lugar se cloné el promotor
Mx2 de origen murino. Este ultimo es un promotor inducible especificamente por IFNs-I.
De esta manera, la expresion de EGFP en este sistema sélo se desarrollara como
consecuencia de la activacién del promotor Mx2. Se seleccioné el promotor Mx2 murino
debido a que éste fue utilizado exitosamente por LLeonardt y col. (1990). Por otro lado,
se pretendi6 evitar cualquier posibilidad de activacién del promotor por IFN-y humano.
Estos autores demostraron que el promotor Mx2 murino no es activado por el IFN-y
humano. Por su parte, Ronni y col. (1998) concluyeron que el promotor MxA humano si
podia ser activado, débilmente, por la citoquina antes mencionada. Dado que nuestro
objetivo fue mantener la especificidad del ensayo por los IFNs-I, seleccionamos el
promotor murino Mx2.

Para llevar a cabo el clonado, en una primera etapa se amplificé el ADN mediante
una minipreparacién de ADN plasmidico del vector pEGFP-C1; lo que permitié obtener
cantidad suficiente del acido nucleico, necesario para los pasos siguientes.

A continuacion, se realizé la digestion secuencial del vector pEGFP-C1 utilizando
las enzimas de restriccion Asel y Nhel. Los sitios de restriccion para estas enzimas de
digestion se encuentran flanqueando la secuencia del promotor CMV. Por lo tanto, luego
de la digestion secuencial se obtuvieron por un lado, el plasmido sin promotor y, por
otro, el promotor CMV. Para corroborar la eficiencia de la digestion, se analizaron los
fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (P/V) (Fig.19). En

dicha figura se observa claramente la eficiencia de la digestion del vector pEGFP-C1.
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Se visualizan 2 bandas, correspondientes a fragmentos de ADN de tamafos
aproximados de 600 pb y 4.100 pb. El fragmento mas pequefio pertenece a la
secuencia genética del promotor CMV y el mas grande, al vector pEGFP-C1 cuyo
promotor fuerte fue escindido.

Posteriormente, el fragmento de ADN correspondiente al vector digerido sin
promotor, se purificé desde el gel de agarosa para efectuar, posteriormente, la ligacién

con el promotor Mx2 inducible por IFNs-I (Nakade y col., 1997; Haller y col., 2007).
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Fig. 19: Analisis de la digestion del vector pEGFP-C1 con las enzimas de restriccion

Asel/Nhel.
Calle 1: Marcador de masa molecular Beanch Top Ladder 1 Kb.
Calle 3: Vector pEGFP-C1 digerido secuencialmente mediante las enzimas

Asel/Nhel

Por su parte, se solicitd la sintesis de la secuencia del promotor Mx2 a GENEART.
La misma fue previamente amplificada mediante minipreparacién de ADN plasmidico y
digerida secuencialmente con las mismas enzimas de restriccion Asel/Nhel a partir del
vector 0917512Mx2p-pMA, en el cual se recibié. La eficiencia de la digestion se analizé
mediante corrida electroforética en un gel de agarosa 1% (P/V) (Fig. 20).

En la Fig. 20 se muestra la imagen obtenida del gel de agarosa luego de la
corrida electroforética. En él puede observarse la eficiencia de la digestion. El vector de
clonado 0917512 Mx2p pMA contiene los sitios de restriccion para las enzimas Asel y
Nhel flanqueando al promotor Mx2 y un sitio de restriccion adicional para la enzima
Asel. Es por este motivo que luego de la digestion con ambas enzimas, se obtuvieron 3

bandas correspondientes a fragmentos de ADN de diferentes tamafios moleculares. El
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fragmento mas pequeno, de 700 pb, corresponde a la secuencia del promotor Mx2,
mientras que las 2 bandas restantes corresponden a subproductos del vector de
clonado 0917512 Mx2p pMA digerido. Una vez que la eficiencia de la digestién de ADN
fue confirmada, el fragmento de ADN correspondiente al promotor Mx2 fue purificado
desde el gel de agarosa empleando un kit comercial.

De esta forma, se obtuvieron los fragmentos de ADN purificados,
correspondientes al promotor Mx2 y al vector pEGFP-C1 sin promotor, digeridos con las
enzimas de restriccion Asel/Nhel. Luego de determinar la concentracién y pureza de
cada uno de los fragmentos mediante lectura espectrofotométrica a A = 260 nm, los
mismos fueron ligados utilizando la enzima T4 DNA ligasa, la cual cataliza la unién de
los extremos de ADN del inserto y el vector, en presencia de ATP y soluciones
tamponadas adecuadas. La relacién utilizada para dicha ligacion fue de 2 partes de
inserto por cada parte de vector denominandose a esta ligacion (V+l). De esta manera,
se genero el vector de expresion pMx2/EGFP. Simultaneamente, se realizé un control
de vector religado (VR), para el cual se utilizé solamente el vector digerido sin promotor,
con el objetivo de evidenciar la factibilidad de religacion del vector digerido. Las mezclas
de ligacion se utilizaron para transformar células E. coli DH5aF Ig competentes para

obtener las colonias recombinantes.
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Fig. 20: Digestion del promotor Mx2 con las enzimas de restriccion Asel/Nhel.
Calle 1: Marcador de masa molecular Beanch Top Ladder 1 Kb.
Calle 3: Vector 0917512Mx2p-pMA digerido secuencialmente mediante las
enzimas Asel/Nhel



RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado de la transformacién de células competentes, no se registro
crecimiento de colonias para el control de VR, pero se observd crecimiento de 7
colonias recombinantes sobre la placa de V+I. Todas ellas fueron analizadas mediante
diferentes digestiones con enzimas de restriccion, para confirmar que la secuencia del
promotor Mx2 se haya clonado correctamente en el sitio del promotor CMV,
previamente escindido, del vector pEGFP-C1.

Para ello, se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico a partir de las
7 colonias recombinantes. Se efectuaron 2 digestiones. En una de ellas se empled con
la enzima Sacl, cuyo sitio de restriccion esta presente 2 veces en el vector
recombinante generado (uno de estos sitios fue incorporado al plasmido conjuntamente
con la secuencia del promotor Mx2 y el otro ya se encontraba presente en el vector
pEGFP-C1). Es decir, si las colonias analizadas son recombinantes, luego de la
digestion con la enzima Sacl, debian obtenerse 2 fragmentos de ADN; contrariamente,
el vector deberia linealizarse debido a que presenta originalmente un sélo sitio de
restriccion para la enzima Sacl.

La digestidon restante se realizd con el propdsito de corroborar la presencia del
inserto, es decir, el promotor Mx2, digiriendo en forma secuencial con las enzimas Asel
y Nhel. A modo de ejemplo se muestra el analisis de la colonia recombinante 6 (Fig. 21),
donde se observan los perfiles de bandas correspondientes a la digestion de los
vectores recombinantes con diferentes enzimas de restriccién y puede comprobarse el
reemplazo en el plasmido pEGFP-C1 del promotor CMV por el promotor Mx2. En el
carril 3, se observa un patrén de dos bandas de ADN obtenidas luego de la digestion del
vector recombinante con la enzima de restriccidn Sacl. Las bandas asi obtenidas tienen
un tamano aproximado a 1.000 y 3.800 pb, que se corresponden con el tamafo de
fragmentos de DNA que deberian liberarse luego de la digestion del plasmido
pMx2/EGFP. Por su parte, en el carril 5 se observa un perfil de dos bandas de ADN
luego de la digestion secuencial con las enzimas de restriccion Asel/Nhel, y las mismas
corresponden al promotor Mx2 de 700 pb y al vector pEGFP sin promotor con un
tamafo de aproximadamente 4.100 pb. De este modo, se demostré el éxito de la

construccion del vector de expresion pMx2/EGFP.



RESULTADOS Y DISCUSION [EEEN

kpb

10 R

4 ” ' 41
- -

1 - —— . —— 07

0.5
0.25

Fig. 21: Evaluaciéon de las colonias recombinantes pMx2/EGFP mediante digestion con
enzimas de restriccion.

Calle 1: Marcador de masa molecular Beanch Top Ladder 1 Kb.

Calle 3: Plasmido de la colonia recombinante 6 digerido con la enzima de
restriccion Sacl.

Calle 5: Plasmido de la colonia recombinante 6 digerido con las enzimas de

restriccion Asel/Nhel.

Complementariamente, con el objetivo de confirmar el clonado y evaluar que no
hayan ocurrido mutaciones durante el procedimiento desarrollado, se secuencio el
vector recombinante generado. No se encontraron diferencias luego del alineamiento
con la secuencia tedrica, garantizando la calidad del vector generado (Fig. 22).

Una vez confirmada la secuencia genética, se criopreservaron las colonias
recombinantes pMx2/EGFP y se amplific6 el plasmido desarrollado, mediante
maxipreparacion de ADN plasmidico, para utilizarlo en el procedimiento de transfeccion

de células eucariotas.
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Fig. 22: Secuenciacion del vector de expresion reportero pMx2/eGFP.
Alineacion de la secuencia tedrica y la secuencia de trabajo empleando el software
EMBOSS Needle. Ambas secuencias coincidieron confirmando que no hubo
mutaciones en el clonado, y que el mismo se efectud correctamente.

2. Transfeccion transitoria de células eucariotas para el analisis del

funcionamiento del vector de expresion generado

Cuando las células de mamifero son transfectadas, las mismas incorporan la
secuencia de ADN codificante para la proteina en estudio, la expresan transitoriamente
durante algunos dias o semanas y, eventualmente, ese ADN se pierde en la poblacion
debido a la divisién celular o bien es degradado por nucleasas celulares. Sélo en una
minima proporcion de las células transfectadas, el ADN adicionado se incorpora al

genoma celular.
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Las ventajas que presenta la transfeccion transitoria es que se trata de un método
rapido para el estudio de expresion de genes foraneos en células de mamiferos
evitando la influencia del sitio de integracibn en la expresion, permitiendo la
comparacion de diferentes vectores y contribuyendo a confirmar la funcionalidad de un
plasmido antes de emplear el mismo para obtener una linea celular establemente
transfectada. No obstante, la ventaja que presentan las transfecciones estables es que
brindan lineas celulares recombinantes permanentes.

Por otra parte, una vez que se selecciona y construye el plasmido de expresion, es
necesario evaluar bajo qué condiciones se obtienen las mejores eficiencias de
transfeccion. Cada linea celular establecida cuenta con una transfectabilidad particular;
motivo por el cual, deben optimizarse variables tales como masa de ADN vy relacion de
ADN:lipidos catidnicos a fin de obtener la mayor eficiencia de transfeccién con el vector
de expresion generado.

Se realizé una transfeccion transitoria sobre células WISH utilizando el vector
recombinante pMx2/EGFP con el objetivo de comprobar su integridad y funcionamiento,
pretendiendo evaluar la activacion del promotor Mx2 por los IFNs, y como
consecuencia, la expresion del reportero. Para ello, se siguié el protocolo descrito en la
seccion 11.1, utilizando una relacion de lipidos catiénicos (Lipofectamine).:ADN 2:1, y
empleando una masa de ADN de 1 pg. Luego de 24 h de transfeccion, se indujo la
expresion del promotor Mx2 incubando las células transfectadas con los IFNs-I:
IFN-02a, IFN-a2b, IFN-B1a e IFN-B1b. Se realizaron los controles de transfeccién
correspondientes (células transfectadas con el vector recombinante, pero sin induccion
con IFNs-l) y luego de 24 h se analizaron los porcentajes de células EGFP positivas

mediante citometria de flujo.

Transfeccion transiente de células WISH con el
vector de expresion pMx2/EGFP

25 26 26
23

% EGFP

- ~

Control IFN-a2a IFN-a2b IFN-B1a IFN-B1b

Fig. 23: Evaluacién de la funcionalidad del vector pMx2/EGFP mediante transfeccion
transiente y posterior induccion de las células transfectadas con IFNs-I.
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Las células WISH transfectadas con el plasmido pMx2/EGFP respondieron a la
induccion con todos los IFNs-I, exhibiendo porcentajes de células EGFP positivas
superiores al 20% (Fig. 23). De esta forma, pudo comprobarse la integridad y

funcionalidad del vector recombinante generado.

3. Generacion de lineas celulares reporteras que expresen en forma estable la

construccion Mx2/EGFP

El DNA foraneo ingresa a las células de mamiferos de un dado cultivo en una
pequena proporcion y se incorpora establemente en una fraccion muy reducida de las
mismas. En casos particulares, como lo es la transformacion con un oncogén, las
células transfectadas establemente pueden ser identificadas dado que expresan un
fenotipo diferente. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la identificacién de lineas
celulares que expresen el gen transfectado se consigue mediante la introduccién dentro
de la misma célula de un segundo gen que contiene un marcador de seleccion.
Comunmente, éste es un gen de resistencia a un antibidtico u otra droga. El gen
marcador de seleccion y el gen de interés son introducidos simultaneamente en una
célula determinada, razén por la cual es posible identificar y seleccionar, las células
transfectadas con el gen de interés (Sambrook y col., 1989). De esta manera se
consigue generar lineas celulares estables. En nuestro caso particular, el vector de
expresion contiene el gen de resistencia al antibiético neomicina, comercialmente
conocido como GENETICIN® o G-418 sulfato. Este antibidtico actua mediante la unién
a los ribosomas, impidiendo la sintesis de proteinas en células eucariotas y procariotas.

Basandonos en los resultados obtenidos en el ensayo de transfeccion transiente, se
generaron cuatro lineas celulares reporteras mediante transfeccidon estable. Las lineas
celulares humanas WISH, A549, HeLa y HEp2 se transfectaron con el plasmido
pMx2/EGFP mediante lipofeccion, utilizando una relacion lipido:ADN  2:1,
respectivamente, siguiendo el protocolo descrito en la seccion 11.2. A las 48 h
post-transfeccion, se comenzé con la seleccion utilizando neomicina 400 pg activos/ml
(G-418) para obtener las lineas celulares reporteras estables WISH-Mx2/EGFP,
A549-Mx2/EGFP, HelLa-Mx2/EGFP y HEp2-Mx2/EGFP. Las células transfectadas
fueron presionadas con el antibidtico G-418 durante aproximadamente 7 dias, periodo
de tiempo necesario para que el antibiotico utilizado produzca la muerte total del control
de células sin transfectar. De esta manera, sélo aquellas células que incorporaron el
gen de interés, habran incorporado también la resistencia al antibiético y, como
consecuencia, seran capaces de resistir el tratamiento con el mismo, el cual es letal

para las células sin transfectar.
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Como se indicé previamente, el método de transfeccion utilizado fue lipofeccion.
Los lipidos catiénicos utilizados forman vesiculas artificiales que encapsulan el ADN y
actuan como vehiculos para introducir el ADN foraneo en la célula. Estas micelas se
forman por la diferencia de cargas entre el ADN, cuya carga es negativa, y los lipidos
cationicos, cargados positivamente. Esta metodologia es sumamente sencilla y permite
alcanzar altos rendimientos de transfectabilidad sobre numerosos tipos de lineas
celulares (Felgner y Holm., 1989; Maurer, 1989). Es necesario mencionar, que en esta
instancia de la tesis, con el objetivo de tener una amplia variedad de lineas celulares
reporteras provenientes de distintos linajes celulares, para posteriormente estudiar el
comportamiento de cada una de ellas frente al estimulo con los IFNs-I, también se
intentaron generar otras lineas celulares reporteras derivadas de células CaCo2
(adenocarcinoma colon-rectal humano), MCF7 (adenocarcinoma de glandula mamaria
humana), HEL 92.1.7 (eritroblastos de médula 6sea humana) y MDBK (células de rindn
bovino). Sin embargo, y a pesar de reiterados intentos, no se lograron obtener células

reporteras estables con estas otras lineas.

4. Evaluacién mediante citometria de flujo de las lineas celulares humanas

reporteras generadas

El sistema de gen reportero, objetivo de la presente tesis, requiere del empleo de
citometria de flujo para la lectura final del mismo. Los ensayos basados en citometria de
flujo constituyen herramientas importantes ya que contribuyen al proceso de desarrollo
0 descubrimiento de una molécula determinada. Los mismos involucran desde el
descubrimiento y caracterizacion del target hasta la evaluacion de la respuesta en
tratamientos clinicos (O'Hara y col., 2011). La ventaja del uso de métodos que emplean
citometria de flujo radica en la capacidad de realizar analisis multiparamétricos,
permitiendo la deteccién simultanea de distintas caracteristicas de la célula. En efecto,
la validez del screening de drogas empleando diferentes ensayos uniparamétricos para
demostrar un efecto ha sido cuestionado (Nolan, 2007). Solamente cuando varios
parametros son simultaneamente medidos a nivel de una unica célula, se puede obtener
una idea de las interacciones a nivel sub-celular.

En su trabajo de 1996, Canosi y colaboradores aseguran que un verdadero y
confiable sistema reportero debe construirse empleando lineas celulares que expresen
los receptores especificos para la proteina/citoquina que quiere detectarse, y a su vez,
producir una proteina reportera que sea facilmente detectable y no sea producida por la

misma célula.
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Todas las lineas celulares humanas empleadas para generar el sistema reportero,
presentan los receptores especificos para las moléculas de IFNs-l humanos en su
superficie, uno de los motivos por los cuales fueron seleccionadas. Por su parte, todas
ellas fueron transfectadas con el plasmido pMx2/EGFP de forma estable y
seleccionadas con G-418. Por lo tanto, han incorporado en su genoma la construccion
génica Mx2/EGFP. Al incubar las células reporteras con muestras que contienen
hiIFNs-I, la citoquina se une a su receptor especifico y se activa una cascada de
fosforilaciones/activaciones dentro de la célula, que concluyen con la activacion del
promotor Mx2 en el nucleo celular. Como consecuencia, se activa la expresion de la
EGFP, la cual puede ser detectada mediante microscopia de fluorescencia o citometria
de flujo. Una vez generadas las lineas celulares humanas reporteras estables
WISH-Mx2/EGFP, A549-Mx2/EGFP, HeLa-Mx2/EGFP y HEp2-Mx2/EGFP se evalud su
capacidad de respuesta en presencia de los IFNs-I, mediante la induccién del promotor
Mx2. Para ello se emplearon las formas recombinantes de los hlFNs: IFN-02a, IFN-02b,
IFN-B1a y IFN-B1b. Posteriormente, se evalud el porcentaje de células EGFP positivas
mediante citometria de flujo. Ademas, se corroboré la respuesta de las lineas generadas
en presencia de las moléculas de rhlFN-a2a y rhlIFN-B1a mediante microscopia de
fluorescencia (Fig. 24).

Luego de analizar nuestros sistemas reporteros podemos concluir que todas las
lineas reporteras humanas generadas fueron capaces de inducir la expresion de EGFP
como resultado de la activacion del promotor Mx2 tras el estimulo con los IFNs-I.

En la Fig. 24 se visualizan las imagenes capturadas mediante microscopia de
fluorescencia, donde se observa claramente que todas las lineas reporteras expresaron
la EGFP al ser tratadas con ambos IFNs. Ademas, ninguna de ellas evidenci6 células
verdes positivas en ausencia de IFN, lo que demuestra que estas lineas celulares
reporteras no tienen una expresion basal del marcador reportero o la misma es tan
reducida que no alcanza a evidenciarse a través de esta herramienta de analisis. Por su
parte, se observé que la respuesta que presentd cada linea celular a un dado estimulo
con IFN fue diferente, lo cual esta indicando una distinta sensibilidad a las citoquinas de
interés, por parte de las lineas celulares analizadas. Esto puede atribuirse, por un lado,
a la interaccién de la citoquina con sus receptores en la superficie celular, y por otro
lado, también puede deberse a la cantidad de transgen incorporado por cada linea
celular luego de la transfeccion estable con el plasmido pMx2/EGFP, y el sitio donde el
mismo se haya integrado, permitiendo una expresion mas o menos intensa del
reportero.

Mediante el empleo de microscopia de fluorescencia se observd una mayor

respuesta para las lineas celulares reporteras derivadas de A549 y Hela, mientras que
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la linea HEp-2 es la que demostré menor respuesta, para una misma cantidad de IFN
empleado para la induccién del promotor. Esta variacion en la respuesta estaria
dependiendo de la cantidad de células que expresan la proteina reportera que, a su vez,
dependera de la eficiencia lograda durante los eventos de transfeccion.

Al transfectar cada linea celular, el transgen puede integrarse en diferentes zonas
del genoma celular. Como consecuencia, cada linea reportera generada esta
conformada por distintos clones celulares, cada uno de los cuales presenta
caracteristicas particulares. Esto conlleva a que las distintas lineas transfectadas
pueden presentar diferencias en el nivel de crecimiento, expresién y calidad del
producto. El objetivo de nuestro trabajo consiste en disponer de una estirpe celular que
descienda de una unica célula, es decir, que todas las células sean genéticamente

idénticas.

IFN-B1a IFN-a2a sin IFN

A549-Mx2/EGFP

HelLa-Mx2/EGFP

WISH-Mx2/EGFP

HEp2-Mx2/EGFP

Fig. 24: Evaluacion mediante microscopia de fluorescencia de la accion de los IFNs-|
sobre la capacidad de respuesta de las nuevas lineas celulares reporteras.
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Es por ello que una vez garantizada la funcionalidad de las lineas reporteras
desarrolladas, las mismas fueron clonadas utilizando la técnica de dilucion limite
(Whitlock y Muller-Sieburg, 1990). La seleccién de un crecimiento monoclonal se realizo
mediante observacion microscépica con el fin de evidenciar el crecimiento de una unica
colonia por cada pozo. Los clones identificados fueron posteriormente estimulados con
IFN. Seguidamente, se analiz6 mediante citometria de flujo el porcentaje de células
verdes positivas obtenidas con cada clon. Aquellos clones que mostraron mejores
respuestas a los distintos IFNs-I, en términos de deteccion y sensibilidad, fueron
amplificados gradualmente y luego crioconservados en termos con nitrégeno liquido,

generando un banco maestro y otro, de trabajo.
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Fig.25: Respuesta de los clones derivados de las lineas celulares humanas reporteras
Mx2/EGFP, a los IFNs-I: IFN-B1a, IFN-B1b, IFN-a2a, IFN-a2b.
Se muestran los histogramas obtenidos por citometria de flujo para los distintos
IFNs-I analizados. En todos los casos, el control de células sin tratar no mostré
expresion de eGFP. Se colectaron 5.000 eventos para cada muestra.
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Los clones seleccionados se denominaron L1G3, L2G9, C6C3 y L1G5,
correspondientes a las lineas WISH-Mx2/EGFP, A549-Mx2/EGFP, HeLa-Mx2/EGFP y
HEp2-Mx2/EGFP, respectivamente. Dichos clones mostraron respuestas de células
productoras de la proteina reportera EGFP entre un 63% y 92%, dependiendo del tipo
celular y el IFN evaluado (Fig. 25).

5. Desarrollo de un nuevo ensayo de gen reportero para cuantificar la potencia
de los rhiFNs-I|

Los IFNs-I son comunmente cuantificados mediante un bioensayo basado en la
capacidad de dichas citoquinas para inducir un estado antiviral en las células target
(Familleti y col., 1981). El mismo se basa, fundamentalmente, en la cuantificacion de la
actividad inhibitoria de dicha molécula en los procesos de replicacion y propagacion
viral. Sin embargo, los ensayos antivirales estan sujetos a importantes variaciones
(Giard y Fleischaker, 1984) y al empleo de virus, el cual debe ser periédicamente
titulado para garantizar una buena infectividad. Otro de los ensayos de rutina para
determinar la actividad de los IFNs-l es un ensayo basado en su actividad
antiproliferativa (Prummer y col., 1994). Todos estos métodos son informativos y
cuantitativos, pero resultan tediosos y lentos para el monitoreo de diferentes
compuestos en forma simultanea. Ademas, presentan grandes variaciones intra- e
inter-ensayos y rangos de respuesta lineal muy acotados.

Una alternativa a estos ensayos es el empleo de ensayos con genes reporteros
(EGR), los cuales resultan altamente especificos y sensibles. Los ensayos de actividad
antiviral (AVA), recomendados por la Farmacopea para la determinacion de la potencia
de los IFNs humanos, emplean dos tipos de lineas celulares diferentes, segun la
potencia del IFN a cuantificar. Esto implica el empleo de la linea celular WISH para
cuantificar la actividad bioldgica de los IFNs-3, conjuntamente con el virus VSV y la
sugerencia de emplear la combinacion de la linea celular MDBK / virus VSV para
analizar a los IFNs-a. Sin embargo, luego de numerosos estudios se ha determinado
que aunque los distintos IFNs-I inducen multiples efectos celulares, ellos actuan a través
de la unién a un mismo sistema receptor denominado IFNAR, presente en la superficie
celular (Bekisz y col., 2004). Si bien es cierto que la interaccion con el receptor comun
depende del tipo de IFN o/, ambos se unen al mismo receptor y desencadenan su
respuesta en la célula target. Basandonos en estos conocimientos, y con el objetivo de
hacer mas sencillo el método de cuantificacion de la potencia de los IFNs tanto a

como B, decidimos generar una unica linea reportera capaz de cuantificar la actividad
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biolégica de ambos IFNs. Para ello, se realizé una prueba previa, donde la actividad
antiviral de ambos subtipos de IFN fue evaluada mediante su efecto protector sobre
células WISH infectadas con el virus VSV (Fig. 26), siguiendo las recomendaciones de
la Farmacopea Europea (2009).

En la Fig. 26 se observa que todos los IFNs ensayados exhibieron capacidad para
interaccionar con su receptor especifico en una misma linea celular humana, lo cual se
evidencia a través de las curvas dosis-respuesta resultantes luego de medir la actividad
antiviral generada por cada subtipo de IFN-a2a, IFN-a2b, IFN-B1a e IFN-B1b con la
linea WISH. Sin embargo, se observa una respuesta diferencial entre ambos subtipos
de IFNs en términos de limite de deteccion, sensibilidad y respuesta maxima alcanzada.
No obstante, tales subtipos de IFNs-I son cuantificables empleando una misma linea

celular.
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Fig. 26: Curvas dosis-respuesta para los IFNs a2a (m), a2b (e), B1a (A) y B1b(¢)
obtenidas en el AVA con la linea celular WISH.
En eje de ordenadas se graficé la lectura espectrofotométrica medida a A= 540 nm
del ensayo AVA en funcion de la potencia de los diferentes hIFNs (eje de abscisas).

Basandonos, por un lado, en las desventajas previamente mencionadas de los
ensayos habitualmente utilizados para determinar la potencia de los IFNs-I y, por otro
lado, en los resultados exitosos obtenidos luego de la generacion y evaluacion de la
respuesta a los IFNs-l de las nuevas lineas celulares reporteras, se continué con el
desarrollo de un nuevo ensayo de gen reportero.

Este bioensayo se baso en el empleo de las lineas celulares humanas reporteras
de la actividad de los IFNs-I, previamente desarrolladas. En el mismo, el parametro de

lectura es la emisién de fluorescencia evaluada mediante citometria de flujo. Para
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nuestro caso particular, esta herramienta nos permite determinar y cuantificar la
cantidad de células EGFP positivas luego de la activacién del promotor Mx2 con IFNs-I,
correlacionando el porcentaje de células EGFP positivas con la concentracion de IFN
presente en la muestra a analizar. Este sistema presenta numerosas ventajas al
compararlo con los ensayos AVA e incluso con otros sistemas de genes reporteros: se
independiza del empleo de virus, presenta mejor rango de respuesta lineal
(obteniéndose mayor cantidad de puntos correspondientes a las diluciones de la
citoquina dentro de la zona de linealidad de la curva dosis-respuesta) y una pendiente
superior, asi como también menor variabilidad intra-e inter-ensayos, un limite de
deteccién y una sensibilidad superior, permitiendo cuantificar concentraciones de IFN
inferiores a la concentracion limite de la citoquina detectada mediante ensayo AVA.

Es importante destacar que hemos elegido como gen reportero la proteina EGFP,
dado que, dentro de los sistemas reporteros mas estudiados, esta proteina presenta
grandes ventajas: no requiere de sustratos y es estable al calor, pH extremo y
desnaturalizantes quimicos (Zhang y col., 1996). En los ultimos afios, la proteina EGFP
se ha convertido en una de las herramientas mas utilizadas para investigacion en
biologia celular y molecular, empleandose como un marcador fluorescente no invasivo
para el estudio de expresion de genes, localizacion proteica en células vivas, como
también en el estudio de interacciones proteina-proteina (Cotlet y col., 2001). La
seleccion de las proteinas reporteras utilizadas es fundamental para el disefio de
EGRs. Utilizar reporteros que sean inestables, o dificiles de cuantificar, trunca el
objetivo de los mismos. Ademas, para cumplir con la premisa planteada de emplear el
ensayo de gen reportero para dilucidar compuestos capaces de modular la respuesta de
los IFNs-I, se necesita de una proteina reportera que sea facilmente cuantificable,
estable en el tiempo una vez producida y que el sistema presente un bajo limite de
deteccién para poder sensar una respuesta diferencial entre el control y la muestra. La
EGFP es una proteina reportera que cumple con todas estas condiciones, y es por ello,
que la seleccionamos para el desarrollo del nuevo sistema reportero.

El EGR desarrollado en este trabajo de tesis se basé en el modelo de ensayo AVA,
pero sin el empleo de virus. De esta manera, las células reporteras se incuban con las
muestras a analizar y los estandares durante un periodo de tiempo determinado que
permite evidenciar la respuesta de los IFNs-I mediante la cuantificacion de la EGFP
producida como consecuencia de la activacion del promotor inducible especificamente
por tales moléculas. Transcurrido dicho tiempo, las células son analizadas mediante
citometria de flujo o, incluso, microscopia de fluorescencia. Los resultados obtenidos
para las muestras son comparados con los estandares en términos de la relacion

porcentual de EGFP obtenido en cada caso.
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6. Validacion del ensayo de gen reportero desarrollado

Aunque no existen pautas regulatorias especificas para métodos de validacion en
los estadios tempranos del desarrollo de drogas, con el fin de tomar decisiones
correctas en el proceso downstream de las mismas es esencial llevar a cabo ensayos
validos y de alta calidad para generar resultados confiables.

Un gran desafio en el descubrimiento de nuevas moléculas es el desarrollo de
ensayos de High Throughput Screening (O'Haray col., 2011).

Cuando un nuevo ensayo es desarrollado, con el objetivo de mejorar las
condiciones del ensayo tradicional existente, el mismo debe ser validado de forma de
asegurar que la respuesta obtenida mediante el nuevo protocolo sea fiable y semejante
a la alcanzada con el ensayo tradicional.

La validacion de un método de ensayo es un requisito primordial cuando deseamos
tener resultados técnicamente validos, confiables y exactos. La validacion del método es
necesaria ya que permite conocer los parametros de desempefio del mismo y
proporcionar un alto grado de confianza y seguridad tanto en el ensayo como en los
resultados que se obtienen al aplicarlo. Dichas validaciones implican verificar
parametros de desempefio tales como sensibilidad, especificidad, limite de detecciéon y
reproducibilidad, entre otros.

A continuacién, el nuevo EGR fue validado con respecto a su capacidad para
responder a los IFNs-I, comparando los resultados obtenidos con el ensayo de actividad

antiviral utilizado habitualmente para tal fin.
6.1. Optimizacion del EGR desarrollado

En la validacién del ensayo se contempldé la optimizacion de los distintos
parametros criticos del nuevo ensayo. El propdsito de la optimizacién es encontrar o
identificar la mejor resolucion posible, entre todas las soluciones potenciales, para un
problema dado o para algun punto critico, en términos de criterios de efectividad o
desempenio.

Aspectos importantes de este nuevo ensayo, sujetos a optimizacion, fueron la
densidad celular empleada para iniciar el ensayo reportero, asi como el tiempo minimo
de incubacién con la citoquina para alcanzar la maxima sefal. Para evaluar el primero,
se estudiaron tres densidades celulares distintas: 3x10°, 6x10° y 12x10° cél/ml
(sembrando 0,1 ml por pozo), analizando los valores maximos de la respuesta y la

pendiente de la zona de respuesta lineal obtenida en las curvas dosis-respuesta.
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En la Fig. 27 pueden visualizarse las curvas obtenidas para las 3 densidades
celulares estudiadas. A modo de ejemplo, se muestran las graficas correspondientes al
tratamiento de las células WISH-Mx2/EGFP con los IFN-a2a, IFN-a2b, IFN-B1a e
IFN-B1b. Luego del analisis de las graficas obtenidas puede deducirse que se
obtuvieron mejores respuestas para la menor densidad celular evaluada: 3x10° cél/ml,
en todos los casos. Particularmente, se observdé que para mayores densidades
celulares, la expresiéon de EGFP disminuyd, aun cuando las células fueron incubadas
con cantidades suficientes de la citoquina de interés. De esta observacion, puede
inferirse que en presencia de una mayor densidad celular, existiria un impedimento
estérico para que la interaccion entre la citoquina y su receptor especifico, presente en
la superficie celular, se desarrolle eficientemente. Es decir, al tener una mayor densidad
de células podria ocurrir un apantallamiento de los receptores de IFNs, que impediria la
interaccion adecuada de la molécula con su receptor. Como consecuencia, disminuiria
la activaciéon de la via del IFN y de igual manera del promotor especifico, el cual esta
dirigiendo la expresion del gen reportero, obteniéndose menor expresion de EGFP.

Por otra parte, se observé que para menores densidades celulares se lograron
curvas de dosis respuesta con una mayor pendiente; es decir, con una mayor
sensibilidad para los ensayos realizados con los IFNs-B. Sin embargo, para todos los
IFNs estudiados, la maxima respuesta, es decir, el maximo %EGFP se alcanzé con la

menor densidad celular anlizada.
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Fig. 27: Optimizaciéon del EGR desarrollado: efecto de diferentes densidades celulares
en la respuesta obtenida.
Se estudiaron 3 densidades celulares: (m) 3x10%; (¢) 6x10% (A ) 1,2x10° cél/ml. En el
eje de ordenadas se grafico el % de expresion de EGFP medida mediante citometria
de flujo en funcién de la potencia de cada IFN evaluado (eje de abscisas).

Por otro lado, se estudio el tiempo optimo de incubacion de la citoquina para
alcanzar la maxima expresion de EGFP. Se evaluaron diferentes tiempos de incubacion
con la molécula de interés: 8, 10, 12, 16, 20, 24, 26, 28, 30, 32 y 34 h. Si bien la senal
de EGFP comenzé a evidenciarse a partir de las 8-10 h, la maxima sefial de proteina
reportera se alcanzo a las 24 h. Para tiempos posteriores de incubacion, la expresion de

EGFP se mantuvo constante y semejante al valor obtenido para las 24 h.

6.1.1. Estudio de la expresion de EGFP en células A549-Mx2/EGFP

Asimismo, se analizé mediante microscopia de fluorescencia la expresién de EGFP
producida por células A549-Mx2/EGFP luego del estimulo con rhIFN-B1a.

Para ello, siguiendo las indicaciones de la seccion 15.5 de Materiales y Métodos,
las células se incubaron un presencia de IFN en una camara acoplada al microscopio de
fluorescencia, capturando imagenes del cultivo celular a diferentes tiempos
pos-induccién: 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28 y 30 h. De esta manera, se corrobord lo
previamente observado durante la evaluacién mediante citometria de flujo: luego de 8 h
de induccién con rhlIFN-B1a, la proteina reportera comenzé a detectarse alcanzando la
maxima senal entre las 24 y 28 h de incubacién con la citoquina (Fig. 28).

Los resultados obtenidos mediante ambas herramientas de estudio -microscopia de
fluorescencia y citometria de flujo- fueron consistentes entre si, tanto al evaluar los

tiempos de expresion de la proteina reportera, luego de la induccion con la citoquina de
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interés, como al estudiar el sistema reportero utilizando dos lineas distintas
(WISH-Mx2/EGFP y A549-Mx2/EGFP). Esto demuestra la robustez del modelo

reportero desarrollado.

Fig. 28: Evaluacion mediante microscopia de epifluorescencia de la activacion del
sistema reportero A549-Mx2/EGFP en funcién del tiempo de exposicion de las
células reporteras al rhIFN-B1a.

Adicionalmente, a partir de la construccion de curvas dosis-respuesta se evaluaron
los rangos lineales y el limite de deteccion de cada sistema reportero para cada uno de
los IFNs en estudio (Fig. 29). En la Tabla XV se resumen los rangos lineales y el limite

de deteccién de cada sistema reportero calculados para los distintos IFNs.
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Fig. 29: Curvas dosis-respuesta del nuevo EGR obtenidas evaluando los distintos tipos
de IFNs.
En eje de ordenadas se grafico el % de expresion de EGFP medida mediante
citometria de flujo en funcién de la potencia de cada IFN evaluado (eje de abscisas).
Tabla XV: Caracterizacion de los sistemas reporteros desarrollados.
Rangos de rhIFN-a2a 0,02 - 5.000 9,76 — 10.000 0,61 —5.000 0,19 - 625
respuesta rhIFNa2b 0,02 - 5.000 9,76 — 10.000 0,30 — 10.000 0,19 - 625
lineal rhIFN-B1a 0,15 -625 4,88 —1.250 0,15 -312,50 0,15-312,50
(Ul/mi) rhIFN-B1b 0,15 — 625 4,88 — 5.000 0,30 - 625 0,61 — 5.000
Limite de rhIFN-a <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
deteccion
(Ul/ml) rhIFN-( 0,01 <0,01 0,02 0,01
Para todas las lineas y todos los IFNs, con excepcion de los IFNs-a analizados con
la linea Ab49, se observd un limite de deteccion y una pendiente similar



RESULTADOS Y DISCUSION [EE/N

(18,6 £ 2,1 ml/Ul) indicando que las moléculas activan la expresion de EGFP de una
manera equivalente o relacionada.

A partir de este momento los estudios se continuaron con la linea celular
WISH-Mx2/EGFP dado que se optd por una sola linea para proceder con su puesta a
punto como linea celular adecuada y unica para llevar a cabo ensayos de evaluacion de
actividad biolégica de los IFNs-I (a y B) tendientes a reemplazar o complementar al

ensayo convencional AVA.

6.2. Evaluacion de la especificidad del promotor Mx2 por los IFNs-I

Lleonart y colaboradores (1990) postularon que el promotor Mx clonado corriente
arriba de un gen reportero responde de manera especifica y cuantitativa a los IFNs-I,
dado que el mismo es un promotor responsable de la expresion de la proteina Mx
antiviral, la cual ocurre luego de una infeccion viral. Es decir, cuando la infeccién con un
dado virus ocurre, los IFNs-lI son secretadas por el organismo y desencadenan una
cascada de sefalizacion/fosforilacion que concluye con la activacion de diversos genes
de respuesta a IFN, entre los que se encuentran los genes correspondientes a las
proteinas Mx. La especificidad de dicho promotor fue estudiada utilizando nuestro
sistema reportero WISH-Mx/EGFP, analizando curvas dosis-respuesta para cada
subtipo de IFN y, ademas, evaluando otras citoquinas humanas no relacionadas: hiL-2,
hGM-CSF, hG-CSF e hIFN-y. Como resultado de este analisis, s6lo se observo
expresion de EGFP frente al estimulo de las células reporteras con IFN-a e IFN-B, no
asi para las diferentes citoquinas evaluadas, ni siquiera aun, con una molécula con
mayor relacion con los IFNs-I como lo es el IFN-y. Se confirmd, de esta forma, la

especificad del promotor Mx por los IFNs-I (Tabla XVI).

Tabla XVI: Evaluacion de la especificidad del promotor Mx2

IFN-02a 32
IFN-a2b 34
IFN-B1a 53
IFN-B1b 18
IFN-y 4

IL-2 2
GM-CSF 3
G-CSF 4
Control negativo 3
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6.3. Evaluacion de la estabilidad del clon WISH-Mx2/EGFP L1G3

Continuando con la caracterizacion del sistema reportero desarrollado, se
determiné la estabilidad del clon reportero L1G3, con el objeto de identificar el numero
de generaciones celulares, a partir del cual se considera que el clon comienza a
manifestar un comportamiento diferente. Luego de numerosas generaciones celulares,
puede ocurrir que las células modifiquen su carga genética, por mutaciones
espontaneas afectando o disminuyendo la respuesta de las células frente al agregado
de los IFNs. Es por esto que se planteé la importancia de asegurar la respuesta
confiable y reproducible de las lineas reporteras a los IFNs-I.

Se evaluo la respuesta de la linea celular empleando distintas generaciones de
cultivo: 29, 57 y 84.

A modo de ejemplo se analiza la respuesta para el IFN-B1a, utilizando el clon L1G3
de distintas generaciones. La expresion estable del plasmido se mantuvo hasta las
57 generaciones lo cual representa 2 meses de subcultivos sucesivos (se considerd
estabilidad al mantenimiento de la pendiente de la curva dosis-respuesta). Transcurrido
dicho periodo de tiempo, se comenzo a visualizar un descenso en la maxima expresion

de EGFP y en la sensibilidad o pendiente de la curva mencionada (Fig. 30).

Evaluacion de la estabilidad del clon L1G3.
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de ordenadas se grafico el %EGFP medido mediante citometria de flujo en funcién
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6.4. Evaluacion de la reproducibilidad del nuevo EGR. Comparacion con el
sistema AVA

Con el propdsito de validar el ensayo reportero con respecto al modelo tradicional
(AVA), indicado por la Farmacopea Europea para evaluar la potencia de los IFNs-I, se
cuantifico la potencia de rhlIFN-a2a, rhiIFN-a2b, rhIFN-B1a y rhIFN-B1b, empleando
ambos ensayos: AVA y EGR. Se determinaron los coeficientes de variacion (CV (%))
intra- e inter-ensayo efectuando las determinaciones por triplicado y utilizando la linea
reportera WISH-Mx2/EGFP.

Los coeficientes de variacidon son parametros estadisticos utilizados para analizar
las alteraciones propias de cada ensayo, en este caso particular, al cuantificar la
actividad biolégica de una misma muestra de IFN reiteradamente en un mismo ensayo
(CV intra-ensayo) o, bien, en la cuantificacién de una misma muestra en diferentes
ocasiones (CV inter-ensayo). Para asegurar la reproducibilidad de un ensayo, dichos
parametros deben reflejar valores minimos que es lo que se pretende en todo ensayo
analitico para aseverar la reproducibilidad de la respuesta obtenida.

En la Tabla XVII se muestran los CV intra- e inter-ensayos obtenidos para cada
modelo de analisis. Las determinaciones intra-ensayos para el sistema reportero
demostraron un CV que varié entre 3,3 y 20,0% con un valor promedio de 10,1 £ 1,8%
(promedio de los coeficientes £ SEM, n=12) mientras que para el sistema AVA oscilaron
entre 0 y 24,2% con un promedio de 8,5 £ 2,0% (n=12). Ambos sistemas demostraron,
en promedio, similares variaciones intra-ensayos. Sin embargo, claramente pudo
observarse que el sistema AVA presentd mayores variaciones inter-ensayo, como se ha
descrito en trabajos previos (Girad y Fleischaker, 1984). De esta manera, el CV (%)
inter-ensayo promedio para el sistema reportero fue de 12,6 + 3,0% (n=4) mientras que
para el sistema AVA fue de 30,4 + 4,8% (n=4), confirmando asi que este modelo es un

sistema mas robusto y reproducible para determinar la potencia de los rhIFNs-I.

Tabla XVII: Comparacion de la reproducibilidad de los sistemas de cuantificacion de la
actividad biologica de los IFNs-l (EGR y AVA)

Reproducibilidad intra — Reproducibilidad inter-
ensayo CV (%) ensayo CV (%)
IFN Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
B1a 13,9 17,0 4,1 16,7
B1b 11,4 13,6 17,4 18,5
o2a 20,0 3,3 6,4 8,3

a2b 6,5 3,8 4,2 6,7
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Reproducibilidad intra — Reproducibilidad inter-
ensayo CV (%) ensayo CV (%)
IFN Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
B1a 0 12,5 0 43,0
B1b 8,7 10,7 2,4 23,8
a2a 24,2 14,7 2,7 22,2
a2b 8,4 5,6 12,5 32,7

El CV (%) se calculé como CV= SD/Px100 (donde SD, representa la desviacién estandar y P, el valor
promedio de las determinaciones).

Como conclusion parcial de esta tesis doctoral, podemos asegurar que con todos
los analisis realizados hasta el momento pudo demostrarse fehacientemente que el
nuevo EGR representa una alternativa viable para cuantificar la potencia de los distintos
IFNs-I, siendo mas sencillo, rapido, seguro, sensible y de menor costo que los ensayos
tradicionales (AVA) utilizados para tal fin, cumpliendo de esta manera los primeros
objetivos de este trabajo de tesis.

Por otro lado, el ensayo reportero desarrollado utilizando las diferentes lineas
celulares resulta un modelo util para monitorear el comportamiento de diferentes
compuestos que puedan presentar efecto potenciador o inhibidor de la actividad

biolégica de los IFNs-I, analizando simultaneamente una gran cantidad de los mismos.

7. Monitoreo de bibliotecas de compuestos, potencialmente moduladores de la

actividad de los IFNs-l. Analisis mediante EGR.

Continuando con los objetivos propuestos en esta tesis, y teniendo en cuenta los
ensayos previos, se procedio al monitoreo de compuestos, posibles moduladores de la
actividad de los IFNs-I, utilizando los sistemas reporteros desarrollados:
WISH-Mx2/EGFP, HeLa-Mx2/EGFP, A549-Mx2/EGFP y HEp-2 Mx2/EGFP.

El desarrollo de una potencial droga se inicia desde el momento que surge la
necesidad de identificar un compuesto que exhiba propiedades terapéuticas para un
dado blanco. La identificacion de compuestos en un screening temprano, bajo una
extensa evaluacion, resulta en la seleccién de un numero reducido de compuestos
lideres. Aquéllos que pasen las pruebas toxicolégicas pre-clinicas progresaran hacia los
test clinicos a fin de evaluar seguridad y eficacia de los mismos (O'Hara y col., 2011).

Como se expuso anteriormente, el IFN es una molécula central desde el punto de
vista clinico, cuyo accionar debe ser modulado para evitar los inconvenientes

previamente mencionados en la introduccion de este trabajo. De esta manera, la
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identificacion de moléculas capaces de modular su actividad biolégica sera de gran
utilidad para cumplir este propdésito.

Se analizaron dos bibliotecas pertenecientes al Instituto HZI
(Braunschweig, Alemania): una de ellas de 176 compuestos naturales (HZI Nat) y la
otra, de 288 compuestos sintéticos (HZI Sint). Con relacion a la biblioteca sintética, solo
se analizé parte de ella, debido a que estd constituida por una gran cantidad de
compuestos (2.500). Las mismas fueron gentilmente cedidas por el Dr. Florenz Sasse
del Helmholtz Zentrum fir Infektionsforschung (HZI) (Braunschweig, Alemania) y el
Dr. Dieter Kaufmann del Institut fiir Organische Chemie der TU Clausthal, (Hannover,
Alemania). Es pertinente destacar que la parte del trabajo de tesis empleando los
compuestos de las bibliotecas cedidas por los Dres. Sasse y Kaufmann se desarrollé en
el Instituto HZI en Braunschweig (Alemania) durante un periodo total de 5 meses. Es
por este motivo que soélo se analizé parte de la biblioteca sintética, dado que el tiempo
para efectuar tales ensayos constituy6 una de las limitantes mas importantes.

Ademas de estas dos bibliotecas, se estudid una biblioteca de 88 compuestos
sintéticos perteneciente al Grupo de Quimica Medicinal de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de la Republica (QuiMed- FCien) (Montevideo, Uruguay). Este grupo de
compuestos fue gentilmente cedido por los Dres. Mercedes Gonzalez y Hugo Cerecetto
del mencionado grupo de trabajo.

Para todos los monitoreos realizados se emplearon los cuatro clones reporteros
(L1G3, L2G9, C6C3 y L1G5), provenientes de cada una de las diferentes lineas
reporteras generadas, en presencia de los rhIFN-a2a y rhIFN-B1a. Se trabajé con una
potencia de citoquina constante, capaz de generar una respuesta cercana al 50% de
expresion de EGFP (Tabla IX). Estas potencias resultaron diferentes dependiendo de la
susceptibilidad de cada linea celular a los diferentes IFNs analizados.

El término en inglés, High Throughput Screening (HTS), refiere tipicamente a un
proceso en el cual un gran nimero de compuestos son analizados, con una alta
eficiencia, para identificar pequefias moléculas biolégicamente  activas
(Frank An y Tolliday, 2010). Cuando se habla de HTS se hace referencia al andlisis de
entre 10.000 y 100.000 compuestos por dia. De esta forma, y siguiendo la descripcion
que hace Szymansky y col. (2012), nuestro ensayo se ajustaria mas a un modo de
monitoreo llamado, en inglés, Low Throughput Screening (LTS), en el cual el nimero de
compuestos analizados por dia es menor e implica entre 1 y 500 compuestos; no
obstante, el fundamento del ensayo es el mismo.

Habitualmente, en este tipo de ensayos, se busca miniaturizar el mismo con el
objetivo de minimizar los costos (Martis y col., 2011). Sin embargo, dentro de la

miniaturizacion es necesario tener en cuenta otros aspectos como el método de lectura
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final, la densidad celular minima que tolera el modelo reportero, brindando una
respuesta confiable y la plataforma de trabajo, es decir, el tipo de soporte plastico
utilizado para realizar el ensayo, el cual determina la cantidad de compuestos que
pueden ser evaluados en simultaneo. Teniendo en cuenta los puntos antes
mencionados, nuestra limitante fue el método de lectura final. Es por ello que
trabajamos con placas de 96 cavidades.

En el esquema de trabajo seleccionado, luego de sembrar e incubar las células
durante 24 h el rhIFN fue dispensado en forma manual. Seguidamente, se adicionaron
los compuestos desde las bibliotecas a evaluar utilizando un robot dispensador de
liquidos disefiados para HTS (Beckman Coulter, EE.UU.) como se detalla en la Fig. 31.
Este robot siembra aproximadamente 0,1 ul de cada compuesto por pozo via pintool, lo
que implica el uso de microagujas de inyeccion, capaces de aspirar volumenes muy
pequenos de cada compuesto y depositarlos sobre la placa de screening. Las células en
presencia de los compuestos y los rhIFNs fueron incubadas nuevamente durante 24 h a
37°C para luego ser despegadas de su condicion de adherencia mediante el uso de
tripsina y resuspendidas en PBS 1X para finalmente analizarlas por citometria de flujo,
utilizando un citometro de flujo LSRIlI de BD con un acople para HTS (Fig. 32). Este
sistema permite un analisis realmente rapido, dado que esta herramienta acoplada para
analizar muestras en HTS aspira un total de 1.000 eventos por muestra, tomando
aproximadamente 10 segundos el analisis de cada muestra. Es decir, el andlisis de una
placa de 96 muestras se reduce simplemente a 16 min. En cada una de las placas
analizadas se destind la columna 12 para incluir los controles negativos y positivos, los

cuales son fundamentales para realizar los calculos estadisticos pertinentes a HTS.

Fig. 31: Modo de operacién del robot dispensador de liquidos (Beckmann Coulter).

A- El robot aspira los compuestos desde la placa donde se encuentra la biblioteca
de compuestos utilizando el dispositivo de multiples microagujas.
B- El robot dispensa los compuestos sobre la placa conteniendo las células

reporteras e IFN.
C- El robot finaliza su procedimiento de sembrado.
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En este tipo de ensayos, un alto grado de precision y sensibilidad son criticos para
poder identificar compuestos activos. Asi, cuanto menor sea la variacion en la medida,
mayor sera la confianza para hallar un compuesto candidato real (Zhang y col., 1999).
Es por ello que en el disefio y validaciéon de este tipo de analisis es necesario el
cumplimiento de ciertos parametros estadisticos, como lo es el factor Z'. Este es un
indicador de la calidad y aptitud del ensayo en términos de discriminacion entre las
muestras positivas y las negativas. Este parametro estadistico debe ser superior a 0,5 y
lo mas préximo a 1 para asegurar un ensayo de buena calidad.

En este trabajo se determiné este parametro para cada uno de los sistemas
reporteros desarrollados, en presencia de hlIFN-a2a e hIFN-B1a como se detalla en el
inciso 10.2 de la introduccion; y los valores obtenidos para cada caso se resumen en la
Tabla XVII.

De acuerdo con lo postulado por Frank An y Tolliday (2010), un ensayo que
presente un Z° > 0,5 refleja un excelente ensayo. Por su parte, un ensayo con un
0 <Z < 0,5 es considerado un ensayo marginal y puede ser empleado para HTS pero
debe optimizarse previamente. Todos los sistemas reporteros desarrollados en este
trabajo de tesis, mostraron valores Z" superiores a 0,7, lo cual asegura que los mismos
son ensayos aptos para cumplir con el objetivo propuesto de identificar compuestos

moduladores de la actividad de los hIFNs-I.

Fig. 32: Citometro de flujo LSR Il de BD (A) con un acople para HTS (B).
El acople para HTS permite una velocidad de andlisis muy alta. Cuenta con una
aguja que aspira 1.000 eventos y rapidamente se mueve al pozo siguiente para
repetir el procedimiento hasta completar el analisis de la placa completa. De esta
manera, la velocidad de analisis que alcanza es de 16 min para una placa completa
de 96 cavidades.
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Tabla XVII: Parametro Z° obtenido con cada sistema reportero desarrollado.

HeLa C6C3 0,82 0,85
HEp-2 L1G5 0,86 0,73
A549 L2G9 0,86 0,87
WISH L1G3 0,85 0,87

El protocolo de ensayo seguido para llevar adelante el analisis de los compuestos
fue el mismo para todas las bibliotecas, tanto natural como sintéticas. En una primera
instancia se realizé un analisis, donde cada compuesto fue analizado en Unica réplica,
de forma de poder discriminar rapidamente compuestos respondedores de no
respondedores, y hacer una primera seleccion de los compuestos candidatos. En una
segunda instancia, se repitieron los monitoreos de la misma forma que se realizd
previamente, para poder confirmar y aislar los compuestos verdaderamente positivos y
eliminar los falsos positivos.

El procesamiento estadistico aplicado sobre cada muestra para determinar si cada
uno de ellos es 0 no un compuesto candidato se detallé6 en la seccion 10.2 de la
introduccion. Para cada sistema reportero se calcularon los limites de respuesta segun:
Mc+ £ 3 Oc+; donde C+ representa el control positivo, es decir, células tratadas
unicamente con el IFN correspondiente. Asi, aquellas moléculas que reflejaron una
respuesta del % de EGFP contemplado dentro de los limites antes mencionados fueron
considerados negativos, o sin efecto sobre la actividad de los IFNs, ya que se supuso
que en ese rango mostrarian el mismo comportamiento que el estandar. Por el
contrario, todos aquellos compuestos que exhibieron su respuesta superando dichos
limites, se consideraron compuestos candidatos.

Finalmente, del total de compuestos que mostraron efecto sobre la actividad de los
hIFNs-I (compuestos respondedores), algunos fueron seleccionados para su
caracterizacion. El criterio que se empled para la seleccidén de los mismos se basoé en la

busqueda de compuestos respondedores que cumplan con las siguientes condiciones:

. exhiban un % EGFP por fuera de los limites pc+ % 3 Oc-.

o muestren mayores diferencias del % EGFP (muestra-control positivo).

o demuestren el mismo comportamiento en ambos ensayos de screening.

o presenten un comportamiento semejante sobre todas las lineas celulares

reporteras evaluadas, en presencia de ambos IFNs-I.
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7.1. Monitoreo de una biblioteca de 176 compuestos naturales (HZI Nat) cedida por

el Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschun (HZI) (Braunschweig, Alemania).

Los productos naturales representan un recurso importante en la busqueda de
moléculas bioldégicamente activas y son un ejemplo de la diversidad molecular existente.
Sin embargo, es necesario tener ciertos recaudos con este tipo de compuestos, dado
que muchas veces ha sido necesario dejarlos de lado en este tipo de screening debido
al requerimiento que los mismos presentan en cuanto a su pureza, disponibilidad, entre
otros (Mishra y col., 2008). No obstante, la biblioteca de compuestos naturales
(NCH1-NCH2), cedida gentilmente por el Dr. Florenz Sasse para su analisis, se
encuentra resuspendida en DMSO con un alto grado de pureza, facilitando su estudio.
De esta forma, se analizé la biblioteca completa de 176 compuestos naturales
empleando todas las lineas Mx2/EGFP reporteras generadas, en presencia de IFN-a2a
e IFN-B1a. Para ello, se siguié el protocolo previamente descripto para el analisis de
compuestos moduladores de la respuesta de los IFNs-I mediante ensayos de gen
reportero (seccion 16.1 de Materiales y Métodos), realizando cada screening en dos
instancias diferentes.

Los datos obtenidos en cada screening fueron analizados como se explica a
continuacion.

Se calcularon los valores pc+t+3 Oc+ (valor promedio del control
positivo + 3 desviaciones estandar del mismo), utilizando los valores del porcentaje de
EGFP registrados para los cuadriplicados de los controles positivos del ensayo, que
como se explicd previamente, corresponde a cada una de las lineas reporteras tratadas
con cada uno de los IFNs en estudio, en una potencia de citoquina capaz de desarrollar
una respuesta de EGFP proxima al 50%. Estos valores se utilizaron para poder
determinar los limites de cada ensayo reportero, permitiendo discriminar entre aquellos
compuestos que presentan algun efecto sobre la actividad del IFN de los que
simplemente revelaron un comportamiento similar al del control positivo, y por lo tanto,
son considerados compuestos sin efecto sobre la actividad de los IFNs. Adicionalmente,
se calculé la diferencia de EGFP y de intensidad media de fluorescencia entre el control
positivo y cada una de las muestras (células tratadas con IFN + compuesto); de forma
de discriminar aquellos compuestos que presentan un efecto mas intenso sobre la
actividad de los rhIFNs.

En las Tablas XVIII y XIX, se resumen los resultados obtenidos para cada uno de

los screening realizados sobre la biblioteca HZI Nat.
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Tabla XVIIl: Resultados del 1° HTS de la biblioteca HZI Nat

IFN-B1a (Ul/ml) IFN-a2a (Ul/ml)
rhiIFN 1,5 50 20 10 2,5 250 2,5 40
Compuestos totales 176 176 176 176 176 176 176 176
Compuestos potenciadores 12 17 43 10 30 65 57 12
Compuestos inhibidores 38 25 27 45 32 21 33 83
Compuestos neutros 126 134 106 121 114 90 86 81

Tabla XIX: Resultados del 2° HTS de la biblioteca HZI Nat

IFN-B1a (Ul/ml) IFN-a2a (Ul/ml)
rhIFN 1,5 50 20 10 2,5 250 2,5 40
Compuestos totales 176 176 176 176 176 176 176 176
Compuestos potenciadores 22 34 51 0 20 34 16 30
Compuestos inhibidores 42 26 22 108 55 11 45 71
Compuestos neutros 112 116 103 68 101 131 115 75

Como se observa en las tablas presentadas arriba, las respuestas obtenidas con
cada linea reportera asi como para cada IFN estudiado fueron diferentes si nos
centramos en el estudio de cada compuesto durante los screening realizados. Por un
lado, las diferencias obtenidas entre ambos monitoreos, para una misma linea e IFN
estudiado, manifiestan compuestos cuyo comportamiento no es congruente y, por lo
tanto, puede tratarse de falsos positivos. Es por este motivo, que los mismos se
descartan y no se tienen en cuenta para una seleccién posterior de compuestos. Por
otro lado, se observan diferentes comportamientos para un mismo compuesto segun la
linea reportera utilizada en el screening. Esto refleja la susceptibilidad propia de cada
célula para un determinado compuesto o grupo de compuestos. Finalmente, se han
podido observar algunos casos particulares en los cuales, analizando un mismo
compuesto, con una misma linea celular, el comportamiento es diferencial dependiendo
del IFN utilizado para inducir las células reporteras. En este caso, hablamos de un
efecto particular del compuesto sobre la citoquina en estudio.

Sin embargo, es preciso destacar que estas tablas resumen la cantidad de
compuestos que exhibieron una respuesta sobre la actividad de los IFNs, comparando

con la cantidad de compuestos sin efecto, sin hacer un analisis puntual sobre la
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respuesta de cada compuesto sobre cada IFN estudiado con cada linea celular
reportera. No obstante, ese analisis minucioso de los resultados obtenidos luego de la
citometria de flujo para cada compuesto, se realiz6 previamente. Los datos crudos
fueron procesados y dado que resulta mas sencillo para comparar y comprender, los
resultados finales se resumen en este tipo de tablas.

A modo de ejemplo, y para comprender este analisis detallado que se menciona
arriba, se muestra parte de una tabla construida, sobre la cual se vuelcan los datos
crudos obtenidos de la citometria de flujo, y con los cuales se realizan los célculos para
determinar la condicion de cada compuesto estudiado (Tabla XX).

Esta tabla s6lo muestra los datos procesados en el primer monitoreo para un grupo
de compuestos naturales, analizados con las cuatro lineas reporteras en presencia de
IFN-02a. De todas formas, el procesamiento de los datos se realizé de la misma manera
para cada muestra. Como se observa en la Tabla XX, para cada compuesto hay una
seccidn de la tabla que involucra su analisis con una de las 4 lineas reporteras. En ella
se analiza: el efecto que este compuesto manifestd, es decir, si mostré un efecto
inhibidor de la potencia del IFN estudiado (-) o, si por el contrario, incrementd esa
respuesta (+); también se evalua el %EGFP (porcentaje de células verdes positivas),
donde se indica por un lado, el %EGFP obtenido para cada caso (%), y por otro, la
diferencia entre el %EGFP de cada muestra con respecto al control positivo, que
corresponde al %EGFP promedio obtenido en aquellas células tratadas Unicamente con
IFN (M-C = %EGFP muestra - %EGFP control). El valor absoluto de esta diferencia nos
demuestra la magnitud del efecto que presenta el compuesto en estudio, mientras que
su signo indica si se trata de un efecto potenciador (+) o inhibidor (-). Es decir, cuanto
mayor sea la diferencia obtenida, mayor sera el efecto modulador del compuesto sobre
la respuesta del IFN. Ademas, se analiza la intensidad media de fluorescencia obtenida
para cada muestra (M) y nuevamente, la diferencia entre la intensidad media de la
muestra y el control (M-C), lo que nos indica si el efecto observado por el compuesto
incide también en la intensidad de la expresién del reportero. Finalmente, se analiza el
estado de las células (cél), es decir, cobmo se observan las células luego del tratamiento
con el compuesto en estudio: (ok) presentan buena morfologia y viabilidad o (X) su
morfologia no es buena, o al menos la adecuada y puede inferirse toxicidad por parte

del compuesto en la concentracion analizada.
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Tabla XX: Tabla modelo del anadlisis realizado a cada compuesto luego del screening
para determinar su influencia sobre la respuesta del IFN.
Dado que constituye un ejemplo, se muestra sélo un fragmento de la tabla, donde
se analiza el monitoreo de un grupo de compuestos, empleando las 4 lineas
celulares reporteras, en presencia de rhlFN-a2a para el primer HTS. GFP (%):
porcentaje de células EGFP positivas; (M-C): diferencia entre el valor del %EGFP
o de intensidad media de fluorescencia, obtenida entre la muestra (M) y el control
(C); Cél: evalua el estado de las células; Efecto: indica si el compuesto en estudio
incrementa (+) o disminuye (-) la respuesta del IFN.

12 HTS de la biblioteca de compuestos naturales empleando las lineas reporteras Mx2 /EGFP en presencia de rhIFN-a2a
Hela-Mx2/EGFP + IFN o2a 2,5 Ul/ml | A549-Mx2/EGFP+ IFN 02a 2,5 Ul/ml |HEp2-Mx2/EGFP + IFN a2a 250 Ul/ml| WISH-Mx2/EGFP + IFN a2a 40 Ul/ml

Compuesto] EGFP (%) Media EGFP (%) Media EGFP (%) Media EGFP (%) Media

NH1 (P1) ffecto] % [m-c| m |m-c | cel Ffectol % | m-c | m [m-c| cel Efecto)l % [m-c| M | m-c| cel [efecto] % [M-c| M [Mm-c]| cel
Al 35,7 [11,023892}221,4 ok
A2 + | 63,8(20,94[6054]1941| X - [345}12,22354315704 X
A3 17,5 126,9212469]-166 | ok | - [10,2]3266[4733| 620 | ok | + X - [23,1}23,62378813259 X
A4 34 |12,72{3938}175,4 X
A5 31,8 11,06]5832[1719] ok | - |17,2|-4,12|986]763| ok | - |16,1}30,623556}557,4 X
A6 32,5-10,36]5231f1118] ok
A8 + 1523]944 |5840]1727] ok | + [285]7,18(89,4]-457] ok | - ]17,2}29,524130]|162| X
A9 - [28,2}18,523821(292,4 ok
A10 - [349]-7,96 [5619]1506] ok - [17,4}29,32372313904 X
A1l + |51,4]8,54 [5950]1837] ok - [139}32,823873[240,4 ok
A12 - [28,4}18,323892(221,4 ok
B1 - |31,8]11,06f5254|1141] ok | + |463[24,98] 101 ]10,03] ok | - [19,3}27,423997}116,4 ok
B2 + |[53,1]868]3211[576 | ok | - |349[-796|5626]1513| ok
B3 + 1365(15,18]| 113 |22,03
B4 - |115132,9202275[360 | ok | - |4,65]|38,21|6927 (2814 ok | - |6,74}14,5892,7|1,73| ok
B5 - |6,14138,282360[-275 | ok | - |229}1996|5112]999 [ X - |12,14]-9,22|85,9]-507] X
B6 + | 54 [958 (3344709 [ ok + 1506[29,28] 127 36,03] ok | - [333}13,424110[-38] X
B7 - 357187212398 [-237 | ok | - |118]31,06[4828]| 715 | ok | + |785]|57,18]| 168 [77,03] ok | - | 14 }32,723686}427,4 X
B8 + | 69 |26,14 6756|2643 X - 117,8]-3,52] 85 |-597] X - |[269}19,82389212214 X
B9 - |404 |-402]2897[262 | ok | - 30,7 |12,16|5598]1485 ok - |284118,324187[732]| X
B10 + 1509 (64813023(1388 | ok | - [32,1]10,76(5399]1286] ok | + ]253[398]951]4,13| ok | - [19,1}27,623911{202,4 ok
B11 - |17 |-432]875]-347] ok | - [359}10,823989}1249 X
B12 - [26,3120,423835[278,4 ok

En la Fig. 33 se muestra parte del analisis de los compuestos, en este caso y a
modo de ejemplo, parte de la biblioteca de compuestos naturales. En estas graficas de
puntos se muestran los valores de % EGFP obtenidos para cada muestra. A su vez, se
calcularon para cada caso, los controles negativos correspondientes a cada ensayo y
los valores del promedio de % EGFP del control positivo, para el célculo de los valores
Mc+ £ 3 Ocs+, con los cuales se determinaron los limites del ensayo para discriminar entre
compuestos con efecto de los compuestos sin efecto sobre la actividad de los hIFNs-I.

Luego del estudio de los casos arriba mencionados, puede concluirse que la linea
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celular mas susceptible a la mayoria de los compuestos, al ser inducida con ambos
subtipos de hIFNs-I, es la linea celular reportera WISH-Mx2/EGFP.
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Fig. 33: Monitoreo de compuestos de la biblioteca natural del HZI. Analisis de
compuestos respondedores y no respondedores.
En el eje de ordenadas se grafico el % de EGFP en funcién de cada compuesto de
la biblioteca mencionada en el eje de abscisas. Se indican: M: valor promedio del
% EGFP de los controles positivos; M+3SD: valor promedio del %EGFP de los
controles positivos + 3 desviaciones estandar; M — 3SD: valor promedio del %EGFP
de los controles positivos - 3 desviaciones estandar.

Por otro lado, efectuando un analisis mas generalizado de todos los monitoreos
realizados, se observa una mayor proporciéon de compuestos respondedores, al inducir

cualquiera de las lineas reporteras con IFN-02a (Fig. 34).
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Biblioteca de compuestos naturales
@ Compuesto sin efecto B Compuesto con efecto

Hela Hep2 A549 WISH Hela Hep2 A549 WISH
C6C3 L1G5 L2G9 L1G3 C6C3 L1G5 L2G9 L1G3

rhIFN-Bla rhIFN-a2a

Fig. 34: Andlisis de una biblioteca de 176 compuestos naturales, mediante el EGR,
empleando las 4 lineas reporteras, estimuladas con rhIFN-B1a y rhiIFN-o2a.
Del total de compuestos estudiados, aquéllos que evidenciaron algin efecto
modulador de la actividad biolégica de los hIFNs-I fueron representados en color
verde en las graficas de barra; mientras que los que no arrojaron ningun resultado
diferencial se representaron como la porcion de color azul de la grafica de barra.

7.2. Monitoreo de una biblioteca de 288 compuestos sintéticos (HZl Sint) cedida
por el Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschun (HZI) (Braunschweig,

Alemania).

Las bibliotecas de compuestos sintéticos son extremadamente grandes. Dada la
tecnologia innovadora para generar dichas bibliotecas, sumando a los conocimientos
previos que permiten la sintesis de una serie de compuestos determinados, hacen que
las mismas sean realmente numerosas, incluyendo mucho mas de 1.000 compuestos.
En este tipo de bibliotecas, suelen encontrarse los denominados, en inglés, clusters de
compuestos, que son grupos de compuestos con caracteristicas similares; la unica
diferencia entre ellos puede deberse a una modificacién en los grupos sustituidos de su
estructura quimica. Es decir, al tener el conocimiento previo de las propiedades de un
determinado compuesto natural, los quimicos organicos intentan sintetizar compuestos
que presenten estructuras similares y, a su vez, con el objetivo de mejorar la respuesta
del mismo, lo modifican, mediante diversas sustituciones de su estructura quimica. De
esta manera, cada compuesto natural presente en una biblioteca natural, se encuentra
multiplicado en un cluster de compuestos sintéticos. Esto representa una ventaja
operativa, ya que permite disponer de un amplio espectro de compuestos con
estructuras similares a la conocida y que pueden resultar superiores en sus propiedades

con respecto al compuesto de origen.
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Particularmente, la mayoria de las bibliotecas sintéticas con las que cuenta el grupo
de Quimica Organica Fina del HZI (Braunschweig, Alemania) contienen mas de
2.500 compuestos. Los mismos se encuentran fraccionados y conservados en placas de
96 cavidades, lo que significa que cada biblioteca esta constituida por aproximadamente
27 placas de 96 cavidades de compuestos a evaluar e inclusive numeros superiores de
placas.

Si se tiene en cuenta que para nuestro protocolo de ensayo, cada una de estas
placas sera analizada utilizando los 4 clones reporteros, en presencia de rhiIFN-a2a o
rhIFN-B1a, y esto a su vez por duplicado, podemos calcular que para evaluar cada placa

de la biblioteca de compuestos se requerira un total de 16 eventos de analisis.

1 Placa de compuestos a evaluar x (4 clones reporteros x 2 IFNs) x 2 HTS=16 analisis

Por lo tanto, el tiempo necesario para analizar por completo la biblioteca sintética
es extremadamente prolongado. Dado que el analisis de estas bibliotecas, por una
cuestion de confidencialidad, se realizé durante la mencionada pasantia en Alemania,
se decidid realizar el analisis de soélo una fraccion de ella, evaluandose en total
288 compuestos sintéticos.

Con el fin de analizar la mayor cantidad de compuestos que presenten algun efecto
sobre la actividad de los hIFNs-I, se procedid a emplear un grupo de compuestos
anteriormente seleccionados mediante un screening previo realizado en el HZ| con una
linea reportera de hIFN-I que alli se disponia, la cual fue obtenida mediante la
introduccion de la MxLuciferasa en células Hela.

De esta forma, se seleccionaron 3 placas de compuestos sintéticos (5, 6 y 28) que
fueron analizados utilizando las cuatro lineas reporteras en presencia de ambos tipos de
IFNs: rhIFNs-a2a y rhIFNs-B1a.

Los resultados obtenidos luego de cada monitoreo de compuestos se resumen en
las Tablas XXI y XXIl, donde se muestra la cantidad de compuestos neutros,
potenciadores e inhibidores del total de compuestos evaluados. Los graficos de barra de
la Fig. 35 resumen la cantidad de compuestos que mostraron algun efecto sobre la
actividad de los rhIFNs-I, ya sea incrementando o disminuyendo su respuesta, para
cada una de las lineas celulares reporteras Mx2/EGFP empleadas para el screening.

Para esta biblioteca de compuestos sintéticos, las lineas celulares mas susceptibles
fueron WISH y HEp-2. Obviamente, estas diferencias dependen exclusivamente de las
caracteristicas de los compuestos analizados, y de la similitud de los mismos dentro de

una misma biblioteca de compuestos.



Tabla XXI:
Placa
(o
ompuestos 88
totales
Compuestos
- 9
potenciadores
Compuestos 19
inhibidores
(o
ompuestos 60
neutros
Tabla XXII:
Placa
C
ompuestos 88
totales
Compuestos
. 10
potenciadores
Compuestos 22
inhibidores
(o
ompuestos 56
neutros
Fig. 35:
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Screening de los compuestos sintéticos de las placas 5, 6 y 28 en presencia
de rhiIFN-a2a, utilizando las 4 lineas reporteras Mx2/EGFP

rhiFN-02a
5 6 28
88 88 88 88 88 88 88 88 88 88
41 4 11 0 40 0 0 2 22 1
1 27 33 23 9 27 42 28 16 25
46 57 44 65 39 61 46 58 50 62

Screening de los compuestos sintéticos de las placas 5, 6 y 28 en presencia
de rhIFN-B1a, utilizando las 4 lineas reporteras Mx2/EGFP

rhIFN-B1a
5 6 28
88 88 88 88 88 88 88 88 88 88
23 5 5 0 21 2 0 0 15 2
10 28 32 31 33 25 62 30 44 34
55 55 51 57 34 61 26 58 29 52

Biblioteca de compuestos sintéticos

B Compuestos sin efecto B Compuestos con efecto

Hela HEp2 A549 WISH Hela HEp2 A549 WISH
CeC3 LiGs L2Go9 LiG3 CeC3 LiGs L2Go9  LiG3

rhiFN -B1a rhIFN-o2a

Analisis de una parte de una biblioteca de compuestos sintéticos, mediante
EGR, empleando las 4 lineas reporteras, estimuladas con rhiFN-f1a y
rhlIFN-o2a.

Del total de compuestos estudiados, aquéllos que evidenciaron algun efecto,
modulandor de la actividad biolégica de los hIFNs-I fueron representados en color
verde en las graficas de barra; mientras que los que no arrojaron ningun resultado
diferencial se representan como la porciéon de color azul de la grafica de barra.
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Sorpresivamente, en estos screening se percibieron efectos particulares. Algunos
compuestos mostraron un efecto potenciador muy marcado, en especial, al trabajar con
la linea celular reportera HEp2-Mx2/EGFP. Especialmente, algunos compuestos de la
placa 5 exhibieron un comportamiento potenciador de la actividad de los IFNs-I,
percibido mediante el incremento del % EGFP, alcanzando un valor de 100% EGFP.
También, se registr6 para los mismos compuestos, un incremento de la intensidad
media verde fluorescente (Fig. 36 B). Ejemplos de estas moléculas fueron los

compuestos denominados A11, B5, B10y E2
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Fig. 36: Anadlisis de los compuestos que evidenciaron incsgmznto del 100% EGFP
mediante citometria de flujo.
m Control negativo - = Control Positivo - = Compuesto A11 - m Compuesto B5 -
Compuesto B10 - m Compuesto E2
A- Grafico SSC vs FSC (side scatter vs forward scatter). Superposicion de todos los
compuestos y controles analizados
B- Superposicion de los histogramas correspondientes a la EGFP expresada

Luego de la observacion de esta particularidad, se analizé la posibilidad de que el
incremento tan marcado del % EGFP sea debido a un efecto toxico de los compuestos
sobre las células en estudio. En ciertas situaciones, donde se observa un efecto
citotdxico, se produce un aumento de la autofluorescencia de las células, lo cual podria
alterar los resultados. Sin embargo, del analisis de los dot plots FSC vs SCC no se
evidencia dafo celular, al menos evaluado por el tamafio y/o complejidad celular. De
esta manera, podemos suponer que el efecto observado no se atribuye a la toxicidad
por parte de los compuestos estudiados.

Este dato, fortaleci6 el interés en el estudio de estas moléculas potenciadoras.

No obstante, para asegurar el comportamiento de los compuestos sobre la actividad
de los IFNs-I se corrobord su efecto, incubando las células HEp2-Mx2/EGFP con los

mencionados compuestos, pero esta vez en ausencia de IFN, de manera de estudiar si
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el comportamiento era propio del compuesto y no un efecto mediado por la modulacion
de la actividad del IFN. Aun en ausencia de los IFNs-I, se visualiz6 el efecto potenciador
de la expresion de EGFP. De esta forma, pudo comprobarse que el comportamiento
vislumbrado se debe a un efecto intrinseco de los compuestos sobre la expresion de
EGFP y no por un efecto modulador de la actividad de la citoquina de interés. Como
consecuencia, los mismos debieron descartarse del estudio, dado que en el contexto de

nuestro objetivo de tesis, los mismos no resultan utiles.

7.3. Monitoreo de una biblioteca de 88 compuestos sintéticos (QuiMed-FCien)
cedida por el Grupo de Quimica Medicinal de la Facultad de Ciencias

(Montevideo, Uruguay)

La biblioteca de compuestos cedida gentiimente para su analisis por los Drs. Hugo
Cerecetto y Mercedes Gonzéalez del grupo de Quimica Medicinal de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay) contiene un total de
88 compuestos, dentro de los cuales, existen grupos de compuestos con caracteristicas
quimicas estructurales similares. Todos ellos fueron evaluados con todas las lineas
celulares reporteras en presencia de los rhIFN-B1a e rhIFN-a2a. En la Tabla XXIII se
muestra la discriminacion entre los compuestos que evidenciaron algun efecto sobre la

actividad de los IFNs-I, de los que no lo hicieron.

Tabla XXIll: Resultados del screening de la biblioteca de compuestos sintéticos

QuiMed- FCien
IFN-B1a (Ul/ml) IFN-¢2a (Ul/ml)
rhiFN 1,5 50 20 10 2,5 250 2,5 40
Compuestos totales 88 88 88 88 88 88 88 88
Compuestos potenciadores 0 0 0 0 0 0 0 0
Compuestos inhibidores 25 12 14 18 22 10 12 27
Compuestos neutros 63 76 74 70 66 78 76 61

Como puede observarse en la Tabla XXIII, ninguno de los compuestos analizados
de esta biblioteca mostré un efecto potenciador de la actividad de los IFNs; todos
aquéllos que manifestaron ser posibles moduladores de la respuesta de los IFNs-I lo
hicieron de forma negativa, es decir, inhibiendo la respuesta, visualizada como una
disminucion del porcentaje de EGFP respecto del control de IFN.

Las lineas celulares mas susceptibles a la mayoria de los compuestos estudiados
fueron las lineas WISH y HelLa. Sin embargo, es adecuado destacar, que de la totalidad

de compuestos respondedores, no todos lo hicieron sobre todas las lineas. En cambio,
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los resultados obtenidos con las bibliotecas previas analizadas siempre evidenciarion
que un mismo compuesto mostraba su efecto sobre la totalidad de las lineas reporteras
estudiadas. No obstante, esta conducta no se evidencid con estos compuestos
sintéticos de la biblioteca QuiMed-FCien (Fig. 37).

Biblioteca de compuestos sintéticos
m Compuestos sin efecto  m Compuestos con efecto

HeLa HEp-2 A549 WISH HelLa HEp2 As549  WISH
C6C3 L1G5 L2Go L1G3 CéC3 L1Gs L2Go L1G3

rthIFN-B1a rthIFN-02a

Fig. 37: Analisis de una biblioteca de compuestos sintéticos, mediante EGR,
empleando las 4 lineas reporteras, estimuladas con rhIFN-B1a y rhiIFN-02a.
Del total de compuestos estudiados, aquéllos que evidenciaron algun efecto
modulador de la actividad biolégica de los hIFNs-I fueron representados en color
verde en las graficas de barra; mientras que los que no arrojaron ningun resultado
diferencial se representan como la porcion de color azul de la grafica de barra.

7.4. Seleccion de compuestos respondedores.

Luego del monitoreo de las bibliotecas de compuestos, tanto naturales como
sintéticos, y del analisis de los datos, que permitié distinguir compuestos respondedores
de aquéllos que no mostraron efecto sobre la actividad de los IFNs-I, se seleccionaron
una serie de compuestos para un estudio y caracterizacién mas detallado.

Habitualmente, en estas metodologias innovadoras cuyo objetivo es el
descubrimiento de nuevas drogas, o moléculas con caracteristicas particulares, el paso
siguiente al screening de las bibliotecas e identificacion de compuestos con
caracteristicas deseadas, es la seleccion y caracterizacion de una porcion del total de
los compuestos; generalmente implica la seleccion del 10% de las moléculas lideres. Su
estudio implica una amplia serie de ensayos que permiten estudiar sus propiedades y
caracteristicas particulares.

Los criterios seguidos para la seleccion de estos compuestos fueron los que se
mencionan a continuacion:

o Compuestos que mostraron mayores diferencias en su respuesta con respecto al
control positivo, lo que se traduce en un incremento o disminucion de la actividad
del IFN.

o Compuestos que mantuvieron su comportamiento en los dos analisis realizados.
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Compuestos que, de acuerdo con el perfil obtenido en los graficos de tamafio vs

granulosidad (FSS vs SSC) de las células analizadas mediante citometria de

flujo, no evidenciaron signos de toxicidad.

De este modo, teniendo en cuenta estos criterios, se eligieron los siguientes

compuestos:

De la biblioteca HZI Nat (12 compuestos):
¢ Vioprolide B (VioB)
e Tubulysin | (Tubl)
¢ Chondramid B (ChoB)
e Chondramid A (ChoA)
¢ Chondramid C (ChoC)
e Rhizopodim A (RhiA)

De la biblioteca HZI Sint(10 compuestos):
P5D7

P5H10

P6C11

P6H1

P28E1

Y de la biblioteca QuiMed- FCien (18 compuestos):

e FVII

e CH4Br

o F11

e CH14BEN
e PHD81

e PHD101

e PHD100

o FV17

e FV4Br

Gephironic A (GepA)
Aurodin D (AuroD)
Chivosazol A (ChiA)
Sulasurem (SulLa)
Pellasorem (Pella)
Disorazol D1 (DisD1)

P28E9
P28F7
P28G6
P28H3
P28H7

PHD121
PHD111
FV18
FV10
F13
PHD122
CDuUB
AM1
DU1

Si bien previamente se menciond que habitualmente se selecciona el 10% de los

compuestos lideres, puede observarse que en el caso particular de la biblioteca de

QuiMed-FCien, dicho porcentaje fue mayor (20%) y esto se debe a la variabilidad
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registrada en las respuestas de los mismos a las distintas lineas reporteras e incluso

distintos subtipos de IFN-I.

7.5. Caracterizacion de los compuestos seleccionados

Una vez que se han identificado compuestos candidatos para modular la respuesta
de los IFNs-I, de la misma manera que se procede para otras proteinas en estudio, los
mismos son extensamente caracterizados. La misma implica el estudio detallado de sus
propiedades, quimicas, fisicas, bioldgicas y se efectia mediante el analisis de diferentes
parametros, los cuales contemplan: evaluacién de la toxicidad y de su dosis efectiva,
entre otros. El objetivo final de estos estudios exhaustivos es poder interpretar su
comportamiento, su accion bioldgica vy, si es posible, optimizar aquellas condiciones que
permitan obtener los resultados buscados luego del tratamiento con el compuesto.

En la Fig. 38 se resume la secuencia de los ensayos realizados para caracterizar
los compuestos seleccionados de las bibliotecas provenientes del HZI: HZI Nat y
HZI Sint (Alemania) (Fig. 38 A) y los ensayos correspondientes a la caracterizacion de
los compuestos seleccionados de la biblioteca QuiMed-FCien (Uruguay) (Fig. 38 B).
Existen algunas variantes entre los ensayos, y esta diferencia se debe
fundamentalmente a la disponibilidad de los compuestos para poder estudiarlos

detalladamente y a los tiempos para poder cumplir con los objetivos planteados.
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Secuencia de ensayos realizados para la caracterizacion de los compuestos

seleccionados desde las distintas bibliotecas sintéticas y naturales.
A- Analisis de los compuestos provenientes de las bibliotecas HZI Nat y HZI Sint.
B- Analisis de los compuestos provenientes de la biblioteca QuiMed-FCien.

7.5.1. Evaluacion de la toxicidad y la dosis efectiva

La toxicidad es la capacidad inherente de una sustancia quimica de producir

efectos adversos en los organismos vivos o sobre cultivos celulares. Por lo tanto, cada

vez que se descubre una sustancia quimica que pueda presentar propiedades

interesantes, uno de los primeros ensayos que debe realizarse es el estudio de su

toxicidad. En nuestro caso particular, donde el objetivo es encontrar moléculas capaces

de modular la actividad de los IFNs-I, lo que se busca es encontrar la minima

concentracién que resulte no téxica sobre los cultivos celulares. En un paso posterior, si

alguno de estos compuestos resulta potencial candidato para ser empleado como

bioterapeutico en la modulacién de la respuesta del IFN, deberan efectuarse las

pruebas correspondientes a la toxicidad in vivo, mediante el empleo de animales.
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No obstante, para cumplir con nuestro objetivo de tesis es suficiente evaluar la
toxicidad de cada molécula sobre los cultivos celulares. Para ello se selecciond la linea
celular WISH como representante de todas las lineas celulares.

Por otro lado, evaluar la toxicidad previo al monitoreo de los compuestos también
resultaria Gtil para optimizar los tiempos de ensayo, permitiendo de esta manera, solo
utilizar los compuestos en diluciones no téxicas para los screenings. Sin embargo,
muchas veces el numero de compuestos que conforman cada una de las bibliotecas
limita este analisis previo. Es por ello que para las bibliotecas HZI Nat y HZI Sint, la
secuencia de ensayos fue la mencionada previamente; primero el monitoreo de los
compuestos y luego el estudio de su toxicidad. Sin embargo, para la biblioteca de
compuestos QuiMed-FCien se evalué primero la toxicidad de los mismos y luego,
empleando las diluciones limites no toxicas para cada compuesto, se procedié al
monitoreo de su efecto sobre la actividad de los IFNs-I mediante el EGR.

Cualquiera haya sido la secuencia de trabajo seguida, el protocolo de ensayo para
evaluar toxicidad que se aplicé para todos los compuestos fue el mismo y, de acuerdo
con lo descripto en el inciso 16.5.1. de Materiales y Métodos, se evaluaron 7 diluciones
sucesivas de cada una de las sustancias analizadas.

Simultaneamente, se evalud la dosis efectiva de cada compuesto siguiendo las
descripciones de la metodologia 16.5. 2. donde una vez mas, se utilizé el EGR. La
dosis efectiva de un compuesto se define como la minima concentracion del mismo
capaz de generar una respuesta maxima sobre el sistema que se esté estudiando, en
este caso en particular, la actividad de los rhlFNs-I. Para evaluar este parametro, se
analizaron diluciones de cada molécula seleccionada previamente y fueron las mismas
que las empleadas para determinar su toxicidad. Tanto la dosis efectiva como la
toxicidad son dos valores criticos a determinar y que estdn muy relacionados entre si.
Es decir, puede ocurrir que un compuesto presente una dosis efectiva para la cual el
mismo es toéxico. De esta manera, este compuesto debe descartarse de la
caracterizacion, ya que los efectos que se observan son producto de su toxicidad y no
de un accionar especifico y, por lo tanto, no cumple con los requisitos buscados y su
uso no es viable.

La dosis efectiva de cada compuesto fue evaluada sobre las 4 lineas reporteras en
presencia de ambos IFNs-I: IFN-B1a y IFN-a2a.

Tanto los resultados de toxicidad y dosis efectivas obtenidos para los compuestos
provenientes de las bibliotecas del HZI (HZI Nat y HZI Sint) y para la biblioteca
QuiMed FCien se muestran en las Tablas XXIV y XXV, respectivamente.
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TablaXXIV: Evaluacion de la toxicidad y la dosis efectiva de los compuestos
seleccionados de las bibliotecas del HZI
No: indica que los compuestos no son toxicos en las concentraciones analizadas.

Vio B Natural No 800 ng/ml Inhibidor
Tubl Natural >10 ng/ml 10 ng/ml Potenciador
Pella Natural No 1TmM Inhibidor
SulLa Natural No 1TmM Inhibidor
Gep A Natural No 208 ng/ml Inhibidor
ChoA Natural >65 ng/ml 260 ng/ml Inhibidor
ChiA Natural >43 ng/ml 689 ng.ml’ Inhibidor
AuroD Natural No - No mostré efecto
DisD1 Natural >0,01 mM 1 mM Potenciador
RhiA Natural >71,4 ng/ml 285,5 ng/ml Potenciador
ChoB Natural >25 ng/ml 400 ng/ml Inhibidor
ChoC Natural >122,5 ng/ml 980 ng/ml Inhibidor
P5D7 Sintético No 12,5 uM Inhibidor
P5H10 Sintético No 12,5 uM Inhibidor
P6C11 Sintético No 12,5 uM Inhibidor
P6H1 Sintético No 12,5 uM Inhibidor
P28E1 Sintético No 12,5 uM Inhibidor
P28E9 Sintético No 12,5 uM Inhibidor
P28F7 Sintético No 12,5 uM Inhibidor
P28G6 Sintético No 12,5 uM Inhibidor
P28H3 Sintético No 12,5 uM Inhibidor
P28H7 Sintético No 12,5 uM Inhibidor

Luego del estudio de toxicidad, se observé que los compuestos naturales
seleccionados ChoA, ChoB, ChoC, RhiA, AuroD, ChiA y DisD1 resultaron citotdxicos en
las concentraciones utilizadas durante el monitoreo, donde para los mismos se registrd
alguna modulacion de la actividad de los IFNs. Por lo tanto, estos compuestos que
resultaron toxicos fueron descartados del analisis.

El resto de los compuestos, correspondientes a las bibliotecas HZI Nat y HZI Sint,
no mostraron efectos toxicos en las concentraciones estudiadas, sobre las células WISH

empleadas para dicho analisis.
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Tabla XXV: Analisis de la toxicidad y la dosis efectiva de los compuestos sintéticos
seleccionados de la biblioteca QuiMed-FCien.

FV17 15,0 15,0 Inhibidor
PHD111 11,5 11,5 Inhibidor
F11 9,2 9,2 Inhibidor
PHD100 NT 68,0 Inhibidor
PHD101 NT 18,6 Inhibidor
AM1 2,7 2,7 Inhibidor
CH4Br 6,7 6,7 Inhibidor
FV10 10,5 10,5 Inhibidor
DU1 3,1 3,1 Inhibidor
CDUB 6,7 6,7 Inhibidor
PHD122 10,0 10,0 Inhibidor
CH14BEN 10,5 10,5 Inhibidor
FV4Br 32,0 32,0 Inhibidor
FVil 23,3 23,3 Inhibidor
F13 23,0 23,0 Inhibidor
FV18 17,5 17,5 Inhibidor
PHD81 NT 2,5 Inhibidor
PHD121 5,0 5,0 Inhibidor

NT: No toxico en ninguna de las concentraciones de compuesto estudiadas.

Como se explicd previamente, los compuestos sintéticos provenientes de la
biblioteca QuiMed-FCien, muestran una amplia variabilidad en sus respuestas. Debido a
esto, con los resultados obtenidos del analisis de la dosis efectiva medida a través del
ensayo reportero, se calculd la siguiente relacion: % EGFP de la dilucién de compuesto
que mostré el mayor efecto respecto %EGFP del control positivo (células tratadas solo
con rhlFN sin ningun compuesto). Todos aquellos compuestos que exhibieron una
relaciéon mayor a 1,3 o menor a 0,7 fueron seleccionados para continuar con el analisis.
En cambio, se descartaron del analisis el resto de los compuestos estudiados, cuyos
valores de relacion estuvo comprendida entre 0,7 y 1,3. Es decir, con este criterio se
buscd separar aquellos compuestos que mostraron una respuesta superior al 30%
sobre la actividad de los rhIFNs, ya sea incrementandola o inhibiéndola y se continud
con su caracterizacion. Esta relacién se calculd para cada compuesto evaluado

mediante las 4 lineas reporteras en presencia de ambos IFNs-I (Tabla XXVI).
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Tabla XXVI: Analisis de la actividad de los compuestos de la biblioteca QuiMed-FCien
medidas por EGR.
Se calculd la relacion del %EGFP obtenido para la dosis efectiva de cada
compuesto con respecto al %EGFP obtenido para el control. Los compuestos en
fondo celeste son los seleccionados para continuar los estudios porque
presentan un efecto sobre la actividad de los IFNs superior al 30%.

F13 0,85 0,48 0,62 0,27 0,95 0,59 0,57 0,35
PHD81 1,26 0,84 0,33 0,64 1,21 0,74 0,22 0,24
PHD100 1,16 0,63 0,89 0,54 1,05 0,76 0,70 0,43
PHD101 0,89 0,50 0,58 0,42 0,88 0,45 0,24 0,10

FVil 0,91 0,06 0,59 0,33 0,76 0,18 0,33 0,26
PHD111 1,00 0,67 1,13 0,71 0,93 0,69 1,00 0,62
PHD121 1,05 0,35 0,98 0,98 1,05 0,71 1,00 0,71
PHD122 1,41 0,53 1,14 0,19 1,36 0,71 1,34 0,15

CH14BEN 0,81 0,65 0,71 0,78 0,78 0,56 0,76 0,42
FV4Br 1,13 0,08 0,73 0,76 0,79 0,39 0,93 0,36
Fv17 1,24 0,39 0,57 0,62 0,79 0,40 0,71 0,61
CHA4Br 0,72 0,57 0,85 0,85 0,82 0,52 0,74 0,71

FVv18 1,23 0,73 0,81 1,15 1,02 0,61 0,89 0,70

FVv10 1,12 0,63 0,81 1,05 0,76 0,53 1,08 0,60

Fll 1,22 0,87 1,05 1,94 1,02 0,88 1,00 1,36

Am1 1,20 0,88 0,76 0,88 1,11 0,96 0,83 0,75

cbuB 1,00 0,75 0,87 1,29 0,91 0,78 0,91 1,20

bu1 0,96 0,67 1,05 0,88 1,14 0,83 1,15 0,71

De esta manera, los compuestos que demostraron tener un efecto sobre la
actividad de los IFNs superior al 30%, incrementando o disminuyendo su respuesta, y
que en la Tabla XXVI se distinguen con fondo celeste, seran caracterizados mediante
una serie de ensayos, bajo las condiciones en las cuales manifestaron el mencionado

comportamiento.

7.5.2. Analisis del efecto de los compuestos seleccionados de la biblioteca HZI
Nat sobre la linea NIH3T3S1CS2YIRF7mCherry mediante microscopia de

fluorescencia.

La linea celular murina reportera NIH3T3IRF7S1CS2Y, cedida por el Dr. Mario
Koster del Instituto HZI, es una linea reportera de la via de accion de los IFNs-I.
Las células NIH3T3, derivadas de fibroblastos murinos, han sido transfectadas

con una construccion BAC que contiene el promotor IRF7 (factor de respuesta a
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interferon 7) dirigiendo la expresién de la proteina reportera mCherry. Esta secuencia
fue incorporada por las células en su genoma. Cuando las mismas son incubadas con
interferébn murino (mIFN), éste se une a su receptor en la superficie celular e inicia la via
de senalizacion/activacion del IFN, la cual concluye en el nucleo celular con la
activacion de genes de respuesta a IFN, uno de ellos, el IRF7. Al activarse el promotor
IRF7, el mismo permite la expresién de la proteina reportera mCherry, la cual puede
visualizarse al cabo de 30 h pos-induccién mediante microscopia de fluorescencia o
citometria de flujo. Este sistema es semejante a nuestro sistema reportero, pero las
diferencias son: la proteina reportera empleada, el promotor de respuesta a IFN
seleccionado y la especie (murino contra humano). Comparando ambos sistemas
reporteros, podemos comprobar que los tiempos de respuesta de nuestro sistema son
menores (24 h comparado con 30 h del modelo reportero murino). Esta diferencia se
debe fundamentalmente a la expresion de la proteina reportera, ya que la mCherry
presenta la desventaja de requerir un tiempo mas prolongado para su expresion
comparado con otras proteinas reporteras. Ademas, este tipo de proteinas, al igual que
las proteinas reporteras rojas como la DsRed y RFP, requieren para su excitacién de un
laser amarillo (A = 594 nm) para poder obtener mejores resultados.

Este no es un laser comunmente incluido en las configuraciones estandar de los
equipos utilizados para su andlisis (microscopio y/o citdmetro de flujo) y, por tal motivo,
se requiere de instalaciones mas complejas para su deteccion. Sin embargo, su
excitacion puede realizarse con un laser azul, pero so6lo se consigue el 60% de
excitacion (Hawley y col., 2001). A pesar de estas desventajas, estas moléculas aun son
de gran utilidad para el analisis combinado de distintos reporteros. Es decir, por
ejemplo, para evaluar dos parametros celulares empleando dos proteinas reporteras
que presenten una diferencia de emision suficientemente amplia para que no se solapen
entre si sus espectros de emisiéon. Comunmente para este tipo de analisis se emplean
las proteinas rojas y verdes fluorescentes.

Ademas, esta linea murina contiene las proteinas STAT1 y STAT2 fusionadas a las
proteinas reporteras yellow fluorescent protein (YFP) y cyan fluorescent protein (CFP).
Estas proteinas forman parte de la cascada de activacion de los IFNs-I. En condiciones
normales se encuentran en el citoplasma de las células. Cuando el IFN se une a su
receptor en la superficie celular, el mismo se activa y fosforila a las proteinas Tyk 2 y
Jak 1. A su vez, éstas fosforilan a las proteinas STAT 2 y STAT 1, respectivamente. Asi
las proteinas fosforiladas traslocan al nucleo y, de esta forma, mediante microscopia de
fluorescencia puede monitorearse la activacion/traslocacion de dichas proteinas luego
de la incubacion de las células con mIFN. Este comportamiento puede visualizarse

durante las 2 primeras horas pos-induccion con mIFN.
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Por lo tanto, mediante el empleo de esta linea celular se estudid el efecto de los
compuestos naturales seleccionados sobre la actividad de los IFNs. Particularmente, el
efecto de los compuestos inhibidores, de manera de determinar si los mismos ejercen
su efecto a nivel de union del IFN a su receptor especifico en la superficie celular o bien,
en una etapa posterior, luego de la traslocacion de las proteinas STAT al nucleo. Para
realizar este ensayo se utilizaron 2 controles: control positivo (células tratadas con mIFN
unicamente) y control de inhibicion de la actividad del mIFN con estaurosporina (células
tratadas con mIFN y estaurosporina). La estaurosporina es un inductor de apoptosis y
bloqueante de la actividad del IFN. Es por esto que se utiliza como control para

evidenciar la inhibicidon de la actividad del IFN.

Luego de realizar los diferentes tratamientos, se capturaron las imagenes empleando un
microscopio de epifluorescencia (NIKON, EE.UU). Las imagenes fueron capturadas
empleando la camara de microscopio Digital Sight DS-U3 (NIKON, EE.UU) vy fueron
analizadas utilizando el software Image J, con el cual se calculé el porcentaje de células
que presentaron las proteinas STAT en el citoplasma, y el porcentaje de aquéllas cuyas
proteinas STAT se encontraban en el nucleo para cada tiempo estudiado y condicién

ensayada (Fig. 39 y Fig. 40).
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Fig. 39: Analisis del efecto inhibidor de los compuestos naturales seleccionados sobre
la linea murina reportera NIH3T3S1CS2YIRF7mCherry.
En el eje de ordenadas se graficé el porcentaje de células positivas en funcion del
tiempo de induccion en el eje de abscisas.
Las células reporteras murinas fueron incubadas con mIFN 1.000 Ul/ml y cada uno
de los compuestos inhibidores, evaluados en su dosis efectiva. Se incluyeron
ademas, un control positivo (C+) de la via de activacion de los IFNs-I (células
tratadas sélo con mIFN) y un control de inhibicién inmediata de la via de respuesta
de los IFNs-I (células tratadas s6lo con estaurosporina). Se evalu6 la traslocacion al
nucleo de las proteinas STAT1 y STAT2, estudiando la localizacion de las proteinas
reporteras CFP e YFP mediante microscopia de fluorescencia, capturando imagenes
alos 15, 45, 75 y 105 min pos-induccion (PI).
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Control positivo VioB + mIFN Control estaurosporina
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Control positivo Pella + mIFN Control estaurosporina
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Control positivo SuLa+ mIFN Control estaurosporina
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Control positivo GepA+ mIFN Control estaurosporina

Fig. 40: Analisis del efecto inhibidor de los compuestos naturales seleccionados sobre
la linea murina reportera NIH3T3S1CS2YIRF7TmCherry evaluado por
microscopia de fluorescencia, empleando un aumento 10 X.

A: 15 min PI- B: 45 min Pl — C: 75 min PI — D: 105 min PI- PI: pos-induccién con
mIFN.

Compuestos analizados: 1- VioB; 2- Pella; 3- SuLa; 4- GepA.

El ensayo se realiz6 como se indica en la Fig. 39.

Luego de la induccién con mIFN se activa la via del IFN, las proteinas STAT se
fosforilan y traslocan al nucleo desde el citoplasma, para activar genes de respuesta
a IFN. Este efecto se visualiza durante las 2 h primeras PI. Si la inhibicion por parte
de los compuestos ocurre a nivel de unién a receptores, no se produce la
traslocacion al nucleo de las proteinas STAT: si ocurre en una etapa posterior, se
observara dicha traslocacion.
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A manera de ejemplo se muestran diferentes imagenes en la Fig. 40, donde se
puede observar claramente que aquellas células que fueron tratadas Unicamente con
mIFN, es decir, el control positivo, presentan las proteinas STAT en el nucleo celular. La
totalidad de las células evaluadas a los 15 min Pl muestran este comportamiento; vy el
mismo va disminuyendo a medida que progresa el tiempo. Luego de 105 min PI, el
porcentaje de células que demuestran STAT en el nucleo es aproximadamente un
30-35%. Este es el comportamiento esperado para todas aquellas células tratadas con
mIFN.

Por otro lado, las células que fueron incubadas con estaurosporina, mostraron
practicamente la totalidad de las proteinas STAT en forma citoplasmatica. La
estaurosporina es un inductor de apoptosis, mediante la inhibicion de las protein kinasas
y activacion de caspasa. Es por ello que las células tratadas con estaurosporina
muestran una morfologia apoptotica, pudiendo observarse pérdida de la estructura del
citoesqueleto microtubular. Dado que la estaurosporina actua inhibiendo las proteinas
kinasas, la via del IFN se ve inhibida, debido a que la actividad de las proteinas kinasas
(Tyk2 y Jak1), responsables de los primeros pasos de esta cascada, esta inhibida.

Luego de 15 min de haber incubado las células en presencia de mIFN y los
compuestos en estudio, evaluados en la concentracion correspondiente a su dosis
efectiva, solo las células tratadas con el compuesto Pella mostraron contenido de
células STAT intracitoplasmatica. En las células tratadas con el resto de los compuestos
las proteinas STAT se observaron en el nucleo, demostrando un comportamiento similar
al del control positivo.

Al cabo de 45 min las células tratadas con Pella y VioB exhibieron STAT
citoplasmatica, mientras que en el caso de las células incubadas con los compuestos
SulLa y GepA se observaron las proteinas STAT en el ndcleo. EI mismo patrén de
comportamiento se observo para los 75 min PI.

Finalmente, luego de 105 min de induccién con mIFN y los compuestos, se observo
STAT intracitoplasmatica en las células que habian sido tratadas con los compuestos
Pella, VioB y GepA, mientras que aquéllas incubadas con el compuesto SuLa aun
mostraron proteinas STAT dentro del nucleo celular (Fig. 39 y 40).

De lo observado pudo concluirse que si bien todos los compuestos estudiados
presentan un efecto inhibidor sobre la actividad del mIFN-I, conforme con los resultados
observados luego del monitoreo de los compuestos con el EGR, el efecto inhibidor por
parte de los compuestos ocurre en diferentes etapas de la via de accién de los IFNs-I.
Por un lado, los compuestos Pella y VioB demostraron un comportamiento similar al de

la estaurosporina, inhibiendo inmediatamente la unién del IFN a sus receptores y por
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ende no se activa la cascada de fosforilacion/activacion, observandose a las proteinas
STAT intracitoplasmaticas. Sin embargo, una diferencia entre estos compuestos es que
este efecto se observa inmediatamente al tratar las células con el compuesto Pella y no
asi para las células tratadas con el compuesto VioB. Contrariamente, las células
reporteras tratadas con los compuestos GepA y SulLa, presentaron un efecto similar al
del control positivo. Es decir, las proteinas STAT se visualizaron dentro del nucleo
celular, lo que permite concluir que la accién de estos compuestos no esta vinculada
con la inhibicion de la traslocacion al nucleo de las proteinas STAT, sino que la misma
sucede en una instancia posterior, pudiendo la misma ocurrir en el nucleo, mediante la
inhibicién de genes de respuesta a IFN o de factores de transcripcidn asociados a la
expresion de genes de respuesta que permitan concluir con la via de accién de los
[FNs-I.

Luego de realizar este estudio puede decirse que se ha logrado aislar dos
compuestos con actividad inhibidora sobre los IFNs-I a nivel de unién de la citoquina a
sus receptores: Pella y VioB, siendo el efecto inhibidor del compuesto Pella mas potente
que el del compuesto VioB, debido al bloqueo de la unidon del IFN a su receptor
especifico practicamente de forma inmediata. Asimismo, lograron identificarse otros dos
compuestos inhibidores, SuLa y GepA, cuyos efectos serian posterior a la traslocacion
al nucleo de STAT.

Finalmente, puede concluirse que el efecto que estos compuestos presentan es
evidentemente modulador de la actividad de los IFNs-I, debido a que se observa el
mismo comportamiento sobre mIFN y hIFN.

Por otro lado, y como fue mencionado previamente, este sistema reportero cuenta
con una construccion IRF7->mCherry. Frente a la induccién de las células con IFN, se
activa la via de accion del IFN, la que culmina en el nucleo con la activacion de genes
de respuesta al IFN, como es el caso del IRF7. Como consecuencia de la activacion del
promotor IRF7, se produce la expresidon de la proteina mCherry, la cual puede
detectarse mediante microscopia de fluorescencia o citometria de flujo. Valiéndonos de
este modelo reportero, y con el objetivo de corroborar el efecto potenciador que
presentd el compuesto Tubl sobre la actividad de los IFNs-I mediante nuestro sistema
reportero Mx2/EGFP humano, se estudié la expresiéon de mCherry luego de tratar las

células reporteras murinas con el mIFN y el compuesto Tubl (Fig. 41).
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Control negativo + mIFN +mIFN/+Tubl

Fig. 41: Analisis del efecto potenciador del compuesto Tub | sobre la actividad del
mIFN, empleando el sistema reportero NIH3T3S1YS2CIRF7mCherry.
Cuando estas células son tratadas con mIFN, se activa la cascada de sefializacion
que concluye con la activaciéon del promotor IRF7, el cual dirige la expresién de la
proteina reportera mCherry.
La expresiéon de mCherry se determiné 30 h post inducciéon con Tubl y/o mIFN
mediante microscopia de fluorescencia empleando un aumento 10 X.

El compuesto natural Tubl fue seleccionado luego del monitoreo y analisis de la
biblioteca de compuestos naturales con los sistemas reporteros humanos Mx2/EGFP ya
que mostré un efecto potenciador de la actividad de los hIFNs-I. Luego de evaluar su
comportamiento en el sistema reportero murino, se corroboré el mismo efecto
potenciador de la respuesta de los IFNs-I, en este caso de origen murino. De esta
manera se confirmo el efecto de estos compuestos naturales para modular la respuesta
de los IFNs-I, ya sea incrementando o disminuyendo su respuesta. Este
comportamiento pareceria ser especifico sobre la actividad del IFN dado que cada
compuesto ejerce su accion sobre distintos sistemas reporteros, murino y humano, en
los cuales se activan distintos genes de respuesta a IFN (IRF7 y Mx2, respectivamente),
que son los promotores que estan dirigiendo la expresion de las proteinas reporteras
(EGFP o mCherry).

Por otro lado, es importante mencionar que este analisis so6lo se realizd sobre los
compuestos naturales seleccionados, y no sobre la totalidad de los compuestos dada la
limitante del tiempo de ensayo. Este estudio se llevd a cabo durante la pasantia
realizada en Alemania. Si bien, mediante un acuerdo de transferencia de material, se
obtuvieron las células para ser transportadas a Argentina, al intentar revitalizarlas no se
obtuvieron resultados positivos, y como consecuencia, al no disponer de las células

reporteras, no se pudo extender el presente analisis a los compuestos sintéticos.
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7.5.3. Analisis del efecto residual de los compuestos sobre la actividad de los
IFNs-I

La caracterizacion de los compuestos naturales y sintéticos de las bibliotecas
provistas por el HZI continu6 con la evaluacion del efecto residual de los mismos. De
esta manera, se estudio si el efecto que presentaron estas moléculas para modular la
actividad de los hIFNs-I es capaz de permanecer aun luego de que los compuestos
sean removidos desde el medio de incubacién con las células. Para ello, se empleo el
modelo de gen reportero WISH-Mx2/EGFP en presencia de rhIFN-B1a.

En este ensayo se utilizé rhIFN-B1a en una potencia constante de 10 Ul/ml y los
compuestos en sus dosis efectivas correspondientes (Tabla XXV). Se siguio el
procedimiento indicado en Materiales y Métodos procesando las muestras por triplicado,
incluyendo los siguientes controles: negativo (sin IFN ni compuesto), positivo (IFN
unicamente) y del compuesto (Unicamente compuesto para controlar el posible efecto

del compuesto por si mismo). Las condiciones evaluadas se resumen a continuacion:

A- Compuesto 1 h = Lavado = IFN 24 h - Medicion final

B- Compuesto 1 h 2 Lavado—>1 h medio de cultivo 2 IFN 24 h - Medicion final
C- Compuesto 1 h - Lavado—~>2 h medio de cultivo = IFN 24 h > Medicion final
D- Compuesto 1 h 2 Lavado—>3 h medio de cultivo 2 IFN 24 h - Medicidn final

Una vez realizado el ensayo, los datos obtenidos fueron analizados y sometidos
a un tratamiento estadistico ANOVA, seguido del test de Tukey, de manera de poder
determinar estadisticamente la existencia de diferencias significativas entre cada uno de
los casos en estudio y los correspondientes controles. Este tratamiento estadistico se

realizd empleando el software GraphPad Prism® 5.01 (Fig. 42).
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Fig. 42: Analisis del efecto residual de los compuestos seleccionados a partir de las
bibliotecas de compuestos naturales y sintéticos cedida por el HZI
(Braunschweig, Alemania).

C+: control positivo; C-: control negativo; CC-: control compuesto; A, B, C, D:
diferentes condiciones evaluadas.

El estudio del efecto residual de los compuestos seleccionados se realizd mediante
el EGR, empleando la linea reportera WISH-Mx2/EGFP, la cual fue inducida con
rhIFN-B1a 10 Ul/ml y en cada caso correspondiente, el compuesto de interés en su
dosis efectiva. Luego del tratamiento de las células reporteras con los compuestos e
IFN, se determind el %EGFP. En el eje de ordenadas se grafico el %EGFP en
funcién de las condiciones ensayadas (eje de abscisas).

*, ***** indican el grado de significacion estadisitica con relacion al control positivo
del ensayo, correspondientes a p<0,1; p<0,01 y p<0,001, respectivamente. Se
aplico el test estadistico de ANOVA seguido del fest post-ANOVA de Tukey.
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Los compuestos naturales Tubl, GepA, SulLa y Pella mostraron un efecto residual,
no asi el compuesto natural VioB. No obstante, los mismos exhibieron diferentes
comportamientos en cuanto a la magnitud del efecto residual. Particularmente, los
compuestos SulLa y Pella evidenciaron un efecto residual realmente significativo para
todas las condiciones evaluadas, incluso la condicion D, donde el IFN es agregado 3 h
posteriores a la remocién del compuesto del medio; lo cual permite pensar que estos
compuestos estarian inhibiendo la actividad de los IFNs-I de manera practicamente
irreversible..

Por su parte, el compuesto Tubl, el unico compuesto potenciador encontrado,
mostrd también un efecto residual, el cual fue superior para la condicion A (grado de
significacion p<0,001), en la cual el IFN es agregado inmediatamente a la remocion del
compuesto. Asimismo, las restantes condiciones evaluadas con este mismo compuesto,
permitieron evidenciar claramente un efecto residual del compuesto para potenciar la
actividad de los hIFNs-I.

El compuesto VioB fue el unico que no manifesté un efecto residual; es decir, su
efecto inhibidor no se evidencié luego de su remocién. Y soélo ejercié su potencial
inhibidor sobre la actividad de los hIFNs-I cuando fue co-incubado con la citoquina en
estudio, como se demostro en los ensayos previos.

Los compuestos sintéticos P28E1 y P28G6 mostraron un comportamiento
semejante al de los compuestos naturales SuLa y Pella, donde su efecto residual fue
evidente para todas las condiciones estudiadas. Contrariamente, los compuestos P28H3
y P28H7, no evidenciaron un efecto residual, comportdndose como el compuesto
natural VioB.

Los compuestos P6H1, P28E9 y P5H10 manifestaron un efecto residual sélo en la
condicion en la cual el IFN fue agregado a las células en forma inmediata a la
eliminacion del compuesto.

El compuesto P28F7 demostré un efecto significativo para la primera condicion
estudiada y un efecto menor para las dos siguientes condiciones, no asi para la
situacién cuando el IFN fue agregado luego de 3 h posteriores a que el compuesto haya
sido eliminado del medio.

Finalmente, los compuestos P5D7 y P6C11 mostraron un efecto residual en todos
los casos, pero llamativamente, el mismo fue superior para las condiciones A y D.

En general, se observd un efecto residual mas importante en el caso de los

compuestos naturales en relacién al mismo efecto observado para los sintéticos.
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7.5.4. Analisis de la reversion de la activacion de los IFNs-l por parte de los

compuestos

Se procedié al analisis de la capacidad que presentan los compuestos para
revertir la via de accidn de los hIFNs-I. Dado que la iniciacién de la via de accién del IFN
ocurre de forma inmediata a la incubacion del IFN con su receptor especifico, el efecto
que se pretende evaluar es si luego de iniciada la via de accion del IFN, los compuestos
agregados a tiempos posteriores, son capaces de ejercer su efecto sobre la actividad de
los IFNs-I.

Para ello, se emple6é el EGR basado en la linea reportera WISH Mx2/EGFP,
siguiendo el protocolo mencionado en el inciso 16.4.1 de Materiales y Métodos. Los
ensayos fueron realizados por ftriplicado.

Las condiciones evaluadas se resumen a continuacion:

A- IFN 1 h & + compuesto = se co-incuban por 24 h
B- IFN 2 h = + compuesto = se co-incuban por 24 h
C- IFN 3 h = + compuesto = se co-incuban por 24 h

La activacion de la via de accion de los IFNs-lI desencadena, inmediatamente,
una cascada de fosforilacion de proteinas y factores de transcripcion, que concluye con
la activacion de genes de respuesta a IFN en el nucleo celular, como es el caso del
promotor Mx2 y, como consecuencia en nuestro sistema reportero, se visualizara
mediante la expresién de la proteina reportera EGFP (por ello, se supone que la
activacion de la via del IFN ocurre luego de 1 h de incubacién de las células con la
citoquina). De esta forma, el agregado de los compuestos luego de 1, 2 0 3 h de
incubacion con el IFN, permitird evaluar si los mismos son capaces de revertir dicha
activacion y ejercer su efecto modulador, ya sea potenciador o inhibidor de la respuesta
de los IFNs-I.

Los resultados fueron sometidos a un tratamiento estadistico aplicando el test de
ANOVA, seguido del test post-ANOVA de Tukey, empleando el software GraphPad
Prism ® 5.01. Los resultados se resumen en la Fig. 43.
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Fig. 43: Anadlisis de la capacidad de los compuestos en estudio para revertir la

activacion de la via de accion del IFN.

C+: control positivo; C-: control negativo; CC-: control compuesto; A, B, C, D:
diferentes condiciones evaluadas.

El estudio del efecto residual de los compuestos seleccionados se realizd6 mediante
el EGR, empleando la linea reportera WISH-Mx2/EGFP, la cual fue inducida con
rhIFN-B1a 10 Ul/ml y en cada caso correspondiente, el compuesto de interés en su
dosis efectiva. Luego del tratamiento de las células reporteras con los compuestos e
IFN, se determind el %EGFP. En el eje de ordenadas se grafico el %EGFP en
funcién de las condiciones ensayadas (eje de abscisas).

*, ***** indican el grado de significacion estadisitica con relacion al control positivo
del ensayo, correspondientes a p<0,1; p<0,01 y p<0,001, respectivamente. Se
aplicé el test estadistico de ANOVA seguido del test post-ANOVA de Tukey.
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Al analizar los graficos de barra, se pudo observar que tanto los compuestos
naturales VioB, SulLa, PeLa y GepA, como los compuestos sintéticos P5D7, P5H10,
P6C11, P28E1, P28E9, P28F7, P28H7 y P28G6, mostraron la capacidad de revertir la
via de accion del IFN. Dado que todos ellos son inhibidores de la actividad de los IFNs-I,
el efecto se manifestd6 como una reduccion en la expresién de la EGFP. En estos
compuestos, el efecto fue realmente significativo, manteniendo la magnitud de la
inhibicion a lo largo de todas las condiciones estudiadas, incluso, cuando los
compuestos fueron agregados luego que haya transcurrido 3 h de la incubacién con el
IFN.

Por su parte, si bien el compuesto Tubl no es un inhibidor, sino por el contrario un
potenciador de la actividad del IFN, lo que se pretendié evaluar mediante este ensayo
no fue la reversién de la actividad del IFN, sino el efecto que se produce al agregar el
compuesto posteriormente al agregado del IFN a distintos tiempos. Como puede
observarse en las graficas, pareceria que este compuesto incrementa su efecto
potenciador de la actividad de los IFNs-I, al ser agregado 1 y 2 h siguiente a la
incubacion con el IFN.

Los restantes compuestos sintéticos (P28H3 y P6H1) también mostraron capacidad
para revertir la activacion de la via de accion del IFN en todas las condiciones
estudiadas. No obstante, los resultados fueron variables en cuanto a un mayor o menor
efecto, dependiendo del caso estudiado.

Podemos concluir que todos los compuestos estudiados mostraron capacidad para
revertir la via de accién de los IFNs-I, una vez que la misma ha sido iniciada mediante la
incubacioén de las células reporteras con la citoquina en cuestién y como consecuencia
de la union especifica del IFN a su receptor en la superficie celular. Este fendmeno es
valido para todos los compuestos inhibidores de la actividad de los IFNs-I. Con respecto
al compuesto potenciador, pudo corroborarse que el mismo presenta un
comportamiento donde exacerba el efecto modulador de la actividad de los IFNs, al ser

agregado luego de 1-2 h de incubacién con la citoquina de interés.

7.5.5. Analisis del comportamiento de los compuestos seleccionados al combinar

ambos efectos: residual y reversion de la via de activacion de los IFNs-I

Finalmente, se estudid la combinacion de ambos efectos antes mencionado:
efecto residual y capacidad para revertir la activacion de la via de accion de los IFNs-I.
Para ello, se utilizd el EGR, empleando la linea reportera WISH-Mx2/EGFP, en
presencia de rhIFN-g1a 10 Ul/ml.

Las condiciones estudiadas se detallan a continuacion:



RESULTADOS Y DISCUSION

A- IFN 1 h = se descarta y lava - compuesto 1 h - se descarta y lava -

IFN por 24 h

B- IFN 1 h - se descarta y lava - compuesto 2 h - se descarta y lava -
IFN por 24 h

C- IFN 1 h > se descarta y lava - compuesto 3 h > se descarta y lava >
IFN por 24 h

El objetivo de este ensayo consisti6 en estudiar el comportamiento de los
compuestos cuando los mismos son incubados en ausencia de IFN durante 1, 2 0 3 h,
luego de que las células fueron tratadas con un pulso de IFN durante 1 h, tiempo
suficiente para activar su via de accion.

Las muestras correspondientes a este ensayo fueron procesadas de la misma
forma que en los ensayos previos. Se aplico el test estadistico de Tukey para corroborar
si las diferencias que se observaron para cada condicién resultaron significativas
(Fig. 44).
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Fig. 44: Analisis de los compuestos en estudio luego de combinar ambos efectos:

residual y capacidad para revertir la via de activacion de los IFNs-I.

C+: control positivo; C-: control negativo; CC-: control compuesto; A, B, C, D:
diferentes condiciones evaluadas.

El estudio de los efectos combinados de los compuestos seleccionados se realizd
mediante el EGR, empleando la linea reportera WISH-Mx2/EGFP, la cual fue
inducida con rhiIFN-B1a 10 Ul/ml y en cada caso correspondiente, el compuesto de
interés en su dosis efectiva. Luego del tratamiento de las células reporteras con los
compuestos e IFN, se determiné el %EGFP. En el eje de ordenadas se grafico el
%EGFP en funcion de las condiciones ensayadas (eje de abscisas).

*, **,** indican el grado de significacion estadisitica con relacion al control positivo
del ensayo, correspondientes a p<0,1; p<0,01 y p<0,001, respectivamente. Se
aplico el test estadistico de ANOVA seguido del test post-ANOVA de Tukey.

Los resultados de estos ensayos fueron muy variables. Algunos compuestos como
es el caso de VioB, GepA, P5D7 y P5H10 mostraron una respuesta intermedia a las
obtenidas para el estudio de los dos efectos por separado. Es decir, un efecto mas
marcado al observado para el estudio del efecto residual, pero menos importante que el
registrado para el estudio de la reversién de la activacion de la via de sefalizacion del
IFN.
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Por su parte, los compuestos SuLa, Pella, Tubl, P28E1, P28E9, P28H3 y P28H7,
exhibieron un comportamiento similar en todas las situaciones evaluadas.
Particularmente, el compuesto P6C11 mostré una tendencia diferente, para la
condicion A y no asi para las restantes.

El compuesto P6H1 demostrd un efecto superior al obtenido para el estudio de
tales parametros por separado.

Finalmente, los compuestos P28G6 y P28F7 produjeron un resultado similar al
observado en el ensayo de efecto residual.

Todas estas diferencias muestran las particularidades de cada compuesto
respecto de la actividad de los IFNs-I, sobre la cual son estudiados. No obstante, todos
ellos mostraron un efecto residual y la capacidad para revertir la activaciéon de la via de
sefnalizacion del IFN, obviamente, con comportamientos diferenciales, dependiendo de

la condicion evaluada.

7.5.6. Valoracion de la AVA empleando las lineas celulares reporteras para

evaluar el efecto de los compuestos seleccionados

Los IFNs-I presentan actividad antiviral innata, de esta manera, las variantes o/p
son producidas directamente en respuesta a una infeccién viral, promoviendo un
ambiente antiviral en las células (Richards y Macdonald, 2011).

Para determinar la mencionada actividad, in vitro, se realiza una valoracion
biolégica que mide el grado de resistencia adquirido por las células en cultivo contra la
multiplicacion viral como consecuencia del tratamiento con IFN.

Es por esto, que uno de los objetivos de la caracterizacion de los compuestos
fue evaluar su efecto sobre la actividad antiviral de los IFNs-I y comprobar, de este
modo, si el comportamiento de los compuestos en estudio reproduce lo observado
previamente mediante el empleo del EGR.

De esta manera, se desarrollaron ensayos de actividad antiviral, empleando la
linea reportera WISH-Mx2/EGFP, como modelo de analisis (siguiendo el protocolo
descrito en la seccion 16.4.1.6. de Materiales y Métodos).

Las células fueron incubadas con distintas diluciones de rhIFN-B1a en presencia
de los compuestos seleccionados. Estos fueron estudiados empleando una
concentracién constante de los mismos, correspondiente a su dosis efectiva
(determinada en la seccion 7.5.1). Luego de 6 h de incubacion, las células fueron
infectadas con el virus VSV. Finalmente, el ensayo se revelé6 mediante tincion de la
monocapa celular viable remanente, con el colorante cristal violeta y posterior lectura

espectrofotométrica.
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En todos los casos, el ensayo se realizé por duplicado, incluyendo los controles
correspondientes: control celular, control de lisis y control de compuesto.

El estudio de los compuestos naturales y sintéticos provenientes de las
bibliotecas de Alemania se realizdo de forma cualitativa, tomando una fotografia de la
placa de analisis luego del revelado con el colorante cristal violeta y comparando
visualmente las intensidades de color obtenidas para cada caso. Se procedio de esta
manera dado que esta parte del trabajo se realizé en el instituto HZI de Alemania, y el
mencionado protocolo es el que ellos emplean habitualmente.

Al comparar la intensidad del color obtenida para las curvas de dosis-respuesta
del IFN y de cada uno de los compuestos evaluados en presencia de IFN, se visualizd
una respuesta semejante a la del control (s6lo IFN) en las células tratadas con los
compuestos Sula y Pella, sin evidenciar marcadas diferencias (Fig. 45).

Ahora bien, al comparar las sefiales obtenidas en las curvas de los compuestos
VioB y GepA con el correspondiente estandar del ensayo, se observé que la intensidad
del color fue menor, sugiriendo que los mismos estarian ejerciendo un efecto modulador
negativo de la actividad antiviral de los IFNs-I, disminuyendo la proteccién celular frente
a la infeccion viral.

El compuesto Tubl, demostré un comportamiento particular. En base a la imagen
de la placa correspondiente al ensayo AVA, se podria concluir que este compuesto
tendria un efecto inhibidor de la potencia del IFN debido a la menor intensidad de color
en las curvas de dosis-respuesta de las células tratadas con IFN y Tubl, comparado con
la curva control. Sin embargo, este compuesto fue catalogado como potenciador de la
actividad del IFN mediante su evaluacion por EGR. No obstante, resulta adecuado
mencionar, que previo al revelado del ensayo, las células se observaron al microscopio
Optico, comprobandose que aquéllas tratadas con dicho compuesto se encontraban
viables, pero con una morfologia diferente; similar a la de células en suspension y no
con la morfologia caracteristica de las células en adherencia. Esta observacion,
conjuntamente con conocimientos previos del compuesto aportados por el grupo de
trabajo del HZI, permitieron suponer que el Tubl estaria actuando sobre las moléculas
de adhesion de las células impidiendo su adherencia. El disefio de los ensayos AVAs es
inviable para determinar la actividad antiviral de los IFNs empleando células en
suspension o, como es el caso particular de las células tratadas con Tubl, que han
sufrido alguna modificacion sobre su propiedad de adherencia. Esto se debe a que el
revelado del ensayo se basa en la tincion con el colorante cristal violeta de las células
que permanecen adheridas luego de la infeccion viral. Previo a este paso de tincion, el

sobrenadante es removido, con el cual se eliminan también las células no adheridas al
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sustrato. Por este motivo, se realizaron otros estudios que permitieron caracterizar al

compuesto Tubl y que se describiran mas adelante.

Pella SuLa  Tubl GepA VioB IFN

Fig. 45: Efecto de los compuestos naturales sobre la actividad antiviral del rhIFN-B1a.
Las células WISH-Mx2/EGFP fueron incubadas con rhIFN-B1a en presencia de los
compuestos naturales anteriormente seleccionados. Para ello, fueron empleados en
sus correspondientes dosis efectivas. Luego de 6 h las células fueron infectadas con
el virus VSV. Al cabo de 18 h, se determind la actividad antiviral mediante tincién de
la monocapa viable remanente con el colorante cristal violeta y posterior
visualizacion.

Las Tablas XXVII, XXVIII y XXIX muestran los resultados obtenidos luego de la
evaluacion del efecto de los compuestos seleccionados, sobre la actividad antiviral de
los IFNs-I.

Tabla XXVII: Efecto de los compuestos naturales sobre la actividad de los IFNs-I
evaluada mediante ensayo AVA.

Compuestos naturales

Compuesto VioB Tubl Pella SuLa GepA
Efecto sobre AVA J NE SES SES \2

SES: Sin efecto significativo, no evidenciaron diferencias con respecto al control del ensayo.
NE: no estudiado por alteraciones evidenciadas en el ensayo.

Del analisis de los compuestos sintéticos provenientes de la biblioteca provista
por el HZI (Alemania) se pudo concluir que los compuestos P5H10, P6H1, P28E9,
P28H3 y P28H7 no mostraron un efecto significativo diferencial sobre la actividad

antiviral del IFN.
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Tabla XXVIIl: Efecto de los compuestos sintéticos sobre la actividad de los IFNs-I
evaluada mediante ensayo AVA.

Compuesto P5D7 P5H10 P6C11  P6H1 P28E1 P28E9 P28F7 P28G6 P28H3 P28H7

Efecto
sobre AVA 2 SES 2 SES \2 SES \2 { SES SES
SES: Sin efecto significativo: no evidenciaron diferencias respecto del control del ensayo.

Por su parte, los compuestos P5D7, P6C11, P28E1, P28F7 y P28G6 demostraron
un efecto inhibidor de la potencia del IFN, confirmando el comportamiento previamente
observado mediante el ensayo de gen reportero. Este efecto pudo visualizarse mediante
una disminucién en la proteccion celular, contra la infeccién viral en aquellas células que
fueron tratadas con IFN y compuesto, y luego infectadas con el virus, en relacion a las

células tratadas unicamente con IFN e infectadas (Fig. 46).
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Fig. 46: Efecto de los compuestos sintéticos sobre la actividad antiviral del rhIFN-B1a.
Las células WISH-Mx2/EGFP fueron incubadas con rhIFN-B1a en presencia de los
compuestos sintéticos anteriormente seleccionados. Para ello, se emplearon en sus
correspondientes dosis efectivas. Luego de 6 h las células fueron infectadas con el
virus VSV. Al cabo de 18 h, se determiné la actividad antiviral mediante tincion de la
monocapa viable remanente con el colorante cristal violeta y posterior visualizacién.

Por otro lado, el analisis de los compuestos seleccionados a partir de la biblioteca
QuiMed-FCien se realiz6 empleando el mismo protocolo de ensayo, pero cuantificando,
finalmente, el valor de absorbancia para cada una de las condiciones estudiadas.
Luego del procesamiento de los datos correspondientes a las curvas de dosis-
respuesta, se construyé la Tabla XXIX donde se resume el efecto de cada uno de los

compuestos estudiados sobre la actividad antiviral del IFN. Como se explico
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previamente, el efecto de los compuestos naturales y sintéticos provenientes de las
bibliotecas HZI Nat y HZI Sint sobre la actividad biologica de los IFNs-I se realizd
empleando unicamente la linea celular WISH-Mx2/EGFP en presencia de rhIFN-B1a,
dado que este grupo de compuestos mostré un comportamiento congruente sobre todas
las lineas reporteras analizadas y sobre todos los subtipos de IFNs-I. Sin embargo, no
se observo el mismo comportamiento para los compuestos seleccionados a partir de la
biblioteca sintética QuiMed- FCien. Por el contrario, cada compuesto mostré un
comportamiento diferente de acuerdo con el IFN y la linea celular reportera en estudio.
Es por ello que se selecciond un numero superior de compuestos a partir de esta
biblioteca para su caracterizacién. De esta manera, el andlisis del efecto de los
compuestos sobre la actividad antiviral de los IFNs-I del mencionado origen, se realizo
empleando las cuatro lineas reporteras en presencia de ambos IFNs-I (Tabla XXIX).

A partir de la actividad antiviral obtenida para cada condicion, se calculd una
relacion (N), que corresponde al cociente entre la actividad antiviral obtenida en
presencia de los compuestos e IFN con respecto a la actividad antiviral obtenida
empleando solo la citoquina. Es decir, dicha relacion representa el incremento o
disminucion de la actividad antiviral de los rhIFNs-I en presencia de cada compuesto. En
la Tabla XXIX se resumen los resultados, indicando con una flecha, si esa relacidn
incrementa (T) o disminuye () la AVA del IFN; o bien, si no demuestra diferencias
significativas (SES).

Tales compuestos manifiestan comportamientos diferenciales dependiendo de la
linea celular en estudio y del subtipo de IFN analizado. Como ejemplo, puede citarse al
compuesto FV10, el cual no demostré efecto alguno sobre las lineas A549 ni HEp2 en
presencia de ambos IFNs. Sin embargo, la linea HelLa exhibié incremento de la
respuesta antiviral en presencia de ambos subtipos de IFNs. Asimismo, en el caso
particular de la linea WISH en presencia de rhIFN-a2a, demostré disminucion de la
actividad antiviral de la citoquina en estudio. Otro ejemplo para citar es el analisis del
compuesto PHD101, el cual demostré un incremento de la actividad antiviral de ambos
IFNs al ser evaluado sobre la linea HeLa, mientras que exhibi6 el efecto opuesto sobre
las lineas HEp2 y WISH en presencia de ambos IFNs. Sin embargo, ningun efecto sobre
la linea A549 fue observado en presencia de tal compuesto. Finalmente, se analiz6 el
compuesto Fll, el cual demostré solo efecto inhibidor de la actividad antiviral sobre la
linea WISH, destacandose que ese efecto resulté dependiente del subtipo de IFN
analizado.

En general puede concluirse que los efectos desarrollados por los compuestos de
esta biblioteca varian en funcién de linea celular y la variante de IFN empleado, por lo

que deben ser estudiados junto a otros parametros para confirmar su real accionar.
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Tabla XXIX: Efecto de los compuestos sintéticos derivados de la biblioteca
QuiMed-FCien sobre la actividad de los IFNs-l evaluada mediante ensayo

AVA.

F13 0,58 () o) 077() 1,207 0,01(d) 0,12@)
PHD81 0,14 (<) 0,78 () 040 () 037({)
PHD100 0,64 () 1 (SES) 0,14 () 024()
PHD101 1,43 (1) 0531) 0,86 ) 1,13(T) 027 () 054 ()

FVII 073(¥) 1,45(7) 0,87 () 022(1) 097({) 011 ()
PHD111 1,59 (1) 1,71 (M) 0,39 ({)
PHD121 1,11 (1)

PHD122 0() 0,74 () 023(¢) o) 0) 0)
CH14BEN 0,86 (1) 0,05() 0,26 () 0,14 ()
FV4Br 0,83 (¥) 0,56 (¥) 0,70 ()
FV17 1,23(T) 080() 0,84 () 1 (SES) 0,59 (¥)

CH4Br 1,09 (1) 0,84 (1)
FV18 0,55 (¥) 1,09 (1)
FV10 1,17 (M 1,93 (M 0,38 ({)
Fll 0,87({) 0,03 ({)
DU1 0,49()

N*: Cociente entre el AVA en presencia de un dado compuesto e IFN y el AVA sélo en
presencia de IFN.

(), (1), (SES) representan la disminucién, incremento o ausencia de efecto significativo de la
respuesta de IFN, todos en presencia de compuesto.

7.5.7. Analisis del efecto de los compuestos sobre la actividad antiproliferativa
(AA) de los IFNs-I

Los IFNs-lI se caracterizan, ademas, por exhibir actividad antiproliferativa. Los
estudios de Kataoka en 1982, concluyeron que la actividad antiproliferativa de los
IFNs-a y -B varia marcadamente dependiendo del tipo celular humano, siendo mas
sensible la respuesta por parte de las células Daudi. Por lo recientemente expuesto, la
actividad antiproliferativa de los IFNs es determinada mediante un bioensayo que mide
la accidon antiproliferativa de los mismos sobre las células Daudi. De esta manera, las
células son expuestas a diferentes potencias de IFN e incubadas por un periodo de
tiempo, generalmente 96 h, para luego determinar el grado de inhibicién de su
proliferacién. Para cuantificar la inhibicién del crecimiento celular se evalua la presencia
de enzimas deshidrogenasas, indicadoras de células metabdlicamente activas, que

mediante el par redox constituido por los reactivos MTS/PMS catalizan la biorreduccion
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del primero en un cromoégeno soluble (azul de formazan) que absorbe a una A=490 nm.
La cantidad de producto generado es directamente proporcional al nimero de células
metabdlicamente activas, equivalente a células viables en el cultivo. De la misma
manera que se estudid el efecto de los compuestos sobre la actividad antiviral de los
IFNs, se evalu6 también el efecto de los compuestos sobre la actividad antiproliferativa
de los IFNs-I. Este analisis se realizdé siguiendo las indicaciones establecidas en la
seccion 16.4.1.7. de Materiales y Métodos.

Para estudiar los compuestos provenientes de las bibliotecas HZI Nat y HZI Sint se
utilizé la linea reportera WISH-Mx2/EGFP en presencia de los rhIFN-B1a o rhIFN-02a;
mientras que para los compuestos seleccionados a partir de la biblioteca de compuestos
QuiMed-FCien, el ensayo se realizé con todas las lineas reporteras en presencia de
cada IFN segun la condicién correspondiente a cada compuesto.

Previamente se optimizé el ensayo evaluando el rango de potencias de cada IFN
necesaria para obtener las correspondientes curvas de dosis-respuesta. Asimismo, se
optimizé la densidad celular necesaria para llevar a cabo el ensayo y el tiempo
adecuado de incubacién con los reactivos para el revelado de la actividad de las
enzimas deshidrogenasas (Tabla XXX). En todos los casos, se obtuvieron curvas
dosis-respuesta con mayores pendientes al revelar el ensayo luego de 3 h de

incubacion con los reactivos correspondientes.

Tabla XXX: Optimizacion del ensayo de actividad antiproliferativa para los IFNs-I
empleando las lineas reporteras Mx2/EGFP.

HelLa-Mx2/EGFP 1,25%10" 1,25%x10*  3,9x10'-1,2x10°  3,9x10'-1,2x10°
WISH-Mx2/EGFP 1,25%10" 1,25x10*  0,9x10'-3,0x10°  9,4x10'-3,0x10°
A549-Mx2/EGFP 5x10" 5x10* 1,6x10%5,0x10°  1,6x10%5,0x10°
HEp2-Mx2/EGFP 1,25%10* 2,5%x10" 1,6x10%-5,0x10°  1,6x10°-5,0x10°

Teniendo en cuenta las densidades celulares y potencias senaladas en la
Tabla XXX se analiz6 el efecto de los compuestos seleccionados. Los mismos fueron
evaluados empleando su dosis efectiva, pero manteniendo la misma proporcién de
compuesto por célula empleada en los ensayos previos. Se incluyeron controles
celulares de crecimiento para el ensayo, los cuales fueron evaluados por triplicado.

Se determind la AA en presencia de los compuestos e IFN con respecto a la AA
obtenida empleando sélo la citoquina, y se calculé un valor N, el cual representa la
relacion entre la AA de la muestra y la AA del estandar. Este valor N determina el grado
de incremento o disminucion de la AA de IFN, como resultado del tratamiento con cada

compuesto. Asimismo, se indica con una flecha el efecto ejercido por el compuesto
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sobre la AA del IFN. Aquellos casos sefalados con (SES) indican que la respuesta
obtenida fue semejante a la del control, sin observarse diferencias significativas.
Las Tablas XXXI, XXXIl y XXXIII resumen los valores y efectos obtenidos para cada

caso estudiado.

Tabla XXXI: Evaluacion del efecto de los compuestos naturales sobre la AA de los
rhiFNs-l.

VioB 0,64 ({) 0,58 ({)
Tubl 1,38 (1) 1,04 (SES)
GepA 0,99 (SES) 0,90 (V)
Sula 1,00 (SES) 0,94 (SES)
Pella 0,55 ({) 1,00 (SES)

'N: Cociente entre el AA en presencia de un dado compuesto e IFN y el AA sélo en presencia
de IFN.

(), (1), (SES) representan la disminucién, incremento o ausencia de efecto significativo de la
respuesta del IFN, todos en presencia de compuesto.

Los compuestos naturales mostraron efectos variados en cuanto a la actividad
antiproliferativa de los rhIFN-I.

Dado que los IFNs tienen la capacidad para inhibir la proliferacién celular, un
incremento de su actividad se refleja en una disminucion de la proliferacion del cultivo
celular estudiado, y contrariamente, la disminucion de su actividad, se evidencia
mediante una proliferacion celular superior a la obtenida en el cultivo celular tratado
unicamente con el IFN correspondiente. Asi, pudo visualizarse un incremento de la
proliferacion celular sobre aquellas células incubadas con el compuesto VioB en
presencia de ambos IFNs. El compuesto GepA no mostré una disminucion significativa
de la AA de los rhIFN y, ademas, teniendo en cuenta el rango de error propio del ensayo
(10-20%), podria decirse que el mismo no presenta un efecto significativo sobre la AA
de las citoquinas. EI compuesto Pella, exhibié una disminucién de la AA del IFN-B1a.
Sin embargo, no mostré un efecto significativo sobre la AA del IFN-a2a. En el caso
particular del compuesto Sula no se observaron diferencias con respecto a ninguno de
las citoquinas evaluadas. Finalmente, se dilucidé una disminuciéon en la proliferacion
celular de aquellas células incubadas con Tubl e IFN-02a, lo que se traduce en un
aumento de la AA de esta citoquina. Sin embargo, no se observd ningun efecto
diferencial respecto del control, para las células tratadas con el mismo compuesto en
presencia de IFN-B1a.

Casi la totalidad de los compuestos sintéticos de la biblioteca del HZI no

demostraron un efecto contundente sobre la AA de los IFNs estudiados. Solo el
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compuesto P28H3 exhibié una disminucién de la AA de los rhIFN-B1a y rhIFN-02a. Por

su parte, el compuesto P6C11 presenté un efecto inhibidor de la AA del rhIFN-o2a.

Tabla XXXII: Evaluacion del efecto de los compuestos sintéticos del HZI sobre la AA de
los rhiIFNs-Il.

WISH-Mx2/EGFP
Parametro N'

rhIFN-B1a rhIFN-02a
P5D7 1,09 (SES) 1,05 (SES)
P5H10 1,09 (SES) 0,95 (SES)
P6C11 0,96 (SES) 0,85 (1)
P6H1 1,05 (SES) 0,97 (SES)
P28E1 1,09 (SES) 0,90 (SES)
P28E9 1,01 (SES) 0,98 (SES)
P28F7 0,96 (SES) 0,98 (SES)
P28G6 0,98 (SES) 0,91 (SES)
P28H3 0,89 ({) 0,88 ({)
P28H7 1,10 (SES) 1,08 (SES)

'N: Cociente entre el AA en presencia de un dado compuesto e IFN y el AA sélo en presencia
de IFN.

), (1), (SES) representan la disminucién, incremento o ausencia de efecto significativo de la
respuesta del IFN, todos en presencia de compuesto.

Tabla XXXIII: Evaluacion del efecto de los compuestos sintéticos QuiMed-FCien sobre la

AA de los rhiIFNs-I.

rhiIFN-B1a rhiIFN-a2a
Parametro N’
A549 HelLa HEp2 WISH A549 HEp2
L2G9 C6C3 L1G5 L1G3 L2G9 I [e1.)
F13 0,87({) 1,20(1) 1,00 (SES) 0,97 (SES) 1,05 (SES) 1,02 (SES)
PHD81 0,89() 1,05 (SES) 0,98(SES) 1,00 (SES)
PHD100 0,90(4) 1,00 (SES) 1,04 (SES) 0,93 ({)
PHD101 0,93 (4) 0,78({) 1,04 (SES) 1,01 (SES) 0,89({) 1,00 (SES)
Fvii 0,74() 0,86({) 0,95({) 0,75() 0,84({) 0,91()
PHD111 0,83({) 0,93 ({) 1,01 (SES)
PHD121 0,93 ()
PHD122 0,93 () 0,93 () 0,93() 1,00(SES) 0,86() 1,20 (T) 1,03 (SES)
CH14BEN 0,91() 0,85({) 1,03 (SES) 0,61(4)
FVv4Br 0,78({) 0,83(Y) 0,98 (SES)
FV17 0,70(4) 0,77() 1,01 (SES) 0,78(Y) 1,01 (SES)
CH4Br 0,95 (SES) 0,95 (SES)
FV18 0,87({) 0,94 (1)
FV10 0,88(4) 0,88() 1,03 (SES)
Fll 1,02 (SES) 0,97 (SES)
DU1 0,91(4)

N: Cociente entre el AA en presencia de un dado compuesto e IFN y el AA so6lo en presencia de IFN.
(), (1), (SES) representan la disminucién, incremento o ausencia de efecto significativo de
larespuesta del IFN, todos en presencia de compuesto.
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En cuanto al analisis de los compuestos sintéticos provenientes de la biblioteca
QuiMed-FCien nuevamente se obtuvieron resultados muy variables, dependiendo de la
linea celular empleada y el IFN-I analizado. Casi la totalidad de los compuestos
evaluados con la linea reportera HelLa-Mx2/EGFP en presencia de rhlFN-B1a,
mostraron un leve incremento de la proliferacion celular, traducido como una
disminucion de la AA de la citoquina en cuestién. Sin embargo, ese efecto fue minimo, e
incluso casi despreciable en algunos casos. Un comportamiento similar se obtuvo para
los compuestos evaluados mediante esta misma linea pero en presencia de rhIFN-a2a.

Por su parte, la mayoria de los compuestos evaluados sobre la linea reportera
WISH-Mx2/EGFP no mostraron una diferencia significativa en la proliferacion celular
respecto de los controles correspondientes; solo alguno de los compuestos reflejé una
disminucion de la AA de los IFNs estudiados, pero nuevamente, ese efecto fue minimo.

En el caso de los compuestos analizados sobre la linea HEp2 reportera, en
presencia del rhlFN-B1a, también se observd un efecto inhibidor de la AA de la
citoquina. Sin embargo, esa disminucion de la actividad del IFN reflejado en un
incremento de la proliferacion celular fue minima. Y para el caso de estudio del
rhIFN-a2a, practicamente no se evidenciaron diferencias significativas.

Finalmente, el compuesto PHD122, el unico evaluado sobre la linea
A549-Mx2/EGFP en presencia de ambos IFNs-I, mostré un incremento en el crecimiento
celular con respecto al control correspondiente, visualizandose una disminucién de la
AA de ambos IFNs.

En general, no se han obtenido grandes variaciones sobre la AA de los rhIFNs-B1a
y rhIFN—a2a, en ninguna de los grupos de compuestos seleccionados a partir de las
distintas bibliotecas de origen natural y sintética.

Por otra parte, cabe destacar que si bien los compuestos seleccionados son todos
inhibidores de la respuesta de ambos IFNs, se ha observado, en algunos casos
particulares, un comportamiento opuesto al visualizado previamente, mediante EGR.
Estas diferencias podrian explicarse postulando aspectos particulares. Por un lado, la
sensibilidad de los sistemas para poder detectar el efecto modulador de cada
compuesto sobre la potencia de las citoquinas evaluadas y, por otro lado, un efecto
diferencial del compuesto sobre cada una de las actividades del IFN; es decir, que el
mismo actue modulando particularmente una u otra via de accion del IFN para
desempeniar su rol antiviral, antiproliferativo o la via que regula la expresion de EGFP en
el EGR.
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7.5.8. Estudio de las fases del ciclo celular de células WISH-Mx2/EGFP y
HeLa-Mx2/EGFP tratadas con los compuestos seleccionados de las

bibliotecas de compuestos naturales y sintéticos

La medida del contenido de ADN en células individuales brinda informacion
acerca de la ploidia de una poblacion celular, siendo esto de singular importancia en
estudios de distribucion en las diferentes fases del ciclo celular. Asi, por ejemplo, para
estudiar el efecto sobre las fases del ciclo celular de una determinada molécula o
farmaco, se puede emplear una linea celular establecida y cuantificar el impacto de ésta
sobre las fases del ciclo.

Por otro lado, la posibilidad que brinda la citometria de flujo de realizar mediciones
en forma cuantitativa y en corto tiempo ha permitido la identificacidon/cuantificacién de la
distribucion de una poblacién celular durante las fases del ciclo celular: G1, S y G2/M
(Fig. 47). Particularmente las fases G2 y M, no pueden ser discriminadas en este tipo de
analisis dado que presentan el mismo contenido de ADN. Una consideracion importante
al momento de realizar el analisis del porcentaje de células en cada fase del ciclo celular
es que deben excluirse del analisis los agregados y dobletes celulares. Por ejemplo, un
doblete de células que se encuentran en la fase G1 del ciclo, puede ser registrado por el
citdbmetro como una célula con el contenido de ADN semejante al de la fase G2/M (Fig.
47). En la actualidad, la mayoria de los citdbmetros presentan un modulo que permite
discriminar los dobletes basado en el analisis del ancho del pulso de los datos
adquiridos, en este caso el ancho de pulso de la fluorescencia proveniente del IP.

Las células que no se encuentran en divisidon presentan un contenido normal de
ADN y se ubican en la fase G1 (del inglés Gap 1), y es durante la cual sintetizan
proteinas y diversas moléculas necesarias para la etapa posterior de sintesis (fase S).
En esta fase, las células inician la proliferacién, replicando el ADN vy finalmente, en la
fase G2 es durante la cual la célula repara los errores del ADN duplicado para luego, en
la mitosis (fase M), segregar el ADN duplicado en dos células hijas (Rabinovich, 1994).

La forma habitual de representar los datos del analisis de la distribucién en las
fases del ciclo celular es un histograma, donde se visualiza un primer pico angosto y
pronunciado correspondiente a la fase G1. Esta es la mas predominante ya que
representa a las células que no estan en division. La fase G2 puede visualizarse como
un pico mas pequefio con un valor del contenido de ADN equivalente al doble del
obtenido para el pico G1. Entre ambos picos se observa la fase S, donde se produce
netamente la sintesis del ADN (Fig. 47).

Para la mayoria de las lineas celulares se estima que las mismas permanecen

aproximadamente 12 h en la fase G1,6 hen lafase S, 4 h en fase G2y 0,5 h en fase M.
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En el presente trabajo se evalud el efecto de los compuestos seleccionados, ya sea
solos o en presencia de IFN, sobre la distribucién de las fases del ciclo celular en las

células WISH-Mx2/EGFP y HeLa-Mx2/EGFP.

(A) GO/G1 S G2/M

A .‘

N2 de eventos

Aumento enlaintensidad de Fluorescencia

(B)

Arresto
Sintesis: replicacion del ADN

Contenido de ADI

2: células con

cromosomas duplicados

Gap 1: crecimiento celular,
sintesis de proteinasy ARN

Mitosis: separacion
de cromosomas

Fig. 47: Representacion de las fases del ciclo celular. Ejemplo de histogramas con las
diferentes fases, las cuales se correlacionan con un aumento de la intensidad
de fluorescencia debido al contenido de ADN (A) y con los procesos celulares
que ocurren en cada etapa (B).

Los compuestos seleccionados fueron evaluados en presencia y ausencia de
ambos rhlFNs-B1a y rhIFNs—a2a, sobre la linea reportera WISH-Mx2/EGFP para el caso
de las moléculas provenientes de las bibliotecas cedidas por el grupo de trabajo del HZI,
(Alemania), mientras que se utilizaron las lineas WISH-Mx2/EGFP y HelLa-Mx2/EGFP

para las moléculas sintéticas provenientes de la biblioteca de Uruguay. Esta diferencia
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se debe fundamentalmente a que los primeros mostraron un efecto semejante sobre
todas las lineas reporteras ensayadas y en presencia de ambos IFNs-I, mientras que el
segundo grupo evidencio un comportamiento diferente segun el IFN estudiado y la linea
reportera empleada. De esta manera, para esta ultima situacion se seleccioné una linea
celular normal, WISH-Mx2/EGFP, y una linea tumoral, HeLa-Mx2/EGFP.

El ensayo se ejecutd siguiendo el protocolo detallado en la seccion 16.4.1.8. de
Materiales y Métodos. Este estudio se realizé utilizando potencias de rhIFNs constantes:
20 Ul/ml para rhlIFN-B1a y 60 Ul/ml para rhlIFN-a2a. Por su parte, cada uno de los
compuestos fue analizado en la concentracién correspondiente a su dosis efectiva.

Una vez que las muestras fueron preparadas, cada una de ellas fue analizada
mediante citometria de flujo. Previo a la adquisicion de los datos, se realizaron los
ajustes pertinentes del equipo empleando las células sin tratamiento como control. Se
adquirieron un total de 10.000 eventos para cada condicién analizada. Los datos
colectados fueron procesados utilizando el software FlowJo®. Este permite realizar
analisis de datos citométricos, y cuenta con una aplicacion especifica para ciclo celular,
posibilitando la exclusiéon de los dobletes y la aplicacion de modelos matematicos
estadisticos apropiados para asegurar que las muestras se ajusten al modelo elegido de
ciclo celular. Finalmente, se calcula el porcentaje de células que estan presentes en
cada fase del ciclo celular. Para este analisis se aplicé el modelo de Watson
(Pragmatico). De esta manera, se obtiene para cada muestra analizada un perfil
semejante al de la Fig. 48. Los porcentajes obtenidos para cada fase del ciclo celular,
segun la condicion estudiada, se compararon con los valores controles, mediante la
aplicacion de tratamiento estadistico utilizando el programa GraphPad Prism 6 Demo.
Se utilizd6 un test ANOVA comparando cada una de las muestras entre si y con los
controles del ensayo para evaluar la existencia de diferencia significativa entre cada
caso estudiado. Se aplicé el test de Bonferroni, que es un procedimiento de
comparacion multiple y aplicaciéon de test estadistico en un solo paso. Este se emplea
conjuntamente con un ANOVA, para determinar si existe diferencia significativa entre las
medias comparadas (Lowry, 2008). La diferencia significativa fue delimitada utilizando
un p< 0,05.

En las Tablas XXXIV y XXXV se resumen los resultados obtenidos luego del
tratamiento de las células con IFN y los compuestos seleccionados de las bibliotecas de

Alemania y Uruguay.
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Ejemplo de analisis de las fases del ciclo celular evaluado mediante citometria
de flujo y posterior procesamiento con el software Flowjo®.

RMS: root mean square error. este parametro es una medida de la distancia entre el
modelo y los datos, por lo tanto, cuanto mas chico es, mejor el ajuste de los datos al
modelo. Freq. G1, G2: indica la frecuencia de aparicién de una dada poblacién en la
muestra (%). Mean: indica la intensidad de fluorescencia media de la poblacién
estudiada. Notese que G2 mean corresponde al doble de G1 mean, lo que indica el
doble de contenido de ADN. SV: indica la desviacién estandar de la poblacion

estudiada.

Tabla XXXIV: Efecto de los compuestos de las bibliotecas HZI Nat y HZI Sint sobre las
fases del ciclo celular de células WISH-Mx2/EGFP

VioB
Tubl*
GepA
SulLa
Pella
P5D7
P5H10
P6C11*
P6H1
P28E1
P28E9
P28H3
P28H7*

P28F7*
P28G6

1G1181TG2

IG1TSTMG2T1Sub G1

1G17T8TG2
TG1I8lG2
TG11SIG2
SES
1SiG2
1G2TSubG1
SES
SES
SES
s
s

1STTSubG1
TG1ls

1G17sTG2 1G11sTG2
1G178TG2TSub G1 1G1781TG211Sub G1
1G17sTG2 1G11sTG2
TG1ISIG2 TG1ISIG2
TG1ISIG2 TG1ISIG2
SES SES
1slG2 1slG2
1S{1G2TTTSubGH1 1G1{SI{ G211 1TSubG1
SES SES
SES SES
SES SES
1S 1S
WLSIG2T11SubG1 1S
1STSubG1 {STT1TSubG1
TG11S TG1IS

G1, S, G2, Sub G1: representan cada una de las fases del ciclo celular.

(), (1), (SES) representan la disminucién, incremento o ausencia de efecto significativo de la
respuesta de IFN en presencia de compuesto sobre las fase del ciclo celular comparado con la
situacion control (sélo IFN).
T, M, L WL W Un incremento en el nimero de flechas indica un aumento o
disminucion en la intensidad de la respuesta obtenida.

*: Efecto diferencial entre el compuesto per se y el compuesto en presencia de los hIFNs-I.
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Fig. 49: Efecto de los compuestos de las bibliotecas HZI Nat y HZI Sint sobre las fases
del ciclo celular analizado en células WISH-Mx2/EGFP.

A: Graficos correspondientes a las frecuencias (%) de cada una de las fases del
ciclo celular (pico sub G1, Fase G1, Fase S, Fase G2/M) en las diferentes
condiciones estudiadas (Control sin tratar, Control IFN-a2a, Control IFN-B1a,
Control compuesto, Compuesto + IFN-a2a, Compuesto + IFN-B1a). Se realizé el
analisis estadistico mediante la aplicacion de test Bonferroni conjuntamente con
ANOVA para determinar la existencia de diferencias significativas entre las
muestras y los controles.

B: Ejemplo de histogramas correspondientes a las fases del ciclo celular estudiado
sobre células WISH-Mx2/EGFP, en presencia del compuesto sintético P6C11
(B1) o el compuesto natural Tubl (B2). Los datos fueron analizados mediante el
software FlowJo, realizando los ajustes correspondientes al modelo de Watson
(Pragmatico).

Luego del analisis realizado, se concluyé que existen compuestos que no
produjeron cambios significativos sobre la distribucién de las fases del ciclo celular de la
linea WISH-Mx2/EGFP comparada con la situacion control, mientras que hay otros
compuestos que si lo hicieron (Tabla XXXIV). Sin embargo, en la mayoria de las
situaciones donde se evidencio diferencias significativas con respecto al control, ello fue
producto de la accion del compuesto por si solo sobre las células, ya que se observaron
diferencias entre las células tratadas con compuesto (tanto control como muestras)
respecto de los controles sin tratar y de IFN, pero no se evidenciaron diferencias
significativas entre el control de compuesto y las muestras compuesto + IFN o/B. No

obstante, para el caso particular del compuesto P6C11 se evidencié un efecto
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combinado del mismo en presencia de los IFNs, produciendo una disminucién del
porcentaje de células en la Fase G2 y un incremento del pico sub G1.

Con respecto a los resultados donde se evidencia {G11TSTG2, esto podria
explicarse de dos formas: puede asociarse a un incremento en la sintesis de ADN y
mitosis, con un incremento en la proliferacién celular; o por el contrario, a un bloqueo de
las células en alguna de las fases del ciclo celular, arrestando las mismas y, como
consecuencia, generando una disminucion de la fase G1 y un incremento de las fases
siguientes Sy G2.

Por otro lado, algunos de los compuestos estudiados mostraron un comportamiento
TG1ISIG2, lo que sugiere un bloqueo de la proliferacién celular acompafiado de un
incremento de la fase G1.

Ademas, en algunos casos se pudo evidenciar la aparicién de la fase o pico
sub G1, siendo esto altamente indicativo de un estado de muerte celular programada o
apoptosis. El proceso de apoptosis es un fenobmeno de muerte celular causado por
procesos fisioldgicos regulados. Se caracteriza por una serie de cambios morfolégicos,
bioquimicos y moleculares en la célula, los cuales pueden ser inducidos por estimulos
internos o externos. Mediante el empleo de la citometria de flujo (CF) se pueden seguir
ciertas caracteristicas de este fendmeno como expresion de proteinas involucradas en
la apoptosis, activacion de caspasas, cambios en el potencial de membrana
mitocondrial, en la membrana plasmatica, disminucion del tamafo celular, cambios en la
cromatina y degradacién del ADN (el cual se pone de manifiesto por la aparicion del
pico sub G1).

De esta manera, la CF contribuye a la identificacién y cuantificacién del pool de
células en apoptosis. En la actualidad existen programas informaticos capaces de
analizar las fases del ciclo celular incluida la poblacién sub G1, la cual se evidencia
como un pico previo al pico correspondiente a la fase G1. Particularmente, los
compuestos que demostraron este efecto fueron P6C11 y Tubl fundamentalmente, y en
menor medida P28F7 y P28H7. Por tal motivo, se decidié complementar los analisis de
ciclo celular con estudios de microscopia de fluorescencia de aquellas células tratadas,
logrando asi informacion adicional con respecto a la morfologia e integridad celular,
formacién de blebbing o fragmentacion nuclear (ver punto 7.5.9).

Como se explico previamente, los compuestos pertenecientes a la biblioteca
QuiMed-FCien mostraron respuestas variables dependientes de la linea celular y del
rhIFN utilizado en los monitoreos de EGR. Es por este motivo que en un comienzo se
seleccionaron 18 de estos compuestos respondedores para su caracterizacion,
estudiando su toxicidad y dosis efectiva: FvV17, PHD111, F11, PHD100, PHD101, AM1,
CH4Br, FV10, DU1, CDUB, PHD122, CH14BEN, FV4Br, FVII, F13, FV18, PHD81 y



F13
PHD81*
PHD101

FVII*
PHD111*
FV4Br*
FV17*
CH4Br*
Fv18*
FV10*

RESULTADOS Y DISCUSION [EEEN

PHD121. A continuacion y con el objetivo de seguir analizando aquellos compuestos
que presentaran respuestas mas importantes, se determind el porcentaje de inhibicion
que cada uno ejercia sobre la actividad de los rhlFNs (Seccion 7.5.1., Tabla XXV de
Resultados y Discusion) y se decidié proseguir con la caracterizacion de los compuestos
que mostraron una disminucién de la actividad de los IFNs superior al 30%. De esta
manera, se dejé de lado el analisis de AM1 y CDUB. Finalmente, para evaluar el efecto
de estas moléculas sobre las fases del ciclo celular se escogieron las lineas
WISH-MX2/EGFP como modelo celular normal y la linea celular HeLa-Mx2/EGFP como
modelo celular tumoral. Por consiguiente, para este analisis s6lo se tuvieron en cuenta
los compuestos que evidenciaron una repuesta moduladora negativa de la actividad de
los rhlFNs-I superior al 30% sobre estas lineas celulares: F13, PHD81, PHD101, FVII,
PHD111, FV4Br, FV17, CH4Br, FV18 y FV10.

G1, S, G2, Sub G1: representan cada una de las fases del ciclo celular.
(), (1), (SES) representan la disminucion, incremento o ausencia de efecto significativo de la
respuesta de IFN en presencia de compuesto sobre las fase del ciclo celular comparado con la
situacion control (sélo IFN).
o, M 4L W, L Un incremento en el numero de flechas indica un aumento o
disminucion en la intensidad de la respuesta obtenida.

*: Efecto diferencial entre el compuesto per se y el compuesto en presencia de los hIFNs-I.

Tabla XXXV: Efecto de los compuestos sintéticos derivados de la biblioteca
QuiMed-FCien (Uruguay) sobre las fases del ciclo celular de las células
WISH-Mx2/EGFP y HeLa-Mx2/EGFP.
Ausencia Ausencia
de rhIFN rhiIFN-B1a rhiIFN-a2a de rhIFN rhiFN-B1a
TSub G1 TSub G1 TSub G1 TG1iS TG1S
HWG2 1G2 G2 IG1TsTG2 IG1TSTG2
SES SES SES SES SES
IsilG2Tsub G1  1G1IISTSubG1 LG11STTTSubG1 TG1slG2 TG1lslG2
1G17TSub G1 1G1{STSub G1 1G1Sub G1 1s™MG2 18TG2
$SlG2TSub G1 JG1LISTSubG1  LIG1ISIG2MTSub G1 SES SES
1G17Sub G1 1G11STSub G1 1G1{STSub G1 SES SES
SES SES SES - TG1ISIG2
1G11TSub G1 WG1IST1Sub G1 WG1LST1Sub G1 G2 -
1G1TSub G1 J1G1{STSub G1 LG1{STTSub G1 SES SES

rhIFN-a2a

TG14S
IG118TG2
SES
TG1lSiG2
ISTG2
SES
SES
TG1islG2
G2
SES



RESULTADOS Y DISCUSION I[N

Sub G1 G1 S G2/M

Ayl

&

2

‘éo?eb@e:»y \¢Q°°\°°ép

& S @«*‘9 noéa"i & “@«“ @«‘"? & &
N & & o\ N N & & A N N
S L& ¢ &0 EE

6

80 404 15

60




RESULTADOS Y DISCUSION 1IN

Sub G1 S G2/M

\x‘s @y ¢ @‘5‘ @‘y

\\Q @y @6‘ q\‘
Gogtf cpf(é e“e @

°°"<v'> &

2 v




RESULTADOS Y DISCUSION 17N

A2
Sub G1 G1 S G2/M
< B
T
s‘*"e \‘\Q f@? \é@ 4‘*" \ \‘y i‘? " & ‘5' &é ey@@ e}#‘o‘\y*“i@f—ﬁi
o"_ c,v&o & &"P d‘“\ \95 @5 oq? qp.b o&ad, \oo é‘o @ @ ‘P@’a 00* Q&é q@%

Yo

lll[l] g

“° «“‘y t“Q & 4*%
&

(15” 3 ) o o Q"
on@? Pl @50 % q@‘d\ o &0.3' dé) qb\
80 601
40 T 404
B R
n 204
0 p 0
& >
“@ \Q‘s @ ey \Q& & \\ “.5\ Q’ A
& @ (,,o LA S
o v & @ & *&\
[ e o

] NI
& ‘8 Ly e ,ﬁ» Y
éoﬁ \é‘ \«‘\ {@f l‘g{y \o@ \Q*&o Q‘Q e@ Q\‘Q \qy é‘$ ‘6&’ & Q‘?‘ q*y
FLESEE Sy ‘ ey
goee c’e& I°d @‘ GA ‘f\ o & eg‘} CP &5‘} ‘9




RESULTADOS Y DISCUSION

Sub G1 G1 S G2/M




RESULTADOS Y DISCUSION 1N

Control s Control Control - Control FV4Br + FVA4Br +
sin tratar rhiIFN-a2a rhIFN-B1a FV4Br rh1FN-o02a| 1 rhIFN-B1a
. 400/ 4 200 ]
200 100 A
N 1 b M ] e
A Do SNy "N Ll A
T T T T T T T T T T T T T T
ZUIKFLZAIE:.U‘IKP EU‘K FL32 Aea- IF k0 K 2 el sk K 2 matlp k0 e 2 mveatle ok 0 BT oo
1200 1200 1500
Control 1207 Control Control | Control FVA4Br + FV4Br + -
sin tratar rhIFN-o2a _ | rhIFN-B1a FV4Br rhIFN-o2a rhIFN-B1a
* 500 . i 1000 | od
4 500
300) L\ 300 300) 300 1 J 300
| J L - -

20 60K 0 20K GOK O 20K 40K

K 40k 40K 6K 0 20K 40K 60K 0 20K 40K
FLZAreaz IP FL2Ara: P FL 2 Area P

FL2Area: 1P FL2AeazIP

Efecto de los compuestos sintéticos derivados de la biblioteca QuiMed-FCien
(Uruguay) sobre las fases del ciclo celular analizado en células
WISH-Mx2/EGFP (A1) y HeLa-Mx2/EGFP (A2).

A: Graficos correspondientes a las frecuencias (%) de cada una de las fases del
ciclo celular (pico sub G1, Fase G1, Fase S, Fase G2/M) en las diferentes
condiciones estudiadas (Control sin tratar, Control IFN-a2a, Control IFN-B1a,
Control compuesto, Compuesto + IFN-a2a, Compuesto + IFN-B1a). Se realizd
analisis estadistico mediante la aplicacion del test Bonferroni conjuntamente con
ANOVA para determinar la existencia de diferencias significativas entre las
muestras y los controles.

B: Ejemplo de histogramas correspondientes a las fases del ciclo celular estudiado
sobre células HeLa-Mx2/EGFP (B1) y WISH-Mx2/EGFP (B2) en presencia del
compuesto sintético FV4Br. Los datos fueron analizados mediante el software
FlowJo, realizando los ajustes correspondientes al modelo de Watson
(Pragmatico).

Fig. 50:

El andlisis del efecto de los compuestos sintéticos provenientes de la biblioteca
QuiMed-FCien sobre el
HelLa-Mx2/EGFP y WISH-Mx2/EGFP debido al comportamiento variado que los mismos

presentaron en el EGR. Un ejemplo de ello se muestra en la comparacion de los

ciclo celular se realiz6 sobre diferentes lineas celulares

histogramas correspondientes a las fases del ciclo celular de células HeLa-Mx2/EGFP y
WISH-Mx2/EGFP tratadas con el compuesto FV4Br (Fig. 50 B1 y B2).

La mayoria de estos compuestos no mostraron diferencias significativas con
respecto a los correspondientes controles evaluados sobre células WISH-Mx2/EGFP.
Por otra parte, para aquellos compuestos que afectaron la distribucién de las fases del
ciclo celular se comprobd que fue fundamentalmente debido a un efecto propio del
compuesto sobre las células y no debido a su capacidad moduladora de la actividad de
los IFNs-I.

compuesto PHD81 produjo un incremento de la proporcion de células que se

Sin embargo, se pueden destacar algunas excepciones, a saber: i) el

encuentran en Fase S en presencia ambos IFNs-I; ii) el compuesto PHD111 (cuando

esta solo) produce un aumento del porcentaje de células que se encuentran en Fase G2
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y este efecto del compuesto es contrarrestado al tratar las células conjuntamente con
los IFNs-I; iii) una situacién similar al compuesto PHD111 se observé para los
compuestos F13 y FV10.

Estos mismos compuestos evaluados sobre células HeLa-Mx2/EGFP mostraron
efectos diferentes. Puntualmente pudo observarse que todos los compuestos FV o F
mostraron una Fase sub G1. Estos compuestos son flavonas, y fueron originalmente
disefladas para presentar propiedades antitumorales, lo cual explica los resultados
obtenidos con estos compuestos donde se evidencia un incremento de la poblaciéon de
células apoptoticas (pico sub G1) sobre las células de origen tumoral (HeLa) y no asi
sobre células de linaje normal (WISH).

Nuevamente, en la mayoria de los casos, las diferencias observadas se debieron
fundamentalmente a los efectos que ejercieron los compuestos por si solos. No
obstante, para el compuesto FV4Br se evidencié una disminucion de la fraccion de las
células en Fase G1, con un aumento de la apoptosis evaluado a través del incremento
de la Fase sub G1, cuando se estudié en presencia de los hlIFNs-I. Este mismo
comportamiento se registré para el compuesto FVII.

Por su parte, los compuestos CH4Br y PHD101 no mostraron diferencias
significativas en ninguna de las fases del ciclo celular estudiado sobre células
HelLa-Mx2/EGFP.

En la Tabla XXXV y la Fig. 50 se representan los efectos de cada compuesto

sobre ambas lineas celulares estudiadas en presencia de los hIFNs-I.

7.5.9. Evaluacion de la apoptosis inducida por los compuestos mediante

microscopia de fluorescencia

Durante el andlisis de las diferentes fases del ciclo celular mediante CF, la
presencia de un pico sub G1 indica células o fracciones celulares con un contenido
menor de ADN que las células normales. Este pico con menor intensidad de
fluorescencia sugiere que ha ocurrido fragmentacion del ADN como consecuencia de un
proceso de apoptosis celular, por lo que durante el proceso de fijacion/permeabilizacién
esos fragmentos de ADN pequefios se van eliminando por lavados y las células
finalmente intercalan menor cantidad de ioduro de propidio (IP) en sus moléculas de
ADN y se manifiesta por la aparicién de esta fraccion. Por lo tanto, la aparicion del pico
sub G1 en células tratadas con un determinado compuesto sugiere que puede deberse
a un inductor de apoptosis. Con el propésito de corroborar el fendmeno de apoptosis
medido a través de otra metodologia, diferente al analisis de ciclo celular, se evalud la

integridad celular mediante microscopia de fluorescencia luego del tratamiento con los
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compuestos seleccionados. Solamente fueron objeto de estudio aquellos compuestos
que manifestaron un incremento en el pico sub G1 evaluado por CF (segun lo reportado
en el punto 7.5.8). Los mismos se describen a continuacion: Compuestos derivados de
la biblioteca HZI Nat: Tubl; compuestos pertenecientes a la biblioteca HZ| Sint: P6C11 y
P28H7; compuestos de la biblioteca QuiMed-FCien: PHD111, F13, FV10, FV17, FV18,
FV4Br y FVII. Para los compuestos de las bibliotecas HZI Nat y HZI Sint se emplearon
células WISH-Mx2/EGFP, mientras que para los compuestos sintéticos derivados de la
biblioteca de QuiMed-FCien se utilizaron sélo las células HeLa-Mx2/EGFP, que fue
sobre las cuales se manifestd un pico sub G1 evaluado por CF.

Fluorescencia (F) Campo claro (CC) Superposicion de Fy CC

Nucleos normales

Nucleos nomales

Células muertas Células muertas

y ¥ /&

[

Células muertas

Células muertas

Célulasmuertas

Fig. 51: Anadlisis de la apoptosis inducida por el compuesto Tubl en células
WISH Mx2/EGFP evaluada por microscopia de fluorescencia.
A: Células sin tratamiento; B: Células + Tubl; C: Células + Tubl + rhiIFN-a2a; D:
Células + Tubl + rhIFN-B1a.
El estudio se realiz6 empleando la linea reportera WISH-Mx2/EGFP, la cual fue
incubada con Tubl en la concentraciéon correspondiente a su dosis efectiva, en
presencia o ausencia de rhIFN-B1a 10 Ul/ml o rhIFN-a2a 60 Ul/ml. Luego de los
tratamientos las células fueron fijadas, permeabilizadas, marcadas con IP y
montadas en portaobjetos. La adquisicion de las imagenes se realizé6 empleando un
microscopio de epifluorescencia Olympus IX81, objetivo 60x, acoplado a una CCD
camara Hamamatsu.
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De los compuestos naturales, el unico que indujo un aumento de sub G1 fue el Tubl
y debido a una limitante en la cantidad disponible de este compuesto en particular, para
el ensayo de microscopia se emplearon las mismas células utilizadas durante el analisis
del ciclo celular. Para ello, las células fijadas, marcadas con IP, y que no fueron
utilizadas durante la CF, fueron lavadas y resupendidas en 20 uyl de PBS. Dicha
suspension celular se sembré sobre un portaobjetos, la muestra fue montada con una
gota de glicerol y finalmente se analiz6 por microscopia de fluorescencia, empleando un
aumento de 60 X (Fig. 51).

Si bien no se observan nucleos fragmentados, si se ponen de manifiesto
alteraciones en la morfologia celular, con presencia de contornos irregulares, y nucleos
difusos, indicativo de células muertas o en estado apoptético. En cambio, en el caso de
células normales se observan células bien redondeadas con nucleos bien delimitados,
lo que se visualiza claramente en la superposicion de imagenes correspondientes al
campo claro con las de fluorescencia (panel de la derecha). Estos resultados sugieren
que Tubl puede ser un inductor de apoptosis, o al menos desencadenar mecanismos
que conduzcan a la muerte celular.

Para el estudio de la induccién de apoptosis por parte de los compuestos sintéticos
P6C11 y P28H7 en células WISH-Mx2/EGFP se siguid el protocolo descripto en la
seccion 16.4.1.9. de Materiales y Métodos. El analisis de las muestras se efectud
empleando objetivos con aumentos diferentes; 60 X y 20X, con el propésito de capturar
imagenes para examinar detalladamente cada nucleo celular; o para realizar un analisis
global de la muestra (inclusion de mayor numero de nucleos en el analisis),
respectivamente.

Del andlisis de las imagenes obtenidas para ambos compuestos, pudo observarse
la presencia de signos de apoptosis tales como fragmentacién nuclear, formacion de
blebbings o cuerpos apoptdticos, asi como cambios evidentes en la morfologia celular.
Asimismo, las alteraciones de la integridad celular fueron mas drasticas en aquellas
células tratadas con los compuestos en presencia de los hIFNs-I, en comparaciéon con
las células tratadas unicamente con el compuesto. De la integracion de estos resultados
se concluye que tanto el P6C11 como el P28H7 fueron capaces de inducir la apoptosis
celular, la cual se vio incrementada cuando cada compuesto es combinado con los
hIFNs-I. Para el caso particular de P28H7 se observé que este efecto fue mas intenso
cuando las células fueron tratadas en forma combinada con el rhIFN-B1a (Fig. 52). No
obstante, las células controles, donde sélo se incub6 a las mismas con medio de cultivo

o con los respectivos IFNs, no evidenciaron signos de apoptosis.
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Finalmente, se analizo el efecto de los compuestos sintéticos provenientes de la
biblioteca de compuestos QuiMed- FCien (Uruguay),, siguiendo el mismo protocolo de
ensayo con la unica diferencia que se emplearon las células HelLa-Mx2/EGFP. En
aquellos casos donde se observo por CF que el efecto era debido solo al compuesto, el
analisis por microscopia se realizé sélo con el compuesto, mientras que en aquellos
casos donde se evidencio un efecto potenciado del compuesto y los hIFNs-I, el estudio

se llevd a cabo incluyendo todas las condiciones de acuerdo con el siguiente detalle:

e PHD111: compuesto
o F13: compuesto
o FV10: compuesto
o FV1T: compuesto
e FV18: compuesto
compuesto + rhIFN-a2a
compuesto + rhIFN-B1a
e FV4Br: compuesto
compuesto + rhIFN-a2a
compuesto + rhIFN-B1a
o FVII compuesto
compuesto + rhIFN-a2a
compuesto + rhIFN-B1a

P6C11 + rhIFNa2a P6C11 + rhIFNB1la

Nucleos
frag mentidos

Nucleos nomaleg
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P28H7 P28H7 + rhIFN-a2a P28H7 + rhIFN-B1a

Nucleos fragmentados

Nucleos nomales

T~

Fig. 52: Andlisis de la apoptosis inducida por los compuestos en células
WISH-Mx2/EGFP evaluada por microscopia de fluorescencia.
El estudio se realizd empleando la linea reportera WISH-Mx2/EGFP, la cual fue
incubada con los compuestos en la concentracion correspondiente a su dosis
efectiva, en presencia o ausencia de rhIFN-B1a 10 Ul/ml o rhIFN-a2a 60 Ul/ml.
Luego de los tratamientos las células fueron fijadas, permeabilizadas, marcadas con
IP y montadas en portaobjetos. La adquisicion de las imagenes se realizd
empleando un microscopio de epifluorescencia Olympus IX81, objetivos de 60X
(panel superior) o 20X (panel inferior), acoplado a una CCD camara Hamamatsu.
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FVII FVII + rhiIFN o2a FVII + rhIFN B1a
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Fig. 53: Analisis de la apoptosis inducida por los compuestos sintéticos FV10, FV17,
PHD111, F13, FV18, FV4Br y FVIlI en células HeLa-Mx2/EGFP evaluada por
microscopia de fluorescencia.

El estudio se realiz6 empleando la linea reportera HeLa-Mx2/EGFP, la cual fue
incubada con los diferentes compuestos en la concentracion correspondiente a su
dosis efectiva, en presencia o ausencia rhIFN-B1a 10 Ul/ml o rhIFN-a2a 60 Ul/ml.
Luego de los tratamientos las células fueron fijadas, permeabilizadas, marcadas con
IP y montadas en portaobjetos. La adquisicion de las imagenes se realizd
empleando un microscopio de epifluorescencia Olympus 1X81, objetivo 60x,
acoplado a una CCD camara Hamamatsu.

Los compuestos FV10, FV17, F13 y PHD111 se analizaron solos, en ausencia de los
IFNs, dado que el efecto evidenciado por CF esta dado por el compuesto solo;
mientras que los compuestos FV18, FV4Br y FVII se analizaron en presencia de los
IFNs porque mostraron un efecto diferencial al ser combinado con estos ultimos.

Del analisis realizado puede concluirse que todos los compuestos sintéticos
estudiados presentan un efecto inductor de las apoptosis sobre las células reporteras
derivadas de células Hela. En la Fig. 53 se observa claramente la presencia de nucleos
fragmentados, formacion de blebbings o cuerpos apoptoticos, fragmentacion celular, y
cambios en la morfologia celular, entre otros. De esta forma se corroboraron las
observaciones realizadas por CF durante el analisis de la evaluacién de ciclo celular. El

incremento en la fase sub G1 estuvo directamente correlacionado con un efecto



RESULTADOS Y DISCUSION [FZFN

pro-apoptotico inducido por el compuesto, afectando la viabilidad celular. Es necesario
recordar que todos estos compuestos son flavonas, y como se mencioné previamente,
presentan actividad antitumoral, motivo por el cual resulta coherente que los mismos
afecten la proliferacién de células Hela, que son células tumorales y no asi, células
WISH, que derivan de un linaje celular humano normal.

Por otra parte, es importante destacar que no todos los compuestos actuan de la
misma forma. Algunos de ellos resultaron mas agresivos, tal es el caso de FV4Bry FVII
respecto de los compuestos del mismo grupo FV10 o F13. Particularmente, el
compuesto FV10 es la base estructural de las flavonas y sobre esta base se realizaron
diferentes sustituciones, sintetizando las restantes flavonas antes mencionadas. Es
evidente que de acuerdo con la sustitucién realizada y el grupo quimico agregado, el
accionar de los compuestos se ve modificado, pudiendo potenciar su efecto en algunos
casos.

Finalmente, se puede observar claramente que el efecto que presentd el compuesto

FV18 se incrementod en presencia del rhiIFN-a2a.

7.6. Evaluacion del efecto combinado de compuestos sintéticos provenientes de
la biblioteca QuiMed-FCien sobre la actividad del hiIFN-a2a

Con el propdsito de identificar compuestos o combinaciones de los mismos que
revistan utilidad para el tratamiento de enfermedades que exhiben un incremento
patolégico de IFN como ocurre con el Lupus Eritematoso Sistémico y, a su vez, disponer
de muestras que exhiban diferente grado de modulacion de la respuesta de los IFNs, se
disefiaron mezclas de los compuestos inhibidores derivados de la biblioteca
QuiMed-FCien. De este modo se seleccionaron 5 compuestos que se denominaron
arbitrariamente A, B, C, D y E, refiriéndose a F13, PHD101, FVII, FV4Br y FV10,
respectivamente. Estos compuestos fueron seleccionados de acuerdo a su grado de
inhibicién y que pertenecieran a distintos grupos quimicos de base.

El analisis se llevo a cabo empleando el EGR con las células WISH-Mx2/EGFP en
presencia de rhlFN-a2a. Para elegir las combinaciones de compuestos se utilizd el
software Design Expert version 7.0 (Stat-ease, inc., EEUU). EI programa determiné el
numero de corridas y combinaciones a evaluar teniendo en cuenta el procedimiento de
superficies de respuesta, segun se muestra en la Tabla XlIl de Materiales y Métodos.
De esta forma, se analizaron 16 combinaciones por duplicado, calculando el porcentaje
de proteina reportera obtenida para cada condicion. Dichos resultados fueron

procesados aplicando el tratamiento estadistico provisto por el software GraphPad
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Prism ® 5.01. La existencia de diferencias significativas fue analizada mediante
aplicacion de un test ANOVA seguido por el test de comparaciéon multiple de Dunnett,
debido a que el mismo permite la comparacion de todas las muestras con respecto a un
control (Fig. 54).

Inicialmente, se evalud la potencial toxicidad de todas las mezclas, empleando el
método de tincién con el colorante cristal violeta. Las células fueron incubadas con los
compuestos individuales o las combinaciones correspondientes vy, luego de 24 h, se
procedi6 a la determinacion de la viabilidad celular de manera de evaluar la
citotoxicidad. Cabe mencionar que la concentracion de compuestos empleada por
unidad de célula fue la misma, ya sea estudiando un sélo compuesto o mezclas de
ellos. Al analizar la morfologia celular y la integridad de la monocapa celular mediante
microscopia de las células incubadas con los compuestos o con sus mezclas, no se
evidencio efecto téxico sobre las células WISH-Mx2/EGFP.

Sin embargo, al analizar los datos obtenidos en el ensayo de toxicidad, luego de la
lectura espectrofotométrica y de aplicar el tratamiento estadistico a las muestras
correspondientes, se obtuvo una diferencia significativa con respecto al control de
ensayo para las combinaciones C, E y ABCDE (Fig. 54 A). Las dos primeras mostraron
una absorbancia significativamente superior a la del control del ensayo, lo que no
representa un inconveniente dado que no refleja pérdida de viabilidad celular, sino, por
el contrario, mayor tincion con el colorante. Esto puede atribuirse a un error en el lavado
de esos pozos puntuales y a que, consecuentemente, haya quedado colorante en
exceso, dando una sefial de absorbancia superior a la obtenida para el control.
Finalmente, la combinacion de 5 compuestos, denominada ABCDE revel6 un valor de
absorbancia significativamente menor a la del control, lo cual podria estar indicando un
efecto toxico por parte de los compuestos combinados.

Luego de corroborar la ausencia de toxicidad de la mayoria de los compuestos y
sus combinaciones o bien sélo un efecto leve por parte de la combinacion ABCDE, se
procedio a llevar a cabo el EGR para evaluar el efecto de los compuestos combinados
sobre dicho ensayo.

Para todas las combinaciones se observé un porcentaje EGFP inferior con respecto
al correspondiente tratamiento con uno solo de los compuestos y con relacién al control
de sélo IFN (Tabla XXXVI y Fig. 55), confirmando de esta manera un efecto cooperativo
de las combinaciones para incrementar el efecto modulador inhibitorio sobre la actividad
de los hIFNs-I. Particularmente, la combinacion de los 5 compuestos seleccionados fue
la que mostré la maxima inhibicién de la respuesta del hIFN evaluado. No obstante, las
combinaciones de compuesto ABC y ACD mostraron un elevado grado de inhibicién de
la actividad del rhIFN-o2a.
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Fig. 54: Evaluacion de la toxicidad de las combinaciones de compuestos sintéticos
mediante EGR empleando la linea celular WISH-Mx2/EGFP en presencia del
rhlIFN-o2a.

******. indican el grado de significacion estadistica con relacion al control del

ensayo correspondientes a p<0,1; p<0,01 y p<0,001, respectivamente.

Control: células sin tratamiento; ABE, ACD, C, ABC, ACE, ADE, ABCDE, BDE, D, B,

BCE, ABD, E, CDE, A, BCD: tratamiento con compuestos o combinaciones de los

mismos. Compuestos: F13 (A); PHD101 (B); FVII (C); FV4Br (D); FV10 (E).

A) Las células fueron incubadas con las mezclas de compuestos y luego de 24 h se
determind la integridad de la monocapa celular mediante tincion con cristal
violeta y posterior lectura espectrofotométrica del colorante incorporado.

B) Imagen de la microscopia correspondiente a la monocapa de células incubadas
con la combinaciéon de compuestos ABCDE.
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Fig. 55: Efecto combinado de compuestos inhibidores de la actividad de los hIFNs-I
evaluado mediante EGR empleando la linea WISH-Mx2/EGFP.
En el eje de ordenadas se grafico el % EGFP en funcion de los diferentes
compuestos y sus combinaciones. Control +: células tratadas sélo con IFN; Control-:
células sin tratamiento; ABE, ACD, C, ABC, ACE, ADE, ABCDE, BDE, D, B, BCE,
ABD, E, CDE, A, BCD: tratamiento con compuestos o combinaciones de los mismos.
Compuestos: F13 (A); PHD101 (B); FVII (C); FV4Br (D); FV10 (E).
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Tabla XXXVI: Efecto combinado de compuestos inhibidores de la actividad de los
hlIFNs-l evaluado mediante EGR empleando la linea WISH-Mx2/EGFP.

Control IFN 445
Control negativo 2,5
ABCDE 1,3
ABC 3,0
ACD 3,1
BDE 6,0
ACE 6,0
ABD 6,8
ABE 6,8
ADE 7,9
CDE 8,3
BCE 10,2
BCD 14,7

C 15,9

A 22,0

D 24,2

B 27,8

E 30,7

"ABCDE, ABC, ACD, BDE, ACE, ABD, ABE, ADE, CDE, BCE, BCD, C, A, D, B, E: cada una de las
condiciones evaluadas.

7.6.1. Comparacion de los ensayos EGR, AVA y AA para evaluar la accion

moduladora de las combinaciones de compuestos sobre la actividad del

rhIFN-o2a

Para llevar a cabo la comparacion de las tres metodologias: EGR, AVA y AA se
eligieron 3 combinaciones de compuestos (ABCDE, BCD y BDE) y un sélo compuesto
(B) para evaluar su accioén (Fig. 56 A). Para todos los ensayos se utilizo la linea celular
reportera WISH-Mx2/EGFP.

Estas combinaciones fueron elegidas de acuerdo con la capacidad de los
compuestos para demostrar diferentes grados de inhibicién de la accion del rhIFN-a2a.
De esta forma, se trabajé con una mezcla que proporcione la maxima inhibicion de la
actividad del IFN (ABCDE y BDE), otra que aporte un incremento en la respuesta
moduladora, sin ser maxima (BCD) y uno de los compuestos por si solo para poder

realizar las comparaciones adecuadas. Luego de cada uno de los ensayos realizados se
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aplicé el tratamiento estadistico adecuado de manera de realizar la evaluacion
estadistica correspondiente.

Los resultados obtenidos para cada combinacién mediante el ensayo EGR y AVA
fueron consistentes, demostrando que existe una cooperacion entre los compuestos
para disminuir la respuesta del rhIFN-02a, siendo la respuesta mas intensa para la
mezcla de los 5 compuestos. Esto pudo observarse como una disminuciéon en el
% EGFP maximo alcanzado para el caso del EGR y en la menor absorbancia para el
ensayo AVA producto de una mayor lisis celular como consecuencia de una menor
proteccion inducida en las células por los IFNs frente a la infeccién viral. Sin embargo, al
evaluar el comportamiento de estas combinaciones mediante el ensayo de AA, el
resultado obtenido no fue el esperado. Conforme aumenta el efecto inhibidor de los
compuestos sobre la actividad de los IFNs (AA), deberia aumentar la sefal obtenida
como resultado de una proliferacion celular mayor. Sin embargo, se observd un
comportamiento atipico, donde disminuyé significativamente la proliferacién celular
respecto del control de IFN para la combinacion ABCDE. Para el resto de las mezclas la
proliferacion celular fue significativamente mayor que la obtenida para el control de IFN.
No obstante, el incremento en la proliferacion no fue consistente con la disminucién en
la AVAy EGR (Fig. 56 A).
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Fig. 56: Caracterizacion de la combinacion de compuestos sintéticos de la biblioteca

QuiMed-FCien. Combinaciones: ABCDE: F13+PHD101+FVII+FV4Br+FV10 -

BCD: PHD101+FVII+FV4Br — BCE: PHD101+FVII+FV10 — B: PHD101

A-  Evaluacion del efecto de las combinaciones seleccionadas mediante EGR, AVA
y AA.

B1- Evaluacioén de la AA.

B2- AA de los compuestos en ausencia del IFN en estudio.

B3- Evaluacién de la AA cambiando el medio previo al agregado del reactivo
colorimétrico empleado para el revelado del ensayo.

El comportamiento visualizado para las combinaciones de compuestos evaluadas
mediante ensayos de actividad antiproliferativa fue incoherente. Por este motivo se
postuld la hipotesis de que ciertas combinaciones de compuestos pudieran actuar
directamente sobre el reactivo PMS/MTS empleado para revelar el ensayo de AA,
desarrollando resultados inespecificos. Es por ello que se repitid el ensayo AA, pero
previo al agregado del reactivo de revelado se realizé el cambio de medio de cada pozo,
de manera de eliminar el compuesto remanente, y en su lugar se agregé medio de
cultivo fresco. Sin embargo, el patrén de respuestas fue semejante al obtenido
previamente (Fig. 56 B1 y 56 B3). No obstante, al realizar la comparacién del efecto
obtenido mediante cada uno de los ensayos previos, empleando el correspondiente
tratamiento estadistico es evidente una diferencia significativamente inferior para las
mezclas ABCDE, BCD y BCE, respecto del control positivo; es decir, se observa un
menor incremento de la proliferaciéon celular, comparado con los resultados obtenidos
en el ensayo AA original. Esto sugiere que puede existir al menos un minimo de
interaccion entre las mezclas de compuestos seleccionadas y el reactivo de revelado.

Por otro lado, se estudio el efecto de las mezclas en ausencia de IFN para evaluarsi

el efecto que se esta percibiendo es producto o no de las propias mezclas de
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compuestos. Como resultado, no se obtuvieron diferencias significativas con respecto al
control de IFN para las mezclas BCE y el compuesto B, mientras que si se observé una
diferencia significativa para las combinaciones ABCDE y BCD (Fig. 56 B1 y 56 B2). Esto
implica que existid6 una accion propia de los compuestos, o bien, que particularmente
estas combinaciones afectarian la actividad metabdlica celular para el sistema en
estudio, impidiendo la proliferacion del cultivo. Sin embargo, la combinacion BCD, a
pesar de haber exhibido un efecto negativo sobre la actividad de las deshidrogenasas,
fue capaz de incrementar indirectamente la proliferacién por inhibicion de la actividad
del IFN. Por lo tanto, desde el punto de vista del ensayo de AA, la combinaciéon BCD,
BCE y el compuesto sin combinar B producirian la inhibicién de la actividad
antiproliferativa que exhibe el IFN sobre las células WISH comportandose como el
sistema AVA y el EGR que, a su vez, demostraron una conducta similar para las todas

las combinaciones ensayadas,
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CONCLUSIONES

Los interferones conforman una familia de glicoproteinas especies especificas, que
constituyen la primera barrera de defensa del organismo, desempefiando un rol
fundamental en la defensa del mismo frente a numerosas patologias. Participan de la
respuesta inmune y adaptativa efectiva tanto de forma autdcrina como paracrina,
estimulando mas de 300 genes, cuyos productos inducen o inhiben mecanismos
involucrados en los procesos inflamatorios (Richards y MacDonald, 2011; Lopez y
Hermesh, 2011). Sus principales roles incluyen actividad antiviral, antiproliferativa e
inmunomoduladora.

Debido a las propiedades antes mencionadas, estas moléculas son ampliamente
utilizadas como biofarmacos para el tratamiento de numerosas patologias de naturaleza
viral como la hepatitis B y patologias tumorales de diversos origenes etiolégicos. Es por
ello que, durante mucho tiempo e incluso en la actualidad, han sido blanco de estudio
en la busqueda por comprender su mecanismo de produccion y de accion, la forma en
que interactuan con otras moléculas del sistema inmune y el modo en que regulan la
activacion de otros genes, con el objetivo final de incrementar su potencial
bioterapéutico.

La tecnologia de ADN recombinante ha permitido el clonado de las secuencias de
los IFNs-I para su expresion tanto en bacterias (E. coli) como en levaduras y aun en
células de mamiferos, logrando de esta manera su produccién en forma recombinante.
Sin embargo, las proteinas obtenidas difieren en su estructura quimica y sus
propiedades bioldgicas, por lo cual es necesario realizar estudios clinicos comparativos
que permitan asegurar su eficiencia terapéutica. Asimismo, esta tecnologia permite
obtener grandes cantidades de la proteina en preparaciones casi puras. No obstante,
para poder ser utilizados como bioterapeuticos es fundamental cumplir con los controles
de calidad del producto terminado que garanticen su actividad biolégica y, como
consecuencia, aseguren una correcta relacion dosis de IFN/eficiencia terapéutica
(Billiau, 2006).

Histéricamente, la actividad de los IFNs in vitro ha sido medida por su capacidad
para inducir un estado antiviral en lineas celulares susceptibles. Basados en este
enfoque, se han desarrollado una gran variedad de ensayos antivirales empleando
distintos pares virus/células susceptibles a la infeccion viral. Ademas, la inhibicién del
crecimiento celular se ha sugerido como metodologia factible para determinar la
potencia de las preparaciones de IFN en células susceptibles. Asimismo, numerosos
bioensayos han sido desarrollados con el mismo propdsito. De esta manera, la

ingenieria genética ha permitido la preparacion de secuencias hibridas de ADN
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formadas por promotores inducibles por IFN unidos a enzimas cuyas actividades estan
bien caracterizadas. Ejemplos de ellas son la luciferasa, fosfatasa alcalina o peroxidasa
de rabano picante, entre otras. En consecuencia, se han disefiado bioensayos
altamente especificos, llamados EGR (Meaguer, 2002; Oliveira y col., 2012).

En la actualidad, la Farmacopea Europea aun sugiere el empleo de ensayos de
actividad antiviral para determinar la potencia de los IFNs. Sin embargo, esta
metodologia presenta grandes variaciones intra- e inter-ensayos inherentes al cultivo
celular, a las manipulaciones técnicas, las condiciones del procedimiento y los reactivos
empleados. Es un ensayo que requiere del empleo de virus, como el virus VSV. Si bien
éste no representa un riesgo para los humanos, implica el uso de cabinas de seguridad
biolégica tipo 2 para su manipulacion y la necesidad de asegurar su titulo infectivo y
stock viral mediante diferentes ensayos adicionales al ensayo AVA (Girard y
Fleischaker, 1984), lo que se refleja en un incremento de técnicas para llevar a cabo el
objetivo buscado.

Con el propésito de reemplazar la mencionada metodologia, se desarrollaron en
forma preponderante, los EGRs. En ellos, la unién especifica entre los IFNs-l y su
receptor especifico en la superficie celular, desencadena una activacién transcripcional
rapida de numerosos genes de respuesta a IFN; incluyendo los genes Mx, los cuales
median los efectos bioldgicos de estas citoquinas. La insercion de un gen reportero bajo
la direccion de un promotor inducible especificamente por IFNs-I dentro de una linea
celular susceptible a IFN, permite el desarrollo de un bioensayo rapido, facil y sensible
(Lleonart y col., 1990). Siguiendo esta hipétesis, se han desarrollado bioensayos de gen
reportero para cuantificar hIFNs utilizando distintas lineas celulares que dieron lugar a
los ensayos Vero Mx—hGH (Lleonardt y col., 1990), Vero Mx—Luc (Canosi y col.,1996),
Glio GFAP/lacZ, HEK293-ISRE-SEAP, CHO-ISRE-SEAP (Caserman y col., 2006) y
HeLa Mx2/Luc (Seo y col.,, 2009), luciferasa RGA basado en células HT1080
transfectadas con el promotor de induccion temprana con IFN 6-16 (Lam y col., 2008) y
luciferasa RGA basado en células U397 transfectadas con el elemento de respuesta
sensible al IFN (ISRE) (Lallemand y col., 2010). Sin embargo, ninguno de ellos es
recomendado por la Farmacopea Europea y de EE.UU para determinar la potencia de
los hIFNs-I. Asimismo a pesar de la existencia de numerosos EGRs para hIFNs-I,
ninguno tuvo en cuenta el empleo simultaneo de una linea celular que es tipicamente
empleada para determinar la actividad biologica de estas moléculas como lo es la linea
celular WISH y el gen reportero EGFP, cuyas ventajas fueron indicadas en el desarrollo
del manuscrito.

De acuerdo con lo previamente postulado, en una primera etapa de este trabajo de

tesis, y teniendo en cuenta las recomendaciones de la Farmacopea Europea, se generé
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una linea celular reportera para cuantificar la potencia de los IFNs-I. Células WISH, las
cuales expresan naturalmente los receptores para los IFNs-lI en su superficie celular,
fueron modificadas genéticamente, mediante transfeccion estable con el vector de
expresion pMx2-EGFP, donde el gen de la proteina EGFP reportera, se encuentra bajo
el control del promotor Mx2 inducible especificamente por IFNs-l. En el sistema
reportero generado, el porcentaje de células que expresaron EGFP, como consecuencia
de la activacion del promotor Mx2, se correlaciond en forma directa con la cantidad de
hIFN-a o hIFN-B presente en la muestra a analizar (Burgi y col., 2011). Para cuantificar
el porcentaje de células EGFP positivas, se emple6é la citometria de flujo, una
herramienta analitica que ha cobrado gran importancia para este tipo de ensayos,
durante el ultimo tiempo, proporcionando resultados confiables de una manera sencilla,
rapida y robusta.

Dada la diversidad genotipica contenida en una linea celular recombinante, la linea
WISH-Mx2/EGFP se cloné por el método de dilucion limite para seleccionar un clon, que
asegura que todas las células respondan de manera uniforme. El clon, denominado
L1G3, fue finalmente elegido para desarrollar un EGR util para cuantificar la potencia de
los IFNs-I.

Una vez desarrollado y optimizado el EGR el mismo fue extensamente
caracterizado y validado contra ensayos existentes para cumplir con el fin propuesto,
obteniendo resultados exitosos. El nuevo bioensayo demostr6 numerosas ventajas al
compararlo con el ensayo de actividad antiviral propuesto por la Farmacopea Europea
para cuantificar la potencia bioldgica de los IFNs-I, e incluso con otros ensayos
reporteros.

Dentro de las ventajas observadas para el EGR empleando la linea
WISH-Mx2/EGFP (Burgi y col., 2012), cabe destacar que:

1. Es posible utilizar una Unica linea celular para cuantificar la potencia de los dos

tipos principales de IFNs-I: IFN-a e IFN-[3.

2. Constituye un ensayo que no requiere el empleo de virus, dado que su
respuesta se mide en funcioén de la cantidad de proteina reportera generada,

como consecuencia de la activacion del promotor especifico por parte del IFN.

3. La proteina reportera EGFP es sumamente estable al calor, pH extremos,
desnaturalizantes quimicos, es facil de monitorear y no requiere del agregado
de un sustrato quimico (como es el caso de la proteina reportera luciferasa)

para ser detectada, lo cual reduce el costo y el tiempo del ensayo.
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4. Como se emplea citometria de flujo o microscopia de fluorescencia para su
deteccién, no requiere lisis celular para obtener y cuantificar a la molécula
reportera, simplificando el ensayo. Tales aspectos son criticos, dado que
emplear reporteros inestables o que no puedan cuantificarse facilmente trunca

los objetivos de rapidez, sencillez y reproducibilidad del ensayo.

5. En este sistema reportero, la proteina EGFP comienza a detectarse a partir de
las 8 h post tratamiento con IFN, alcanzando la maxima sefial de reportero al
cabo de 24 h.

6. Presenta una elevada capacidad de deteccién representada por un bajo limite
de deteccién de la potencia de IFN (a partir de 4 mUI/ml). Tal capacidad esta
asociada al sistema de lectura, dado que se utiliza como herramienta biolégica
al citémetro de flujo, que presenta la particularidad de detectar cantidades

minimas de fluorescencia con una buena resolucion.

7. Constituye un bioensayo altamente especifico, debido a que su promotor Mx2

solo se activa en presencia de IFN-I.

8. Exhibe amplios rangos de respuesta lineal, con una sensibilidad

extremadamente alta, marcando una diferencia importante con el modelo AVA.

9. Brinda una alta reproducibilidad ya que presenta coeficientes de variacion intra-
e inter-ensayos inferiores con respecto a los obtenidos mediante el empleo de

los ensayos AVA.

10. Finalmente, a partir del estudio de la estabilidad del clon reportero, se
determiné el tiempo durante el cual puede ser empleado garantizando una
respuesta confiable y certera. La estabilidad del clon L1G3 fue de por lo menos
57 generaciones, lo cual implicé un total de pasajes sucesivos del mismo en

cultivo durante aproximadamente 80 dias.

Teniendo en cuenta las numerosas ventajas exhibidas por el EGR desarrollado
mediante la obtencién de la linea celular WISH-Mx2/EGFP, y con el propésito de
analizar la respuesta de los IFNs-I frente a lineas celulares de naturaleza tumoral,
provenientes de diferentes linajes celulares, se generaron 3 lineas reporteras
adicionales (Burgi y col., 2011). De esta manera, se desarrollaron las lineas HEp2
(carcinoma epidérmico humano), HelLa (adenocarcinoma cervical humano) y A549
(carcinoma pulmonar humano). Todas ellas fueron sometidas a evaluacion del mismo
modo que se procedid con la linea WISH-Mx2/EGFP, confirmandose las ventajas

observadas previamente para la mencionada linea celular.
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En conclusién, en la primera etapa del trabajo de tesis se generaron 4 lineas de
diferente linaje celular y reporteras de la actividad de los hIFNs-I. Las mismas fueron
validadas con ensayos afines, evidenciando capacidad para cuantificar la potencia de
los hIFNs-I con alta sensibilidad, reproducibilidad, de manera sencilla y rapida; lo que
las convierte en candidatas interesantes para reemplazar los bioensayos existentes
para determinar la actividad biolégica de los hIFNs-I.

En una segunda etapa de este trabajo, los cuatro modelos reporteros fueron
utilizados como herramientas biolégicas para el monitoreo de bibliotecas de
compuestos, posibles moduladores de la actividad biologica de los hIFNs-I.

Como se menciond previamente, debido a sus propiedades antivirales,
antiproliferativas e inmunomoduladoras, los IFNs son ampliamente utilizados como
biofarmacos. No obstante, estas moléculas son depuradas rapidamente del organismo,
motivo por el cual se necesita el uso de reiteradas y elevadas dosis para lograr una
concentracién sostenida en el tiempo de los niveles terapéuticos deseados que permita
cumplir con el propdsito del tratamiento. Sin embargo, en diversos regimenes durante
su administracion, se ha evidenciado la apariciéon de efectos secundarios, lo que en
numerosas oportunidades, conduce a la interrupcién de los mismos, sin poder alcanzar
el objetivo clinico buscado.

Por otra parte, se han registrado patologias en las cuales se produce una
liberacion excesiva de IFN endégeno, generando efectos nocivos para el organismo. En
consecuencia, el IFN se presenta como una molécula central cuyo accionar debe
regularse para evitar los inconvenientes clinicos mencionados. En este sentido, es
indispensable incrementar su eficacia terapéutica en aquel grupo de patologias que
requieran de su administracion exdégena y, por otro lado, bloquear sus efectos nocivos
en aquel conjunto de enfermedades donde la producciéon de IFN enddgeno constituye
parte de la etiologia o curso de las mismas. Es decir, que su accionar debe ser
modulado/regulado para poder evitar los inconvenientes indicados. De esta manera,
resulta indispensable identificar moléculas capaces de regular la actividad bioldgica de
dichas citoquinas, para concretar este objetivo.

No obstante, el monitoreo del efecto de diferentes compuestos sobre la actividad
biolégica de los IFNs requiere de métodos versatiles, sencillos, robustos y que
contribuyan con una elevada velocidad de procesamiento. Es por ello que, en una etapa
mas avanzada del presente trabajo de tesis, y contando con las nuevas herramientas
biologicas para cuantificar la potencia de los hIFNs-I (EGRs), éstas fueron empleadas
para monitorear bibliotecas de compuestos sintéticos y naturales, posibles moduladores

de la actividad de los hiIFNs-I. En total se analizaron 552 compuestos utilizando las
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4 lineas celulares que dieron origen a los 4 EGRs en presencia de rhlFN-a2a y
rhIFN-B1a.

Previamente al monitoreo de las bibliotecas de compuestos se determiné para cada
modelo reportero, el valor Z°, que refleja la calidad y aptitud de cada ensayo en términos
de discriminacion entre las muestras positivas y las muestras negativas. Idealmente,
este factor deberia ser superior a 0,5 para obtener buenos resultados, minimizando la
aparicion de falsos positivos y falsos negativos. Todos los sistemas reporteros aqui
reportados presentaron valores Z° superiores a 0,7, garantizando la aptitud de los
mismos para este tipo de estudios.

En una primera instancia, se analizé una biblioteca completa de 176 compuestos
naturales y parte de una biblioteca sintética de compuestos (288 de los mismos), ambas
cedidas gentilmente para su estudio por el Departamento de Quimica Bioldgica del HZI
(Braunschweig, Alemania). Ademas, se estudid una biblioteca de 88 compuestos
sintéticos, cedidos gentilmente para su analisis por el grupo de Quimica Medicinal de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay).

El estudio de la biblioteca de compuestos naturales permitio identificar y
caracterizar 5 compuestos, de los cuales 4 resultaron inhibidores y 1, potenciador de la
respuesta de los hIFNs-I. Todos ellos afectaron en mayor medida a las lineas celulares
WISH y A549.

En cuanto al monitoreo de la biblioteca de compuestos sintéticos del HZI, se
seleccionaron 10 compuestos, todos ellos reguladores negativos de la actividad de los
hiIFNs-I. En este caso, la mayoria de ellos afectdé principalmente a las lineas celulares
WISH, HelLa y HEp2.

Finalmente, el monitoreo de la biblioteca de compuestos sintéticos provista por el
grupo de trabajo de Uruguay revelé resultados mas heterogéneos que los obtenidos con
los compuestos de las restantes bibliotecas. Ese comportamiento diferencial fue
dependiente de la linea celular analizada y el subtipo de IFN analizado. Es por este
motivo, que se selecciond un grupo mayor de compuestos para su caracterizacion. No
obstante, todos ellos mostraron una respuesta inhibidora de la actividad de los IFNs
evaluados, siendo detectados fundamentalmente por las lineas celulares WISH y Hela.
Teniendo en cuenta el analisis de compuestos de las 3 bibliotecas es posible concluir
que la linea celular WISH fue la que exhibi®é mayor susceptibilidad para detectar
compuestos moduladores de la respuesta de IFN.

Todos los compuestos seleccionados fueron extensamente estudiados y
caracterizados mediante numerosos ensayos, con el objetivo de conocer las
propiedades inherentes a cada uno de ellos y las condiciones bajo las cuales los

mismos desarrollan una respuesta mas notable.



CONCLUSIONES [N

El estudio de sus propiedades contempld ensayos para determinar la toxicidad de
cada uno de ellos sobre cada linea celular reportera, analisis de la dosis efectiva y
estudio del efecto que los mismos ejercen sobre la actividad antiviral y antiproliferativa
de los hIFNs-I. Este ultimo analisis tuvo como objetivo comparar el comportamiento de
cada compuesto evaluado mediante EGR y los ensayos arriba mencionados. Para la
mayoria de los casos se comprobd el comportamiento observado previamente en el
EGR. Sin embargo, algunas moléculas que habian demostrado un efecto inhibidor de la
potencia de los hIFNs-I, mediante su estudio por EGR, no ejercieron ningun efecto
sobre la actividad AVA o AA. Esto puede atribuirse a la diferencia propia entre los
ensayos, debido a su método de revelado y/o su limite de deteccion, entre otros.

Considerando los compuestos seleccionados a partir de la biblioteca de origen
natural, se desarrollaron estudios tendientes a evaluar el nivel celular donde
posiblemente ejercen su efecto inhibidor o potenciador de la actividad biolégica de los
hiIFNs-I. Para ello, se empled una linea reportera de origen murino que contiene las
proteinas STAT1 y STAT2 unidas a proteinas reporteras y mediante microscopia de
fluorescencia se monitore6 la ubicacién de las mismas a diferentes tiempos
post-induccién celular con el compuesto y el mIFN. De esta forma, se pudo deducir que
los compuestos Pella y VioB son inhibidores de la actividad de los IFNs a nivel de union
a sus receptores especificos en la superficie celular, mientras que los compuestos
naturales Sula y GepA desempefian su efecto en un paso posterior a la traslocacion de
las proteinas STAT al nucleo celular. Estos ultimos podrian estar actuando de diferentes
maneras, inhibiendo la unién de los factores de transcripcion o la activacion de genes de
respuesta a IFN, entre otros, pero siempre, ejerciendo su potencial inhibidor a nivel
nuclear. Estos resultados son muy interesantes, dado que permitid concluir que los
compuestos naturales estudiados presentan un efecto neto sobre la actividad de los
IFNs-I. Es decir, como consecuencia de los ensayos realizados, se comprobé que los
compuestos naturales desempefiaron la misma conducta para modular la actividad
biolégica de los IFNs-I tanto murinos como humanos. Ademas, exhibieron el mismo
comportamiento al ser evaluados mediante dos sistemas reporteros diferentes, uno
murino y otro humano. Ambos modelos contienen distintas construcciones reporteras,
las cuales incluyen diferentes promotores inducibles especificamente por IFNs-I. En el
organismo, estos promotores dirigen la expresion de proteinas efectoras involucradas
en la red biolégica de la via de accién de los IFNs-I para llevar a cabo la proteccion del
organismo frente a diferentes patégenos.

Por otro lado, se observo un incremento del gen reportero en el modelo murino al
tratar las células con el compuesto Tubl, confirmando su efecto modulador positivo de la

actividad biolégica de la citoquina en estudio, visualizado previamente mediante el
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empleo del sistema reportero Mx2/EGFP humano. El empleo de otras lineas reporteras
de la actividad de los mIFNs permitié confirmar la accion inhibitoria o potenciadora de
los compuestos de origen natural sobre la actividad de los IFNs-| y validar el nuevo EGR
utilizado para detectar tales compuestos. Con el fin de demostrar utilidades adicionales
de la nueva linea reportera y simultdaneamente obtener informacién complementaria en
relacion a las propiedades de los compuestos, se evalué la existencia de efecto
residual. Con esta terminologia se designa si las propiedades moduladoras de la
actividad de los IFNs-I de si dichas moléculas se mantienen aun cuando son
descartados del medio de incubacion. Por otro lado, se analizé también, la capacidad de
los mismos para revertir la activacion de los IFNs; es decir, si el compuesto es capaz de
ejercer su efecto inhibidor sobre la actividad del IFN aun cuando ya se ha iniciado la
cascada de activacion/senalizacion del mismo. Ambos estudios fueron realizados
empleando el EGR con la linea celular WISH-Mx2/EGFP.

Los compuestos naturales evaluados con excepcion del compuesto VioB,
presentaron un efecto residual para modular la actividad de los IFNs. En el caso de los
compuestos sintéticos, se obtuvo un efecto residual positivo sélo para los compuestos
P5D7, P6C11, P28E1, P28F7 y P28G6. En general se observd un efecto residual mas
marcado de los compuestos naturales con relacion a los compuestos sintéticos.

En cuanto a la evaluacion de la reversidon o potenciacion de la activacion de la via
del IFN, se observo la capacidad de la totalidad de los compuestos inhibidores
estudiados, tanto naturales como sintéticos, para revertir dicha activacion.
Particularmente, en el caso del compuesto potenciador Tubl, se evidencid un
incremento de su efecto modulador de la actividad de los hIFNs-I, cuando el mismo se
agrego 1-2 h posterior a la incubacién con IFN.

Con el objetivo de completar la caracterizacion de los compuestos moduladores de
la respuesta de los IFNs-I, previamente seleccionados, se evalud el efecto de cada uno
de ellos sobre la distribucion en las distintas fases del ciclo celular. Estos estudios se
realizaron mediante citometria de flujo. A su vez, para aquellos compuestos que
resultaron posibles inductores de apoptosis debido a la aparicion de un pico sub G1 en
el histograma de contenido de ADN, se confirmd la presencia de este fendmeno
mediante microscopia de fluorescencia empleando una marcacion con ioduro de
propidio y posterior analisis de la integridad celular.

Los compuestos seleccionados fueron evaluados en presencia y ausencia de
ambos rhlFNs-I (IFN-B1a e IFN—-a2a) sobre la linea reportera WISH-Mx2/EGFP para el
caso de las moléculas provenientes de la biblioteca cedida por el grupo de trabajo del
HZI (Alemania); mientras que se utilizaron las lineas WISH-Mx2/EGFP vy

HelLa-Mx2/EGFP para las moléculas sintéticas provenientes de la biblioteca de
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Uruguay. Esta diferencia se debidé fundamentalmente a que los primeros mostraron un
efecto semejante sobre todas las lineas reporteras ensayadas. En cambio, el segundo
grupo evidencié un comportamiento diferencial segun la linea reportera empleada.

A modo de conclusion general, se observaron diferencias significativas entre las
células tratadas con el compuesto en estudio y las no tratadas en lo que se refiere a
porcentajes de células distribuidas en cada fase del ciclo celular. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, esa conducta se debi6 exclusivamente al compuesto y no a un
efecto del mismo sobre la actividad del IFN, debido a que células tratadas sélo con el
compuesto manifestaron el mismo comportamiento. No obstante, para el caso particular
del compuesto P6C11, derivado de la biblioteca del HZI, se evidencié un efecto
potenciador en presencia de los IFNs produciendo una disminucion en el porcentaje de
células en la fase G2 y un incremento del pico sub G1.

Por otra parte, el analisis de los compuestos provenientes de la biblioteca de
Uruguay en células WISH-Mx2/EGFP reflej6 que el compuesto PHD81 produjo un
incremento de la fracion de células que se encuentran en la fase S en presencia de
ambos IFNs-I. Por otro lado, para el compuesto PHD111 se observé que cuando esta
solo se produce un aumento del porcentaje de células que se encuentran en fase G2 y
este efecto es contrarrestado al tratar las células conjuntamente con los IFNs-I.
Asimismo al analizar los compuestos seleccionados de esta biblioteca, se observaron
diferencias notables en su accionar dependiendo de la linea celular empleada y el tipo
de IFNs-I. Particularmente, los compuestos FV o F -que son flavonas para las cuales
esta reportado que presentan propiedades antitumorales- reflejaron un incremento de la
fase sub G1 sobre las células HelLa-Mx2/EGFP, no asi sobre las células
WISH-Mx2/EGFP. Teniendo en cuenta que la linea celular HeLa es de origen tumoral
resulta coherente este comportamiento observado, ya que al realizar los estudios de
ciclo celular, la presencia o incremento de un pico sub G1 fue altamente indicativo de un
proceso de muerte celular. Por ello, resulta adecuado que estos compuestos, que
presentan propiedades antitumorales, manifiesten un comportamiento selectivo
induciendo la muerte en células tumorales y no en células normales.

Los compuestos Tubl y P6C11 indujeron la aparicion de un pico sub G1 sobre la
linea celular WISH-Mx2/EGFP, mientras que los compuestos F13, FVIlI, PHD111,
FV4Br, FV17, FV18 y FV10 demostraron el mismo comportamiento, pero sobre la linea
celular HeLa-Mx2/EGFP. Los estudios realizados por microscopia de fluorescencia
permitieron confirmar, que todos los compuestos arriba mencionados se comportaron
como inductores de apoptosis.

Debido a que la mayoria de los compuestos identificados resultaron inhibidores de

la actividad de los IFNs-lI, podria pensarse en su potencial terapéutico para el
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tratamiento de diversas patologias que presentan una respuesta exacerbada de las
mencionadas citoquinas. Un ejemplo de éstas es el Lupus Eritematoso Sistémico,
donde se observa una liberacion excesiva de IFN alfa.

De esta manera, para aislar compuestos o combinaciones que cumplan con dicho
rol inhibidor de los incrementos patolégicos de hIFN-a y, a su vez, para reforzar la
comparacion del EGR con los ensayos tradicionales AVA y AA, se evaluo el efecto
combinado de algunos compuestos inhibidores. Para ello, se seleccionaron
5 compuestos sintéticos de la biblioteca de Uruguay: F13, PHD101, FVII, FV4Br, FV10.
Mediante el empleo de un soffware adecuado, se disefiaron diferentes combinaciones
de los mismos, las cuales fueron analizadas empleando el EGR WISH-Mx2/EGFP
desarrollado en presencia de rhlIFN-a2a. Todas las combinaciones de compuestos
estudiadas revelaron un incremento de su capacidad para modular de forma negativa la
respuesta de los IFNs-I, incluso, alcanzando la completa inhibicion de la actividad de la
citoquina para la combinacion de los 5 compuestos seleccionados. Posteriormente, se
seleccionaron 3 de las combinaciones para confirmar la conducta visualizada
previamente mediante EGR pero, en esta instancia, empleando los ensayos de
actividad antiviral (AVA) y actividad antiproliferativa (AA).

Las combinaciones de 3 compuestos exhibieron capacidad para inhibir la actividad
biolégica del IFN-a mediante los tres ensayos llevados a cabo. En cambio, la
combinacion de 5 compuestos sélo demostré completa inhibicion de la potencia del IFN
medida por EGR y ensayo AVA y no se comporté de la misma forma para el ensayo AA.
En este sentido se observd un efecto de inhibicion de las enzimas deshidrogenasas
responsables de la manifestacion del efecto AA.

Como consecuencia del estudio y caracterizacion de los compuestos
seleccionados, podemos concluir que las moléculas de origen natural (VioB,
GepA, Tubl, Pella y Sula) mostraron una respuesta moduladora mas concluyente
de la actividad de los hIFNs-I. Es decir, tales compuestos exhibieron mayor
grado de inhibicién y, a su vez, sus efectos pudieron corroborarse por dos
modelos reporteros diferentes (murino y humano) mediante la activacién de
diferentes genes de respuesta a hIFNs-I (IRF7 y Mx2). Por su parte, los
compuestos P6C11 y P28H7 de la biblioteca HZI Sint presentaron un efecto
evidente sobre la inhibicién de la respuesta de los hIFNs-I.

Por ultimo, los compuestos seleccionados desde la biblioteca QuiMed-FCien
exhibieron un comportamiento diferencial dependiendo del tipo de hIFN y la linea
celular estudiados. No obstante, se obtuvieron resultados interesantes al evaluar

combinaciones de los mismos para inhibir la respuesta de la citoquina. Por lo
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tanto, resultaria de gran relevancia, continuar estudiando el comportamiento de
las combinaciones, puntualmente BCE (PHD101, FVIl y FV10) y BDC (PHD101,
FV4Br y FVII), mediante otros ensayos, incluso evaluando el efecto inhibidor de
la citoquina en un modelo in vivo. Por otro lado, se observé un efecto antitumoral
por parte de las flavonas (FV o F) pertenecientes a esta misma biblioteca sobre
las lineas celulares tumorales. Asimismo, los compuestos FV18, FV4Br y FVII
mostraron un efecto pro-apoptético incrementado en presencia de los hIFNs-I.
Dado que estas flavonas presentan un efecto antitumoral per se, sumado a la
actividad antiproliferativa e inmunomoduladora de los hIFNs-I y, teniendo en
cuenta su accidén conjunta, se proyecta evaluar el comportamiento in vivo de
tales moléculas en combinacion con los hlFNs-I sobre un modelo tumoral.

Finalmente, el desarrollo del presente trabajo de tesis proporcioné nuevas
herramientas bioldgicas asi como aportdé nuevos conocimientos en el area de la
biotecnologia orientada a la cuantificacién de la actividad biolégica de citoquinas, en
particular de los hIFNs-I. Asi, el nuevo EGR constituye una metodologia sencilla,
robusta, especifica, rapida, segura, con bajo limite de deteccién, de elevada sensibilidad
y reproducibilidad y de gran utilidad. EI mismo fue exitosamente empleado para
identificar y caracterizar moléculas con capacidad para modular la potencia bioldgica de
las citoquinas en estudio.

Como perspectivas futuras se plantea evaluar la posible utilizacién terapéutica de
los candidatos seleccionados y caracterizados, los cuales podrian contribuir al

tratamiento de importantes patologias humanas.
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