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Resumen

La glicoproteina SIRPA es un receptor transmembrana comprendido por un ectodominio
con tres dominios del tipo Ig, una region transmembrana y un dominio citoplasmatico con dos
motivos ITIM (inmunoreceptores inhibitorios basados en tirosina) que contienen 2 residuos de
tirosina cada uno. La fosforilacion de tirosina de ambos ITIMs media el reclutamiento y la
activacion de las fosfatasas de tirosina SHP-1 y SHP-2, que defosforilan distintos sustratos
ejerciendo un efecto inhibitorio en vias de sefializacion intracelulares. La funcién mejor
caracterizada de SIRPA es su rol inhibitorio en la fagocitosis mediada por actina filamentosa.
Nuestro grupo demostré que, similar a su rol en la fagocitosis, SIRPA restringe la internalizacion
de virus envueltos que explotan vias endociticas para ingresar a las células. Ademas, la actividad
de SIRPA también se asocia a la regulacion de las vias de sefializacion MAPK y NF-kB,

inhibiendo la respuesta inflamatoria de macréfagos y granulocitos.

En este trabajo analizamos la actividad antiviral de SIRPA frente a virus de importancia
para la salud publica pertenecientes a las familias Flaviviridae y Arenaviridae y su posible rol en
la sefializacion inmune frente a estas infecciones. Con este fin, examinamos niveles de infeccion
y la respuesta inmune innata en la linea celular humana A549 y en macréfagos primarios de
ratén utilizando a los virus Zika y Dengue y el virus Junin como modelos de flavivirus y arenavirus,
respectivamente, y moléculas agonistas sintéticas de receptores de reconocimiento de patrones
(PRRSs) en células SIRPA knockdown. Mediante esta estrategia, establecimos que SIRPA es un
factor antiviral contra los flavivirus ZIKV, DENV y JUNV-C1, pero su contribucién a la regulacion

de la respuesta innata difiere segun la via de sefializacién inmune activada.

Debido a la actividad preponderante de SIRPA en el contexto de infeccién viral, también
disefiamos y sintetizamos péptidos miméticos representativos de su dominio citoplasmatico, para
evaluar su potencial antiviral e inmunomodulatorio. Esta es una estrategia terapéutica con gran
potencial, debido al facil disefio y sintesis de los péptidos, bajos costos de produccién y
especificidad de accién. En este trabajo, evaluamos un péptido representativo del ITIM-1 de
SIRPA, demostrando que aquellas células tratadas con este péptido mostraron niveles de
infeccion viral menores que células control, aunque su actividad no regulé la sefalizacion inmune
aqui evaluada durante la infeccién. Este trabajo aporta informacién novedosa acerca de la
biologia de SIRPA en el contexto de infeccion viral, asi como su potencial utilidad en el desarrollo

de biofarmacos antivirales.

Palabras clave: SIRPA; factor antiviral; sefializacion inmune; péptidos sintéticos.
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1. Introduccién

1.1. Respuestainmune innata y receptores de reconocimiento de patrones

Larespuesta inmune innata es la primera linea de defensa del organismo frente a patdgenos.
Los macrdfagos tipicamente son las primeras células del sistema inmune que detectan
microorganismos o células tumorales. Estos derivan de precursores monociticos que circulan en
la sangre y migran hacia los tejidos, para luego diferenciarse a macréfagos residentes de tejidos.
Los macrofagos tienen roles funcionalmente distintos gracias a su capacidad de polarizarse hacia
mdltiples fenotipos de respuesta, a partir de la interaccidbn con su microambiente y el
reconocimiento de sefiales (1). Los monocitos circulantes y los macréfagos residentes pueden
eliminar células infectadas directamente mediante fagocitosis; ademas, los macréfagos son los
principales productores de mediadores inflamatorios durante la respuesta innata. Los factores
relacionados a la inflamacion incluyen la produccién de citoquinas proinflamatorias y la expresion

de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y co-estimuladoras (2).

Los patdgenos invasores son reconocidos mediante una serie de receptores denominados
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). La identificacién de estos PRRs y la
caracterizacion de sus vias de sefializacion aguas abajo han expandido la comprensién de la
activacion del sistema inmune y la respuesta a infecciones virales (2). Los interferones del tipo |
(IFN-1) fueron identificados en 1957 como efectores de la respuesta inmune innata, debido a su
rapida induccién y produccién frente a infecciones virales (2). En el transcurso de una infeccién
viral, la expresion de IFN-I es inducida en diferentes tipos celulares debido a la activacion de
PRRs (3). La transcripcion de los genes de IFN-I (IFN-a e IFN-B) es regulada positivamente por
factores de transcripcion de las familias AP-1, IRF y NF-kB, contribuyendo aditivamente a la
produccion de estas moléculas (4). Luego de ser secretados, los IFN-I se unen al receptor de
interferén a/B (IFNAR) en la superficie celular de manera paracrina y autocrina, activando su
sefializacion y la expresion de genes estimulados por interferén (ISGs) (2,3). Las proteinas
codificadas por estos ISGs presentan una variedad de efectos antivirales directos e indirectos,
resultando en el establecimiento de un estado antiviral (4,5). La actividad de los ISGs esta dirigida
a distintas etapas del ciclo de replicacion viral, pudiendo bloquear la entrada de virus a células
hospederas (proteinas IFITM), ingreso de &cidos nucleicos virales al ndcleo (proteinas Mx), y

sintesis de proteinas virales (proteinas IFIT) (6,7).

Los PRRs incluyen a los receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo NOD (NLRs), receptores
tipo RIG-I (RLRs) y sensores citosélicos de ADN. Estos receptores reconocen diferentes patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs), asi como también sefiales enddgenas de peligro
llamados patrones moleculares asociados al dafio (DAMPS) (8). Los TLRs constituyen una familia
de proteinas transmembrana del tipo 1 y se expresan en células inmunes innatas (macrofagos,
células dendriticas, células natural killer y neutrofilos), asi como en células epiteliales,

endoteliales y fibroblastos (9,10). Cada TLR reconoce un PAMP especifico y los 10 TLRs



humanos se pueden categorizar funcionalmente en dos grupos en base a su localizacion
subcelular y el tipo de patrén que reconocen. Los TLRs asociados a la membrana plasmatica
(TLRZ1, 2, 4, 5, 6, 10) reconocen diversas moléculas en la superficie de patégenos principalmente
bacterianos, mientras que los TLRs endosomales (TLR3, 7, 8, 9) reconocen acidos nucleicos de
patdégenos internalizados (11,12). Especificamente, el heterodimero TLR1/2 reconoce triacil
lipopéptidos, TLR2 es activado por lipoproteinas y peptidoglicanos bacterianos, TLR3 reconoce
ARN doble hebra (ARNdh), TLR4 censa lipopolisacaridos, TLR5 reconoce flagelina, el dimero
TLR2/6 es activado por diacillipopéptidos, TLR7/8 reconocen ARN simple hebra (ARNsh),
mientras que el ADN CpG no metilado activa a TLR9 (13) (Figura 1).

Frente a la unién con su ligando, los TLRs desencadenan cascadas de sefializacion que
culminan en la expresién de factores proinflamatorios e interferones, estableciendo la respuesta
inflamatoria (10). El reconocimiento a través de estos receptores resulta en la dimerizacién y
reclutamiento de la proteina adaptadora de la respuesta de diferenciacion mieloide 88 (MyD88),
la proteina adaptadora con dominio TIR inductora de interferon beta (TRIF), y/o la proteina
adaptadora asociada a TRIF (TRAM). La sefializacion dependiente de MyD88, utilizada por todos
los TLRs excepto TLR3, culmina con la traslocaciéon nuclear y activacién del factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B (NF-kB) y la proteina adaptadora 1
(AP-1), mientras que las vias dependientes de TRIF, utilizadas por TLR3 y TLR4, culminan con
la activacion de NF-kB y el factor regulador del interferén 3 (IRF-3) (Figura 1). De esta manera,
la respuesta inmune que se establece es dependiente del PAMP detectado, ya que la activacién
temprana de NF-kB desencadena la produccion de citoquinas como TNF-q., IL-1f3 e IL-6, mientras

gue la activacion de IRF-3 se asocia a la produccion de IFN-B e ISGs (8,13).
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TLR1 triacil lipopéptidos TLRS flagelina TLR4 lipopolisacéridos
TLR2 lipoproteinas bacterianas T| R6 diacillipopéptidos bacterianos
y peptidoglicanos ' '

TLR3 ARN doble
hebra

TLR9 ADN CpG
no metilado

v

: IRF-3 :

Expresion de genes proinflamatorios: Expresion de genes de interferén
» Citoquinas (TNF, IL-1, IL-6) tipo 1 (IFN o/B), CCLS
+ Quimioquinas (CCL2, CCL5, CXCL10, etc)

Figura 1. Reconocimiento y sefalizacion de los diferentes TLRs. TRL1 reconoce triacil
lipopéptidos, TLR2 reconoce lipoproteinas bacterianas y peptidoglicanos de bacterias Gram
positivas, TLR3 reconoce ARN doble hebra, TLR4 censa lipopolisacaridos bacterianos, TLR5
reconoce flagelina, TLR2/TLR6 reconocen diacillipopéptidos, TLR 7/8 reconocen ARN simple
hebra y TLR9 reconoce ADN CpG no metilado. El reconocimiento a través de estos receptores
resulta en la dimerizacion y reclutamiento de proteinas adaptadoras (MyD88, TRIF, TRAM),
culminando en la traslocacion nuclear y activacion de NF-kB y AP-1 en el caso de MyD88, y la
activacion de IRF-3 y activacion tardia del NF-kB en el caso de TRIF/TRAM. NF-kB genera la
expresion de citoquinas proinflamatorias e IRF-3 lleva a la produccion de IFN-B y quimioquinas
(CCL5 y CXCL10). Realizado en BioRender.

Otro de los principales grupos de PRRs involucrados en la respuesta inmune innata son los
sensores de acidos nucleicos citoplasmaticos, los cuales reconocen ADN o ARN con localizacién
aberrante y con estructuras y/o modificaciones que no estan presentes en los acidos nucleicos
celulares. Dentro de estos sensores se encuentran los receptores tipo RIG-1 (RLRs) como el gen
inducible por acido retinoico | (RIG-I), la proteina asociada a la diferenciacion de melanoma 5
(MDADb) y la proteina laboratorio de genética y fisiologia 2 (LGP2) (4,14) (Figura 2). Los RLRs
son helicasas que se localizan en el citoplasma de la mayoria de los tipos celulares y su funcién
principal es discriminar entre ARNs propios y exdgenos. RIG-I reconoce de manera preferencial
moléculas de ARNdh cortas o ARNsh con un extremo 5' trifosfato. Por otro lado, MDAS reconoce
moléculas de ARNdh largas y carentes de la metilacion O-2’ caracteristica de la caperuza 5’ de
los ARN mensajeros celulares. Frente a la union con el ligando, tanto RIG-I y MDAS sufren

cambios conformacionales y modificaciones post-traduccionales, entre ellas defosforilaciéon y
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ubiquitinacion, activando su capacidad de interactuar con la proteina mitocondrial de sefializacién
antiviral (MAVS) (14) (Figura 2). MAVS promueve la activacion de los factores de transcripcion
IRF3 e IRF7 y NF-kB, promoviendo asi la produccion de interferones del tipo | y Il y de citoquinas

proinflamatorias, y la transcripcion de genes efectores antivirales (14) (Figura 2).

ARN simple hebra ARN doble hebra

.

NROTINK ST
Expresion de genes proinflamatorios: Expresién de genes de interferén

* Citequinas tipo 1
= Quimioquinas

Figura 2. Reconocimiento y sefializacion de los RLRs; RIG-I y MDA5. RIG-I reconoce
moléculas de ARN simple hebra y doble hebra cortas con un extremo 5' trifosfato y MDAS
reconoce moléculas de ARNdh mas largas y carentes de la metilacion O-2'. Este
reconocimiento genera su interaccion con MAVS, la cual recluta intermediarios que culminan
en la fosforilacion y activacion a factores de transcripcion como IRF3, IRF7 y NF-kB,
induciendo la expresion de interferones del tipo 1 y I, genes efectores antivirales y citoquinas

proinflamatorias. Realizado en BioRender.

Finalmente, cabe destacar que la induccién temprana de citoquinas no solo potencia la
respuesta inmune innata, sino que ademas promueve la respuesta inmune adaptativa antiviral
por distintos mecanismos. Los PRRs y la produccién de citoquinas proinflamatorias contribuyen
a la maduracion de las células dendriticas y a la estimulacién y activacion de linfocitos T del tipo
colaborador y citotoxico. La expresion de citoquinas juega un rol importante en la activacion de
las células By T, vinculando los sistemas inmunes innatos y adaptativos necesarios para eliminar
una infeccion viral, por lo que el éxito de la inmunidad adaptativa frente a la infeccion depende

en gran parte de la respuesta inmune innata inicial (8,15).
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1.2. Flavivirus

Los virus constituyen la biomasa mas grande y genéticamente mas diversa del planeta, y
son responsables de numerosas enfermedades infecciosas de importancia global (16).
Actualmente existen factores demograficos, ambientales y ecolégicos que aseguran la continua
emergencia y reemergencia de virus patogénicos humanos, lo cual impactara significativamente
en los sistemas de salud de distintas regiones a corto y mediano plazo (17,18). Si bien los
avances biotecnolégicos recientes han aportado nuevas alternativas/estrategias para prevenir y
tratar infecciones virales, éstas continan siendo una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en el mundo. De hecho, las infecciones virales son responsables de aproximadamente

el 30% de las muertes anuales asociadas a enfermedades infecciosas (19).

Dentro de los virus de importancia para la salud publica en Sudamérica se encuentran los
flavivirus Dengue y Zika. Los flavivirus son virus envueltos con genoma de ARNsh linear y
polaridad positiva y con un tamafio aproximado de 11 kilobases (kb). Dicho genoma cuenta con
una caperuza del tipo 1 en el extremo 5’ pero carece de cola poliA en el extremo 3’, y contiene
un marco abierto de lectura que codifica para una Unica poliproteina cuyo clivaje da lugar a 10
proteinas virales (2, 21) (Figura 3C). El virién de los flavivirus consiste en una ribonucleocapside
asimétrica rodeada de una capa icosaédrica compuesta de las proteinas de envoltura (E) y
precursora de la membrana/membrana (prM/M), dependiendo del estado de maduracién de la
particula viral, ancladas a una bicapa lipidica (Figura 3A y 3B) (22). Los flavivirus cuentan con
tres proteinas estructurales (cdpside (C), prM y E) y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b, y NS5) (Figura 3C).

El virus dengue (DENV) es el agente etiolégico de la fiebre Dengue y Dengue grave. La fiebre
Dengue es una enfermedad febril aguda que causa dolor retro-orbital, mialgia, artralgia,
sarpullidos, y/o leucopenia. La sintomatologia distintiva de la fiebre hemorrdgica Dengue o
Dengue grave es trombocitopenia, manifestaciones hemorragicas y signos de filtracién de
plasma, el cual puede llevar a un shock hipotensivo, que sin tratamiento adecuado puede
culminar en la muerte del paciente (23). El virus Zika (ZIKV), por su parte, es el agente causal de
la fiebre del Zika; aproximadamente el 80% de las infecciones por este virus son asintomaticas
y el 20% de los pacientes presentan sintomas exanteméticos caracterizados por fiebre,
sarpullidos, artralgia y conjuntivitis. La complicacion méas preocupante de la infeccién por ZIKV
se relaciona con manifestaciones clinicas neuroldgicas severas como sindrome de Guillain-Barre
en adultos y sindrome de Zika congénito en fetos; en estos Ultimos las manifestaciones incluyen
microcefalia, calcificaciones subcorticales, alteraciones oculares, contracturas congénitas,
hipertonia temprana y sintomas tanto piramidales como extrapiramidales (21). La via de
transmision principal de estos virus es a través de mosquitos vectores (perteneciendo al conjunto
denominado arbovirus), principalmente de las especies Aedes aegypti y Aedes albopictus,
aunque ZIKV también puede transmitirse por via sexual, transfusiones de sangre, trasplante de

organos y de forma vertical de la madre al feto (21).
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Respecto a su distribucién, DENV es el arbovirus de mayor prevalencia a nivel mundial,
presente en mas de 100 paises tropicales y subtropicales (Figura 3D). Anualmente se reportan
mas de 100 millones de casos de Dengue sintomaticos, y se estima que mas de la mitad de la
poblacion mundial esta en riesgo de ser infectada por DENV (20). De hecho, en lo que va del
2024 se han registrado mas de 8 millones de casos de Dengue en las Américas, lo cual ha
desafiado los sistemas de salud y gubernamentales de varios paises (24). El mayor brote de
ZIKV ocurri6 en 2015 en Brasil cuando la Organizacién Mundial de la Salud declaré al virus como
una emergencia de salud publica dada su rapida transmisién en las Américas y los numerosos
casos de microcefalia en neonatos asociados con la infeccion. Actualmente, mas de 80 paises
han reportado casos de ZIKV, y el virus continda su diseminacién hacia regiones donde el

mosquito vector esta presente (21) (Figura 3D).

La vacuna llamada Butantan-DV, actualmente en fase de investigacion, ha demostrado la
mayor eficacia (~79.6%) para prevenir infeccion por DENV (25). A la fecha, no existen antivirales
especificos aprobados para el tratamiento de Dengue; por lo cual, comprender la respuesta
inmune innata asociada a la infeccion por DENV y otros flavivirus es crucial para el futuro
desarrollo de vacunas o antivirales efectivos (20). En el caso de ZIKV, actualmente no se cuenta
con vacunas o farmacos antivirales disponibles para tratar la infeccion por ZIKV, aunque se han
evaluado distintos candidatos vacunales en ensayos clinicos (21). No obstante, debido al nimero
bajo de casos activos de Zika, dichos ensayos se han detenido hasta que puedan incluir mas

pacientes durante futuros brotes de la enfermedad (3).

A

. [M Presencia de flavivirus

Figura 3. Estructura del virion, genoma y distribucion de flavivirus. A) y B) Los diferentes arreglos de
las proteinas E en los viriones inmaduros y maduros. Tomado y adaptado de (26). C) El genoma de los
flavivirus codifica una Unica poliproteina, cuyo clivaje por proteasas celulares y virales resulta en tres
proteinas estructurales (C, prM y E) y 7 proteinas no estructurales. Tomado y adaptado de (26). D)
Distribucion geografica de los flavivirus ZIKV y DENV, adaptado de (27).
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La proteina E es responsable de la adsorcion inicial de flavivirus a la superficie celular y su
principal mecanismo de entrada es la endocitosis mediada por clatrina (28). Luego de la
internalizacion viral, las vesiculas conteniendo particulas virales son dirigidas a un endosoma
temprano que posteriormente madura a endosoma tardio (28). Durante este proceso, los
compartimentos endosomales son acidificados, favoreciendo cambios estructurales en la
envoltura viral y la subsecuente fusién con la membrana endosomal, culminando con la liberacién
del genoma viral en el citoplasma (Figura 4) (3,20). Si bien no se ha descrito un receptor bona
fide para estos virus, DENV y ZIKV interactlan con diversos factores celulares para promover la
infeccién de distintos tipos celulares, incluyendo DC-SIGN, receptores de fosfatidilserina (familias

TAM y TIM e integrinas), receptores de heparan sulfato, entre otros (3,23).

Respecto a la infectividad de estos virus, DENV infecta principalmente a células inmunes del
linaje mieloide, donde macréfagos y células dendriticas de la piel son las primeras células en ser
infectadas. Existen reportes de infeccion de DENV en células endoteliales, aunque el rol de la
infeccion de este tipo celular en la progresién de la enfermedad de Dengue aun es controversial
(23). Las primeras células en ser infectadas por ZIKV son los fibroblastos de la dermis,
queratinocitos epidérmicos, macrofagos de los tejidos y células dendriticas inmaduras. Las
células dendriticas y macrdéfagos infectados transportan al virus a los ganglios linfaticos donde
se replica activamente, para posteriormente difundir a la sangre, tejidos periféricos y 6rganos

viscerales (29).

{;}X Flavivirus
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Endocitosis
mediada por
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Liberacién del ARN
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ARN viral .
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Nicleo

Figura 4. Entrada de flavivirus. La entrada de los flavivirus a células
humanas ocurre principalmente a través de endocitosis mediada por

clatrina. La fusion entre la membrana viral y la endosomal libera al genoma
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viral al citosol para iniciar la replicacién, transcripcién y produccion de

nuevas particulas virales (30). Realizado en BioRender.

El ingreso de flavivirus a células del sistema inmune innato, u otros tipos celulares, es
detectado por PRRs que reconocen diferentes PAMPs virales, como ser el genoma viral y
moléculas intermediarias de ARN doble cadena generadas durante la replicacién viral. Los PRRs
involucrados en la respuesta antiviral contra ZIKV y DENV son mayoritariamente los RLRs RIG-
I y MDA5 y los TLRs endosomales TLR3 y TLR7/8 (21). Ademas, se ha descrito que TLR4 y
TLR2/6 estan involucrados en el reconocimiento de la proteina NS1 de DENV, contribuyendo a
la produccién de citoquinas proinflamatorias (29,31). Debido a la activacion de distintas vias de
sefializacion durante la infeccion por flavivirus, estos virus han desarrollado numerosas
estrategias para bloguear o inhibir estas respuestas antivirales mediante la actividad
fundamentalmente de sus proteinas no estructurales (32). Por ejemplo, la proteina NS3 de ZIKV
evita la traslocacién de RIG-I y MDAS5 a la mitocondria para activar MAVS. Adicionalmente, la
proteina NS4A de DENV y ZIKV interactia directamente con MAVS, también impidiendo la
activacion inmune mediada por RLRs, y la proteina NS5 de DENV enmascara al ARN viral

metilando su extremo 5’ para no ser detectado por RIG-I (5,31).

1.3. Arenavirus

Los arenavirus son una familia de virus envueltos emergentes con genoma bi-segmentado,
compuesto de ARN de cadena simple y polaridad negativa (Figura 5B). En base a informacion
seroldgica y filogenética, los arenavirus que infectan mamiferos (género Mammarenavirus) se
clasifican en dos grupos principales: arenavirus del Viejo Mundo (OWA) y del Nuevo Mundo
(NWA). Dentro de los OWA se incluyen virus originarios de Africa como el virus Lassa y el virus
de la coriomeningitis linfocitica (LCMV), y dentro de los NWA se encuentran los virus Junin
(JUNV), Machupo y Tacaribe (TCRV), distribuidos principalmente en las Américas (Figura 5A).
Los arenavirus patogénicos, como ser Lassa, JUNV y Machupo, son transmitidos a humanos por
distintas especies de ratas y ratones silvestres, mediante la inhalacion de excreciones, heridas
en la piel o por la ingesta de productos contaminados y pueden causar fiebre hemorragica severa
(33,34). Respecto a su modo de ingreso, los NWA ingresan a la célula por endocitosis mediada

por clatrina, mientras que los OWA utilizan un mecanismo basado en macropinocitosis (34,35).

Dentro de los NWA, JUNV representa la mayor amenaza para la salud publica ya que las
zonas de ocurrencia de este virus se encuentran en constante expansion por cambios en la
ecologia del raton vector y en pacientes que no reciben tratamiento se registran tasas de
mortalidad de hasta el 30% (36). El genoma de JUNV se compone de dos segmentos gendémicos
codificantes para 4 proteinas estructurales; el segmento genémico corto (S) codifica para el
precursor de la glicoproteina (GP) y la nucleoproteina (NP), mientras que el segmento largo (L)

codifica para la ARN polimerasa ARN dependiente y la proteina de matriz (Z) (Figura 5B) (37).
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La replicacion y transcripcion viral se restringe al citoplasma de células infectadas, donde la
ARN polimerasa cataliza la produccién del ARN gendmico y transcriptos de polaridad positiva.
La proteina Z participa de la transcripcion viral y cumple un rol estructural favoreciendo la
interaccion de la GP con la NP (36). Se ha postulado que los NWA inicialmente infectan células
centinelas del sistema inmune como los macroéfagos y que estas células infectadas reclutan otros
tipos celulares mediante la secrecién de citoquinas y quimioquinas favoreciendo la diseminacion
de la infeccién. La diseminacion viral y falta de regulacion inmune lleva a una tormenta de
citoquinas, probablemente a través de la sefalizacién inmune de los PRRs que reconocen el
ARN viral (38).
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Figura 5. Distribucién, estructura gendémica y del virion de arenavirus. A) Distribucion geogréfica. B)
Organizacion gendmica mostrando los dos segmentos de ARN que componen el genoma viral. El segmento
largo codifica las proteinas de la matriz (L) y la polimerasa (Z) y el corto codifica la glicoproteina (GP) y

nucleoproteina (NP). C) Diagrama de la particula viral ensamblada. Adaptado de (34).

14. Regulacion negativa de la sefializacion inmune

En el transcurso de una infeccion viral, las células inmunes deben activarse de manera tal
que la infeccion sea eliminada eficientemente y que las manifestaciones clinicas asociadas sean
moderadas (39). Si bien la produccion de citoquinas es necesaria para controlar las infecciones
de manera eficaz, la hiperactivaciéon de células inmunes y la produccion de niveles elevados de
citoquinas inflamatorias por periodos extensos de tiempo, conocido como tormenta de citoquinas,
se asocia a efectos colaterales patoldgicos (21). Por ejemplo, la produccién exacerbada de
citoquinas en células neuronales infectadas por ZIKV contribuye a la muerte celular y la
diferenciacion aberrante de las células progenitoras neuronales durante el desarrollo (40);
especificamente, la produccion elevada de CXCL10 se asocia con varios aspectos de la

neurogénesis aberrante causada por ZIKV como microcefalia y sindrome de Guillan-Barré (41).

17



En el caso DENV y JUNV, la produccién excesiva de mediadores inmunes contribuye a cambios
en la permeabilidad endotelial facilitando dafio en los tejidos y fallo multiorganico (39). Por lo
tanto, la respuesta inmune frente a infecciones virales debe ser robusta, pero adecuada en
magnitud y duracién para prevenir cuadros més severos de la enfermedad asociados a eventos
inmunopatolégicos. La intensidad éptima de la respuesta inmune innata esta determinada
entonces por el equilibrio de sefales activadoras e inhibitorias provenientes de receptores en la
superficie de células inmunes y otros tipos celulares para mantener la homeostasis. Dentro de
los multiples mecanismos celulares de regulacidén negativa frente a infecciones se incluye la

activacion y sefializacion inhibitoria del receptor proteina reguladora de sefiales alfa (SIRPA) (9).

1.5. Signal-regulatory protein alpha (SIRPA)

La proteina SIRPA, también conocida como SHPS-1 y CD172a, es un receptor
transmembrana perteneciente a la familia de proteinas SIRP (9). SIRPA presenta un patron de
expresioén relativamente amplio en comparacién al resto de los miembros de la familia SIRP,
expresandose en monocitos, macrofagos, granulocitos, células dendriticas, glia y neuronas (1,
41). SIRPA estd comprendida por tres dominios del tipo Ig (una regién variable N-terminal y dos
regiones constantes), una regién transmembrana y un dominio citoplasmatico con dos
inmunoreceptores inhibitorios basados en tirosina (ITIM) que contienen 2 residuos de tirosina
cada uno (43). La fosforilacion de tirosina de ambos ITIMs media el reclutamiento y la activacion
de las fosfatasas de tirosina con dominios de homologia Src-2 SHP-1 y SHP-2, que defosforilan
distintos sustratos de fosfoproteina ejerciendo un efecto inhibitorio en vias de sefializacion
intracelulares (44). SHP-2 se expresa en la mayoria de los tipos celulares, mientras que la

expresion de SHP-1 se restringe principalmente a células hematopoyéticas y epiteliales (43).

La funcién mejor caracterizada de SIRPA es su rol inhibitorio en la fagocitosis mediada por
actina filamentosa. La unién de SIRPA con el receptor CD47 en trans desencadena la
fosforilacion de SIRPA, el reclutamiento de las fosfatasas SHPs y el inicio de una cascada de
sefiales inhibitorias que culmina con el bloqueo de la fagocitosis por macréfagos y células
dendriticas (44). La interaccion SIRPA-CDA47 es considerada una sefial de “no me comas” debido
a que previene la ingestion fagocitica de células viables (43). Las células cancerigenas explotan
esta sefializacion, regulando positivamente la expresion de CD47 en su superficie para evitar la

ingestion por fagocitos en el microambiente tumoral (Figura 6) (44).

Por su parte, nuestro grupo demostré que, similar a su rol en la fagocitosis, SIRPA restringe
la internalizacion de virus envueltos que explotan vias endociticas para ingresar a las células,
incluyendo arenavirus (JUNV, LCMV y TCRV), rhabdovirus (virus de la estomatitis vesicular
(VSV)) y flavivirus (ZIKV) (Figura 6). La restriccion de la entrada viral mediada por SIRPA
depende de su dominio citoplasmatico e involucra un mecanismo independiente de CD47, debido
a que el reconocimiento de CD47 "viral' adquirida por las particulas virales durante su

brotamiento de células hospederas no limita su endocitosis en células expresando SIRPA (44).
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Debido a la marcada actividad antiviral de SIRPA, su funcién puede ser explotada
terapéuticamente para limitar la infeccion en etapas tempranas, mientras ocurre la activacion del

sistema inmune.

Ademas de regular la fagocitosis y ser un factor celular de restriccion viral, la actividad de
SIRPA también se asocia a la regulacion de las vias de sefializacion MAPK y NF-kB, inhibiendo
la respuesta inflamatoria de macréfagos y granulocitos (Figura 6) (9,45,46). En este sentido,
resultados preliminares de nuestro grupo mostraron que tras la estimulacion con moléculas
agonistas de TLRs, macréfagos derivados de médula 6sea (BMDM) de ratones Sirpa knockout
(KO) presentaron mayor expresién de citoquinas proinflamatorias, en comparacion con BMDMs

aislados de ratones C57BL/6 wild-type (WT). Debido a estos antecedentes, actualmente estamos

analizando si SIRPA también tiene una funcién inmunomoduladora durante infecciones virales.

Virus 53 :E
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Macréfago

Figura 6. Funciones de SIRPA como inhibidor de la fagocitosis, factor de restriccion viral y
regulador de la inmunidad innata. La interaccion SIRPA-CD47 desencadena la fosforilacion
de tirosina de los ITIMs, reclutando y activando a SHP-1 y SHP-2, las cuales defosforilan
sustratos de fosfoproteina inhibiendo la fagocitosis. Adicionalmente, nuestro grupo demostro
que SIRPA restringe la internalizacion de virus envueltos que explotan vias endociticas y
también se mostré que su actividad esta involucrada en la regulacidon negativa de las vias de

sefializacion MAPK y NF-kB. Realizado en BioRender.

1.6. Péptidos sintéticos

Desde la sintesis del primer péptido terapéutico, la insulina en 1921, se ha aprobado la
utilizacion de mas de 80 farmacos basados en péptidos (47). Estos farmacos representan una
porcién significativa del mercado farmacéutico mundial en la actualidad, con ventas por mas de
US$ 70 mil millones en 2019. De hecho, dentro de los 200 farmacos con mayores ventas en
2019, 10 de ellos correspondieron a formulaciones basados en péptidos sintéticos (47). Dentro
de los péptidos antivirales comerciales, el primero en aprobarse para su uso terapéutico fue
enfuvirtida (T20) en 2003, un péptido mimético de la subunidad gp41 del virus HIV-1 que inhibe
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la fusién viral a nivel de la membrana plasmatica (48). Asimismo, durante la pandemia de COVID-
19 se evaluaron numerosos péptidos anti-SARS-CoV-2 en lineas celulares para su posterior

utilizacion en modelos animales pre-clinicos (49).

Los péptidos terapéuticos son una clase de agentes farmacéuticos que se componen de una
serie de aminoacidos en orden secuencial, usualmente con pesos moleculares de entre 500 a
5000 Da. Son moléculas pequefas, de facil disefio y sintesis y bajos costos de produccion, que
comunmente cumplen funciones de hormonas, factores de crecimiento, neurotransmisores,
ligandos de canales ibnicos o agentes antimicrobianos (47,50). Estos péptidos se unen a
receptores de la superficie celular con alta afinidad y especificidad y activan vias de sefializacion
intracelulares con modos de accion similares a los farmacos bioldgicos, pero generando menor
inmunogenicidad (47). Para contrarrestar infecciones virales, se han disefiado péptidos que
pueden actuar como moléculas miméticas virales que interactian con los receptores de la célula

previniendo la entrada viral, agentes virucidas, o vacunas basadas en epitopes péptidicos (50).

El uso de péptidos sintéticos como alternativa a las estrategias terapéuticas tradicionales se
destaca por su facil escalado en la produccién, especificidad en la respuesta inmune, alta pureza,
seguridad y costos, entre otros. Actualmente, mas de 70 farmacos estan aprobados en Estados
Unidos y 200 se encuentran en ensayos clinicos, lo que evidencia el potencial de los péptidos
como una alternativa farmacolégica (50). La mayoria de los compuestos antivirales utilizados
actualmente se basan en analogos de nucledsidos, los cuales tienen eficacia variable, provocan
diversos efectos secundarios, y son capaces de generar resistencia viral. Por lo tanto, la
demanda para desarrollar nuevos farmacos es muy alta, con una mayor preferencia por

moléculas con actividad antiviral de amplio espectro (51).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Debido a la funcién inhibitoria de SIRPA en la entrada viral, el objetivo principal de este
trabajo es determinar si SIRPA tiene una funcién regulatoria negativa sobre la respuesta inmune
frente a infecciones virales y moléculas agonistas de TLRs y RLRs representativas de distintos
componentes virales. Ademas, evaluaremos el potencial antiviral e inmunomodulador de
péptidos sintéticos derivados del dominio citoplasmatico de SIRPA y fusionados al self-
penetrating peptide Tat de HIV-1 en lineas celulares humanas y en células primarias de raton,
utilizando los virus DENV, ZIKV y JUNV.

Los resultados de este trabajo aportaran informacién novedosa acerca de la biologia y
activacion de SIRPA en el contexto de infeccién viral, asi como su potencial utilidad terapéutica
para limitar infecciones virales y respuestas inmunes exacerbadas. De esta manera, aportaremos
elementos para el posterior desarrollo de biofdrmacos antivirales activos contra virus de

importancia para la salud publica en la region.

2.2. Objetivos especificos

e Ampliar el andlisis de la actividad antiviral de SIRPA analizando flavivirus de importancia

para la salud publica.

e Determinar el rol de SIRPA en la sefalizacién inmune frente a infecciones virales,
considerando que la magnitud adecuada y el equilibrio de las respuestas anti y

proinflamatorias es crucial para la prevencién de inmunopatologia luego de la infeccion.

. Establecer el rol de la fosforilaciéon del ITIM-1 en la actividad de SIRPA, mediante la

evaluacion in vitro y ex vivo de péptidos sintéticos derivados de este motivo.
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3. Materiales y métodos
3.1 Cultivo celular

Células A549 (adenocarcinoma de pulmoén) se cultivaron en medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Thermo), 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco) y gentamicina/anfotericina (Thermo) a 37°C y 5% CO2. Cada

72-96 horas (h) se realizaron pasajes 1 en 5 para propagar la linea.

3.2. Generacién de macrofagos derivados de medula 6sea (BMDMs)

Se aislaron células progenitoras mieloides de la médula ésea de las extremidades
posteriores de ratones Sirpa™Yniud (Sirpa knockout; Sirpa KO) provenientes de Jackson
Laboratories y ratones C57BL/6 (wild-type; WT) como control, segun se detalla en el Anexo 1
(protocolo desarrollado por nuestro laboratorio). Los macrofagos se cultivaron en medio DMEM
suplementado con 10% SFB, 2,5% HEPES (Invitrogen), 0,1% piruvato de sodio (Gibco) y 100
png/mL del factor de estimulacion de colonias de macréfagos M-CSF (Stemcell). Luego de 7 dias

las células fueron sembradas en placas de 24 o 48 pocillos para realizar diferentes ensayos.

3.3. Extraccion de ARN y retrotranscripcion seguida de reaccion en cadena de la

polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

El ARN total fue extraido de las células (A549 y macréfagos derivados de médula 6sea) con
el kit GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific) segin se detalla en el protocolo del
fabricante. La retrotranscripcion (RT) del ARN se realizd con la enzima transcriptasa reversa
RevertAid (Thermo Scientific) empleando los reactivos detallados en la Tabla 1 y usando el
programa presentado en la Figura 7 en el termociclador MultiGene OptiMax Thermal Cycler,
indicado por el fabricante. Posteriormente, se realizé la reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa (qPCR) utilizando el ADN complementario (ADNCc) resultante de la RT empleando el
reactivo Power SYBR Green PCR Master Mix (Thermo #4367659) como se detalla en la Tabla 2
junto con cebadores especificos (primers) para la amplificacién de distintos genes. La qPCR se
llevd a cabo en el termociclador Applied Biosystems QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System
siguiendo el programa presentado en la Figura 8 (puesto a punto por nuestro laboratorio) y los

reactivos de la Tabla 3 (segun especificaciones del fabricante).
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Tabla 1. Reactivos utilizados en la reaccion de retrotranscripcion (RT).

Reactivo Volumen (L)
Mix 1 Hexameros al azar (50 ng) 1
ARN (50-100 ng) 5
ddH20 7,5
Mix 2 dNTPs (10 mM) 2
Buffer 4
Retrotranscriptasa RevertAid 0,5
| | |
I I |
| | |
| | |
| | |
7 o
Mix1 | | | 0°C
| | | 10 min
65°C I ! !
5 min ! I i
| | @o |
| Agregar mix 2 | 60 min I
I I |
| 25°C I |
: 10 min I I
| I |
| | |
1 1 1

Figura 7. Programa utilizado para la reaccion RT. Se indica la temperatura y el tiempo de

incubacién de cada paso.
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Tabla 2. Listado de cebadores especificos utilizados durante ensayos de qPCR, disefiados por nuestro

laboratorio.

Gen Cebador hacia delante Cebador reverso

miL-6 5-AGA CT CAC AGA GGA TAC CAC-3' 5-ATT TCC TGA TTA TAT CCA GTT TG-3'
hIFN-B 5'-CAT TAC CTG AAG GCC AAG GA-3' 5'-CAA TTG TCC AGT CCC AGA GG-3'
MXxA 5-ACC ACA GAG GCT CTC AGC AT-3' 5-CT AGC TGG TCC TGG ATC TC-3'
MTNF—« 5-GCC ACC ACG CTC TTC TGT CT-3' 5-GGT CT GGC CAT AGA ACT GAT G-3'
hmCCL2 5-CTT CTG TGC CTG CTG CTCATAG-3 | 5-CAC TTG CTG CTG GTG ATT CT-3'
mIFN-B 5'TCA ACT ATA AGC AGC TCC AGC-3' 5'TGA GGT TGA TCT TTC CAT TCA-3'
mSIRPA 5'-CAT CCA GCC AGC CAA TCC TGT-3' 5'-TCC AGT TCG CCC TCT GGT TCT-3'
TNF—a 5'-TGA AGA GGA CCT GGG AGT AGA-3' 5'-CAG GCA GTC AGA TCA TCT TCT-3'
IL6 5-AGA TTC CAA AGA TGT AGC CGC-3' 5'-GTC TCC TCA TTG AAT CCA GAT TG-3'
mCCL5 5-CCA TCA TCC TCA CT CAG CCG CC-3 5'-AGC ACT TGC CAC TGG TGT AGA-3'
hCCL5 5'-CTG TCATCC TCATTG CTA CT CC-3' 5'-AGC ACT TGC CAC TGG TGT AGA-3'
hmCXCL10 5'TCA GCA CCA TGA ATC AAA CT-3' 5-GCA GGT ACA GCG TAC AGT-3'
GAPDH 5'-CCC CTT CAT TGA CCT CAA CTA CA-3' | 5-CGC TCC TGG AGG ATG GTG AT-3'
hSIRPA 5'-TTC CAG TGC CT CCA GCC CT-3' 5-GGT GAT GTT ACC GAT GCG GAT G-3'
DENV2-C 5-AGA TTC TCA CTT GGA ATG CTG C-3 5-CTC TTC AGT ATC CCT GCT GTT-3'
ZIKV-prE 5-CAG CAA TAG AGA CT CGT GGA-3' 5-GTA GGC TC ACC TTG TGT TGG-3'
JUNV-S 5-GGG GCA GTT CAT TAG CT CAT GC-3' | 5-CAA AGG TAG GTC ATG TGG ATT GTT GG-3'

24




Tabla 3. Reactivos utilizados para la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

Reactivo Volumen (1 tubo)
Master mix (SYBR green) (2X) 5uL

Primer Forward (10 uM) 0.2 L

Primer Reverse (10 yM) 0.2 yL

cDNA (100-250 ng/ul) 2L

ddH20 2.6 L
V=10 pL

| | |

I I I

I I |

| I |

| 95°C | 95°C |

| 10 min | 15 seg |

; } I

| | e
50°C I I ! 1 min
2 min | |

i |

| | .

| | x40 ciclos

| |

I I

I I

1 1

Figura 8. Programa utilizado para qPCR. Se indica la temperatura, el tiempo y el nimero

de ciclos de cada paso

3.4. Analisis de la expresion de SIRPA mediante western blot

Se sembraron BMDMs WT y Sirpa KO en una placa de 24 pocillos y se incubaron a 37
°C y 5% CO2. Las células fueron lisadas con buffer RIPA suplementado con el inhibidor de
proteasas Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (Thermo), posteriormente sonicadas por 15
segundos (s), y el sobrenadante se clarificd por centrifugacion a 13.000 rpm. Los lisados
proteicos se corrieron en geles de poliacrilamida al 10% y para la transferencia se utilizaron
membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Millipore). Se determind la expresion de
SIRPA empleando un anticuerpo anti-SIRPA (#13379; Cell Signaling Technologies (CST)).
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3.5. Estimulaciones con moléculas agonistas de TLRs y RLRs

Se sembraron células A549 o BMDMs en una placa de 24 pocillos y se incubaron a 37
°C por 24 h, hasta llegar a una confluencia de 80%. Para las estimulaciones con los agonistas
sintéticos de TLRs (Sigma), se diluyeron en 200 uL de DMEM 2% SFB y se utilizaron
concentraciones reportadas en estudios previos: 10 pug/mL poly(l:C) (acido poliinosinico-
policitidilico, &nalogo de ARNdh estimulante de TLR3), 2 ug/mL LPS (lipopolisacéarido bacteriano,
agonista de TLR4), 1 pg/mL R848 (Resiquimod, agonista de TLR7/8), 1 ug/mL FSL-1
(lipoproteina sintética derivada de bacteria, agonista de TLR2/6) y DMSO (vehiculo), durante 8,
24 y 48 h [14]. Para estimular los RLRs, se transfectaron 10 ng del agonista poly(l:C) durante 8
y 48 h, utilizando el reagente Lipofectamine 3000 (Invitrogen) segun el protocolo descrito por el
fabricante (Anexo 1). Posteriormente, se aislé el ARN total, se sintetizé el ADNc y se determiné
la expresion de los factores proinflamatorios e interferon- mediante gPCR como fue descrito en
el punto 3.3.

3.6. Infecciones virales

Se sembraron células A549 o BMDMs en una placa de 24 pocillos y se incubaron a 37
°C hasta llegar a una confluencia de 70%. Posteriormente, se infectaron con la cepa PRVABC59
de ZIKV, la cepa Nueva Guinea C de DENV genotipo 2 o la cepa vacunal Candid #1 de JUNV,
utilizando DMEM 2% SFB para diluir el stock viral e inocular las células con la multiplicidad de
infeccion (MOI) segun el experimento detallado en cada figura. Cada pocillo se infecté con 150
uL de la dilucién viral y la placa se incubé por 1 hora a 37° C agitando cada 15 minutos. Luego,
se retiré el indculo, se lavé la monocapa con 1X PBS y se agregaron 500 uL de DMEM 10% SFB
por pocillo para incubar a las células a 37°C por 48 h. Finalmente, se realiz6 el aislamiento de
ARN total y la sintesis de ADNc para analizar los niveles de infeccion e induccion de factores

proinflamatorios e interferén.

3.7. Silenciamiento de SIRPA mediante ARN de interferencia corto

El silenciamiento de la expresion enddgena de SIRPA en células A549 se realiz6 con el
reactivo Lipofectamine RNAiMax (Thermo) segun el protocolo detallado por el fabricante (Anexo
1). Se utilizé un ARN de interferencia corto (siRNA) que hibrida con el exén 6 del transcripto de
SIRPA, denominado siSIRPA (#AM51331, Thermo) y un siRNA control el cual no presenta
hibridacién a ningin ARNm celular conocido (siCtrl) (Thermo). A las 48 h post-transfeccion del

siRNA, se prosigui6 con las infecciones o estimulaciones segun cada ensayo.

3.8. Sintesis de péptidos sintéticos derivados de SIRPA

Los péptidos utilizados en este trabajo fueron disefiados por nuestro grupo y sintetizados
por el método de sintesis en fase sdlida en el laboratorio de Ingenieria de péptidos y

farmacoterapia dirigido por el Dr. Chatenet en el Institut national de la recherche scientifique
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(Canada). Dichos péptidos se basan en el ITIM-1 del dominio citoplasmatico de SIRPA y fueron
modificados para aumentar su estabilidad (amidacion del extremo C-terminal; NH2) y flexibilidad
(adicion de acido 6-aminohexanoico; Ahx), y se fusionaron a la secuencia GRKKRRQRRR
derivada de la proteina Tat del virus HIV-1 (47), perteneciente a la familia de los “self-penetrating
peptides”, para facilitar su internalizacién celular. Adicionalmente, para determinar la localizacién
subcelular de los péptidos después de la internalizacion, se conjugé el péptido ITIM-1 al
fluorocromo FITC (isotiocianato de fluoresceina) en su extremo N-terminal luego del motivo Ahx,
de manera de prevenir interacciones no especificas entre el fluorocromo y determinados residuos
de la secuencia peptidica. La secuencia de los péptidos utilizados se encuentra a continuacion y

su estructura y caracterizacion quimica se detallan en el Anexo 2.

ITIM-1 WT: Ac-GRKKRRQRRR-AhX-NDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQT-NH:

ITIM-1 FITC: FITC-Ahx-GRKKRRQRRR-Ahx-DITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQT-
NH2

3.9. Microscopia de epifluorescencia

Para visualizar la localizacion del péptido fusionado a FITC (ITIM-1-FITC), se sembraron
células A549 en placa de 24 pocillos sobre cubreobjetos de vidrio y se incubaron a 37 °C hasta
alcanzar confluencia. Se realizaron diluciones del stock del péptido en DMEM 10% a distintas
concentraciones y se incubaron las células con el péptido por 1, 6 y 24 h a 37 °C previamente a
su visualizacion. Luego, se prosiguié con la fijacion y montaje de las células utilizando el medio
Vectashield (Vector Laboratories), el cual contiene DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) para tefiir
ADN, segun el protocolo del Anexo 1. Para analizar las distintas concentraciones y tiempos de
incubacion del péptido se utilizé un microscopio de epifluorescencia invertido Olympus IX81.
Ademas, se determind la citotoxicidad del péptido a la concentracion de 100 uM segun lo descrito

en el Anexo 2.

3.10. Analisis de la actividad antiviral e inmunomoduladora de los péptidos derivados
de SIRPA

Para evaluar el potencial antiviral e inmunomodulador del péptido ITIM-1 WT, se
sembraron células A549 o BMDMs en placa de 24 pocillos y se incubaron a 37 °C hasta alcanzar
una confluencia de 70-80%. Luego, se trataron a las células con el péptido a 37 °C por distintos

intervalos y por ultimo se realiz6 la estimulacion o infeccién de las células segun cada ensayo.
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4. Resultados y discusion

4.1. Estimulacion de TLRs y RLRs en células A549

Ademas de las células del sistema inmune, las células epiteliales también son células
diana de infecciones virales (12). El tracto respiratorio es una de las principales rutas de ingreso
de patégenos, por lo cual cuenta con mecanismos altamente regulados de respuesta a
microorganismos invasores (52). En particular, la linea celular humana A549 se usa como
sustituto del epitelio alveolar para analizar factores proinflamatorios e interferones inducidos por
la estimulacion de distintos PRRs (53). De acuerdo con esta premisa, se caracterizo la respuesta
inmune innata asociada al tratamiento con agonistas sintéticos de TLRs representativos de
glicoproteinas y acidos nucleicos virales en la linea A549. Para ello, las células fueron tratadas
con poly(l:C) (TLR3), LPS (TLR4), R848 (TLR7/TLR8) y FSL-1 (TLR2/TLR6), utilizando
concentraciones previamente descritas (11). Se analiz6 la expresibn de citoquinas
proinflamatorias, quimiocinas, IFN-I luego de estimulaciones de diferente duracion (8, 24 y 48 h),
utilizando al gen housekeeping GAPDH como referencia para cuantificacion relativa mediante
RT-gPCR. Estos experimentos fueron considerados para analizar posteriormente estas

citoquinas en células A549 infectadas con ZIKV y DENV y/o tratadas con el péptido ITIM-1 WT.

En las estimulaciones por 8 h, observamos niveles elevados de expresion de TNF-a para
los agonistas FSL-1 y R848, mientras que no detectamos expresion de IFN-B para ninguno de
los agonistas (Figura 9). En cuanto a las quimioquinas, se observa una induccién significativa de
CCL5 con FSL-1 y una ausencia de inducciéon de CXCL10 para todos los agonistas analizados
(Figura 9). Al estimular por 24 h, detectamos niveles moderados de expresion de TNF-a para
poly(l:C), LPS y FSL-1 y de IFN-B para poly(l:C), niveles elevados de CCL5 para FSL-1 y
ausencia de expresion de CXCL10 para todos los agonistas (Figura 9). A las 48 h no detectamos
induccidn de IFN-B, pero observamos expresion significativa de TNF-a en los tratamientos con
LPS y FSL-1, niveles moderados de CCL5 para FSL-1 y ausencia de induccion de CXCL10
(Figura 9). Asi, establecimos que la estimulacion de células A549 difiere entre agonistas en

cuanto a los factores proinflamatorios e interferones que se expresan y sus niveles de expresion.

Resulta llamativa la expresion moderada de IFN-B para los agonistas e intervalos
evaluados, ya que se ha reportado una robusta induccion de esta via de sefializacion para en
células tratadas con LPS (54). De la misma manera, no se observé induccion de CXCL10 en
ningln caso, posiblemente por su dependencia de la expresién de IFN-B (55). Si bien la expresion
de esta quimioquina es inducida por IFN-I, se ha reportado que éstas pueden ser producidas
directamente por la activacion de IRF-3, de forma independiente a IFN-I (39). Por otro lado, la
citoquina proinflamatoria TNF—o se expresa a mayores niveles a las 8 y 48 h, especialmente con
FSL-1y LPS. Esta expresion significativa se encuentra generalmente acompafiada de una fuerte
induccidon de CCLS5, correlacion que se observa principalmente a las 48 h, puesto que la

produccion de CCL5 es inducida tardiamente por TNF—a durante infecciones microbianas (56).

28



En células A549 la marcada induccidén de citoquinas inflamatorias con FSL-1 y LPS involucraria
a las vias de sefalizacién dependientes de MyD88, aunque el LPS también es capaz de activar

vias dependientes de las proteinas adaptadoras TRIF/TRAM (57).

Es importante sefialar que la expresion de ciertos TLRs en células A549, y por lo tanto
las vias de sefializacién reguladas por su estimulacion, es controversial. Existen reportes de
expresion indetectable de TLR7 y TLR8, y en consecuencia una ausencia de respuesta frente a
la estimulacion con su ligando R848 (12), aunque observamos una regulacion positiva de TNF-a
a las 8 h post-estimulaciéon para este agonista (Figura 9). Asimismo, se ha reportado que la
expresion basal de TLR3 en estas células es baja, y que la misma no aumenta frente al
tratamiento con poly(l:C), de manera tal que este agonista no induciria la transcripcién de
citoquinas, aunque nosotros detectamos expresion de TNF-a e IFN-B a las 24 h (12). Aligual que
lo reportado para TLR3, TLR7 y TLRS, la expresion de TLR4 y de las proteinas accesorias CD14
y MD-2 también es controversial (9). CD14 y MD-2 se unen directamente a LPS facilitando su
interaccién con TLR4 vy, por lo tanto, asegurando la sefializacion mediada por este receptor
incluso a concentraciones bajas de LPS. Estudios previos han demostrado expresién de TLR4 y
CD14 en células A549; sin embargo, se ha reportado que en esta linea celular es necesaria la
adicion de CD14 soluble junto a LPS para activar la respuesta mediada por TLR4 (52). Por otra
parte, Knez y cols. observaron una regulacion positiva de TNF-a. tras la estimulacién de células
A549 por 4 h con LPS (11), similar al aumento que detectamos en la expresion de TNF-a a las
24 h'y de CCL5 a las 48 h post-tratamiento con LPS.

A pesar de la discrepancia acerca de la expresion de determinados TLRs en células
A549, es posible que el tratamiento con agonistas de TLRs esté activando a la via de sefalizacion
dependiente de TLR10 y favoreciendo la induccién de citoquinas. Aunque todavia no se han
descrito los ligandos y la funcién de este receptor al detalle, se ha demostrado que es activado
en respuesta a FSL-1, LPS y poly(l:C). Se ha postulado que luego de la unién al ligando, TLR10
forma un homodimero o un heterodimero con miembros de la subfamilia de TLR2 y sefializar a
través de MyD88 (11). En nuestro trabajo, la estimulacion con poly(l:C) resulté en la mayor

expresion de IFN-B, pudiendo estar relacionado a la estimulacién de distintos TLRs.

Segun nuestros resultados, los agonistas LPS y FSL-1 indujeron los niveles de expresion
més elevados de factores proinflamatorios a las 48 h (Figura 9). Estos agonistas representan
lipopolisacéaridos y lipoproteinas bacterianas, respectivamente, aunque en el contexto de

infecciénes virales tanto TLR4 como TLR2/6 pueden ser activados por proteinas virales (57).

29



e A549 8HS

ne - ns
& 60 * & 10 ns 0 2000 o957
Z ] *h ol 3 * 2
] % o] — O 13
g 1 5 2 1500 o ]
& 40 s = @ 2]
2 ] £ & & ] 2z
] = 1000 ® 7
e 1 B 4] 2 ] ® 2]
£ 204 -] £ ] E
2 2 23 2 500 P
el - X
> 3 a ] 5 7
w o ';F' L . Ll p Il-I g o = B &0
o S o L o Ao L I R
& St «"v@<~‘°§ & K& & K F &
& & @& & o & & o A *
o » & & &
& & 8 3 & P &
RS s &8 Rttt ARSI R
N 2 I\ »
* A549 24HS
ns ns

dkk

o
@

=

4

Expresion relativa de TNFa
< ) = (-]
1 1 1
Y #
Expresion relativa de IFNb
= wn
IR SPETRPTE AE
%
% Expresion relativa de CCL5S
e = om ow
]
Expresién relativa de CXCL10
e ~
NI A SRR MR AR |

N
F 3 P Rl e K LSS
\ﬁé &Q@V f & & VQO ﬁ@\'fv PO N qﬁ\‘&’ @e\' & & ﬁ &6‘\' & &
0&6‘ TN ,\\9 ﬁe L ,\oé Rl q 3 o@ @\‘y'} o5 \0&
2 K3 8 o
ns
b A549 48HS

L5
@
=
=

|
=]

m

p
=

Expresidn relativa de TNFa
[ =
(-] (-] (-]
1 I I
Expresién melativa de IFNb
= - [ w =
IR ST SR N
", E |
Expresion relativa de CC
= g S
o E E E
AR S
B *
»
=
1 |3
Expresion relativa de CXCL10
E & & &
el Te el

o M v} at (s] Il o
& L “ﬂ’v@“\"&p & I a“@é J}\@v\' & & HE L
S W2 « N & & R
ﬁ& m@\@ 9 ﬁe w‘ﬁ\“” 9 o § @8 § S

K

Figura 9. Expresion relativa de los factores proinflamatorios TNF-a, CCL5 y CXCL10, e IFN-B luego de
estimulaciones de 8, 24 y 48 h con los agonistas poly(l:C), LPS, R848y FSL-1 en células A549, determinado
mediante RT-qPCR. Se muestra la desviacion estandar (DE) + promedio de 2 réplicas experimentales
donde de utilizé el andlisis ordinary one-way ANOVA para determinar la significancia. *; P<0,05 **; P<0,001,
***- P<0,0001 calculado con GraphPad.

Para evaluar la sefializacion dependiente de los RLRs citosélicos en células A549,
transfectamos 10 ng de poly(l:C), molécula mimética de ARN corto doble cadena, y evaluamos
la induccién de factores proinflamatorios e IFN-B. A las 48 h post-transfeccién, detectamos
niveles de expresion elevados de TNF-a, CCL5 y CXCL10, asi como de IFN-B (Figura 10). En
contraste a lo reportado para TLRs, se ha establecido una potente induccién de las vias
dependientes de los RLRs frente a distintos estimulos en células A549; especificamente, se ha
reportado que Mda5 y RIG-I reconocen a poly(l:C) transfectado, estimulando la produccion de
factores proinflamatorios e IFN-I (58, 59). Asimismo, la expresién de los RLRs aumenta

significativamente en respuesta a IFN-I e infecciones virales, amplificando la sefializacion inmune
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gue estos sensores regulan (59). En base a estos resultados, analizaremos la sefializacién
mediada por los receptores RLRs en células A549 infectadas con los flavivirus ZIKV y DENV y

el rol de SIRPA en estas vias de respuesta inmunes.
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Figura 10. Expresion relativa de los factores proinflamatorios TNF-a, CCL5 y
CXCL10 e IFN-B 48 h post-transfeccion de poly(I:C) en células A549,
determinado mediante RT-gPCR. Se muestra la desviacion estandar (DE) +
promedio de 2 réplicas experimentales calculado con GraphPad.

4.2. Caracterizacion de la respuesta inmune en células A549 frente a infeccién con

flavivirus

Para evaluar la respuesta inmune innata frente a infecciones virales, se infectaron células
A549 con ZIKV a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1 y se analizaron los niveles de
expresion de las citoquinas proinflamatorias TNF—a e IL-6, citoquina proinflamatoria inducida
tempranamente frente a infecciones, de las quimioquinas CXCL10, CCL5y CCL2, y de IFN-B a
las 48 h, analizando también los niveles de infeccion con respecto a células control no infectadas
(MOCK). En células infectadas con ZIKV, observamos una elevada expresion de los factores
proinflamatorios TNF—a, IL-6, CCL5 y CXCL10 y moderada de CCL2, aunque significativa
respecto a las células no infectadas. Ademas, los niveles de expresion de IFN-B indican una
induccion moderada (Figura 11). Al igual que lo observado en las estimulaciones con agonistas
sintéticos, la elevada expresion de factores proinflamatorios podria asociarse a la sefializacion

por vias independientes del IFN-1, como ser las reguladas por NF-kB (56).
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Figura 11. Niveles de ARN viral y expresion relativa de IFN-B y los factores
proinflamatorios TNF—a, CCL2, CCL5, CXCL10 e IL-6 luego de la infeccién con
ZIKV aun MOl de 1 por 48 h en células A549, determinado mediante RT-qPCR.
Se muestra la desviacion estandar (DE) + promedio de 2 réplicas
experimentales.

Segun estudios previos, la infeccion de células A549 por ZIKV induce la produccién de
IFN-B y regula positivamente la expresion de citoquinas proinflamatorias 48 h luego de la
infeccion (14). Se ha propuesto que las vias de sefializacion mediadas por RIG-I se activan
tempranamente durante la infeccién, mientras que la activacion de Mda5 ocurre en etapas mas
tardias del ciclo replicativo, debido a que los intermediarios de ARNdh viral se hacen accesible
luego de su liberacion desde los compartimientos de replicacién (32). En nuestro caso,
observamos una marcada induccion de factores proinflamatorios y moderada de IFN-f (Figura
11). Si bien la cepa PRVABC59 de ZIKV induce una potente respuesta antiviral, caracterizada
por la produccién de IFN-B en los mismos puntos de tiempo aqui analizados, los mecanismos de
inhibicion de la respuesta inmune antiviral de flavivirus pueden limitar o demorar la activacion de
las vias de IFN-I, promoviendo la infeccion, replicacion y diseminacion viral (8, 28, 61-63). En
particular, la infeccion con ZIKV resulta en una reduccién y retraso en la activacion de IRF3, lo
cual podria explicar la respuesta moderada de IFN-I frente a la infeccion con ZIKV aqui
observada (28). De igual manera, el flavivirus DENV presenta los mismos mecanismos de
evasion inmune (30). Realizamos infecciones con DENV MOI 0.5, y a pesar de la deteccién de
altos niveles de ARN viral (Figura 12), no se detectd expresion de factores proinflamatorios ni de
IFN-B a las 48 h.
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Figura 12. Niveles de ARN viral luego de la infeccion con DENV a un MOI de
0.5 por 48 h en células A549, determinado mediante RT-qgPCR. Se muestra la
desviacion estandar (DE) + promedio de 2 réplicas experimentales donde de
utilizé unpaired T-test para determinar la significancia. *; P<0,05 **; P<0,001,
*** P<0,0001 calculado con GraphPad.

4.3. Estimulacion de TLRs y RLRs en macr6fagos primarios murinos

Debido al rol primordial de los macréfagos en la respuesta inmune innata frente a

patégenos invasores (2), también analizamos la produccion de factores inflamatorios e IFN-f en
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macrofagos derivados de médula 6sea (BMDMs) de ratones C57BL/6 (wild-type; WT)
estimulados con los agonistas de TLRs poly(I:C) (TLR3), LPS (TLR4), R848 (TLR7/TLR8) y FSL-
1 (TLR2/TLR®6) por 8 y 48 h, con las concentraciones y condiciones antes descritas.

A las 8 h post-estimulacion, se observaron elevados niveles de TNF—q, IL-6 y CCL5 con
todas las condiciones analizadas, especialmente para el tratamiento con poly(l:C) (Figura 13).
Los niveles de expresion de IFN-B mas elevados en este intervalo se observaron para la
transfeccion con poly(I:C), pero también detectamos induccién para el tratamiento con este
agonista (Figura 13). Estos resultados sugieren que la estimulacion de TLR3 media
principalmente la produccion de citoquinas inflamatorias y quimiocinas, y los RLRs la produccién
de IFN-I en macro6fagos primarios murinos en etapas tempranas. El analisis a las 48 h revel6 que
solamente CCL5 se expresa a niveles elevados y que incluso ocurre un aumento de expresion
que podria asociarse a la induccién temprana de TNF-a, al igual que lo observado en células
A549 (Figura 9). En términos generales, observamos una mayor expresién de factores
proinflamatorios e IFN-B en los BMDMs en comparacion con las células A549, la cual esta
mediada principalmente por TLR3 (independiente de MyD88), mientras que en células A549 la
induccion fue mayor para TLR2/6 y TLR4 (dependientes de MyD88), evidenciando el rol
diferencial de TLRs y de proteinas adaptadoras (TRIF/TRAM y MyD88) entre ambos tipos
celulares.
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Figura 13. Expresion relativa de IFN-B y de los factores proinflamatorios TNF-a, CCL5 e IL-6 luego de la
estimulacion de los TLRs (polyl:C, LPS, R848 y FSL-1) y RLRs (polyl:C transfectada) con una duracion de
8y 48 h en macrofagos primarios murinos derivados de médula 6sea (BMDMs), determinado por RT-qPCR.

Se muestra la desviacion estandar (DE) + promedio de 2 réplicas bioldgicas y se utilizo el andlisis ordinary
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one-way ANOVA para determinar la significancia. *; P<0,05 **; P<0,001, ***; P<0,0001 calculado con

GraphPad.

4.4, Infectividad y perfil inflamatorio de BMDMs infectados con arenavirus

Si bien existen modelos murinos con deficiencias genéticas en las vias de sefializacién
del IFN-I susceptibles a infeccion con ZIKV, ratones inmunocompetentes, como la cepa C57BL/6,
son capaces de eliminar tempranamente la infeccion (61). En particular, la proteina NS5 de ZIKV
puede unirse a STAT2 humana dirigiendo su degradacién e inhibiendo la via de IFN-I, pero no
es capaz de unirse a STAT2 murino, por lo que los ratones son resistentes a la infeccién por
ZIKV (29). Con estos antecedentes, analizamos la infectividad de ZIKV en BMDMs vy, en

concordancia con los reportes, no se observo replicacion viral.

Por tanto, utilizamos a la cepa atenuada Candid #1 del virus Junin (JUNV-C1) para
infectar BMDMSs, debido a que su infectividad y la respuesta inmune generada en células murinas
ha sido previamente documentada, y a que esta cepa presenta tasas de replicacion similares a
variantes patogénicas (62). De acuerdo con lo descrito, detectamos elevados niveles de infeccién
de JUNV-C1 en BMDMs tras 48 h (Figura 14). También se ha reportado que la respuesta innata
frente a infeccion por JUNV-C1 es dependiente principalmente de TLR2, resultando en la
produccion temprana (2 h) de elevados niveles de citoquinas inflamatorias (62). En nuestro caso
no observamos induccion de los factores proinflamatorios IL-6, CCL5 y CXCL10, asi como
tampoco de IFN-B a las 48 h post-infeccion (Figura 14), conforme a los resultados con el agonista
de TLR2 FSL-1. Estos resultados pueden asociarse al intervalo analizado y/o a que JUNV-C1 es
capaz de limitar la respuesta inmune innata a través de la actividad de las proteinas Z y NP luego

de replicarse en estos macrofagos (62).
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Figura 14. Niveles de infeccion de JUNV-C1 y de expresion de los factores
proinflamatorios IL-6, CCL5 y CXCL10 e IFN-B luego de la infeccion de BMDMs
con JUNV a un MOI de 1 por 48 h, determinado por RT-gPCR. Se muestra la
desviacion estandar (DE) + promedio de 2 réplicas bioldgicas donde de utilizé
unpaired T-test para determinar la significancia. *; P<0,05 calculado con
GraphPad.
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4.5, Silenciamiento de SIRPA mediante ARN de interferencia

Para silenciar la expresion de SIRPA (knockdown) en la linea celular A549, utilizamos un
RNA interferente corto (SiRNA) que reconoce el exén 6 del transcripto maduro. Mediante RT-
gPCR confirmamos la disminucién de los niveles de expresion de SIRPA relativa al gen
housekeeping GAPDH a las 48 h post-transfeccion del siRNA (Figura 15). Esta estrategia nos
permitié analizar la funcion de SIRPA durante infecciones virales, asi como la complementacion
funcional del péptido sintético ITIM-1 en células SIRPA knockdown.
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Figura 15. Knockdown de SIRPA. Se silenci6 la expresion de SIRPA en células
A549 por 48 h y se analiz6 su expresion mediante RT-qPCR respecto a un
siCtrl. Se muestra la desviacién estandar (DE) + promedio de 4 experimentos
independientes donde de utiliz6 unpaired T-test para determinar la
significancia. *; P<0,05 **; P<0,001, ***; P<0,0001 calculado con GraphPad.

4.6. SIRPA restringe la entrada de flavivirus a células humanas

Similar a su rol en la fagocitosis, nuestro grupo demostré que SIRPA restringe la
internalizacion de virus envueltos que utilizan vias endociticas (63). En base a esto, analizamos
los niveles de infeccién de ZIKV y DENV a las 48 h en células A549 SIRPA knockdown mediante
RT-gPCR. En la Figura 16 se observa que el silenciamiento de SIRPA aumenta los niveles de
ARN viral tanto para ZIKV como para DENV, describiendo por primera vez que SIRPA también
limita la infeccion por DENV.
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Figura 16. Infeccion de células A549 SIRPA knockdown con ZIKV y DENV
durante 48 h. Se cuantificé el ARN viral por RT-gPCR. Se muestra la desviacion

estandar (DE) + promedio de 2 réplicas experimentales donde de utilizé el
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andlisis unpaired T-test para determinar la significancia. *; P<0,05 calculado

con GraphPad.

4.7. Rol de SIRPA en la produccién de factores proinflamatorios e IFN-I tras la

estimulacién de RLRs en células A549

Como fue mencionado anteriormente, nuestra hipétesis es que SIRPA también
contribuiria al mantenimiento de la homeostasis celular regulando negativamente la sefializacién
inmune durante infecciones virales. En base a los resultados de las estimulaciones de los TLRs
y RLRs, el analisis del rol de SIRPA en la respuesta inmune innata en células A549 se centré en
la estimulacion de RLRs mediante transfeccion de poly(l:C), molécula mimética de ARNdh
generada durante la replicacion de los flavivirus ZIKV y DENV. Con este objetivo, se transfectaron
células A549 SIRPA knockdown con poly(l:C) y se analizaron los niveles de transcripcién de
factores proinflamatorios e IFN-B respecto a células control (siCtrl). En la Figura 17 se muestra
que las células SIRPA knockdown expresan nhiveles significativamente mayores de TNF-a, CCL5
y CXCL10 respecto a células siCtrl 48 h post-transfeccion, mientras que no se observaron
diferencias para el IFN-B. Estos resultados indicarian que SIRPA modula la produccion de

factores inflamatorios e IFN-I mediada por los receptores citosélicos RLRs.
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Figura 17. Células A549 SIRPA knockdown se transfectaron con poly(l:C) durante 48 h'y
se cuantifico la expresion de TNF-a, CCL5 y CXCL10, e IFN-B por RT-gPCR. Se muestra
la DE + promedio de 2 réplicas experimentales con el analisis unpaired T-test. *; P<0,05

calculado con GraphPad.

En condiciones basales, los niveles de fosforilacion de SIRPA, asi como de asociacion
con las fosfatasas SHP-1/2, son minimos. No obstante, la estimulacion de los TLRs 3y 4 induce
la fosforilacion de tirosina de sus ITIMs, activando a las fosfatasas SHP-1/-2 e iniciando cascadas
de sefializacién inhibitorias (66, 67). Se ha demostrado que SHP-2 regula negativamente la

produccion de factores proinflamatorios e IFN-I mediada por TLR4 y TLR3, uniéndose
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directamente a la quinasa TBK1 y suprimiendo su sefializacion mediante un mecanismo
independiente de su actividad fosfatasa (65). Asimismo, se ha reportado que células knockdown
SIRPA presentan mayores niveles de actividad de los factores de transcripcion AP-1 y NF-kB
luego de la estimulacion de TLR4, expresando niveles mas elevados de las citoquinas
proinflamatorias TNF-a e IL-6 (9). Debido a que la activacién de SIRPA recluta a SHP-2 iniciando
una cascada de sefializacion que regula negativamente la produccién de factores
proinflamatorios mediada por TLRs, un efecto similar podria esperarse frente a la estimulacion
de los RLRs. De hecho, la quinasa TBK1 participa también de las vias de sefializacion de los
RLRs fosforilando y activando al factor de transcripcion IRF3 (65). De tal forma, el aumento de
la expresion de factores proinflamatorios en células SIRPA knockdown transfectadas con

poly(l:C), podria asociarse a la sefializacién iniciada por SHP-2.

4.8. Rol de SIRPA en la produccion de factores proinflamatorios e IFN-I tras lainfeccién
con ZIKV en células A549

Para determinar si SIRPA desempefia un papel en la sefializacién inmune mediada por
ZIKV, se infectaron células A549 SIRPA knockdown con ZIKV a un MOI de 1y se analizaron los
niveles de transcripcion de factores proinflamatorios e IFN-B. Como se observa en la Figura 18,
no hay diferencias significativas en la expresion de TNF-a e IFN-B, aunque existe una tendencia
a una mayor expresion de estas citoquinas en células SIRPA knockdown. Sin embargo, estas
células expresan niveles significativamente menores de CCL5 y CXCL10 respecto a células
SiCtrl.
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Figura 18. Células SIRPA knockdown se infectaron con ZIKV (MOI=1) por 48 h y se
cuantifico la expresion de TNF-o, CCL5, CXCL10 e IFN-B por RT-qgPCR. Se muestra la DE
+ promedio de 2 réplicas experimentales donde de utilizo el analisis unpaired T-test para

determinar la significancia. *; P<0,05 calculado con GraphPad.
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Dado el rol inhibitorio de SIRPA en la entrada viral y la sefializacion mediada por RLRs,
podria esperarse que las células SIRPA knockdown expresen niveles mas elevados de
citoquinas al infectarlas con ZIKV. De hecho, el silenciamiento de SIRPA aumenta los niveles de
infeccion viral y en consecuencia la presencia de PAMPs virales a nivel celular, favoreciendo la
activacion de la respuesta inmune y la produccion de factores inflamatorios e IFN-I. Si bien
demostramos que el silenciamiento de SIRPA aumenta los niveles de IFN-B y TNF-a respecto a
células siCtrl en el contexto de infeccion por ZIKV, curiosamente observamos lo opuesto para las
guimioquinas CCL5 y CXCL10 (Figura 18). En este sentido, Plociennikowska y cols. describieron
una interferencia negativa entre la sefializacién de TLR3 y los RLRs que contribuye a la supresion
de la respuesta de IFN-B inducida por ZIKV (66), y que a su vez podria causar la expresion
reducida de las quimioquinas CCL5 y CXCL10. Durante la infeccion por ZIKV, la sefializacion de
TLR3 contribuye a la produccién de factores proinflamatorios, principalmente las citoquinas IL-6
y TNF-a, mientras que la via de IFN-B es activada principalmente por la estimulacién de RLRs
(66). Estas citoquinas proinflamatorias, en particular IL-6, podrian inducir la expresiéon de SOCS3,
una proteina supresora de la sefalizacion de IFN-1 (67). De esta manera, la produccion de
citoquinas proinflamatorias mediada por TLR3, cuya expresion es mayor en células SIRPA
knockdown, podria contribuir a una mayor induccién de SOCS3 (66), llevando asi a la reduccién
de la expresion de las quimioquinas CCL5 y CXCL10 inducidas por los RLRs observada aqui.
Sin embargo, para comprobarlo es necesario determinar experimentalmente cual es la fuente

principal de citoquinas proinflamatorias frente a la infeccion por ZIKV.

4.9. Rol de SIRPA en la produccion de factores proinflamatorios e IFN-I tras la

estimulacion con agonistas de TLRs y RLRs en células murinas primarias

Con el objetivo de expandir resultados preliminares de nuestro grupo utilizando
macréfagos derivados de médula ésea (BMDMs) de ratones Sirpa KO y WT estimulados con
agonistas de TLRs, realizamos estimulaciones de BMDMs de ambos genotipos con poly(l:C)
(TLR3 y RLRSs), LPS (TLR4), R848 (TLR7/TLR8) y FSL-1 (TLR2/TLR6) por 8 h, para analizar la
produccion de factores proinflamatorios e IFN-B. Como se aprecia en la Figura 19, las diferentes
estimulaciones resultan en la expresion a distintos niveles de factores proinflamatorios e IFN-f,
los cuales difieren entre células WT y Sirpa KO. En primer lugar, el tratamiento con poly(l:C)
resulté en una induccién mayor de TNF-a y menor de CCL5 en células Sirpa KO, mientras que
no detectamos expresiéon de IFN-B (Figura 19). En la transfeccion de poly(l:C) detectamos niveles
mas elevados IFN-B en BMDMs Sirpa KO, aunque esta diferencia no fue significativa, mientras
gue CCL5 fue producido en menor proporcion en células Sirpa KO (Figura 19). Finalmente, el
tratamiento con LPS y FSL-1 no evidencié diferencias significativas para la expresién de TNF-a,
mientras que observamos una mayor expresion de CCL5 en BMDMs WT, siendo esta diferencia

significativa para el tratamiento con LPS (Figura 19).
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Figura 19. Expresion relativa de IFN-B y de los factores proinflamatorios TNF—a y CCL5 luego
de la estimulacion de los TLRs (poly(l:C) a TLR3, LPS a TLR4 y FSL-1 a TLR2/6) y RLRs
(poly(I:C) transfectada) con una duracién de 8 h en macrofagos primarios murinos derivados
de médula 6sea (BMDMs) de ratones Sirpa KO y WT, determinado por RT-gPCR. Se muestra
la desviacion estandar (DE) + promedio de 2 réplicas biologicas donde de utilizd el analisis
unpaired T-test para determinar la significancia. *; P<0,05 **; P<0,001, ***; P<0,0001

calculado con GraphPad.

En términos generales, las células Sirpa KO presentan mayor induccion de TNF-a. cuando
se estimula TLR3, via de sefializacién dependiente de TRIF que activa NF-kB e IRF-3. Por otra
parte, no se evidencian diferencias significativas de TNF-a entre las células Sirpa KO y WT
estimuladas con agonistas de TLRs dependientes de MyD88 (TLR2/4/6). TLR4 es el Unico
receptor capaz de sefializar a través de ambas proteinas adaptadoras TRIF y MyD88; por tanto,
la tendencia de mayor induccion de TNF-o en células Sirpa KO tratadas con LPS puede
asociarse a las vias de sefalizacion dependientes de TRIF. En cuanto a la expresién de IFN-
B en BMDMs, solamente observamos niveles elevados al estimular los RLRs, los cuales fueron
mayores en células Sirpa KO (Figura 19). Estos resultados sugieren que SIRPA también
modularia negativamente sefializacion mediada por los RLRs, que involucra la activacion de
MAVS y de los factores de transcripcion IRF3 e IRF7 y NF-kB (14). Por dltimo, las mayores
diferencias se aprecian cuando se estimulan los TLRs que involucran a las proteinas TRIF/TRAM
(TLR3/4). Asi, la contribucién de SIRPA a la regulacion de la respuesta inmune innata seria
dependiente de la via de sefializacién activada. En base a nuestros resultados, proponemos que
SIRPA participaria en la regulacion de la respuesta inmune dependiente de TRIF, y no en las

vias de sefializacidon dependientes de MyD88, en macréfagos murinos.
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4.10. Péptidos sintéticos derivados de SIRPA: localizacién subcelular y citotoxicidad

La fosforilacion de tirosina de los ITIMs de SIRPA, inducida por diversos estimulos, es
necesaria para la interaccion con las fosfatasas SHPs y para su funcién negativa en distintos
procesos celulares (68). Para analizar la contribucion de cada ITIM en la actividad antiviral e
inmunomoduladora de SIRPA, disefiamos péptidos sintéticos representativos de ambos ITIMs.
En este trabajo evaluamos el potencial de un péptido derivado del ITIM-1, denominado ITIM-1
WT, el cual fue sintetizado por el método de sintesis en fase sélida en el laboratorio de Ingenieria
de péptidos y farmacoterapia en el INRS (Laval, Canadd), con modificaciones para aumentar su
estabilidad y flexibilidad, y fusionado a la secuencia GRKKRRQRRR derivada de la proteina Tat
del virus HIV-1, perteneciente a la familia de los self-penetrating peptides, para facilitar su
internalizacion celular. Ademas, se sintetizé una version del péptido conjugado al fluorocromo
isotiocianato de fluoresceina (FITC), denominado ITIM-1 FITC, con el objetivo de determinar su
localizacion subcelular una vez que es internalizado. El fluorocromo fue conjugado en el extremo
N-terminal del péptido luego del motivo Ahx, para prevenir interacciones no especificas con la

secuencia peptidica (Figuras 25y 26, Anexo 2).

Previamente a evaluar la actividad biolégica (considerandose como actividad bioldgica
el efecto antivral y/o inmunomodulador) del péptido ITIM-1 WT, analizamos la localizacion
subcelular del péptido ITIM-1 FITC en células A549 por microscopia de epifluorescencia,
utilizando distintas concentraciones (10 uM, 100 uM y 1 mM) y tiempos de incubacion (1, 6 y 24
h). Cuando utilizamos una concentracién de 10 uM, los péptidos fueron apenas evidenciables
luego de 1 h de incubacién; cuando aumentamos la concentracion a 100 uM, los péptidos se
visualizaron claramente tras 1 h localizandose mayoritariamente en la periferia celular, similar al
posicionamiento de SIRPA en la membrana plasmatica. Sin embargo, a las 6 y 24 h los péptidos
no se detectaron a 10 y 100 uM. También se evaluaron los diferentes tiempos de incubacion (1,
6 y 24 horas) para la concentracion de 1 mM, la cual es demasiado elevada para un tratamiento
factible en comparacién con otros estudios que emplean péptidos sintéticos terapéuticos (69),
pero tal como se observa en la Figura 20 permite la clara visualizacién de la acumulacién de los
péptidos en la periferia. Estos resultados sugieren que una concentracién de 100 uM con un
tiempo de incubacién de 1 h es 6ptima para que los péptidos sean internalizados, por lo que en
ensayos posteriores utilizamos esta concentracion y duracién del tratamiento. Para la
concentracién seleccionada del péptido ITIM-1(100 uM), también evaluamos la viabilidad celular
para todos los intervalos empleando azul de Tripan y el contador de células Countess 3

Automated Cell Counter (Thermo), demostrando que el tratamiento no es citotdxico (Tabla 4).
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Figura 20. Localizacion subcelular del péptido ITIM-1 FITC. Imagenes
representativas de células A549 tratadas con el péptido a diferentes
concentraciones e intervalos. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI y las

imagenes fueron tomadas en microscopio de epifluorescencia (40X).

Tabla 4. Viabilidad de células A549 luego del tratamiento con el péptido ITIM-1 (100 puM)

Duracién del tratamiento 1lh 6h 24 h Control

(sin tratamiento)

Porcentaje de células viables 95% 98% 93% 96%

4.11. Tratamiento con péptido ITIM-1y su efecto en la sefializacion através de los RLRs

Una vez seleccionada la duracién y concentracion del pretratamiento, investigamos el rol
antiviral e inmunomodulador del péptido ITIM-1. Como mostramos anteriormente, células SIRPA
knockdown transfectadas con poly(l:C) expresan niveles mas elevados de factores
proinflamatorios (Figura 17). Para analizar la actividad de ITIM-1 WT, realizamos un ensayo de
complementacion de funcion en células A549 SIRPA knockdown tratadas con el péptido segun
las condiciones descritas y transfectadas con poly(I:C) por 48 h. Como se observa en la Figura
21, no observamos diferencias significativas en la expresién de factores proinflamatorios e IFN-
B en células A549 SIRPA knockdown incubadas con el péptido ITIM-1 o un vehiculo (agua),

sugiriendo que este péptido no es capaz de mediar la sefializacion inhibitoria de SIRPA.
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Figura 21. Células SIRPA knockdown fueron tratadas con ITIM-1 (100 uM, 1 hora) y

transfectadas con poly(l:C) durante 48 h para cuantificar la expresion de IFN-B, CCL5 y
CXCL10, e por RT-gPCR. Se muestra la desviacion estandar (DE) + promedio de 2 réplicas
experimentales donde de utilizo el andlisis unpaired T-test para determinar la significancia. *;
P<0,05 calculado con GraphPad.

4.12. Tratamiento con péptido ITIM-1 y su efecto en la restriccion viral y sefializacion

inmune frente a la infeccién con ZIKV

Para determinar la capacidad antiviral del péptido ITIM-1 WT (100 uM, 1 hora), se llevo
a cabo un ensayo de complementacion de funcion en células A549 SIRPA knockdown tratadas
con el péptido y posteriormente infectadas con ZIKV a un MOI de 1 durante 48 h. Como se
muestra en la Figura 22, el tratamiento de células SIRPA knockdown con ITIM-1 WT restaura
parcialmente la funcion antiviral de SIRPA, evidenciada por una disminucion significativa en los
niveles de infeccion respecto a células SIRPA knockdown no tratadas. Adicionalmente,
realizamos este experimento con DENV (MOI=0.5) observando una restauracion total de la
funcion de SIRPA (Figura 22).

En cuanto a la sefializacién inmune (Figura 23), no se observaron diferencias
significativas en la expresion de los factores proinflamatorios e IFN-B entre células SIRPA
knockdown en presencia/ausencia de ITIM-1 WT, con la excepciéon de CCL5. Previamente se
demostrd que la expresién de un péptido que abarca el primer residuo de tirosina del ITIM-1 de
SIRPA fue capaz de suprimir la sefializacién de NF-kB mediada por TLR4 (68). Sin embargo, en
este caso nuestro péptido ITIM-1 no parece tener un efecto en la sefializacién inmune aqui
evaluada. En definitiva, se sugiere que este péptido no es capaz de modular la sefalizacion

inhibitoria de SIRPA, tal como se demostré para la estimulacion de los RLRs.
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Figura 22. Células SIRPA knockdown fueron tratadas con ITIM-1 WT (100 uM, 1 h) y se
infectaron con ZIKV a un MOI de 1 y DENV a un MOI de 0,5 durante 48 h para cuantificar
niveles de ARN viral por RT-gPCR. Se muestra la desviacion estandar (DE) + promedio de 2
réplicas experimentales donde de utilizd el analisis unpaired T-test para determinar la
significancia. *; P<0,05 **; P<0,001, ***; P<0,0001 calculado con GraphPad.
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Figura 23. Células SIRPA knockdown fueron tratadas con ITIM-1 WT (100 uM, 1 h) y se
infectaron con ZIKV a un MOI de 1 durante 48 h para cuantificar niveles de ARN viral y de
expresion de TNF-a, CCL5, CXCL10, e IFN-B por RT-gPCR. Se muestra la desviacion
estandar (DE) + promedio de 2 réplicas experimentales donde de utilizé el analisis unpaired
T-test para determinar la significancia. *; P<0,05 **; P<0,001, ***; P<0,0001 calculado con
GraphPad.

4.13. Determinacién de expresion de SIRPA en macréfagos murinos primarios

Para analizar la actividad del péptido ITIM-1 WT ex vivo, aislamos BMDMs de ratones
Sirpa KO y WT y examinamos niveles de replicacion viral y produccion de citoquinas con distintos
estimulos. Para validar la ausencia de SIRPA, se analiz6 su expresion en BMDMs WT y Sirpa
KO mediante western blot utilizando un anticuerpo anti-SIRPA que reconoce el dominio
citoplasmatico (#13379; Cell Signaling Technologies (CST)). En la Figura 24 se observa la
expresion de SIRPA en los BMDMs WT, con una banda aproximada de 140 kDa, mientras que

en las células provenientes de ratones Sirpa KO no se detect6 esta banda.
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Figura 24. Western Blot de SIRPA en BMDMs de ratones WT (C57BL/6) y
Sirpa KO (Sirpa™m¥nliudy ytilizando un anticuerpo anti-SIRPA (CST).

4.14. Tratamiento con péptido ITIM-1 WT reduce los niveles de infeccion con JUNV-C1
en macrofagos primarios murinos

Para analizar la capacidad antiviral del péptido ITIM-1 WT ex vivo, se realizé un ensayo
de complementacién en BMDMs WT y Sirpa KO infectados con JUNV-C1 por 48 h. En la Figura
25 se observa que las células Sirpa KO muestran niveles de infeccién significativamente mayores
que los BMDMs WT, confirmando observaciones previas sobre la actividad de SIRPA en la
infeccién por JUNV-C1 ex vivo (63). Cuando realizamos el pretratamiento de BMDMs Sirpa KO
con ITIM-1 WT previo a la infeccién con JUNV-C1 detectamos una disminucion significativa de
los niveles de infeccion viral respecto a los BMDMs Sirpa KO, indicando que el péptido es

biolégicamente activo y que su actividad también restringe la infeccion de JUNV-C1 (Figura 25).
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Figura 25. Niveles de ARN viral luego de la infeccion con JUNV-C1 a un MOI
de 1 por 48 h en BMDMs de ratones Sirpa KO tratados con ITIM-1 WT (100
1M, 1 hora) o sin tratamiento y BMDMs WT. La cuantificacion fue realizada
mediante RT-qPCR. Se muestra la desviacidn estandar (DE) + promedio de 2
réplicas biol6gicas donde de utilizo el analisis unpaired T-test para determinar
la significancia. *; P<0,05**; P<0,001, ***; P<0,0001 calculado con GraphPad.
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5. Conclusiones

En este trabajo examinamos la actividad antiviral de SIRPA frente a virus de relevancia para
la salud publica como los Flavivirus y Arenavirus, asi como su papel en la sefializaciéon inmune
ante estas infecciones y frente a moléculas agonistas de receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs). Determinamos que SIRPA actia como un factor antiviral contra los flavivirus
ZIKV, DENV y JUNV-C1, aunque su contribucién a la respuesta inmune innata varia seguin la via

de sefializacion activada y el tipo celular involucrado.

Dado el rol prominente de SIRPA en el contexto de infecciones virales, disefiamos y
sintetizamos un péptido mimético representativo del ITIM-1 (ITIM-1 WT), con el objetivo de
evaluar su potencial antiviral e inmunomodulador. Esta estrategia terapéutica ofrece un gran
potencial debido a su facil disefio y sintesis, bajos costos de produccion y alta especificidad de
accion. Nuestros resultados mostraron que las células SIRPA knockdown/knockout tratadas con
este péptido presentaron menores niveles de infeccion viral en comparacion con las células sin
tratamiento, sugiriendo que ITIM-1 WT es capaz de restaurar parcialmente la actividad antiviral
de SIRPA. Sin embargo, el tratamiento con este péptido no resulté en niveles diferenciales de
expresion de factores proinflamatorios e IFN-I, destacando la importancia de evaluar la forma

fosforilada de ITIM-1 WT, asi como los péptidos derivados del ITIM-2.

En suma, este trabajo proporciona informacion novedosa sobre la biologia de SIRPA en el
contexto de infecciones virales y su potencial aplicacién en el desarrollo de biofarmacos

antivirales.
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Anexos

Anexo 1: Protocolos

A.

N o o &~ w

10.

Aislamiento de células progenitoras mieloides de médula 6sea murina

Separar los miembros posteriores del resto del cuerpo y aislar los huesos de cada
miembro.

Colocar los huesos en etanol 70% durante 5 minutos (m) y realizar 4 lavados sucesivos
de 5 minutos en 1X PBS.

Cortar los extremos de los huesos para exponer el canal de la médula ésea.

Utilizando una jeringa de 10 mL, enjuagar la médula é6sea con DMEM 10%.

Transferir la médula 6sea disuelta en medio a tubos de 15 mL.

Centrifugar a 1200 rpm y 4°C por 10 m.

Remover el sobrenadante y resuspender las células en medio para macréfagos (DMEM
suplementado con 10% SFB, 2,5% HEPES (Invitrogen), 0,1% piruvato de sodio (Gibco)
y 100 pg/mL del factor de estimulacién de colonias de macréfagos M-CSF (Stemcell))
Incubar 72 h a 37°C.

Remover el medio de cultivo y agregar medio para macréfagos fresco.

Aislamiento de ARN total de células con el kit GeneJET RNA Purification Kit

(Thermo) descrito por el fabricante

Remover el medio de los pocillos a lisar.

Realizar 1 lavado con 1X PBS

Agregar 300 uL de buffer de lisis suplementado con B-mercaptoetanol a cada pocillo a
lisar, mezclando con pipeta.

Agregar 360 uL de etanol absoluto (96-100%) y mezclar con pipeta.

Transferir el volumen total del lisado a la columna de purificacién insertada en un tubo
colector (2 mL) y centrifugar por 1 minuto a 13500 x g. Descartar el liquido del tubo
colector y colocar la columna nuevamente en él.

Agregar 700 pL de buffer de lavado 1 a la columna y centrifugar por 1 minuto a 13500 x
g. Descartar el liquido del tubo colector y colocar la columna nuevamente en él.
Agregar 600 uL de buffer de lavado 2 a la columna y centrifugar por 1 minuto a 13500 x
g. Descartar el liquido del tubo colector y colocar la columna nuevamente en él.
Agregar 250 pL de buffer de lavado 2 a la columna y centrifugar por 2 minuto a 13500 x
g. Descartar el liquido del tubo colector y colocar la columna nuevamente en él.

Volver a centrifugar la columna por 1 minuto a velocidad méaxima para secarla por
completo de buffer de lavado residual.

Transferir la columna a un tubo de 1.5 mL estéril y libre de ARNsas y agregar 50 ulL de
agua libre de nucleasas sobre la membrana de la columna. Centrifugar por 1 minuto a
13500 x g para eluir el ARN.
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11. Descartar la columna de purificacion y almacenar el ARN a -80°C hasta su uso.

C.

o M~ LD

Silenciamiento del gen de SIRPA mediante transfeccién reversa de ARN pequefio

de interferencia (siRNA) descrito por el fabricante del reactivo RNAIMAX (Thermo)

Tripsinar células A549 (1 ml/botella 25 cm2) por 5 minutos a 37°C.
Diluir las células en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino (SFB) realizar un
recuento en camara de Neubauer.
Ajustar la concentracion final para que 500 uL de suspension celular contengan el
namero de células que les permita llegar a una confluencia del 50% a las 24 h luego de
sembrarlas. Para cada pocillo a transfectar, preparar los complejos siARN-Lipofectamine
RNAIMAX de la siguiente manera:
a. Diluir 6 pmol de siARN en 25 pL de medio Opti-MEM (Invitrogen) y mezclar con
pipeta (tubo A).
b. Diluir 1 pL de Lipofectamine RNAIMAX en 25 uL de medio Opti-MEM sin SFB, y
mezclar con pipeta (tubo B).
Combinar ambos tubos e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
Dispensar 50 uL en cada pocillo y sobre el mismo agregar 500 uL de suspension celular.
Mezclar agitando la placa.

Incubar las células por 48 h a 37°C en incubadora de CO2.

Transfeccion de poly(l:C) con el reactivo Lipofectamine 3000 descrito por el

fabricante (Thermo)

Para cada pocillo a transfectar, preparar complejos poly(l:C)-Lipofectamine 3000 en

tubos de 1.5 mL:

a. Diluir 10 ng de poly(l:C) en 25 puL de medio Opti-MEM, agregar 1 uL de
Lipofectamine 3000 y mezclar con pipeta (tubo A).

b. Agregar 1 pL de reactivo p3000 en 25 pL de Opti-MEM sin SFB y mezclar con
pipeta (tubo B).

Combinar ambos tubos e incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.

Agregar los complejos poly(l:C) -Lipofectamine 3000 a cada pocillo (100 pL).

Incubar por 15 minutos adicionales a temperatura ambiente.

Adicionar 500 pL de células previamente diluidas en DMEM 10% SFB y mezclar

moviendo la placa.

Incubar las células por la duracion especificada a 37°C en incubadora de COs-.

Determinacion de viabilidad celular

Tripsinar células A549 (1 mL/botella 25 cm?) por 5 minutos a 37°C.
Diluir las células en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino (SFB).

Realizar una dilucién 1:2 de las células y azul de Tripan 0.4%
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4. Colocar diluciébn en una camara Countess e insertarla en el equipo Countess 3
Automated Cell Counter (Thermo)

5. Seleccionar “Rapid Capture” y registrar los datos.

Fijacion y montaje de células para microscopia de epifluorescencia
Remover el medio de cultivo y lavar las células con 1X PBS a 4°C.
Fijar las células utilizando formalina 10% durante 15 minutos.

Lavar las células con 1X PBS helado tres veces.

E N

Tomar el cubreobjetos con las células fijadas y cubrir con una gota de medio de montaje
con DAPI.
Montar el cubreobjetos sobre un portaobjetos y aplicar presion sobre él por 30 segundos.

Sellar el perimetro del cubreobjetos y almacenar a 4°C, protegido de la luz.

Anexo 2: Informacion sobre los péptidos (brindada por el Laboratorio de Ingenieria de

péptidos y farmacoterapia, INRS)
A. Secuencias

WT_ITIM-1: Ac-GRKKRRQRRR-Ahx-NDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQT-NH2
FITC_ITIM-1: FITC-Ahx-GRKKRRQRRR-AhX-NDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQT-NH2

B. Estructura quimica

Figura 26. Estructura quimica del péptido ITIM-1 WT
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Figura 27. Estructura quimica del péptido ITIM-1-FITC

C. Caracterizacion

Tabla 5. Caracterizacion quimica de péptidos derivados de SIRPA.

Compuesto Cantidad Solubilidad | Rt.? Pureza® Masa P.M.? Masa P.M.
exacta® observada® | calculado®
(min) (%) (g/mol)
(Da) (IM + H]Y) (sal TFA;
g/mol)
WT_ITIM-1 20 mg H,O 9.1 99.6 5263.84 5266.9 | 5265.1 5951.0
FITC_ITIM-1 18 mg H.O 10.4 99.1 5723.95 5727.4 5725.2 6411.5

a Informacion de tiempo de retencion (Rt.) y pureza basados en datos de cromatogramas de

HPLC. b Masa exacta y peso molecular (P.M. calculados en ChemDraw. ¢ Masa i6nica observada

en analisis MALDI-TOF.
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Figura 28. Espectrometria de masas y cromatogramas de los péptidos derivados de SIRPA. A.
Espectro de masas obtenido en espectrémetro Bruker Microflex MALDI-TOF utilizando una matriz HCCA
(acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico) B. Cromatograma analitico de HPLC obtenido en un Beckman System
Gold 168 utilizando una columna CSC-Kromasil C18 (5 um, 4.6 x 200 mm), un gradiente 0-100% de
acetonitrilo en 0.1% TFA (&cido trifluoroacético) acuoso, durante una corrida de 30 ms, con una velocidad
de 1 mL/min y deteccién a 220-280 nm.
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