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1. RESUMEN

Existen evidencias de una interconexién entre el desarrollo del cancer y el sistema
inmunolégico. Hemos investigado en este trabajo esta posible conexién usando el
modelo VTPF-SVCV-EPC. El antitumoral VTPF es un inhibidor de la via Hippo-YAP, una
ruta que se encuentra sobreexpresada en muchos tipos de cédncer de la que se ha
sugerido que tenga un papel en la inhibicion del virus SARS-CoV2. Por tanto, hemos
decidido usar este antitumoral con la finalidad de evaluar su efecto sobre la infeccién

con el virus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV) en la linea celular de pez (EPC).

Nuestros resultados muestran la inhibicién de la replicacién viral por VTPF en los
ensayos de qPCR (pero no de formacién de calvas) y la estimulacién por VTPF de la

expresion de genes relacionados con la respuesta inmune innata.

Ademas, para profundizar mas en el papel de VTPF sobre la via del interferén hemos
usado un estimulador de dicha via como es el poly I:C, viendo cdmo VTPF actua sobre
su accion antiviral, en concreto en lo que se refiere a la expresidn de genes relacionados

con esta via como son las proteinas transmembrana inducidas por interferén (IFITM).

Palabras clave: antitumoral, SVCV, virus de pez, respuesta inmune, IFITM

ABSTRACT

There is evidence for an interplay between cancer development and the immune
system. We have investigated in this work this possible connection using the VTPF-SVCV-
EPC model. The antitumor VTPF is an inhibitor of the Hippo-YAP, a pathway that is
overexpressed in many types of cancer and has been suggested to play a role in the
inhibition of SARS-CoV2 virus. Therefore, we have decided to use this antitumor in order
to evaluate its effect on infection with spring viraemia of carp virus (SVCV) in the fish

cell line (EPC).



Our results show the inhibition of viral replication by VTPF in gPCR assays (but not
baldness formation) and the stimulation by VTPF of the expression of genes related to

the innate immune response.

In addition, to further investigate the role of VTPF on the interferon pathway, we have
used a stimulator of this pathway such as poly I:C, to see how VTPF acts on its antiviral
action, specifically with regard to the expression of genes related to this pathway such

as interferon-induced transmembrane proteins (IFITM).

Keywords: anti-cancer drug, SVCV, fish virus, immune response, IFITM

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1.- Cancer, quimiorresistencia y respuesta immune.

El cancer es una de las primeras causas de mortalidad a nivel mundial. Casi 10 millones
de personas fallecieron en el afio 2020, siendo el principal el cancer de pulmdén (18%)
seguido por el cancer colorrectal (9,4%) y el cancer hepatico (8,3%) (Sung et al., 2021).
A pesar de los grandes avances realizados en el tratamiento del cancer, un problema es
la aparicion de tumores resistentes a los tratamientos. Las resistencias a farmacos
parecen estar asociadas a un estado inmunoldgico distinto por lo que es necesario el
desarrollo de terapias mas efectivas y la identificacién de nuevos marcadores de

prondstico y/o nuevas dianas terapéuticas.

Desde la perspectiva inmunoldgica, el desarrollo y la progresién del cancer dependen
de la intercomunicacién entre las células inmunitarias y las células tumorales. Las células
tumorales son capaces de evadir las respuestas inmunitarias antitumorales a través de

distintos mecanismos (Budhwani et al., 2018).

Las citoquinas son importantes en la comunicacidn cruzada entre las células tumorales

y las células inmunitarias. Los interferones (IFN) que se descubrieron como respuesta



celular a infecciones virales (al virus de la gripe en concreto) (Isaacs et al., 1957)
engloban una gran familia de citoquinas que hasta ahora se habian estudiado
ampliamente en las infecciones por virus, pero ahora se conocen también, como
impulsores clave de la inflamacién dentro del microambiente tumoral (Dunn et al.,

2006).

Los IFN poseen efectos inmunoestimuladores decisivos en varias células inmunitarias,
incluidos los linfocitos T especificos de tumores. A pesar de esto, distintos estudios han
demostrado que los IFN pueden producir también mecanismos inmunosupresores en el
cancer. Por ello, descubrir el papel de los IFN y las vias de sefializacidén asociadas en la
interaccion entre el tumor y su microambiente es necesario para adaptar la intervencién

terapéutica. (Hervas-Stubbs et al., 2011).

Los IFN tienen un papel importante en muchos procesos bioldgicos. Entre ellos, la
respuesta inmunitaria contra tumores y patégenos, o en la diferenciacion celular y la
apoptosis (Parker et al., 2016). Existen tres tipos distintos de IFN: el tipo | producido por
todas las células nucleadas, el tipo Il solo es secretado por linfocitos T y Natural Killer
(NK) y el tipo Ill producido por células nucleadas después de la infeccion viral pero

todavia se investiga su papel debido a su reciente descubrimiento (Kotenko et al., 2003).

Las propiedades inmunoestimuladoras de los IFN tipo I, hacen que estas citoquinas sean
esenciales en la inmunovigilancia del cdncer. También tienen efectos de inhibicién
directa mediante una combinacion de detencién del ciclo y muerte celulares sobre las

células tumorales de distintos origenes (Zitvogel et al.,2016).

La eficacia de distintas estrategias terapéuticas contra el cancer, entre ellas, fdrmacos
citotoxicos, la radioterapia, las inmunoterapias dirigidas y los virus oncoliticos,
dependen de la sefalizacién de IFN tipo | (Zitvogel et al.,2016). Los errores de la via IFN
en las células inmunitarias o en el microambiente tumoral pueden ser los causantes de

la resistencia terapéutica en pacientes con cancer (Snell et al.,2017).



2.2.- La verteporfina

2.2.1. VTPF como antitumoral.

La verteporfina (VTPF) es un derivado de la benzoporfirina, perteneciente a la familia de
las porfirinas, extraida de la planta artemisa (Tanacetum parthenium). Fue aprobada en
el 2000 por la Food and Drug Administration para su utilizacion como fotosensibilizador
de segunda generacidn en terapia fotodindmica para el tratamiento de la degeneracién

macular relacionada con la edad (Wang et al., 2016).

Se ha investigado el papel de la Verteporfina para el tratamiento de distintos canceres,
como el cancer de mama, cancer de prdstata y el adenocarcinoma ductal pancreatico
(Pellosis et al., 2017). En la terapia del cancer la VTPF al principio se usaba como
fotosensibilizador, debido a su capacidad de eliminar las células tumorales a causa de la
produccién de radicales de oxigeno por activaciéon de luz no térmica, luz roja a una

longitud de onda de 689 nm (Gavini et al., 2019).

La VTPF tiene efectos que no requieren fotoactivacion: provoca la inhibicién de la
autofagia (proceso de degradacién no especifico por el que las células entregan
sustratos citoplasmaticos a los lisosomas para su degradacidn) debido a la supresion de

la formacién de autofagosomas en una etapa temprana (Gu et al., 2021).

o]

Figura 1. Estructura quimica de la VTPF



2.2.2. Relacion de VTPF con las vias de respuesta inmune.

En los ultimos diez afos se han encontrado evidencias de la accién de VTPF sobre rutas
de sefalizacién relacionadas con la respuesta inmune innata. En concreto, se ha
identificado a la Verteporfina como un inhibidor de la actividad de YAP. La proteina
asociada a Yes (YAP) es un factor protumorigénico que se expresa de forma anédmala en
varios tipos de cancer y es un efector central de la via de sefializacion Hippo que se
encarga de regular el tamafio de los érganos y la tumorigénesis (Feng et al., 2016). La
proteina YAP se encuentra sobreexpresada en muchos tipos de canceres y su nivel de
expresion se asocia con los resultados del paciente. Es por esta razén, que la inhibicién
de la funcion YAP podria proporcionar un enfoque terapéutico novedoso. No obstante,
queda por descubrir el mecanismo por el cual la Verteporfina inhibe la actividad de YAP

(Wang et al., 2016).

La via Hippo-YAP debido a sus funciones bioldgicas en la homeostasis, el desarrollo y el
cancer de los tejidos despierta interés en la investigacidn. Esta via transmite sefales
extracelulares e intracelulares variadas, incluyendo: densidad celular, polaridad celular,
sefiales mecanicas, ligandos de receptores acoplados a proteina G y dirigiendo la
proliferacién celular, supervivencia, apoptosis y diferenciacién (Yu et al., 2015). Por lo
que, una desregulacion de la via Hippo tiene implicaciones importantes en la
tumorigénesis, la progresion y la metastasis y probablemente, es el principal mecanismo

de resistencia a diversas terapias dirigidas y quimioterapias (Avruch et al., 2012).

La regulacion conjunta entre la via Hippo-YAP y la inmunidad innata ha sido comprobada
por un gran numero de estudios. Varios de ellos apuntan a que muchos sintomas de
inmunodeficiencia, incluyendo las infecciones bacterianas y virales periddicas, estan
asociados con la deficiencia de la sefalizacién de Hippo, lo que implica su papel crucial

en la modulacién inmunitaria (Harvey et al., 2013).

Se han identificado multiples proteinas que participan en la interrelacién entre la via
Hippo-YAP y la inmunidad innata. En la mayoria de los casos, la sefalizacién Hippo-YAP
potencio la respuesta antiviral innata, pudiendo también retroalimentar positivamente

la via Hippo-YAP a través de multiples mecanismos (Wang et al., 2020).



Por tanto, la inmunidad innata seguramente influye en la tumorigénesis y la progresion

de los tumores a través de su interaccion con la sefializacion Hippo.
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Figura 2. Efecto de la VTPF sobre via Hippo-YAP. A) En condiciones normales, las sefiales de
crecimiento activan la via de sefializacion Hippo, provocando la activacion del complejo YAP/TAZ.
Este complejo se transloca al nucleo para formar YAP/TEAD, que activa varios factores de
crecimiento, lo que conduce al crecimiento y la proliferacion celular. B) La verteporfina bloquea la
translocacién de YAP/TAZ al nucleo, inhibiendo asi el crecimiento y la supervivencia de las células.
Imagen tomada de (Gheewala et al., 2017)

2.3. Las infecciones virales en pez (como modelo de estudio de respuesta
inmune innata).

2.3.1. Generalidades

Los peces, como otros vertebrados, son susceptibles a infecciones viricas, algunas de
las cuales causan enormes pérdidas a la acuicultura. Los virus de pez son inocuos para

el ser humano, y por ello son una herramienta para investigacion, libre de riesgo.

Los peces son capaces de generar respuestas inmunitarias fuertes y protectoras frente
a muchos virus (Verrier et al., 2011). Las infecciones por patdgenos son reconocidas por
el sistema inmune que actla mediante dos tipos de respuesta: innata y adaptativa. El
sistema inmune innato es la primera linea de defensa del organismo frente a agentes
infecciosos, potencialmente perjudiciales. Su accion y respuesta, prepara al organismo

para la posterior y especifica actuacion del sistema inmune adaptativo. (Jinushi, 2012)



La respuesta inmunitaria innata del huésped se desencadena mediante el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) por parte de
los receptores de reconocimiento de patégenos (PRR) (Verrier et al., 2011). Después, se
induce la activacion de una cascada de genes que acaba en la produccién de citoquinas
gue actuan en las células infectadas y sus vecinas, evitando que se extienda la infeccidn

(McNab et al., 2015).

Una de estas sustancias producidas son los interferones, citoquinas inducibles por el
virus que comparten propiedades antivirales. Los IFN se clasifican en tres familias (como
hemos mencionado con anterioridad) en funcién de los receptores afines con los que
interactian y de las respuestas inmunitarias que inician. Los IFN de tipo | y llI
desencadenan vias de sefalizacion que conducen a la activacién de las defensas
inmunitarias innatas contra la infeccidn viral. Mientras que los IFN de tipo Il promueven

principalmente la inmunidad mediada por células (Verrier et al., 2011).

La sefializacidn de IFN da como resultado a través de la ruta JAK-STAT la activacion de la
expresion de genes estimulados por interferén (ISG). Estos ISG codifican proteinas
especificas con distintas funciones antivirales, como la inhibicién de la entrada viral, la
transcripcidn de genes virales, la sintesis de proteinas virales y el ensamblaje y liberaciéon

de particulas virales (Bailey, et al., 2014).
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Figura 3. Induccion y funcion de los genes estimulados por IFN. Imagen tomada de (Poynter et al

2016).



Se han descrito en los mamiferos mas de 200 genes que responden al interferén (I1SG)
mostrando la gran diversidad de las vias celulares desencadenadas por las infecciones
viricas. Ademas, se ha visto la presencia de los genes IFN en especies de teledsteos: pez
cebra (Danio rerio), carpa comun (Cyprinus carpio), la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss), la carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella), |a carpa roja (C. auratus red var.),

y la carpa negra (Mylopharyngodon piceus) (Gan et al., 2019; Zou et al., 2011).

2.3.2. Respuesta mediada por interferdn a virus de pez

Hay un buen numero de virus, pertenecientes a varias familias, que causan
enfermedades en peces. Dentro de la familia Nodaviridae destaca el virus de la necrosis
nerviosa viral (NNV), una enfermedad grave de varias especies de peces marinos,
caracterizada por importantes pérdidas asociadas a lesiones de vacuolacion del sistema
nervioso central y de la retina (OIE, 2019). En esta familia, se ha observado una fuerte
respuesta de la via del interferdn: en la lubina una fuerte amplificacidn en la expresion
de las proteinas antivirales IFN y Mx tras la infeccién (Scapigliati et al., 2010), en la
dorada una fuerte regulacion al alza de la proteina Mx en el cerebro con respecto a la
observada en la lubina. Estas observaciones apoyan la teoria de que el cerebro de los
peces, al igual que en los humanos, incluso sin ser un drgano inmunitario, es capaz de
desencadenar una fuerte respuesta inflamatoria caracterizada por la expresion de

citoquinas inflamatorias y moléculas antivirales (Dios et al., 2007).

En cuanto a la familia Birnaviridae destaca el virus de la necrosis pancreatica infecciosa
(IPNV) que causa enfermedades en especies de peces marinos de cultivo, como el
rodaballo y el bacalao (OIE, 2019). Cuando se produce la seiializacién del IFN a causa de
la infeccidn provoca interacciones complejas entre el virus y el huésped dependiendo,
ademas, del tipo de célula infectada. In vivo IPNV induce una actividad similar a la del
IFN provocando la expresion de moléculas inducidas por interferon: Mx e ISG15 tanto
en el salmoén del atlantico como en el bacalao (McBeath et al., 2007. Sin embargo, in
vitro, IPNV suprime la expresidon de Mx en células de trucha arco iris al contrario que en

los macrofagos del salmdn. Ademads, se conoce que IPNV es sensible a la accién antiviral



de los IFN y de los genes relacionados con el interferén (Mx, IPS-1) debido al desarrollo

de mecanismos para superar las respuestas del IFN (Collet et al., 2007).

En la familia Isaviridae destaca el virus de la anemia infecciosa del salmén (ISAV) que
supone una amenaza considerable para la acuicultura del salmén del Atlantico (OIE,
2019). En cultivos celulares se ha visto que ISAV es un inductor potente y temprano del
interferdn y de genes inducidos por interferén (Mx e ISG15) mientras que en infecciones
en pez se produce un aumento de la expresion de Mx después de la infeccidn con ISAV,
por tanto, Mx puede estar implicada en la patogénesis de la infeccién por ISAV (Jensen

et al.,, 2002).

Por ultimo, en la familia Rhabdoviridae destacan: el virus de la necrosis hematopoyética
infecciosa (IHNV), el virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV) y el virus de la
viremia primaveral de la carpa (SVCV) siendo importantes patdgenos de peces tanto
salvajes como de cultivo en toda América del Norte, Asia y Europa (OIE, 2019). Muchos
estudios han demostrado que la familia Rhabdoviridae induce una fuerte respuesta
inmune innata caracterizada por la regulacion de genes inflamatorios y relacionados con
el interferdn. La glicoproteina de superficie G del rhabdovirus de los peces ha sido
identificada como un potente inductor de las respuestas antivirales mediadas por el
interferén de tipo | (IFN) y se ha utilizado como base para vacunas de ADN eficaces
contra las infecciones por rhabdovirus (Verjan et al., 2008). En este sentido, la
vacunacion con ADN puede ser una buena herramienta para estudiar las respuestas
inmunitarias protectoras contra estas infecciones (Lorenzen et al., 2002). Ademas, se ha
visto en estos virus mencionados que el sistema de Interferén (IFN) tipo 1 puede ser
importante debido al nimero de genes relacionados con el IFN que se regulan: entre
ellos, el gen estimulado por interferén 15kDa (1ISG15), el gen estimulado por interferén

56kDa (ISG56) y la proteina Mx (Byon et al., 2006).

2.3.3. Viremia Primaveral de la carpa (SVCV)

Una enfermedad, importante en el sector de la acuicultura es la causada por el virus

Viremia primaveral de la Carpa (SVCV) perteneciente a la familia Rhabdoviridae como
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hemos mencionado con anterioridad. La familia Rhabdoviridae, incluye alguno de los
patdgenos virales de mayor importancia en acuicultura (Leong et al., 2008). Se trata de
una familia que tiene un genoma de ARN monocatenario de polaridad negativa. La
particula viral tiene forma de bala y un genoma con simetria helicoidal que codifica 6
proteinas: 3 -Proteina de la nucleocapside (N)-fosfoproteina (P)-Proteina de la matriz
(M)- Glicoproteina (G)-proteina no estructural (NV)- ARN polimerasa dependiente de

ARN (L) -5 (Figura 2).

o
et

Figura 4. Estructura del virién de la familia Rhabdoviridae. Imagen tomada de viralzone.

https://viralzone.expasy.org

La viremia primaveral de la carpa pertenece al género Sprivivirus por lo que no tiene la
proteina NV (Ashraf et al., 2016). Ademas, aparece en la lista de Enfermedades mas
importantes de peces confeccionada por la Organizacién Mundial de Sanidad Animal

(OIE, 2019).

Las variedades de carpa comun son los principales hospedadores del SVCV y mas
susceptibles a la infeccidon. La enfermedad se ha registrado en la mayoria de los paises
europeos y en algunos paises del este de Europa que experimentan bajas temperaturas
del agua durante el invierno. Los peces pueden ser portadores de SVCV con o sin
sintomas. Los signos clinicos son inespecificos en el caso de la carpa, los sintomas mas
comunes incluyen distensién abdominal, exoftalmia, inflamaciéon o edema del conducto
de ventilacién y hemorragias petequiales de la piel, las branquias y los ojos. La tasa de
mortalidad es mas alta en los peces jovenes, informandose tasas de mortalidad de hasta
el 70% en carpas jovenes durante los brotes y en peces infectados experimentalmente,

la tasa de mortalidad puede llegar al 90% (OIE, 2019).
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Figura 5. Capas comunes (Cyprinus carpio) enfermas con SVCV. Imagenes tomadas Revista MVZ

Cérdoba, vol.25 Num.3 (2020).

Ademads, de la importancia del SVCV en el sector de la acuicultura y su buen crecimiento
en las células de la carpa donde se ha identificado los genes relacionados con IFN, le

convierte en el candidato adecuado para el estudio llevado a cabo en este trabajo.

2.4. El papel de las proteinas IFITM en respuesta antiviral.

Las proteinas transmembrana inducidas por interferén, conocidas como IFITM, son una
familia de proteinas pequefias homdlogas, localizadas en las membranas endosomales
y plasmaticas que participan en la respuesta celular a muchos virus (Zhao et al., 2018).
Las IFITM contribuyen en distintos procesos bioldgicos, como la respuesta inmunitaria,
el alojamiento y la maduracidén de células germinales, la mineralizacidn 6sea, restriccidn

viral, control del ciclo celular y apoptosis (Yanez et al., 2020).
Las IFITM estan formadas por cinco dominios: dominio N-terminal (NTD), dominio

intramembrana (IMD), un bucle intracelular conservado (CIL), dominio transmembrana

(TMD) y dominio C-terminal (CTD) (Chen et al., 2017).
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Los miembros de la familia de proteinas transmembrana inducidas por interferdn
(IFITM) se encuentran entre los genes estimulados por interferdn (ISG) mas estudiados,
mostrando una potente actividad antiviral para una amplia gama de virus envueltos.
(Bailey et al., 2017). Se han identificado cinco genes Ifitm (ifitm1, ifitm2, ifitm3, ifitm5 e
ifitm10) en humanos, que estan ubicados en el cromosoma 11 (Liao et al., 2019). Se ha
demostrado que solo tres de ellos (ifitm1, ifitm2 e ifitm3) funcionan como factores de
restriccion contra diferentes virus (Zhang et al., 2021) debido a que se encuentran
inducidos por interferéon (IFN |y 1) y donde tiene un papel relevante la localizacion de

estas proteinas.

IFITM1 se encuentra en la superficie celular, por lo que se propone que desempeiie un
papel importante en la restriccion de virus que ingresan por fusidon directa con la
membrana plasmadtica, aunque el mecanismo exacto de accidon antiviral no ha sido
definido todavia (Smith et al, 2019). IFITM2 e IFITM3 se expresan dentro del
compartimiento endocitico celular. Ambas proteinas muestran un alto grado de
similitud, lo que sugiere que podria haber cierta redundancia en la accion antiviral (Desai

etal., 2014).

Las IFITM suprimen la infeccidn de los virus por medio de tres estrategias: 1) restriccidon
de la entrada del virus en la célula diana. 2) Incorporacién de IFITM en viriones durante
el ensamblaje viral dando lugar a una reduccion de la infectividad de la particula viral.

3) Inhibiciéon de la sintesis de proteinas virales (Liao et al., 2019).

Ademads, se sabe que las IFITM restringen la entrada de los virus de ARN por la inhibicién
de la fusion con la membrana plasmatica y las membranas endosémicas o lisosomales
(Li et al., 2018). Hace poco se ha evidenciado que también pueden restringir algunos
virus de ADN, pero es posible, que las proteinas IFITM no afecten a la patogénesis de la

mayoria de los virus de ADN (Munoz-Moreno et al., 2016).

La actividad antiviral de las IFITM depende de varios factores, particularmente, del tipo

de virus y de cudl sea su mecanismo de entrada a la célula. Todavia, se requieren mas
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trabajos de investigacion para definir las propiedades antivirales de los IFITM y como los
virus escapan de la restriccién de IFITM (Anafu et al., 2013).

VIRUS IFN

NUCLEAR

ISG / ISRE

IFITM1

Mx ISG15 IRF IFITM2 IFITM3

- /

Figura 6. Ruta de induccién de genes estimulados por interferén Imagen modificada de (Shi et al.,

2019).

2.5. Antecedentes

Este trabajo se basa en investigaciones previas de nuestro laboratorio que se remontan
a las investigaciones sobre el efecto de los antitumorales 5-FU, VTPF y carmustina sobre

la infeccion en células de la carpa (EPC) con el virus VHSV (Gumiel, 2020).

Posteriormente se estudid el efecto de los antitumorales 5-FU y VTPF sobre respuesta
inmune innata en células de pez cebra (ZF4) infectadas con SVCV (Talavera, 2021). Se
obtuvieron las primeras evidencias de que VTPF podia producir una inhibicion de la

replicacion de SVCV, aunque su efecto sobre la expresién de los genes ifitm no era claro.

En el laboratorio de Oncologia Molecular del Dr. Miguel Saceda (IDiBE-FISABIO) se vio la
aparicidon de algunos genes respuesta innata como las ifitm, como diferencialmente

expresados en células derivadas de tumores quimiorresistentes.
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3. OBJETIVOS.

El planteamiento global de esta investigacion fue estudiar el papel de la Verteporfina,
un compuesto utilizado en el tratamiento del cancer y de enfermedades degenerativas,
sobre la respuesta inmune en células EPC de pez. Los objetivos marcados para esta

investigacion fueron los siguientes:

e Determinar el efecto de la VTPF sobre la replicacién del virus de pez SVCV.

e Determinar cdmo actla la VTPF en células en las que se estimula la respuesta de
interferdn.

e Evaluar el impacto de la VTPF sobre la expresion de los genes (ifitm1, ifitm5, irf3,

isgl5) relacionados con la via del interferdn.

4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1 Cultivos celulares

4.1 .1. Medios de cultivo

Para el crecimiento y mantenimiento de las células EPC, el medio de cultivo usado fue
RPMI- 1640 Dutch con 20mM HEPES (290 mOsm/Kg) (Gibco BRL-Invitrogen, Barcelona,
Espafia), 2% o 10% de suero fetal bovino (SFB, Linus-Cultek, Madrid), 2mM de glutamina
(Gibco BRL), 1mM de piruvato sddico (Gibco BRL), y antibiéticos (1,2 pg/ml de
anfotericina B y 50 pg/ml de gentamicina) (Gibco BRL) (Estepa, A. et al., 1992). En este
trabajo dependiendo del porcentaje de suero fetal bovino en disolucién, se nombra

RPMI 2% o 10%.

4.1 .2. Lineas celulares

La linea celular EPC (Epitelioma Papullosum Cyprini) son células epiteliales cuyo origen
es una especie de carpa Pimephales promelas, perteneciente a la familia Cyprinidae. Esta
linea celular se adquirié de la Coleccién Europea de Cultivos Celulares, cuyo nimero de

identificacion (no 93120820), ECACC. Para el mantenimiento de dicha linea celular se
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usaron botes de cultivo de 25 cm? (~ 7,5 millones de células) en medio RPMI-10%, bajo

unas condiciones de temperatura 282C en una atmdsfera al 5% de CO2.

Para subcultivar la linea celular EPC, se usé una solucidn de Tryple Select (Gibco) con la

finalidad de despegar las células de los frascos y con el medio de cultivo al volumen
necesario se realizaron las diluciones correspondientes para finalmente sembrar los

nuevos frascos o placas (24 o 96 pocillos) manteniéndose a 21°C.

4.2 Virus e infecciones

4.2 .1.5VCV

El virus de la viremia primaveral de la carpa pertenece a la familia Rhabdoviridae, en
concreto, al género Sprivivirus. En este trabajo se usé la cepa 56/70 de SVCV aislada de
carpa. Las infecciones que se realizaron con SVCV fueron mantenidas a 212C en medio

RPMI 2%.

4.2 .2. 1PNV

El virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa pertenece a la familia Birnaviridae, en
concreto, al género Aquabirnaviridae. En este trabajo se usd la cepa Sp de IPNV aislada
de la trucha. Las infecciones que se realizaron con IPNV fueron mantenidas a 212C en

medio RPMI 2%.

4.3 Compuestos

4.3 .1. Verteporfina

El antitumoral Verteporfina (VTPF) fue proporcionado por el Servicio de Farmacia del

Hospital General Universitario de Elche.

La solucion stock de Verteporfina (VTPF) se prepard haciendo diluciones de trabajo de

10 uM y 100 uM en PBS estéril.

16



4.4 Ensayo de supervivencia celular

Las células EPC sembradas en placas de 96 pocillos con medio RPMI 10%, tras alcanzar
una confluencia del 100%, fueron expuestas a concentraciones crecientes del
antitumoral Verteporfina, diluido en medio RPMI 2% o en SVCV 0,02 virus/célula para
evaluar su toxicidad o el grado de proteccidn frente a la infeccidén viral con SVCV.
Transcurridas 48 o 72 hpi se procedid a tefiir la placa con Giemsa (5mg/mL) o cristal
violeta (1% peso/volumen), segun el grado de toxicidad del compuesto. Finalmente,
para determinar la supervivencia celular se midié la absorbancia a 570 nm en un

espectrofotémetro Eon Biotek (BioTek Instruments, Inc., VT, USA).

4.5 Ensayo de formacion de calvas

Las células EPC sembradas en placas de 24 pocillos con medio RPMI 10%, tras alcanzar
una confluencia del 100%, fueron expuestas a tratamiento poly I:C (20 pg/mL) durante
2h y Verteporfina (0,5 uM) durante 24h o poly I:C (20 ug/mL) y Verteporfina (0,5 uM)
durante 24h. Transcurrido el tiempo se infectdé la placa con el virus SVCV (30
virus/pocillo) o IPNV (150 virus/pocillo) dejandolo actuar durante 1 hora. Transcurrido
este tiempo se retira el medio y se afiade 600 pl/pocillo de metilcelulosa (8 mg/mL en
medio RPMI-2% a pH 7) o VTPF mas metilcelulosa (0O h). Debido a que es un medio
semisolido que dificulta la extensidn del virus por toda la placa limitando la infeccion a
células adyacentes. Las células bajo metilcelulosa se dejan incubar durante 3-4 dias para
la formacion de calvas, pasado este tiempo se tifie la placa con cristal violeta y se deja

incubar durante 1 hora. Finalmente se procede a la captura de imagen.

4.6 Evaluacion del efecto antiviral de VTPF

Las células EPC sembradas en placas de 24 pocillos con medio RPMI 10%, tras alcanzar
una confluencia del 100%, fueron expuestas a los distintos tratamientos: poly I:C (2h o

24h), VTPF (-24h o0 Oh) o VTPF + poly I:C segun el experimento y se procedié a la infeccion
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o no con SVCV o IPNV (0,02 virus/célula). Finalmente se determind la actividad antiviral

transcurridos 1 o 3 dpi mediante PCR cuantitativa.

4.7 Ensayo de PCR cuantitativa

Las muestras de las células se recogen en 350 ul de buffer de lisis TRK. Seguidamente,
se realiza la extraccion de RNA utilizando el kit E.Z.N.A Total RNA de Omega Biotek,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, se cuantifica la cantidad de RNA

extraido mediante un espectrofotdmetro Nanodrop.

Seguidamente, se procedio a realizar la transcripcion inversa (RT), los componentes de
la reaccidn consistieron en 300ng de RNA total. Por cada 11.5uL de RNA se empled 1ul
de una mezcla de dNTPs a concentracién 10mM y 0.5uL de cebadores random
hexamers, obteniendo una mezcla de 13pL. La desnaturalizacién de RNA se llevd a cabo
a 652C durante 5 minutos, tras la cual las muestras se dejaron reposar en hielo durante
aproximadamente un minuto. Después, a cada muestra se le afadieron 4ulL de First
Strand Buffer RT 5X, 2uL de DTT, 0.5uL de HP-RNaselnhibitor, 0.5uL de MMLV-RT
obteniendo 7uL de volumen por tubo. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador
Applied Biosystems 2700 siguiendo el siguiente programa: 252C x 10min, 372 x 50min,
702 x 15min.

Por ultimo, la qPCR se realizé en un volumen de 20 L que contenia 2 pL de cDNA, 10 pL
de SYBR Green Universal PCR Master Mix de Applied Biosystems, asi como los primers
necesarios para cada gen (Tabla 1) en un termociclador Applied Biosystems 2700 con el
siguiente programa: 502C durante 2 minutos seguido de una desnaturalizacién inicial a
952C durante 10 minutos; 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 602C durante 1
minuto. El nivel de expresidn de los genes N de SVCV, segmento A de IPNV, ifitm1, ifitm5,
irf3, isgl5 se normalizaron respecto a eFla (Factor de elongacién de la traduccion 1-
alfa), tomado como control endégeno. Los valores de expresién relativa de cada gen se
calcularon usando el método 27-AACt. Los datos fueron representados como la media +

desviacién estandar (SD), de cada muestra por duplicado.
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Tabla 1. Lista de primers

Gen Primer Forward Primer Reverse
efFla CTGGAGGCCAGCTCAAACAT CATTTCCCTCCTTACGCTCAAC
SVCV-N GCATTATGCCGCTCCAAGAG AGCTTGCATTTGAGATCGA
IPNV-A TCTCCCGGGCAGTTCAAGT CGGTTTCACGATGGGTTGTT
ifitm1 CTTCTGTAACCCATGCTGC GTGACAGCAGCGATGATGAG
ifitm5 AGACAAGGCGAAGTGGTACA TTTGGTGGTGGGATTGCTTG
irf3 GTTTAGAGGGACAATTAACTGGACTA | GAGGGTCCACTCTTTGAAAATG
isgl5 GCCTGGAAGTGAGCACTAAT ATGGCTACCGTTGTTGATAGAA

4.8 Analisis estadistico

Se utilizo el software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
para el analisis estadistico. Se usé la prueba t de Student de datos independientes para
calcular las diferencias de las medias de los distintos grupos experimentales. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando los P valores

eran < 0.05.

5. RESULTADOS

5.1. Toxicidad de VTPF en células EPC

En primer lugar, se evalué la toxicidad del compuesto utilizando la linea celular de carpa
EPC. En este ensayo se realizaron dos experimentos a distintos tiempos de tratamiento
con el objetivo de observar la dosis-respuesta de la VTPF. Para ello, se sembraron placas
de 96 pocillos con células EPCy se anadieron concentraciones crecientes de VTPF: 0,125,
0,25, 0,5, 1y 2 uM en base a resultados obtenidos anteriormente en la linea celular de
pez cebra ZF4. Transcurridas 48 horas y 72 horas de tratamiento se determind

finalmente la supervivencia celular (figura 1).
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Figura 7. Evaluacion de la toxicidad de VTPF a las concentraciones crecientes (0,125, 0,25, 0,5, 1y 2
UM ) sobre las células EPC. A) Curva de toxicidad tras una exposicién de 48 horas con el compuesto.
B) Curva de toxicidad tras una exposicion de 72 horas con el compuesto. Cada punto representa el
promedio del triplicado con su desviacién estandar. La media del triplicado del control sin
tratamiento se tomé como el 100 %.

Nuestros resultados nos muestran la dosis-respuesta de los tratamientos a las 48 y 72
horas, respectivamente, de la VTPF en las células EPC. Ambas graficas muestran una

curva de toxicidad muy parecida, observandose que hasta 2 uM la VTPF no es téxica.

5.2. Efecto de la VTPF en la infeccion viral de SVCV

En los siguientes experimentos para evaluar el posible efecto de la VTPF sobre la

infeccidn virica, decidimos usar el virus SVCV, un virus que replica en las células EPC.

5.2.1 Ensayo de supervivencia celular

En el ensayo de supervivencia celular se mide la lisis de las células EPC a causa de la
infeccidn con SVCV. Se hizo un tratamiento a las células a concentraciones crecientes
con VTPF mas el virus SVCV para observar el grado de proteccién del compuesto frente
a la infeccion. Para ello, se afadieron concentraciones crecientes de VTPF: 0,125, 0,25,
0,5, 1y 2 uM junto con el virus SVCV (0h). Transcurridas 72 horas, se retiré el medio y
se procedid a la tincidon con Giemsa. Finalmente, se midié la absorbancia a 570 nm para

determinar la supervivencia celular.
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Figura 8. Evaluacidon del efecto de la VTPF sobre la infeccidn virica con SVCV moi= 0,02 virus/célula
en células EPC. Curva de dosis - respuesta de la VTPF con las concentraciones 0,125, 0,5, 1y 2 uM
sobre las células EPC tras una exposiciéon de 72 horas. Las células se tifieron con Giemsa y se midid
absorbancia a 570 nm. Cada punto representa el promedio del triplicado con su desviacidn estdndar,
teniendo en cuenta el triplicado del control no infectado sin tratamiento como el 100 %.

Se puede observar que en las concentraciones de 0,5y 1 uM de VTPF hay un aumento
del 40-50 % de la supervivencia celular comparado con el control infectado sin
tratamiento que tiene un 28% de supervivencia (Figura 8). Este ensayo muestra que, en
las concentraciones mencionadas del compuesto hay un grado de proteccion frente a la
infeccidn con SVCV. Mientras que a la concentracion maxima utilizada de 2 uM de VTPF
se aprecia un descenso en la supervivencia. Por tanto, a partir de los resultados
obtenidos de la toxicidad y de dicho ensayo decidimos usar en los siguientes
experimentos la concentracion de 0,5 uM de VTPF para evitar posibles problemas de

toxicidad (ya que en la concentracion de 2 uM se produjo una disminucién de la

supervivencia celular) en la figura 8.

5.2.2 Efecto sobre ensayo de formacion de calvas

Una vez tuvimos establecida la concentracion necesaria del compuesto para conseguir
un grado de proteccion contra la infeccién por SVCV, decidimos realizar un ensayo de
formacidn de calvas. La infeccion de las células por SVCV en un medio denso es capaz
de producir la formacién de calvas en la monocapa celular que una vez tefiidas las células
pueden observarse a simple vista. Esto nos permite determinar el grado de infectividad
de SVCV con los distintos tratamientos. En los siguientes experimentos incorporamos la

molécula de poly I:C como uno de los controles. El poly I:C es un ARN bicatenario
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sintético que activa la ruta del interferén. Por tanto, tras un tratamiento de las células
con poly I:C se deberia observar una inhibicidén en la replicacion del virus, y por tanto

una disminucion del nimero de calvas.

Para poner a punto el experimento sembramos dos placas de 24 pocillos con células EPC
y cuando se alcanzé una confluencia del 100% se afiadié el control de poly I:C 20 pg/mL
a los correspondientes pocillos. En la primera placa, se dejo actuar el poly I:C durante
dos horas. Transcurrido ese tiempo se retird el medio y se afiadido medio RPMI 2%. Al
mismo tiempo se afiadié la VTPF 0,5 uM a los correspondientes pocillos dejandolo
actuar durante 24 horas. Finalizado el tiempo se retiré el medio de todos los pocillos y

se infectd toda la placa con el virus SVCV.
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Figura 9 Evaluacion del efecto de la VTPF 0,5 uM (-24 h) y poly 1:C 20 pg/mL (2h) sobre la infeccion
con SVCV 30 virus/pocillo mediante ensayo de formacion de calvas usando metilcelulosa y tincion
con cristalvioleta a los 4 dpi. A) Disefio experimental. B) Imagen representativa de los puntos del
experimento. C) Numero de calvas por pocillo. Cada barra representa el promedio de un duplicado
con su correspondiente error. ns= no significativo.

El resultado obtenido muestra la formacién de calvas en todos los pocillos infectados
con el virus SVCV (B). Para obtener el resultado de forma numérica y poder sacar
conclusiones, procedimos al contaje del nimero de calvas (figura 9). De esta forma, el

mayor numero de calvas se encuentra en el control de SVCV,mientras que en el control
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de poly I:C hay una inhibicion del 15 %. En el caso de VTPF hay también una inhibicién
pero no es estadisticamente significativa. Lo mas destacable es que el menor nimero

de calvas se consigue con el doble tratamiento poly I:C + VTPF (C).

Puesto que con el tratamiento de 2h con poly I:C habia disminuido solo un 15% el
numero de calvas, decidimos prolongar el tiempo de tratamiento del poly I:C, dejandolo
actuar durante 24 horas. En cuanto a la VTPF, ademas del pretratamiento (-24 h), fue
afiadida para que se mantuviera durante la infeccion (0 h). Para ello, una vez que las
células alcanzaron una confluencia del 100 %, afiadimos poly I:C 20 ug/mLy VTPF 0,5
UM a los correspondientes pocillos durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de
tratamiento, se infectd con el virus SVCV usando la cantidad de 30 virus/pocillo durante
90 minutos. Seguidamente, se retird el medio y se afiadid el compuesto mezclado con

la metilcelulosa, dejandolo actuar durante 3 dias y se procedid a la tincion con cristal

violeta.
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Figura 10. Evaluacién del efecto de la VTPF 0,5 uM (-24 h y 0 h) y poly I:C 20 pg/mL (24h) sobre la
infeccién con SVCV 30 virus/pocillo mediante ensayo de formacién de calvas. Se tifié con cristalvioleta
a los 3dpi. A) Disefio experimental. B) Imagen representativa de los puntos del experimento. C) Nimero
de calvas del experimento. Cada barra representa el promedio de un duplicado con su correspondiente

desviacion estandard. ns= no significativo
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Se observa la formacién de calvas en todos los pocillos, menos en los que se traté con
poly I:C donde hay muy pocas calvas y de mucho menor tamafio (no apreciable a simple
vista) (figura 10.B). Para obtener un resultado cuantitativo se procede al contaje del
numero de calvas. Podemos observar que el control de poly I:C produce una inhibicion
del 35% de la replicacién de SVCV, lo que quiere decir que como esperabamos, el
pretratamiento de poly I:C durante 24 horas si que es efectivo. En el caso de la VTPF -24
hy 0 h no se observa ninguna inhibicién del virus. Por el contrario, hay un aumento en
el numero de calvas (aunque no significativo) lo que quiere decir que en este ensayo, la

VTPF no ha mostrado capacidad para detener la infeccion con SVCV (figura 10.C).

5.2.3 Inhibicion de la sintesis de RNA de SVCV

Con el objetivo de confirmar estos resultados decidimos medir la sintesis de RNA de
SVCV en presencia de VTPF, determinando la expresidn relativa del gen N de SVCV

mediante gPCR.

En un primer experimento, se afiadid el poly I:C 20 ug/mL a los correspondientes pocillos
dejandolo actuar durante 2 h. Transcurrido ese tiempo se retird el medio y se afadié
medio RPMI 2%. Al mismo tiempo se afadié la VTPF 0,5 uM a los correspondientes
pocillos dejandolo actuar durante 24 horas. Finalizado el tiempo, se procedié a la
infeccion de los pocillos con SVCV 0,02 virus/célula dejandolo actuar durante 24 h.
Finalmente, se recogio el RNA para evaluar la expresion del gen N de SVCV mediante RT-

qPCR.
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Figura 11. Cuantificacion por qPCR del efecto de la VTPF (-24h) 0,5 uM y poly I:C 20 pug/mL (2h) sobre
la expresidn relativa del gen N de SVCV moi= 0,02 sobre EPC a las 24 hpi. Los resultados de la qPCR
fueron procesados mediante el método 2”~-AACt. Cada barra representa el promedio del duplicado
con su desviacién estandar. A la medida del control de EPC infectadas con SVCV se le asigné el valor
de 1.

Nuestros resultados de la figura 11 muestran la inhibicidn de la expresion del gen N de
SVCV. El control poly I:C muestra una inhibicion del 85% con el pretratamiento durante
2 horas. Mientras que el compuesto afadido antes de la infeccién (-24 h) tiene una
inhibicion del 75 %. Este resultado sugiere una capacidad de la VTPF de inducir un

estado antiviral.

También, con el objetivo de ver qué ocurria con la expresion de SVCV al cambiar la
duracién del tratamiento con poly I:C, realizamos un segundo experimento. En este
caso, en lugar de un tratamiento de dos horas se realizé durante 24 horas. Por tanto, el
procedimiento realizado para llevar a cabo el experimento fue el mismo que en el

anterior.
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Figura 12. Cuantificacion por gqPCR del efecto de la VTPF 0,5 uM (-24h) y poly I:C 20 pg/mL (24 h)
sobre la expresion relativa del gen N de SVCV moi= 0,02 sobre EPC a las 24 hpi. Los resultados de la
gPCR fueron procesados mediante el método 27-AACt. Cada barra representa el promedio del
duplicado con su desviacidon estandar, teniendo en cuenta el duplicado del control como 1.

Al igual que el experimento mostrado en la figura 11, la combinacién poly I:C + VTPF es
la que produjo una mayor inhibicién (70%) de SVCV superior a los componentes por
separado, ya que poly I:C muestra una inhibicién del 50%, y VTPF una inhibicién del 35%

(figura 12). Este resultado nos a indicar una capacidad antiviral de la VTPF.

Hasta ahora, las tomas de muestras para evaluar la expresion del gen N de SVCV eran a
las 24 hpi. Para conocer mejor el efecto de VTPF sobre la replicacidon de SVCV, quisimos
ver qué ocurria a tiempos mas tardios de infeccién (72 hpi). Para ello, se hizo un
pretratamiento (-24 h) a las células con VTPF 0,5 uM. Finalizado el tiempo, se retiré el
medio, se procedié a la infeccidon con SVCV 0,02 virus/célula dejandolo actuar durante
72 h. También queriamos ver qué ocurria si afladiamos la VTPF junto con el virus (+0h),
y dejando actuar 72 horas también. Finalmente, se recogieron las células para evaluar

la expresion del gen N de SVCV.
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Figura 13. Cuantificacion por qPCR del efecto de la VTPF 0,5 uM (-24h y Oh) sobre la expresion relativa
del gen N de SVCV moi= 0,02 sobre EPC a las 72 hpi. Los resultados de la qPCR fueron procesados
mediante el método 2"-AACt. Cada barra representa el promedio del duplicado con su desviacion
estandar, teniendo en cuenta el duplicado del control como 1. ns= no significativo.

Cuando se afadié la VTPF al inicio de la infeccidn se produjo una inhibicion del 50%,

mientras que el pretratamiento con el compuesto no produjo una inhibicién figura 13.

5.3 Efecto de la VTPF sobre infectividad del virus de la necrosis pancreatica
infecciosa (IPNV).

En los siguientes ensayos decidimos probar el efecto de la VTPF sobre un virus distinto
a SVCV, como es el IPNV. La caracteristica diferencial de este virus con respecto al otro

es que IPNV no tiene envoltura lipidica y su genoma es ARN bicatenario.

5.3.1 Ensayo de formacion de calvas

Para poner a punto el ensayo, una vez que las células alcanzaron una confluencia del
100%, afadimos poly I:C 20 pg/mL y VTPF 0,5 uM a los correspondientes pocillos

durante 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, infectamos toda la
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placa con el virus IPNV usando la cantidad de 150 virus/pocillo durante 90 minutos.
Seguidamente, se retird el medio y se anadié el compuesto diluido en metilcelulosa 75%,

dejandolo actuar durante 3 dias y se procedié a la tincidn con cristal violeta.
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Figura 14. Evaluacién del efecto de la VTPF 0,5 uM (-24 h y 0 h) y poly I:C 20 pg/mL (24h) sobre la

1
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infeccion con IPNV en EPC (150 virus/pocillo) mediante ensayo de formacion de calvas usando
metilcelulosa y tincién con cristalvioleta a los 3dpi. A) Imagen representativa de los puntos del

experimento. B) Numero de calvas del experimento representado estadisticamente, cada barra

representa el promedio de un duplicado y su error. ns= no significativo

Se observa la formacién de calvas en todos los pocillos exceptuando el doble
tratamiento pIC +VTPF (figura 14.A). Para poder hacer una comparativa del ensayo
procedimos al contaje del nimero de calvas, nuestros resultados muestran la inhibicion
del 35% de la replicacion de IPNV con el control poly I:C, mientras que con el tratamiento
del compuesto durante la infeccion se porduce mas inhibicion que con el pretratamiento

pero no es estadisticamente significativo (figura 14.B).

5.3.2 Inhibicion de la sintesis de RNA de IPNV

Con el objetivo de ver también el efecto de VTPF sobre la sintesis de RNA del virus,

decidimos evaluar la expresién relativa del segmento A de IPNV mediante qPCR.
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Para ello, se sembré una placa con células EPC y se hizo un pretratamiento a las células
con VTPF 0,5 uM y poly I:C 20 pg/mL en los correspondientes pocillos durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo de tratamiento, se retiré el medio y se infectd toda la placa con
IPNV a una multiplicidad de infeccion de 0,02 virus/célula. A las 24 horas se recogieron

las células para analizar la sintesis de RNA de IPNV mediante gPCR.
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Figura 15. Cuantificacién por gPCR del efecto de la VTPF 0,5 uM sobre la expresion relativa del
segmento A de IPNV moi= 0,02 sobre EPC a las 24 hpi. Los resultados de la qPCR fueron procesados
mediante el método 2"-AACt. Cada barra representa el promedio del duplicado con su desviaciéon
estandar, asignando al duplicado del control infectado el valor de 1.

Todos los tratamientos dan lugar a una inhibicidon de la expresidon del segmento A de
IPNV. El control del poly I:C tiene una inhibicidon del 90%, mientras que el pretratamiento

con VTPF muestra una inhibicién del 80 % en la figura 15. Por tanto, este ensayo nos

muestra la actividad antiviral de la VTPF sobre la sintesis de RNA de IPNV.

5.4 Efecto de VTPF sobre accion antiviral de poly I:C.

Como se ha mencionado con anterioridad, la molécula de poly I:C es un estimulador de
la via del interferdn e inhibe la replicacion del virus. En todos los ensayos realizados,
tanto de formacion de calvas como de gPCR, se ha visto la inhibicién de la replicacién

del virus en mayor o menor medida con el tratamiento de poly I: C.

29



A)

También en todos los ensayos en los que se ha utilizado como control el poly I:C hemos
afiadido un doble tratamiento a las células con la VTPF + poly I:C. Hemos visto que el
doble tratamiento producia una mayor inhibicién de la replicacidn viral tanto en SVCV

como IPNV.

5.5. Efecto de la VTPF sobre genes inducidos por interferdn (IFITM)

Por ultimo, quisimos estudiar el efecto de la VTPF sobre la expresidn de los genes ifitm1
e ifitm5 en la linea celular usada en todos los ensayos, que son las células EPC
procedentes de la especie Pimephales promelas (un pez similar a la carpa). Se escogieron
estos genes por el papel, relevante que tienen en la inhibicién de infecciones viricas,

como se ha descrito en la introduccion.

5.5.1 Prediccion modelo estructural 3D de IFITM1 e IFITM3/5 de pez cebra.

Estdbamos interesados en obtener un modelo de prediccidon de la estructura 3D de

ambos genes. Para ello, en la base de datos de Uniprot: https://www.uniprot.org se

buscaron los términos “IFITM1” e “IFITM5”. Obteniendo las secuencias
correspondientes a pez cebra (Danio rerio). En uniprot obtuvimos los correspondientes

cédigos de identificacion: ASWUL9 y D3YGT6. Seguidamente, en la base de datos:

https://alphafold.ebi.ac.uk se introdujeron los cddigos obtenidos de uniprot,

obteniendo la secuencia y modelo estructural 3D correspondiente.

MQSYPLRGNPMODDKTCNGOQ P MPAQKLDDDIIFSTFNFHYCNPCCLGFGAFYNSVKARDRRLLGDY ASASTYGTRARRLNIASVILGVLYGILLIVILVYAYQLSREFSHQ

MDNATYSYVNDCTPLTNCKA GRKAGGSTVVNMSHAGKKPPNDYLVWSLCN TLYVNFCCLG FMALIYSTKARDQKTLGDMR AAQECSDKAKWYNILASGWN LLIPLLVLGL LVLLLVHLGS SE
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GTFDEFFGE DGFQSFMKLE SR

rOoll

1 11 31 1 1 1 81 )1 101 111 121
MHKEEHEVAVLGPPPSTILPRSTVINIHSE TSVPDHVVIWS LENTLFLNWC CLGFIAFAYS VKSRDRKMVG DVTGAQAYAS TAKCLNIWAL ILGILMTIGF ILLLVEGSVT VYHIMLQIIQEK

RGY
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Figura 16. Secuencias y modelo 3D de IFITM1, IFITM5 de pez cebra (Danio rerio) e IFITM1 de Homo
sapiens. A) Secuencias de nucledtidos rojo=IFITM1 verde=IFITM5 azul= IFITM1 humana. B) Modelos
3D.

Se hizo un alineamiento de pares de secuencias de nucledtidos para ver el grado de
identidad entre IFITM1 Danio rerio e IFITM1 Homo sapiens. Para ello, se utilizd la

herramienta Needle EMBOSS https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/

obteniendo una identidad de 31,2 %.

5.5.2 Expresion relativa de genes ifitm en respuesta a VTPF.

Para estudiar el efecto de VTPF sobre la expresion de los genes ifitm se afiadieron a las
células EPC poly I:C 20 pg/mL a los correspondientes pocillos, dejandolo actuar durante
2 h. Transcurrido ese tiempo, se retird el medio y se afiadido medio RPMI 2%. Al mismo
tiempo se anadié la VTPF 0,5 dejandolo actuar durante 24 horas. Finalmente, se

recogieron las células para evaluar la expresion de los genes ifitm1 e ifitm5.
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Figura 17. A) Cuantificacién por gPCR del efecto de la VTPF 0,5 uM durante 24h sobre la expresion
relativa del gen ifitm1 sobre EPC. B) ifitm5. Los resultados de la qPCR fueron procesados mediante
el método 2”-AACt. Cada barra representa el promedio del duplicado con su desviacidn estandar,
teniendo en cuenta el duplicado del control no tratado como 1. ** : P < 0.01

Observamos un aumento de unas 5 veces de la expresion de ifitml e ifitm5, por el
tratamiento con poly I:C. En el caso del tratamiento con VTPF se observa una pequefia

estimulacion que es estadisticamente significativa (figura 17).

5.5.3. Expresion relativa genes relacionados con respuesta inmune innata.

Para profundizar en el efecto de VTPF sobre la respuesta celular mediada por interferdn
utilizamos otros genes relacionados con la respuesta inmune innata como son: el gen
estimulado por interferén 15kDa (isg15) y el factor regulador de interferdn 3 (irf3). Para
ello, la parte experimental realizada fue la misma que el experimento anterior. Pero, en
este caso se evalud, ademas de la expresion de ifitm1 e ifitm5, la de los genes isgl5 e

irf3.
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Figura 18. A) Cuantificacion por qPCR del efecto de la VTPF 0,5 pM sobre la expresién en células EPC
de los genes A) ifitm1. B) ifitm5. C) irf3. D) isgl5. Los resultados de la qPCR fueron procesados
mediante el método 2"-AACt. Cada barra representa el promedio del duplicado con su desviacién
estandar, teniendo en cuenta el duplicado del control no tratado como 1. * : P < 0.05.

En el resultado obtenido (figura 18) vuelven a confirmar los resultados obtenidos del
experimento anterior (figura 17) relacionados con la expresion de ifitm1 e ifitm5. Con
respecto a la expresion de los otros genes relacionados con la via del interferén, la
mayor expresion de ifitm1, ifitm5 e isgl5 se observa con el tratamiento de poly I: C.
Mientras que el tratamiento de 24h con VTPF produce una estimulacion pequefia,
aungque significativa, de los genes. El comportamiento del gen irf3 es diferente, puede

L

ser porque va antes “upstream” de interferdn, siendo mayor la estimulacién con

polyl:C + VTPF.
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Puesto que tanto el interferédn como otras citoquinas se secretan al medio, quisimos ver
si los sobrenadantes generados de las células tratadas con medio RPMI 2% o con poly
I:C tenian o no efecto en la expresion de los genes inducidos por interferén (IFITM) y
contra la infeccidn virica. Para ello, se sembré una placa de 24 pocillos con células EPCy
cuando se alcanzé una confluencia del 100%, se afadieron sobrenadantes:
sobrenadante control con RPMI 2% (ssC) y sobrenadante poly I:C (sspIC) durante 24 h.
Transcurrido el tiempo de tratamiento, se afiadid el virus SVCV a una moi= 0,02

virus/célula durante 24 h. Finalmente, se recogié el RNA para la realizacién del ensayo

qPCR.
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Figura 19. A) Cuantificacién por qPCR del efecto de sobrenadantes: de células control (ssC) y de
células tratadas con poly I:C (ssplC) sobre la expresidn relativa del gen ifitm1 sobre EPC infectadas
con SVCV. B) ifitm5. C) SVCV-N. Los resultados de la gPCR fueron procesados mediante el método
27-AACt. Cada barra representa el promedio del duplicado con su desviacién estdndar, teniendo en
cuenta el duplicado del control no infectado o infectado como 1. * : P < 0.05.

Se muestra el mismo perfil de expresion con los genes ifitm1 e ifitm5. Observandose
que con el virus SVCV aumenta la expresiéon de ambos genes 5 veces y con los
sobrenadantes disminuye la expresidn con respecto a la muestra con el virus. En el caso
de la expresién de SVCV podemos ver que el sobrenadante control no tiene ningln
efecto sobre la sintesis de RNA del virus en la inhibicidn de la replicacidén, mientras que
en las células pretratadas con el medio de células incubado con poly I:C disminuye la

replicaciéon de SVCV en un 50% (figura 19).
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También, se llevd a cabo un experimento utilizando sobrenadantes de células tratadas

con VTPF, pero el resultado no fue concluyente.

6.- DISCUSION

6.1 Relacidn entre cancer, quimiorresistencia y respuesta inmune innata.

Existe una estrecha relacién entre el desarrollo del cancer y el sistema inmunoldgico. El
sistema inmunoldgico tiene la capacidad de, por un lado, proporcionar un
microambiente favorable para el crecimiento tumoral y, por otro lado, detectar y

eliminar células tumorales (Gajewski et al., 2013).

Estudios previos realizados en el laboratorio de Oncologia Molecular del Dr. Miguel
Saceda (IDIiBE-FISABIO) han conseguido identificar la sobreexpresion de genes clave en
la respuesta inmune innata en muestras de cancer de colon, cancer de mamay en la
linea celular eritroleucémica K562 durante el proceso de adquisicidon de resistencia a
tratamiento quimioterapéutico: 5-Fluoracilo (5-FU) y carmustina (BCNU). Estos genes
identificados se corresponden a genes inducidos por interferén: el gen de la proteina de
resistencia a myxovirus (Mx), genes de proteinas transmembrana inducidas por
interferdn (IFITM) y el gen de la proteina isgl5. Estos resultados obtenidos plantean que
puede existir una relacion entre la respuesta inmune innata, la transformacion

neoplasica de las células y la adquisicion de resistencia a farmacos.

6.2 Modelo VTPF-SVCV-EPC.

Para llevar a cabo esta investigacion, el modelo experimental usado fue el compuesto
antitumoral Verteporfina, el virus de la viremia primaveral de la carpa (SVCV) y la linea

celular de la carpa (EPC). Este modelo EPC-SVCV ha sido utilizado ampliamente en
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nuestro laboratorio. En dos trabajos fin de grado anteriores (Gumiel 2020) (Talavera
2021) se obtuvieron datos preliminares sobre la accion de compuestos antitumorales

en células de pez infectadas por virus.

Comenzando por el primer trabajo (Gumiel, 2020) se investigo el papel de compuestos
de uso comun en tratamientos de antitumorales y de enfermedades degenerativas,
siendo estos el 5-fluorouracilo (5-FU), la carmustina (BCNU) y la verteporfina (VTPF). El
objetivo de este trabajo era observar la relacion entre compuestos antitumorales y la
respuesta antiviral. Los compuestos mencionados fueron ensayados en sistemas de
infeccidn litica con el virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV) y de infeccién
persistente (tanto con VHSV como IPNV) utilizando como linea celular la carpa. Se vio
qgue 5-FU aumentaba la sintesis de RNA de VHSV durante las primeras horas de infeccidn,
pero a tiempos mas largos (4 dpi) inhibia la replicacidn del virus. También, la carmustina
aumenté la infectividad viral, sin resultar téxica para las células. Finalmente, la
verteporfina no demostré un efecto significativo en la infeccion viral, dando ademas

resultados muy variables.

El segundo trabajo (Talavera, 2021) se centré en estudiar el efecto de los compuestos 5-
FU y VTPF en la replicacion de SVCV y sobre la expresion de genes ifitm de pez usando
una linea celular de pez cebra (ZF4). Los resultados obtenidos mostraron una limitada
actividad antiviral tras 24 horas de tratamiento con el 5-FU, sin apreciarse cambios
significativos en la expresion de ifitm. Mientras que el pretratamiento de las células
durante 24 horas con VTPF 0,5 uM parecia inhibir la replicaciéon de SVCV y los niveles de

expresion de genes ifitm.

Por tanto, a raiz de estos resultados obtenidos decidimos continuar la investigacion.
Centrandonos en el antitumoral VTPF por los resultados preliminares obtenidos de su
capacidad de actividad antiviral contra SVCV, utilizando otra linea celular (EPC) que suele
tolerar mejor los tratamientos con farmacos. Los efectos de VTPF sobre la replicacion
de SARS-CoV-2 publicado por otros autores (Gu et al., 2020), asi como la descripcion de
VTPF como un posible inhibidor de una de las rutas que llevan a la activacién de la
respuesta inmune innata (Wang et al., 2020), hicieron que nos centrasemos en este

compuesto.
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6.3 Efecto de VTPF sobre la infectividad de SVCV.

En este trabajo el antitumoral que se ha usado es la Verteporfina que como se ha
comentado con anterioridad se ha descrito que inhibe la via de YAP, la cual desempena
un papel importante en la progresion del cancer (Wang et al., 2019). Nuestros resultados
muestran que la VTPF no es téxica hasta 2 uM y observandose un efecto protector frente
a SVCV a concentraciones entre 0,5-1 uM cuando la VTPF esta presente durante la
infeccidn. Ademas, en los ensayos de formacion de calvas en el pretratamiento de las
células con VTPF se produce una inhibicidn, pero no es estadisticamente significativa a
los 4dpi mientras que a los 3dpi en el pretratamiento y al afiadir el compuesto junto con
el virus (0 h) no hay inhibicion. Estas diferencias podrian deberse por ser un ensayo en
el que tiene lugar mds rondas de replicacidn del virus, y es posible que para que pueda
observarse bien el efecto antiviral de VTPF se necesite aumentar la duracién del
pretratamiento o dejar la infeccion mas dias. En los experimentos de gPCR si que se
observa una inhibicién de sintesis de RNA de SVCV a las 24 hpi con el pretratamiento de
VTPF, aunque en 24h estimamos que se ha producido una ronda de replicacién del virus.
Esto es similar a lo que ocurre en células ZF4 a una concentracidn de 0,5uM (Talavera,
2021). Sin embargo, incluso a las 72 hpi, el pretratamiento con el compuesto no parece
tener actividad antiviral. Pero cuando la VTPF se afiade junto con el virus y se mantiene
durante la infeccidn, resulta en una inhibicidén de la replicacion de SVCV del 50%. Para
conocer mas acerca de como esta actuando la VTPF, se podria dejar la infeccion durante
2 dias como se ha visto en las células epiteliales de las vias respiratorias humanas (Calu-
3) una disminucién en la replicacion del SARS-CoV-2 a las 48 hpi a causa del
pretratamiento con VTPF 1 uM durante 24 horas (Garcia et al., 2022). También habria
gue probar a afiadir el compuesto después de la infeccidon, en células Vero se ha visto la
inhibicion del RNA viral de SARS-CoV-2 usando 1.25 uM de VTPF antes de la infeccién

viral, durante la entrada viral y después de la entrada viral a 2dpi (Gu et al., 2021).

Ademas de SVCV, en este trabajo se probo otro virus de pez perteneciente a una familia
distinta (Birnaviridae) como es el IPNV. Este virus tiene un genoma de ARN bicatenario,
considerado un potente inductor de interferdn, al igual que el poly I:C (Lin et al., 2001)

por lo que la VTPF podria actuar de una forma distinta. En el ensayo de calvas no se
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observa ninguna diferencia con respecto al obtenido con SVCV mientras que en la gPCR
ocurre igual que SVCV una inhibicidn, pero en este caso un poco mayor. También seria
interesante estudiar el efecto de VTPF en un virus DNA de pez, si bien en el laboratorio

no disponemos en la actualidad de un virus de este tipo.

La autofagia es un componente importante de la respuesta del huésped contra los
agentes infecciosos, interviene tanto en las funciones de vigilancia como en las
funciones efectoras que intervienen en la deteccion y eliminacién de los virus. La
autofagia inhibe la replicacién del rhabdovirus de peces debido a que se ha visto que la
glicoproteina G de los virus: septicemia hemorragica viral (VHSV) y viremia primaveral
de la carpa (SVCV) en ausencia de otros componentes virales, es suficiente para inducir
el programa autofagico antiviral de una célula de pez cebra (ZF4) (Garcia-Valtanen et al.,
2014). También se ha evaluado el papel de la autofagia en la replicacién viral de SVCV
sobre la linea celular EPC. Se ha descrito que la autofagia se activa estas células cuando
son infectadas por el SVCV y que la G de SVCV activa la autofagia por lo que se ha
propuesto la supresion de la autofagia como un nuevo medio para restringir la
replicacion viral del SVCV (Liu et al., 2015). No es facil determinar el papel de la VTPF
sobre las células y como hemos mencionado con anterioridad la relacion de la VTPF con
la autofagia ya que la via hippo-YAP estd implicada en la regulacién de la autofagia
decidimos estudiarlo. Para ello, utilizamos un inductor de autofagia como es el
compuesto rapamicina. Sin embargo, no obtuvimos ningun resultado claro, si bien VTPF
parecia recuperar la sintesis de RNA de SVCV de la inhibicién causada por la rapamicina

(resultado no mostrado).

El 5-Fluorouracilo (5-FU) es un antitumoral utilizado en el tratamiento del cancer de
colon, mamay cuello. Es un compuesto con una estructura parecida a la de las moléculas
de pirimidina del ADN y el ARN; es un analogo del uracilo por lo que debido a su
estructura interfiere en el metabolismo de los nucledsidos y puede incorporarse al ARN
y al ADN, provocando citotoxicidad y muerte celular (Zhang et al., 2008). En células Vero
se ha visto la capacidad antiviral del 5-FU al inhibir la produccion de particulas infecciosas

y alteracién de la nucleocdpside del virus de la peste bovina (RPV) a una concentracion
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de 1 microgramo/ml del compuesto (Ghosh et al., 1996). En nuestro laboratorio se ha
probado el 5-FU en células de pez cebra (ZF4) infectadas con SVCV. Se ha visto una
reducida actividad antiviral del 5-FU 100 uM y 200 uM (Talavera et al., 2021). En todo
caso hay que tener en cuenta que el 5-FU, por su condicidon de analogo de nucledtido,
puede tener otros efectos sobre la sintesis de RNA del virus, distintos de los de la VTPF

(Nichol et al., 1967).

6.4 El papel de las proteinas transmembrana inducidas por interferdn

(IFITM).

La familia de los genes que codifican unas proteinas transmembrana inducidas por
interferdén (IFITM), pertenece al grupo de los ISGs (genes estimulados por interferén) y
codifica una serie de proteinas homdlogas que se encuentran en las membranas
plasmaticas y endolisosomal (Ydnez et al., 2019). Como se ha comentado con
anterioridad, las IFITM se encuentran en todos los vertebrados y poseen la capacidad
de inhibir la infeccion de muchos virus (Ren et al., 2020). Por ello nuestro interés en

estas proteinas IFITM de entre todas las proteinas de respuesta mediada por interferén.

En peces se ha demostrado que los genes ifitm responden cuando se tratan las células
con el RNA bicatenario sintético poly I:C. Esto se demostré clonando un homdlogo de
IFITM1 a partir de bazo de la corvina amarilla grande Pseudosciaena crocea (LyclFITM1),
y tras la induccidn con poly I:C, la expresion del gen LyclFITM1 fue regulada al alza en
distintos tejidos a las 24 horas de la estimulacién (Wan et al., 2008). Nuestros resultados
lo corroboran: es decir, con el tratamiento de poly I:C en las células aumentan la
expresion 3-5 veces de ifitm1 e ifitm5, pero también de otros genes relacionados con la
respuesta inmune como son: isgl5 e irf3, aumentando 2 y 5 veces respectivamente. En
cuanto el pretratamiento con VTPF en las células, se produce un aumento en la
expresion de ifitm1, pero en menor proporcion irf3, isgl5 pudiendo ser que otros genes
modulados por interferén se vean afectados por el tratamiento con VTPF, como se ha

observado en otras lineas celulares de pez (Zhang et al. 2021).
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En cuanto a la relacién de la respuesta inmune sobre la infeccidn viral, en este trabajo,
utilizamos las células EPC procedentes de la especie Pimephales promelas, en la que se
han encontrado las proteinas IFITM1 e IFITM5. La localizacién intracelular de estas
proteinas de esta especie todavia es desconocida. Sin embargo, en otras especies se ha
publicado en relacion con la proteina IFITM1. La proteina IFITM1 de Paralichthys
olivaceus funciona como un efector clave de la inmunidad innata para restringir la
replicacién del virus en los vertebrados inferiores por su potente actividad antiviral
contra virus de DNA Rana grylio (RGV), y virus RNA como el rhabdovirus Scophthalmus
maximus (SMRV) (Zhu et al., 2013). También se cloné un homélogo de la IFITM1 del mero
moteado naranja (Epinephelus coioides) (EcIFITM1). La expresion ectépica de EcIFITM1
inhibio significativamente la replicacion de iridovirus del mero de Singapur (SGIV) o por
el virus de la necrosis nerviosa del mero de manchas rojas (RGNNV) lo que se demostré
por la reduccion de la produccién de virus, asi como de los niveles de transcripcion de
genes virales y de expresion de proteinas (Zhang el al., 2021). Los resultados obtenidos
en este trabajo muestran un aumento de la expresion 5-6 veces de ifitm1 e ifitm5 en las
células infectadas con SVCV puede ser que en células tratadas con poly I:C antes de la
infeccion esté ocurriendo el bloqueo de la entrada de SVCV. Por el contrario, se ha visto
gue este mismo virus en la linea celular ZF4 inhibe la expresion de ifitm (Talavera, 2021).
Los sobrenadantes con poly I:C muestran actividad antiviral frente a SVCV. Sin embargo,
SVCV es el inductor de la expresidn de los genes de ifitm debido a que la infeccidn viral

induce al interferon.

7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

De este trabajo podemos extraer las siguientes conclusiones:

e VTPF parece ejercer un efecto protector contra SVCV (a la concentracién 0,5 uM)
cuando estd presente durante la infeccion.
e La accion antiviral de VTPF se aprecia en los experimentos de supervivencia

celular y sintesis de RNA, pero no en los ensayos de formacién de calvas.
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e VTPFy poly I:C tienen por separado actividad antiviral frente a SVCV, utilizados
conjuntamente se consigue una mayor actividad antiviral.
e El tratamiento de las células con VTPF produce la estimulacién de genes de la

respuesta inmune innata: ifitm1, irf3, isg15.

En cuanto a las perspectivas futuras derivadas de este trabajo podrian ser:

e Poner a punto un ensayo especifico de entrada de virus.

e Profundizacidn en el estudio de sobrenadantes procedentes de células tratadas

con VTPF.
e Desarrollar anticuerpos frente a IFITM1, IFITM5 de P.promelas, para detectar la
localizacidon de estas proteinas por inmunofluorescencia.

e Estudiar el efecto de VTPF sobre VHSV, otro rhabdovirus de pez.
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