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RESUMEN

La influenza es una enfermedad respiratoria causada por el virus de influenza, siendo
los de tipo A los que tienen mayor importancia ya que pueden ocasionar epidemias e incluso
pandemias. Es por eso que es importante avanzar en el conocimiento detallado sobre el
proceso de infeccion celular. En ese sentido, la modificacion de proteinas citoplasméticas por
adicion o remocion de grupos de O-GIcNAc (referido como O-GlcNAcilacion) resulta ser un
proceso relativamente novedoso en las infecciones virales, debido a sus efectos sobre estas.
Existen actualmente varios estudios con diferentes modelos virales pero el papel de la O-
GlIcNAcilacion ain es poco claro, debido a que sus efectos pueden ser muy diferentes
dependiendo del virus. Recientemente se evidencio que la estimulacion de la biosintesis de
hexosaminas y, por lo tanto, la O-GIcNAcilacion incrementa el titulo viral de la infeccion
por influenza, asi como la expresion de citocinas pro-inflamatorias por un mecanismo
dependiente de IRF5. Por el contrario, al estudiar sobre células de tipo inmunoldgico, otro
estudio reciente sugirio, que el incremento de la O-GIcNAcilacion parece estimular la
respuesta antiviral de la célula, por un mecanismo dependiente de interferones tipo I, el cual
inhibe la replicacion de VIA. Por otro lado, en base a resultados de nuestro grupo de
investigacion, el TGF-p altera la infeccion del VIA in vitro, bloqueando la apoptosis celular,
disminuyendo la replicacion viral e inhibiendo la respuesta celular por IL-1b. En ese
contexto, este estudio esta centrado en evaluar el posible impacto de TGF-f sobre el proceso
de O-GIcNAcilacion en modelo de células A549 infectadas por el virus Influenza.
HIPOTESIS. El efecto inhibitorio de TGF-p sobre la infeccion de células A549 por el virus
Influenza se asociaré con la O-GIcNAcilacion.
OBJETIVO. Evaluar los cambios de O-GIcNAcilacion y presencia de proteina viral M1
durante la infeccion in vitro por el virus Influenza con o sin pre-tratamiento con TGF- o
inhibidores selectivos para OGT/OGA.
METODOLOGIA. Se utiliz6 la cepa viral HIN1 (New Caledonia, 1999). Como modelo
celular se usaron células A549 en medio Advanced-DMEM/F12. Se evalud la infeccion viral
por ELISA para la proteina viral M1 (protocolo validado en nuestro grupo). La O-
GIcNAcilacion se evalué con un anticuerpo monoclonal (clona RL2) por la técnica de
western blot y se emple6 como control positivo células estimuladas con 10 mM de

glucosamina. Los ensayos de infeccion y pre-tratamiento por TGF-p se realizaron de acuerdo



con el protocolo reportado. Para la inhibicidn selectiva de OGT se utilizo el reactivo OSMI-
1y para la inhibicion selectiva de OGA se utilizo el reactivo PUGNAC. Se realizé estadistica
descriptiva y para evaluar las diferencias entre grupos se emple6 pruebas de ANOVA de dos
colas o t de Student, segln corresponda al tipo de variable. Todos los ensayos se realizaron
por triplicados independientes y los resultados significativos mostraron una p<0.05%.

RESULTADOS. Inicialmente, el pre-tratamiento con TGF-f indujo un incremento
significativo en la expresion de la proteina viral M1, en comparacién con la infeccion sin
estimulacion. De manera similar, la incubacion con GIcN ocasion6 un incremento en la
expresion de la proteina M1 viral, sin embargo, el tratamiento de TGF-B mas GlcN no indujo
un incremento suplementario en la expresion de M1. Por su parte, la O-GIcNAcilacion se
incrementO ligeramente al tratar con TGF-B o GIcN por separado, pero no se alcanzd
significancia estadistica. Por el contrario, el tratamiento conjunto de TGF-B+GIcN
incremento la O-GIcNAcilacion, asi como la adicion de los inhibidores de OGT u OGA,
incrementaron significativamente la proteina M1, en comparacion a la infeccion con el virus.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas cuando se compararon los efectos
entre los inhibidores. Por su parte, la adicion de TGF-B a los inhibidores de OGT u OGA
indujeron un incremento en los niveles de M1 superiores al tratamiento con TGF-B y solo
con los inhibidores, sugiriendo que el TGF-p altera la O-GIcNAcilacion y esto tiene
consecuencias sobre la infeccion viral. Por su parte, el tratamiento combinado de TGF- mas
inhibidor de OGT, parece no modificar el efecto del inhibidor, mientras que, por el contrario,
el tratamiento de TGF-B en conjunto con el inhibidor de OGA incrementa el efecto
estimulador de la O-GIlcNAcilacion, durante la infeccion viral. Todo lo anterior sugiere que
la O-GlcNAcilacion juega un efecto complejo durante la infeccion viral, dado que su
incremento parece favorecer la expresion de la proteina viral M1. Sin embargo, su inhibicion
no necesariamente coincidié con una disminucion de la infeccion. Por su parte, TGF-B, en
estas condiciones en particular, fue un inductor de la infeccion viral (expresion de M1), pero
su efecto sobre la O-GIcNAcilacidn no fue significativo. Sin embargo, su efecto estimulador
se evidencio al sumarse al tratamiento con los inhibidores de OGT y OGA, sugiriendo que
TGF-p puede estar involucrada en eventos de O-GIcNAcilacion o sus efectos sobre la célula

induce un cambio de la infeccion viral.



CONCLUSIONES. EIl efecto de TGF-f y la O-GlcNAcilacion modifican de manera
significativa la infeccion por VIA al tiempo de 48 horas. Sin embargo, su asociacion fue
parcial, desde que el efecto del TGF-p o O-GIcNAcilacion fue diferente dependiendo de la
combinacion de los tratamientos. Se sugiere ampliar estos estudios con el fin de reconocer
los aspectos bioldgicamente relevantes entre la citocina, la modificacion por glicosilacion y

la infeccion viral.
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1. INTRODUCION

1.1.  Virus Influenza

La influenza es una enfermedad respiratoria contagiosa provocada por los virus de
Influenza (VI), pertenecientes a la familia de Orthomyxoviridae, los cuales son virus ARN
de cadena simple y polaridad negativa dividida en 8 segmentos para los tipo Ay Byen 7
para los tipo C, son virus envueltos y estos se replican en el nlcleo celular. Dentro de esta
familia se encuentran siete géneros: los tipos A, B, C y D del virus Influenza, los
Thogotovirus (infectan insectos), los Isavirus (infectan peces) y los Quaranjavirus. Los virus
de Influenza tipo A y B son los que generalmente se encuentran diseminados entre los
humanos y algunas especies animales y que, todos los afios, causan epidemias de influenza
estacional y, en ocasiones, han producido pandemias. Por su parte, los tipos C infectan a
humanos y cerdos, pero causan enfermedades respiratorias moderadas y han sido poco
estudiados (Arias y Ldpez, 2009), mientras que los tipo D del virus Influenza afectan
principalmente al ganado y no se cree que puedan causar infecciones o enfermedades en los
seres humanos (CDC, 2021). La elevada capacidad de estos virus para generar variantes
antigénicas ha permitido definir la influenza como una enfermedad constante causada por
virus siempre variables (Ortin, 2009).

A su vez, el virus de Influenza A (VIA) se clasifica en numerosos subtipos, en
funcién de la naturaleza antigénica de sus glicoproteinas de superficie: hemaglutinina (HA)
y neuraminidasa (NA). Existen 18 diferentes subtipos de HA'y 11 de NAy el subtipo de cada
virus se define por la combinacion de la HA y la NA que contiene, por lo que la diversidad
antigénica es muy amplia.

Por su parte, la infeccion en humanos provoca manifestaciones clinicas importantes,
que en algunos casos puede presentar complicaciones de las vias aéreas, requiriendo su
hospitalizacién y provocando, en un porcentaje menor, la muerte del paciente. La poblacién
mas susceptible son las personas mayores, nifios pequefios y personas con ciertas afecciones
en la salud como diabetes o cardiopatias, entre otras, estas son las que corren mas riesgo de
padecer la enfermedad y tener graves complicaciones (CDC, 2021).

La elevada variabilidad de los virus de influenza, junto con su alta transmisibilidad

y su amplio rango de huésped, han hecho de ellos uno de los patdgenos que mas mortalidad
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han tenido en el siglo XX, entre 40 y 100 millones de decesos sélo tomando en cuenta las
pandemias de 1918, 1957, 1968 y 1977 (CDC, 2021).

La propagacion del virus de influenza se da por medio de aerosoles que viajan por el
aire, las cuales se producen al toser, estornudar o hablar, y que pueden ser inhaladas o
ingeridas por otras personas o animales que estan expuestos, posibilitando que la infeccion
viral se propague de manera exponencial. Aunque las personas con Influenza son mas
contagiosas durante los primeros tres o cuatro dias después de la aparicion de los sintomas
(etapa de viremia), la mayoria de los adultos infectados pueden contagiar a otros desde un
dia antes de la aparicién de sintomas aparezcan y hasta 5-7 dias después del inicio de la
enfermedad, incrementando la probabilidad de infeccion. Nifios y algunas personas con el
sistema inmunitario debilitado pueden diseminar el virus por més de 7 dias. (CDC, 2021),
(Ortin, 2009).

Tabla l. Diferencias  sintomaticas  entre resfriado e influenza. Tomado de

https://espanol.cdc.gov/enes/flu/about/index.html.

El resfriado vs. la influenza

Signos y sintomas

Comienzo de los sintomas
Fiebre

Dolores

Escalofrios

Fatiga, debilidad

Estornudo

Incomodidad en el pecho, tos
Nariz tapada

Dolor de garganta

Dolor de cabeza

Resfriado

Gradual

Poco frecuente

Leve

Poco comun

A veces

Comun

Leve a moderado; tos aspera
Comuin

Comun

Poco frecuente

Influenza (gripe)

Repentino

Normal; dura 3 a 4 dias
Habitual; a menudo intenso
Bastante comun

Normal

Aveces

Comun; puede ser intenso
A veces

Aveces

Comun



La enfermedad cursa con diferentes sintomas y es importante conocer las diferencias
entre el resfriado coman y la influenza, para poder dar un diagnostico certero y pronto
tratamiento (Tabla I). Por su parte, para el tratamiento de la Influenza se recomiendan
medicamentos antivirales, tales como los inhibidores de la bomba de protones en endosomas
o inhibidores de neuraminidasa. El efecto de estos medicamentos pueden aliviar los sintomas
0 acortar la duracion de la enfermedad, sin embargo, es muy importante la consulta con el
médico para poder realizar un diagnostico correcto, asi como el tratamiento farmacolégico
mas adecuado para cada caso. A pesar de contar con cada vez un mejor arsenal farmacol6gico
contra Influenza, la mejor manera de prevencion sigue siendo la vacunacion anual (CDC,
2021; Ortin, 2009).

1.1.1. Fisiopatologia

El periodo de incubacion de la influenza transcurre desde la exposicion al virus hasta
el inicio de los sintomas, periodo que varia desde el dia 1 al 4, esto dependiendo de la carga
viral a la cual se estuvo expuesta el paciente (CDC, 2021; Taubenberger and Morens, 2007;
Secretaria de Salud, 2015). La influenza cursa con fiebre alta, tos, dolor de cabeza, mialgias,
dolor e irritacion de la garganta, secrecidn nasal, malestar e inflamacion en vias respiratorias.
En casos mas severos llega a desarrollarse neumonia y edema pulmonar, pudiendo causar la
muerte del paciente. Los sintomas agudos y la fiebre usualmente persisten de 7 a 10 dias. La
laringotraqueitis puede ser una complicacion grave en nifios pequefios. Por su parte, en
personas con compromiso pulmonar o cardiaco, con comorbilidades tales como diabetes
mellitus, insuficiencia renal e hipertension, parecen presentar mayor riesgo para el desarrollo
de complicaciones severas como consecuencia de la infeccion del virus de influenza, lo cual
puede incluir bronquitis hemorragica, neumonia y la muerte (Zambon, 2001; Secretaria de
Salud, 2015). Por su parte, la neumonia fatal fulminante por influenza viral ocurre asociada
con disnea, cianosis, hemolisis, edema pulmonar; pudiendo ocurrir esto en de las primeras
48 horas después de la manifestacion de los sintomas (Herold, 2015).

El virus de Influenza infecta y se replica principalmente en las células de todo el

epitelio del arbol respiratorio, por lo cual es comun que se presenten sintomas de faringitis y



traqueobronquitis. Asi, los primeros sitios de replicacion de la Influenza ocurren en el epitelio
de la traquea, bronquios y alveolos pulmonares. También pueden presentarse infecciones
bacterianas secundarias en el paso aéreo, lo cual incrementa las complicaciones de la
patologia. En los casos agudos hay destruccion multifocal, citonecrosis, fibrosis y
descamacion del epitelio pseudoestratificado columnar de la traguea y bronquios, esto
pudiendo derivar en la formacion de edema, congestion en la submucosa y metaplasia
escamosa (Secretaria de Salud, 2015). En casos severos de la infeccion por Influenza, el
epitelio pulmonar pierde su estructura y los alveolos su forma. El intersticio puede mostrar
congestion, edema e infiltracion inflamatoria, mientras que los espacios aéreos pueden estar
saturados con edema, fibrina y presencia masiva de neutréfilos; debido a esto ocurre una
obstruccion en las vias respiratorias lo cual puede llevar a la muerte (Herold, 2015).

1.1.2. Estructura del virus Influenza

Las particulas del virus influenza (V1) son, en general, pleomodrficas, de forma
esférica y con un didmetro entre 80 y 120 nm (Figura 1). En la bicapa lipidica se encuentran
tres proteinas de membrana: hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA) y la proteina M2. Las
proteinas HA y NA son abundantes, siendo la HA la de mayor presencia en la membrana,

mientras que la proteina M2 esta presente s6lo en pocas copias por Virus.

Figura 1. Microscopia electronica del virus de Influenza A. Tomado de:
https://www.cdc.gov/h1nl1flu/images.htm?s_cid=cs_001
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Figura 2. Estructura del virus de Influenza A. Estos son clasificados por subtipos segun las propiedades
a las proteinas en su superficie: Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA). Existen 18 subtipos diferentes
de HA y 11 subtipos de NA. Los subtipos se desighan mediante la combinacion de las cantidades de HA 'y
NA. Tomado de: https://espanol.cdc.gov/flu/about/viruses/types.htm

Las proteinas HA y NA estan glicosiladas con modificaciones de tipo N-glicosidico,
pero se desconoce si la proteina M2 contiene glicosilacion (Ortin, 2009). Como se menciona
en la Tabla I, mientras que la proteina HA es responsable de unirse al receptor celular el cual
se caracteriza por portar residuos de acido sialico, la NA se encarga de escindir estos residuos
para que los nuevos viriones puedan liberarse de la membrana celular y, por lo tanto, propagar
la infeccion hacia células vecinas. Por su parte, la proteina M2 constituye un canal i6nico que
permite el paso de los protones al interior del virus, acidificando su interior y permitiendo la
liberacion de sus ribonucleoproteinas virales (VRNP) junto con su material genético en el

citoplasma celular (Ortin, 2009).



Tabla Il. Expresion de las diferentes proteinas virales. Tomado de (Ortin, 2009).

Segmente  Longitud'  Proteina  Tamafic®  Abundancia®  Funciones
1 2341 PB2 759 30-40 Proteina de umon a cap.
Iniciacién de
transcripcion
2 2341 PB1 157 3040 Polimerasa
FBI1-F2 37 Unién a la mitocondria.
Apoptosis
3 2233 PA 716 30-40 Proteasa. Replicacion
4 aprox. 1.770 HA aprox. 566 500 Hemaglutinina. Union al

receptor. Proteina de
fusion. Respuesta
Inmune

5 1.565 NP 498 1.000 Proteina de la
nucleocapsida.
Replicacion.
Encapsidacion

6 aprox. 1.413 NA aprox. 434 100 Neuraminidasa.
Destruccion del receptor.
Bespuesta inmune

7 1.027 M1 252 3.000 Union de la
nucleocapsida a la
membrana

M2 96 50 Canal jonico. Fusion

de las membranas

8 890 N5l aprox. 230 — Modulacion de la
expresion génica.
Virulencia

NS52 121 30 Exportacion de la

nucleccapsida del nicleo

' Longitud en mucledtidos. * Tamafio en aminodcidos. * Abundancia en la particula viral.

Por otro lado, debajo de la membrana lipidica se encuentra la proteina M1, la cual
forma una capa proteica que protege las ribonucleoproteinas del virus (Figura 2). La proteina
M1 es uno de los factores importantes para la formacion de las nuevas particulas virales.
Después de la proteina M1 se encuentra el genoma viral el cual esta constituido por 7
segmentos de RNA para los virus tipo C y 8 segmentos para los tipos Ay B (Cheung y Poon,
2007). Cada uno de ellos se encuentra asociado con el complejo de polimerasas, las proteinas
“PB1, PB2 y PA” y con monémeros de la NP, formando lo que se denominan
ribonucleoproteinas (RNPs) virales (Ortin, 2009).

Ajenas a la estructura del virus, durante la infeccion celular, se expresan las
proteinas NS1 y NS2/NEP (Proteina de exportacion nuclear) en el segmento 8, la cual
interacciona con la proteina M1, La proteina NS1 se expresa al inicio de la infeccién viral,
momento en el cual se localiza en el nucleo, pero mas tarde se localizara en el citoplasma
celular. La proteina tiene dos secuencias para su transporte al nicleo (NLSs) localizadas en
las regiones N- y C- terminal de la proteina, ademas de que presenta una sefial de exportacion

nuclear (NES). Se sugiere que esta proteina tiene varios tipos de interacciones con factores



virales y celulares, al tiempo que también es capaz de unirse a las RNP virales en la célula
infectada pero no de la particula viral. Cabe mencionar que esta proteina no forma parte de
la estructura viral de ahi su nombre Non Structural o NS. Debido a sus multiples interacciones
celulares, se asume que NS-1 desempefia diversas funciones que controlan la respuesta
antiviral de las células, la muerte celular. La proteina NS2/NEP se localiza en el citoplasma
y nucleo, donde interacciona con nucleoproteinas y con el factor de exportacion nuclear
(CRML1). Esta proteina se consideraba no estructural ya que no forma parte de la estructura
viral, pero se ha demostrado que esta presente en la particula viral en asociacién con la
proteina M1, regulando la exportacion nuclear de los RNAs de los viriones utilizando la
maquinaria de exportacion nuclear de la celula. (Ortin, 2009; O’Neill, Talon y Palese, 1998).

Al final, las ribonucleoproteinas permiten la expresion de al menos 11 proteinas
virales de los virus de Influenza tipo A, a partir de los 8 segmentos de ARN, lo cual permite
realizar todas las actividades que el virus requiere como: generar la proteina M1, la sintesis
de nuevos ARNs (PB1, PB2 y PA), la propagacion en infeccion de nuevas células, entre otros
varios eventos (Ortin, 2009; Cheung, 2007).

1.1.3. Ciclo de replicacion

Como se muestra en la Figura 3, el ciclo replicativo viral involucra una serie de
pasos, los cuales inician cuando el virus se adhiere a las células blanco por el reconocimiento
de los residuos de acido sialico presentes en las glicoproteinas y glicolipidos de la membrana
celular, por complejos trimétricos de HA. Mientras la adhesion de todos los virus de influenza
tipo A requieren de é&cido sialico las cepas varian en sus afinidades por diferentes
sialigosacaridos. Por ejemplo, en cepas de virus humanos se unen preferentemente a acidos
sidlicos para galactosa por una union 02,6, el acido sidlico de mayor presencia en el epitelio
respiratorio humano. Las cepas de virus aviares se unen preferentemente a acidos sialicos
con union a galactosa por una union 02,3, este tipo de acido sialico esta presente mayormente
en el epitelio intestinal de pato. (Flint, 2015). Posteriormente, los virus adsorbidos en la
membrana celular entran mediante endocitosis. A continuacion, la proteina M2 la cual es una

proteina transmembranal, que forma tetrameros, cuyos dominios transmembranales forman



un canal el cual actiia como un canal idnico selectivo de protones. La apertura de los canales
ionicos de M2 acidifica el ndcleo viral lo cual permite que el entorno se torne &cido en el
virion que ayudara a liberar la VRNP de M1, de tal manera que la VRNP queda libre para
poder entrar en el citoplasma de la célula huésped (Samji, 2009); lo cual, a su vez, permitira
que la VRNP sean transportadas rapidamente al nacleo celular por la proteina NP y las
subunidades de la polimerasa ya que contienen sefiales de transporte al nucleo.

Una vez que las proteinas NP y las polimerasas estan dentro del ndcleo inicia la
replicacion del genoma viral, el cual consistira en el empleo del molde de ARN de polaridad
negativa para la generacion del ARN de polaridad positiva. Una vez terminado, este saldra
del nucleo y permitira la sintesis de proteinas virales asociadas a reticulo endoplasmatico.
Por otro lado, una parte del ARN de polaridad positiva servird como molde para la generacion
de nuevas moléculas de ARN negativo, el cual constituira el material genético de las nuevas
particulas virales. Posteriormente, las proteinas de nucleocépside formaran un complejo con
los segmentos de ARN los cuales seran dirigidos a la membrana celular, donde se reuniran
con el resto de las proteinas virales como: M1, M2, PB1, PB2, PA, HA y NA; permitiendo
asi, el ensamblaje de las nuevas particulas virales. Finalmente, la NA se encargara de eliminar
los residuos de acido sialico presentes en la membrana celular, permitiendo que los nuevos
virus no sean retenidos por estos residuos de la célula infectada y seran liberados para poder

infectar otras celulas (Ortin, 2009; Taubenberger and Morens, 2008).
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Figura 3. Ciclo replicativo del virus de influenza. Se muestran 7 pasos los cuales describen como se replica
el virus de influenza, iniciando con el reconocimiento del receptor celular por parte del receptor viral, hasta
la liberacion de los nuevos viriones, donde también se pueden observar la participacion de las diferentes
proteinas virales. Tomado de Hutchinson, 2018.

1.2. O-GlcNAcilacion

A diferencia de la mayoria de los tipos de glicosilacién cuyos efectos directos se
observan en el espacio extracelular, se reconoce que algunos tipos de glicosilacion parecen
tener una participacion muy activa dentro de las células, tal es el caso de la O-glicosilacion
por el grupo GIcNAc. En la década de 1980, Torres y Hart describieron una nueva
modificacion en las proteinas citoplasmaticas y nucleares caracterizada por el acoplamiento
de un monosacarido conocido como GIcNAc a los residuos Ser o Thr del esqueleto

polipeptidico lo cual fue confirmado por estudios posteriores (Wells, 2003; Kudlow, 2006).
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Figura 4. Esquema general de la modificacion postraduccional de proteinas por el grupo O-GIcNAc.
N-acetilglucosamina es afiadido a residuos de serina y treonina de proteinas blanco por la enzima OGT,
mientras que es cortado por la enzima OGA. Tomado de Zachara and Hart, 2022.

Actualmente se reconoce que, dentro de los compartimentos subcelulares, las
proteinas pueden ser glicosiladas por modificacion especifica y dindmica en los residuos
Serina o Treonina, por medio de una union tipo O-ligando, donde el grupo carbohidrato lo
constituye el monosacarido N-acetilGlucosamina (O-GIcNAc), como se describe en la Figura
2 (Wang and Hart, 2008; Zachara and Hart, 2002).

Esta modificacion postraduccional, comuinmente denominada como “O-
GlcNAcilacion”, se ha observado principalmente en las células eucariotas que han sido
evaluadas en respuesta a estimulos celulares, tal como la presencia de oxigeno, niveles de
glucosa, etc. (Hanover, 2012). La variedad de proteinas modificadas por O-GIcNAcilacién
es muy amplia, dentro lo cual se incluyen a la RNA polimerasa Il y diversos factores de
transcripcion, oncoproteinas, proteinas del citoesqueleto, de vias de sefializacion y de la
sintesis de proteinas y traduccion, entre muchas otras (Lefebvre and Issad, 2015; Zachara and
Hart, 2006). Debido a la diversidad de polipéptidos sujetos a este tipo de glicosilacién que se
sugiere que las proteinas modificadas por O-GIcNAc son moduladores claves en la

sefalizacién celular.
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Figura 5. Ciclo de O-GlcNAcilacion. La glucosa es metabolizada por una via biosintética de hexosamina
para la forma de gran energia intermediada por UDP-GIcNAC, la cual sirve como el donador de azUcar para
OGT. El ciclo de O-GIcNAc inicia cuando OGT cataliza la transferencia de GIcCNAc desde UDP-GICNAc
hacia los residuos de serina y/o treonina de un sustrato de proteina. Mientras que la O-GIcNAcasa hidroliza
la unién glicosidica para generar GICNAc libre y una proteina libre. Imagen tomada de: Journal of Cell
Science: http://jcs.biologists.org/content/123/1/13.

La “O-GlcNAcilacion” depende del balance de dos enzimas con funciones opuestas,

como se muestra en la Figura 5: por un lado, la O-N-acetilglucosaminiltransferasa,
denominada O-GIcNAc transferasa (OGT), la cual adiciona los grupos GIcNAc, v, por el

otro lado, la enzima B-N-acetilglucosaminidasa, denominada O-GIcNAcasa (OGA), la cual

elimina este grupo (Zachara and Hart, 2002).
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Figura 6. Conversion de glucosa a UDP-GIcNAc (precursor de GIcNAc) es mediado por la via
biosintética de la hexosamina. La glucosa entra a la célula a través del transportador de glucosay ATP, y
es consumida a Glucosa-6-fosfato por accién de la hexoquinasa. La glucosa fosforilada se isomeriza a
Fructosa-6-fosfato (F-6-P). Hasta el 5% de F-6-P es convertida a Glucosamina-6-fosfato por GFAT,
finalmente la glucosamina es acetilada para producir UDP-GIcNAc, donde una parte es utilizada por OGT
para la modificacién de proteinas. Tomado de Kudlow. 2006..

Se reconoce que O-GIcNAcilacion es una modificacion reversible y puede
modificarse en respuestas a eventos tales como el estrés celular y estimulos extracelulares.
Sin embargo, hay que considerar que la actividad de la enzima OGT depende del contenido
de su sustrato (UDP-GICNAC) en el citosol que posteriormente se transportara a Golgi
(Levine and Walker, 2016). A este respecto, se sugiere que el 3% del total de glucosa se
destina a la sintesis de UDP-GIcNACc por la via biosintética de la hexosamina, Figura 6
(Kudlow, 2006). Por lo cual se considera que la O-GIcNAcilacion ademas de permitir la
regulacion de multiples funciones intracelulares, es un sensor de los niveles de glucosa y que
su concentracion depende del estado metabdlico de la célula (Sharma, 2017; Machacek,
2018). Esto debido al hecho de que el aumento o reduccion en la concentracion de UDP-
GIcNACc afectara la transferencia de grupos GICNAc por parte la enzima OGT hacia los
residuos de serina y treonina de las proteinas blanco, causando con ello la regulacion de
diversas vias de sefializacion como consecuencia de metabolismo celular (Zachara and Hart,
2006; Hart, 2011).
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Figura 7. Relacion entre modificacion postraduccional de proteinas por O-GIcNAc y por fosforilacion
de residuos Ser/Thr. El grupo GIcNAc se une por accién de la OGT en residuos de serina/treonina, mientras
que este grupo es cortado por la accién de la OGA. Mientras tanto, la fosforilacion puede competir por los
mismaos sitios, mediante la accion de proteinas cinasas. Tomado de Golks, 2007.

Interesantemente, la O-GIcNAcilacién comparte rasgos comunes con la regulacion
por fosforilacion de actividad de proteinas, ya que, como ella, implica la participacion de
enzimas para llevar a cabo procesos dinamicos y modificaciones especificas. Mientras que
la fosforilacion (adicion de fosfatos) implica la actividad de enzimas conocidas como cinasas,
la O-GIcNAcilacion implica la actividad de la enzima OGT. Por su parte, la remocién del
grupo fosfato se lleva a cabo por la accion de las enzimas fosfatasas, mientras que la
eliminacion del grupo O-GIcNAc implica la activacion de la enzima OGA. Estudios recientes
sugieren gque la O-GlcNAcilacion interacciona fuertemente con los eventos de regulacion por
fosforilacion, dado que ambos tipos de modificacion postraduccional requieren los residuos
de Ser y Thr de las proteinas blanco (Figura 7). En este sentido, se sugiere que ambas
modificaciones pueden competir por el mismo sitio y, por tanto, alterarse mutuamente
(Zachara and Hart, 2006; Mishra, 2011).

Actualmente, la modificacidn de proteinas por O-GIcNAc ha sido estudiada en una
gran variedad de factores de transcripcidn, entre los cuales se encuentran Sp1 (Kudlow, 2006;
Issad and Kuo, 2008; Jochmann, 2009), NFAT (Samji, 2009) y NFkB (Golks, 2007), Issad
and Kuo, 2008; Xing, 2011; Baudoin and Issad, 2015). En este Gltimo caso, estudios
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realizados con el dimero p65 sugieren que su modificacion por O-GIcNAc interfiere con la
union de ADN y disminuyen su capacidad de transactivacion y su efecto para inducir la
expresion de TNF-a (Baudoin and Issad, 2015). También se ha reportado que altos niveles
de O-GIcNAcilacion en el factor de transcripcion Spl puede bloquear su union al DNA y,
consecuentemente, favorecer la transcripcion (Xing, 2011). Por otro lado, Roos et al.
sugirieron que la O-GIcNAcilacion en Spl permite, por otra parte, su interaccién con el
complejo de proteinas que forman el poro nuclear y se sugiere que esta interaccion pueda
favorecer la translocacion nuclear (Roos, 1997). Por otra parte, otros estudios han propuesto
que el complejo de poro nuclear, compuesto por diversas proteinas, puede, a su vez, ser
modificado por O-GIcNAcilacion, por lo que se ha sugerido que esta modificacion podria
facilitar el transporte nuclear (Comer and Hart, 1999).

Otra proteina modificada por O-GIlcNAcilacion es la ARN polimerasa 11, en su
Dominio C-Terminal (CTD). Se conoce que el CTD regula las interacciones proteina-
proteina durante las fases de la transcripcion: iniciacion, elongacion y el procesamiento del
MRNA. En este sentido, se ha observado que CTD es fosforilado en la Ser 2 y Ser 5 durante
las dos ultimas fases de la transcripcion; sin embargo, la iniciacion de la transcripciéon no
depende de un proceso de fosforilacion por lo que se ha sugerido que O-GIcNACc juega un
papel clave para inhibir la fosforilacion durante el inicio de la transcripcion. Asi mismo, se
ha observado que la fosforilacion del CTD conlleva a que ya no pueda llevarse a cabo la O-
GIcNAcilacion de dicho dominio. Por el contrario, la modificacién por O-GIcNAc del mismo
CTD puede impedir que se lleve a cabo la fosforilacion, por, lo que se ha considerado un
elemento clave en el posible control sobre la maquinaria de la transcripcion (Ranuncolo,
2012).

De esta manera, dado que los aminoacidos modificados por O-GIcNAcilacion son
los mismos empleados por diversas proteinas Ser/Thr cinasas se ha sugerido una competencia
entre ambos tipos de modificacion, lo cual llevaria a generar diferentes tipos de respuesta

celular dependiendo del balance entre las enzimas OGT u OGA (Hart, 2011).

14



1.2.1. Ruta de biosintesis de hexosaminas

La via biosintética de hexosamina (HBP) estd caracterizada por seis pasos
enzimaticos de los cuales dos, son compartidos con la glicolisis. El proceso se lleva a cabo
de la siguiente manera: La hexocinasa (HK) se encarga de fosforilar la glucosa para producir
glucosa-6-fosfato, el cual serd convertido después a fructosa-6-fosfato por la fosfoglucosa
isomerasa (GPI). Después, la fructosa-6-fosfato y la glutamina son convertidas en
glucosamina-6-fosfato (GIcN-6P) y glutamato (Glu) por la primera enzima fructosa-6-fosfato
transminasa (GFAT), proteina que regula la velocidad de la ruta metabolica. La siguiente
enzima, glucosamina-fosfato N-acetiltransferasa (GNPNAT) convierte la GICN-6P y la
Acetil-coenzima A (Ac-CoA) en N-acetilglucosamina-6-fosfato (GIcNAc-6P) y CoA. En
sequida, la GIcNAc-6P es isomerizada en GIcNAc-1P por la GIcNAc fosfomutasa
(PGM3/AGM1) vy, finalmente, el UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa (UAP1)
convierte UTP y GIcNAc-1P a UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNACc) y pirofosforilasa
(PPi) (Figura 8).
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Figura 8. Representacién esquematica de la via biosintética de hexosamina. Enzimas de HBP son
representadas en rojo, metabolitos en negro, procesos celulares en azul claro. Las cajas verdes/rojas indican
los metabolitos cuyo cambio induce la disminucion (verde) o incremento (rojo) de UDP-GIcNAc. Tomado de
Chiaradonna, 2018.
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La UDP-GIcNAC sera el sustrato para O- y N-glicosilaciones, siendo un componente
de uniones simples o complejas de O- y N-glicanos cuya adhesién a las proteinas dirige la
formacion de complejas glicoproteinas y proteoglicanos llamados glicoconjugados
(Chiaradonna, 2018).

Varios autores han confirmado que el cambio en la concentracion de nutrientes
intracelulares modula la cantidad de UDP-GIcNACc intracelular y el flujo de HBP. En un
estudio previo se observd que la disponibilidad de la glucosa en adipocitos aislados,
pretratados con insulina para potenciar el transporte de glucosa, indujo un rapido incremento
de UDP-GIcNAc (Marshall, 2004). Es por eso que, se asume que la O-GIcNAcilacion
constituye un mecanismo biolégico donde se relaciona el metabolismo sobre la respuesta de

las células ante los diferentes estimulos.

1.2.2. Efecto de OGT como sensor de metabolismo

Como se describid antes, son varios cientos de proteinas (cerca de 500) las que
pueden sufrir esta modificacion (Gabius, 2009) por ello es importante la presencia tanto de
la enzima O-GIcNAc Transferasa u OGT como del precursor UDP-GICNAC para favorecer
la modificacion de los residuos de Ser/Thr de las proteinas citoplasmaticas y nucleares.

En la Tabla I11 se presenta un cuadro de los principales efectos donde puede impactar
la O-GIcNAcilacién. Como se puede observar sus efectos van desde el trafico de
glicoproteinas (B-catenina y E-cadherina) y la respuesta inmunoldgica, pasando por
mecanismos de comunicacién intracelular, regulacion de transcripcion y la regulacion del
ciclo celular y/o estrés celular, hasta estar asociada a ciertos procesos patologicos
neurodegenerativos.

Es importante destacar que varios estudios han evidenciado que la O-GIcNAcilacién
parece relacionarse con el desarrollo de procesos patolégicos vinculados con el metabolismo
de carbohidratos, tal como sucede con la Diabetes mellitus. Como se describio arriba la ruta

biosintética de las hexosaminas (Figura 8) sirve como un sistema sensor del metabolismo
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Tabla I11. Reconocimiento del fendmeno asociado con la glicosilacion de O-GIcNAc. En la siguiente
tabla se muestran las diferentes funciones que competen a la O-GIcNAcilacion en el organismo. Tomado
de Varki, 1999.

FENOMENO DE
RECONOCIMIENTO

EJEMPLOS

Trafico de glicoproteina

Trafico de B-Caterina y E-caderina en células epiteliales son dependientes de la O-GlcNAcilacién

Reconocimiento
inmunolégico

Sustitucién de péptidos por O-GlcNAc juegan un rol en la unién del complejo de MHC y en el reconocimiento del complejo de MHC —unido a epitopes por TCR.

Vias de sefializacién

0-GlcNAc — O-Fosfato regulan la sefalizacion de moléculas.

0-GlcNAc — O-fosfato juegan un rol en el ciclo celular.

Un inhibidor de O-GlcNAcasa previene la transicion de G/M en ovocitos de Xenopus laevis.

Modulacién de |a proteina del golpe de calor de la via de sefializacion es dependiente de glucosa para su proteccion.

Regulacién de | B-O-GlcNAc juega un rol en la administracién de recambio proteico.

protedlisis Los sitios de union de B-O-GlcNAc tienen una alta puntacién de PEST, el cual es emparejado con la regulacion ademas de la degradacion proteolitica.
Degradacion proteolitica de proteinas es disminuida después de la O-GlcNAcilacion.

Regulacién de | RNA polimerasa Il y muchos factores de transcripcion son O-GlcNAcilados.

transcripcion

Las unidades de B-O-GIcNAc sobre las proteinas tienen una accion directa sobre su actividad y son integrados en general dentro de la regulacion
transcripcional.

Supervivencia al estrés y
ciclo celular

Estrés celular es asociada con un transitorio, incremento general en la O-GleNAcilacién.
- Este proceso podria envolver el golpe de calor en proteina O-GlcNAciladas ademas de la estabilizacion de la estructura de las proteinas, la limitacion de
formacion de agregandose proteinas o la accion directa sobre el golpe de calor en la actividad proteica y localizacian.

Enfermedad

Diabetes
O-GlcNAc juega una parte en la sefializacion de la insulina y regulacién de la toxicidad de la glucosa.
La sefalizacion de la insulina puede ser bloqueada en adipocitos o musculo con el incremento en la O-GleNAcilacién.
Altos niveles de UDP-GIcNAc promueve la O-GlcNAcilacion y la toxicidad de la glucosa es unida con la via de hexosaminas y la regulacion de los niveles de
UDP-GIcNACc.

Enfermedades neurodegenerativas

Loci cromosomal esta asociado con las enfermedades neurodegenerativas incluidos los genes para OGT y O-GlcNAcasa.
La formacion enredos neurofibrilares en la enfermedad de Alzheimer asociada con una anormal fosforilacion de la proteina TAU. La proteina es O-GlcNAcilada
y esta forma previene la formacion de enredos.
Tejido cerebral de pacientes con Alzheimer mostraron una reduccion global in la O-GlcNAcilacion.
Tejido cerebral con Alzheimer mostro una formacion neuronal de placas amieloides que contienen la proteina amieloide-B O-GlcNAcilada de la proteina
precursora.
Otras anormalidades de proteinas O-GlcNAciladas tienen que ser detectadas en la enfermedad de Alzheimer relacionada a neurofilamentos con hipo-O-
GlcNAcilacion o la reduccion de la O-GlcNAcilacion del ensamble de proteinas clatrina unidas a una vesicula reciclada sinaptica.

celular general, donde no solo el metabolismo de carbohidratos participa sino también el de

los aminoécidos, lipidos y acidos nucleicos. De esta manera, las alteraciones relativas entre

los intermediarios de esta ruta biosintética nos indicaran cambios en los diferentes aspectos

del metabolismo general.

Asimismo, la ruta biosintética de las hexosaminas permite funcionar como un

sistema de retroalimentacion negativa, permitiendo manejar el extenso consumo de glucosa

en respuesta a las condiciones de hiperglicemia e hiperinsulinemia (Chiaradonna, 2018). De

esa manera, en un escenario donde hay niveles anormalmente elevados de glucosa, algunos

estudios han confirmado que la asociacion entre los niveles de glucosamina, la resistencia a

la insulina y la O-GIcNAcilacion de los factores de transcripcion, ha llevado a la hipétesis

que una anormal glicosilacion de los factores de transcripcion quizas debido a los niveles

elevados de UDP-GIcNACc podria ser un mejor mecanismo detras de los efectos pleiotropicos

de la toxicidad de la glucosa y resistencia a la insulina. Primeramente, como consecuencia
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del exceso de carbohidratos, los niveles de glucosamina se incrementarian y, llevaria a un
aumento de los niveles de UDP-GIcNAc, favoreciendo los eventos de O-GIcNAcilacion de
proteinas. Por otro lado, se reconoce en los adipocitos que la presencia crénica de niveles
elevados de insulina, glucosa y glucosamina puede favorecer la resistencia a la insulina. En
ese sentido, se puede considerar a la O-GIcNAcilacion como un sistema de retroalimentacion
negativa, controlando la funcion de varias de las proteinas clave de la regulacion metabolica.
La falta de control en el manejo del exceso de carbohidratos puede propiciar no sélo un
incremento de la O-GIcNAcilacion, sino el desarrollo de resistencia a insulina v,
eventualmente, la diabetes mellitus (\Varki, 1999). A este respecto, al haber un incremento en
el flujo de la via HBP, se generard un incremento de azucares tales como [-D-N-
acetilglucosamina acoplados a las proteinas citoplasmaticas. Este incremento total de la O-
GIcNAcilacion es una caracteristica frecuentemente observada en las células cancerigenas y
estudios recientes sugieren que la O-GIcNAcilacién es un comunicador central del estatus
nutricional para el control clave de sefializacion y vias metabdlicas que regulan multiples

fenotipos de células cancerigenas (Ferrer, 2016).

1.2.3. Efectos fisiologicos de la O-GlcNAcilacion

En la actualidad se sugiere que la O-GIcNAcilacion desempefia un papel clave en la
regulacion y sefializacion intra e intercelular. Por lo que también se ha propuesto que
alteraciones en este mecanismo de regulacion permitiria desencadenar el desarrollo de ciertas
enfermedades, tal es el caso de Diabetes mellitus tipo Il, cancer y padecimientos
neurodegenerativos (Tabla 111) (Vaidyanathan, Durning and Wells, 2014; Banerjee, Lagerlof
and Hart, 2016). Hay que hacer notar, sin embargo, que relativamente pocos estudios se
habian realizado hasta hace unos 10 afios, por lo que el estudio de sus efectos en procesos

fisiopatoldgicos es muy reciente.
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Figura 9. Efecto hipotético de O-GIcNAcilacion en activacion de linfocitos T y B. (A) La modificacion
por grupos GIcNAc durante la activacion de células T activan factores de transcripcion (NFAT yNF-kB)
necesarios para la transcripcion de muchos genes, tal como IL-2. (B) Mientras que en las células B, la
modificacion por GIcNAc son cruciales para la reprogramacion de células B. Tomado de: Golks, 2008.

Por otro lado, también se ha reportado que O-GIcNAc podria jugar un papel activo
en la modulacion del sistema inmunoldgico. Hart y cols., propusieron que durante la
activacion de linfocitos T con diversos estimulos tal como PMA/ionomicina y Concanavalina
A, llevaron a un rapido incremento de glicoproteinas citosélicas y nucleares modificadas por
O-GIcNACc (Hart, 2011). En este sentido, también se ha sugerido que diversos factores de
transcripcion dependientes de la activacion de linfocitos T a través del TCR, podrian ser
modificados por O-GIcNAc. De esa manera, se ha reportado que el factor de trascripcion
NFkB sufre transitoriamente cambios por modificacion de O-GIcNAc (Xing, 2011). Asi
también, se ha descrito que el factor de transcripcion de NFAT vy los factores de respuesta a
interferones contiene sitios que podrian ser modificados por O-GIcNAc, por lo que se ha
sugerido que su modificacion con glicosilacién podria modular la transcripcién de muchos

genes, como se describe graficamente en la Figura 9.
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2.  ANTECEDENTES

2.1.  O-GlcNAcilacion en patologias e infecciones virales

A pesar de ser un evento celular descubierto hace casi 40 afios, el impacto de la O-
GlIcNAcilacion durante las infecciones virales es relativamente poco estudiado. Mediante una
basqueda intencionada en la base de datos NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)
de los términos “O-GIcNAc" y "virus" en el abstract nos arrojo un resultado de 28
publicaciones entre 1995 y 2022. Por su parte, al realizar la busqueda con los términos
“influenza” y “O-GlcNAc” nos arrojo 2 resultados en marzo 2022. Todo esto sugiere que nos
encontramos en una primera etapa de la comprension del papel de la O-GIcNAc en las
infecciones virales.

Sin embargo, algunos estudios previos han observado una relacion entre la
modificacion por O-GIcNAc de proteinas citosolicas y la replicacion de los virus VIH, VHS,
HVSK, PVHy VHTL-1, aunque los resultados han sido diferentes para cada caso (Jochmann,
2009; Angelova, 2015).
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Figura 10. La inhibicion de la enzima OGT induce un efecto antiviral para la infeccién por el Herpes
Virus humano. Ay B. EL inhibidor OSMI-1 disminuye el titulo viral tras la incubacidn con cultivo de células
HFF. C. Tratamiento con 50 uM de OSMI-1 el cual inhibe la expresion de proteinas virales gD y VP5. Tomado
de: Angelova, 2015.

En el caso de VIH (virus de inmunodeficiencia humana)-1, Stirzl y cols.
modificaron la O-GlcNAcilacion celular durante la infeccidn por el virus, al incubar las
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células en presencia de glucosamina, o, directamente, al ocasionar su sobreexpresion. De esta
manera, observaron la inhibicién de la actividad del promotor de VIH-LTR vy, en
consecuencia, el bloqueo de la infeccion viral. Asimismo, en ensayos in vitro, se propuso que
este efecto era dependiente de la glicosilacion del factor transcripcional Spl, que se requiere
para la completa funcionalidad de la maquinaria de replicacion del virus (Jochmann, 2009).
De manera similar, la infeccion por Herpes Virus Simple (SHV) y CitomegaloVirus (CMV)
son influidas por la accién de la enzima OGT, ya que al inhibir esta, desfavorece la
replicacion del virus del Herpes (Figura 10). En un estudio del grupo de Knipe y cols.
observaron que, particularmente, se requiere la O-GIcNAcilacion del factor de transcripcion
HCF-1 para la transactivacion de los genes tempranos del virus, por lo que su alteracion por
inhibidores bloguea el ciclo replicativo de ambos tipos de virus (Angelova, 2015).

Conviene resaltar que este tipo de resultados los obtuvieron inhibiendo la enzima OGT
por dos técnicas: RNA de interferencia y el empleo del inhibidor selectivo OSMI-1, que fue
la misma molécula que se empled en un estudio in vitro en nuestro grupo de investigacion y
que constituye el antecedente directo mas proximo a la presente tesis para la maestria.

En el mismo sentido, de los casos previamente descritos, para el caso del Herpes

Virus Asociado al Sarcoma de Kaposi (HVSK), la accién de la enzima OGT vy, por tanto, la
O-GIcNAcilacion modifica varias de las proteinas virales, entre las cuales se encuentra la
proteina Activadora de la replicacion y transcripcion. En dos estudios independientes se
observo que el incremento de la O-GIcNAcilacion sobre estas proteinas lleva al bloqueo de
lareplicacion y, por tanto, inhibe de manera directamente proporcional la infeccién viral (Ko,
2012; Jochmann, 2013).

Por el contrario, un estudio reciente muestra que la accion de la enzima OGT parece
ser requerido para la expresion y sintesis de las oncoproteinas E6, E7 y HCF-1 del Papiloma
Virus humano (sHPV), por lo que la inhibicion de la O-GIcNAcilacion por la técnica de RNA
de interferencia lleva a la inhibicién de la propagacion tumoral de un modelo experimental
en raton. Interesantemente, este efecto parece depender de la proteina CXCRA4, lo cual parece
impedir que las células tumorales se desprendan del tumor para generar la metéstasis (Kim,
2017).

Por otro lado, la infeccion por el Virus Linfotréfico de células T humanas-1 (HTLV-

1) parece estar regulada por el nivel de O-GIcNAcilacidn, donde la accién contrapuesta de
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las enzimas OGT y OGA modifica el factor de transcripcion CREB, el cual a su vez es una
subunidad funcional del complejo de transactivacion dependiente de la proteina Tax. De esta
manera, la inhibicion farmacol6gica de la enzima OGA incrementa la O-GlcNAcilacién de
CREB, la formacion del complejo de transactivacion y el ciclo replicativo del virus HTLV-
1 en células in vitro (Groussaud, 2017).

2.1.1. O-GlIcNAcilacion en la infeccion por el virus Influenza

En un estudio reciente se muestran evidencias experimentales de que la generacion de
la "tormenta de citocinas", ocasionada por el virus Influenza, pudiera desencadenarse por un
mecanismo dependiente de O-GIcNAcilacion (Wang, 2019). En este estudio se confirmg, en
condiciones in vitro y en un modelo murino, que la infeccion por el virus Influenza HIN1
(A/WSN/33) se altera al activar la ruta de biosintesis de hexosaminas o la actividad de las
enzimas OGT u OGA, como se muestra en la Figura 11. En paralelo, los autores confirmaron
que la O-GIcNAcilacion estaba vinculada con un incremento en la expresion y secrecion de
citocinas pro-inflamatorias. Posteriormente, por experimentos de inmunoprecipitacion y
construccién de recombinantes observaron que la O-GIcNAcilacién del factor de regulacion
a interferones tipo 5 (IRF5), parece ser la molécula clave en el curso de la infeccion viral. De
esa manera, los autores confirmaron que la enzima OGT interacciona y glicosila a IRF5 en
la Ser 430, proceso que favorece su poliubiquitinaciéon y degradacién por un mecanismo
dependiente del proteasoma celular. De esa manera, por un lado, se ofrece una explicacion
de como la infeccidn viral induce la inhibicidn de la respuesta a interferones, y, por el otro
lado, se propone un nuevo mecanismo para proponer la generacion de la "tormenta de
citocinas", como se explica en la Figura 12.

Sin embargo, como era de esperarse, el papel de la O-GIcNAcilacion durante la
infeccion por el VIA no es tan sencillo. Otro estudio reciente propone evidencias que sugieren
que este tipo de modificacion va a jugar un papel importante para que las proteinas MAVs,
presentes en la mitocondria, detecten los ARNs de hebra sencilla y, por lo tanto, inicien una

respuesta antiviral dependiente de interferones (Song, 2019).
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Figura 11. Importancia de O-GlcNAcilacion durante la infeccion por el virus Influenza. C. Se realizo
un WB donde se midieron varias proteinas como OGT, M1, O-GIcNAc y B-Actina. Y lograron observar que
con forme transcurre el tiempo con la infeccién por VIA hay una mayor expresion de estas proteinas,
sugiriendo que la infeccion por VIA potencia estas proteinas con forme el paso del tiempo. D. Se midi6 el
titulo viral de acuerdo con las diferentes cantidades de GIcN (glucosamina) que se aplicaron en los ensayos
de infeccidn, lo que determino que a mayor cantidad de GIcN mayor titulo viral se presenta. E. Nuevamente
se midi6 el titulo viral, con una dosis establecida de 10 mM de GIcN, que se midi6 a diferente escala de
tiempo (0, 12, 24 y 48 hrs) y se observo que con forme mas transcurria el tiempo mas titulo viral se
presentaba. H. Este experimento se realiz6 en ratones, donde sometieron a estos a diferentes condiciones
(Control, IAV, GIcN y GIcN + IAV) y midieron el peso de estos, lo que lograron observar fue que los ratones
que fueron sometidos al tratamiento de GIcN + IAV tuvieron una mayor pérdida de peso en comparacion
con los de 1AV solo. I. Aqui lo que se analizo fue la supervivencia de los ratones, donde fueron sometidos a
las mismas condiciones previamente mencionadas, y se logré observar una mayor mortalidad en aquellos
animales que fueron sometidos al tratamiento de GIcN+IAV en comparacion que AV, lo que nos sugieren
que la GlcN potencia la infeccion por el virus de Influenza. Tomado de Wang, 2019.

Dado que este estudio se centrd sus en las células inflamatorias presentes en el tejido
pulmonar, por lo que, a diferencia del estudio de Wang y colaboradores en 2019, donde se
observd que la adicion de GIcN favorece la infeccion y, por lo tanto, la respuesta pro-
inflamatoria (Figura 11). El estudio de Song y colaboradores parece mostrar lo contrario: la
adicion de la GlcN inhibe la infeccion viral debido al hecho de que O-GIcNAcilacion

respuesta importante para la generacion de la respuesta antiviral por interferones (Figura 12).
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Figura 12. La GIcN ayuda a los ratones contra la infeccion por VIA mediante interferones. En este
estudio se infectaron ratones con VIA, y un grupo fue suplementado con GIcN, los que se observé que La
GIcN protegio a los ratones contra infeccion por VIA, mediante la expresion de Interferones como se pudo
mostrar en los paneles A y B, al mismo tiempo se observé una disminucion del titulo viral en los pulmones
de los ratones infectados como se observa en el panel C, agregando una histopatologia del pulmén de los
ratones en ambas condiciones, se observé que hubo menor dafio en aquellos que fueron tratados con GIcN a
comparacion de aquellos que no, como se observa en el panel D. Tomado de Song, 2019.
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Figura 13. Papel hipotético de la O-GIcNAcilacion en base a estudio de Wang y cols. El estudio de Wang
concluyo en que, cuando el virus de Influenza infecta a la célula, esta potencia la O-GIcNAcilacidn, la cual
por medio de la enzima OGT, O-GlcNAcilara a la proteina IRF5, la cual al ser O-GlcNAcilada seré poli-
ubiquitinada y degradada por TRAF6 lo cual llevara a no desencadenar la expresion de Interferones y como
consecuencia se desarrollaran citocinas proinflamatorias. Sin embargo, si IRF5 no es O-GlcNAcilado, este
vigjara al ndcleo de la célula y llevara a cabo la expresién de Interferones los cuales combatiran al Virus de
Influenza. Tomado de Wang, 2019.

Sin embargo, el estudio de Wang y colaboradores, sugirié que la infeccion por VIA
incrementa la O-GIcNAcilacion mediante la via de hexosaminas donde OGT se encargara de

O-GIcNAcilar a IRF5 y por ende sera poliubiquitinado para llevarlo a su degradacién
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mediante TRAF6 impidiendo que haya una expresion de proteinas que actuaran contra el
virus de Influenza, caso contrario, si IRF5 no es O-GIcNAcilado este podra viajar al nucleo
celular e inducir la expresion de citocinas que ayudaran contra la infeccién del virus de
Influenza (Figura 13).

Por otro lado, como parte de la tesis de licenciatura, que llevé a cabo en el laboratorio
de Citocinas y Autoinmunidad de la Facultad de Farmacia y, empleando sélo el modelo de
células A549, se observé que la O-GlcNAcilacion se incrementa en células infectadas por el
virus HIN1 (A/New Caledonia/99) a 48 hpi (western blot con el anticuerpo RL-2) en
comparacion con las condiciones control o menor tiempo de infeccion (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la O-GlcNAcilacidn durante la infeccidn por virus Influenza HIN1 in vitro. Como
se puede observar en la imagen, en un experimento realizado con las condiciones de control, infectado en 24
horas y control e infectado a 48 horas. Se realiz6 un Western Blot, donde utilizando el anticuerpo contra O-
GIcNAc logramos ver una intensidad mayor en el carril del infectado a 48 horas, esto haciendo referencia, que
la infeccion incrementa la glicosilacion a las 48 horas. Sugiriendo que la glicosilacién es parte importante de
la infeccion viral y esta es necesaria para ello. Tomado de Nufiez-Rueda, 2018.
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Figura 15. El perfil de O-GlcNAcilacién se incrementa en células infectadas por Virus Influenza A
H1N1. A. En un ensayo de Western blot, se incubaron con anticuerpo para proteina viral de Influenza M1.
Donde tenemos a nuestro control, células infectadas con HIN1, células control mas el inhibidor OSMI-1 y
células infectadas con inhibidor OSMI-1. Como se observa en las bandas de los carriles infectados, hay una
disminucion en la intensidad de la banda donde se utiliz6 el inhibidor OSMI-1, sugiriendo que disminuye la
replicacion del VIA. B. Experimento en el cual se comparan los niveles de B-Actina, en las células con los
diferentes tratamientos, sugiriendo que hay una carga equitativa de la proteina. C. Efecto relativo de OGT
sobre los niveles de M1 viral en relacion con los niveles de proteina tefiida por coomassie R-250. Tomado de

Nufiez-Rueda, 2018.

Al mismo tiempo, también se observo que el empleo del inhibidor de la enzima OGT
(OSMI-1) ocasiono la disminucion significativa de los niveles de la proteina viral M1, en
comparacion con los niveles basales de a-actina (Figura 15). En su conjunto, todo lo anterior

sugeria que la O-GIcNAcilacidn es un evento que podria regular el ciclo replicativo del virus.
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2.2.  Efecto de TGF-B en infeccidn por virus Influenza

Estudios recientes por nuestro grupo de investigacion, empleando como modelo las
celulas A549, mostraron que la activacion de la ruta de sefializacion del TGF-f previo a la

infeccion inhibe el programa de induccion de apoptosis y replicacién del virus Influenza

HIN1.
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Figura 16. Modelo experimental de infeccion por Influenza A HIN1 con tratamiento de TGF-p. Se pueden
observar las diferentes condiciones que se establecieron para la realizacién de la infeccion por VIA. Donde en la
parte superior se infectaron células A549 con virus de Influenza A HIN1 cepa New caledonia 99; hacia la parte
central se estimularon las células con TGF-p previamente una hora a la infeccidn por VIA, mientras que en la
parte inferior se infectaron las células por VIA y posteriormente se estimularon con TGF-B. Tomado de
BustosRivera-Bahena, 2021.

En la Figura 16 se muestra el disefio de los experimentos, donde se compararon 3
diferentes tratamientos: células sin infectar, células incubadas con TGF-B, células infectadas
con VIA H1INL1 y células incubadas primero con TGF-B y después infectadas con VIA. En
estas circunstancias, se observo que el pre-tratamiento con esta citocina inhibio la muerte
celular, asi como la expresion de al menos 16 proteinas pro-apoptéticas inducidas, al tiempo
que se inhibid la activacion de la caspasa 1y la secrecion de IL-1b.

Como se observa en la Figura 17, el pretratamiento con TGF-f ocasion¢ la inhibicion
parcial de la expresion de la proteina viral M1 vy el titulo viral. Mientras que el incrementd
de los niveles de Smad7 coincidié con la infeccion viral, la fosforilacién de las proteinas
Smad 2 y 3 (via canonica) coincidio con el pretratamiento con TGF-p. Todo esto sugiere que
la activacion por este factor de crecimiento interfiere de manera importante en la
programacion de los eventos intracelulares durante el curso de la infeccion por Influenza; sin
embargo, hasta el momento no tenemos informacion que nos permita confirmar cuéles son
mecanismos responsables. En ese sentido, nuestra idea original fue proponer un estudio para
evaluar si el pre-tratamiento con TGF-f podria modificar el perfil de O-GIcNAcilacion vy,

consecuentemente, provocar un cambio en ciclo replicativo del VIA.
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Figura 17. Pretratamiento con TGF-p1 inhibe la expresion de M1 y la replicacion viral en células
A549. A) La expresion de M1 en lisados de células infectadas por VIA con pretratamiento con TGF-$1 24
post-infeccion. B) Comparacion entre la proteina total de M1 contra B-actina de dos ensayos independientes

en células A549. C) Efecto de TGF-B1 sobre el titulo viral. Tomado de (BustosRivera-Bahena, 2021.
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3. JUSTIFICACION

La Influenza constituye una enfermedad de alta prevalencia en humanos a nivel
mundial y, particularmente con el tipo A donde hay interacciones entre humanos y otras
especies, se puede propiciar la generacién de cepas mas infectivas o con efectos clinicos mas
severos en humanos (epidemias y pandemias). Todo eso justifica los esfuerzos para poder
entender el ciclo replicativo del virus, con el objetivo de identificar nuevas rutas que
posibiliten inhibir la infeccion viral o sus efectos severos sobre la respuesta inflamatoria del
paciente infectado.

Por otro lado, estudios relativamente recientes han descrito que la O-GIcNAcilacion
esta involucrada en un sinfin de mecanismos de regulacion celular, siendo particularmente
atractivo como un sistema de regulacion entre el metabolismo energeético y los mecanismos
celulares y fisiologicos. Paraddjicamente, a pesar de ser un mecanismo descrito desde hace
varias décadas, se conoce muy poco de su papel durante las infecciones y, particularmente,
provocadas por los virus. A ese respecto, solo identificamos dos estudios previos que han
evaluado el potencial efecto de la O-GIcNAcilacion durante el proceso infeccioso del virus
Influenza humano (Wang, 2019; Song, 2019). Mientras que en el primer estudio sugiere que
la infeccion viral estimula la tormenta de citocinas” por un mecanismo dependiente de la O-
GIcNAcilacion de IRF5 y donde la adicion de GIcN favorece la infeccion y la respuesta
inflamatoria. Mientras que, en el segundo estudio, se muestran evidencias de que la respuesta
antiviral dependiente de las proteinas MAVS depende de eventos de O-GIcNAcilacion y
donde, por el contrario, la adicion de GIcN en un modelo de infeccion murino, otorga
resistencia del raton a la infeccion viral. Interesantemente, como se menciono antes, los
resultados previos de nuestro grupo coincidieron con las conclusiones de los autores primera
publicacion, razén por la cual quisimos evaluar el posible efecto de TGF- en este modelo
celular.

En el actual estudio, se propone evaluar el efecto de la O-GIcNAcilacion en un
contexto experimental particular descrito recientemente por nuestro grupo de investigacion,
donde la pre-activacion de la ruta de sefializacion de TGF-p altera el programa infectivo del
virus Influenza. Sin embargo, desconocemos si esta inhibicion del TGF-f sobre la infeccion

viral es mediada por eventos de O-GIcNAcilacion.
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4.  HIPOTESIS

Tanto la O-GlcNAcilacion como el tratamiento con TGF- inducird un cambio en

la infeccion in vitro de células A549 por el virus Influenza.
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5.  OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Evaluar la posible relacion entre la O-GlcNAcilacion y el TGF-B sobre la infeccion in vitro

por el virus Influenza.

5.2.  Obijetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de glucosamina (GIcN) sobre infeccion viral in vitro.

2. Confirmar efecto inhibitorio del pre-tratamiento por TGF-f sobre infeccion viral in
vitro

3. Evaluar el efecto de los inhibidores de OGT y de OGA sobre infeccién y efecto del
TGF-B.

4. Evaluar el efecto de los inhibidores de OGT y de OGA sobre cambios de O-

GIcNAcilacion en células infectadas y tratadas con TGF-$ o GIcN.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Virus

Se empled el virus Influenza A/HIN1/New Caledonia/20/99, el cual fue
originalmente donado por Carlos Arias (IBT, UNAM). Estudios previos mostraron que el
lote de virus empleado de virus presentd un titulo de 5x10° pfu/ml (BustosRivera., et al.
2021). Para los ultimos experimentos, debido a limitaciones de alicuotas de cirus, se emple6
liquido alanteoideo derivado de la infeccion por virus HIN1 (sin titular).

6.2. Modelo celular

Se utilizo la linea celular A549 (ATCC CCL-185), derivada de epitelio pulmonar
humano, la cual fue adquirida en ATCC en el afio 2014. Para su manejo, se siguieron las
recomendaciones de esterilidad y biocontencion descritas en manuales especializados
(Freshney. 2005) y en acuerdo a las Normas Oficiales Mexicanas. Las células A549 tanto
durante su mantenimiento como en los experimentos, se mantuvieron en el medio de cultivo
DMEM Advanced F12 (Invitrogen) complementado con 1% de Glutamina, 3% de Suero
Fetal de Bovino (SFB, Invitrogen) y 1% de antibiotico (Antibidtico-antimicotico,
Invitrogen). Para su cultivo se mantuvieron en la incubadora (CO2 Water-Jacketed Incubator,
Re TM US Autflow, NUAIRE) a 37°C con una mezcla de 95% de aire y 5% de CO2
(INFRA).

6.3.  Ensayos de infeccion in vitro por virus Influenza
Para llevar a cabo las infecciones, se utiliz6 una campana de flujo laminar instalada

en el laboratorio 8 (BSL-1) de nivel de bioseguridad 11 de la Facultad de Farmacia de la

Universidad Autdbnoma del Estado de Morelos.
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Para los ensayos de infeccion se colocaron un aproximado de 200,000 células por
p0zo en una caja de 6 pozos (Corning) y se dejaron proliferar durante aproximadamente 48

hrs hasta alcanzar confluencia >90%.
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Figura 18. Esquema experimental de la infeccion por el virus de Influenza A HIN1. En esta figura
podemos observar los elementos que se utilizan al igual que los pasos a seguir para el desarrollo de la
infeccion por el virus de influenza en células A549.

Para los ensayos de infeccion, posterior a retirar el medio suplementado con SFB se
realizaron los lavados de las células con PBS, estas se incubaron en medio de cultivo DMEM-
F12 libre de suero fetal bovino (SFB) durante 2 hrs previo a la adicién del virus, asi como se

observa en la figura 18.
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Figura 19. Esquema experimental de la infeccion por el virus de Influenza A HIN1 con tratamiento
de TGF-B y GlcN. En la imagen representada se observa un esquema donde se observan las diferentes
condiciones y pasos establecidos que se siguieron para desarrollar la infeccidn por VIA con los tratamientos
de TGF-B y GIcN.
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Como siguiente paso, se desarrollaron los ensayos con pre-tratamiento con TGF-3
0 GIcN, el agente se adiciond 1 hora antes de agregar el virus al ensayo, Asi como se observa
en la figura 19. Pasadas las 2 hrs de incubacion, las células fueron lavadas con PBS y, a
continuacion, se incubaron con medio de cultivo libre de SFB en presencia de 4 MOI de virus
Influenza H1N1 durante 1 hora. Posterior a ese tiempo, se retir el medio de cultivo y se
realizaron 2 lavados con PBS, en seguida se agreg6é nuevamente medio libre de SFB y se le
afiadié 2 ng de TPCK en las condiciones de infeccion y se dejaron incubar por 48 horas.
Transcurrido este tiempo se, recuperaron el sobrenadante de cultivo y las células se lavaron
con PBS para, finalmente, ser lisadas en buffer de Tris 100 mM, pH 7.5 con presencia de
0.1% de Triton X-100 y cocktail de inhibidores de proteasas (Roche). Para lo cual se rasparon
los pozos con una espatula, se tomo el lisado y se agito cada 6 veces cada 5 min en vortex,
incubando el resto del tiempo el tubo de células en hielo. Al final de 30 min de lisis, la
suspension celular se centrifugd a 4°C a 10,000 rpm durante 10 minutos, seguido de eso se
tomo el sobrenadante y se colocé en tubos Eppendorf nuevos para almacenarse a 4°C, para

su posterior analisis.

6.4. Tratamiento con GIcN sobre la infeccién de Influenza.

Para el desarrollo de los ensayos se colocaron 200,000 células por pozo en una caja
de 6 pozos y se dejaron proliferar durante aproximadamente 48 horas a 37°C con 5% de COg,
hasta alcanzar una confluencia >90%. Como se describe en el apartado anterior, se procedio
a retirar el medio de cultivo DMEM F12 con SFB, se realizaron 2 lavados con PBS estéril y
se procedid a agregar nuevo medio de cultivo en ausencia SFB y en presencia de 10 mM de
GIcN (Sigma), para dejar incubando por 2 horas a 37 °C con 5% de CO2. Una vez transcurrido
este tiempo, se procedié a retirar el medio cultivo y las células se lavaron 2 veces con PBS.
Seguido de eso se agreg6 nuevo medio de cultivo sin SFB y en presencia de 4 MOI del virus
de Influenza A H1N1 cepa New Caledonia 99 en los pozos marcados con esta condicién y
se incubd por 1 hr a 37°C con 5% de CO2. Al terminar la hora en presencia del virus, se
procedid a retirar el medio DMEM F12 y se realizaron nuevamente 2 lavados con PBS. Una

vez realizado esto se procedio a colocar nuevo medio DMEM F12 a los pozos y se les agrego

34



2 ng/ml de TPCK (Sigma) en los pozos incubados con virus y se agregaron 10 mM de GIcN
a las condiciones marcadas previamente con este tratamiento. Se procedié a incubar a 37°C
con 5% de CO2 durante 48 hrs. Transcurridas las 48 hrs, se colectaron los sobrenadantes y
las células se lavaron con PBS, después fueron lisadas con buffer de lisis (previamente
descrito), el cual contenia inhibidores de proteasas (Roche), justo como se muestra en la

figura 19.

6.5. Tratamiento de TGF-f sobre la infeccion por virus de Influenza.

Para observar el efecto del tratamiento por TGF-B, previamente se cultivaron células
para lograr obtener una confluencia > 90%. Posteriormente se procedio a realizar la infeccion,
donde como primer paso se retiré el medio DMEM F12 con SFB y se realizaron 2 lavados
con PBS, para después agregar nuevo medio DMEM F12 sin SFB y se dejaron incubando
por 2 horas a 37°C con 5% de CO., como se muestra en la figura 19. Al transcurrir la primera
hora se agregd 5 ng/ml de TGF-B1 y se dejaron incubando por 1 hora. Una vez trascurrido el
tiempo, se procedié a retirar el medio y se realizaron 2 lavados con PBS. Después se agrego
medio DMEM F12 sin SFB a los pozos y se agregaron 4 MOI de virus de Influenza A HIN1
y se incubaron durante 1 hora. Al terminar la hora de incubacion con el virus, nuevamente
se procedio a retirar el medio y se realizaron 2 lavados con PBS. Al terminar se agregd nuevo
medio DMEM F12 sin SFB y se procedié a agregar 2 ng de TPCK en las condiciones de
infeccion y se dejo incubando durante 48 hrs a 37°C con 5% de CO.. Finalmente,
transcurridas las 48 hrs se recuperaron los sobrenadantes y se lisaron las células con buffer

de lisis conteniendo inhibidor de proteasas.

6.6. Inhibidores de OGT y OGA

Para la inhibicion selectiva de la OGT se empled el inhibidor OSMI-1 a una
concentracion final de 50 uM, la cual se agregd antes y después de la infeccion [69]. Por su

parte, para la inhibicion selectiva de OGA se empled el inhibidor PUGNAc a una
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concentracion final de 50 uM colocéndose antes y después de la infeccidn. (Vosseller., et al.

2002), como se puede observar en la figura 20.
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Figura 20. Esquema experimental de la infeccion por el virus de Influenza AH1N1 con los inhibidores
OSMI-1 y PUGNAC. En esta imagen podemos observar los elementos y pasos a seguir para la obtencién

de los lisados celulares con inhibidores de la OGT (OSMI-I) y OGA (PUGNAC) con o sin tratamiento con
TGF-B.

6.7.  Cuantificacion de proteina de lisados celulares

La determinacion de la concentracion de proteina de los lisados celulares se realizo
mediante la técnica de Bradford, empleando la modalidad de micro técnica. Para esto, en 20
ul de solucién se prepard una curva estandar con cantidades crecientes de Alblimina Sérica
Bovina (BSA, Sigma) entre 1y 16 ug. Asimismo, en pozos diferentes, se afiadieron 2 ul de
los lisados celulares a evaluar, ajustando a un volumen final de 20 ul. A continuacion, se
adicionaron 200 ul de la solucion de Bradford (Merk KGaA) sin diluir a todos los pozos y
después de 5 min de incubacion, se determiné la absorbancia en un lector de placas EPOCH
(BioTek) a 595 nm. Con el fin de garantizar los resultados se llevaron a cabo duplicados de
las muestras. Se considero como ensayos validos aquellos con coeficiente de correlacion
superior a 0.90. Se determinaron las constantes de la ecuacion de la linea recta para la

determinacion de la concentracion de proteina en los lisados.
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6.8.  Evaluacion de niveles de proteina viral M1

Para la determinacion de los niveles de infeccion se tomd como referencia la
presencia de la proteina M1 viral mediante un ensayo estandarizado de ELISA. Este ensayo
consistié en la colocacion de los lisados celulares del ensayo de infeccién realizado
previamente en una caja de 95 pozos para ELISA. Se coloc6 una cantidad de 10 pg de
proteina por cada lisado en los pozos correspondientes, seguido de ello se coloc6 un blanco
(Solucién de carbonatos) y se les agrego solucion de carbonatos a los lisados celulares; se
sell6 la caja con pléastico y se dejd en el refrigerador a 4°C durante toda la noche.

Al dia siguiente se sacd la caja del refrigerador y se procedio a retirar el
sobrenadante de los pozos. A continuacion, se realizaron 2 lavados con 100 pl de solucion
de lavado (PBS con Tween-20 al 0.05%) durante 5 minutos y con agitacion rotatoria. Al
finalizar esto, se la solucion de lavado se sustituyd con una soluciéon de bloqueo (Leche
descremada al 5% en solucion de lavado). Los pozos se dejaron bloqueando por 2 horas a
temperatura ambiente en agitacion.

Una vez transcurridas las 2 horas del bloqueo, se retird la leche, se realizaron 2
lavados con solucién de lavado y se adiciono la solucién del anticuerpo especifico para la
proteina M1 (sobrenadante de cultivo del hibridoma XXX (ATCC) en dilucion 1:20 v/v en
solucion de bloqueo) durante 2 horas a temperatura ambiente y con agitacion constante.

Al pasar las 2 horas de incubacidn con el primer anticuerpo, se procedio a retirar la
solucion, se realizaron 2 lavados con solucién de lavado y se adiciond la solucion del
anticuerpo secundario (anticuerpo anti-lIgG de raton acoplada con proteina HRP (marca) en
dilucién 1:1000 v/v en solucion de bloqueo), para dejar incubar en agitacion durante una hora
a temperatura ambiente.

Transcurrida la hora de incubacidn del anticuerpo secundario, se procedié a retirar
la solucion, hacer 2 lavados con solucion de lavado y adicionar 100 ul de solucion de ABTS
(Milipore) a los pozos. La placa se dejo en agitacién y en oscuridad durante 40 min para
permitir el desarrollo de color. Finalmente, se determin6 la absorbancia en el
espectrofotometro EPOCH a 405 nm con correccion de 650 nm de longitud de onda. Con el

fin de garantizar la reproducibilidad, cada ensayo se realiz6 en evaluacion de ELISA por
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triplicado. La estandarizacion de la técnica de ELISA para la cuantificacion de la proteina

viral M1 viene presentada en la primera seccion de resultados.
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Figura 21. Estandarizacion de la expresién de la proteina M1 por ELISA. Se realizd una gréfica donde se
pueden observar los datos de 2 experimentos donde se analizaron por espectrofotémetro cada 10 minutos para
hacer un total de 40 minutos. Lo que se logr6 observar es que a los 30 minutos se tiene una lectura bastante
estable en comparacion con las otras, es por ello por lo que establecimos los 30 minutos como un dato mas
certero para nuestras proximas lecturas de experimentos. Al mismo tiempo, en comparacion con el control, esto
nos sugiere que, si existe una infeccion por VIA, al mostrar una mayor expresién en la D.O. para la proteina
viral M1.

Para esta técnica se tuvieron que estandarizar varios aspectos de la técnica: 1)
cantidad de proteinas de los lisados celulares por pozo; 2) dilucion de la solucién del
anticuerpo anti-M1; 3) dilucion de anticuerpo anti-IgG de raton; 4) tiempo de incubacién de
placa de ELISA con reactivo ABTS. En la Figura 21 se observa una imagen representativa
de los ensayos realizados para evaluar cual corresponderia al tiempo de incubacion del ABTS
de la técnica. Como se observa, las muestras blanco (sin lisado celular) y control (lisado de
células sin infectar), mostraron niveles de absorbancia significativamente menores en
relacion con los lisados de células infectadas y, por tanto, con presencia de proteina M1. Sin
embargo, también podemos observar que la absorbancia fue incrementando conforme pasé
mas tiempo de incubacién, mientras que los controles negativos no incrementaron su
absorbancia de manera apreciable. Por esta razon se decidié considerar los resultados al

tiempo de 40 min para todos los ensayos.
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De esta manera, el formato para los ensayos de ELISA para la proteina viral M1 quedd

como sigue:
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Figura 22. Esquematizacion de la colocacidn de los lisados obtenidos para ELISA. Donde podemos
observar que en color gris tenemos una solucion de carbonatos siendo nuestro blanco; en color azul tenemos
los lisados controles, es decir aquellos que no tienen infeccion alguna; el color naranja tenue son los lisados
con infeccién por el virus de influenza A H1IN1, mientras que los color naranja solido, son los lisados con
infeccién de influenza A HLN1 pero con un tratamiento de glucosamina a 10mM.

Para confirmar que la linea celular empleada A549 se infectd con el virus de
Influenza A HIN1 (New Caledonia/99), se evalud la presencia de la proteina viral M1 en los
lisados celulares obtenidos del cultivo realizado mediante la técnica de ELISA (debido a
problemas para poder llevar a cabo western blot). Para estos ensayos, como se muestra en la
Figura 22, se coloco la cantidad de 10 pg de proteina correspondiente a las diferentes
muestras de lisados obtenidos, en ensayos por triplicado. Donde de los pozos B a D, de la
columna 2, se le agregd 200 pl de NaHCO3 100 mM y se consideraron como el blanco. En
los pozos B a D de la columna 3, se coloc6 10 pg de la muestra control, es decir, aquella que
tenia lisado de células sin infeccidn (control); mientras que en los pozos B a D de la columna
4, se colocaron 10 ug del lisado de células infectadas con el virus de Influenza A HIN1 y en
la columna 5 en los pozos B a D la muestra infectada con el tratamiento de Glucosamina (10

mM) con la misma cantidad de 10 pg.
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Una vez colocadas las muestras, se sell6 la caja con plastico y se almacend durante
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavo la placa 2 veces con 200 pl de PBS-Tween al
0.05% (PBS-T), cada lavado realizado por 5 minutos. Terminados los lavados se retir6 el
exceso de PBS-T y para evitar que quedaran residuos se golpe6 la caja sobre un papel
absorbente. A continuacion, se bloquearon los pozos con una solucién de leche al 5% en
PBS-T, colocandose 200 pl por pozo y dejandose durante 2 horas a temperatura ambiente.
Una vez transcurridas las 2 horas del bloqueo, se retir6 la leche y se realizaron nuevamente
2 lavados con PBS-T por 5 minutos, posteriormente se agregd 100 pl de anticuerpo para
proteina viral M1 (anticuerpo primario) y se dejé incubando durante 2 horas en agitacion a
temperatura ambiente. Al pasar las 2 horas, se retir0 el anticuerpo y se realizaron 2 lavados
con PBS-T durante 5 minutos. Después de esto, se agreg0 el anticuerpo secundario anti-1gG
de raton acoplado con HRP, el cual se colocd en leche con una dilucion de 1:1000; y se
agregaron 100 ul de esta solucién a cada pozo, donde se incubd por 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion. Para el revelado, una vez transcurrida la hora, se retird la solucion con
anticuerpo secundario y se realizaron 2 lavados con PBS-T durante 5 minutos, para a
continuacion agregar 100 ul de ABTS (Sigma) por 40 minutos en agitacion a temperatura
ambiente y en oscuridad, donde se realizaron lectura para 10 minutos en el lector de placas
EPOCH (espectrofotometro) a 405 nm y con correccion de 650 nm de longitud de onda.

Para la obtencion de datos, una vez terminada la lectura, se transfirieron los datos a

un formato Excel.

6.9. Evaluacion de la O-GlcNAcilacion

Previo a la evaluacion de la O-GIcNAcilacion, se determind la concentracion de
proteinas mediante el microensayo de Bradford (Bio Rad), empleando albimina sérica
bovina (BSA), como referencia de proteina. Posteriormente, se emplearon 15 ug de proteina
derivados de los lisados celulares fueron separadas por SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras. Posteriormente, las proteinas incluidas en
el gel de poliacrilaminda fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa 0.2um (Bio Rad).

Para inmunodeteccion de O-GIcNAcilacion, se empled el anticuerpo monoclonal RL2
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(BioLegend) en una dilucion 1:3000 en presencia de una solucién de PVP al 5% como agente
bloqueador. Los blots fueron revelados en el equipo LI-COR del Laboratorio 5 de la Dra.
Lourdes Gutierrez Xicotencatl del CICEI en el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP)
del Estado de Morelos, con la asesoria del Dr. Adolfo Pedroza Saavedra. Como control de
que se transfirié cantidades similares de proteina en los diferentes carriles del gel, en ensayos
en paralelo se incubd con anticuerpo anti-actina (Santa Cruz Biotech.) a una dilucién 1:5000
en solucidn de leche para blogueo al 5% y como anticuerpo secundario se utiliz6 HRP-anti-
raton (Santa Cruz Biotech.) a una dilucién de 1:1000 en una solucion de PVP al 5% para el

caso de O-GIcNAc y en solucion de leche al 5% para el caso de actina.

6.10. Analisis estadistico

Se empleo estadistica descriptiva, empleando medias y desviacion estandar. Cada
ensayo de infeccion fue realizado por triplicado (pozos independientes) y fue verificado en
al menos otro ensayo por triplicado. Para la comparacion entre condiciones y grupos de
experimentacion, se empled la prueba de Mann Whitney para datos no paramétricos,
considerando una p<0.05%. Para los graficos y analisis estadisticos se empled el programa
Prism v.9.2. (GraphPad).
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1. RESULTADOS

7.1. Infeccidn viral in vitro.

Para comprobar la infeccion en células A549 por el virus de Influenza A HINL1 se
realizaron ensayos de infeccidén cuyo proceso se describié en el apartado de métodos, y
posteriormente, los lisados celulares obtenidos fueron analizados por ELISA debido a la falta
de equipo para realizar Western Blot y también debido a la pandemia ya que no podiamos
solicitar un equipo en otra institucion por el limite de estudiantes que se requeria por la
contingencia. Como se puede observar en la Figura 23, la absorbancia observada en ausencia

de proteina (Blanco) o con 10 pg de lisado de células sin infectar (control), mostraron un
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Figura 23. Niveles comparativos de M1 entre células infectas por VIA y células sin infectar (Control).
Células A549 fueron incubadas por 48 hrs post-infeccidn en las diferentes condiciones de tratamiento, donde
las células Control, corresponde a células sin infectar. Posterior al tiempo de infeccion, las células fueron
lisadas en presencia de inhibidores de proteasas y la misma cantidad de proteina (10 pg) de cada condicién
de tratamiento fue evaluada por ELISA para la proteina M1. Primeramente, los valores de absorbancia de
405 nm, fueron ajustados a 650nm. Posteriormente, los valores fueron normalizados al nivel de las células
infectadas de cada experimento y representados en forma de Unidades Arbitrarias (UA) para todos los casos.
Se empleo la prueba de Mann Whitney para comparar entre condiciones, considerando una p<0.05%. Los

resultados corresponden a 22 ensayos independientes. GIcN, glucosamina; ns, no significativo; UA, unidades
arbitrarias.
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valor promedio de absorbancia de 0.325+0.27 y 0.362+0.28 Unidades Arbitrarias (UA). Por
su parte, los lisados de células infectadas mostraron un promedio de absorbancia de
0.992+0.11, resultado que fue significativamente superior a las condiciones blanco y control
(p<0.0001). Esto pone en evidencia que la técnica de ELISA es suficiente sensible para
diferenciar células infectadas de aquellas sin expresion de la proteina M1.

7.2.  Efecto de TGF-B sobre la infeccion viral por Influenza HIN1.

Para evaluar el efecto de TGF-B sobre la infeccion por VIA se realizaron ensayos
de infeccion donde se afiadié el TGF-B, como se describe en los antecedentes de nuestro
grupo de investigacion (BustosRivera-Bahena., et al. 2021) previo a la infeccion viral. En la
Figura 24 se observan los resultados de multiples ensayos independientes (>20) realizados
en paralelo con diferentes tratamientos. Como se observa en la Figura 24, el nivel de M1 en
las células infectadas fue de 0.99+0.106 UA, mientras que el nivel de la proteina viral
pretratadas con TGF- fue de 1.246+0.235 UA. Tras comparar las dos condiciones mediante
la prueba de t de student para resultados que no siguen una distribucion normal (Mann

Whitney) se confirmé que las medias fueron significativamente diferentes (<0.0001).

Estos resultados sugieren que, a pesar de la variacion experimental, el pre-tratamiento con

TGF-p indujo un incremento en los niveles de la proteina M1 tras la infeccidn por el virus.
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Figura 24. Efecto del tratamiento por TGF-p sobre la infeccidén por VIA. Células A549 fueron incubadas por
48 hrs post-infeccion en las diferentes condiciones de tratamiento, donde las células Control, corresponde a
células sin infectar. Horas post-infeccion, las células fueron lisadas en presencia de inhibidores de proteasas y la
misma cantidad de proteina (10 ng) de cada condicion de tratamiento fue evaluada por ELISA para la proteina
M1. Primeramente, los valores de absorbancia de 405 nm, fueron ajustados a 650nm. Posteriormente, los valores
fueron normalizados al nivel de las células infectadas de cada experimento y representados en forma de Unidades
Avrbitrarias (UA) para todos los casos. Se empled la prueba de Mann Whitney para comparar entre condiciones,
considerando una p<0.05%. Los resultados corresponden a 25 ensayos independientes. UA, unidades arbitrarias.

Hay que indicar que a pesar de estandarizar varias de las condiciones de la técnica de ELISA
para la proteina M1, se obtuvieron resultados variables entre diferentes ensayos, por lo que
se normalizaron los ensayos en base a los niveles de M1 en las células infectadas. Esto se
hace evidente porque es la unica condicion donde se observa una menor variabilidad

experimental.
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Fig. 25. Efecto del tratamiento independiente y conjunto de TGF-$ e infeccién por VIA sobre la O-
GlcNAcilacion. A. Analisis representativo de evaluacion de O-GlcNAcilacion por WB de los lisados celulares
bajo las diferentes condiciones de tratamiento. Las bandas inmunorreactivas para el anticuerpo RL2 fueron
reveladas por quimioluminiscencia. B. WB para -actina de lisados celulares y se empleé como control de carga
de proteina de cada experimento. Para la comparacion entre condiciones, se determind la intensidad en
pixeles/mm? del carril de cada experimento y se ajusté en base la intensidad relativa de la banda de B-actina. C.
Analisis estadistico de resultados de densitometria. Resultados corresponden a 6 experimentos independientes.
kDa, kiloDaltones; PM, pesos moleculares de los estandares; Ctrl, Control; Inf, infeccion; Inf+TGF, Infeccion
mas tratamiento de TGF-p.

Por otro lado, al evaluar el efecto del pretratamiento con TGF-f sobre la O-
GIcNAcilacion se obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 25. En la Figura 25A se
observa una imagen representativa de la imagen del western blot para las proteinas O-
GIcNAciladas, en la 25B se observa un WB para actina, esto usado como control de carga 'y
asegurarse de que los carriles estaban siendo cargados con la misma cantidad de proteina,
mientras en la Figura 25C se representan los resultados comparativos del analisis
densitométrico de todo el carril (35 a 130 kDa).

Inicialmente, en la Figura 25A se observa que el anticuerpo L2 es inmunorreactivo
a proteinas de diferentes pesos moleculares (entre 11 y 16 bandas). Asimismo, al comparar
las células control (sin infectar) con las células infectadas que algunas bandas fueron mas
intensas o gruesas en las condiciones control (25, 52, 60 y 70 kDa), mientras que la infeccion

viral incrementd la intensidad de las bandas correspondiente al peso molécular de 120 kDa.

45



Como se observa en la Figura 25C, despues de evaluar la intensidad de pixeles
correspondiente al carril completo, se observd un valor promedio de 9.01+1.24 UA para las
células control y de 8.77+1.43 UA para las células infectadas. Al evaluar por la prueba de t
student la diferencia entre ambos ensayos, se obtuvo una p=0.818, lo cual sugiere que no hay
diferencia estadistica entre ambas condiciones. Es importante mencionar que estos datos
resultan de 6 ensayos de westen blot diferentes. Hay que recordar que, como se describi6 en
metodologia, el andlisis desitométrico no solamente considero la intensidad de pixeles a lo
largo de todo el carril, sino que se normaliz6 en base a la intensidad de la banda de B-actina.

Por el otro lado, el tratamiento con TGF-B, previo a la infeccion, indujo un
incremento en la intensidad de algunas de las bandas del perfil de proteinas inmunorreactivas
para el anticuerpo RL2. Sobre todo, hay que considerar las proteinas en la region entre 80 y
120-30 kDa. Al comparar los 6 experimentos independientes realizados se observo un nivel
de la intensidad de las bandas de 10.81+2.35 UA, que fue casi 2 unidades mayor que el valor
de las condiciones de infeccidn. Sin embargo, al aplicar la prueba de Mann Whitney no se
alcanzé diferencia estadistica entre ambas condiciones (p=0.179), indicando que no hay
elementos suficientes para decir que son efectos diferentes. A este respecto, hay que tomar
en cuenta que el tratamiento con TGF-f mostr6 mayor variacion experimental en
comparacion al perfil de las proteinas inmunorreactivas de células infectadas y posiblemente

por eso, no se pudo alcanzar la significancia estadistica.
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7.3.  Efecto de la GIcN sobre la infeccion viral por virus Influenza A HIN1.
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Figura 26. Efecto del tratamiento con GIcN sobre la infeccién por VIA. Tiempo post-infeccidn, las
células fueron lisadas en presencia de inhibidores de proteasas y la misma cantidad de proteina (10 ug) de
cada condicion de tratamiento fue evaluada por ELISA para la proteina M1. Primeramente, los valores de
absorbancia de 405 nm, fueron ajustados a 650nm. Posteriormente, los valores fueron normalizados al nivel
de las células infectadas de cada experimento y representados en forma de Unidades Arbitrarias (UA) para
todos los casos. Se emple6 la prueba de Mann Whitney para comparar entre condiciones, considerando una
p<0.05%. Los resultados corresponden a 6 ensayos independientes. GIcN, glucosamina; ns, no significativo;
UA, unidades arbitrarias.

En la Figura 26 se muestran los resultados de 6 ensayos independiente realizados
para evaluar el efecto de GIcN sobre la infeccion viral. El nivel promedio de la proteina M1
fue de 1.62+0.111, muy superior a los niveles de M1 en células infectadas (0.99+0.106 UA)
y celulas pretratadas con TGF- y, después infectadas con VIA (1.246+0.235 UA).
Consecuentemente, al evaluar por la prueba de Mann Whitney pudimos confirmar que los
niveles de M1 fueron significativamente superiores como respuesta al tratamiento de GIcN
con respecto a las células infectadas (p<0.0001) o a las células TGF-B+VIA (p=0.0016). Es
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por eso que se puede sugerir que la incubacién con GIcN tuvo un efecto claramente

estimulador de la infeccion viral, en base a la sintesis de proteinas virales.
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Figura 27. Efecto de co-tratamiento de TGF-p y GlcN sobre la infeccion viral. Células A549 fueron
incubadas por 48 hrs post-infeccién en las diferentes condiciones de tratamiento, donde las células Control,
corresponde a células sin infectar. Tiempo post-infeccion, las células fueron lisadas en presencia de inhibidores
de proteasas y la misma cantidad de proteina (10 pg) de cada condicién de tratamiento fue evaluada por ELISA
para la proteina M1. Primeramente, los valores de absorbancia de 405 nm, fueron ajustados a 650nm.
Posteriormente, los valores fueron normalizados al nivel de las células infectadas de cada experimento y
representados en forma de Unidades Arbitrarias (UA) para todos los casos. Se empled la prueba de Mann
Whitney para comparar entre condiciones, considerando una p<0.05%. Los resultados corresponden a 6
ensayos independientes. GIcN, glucosamina; ns, no significativo; UA, unidades arbitrarias.

Como se observa en la Figura 27, el co-tratamiento entre TGF-f y GIcN no indujo un
cambio estadisticamente significativo en los niveles de M1, en comparacion al efecto de la
GIcN por si sola. Es cierto que los niveles son significativamente superiores a los inducidos

por el tratamiento sélo con TGF-B (p=0.05) o s6lo con la infeccion (p<0.0001), pero dado
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que el nivel fue similar al obtenido s6lo con la presencia de GIcN consideramos que, en este
ensayo en particular, el TGF-f parece no jugar un papel aparente. Situacion que sera diferente
al evaluar los inhibidores de las enzimas responsables de la O-GIcNAcilacion.

En la Figura 28 se observan los resultados del efecto comparativo de GIcN sobre la
O-GIcNAcilacion en células A549. Inicialmente, en la Figura 28A se muestra un analisis de
WB representativo para evaluar los niveles de las proteinas O-GIcNAciladas. A ese respecto,
se logra ver un incremento en la intensidad de la banda que corresponde a la regién de peso
molecular entre 63-48 kDa, de la condicion del control en comparacion de la condicion del
infectado. Sin embargo, se observa una mayor intensidad en las bandas con peso molecular
superior a 100 kDa en las celulas infectadas a comparacion del control. Algo similar sucede
con la banda que esta por debajo de 35 kDa. Mientras que, para las condiciones con el
tratamiento de TGF-f en las bandas correspondientes a 100 y por debajo de 35 kDa muestran
una mayor intensidad en comparacion con el INF+GIcN e INF+TG, pero, en la banda entre
63-48 kDa se observa una mayor intensidad en las condiciones INF+TGF e INF+TG en
comparacion con INF+GIcN. En la Figura 28B se muestra el WB incubado para anticuerpo
anti-b-actina para comprobar que efectivamente se estaba cargando la misma cantidad de
proteina en cada uno de los carriles. Sin embargo, como se observa, hay variaciones
observables entre los carriles, donde las condiciones control, Infectado+TGF- son quienes
parecen tener mayor concentracion.

Como se describi6 antes, los resultados del andlisis desitométrico se recolectaron
para todos los carriles entre los pesos moleculares de 35 a 130 kDa y se realizd un analisis
estadistico cuyo resultado puede observarse en la Figura 28C. Para las condiciones control
se observé un nivel de densidad en pixeles de 9.01+1.24 UA, para el control, y de 8.77+£1.43,
para las células infectadas, lo que sugirié que no hay un cambio en la O-GIcNAcilacion de
las proteinas entre el grupo control y el grupo infectado. Por otra parte, se observo un
incremento en el promedio de intensidad de las bandas en la condicion con TGF-§
(10.81£2.35 UA), pero al compararlo con las condiciones de infeccion no pudimos confirmar
una diferencia significativa. Por otro lado, al tratar las células infectadas con GIcN,
obtuvimos un nivel promedio de intensidad de bandas de 9.28+2.37 UA. Al evaluar
estadisticamente, confirmamos que el incremento observado no alcanzd significancia

estadistica, por lo que se podria sugerir que, en nuestras condiciones de ensayo, el tratamiento
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s6lo con GIcN no significo un cambio en los niveles de O-GIcNAcilacion. Por el otro lado,
al conjuntar los tratamientos de TGF-B y GIcN logramos ver que hay un incremento en la O-
GlcNAcilacion de las proteinas hasta alcanzar 12.88+3.88 UA, que podria alcanzar
significancia estadistica.
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Figura 28. Efecto del tratamiento independiente y conjunto de GIcN y TGF- sobre la O-GlcNAcilacion
durante infeccion por VIA. A.Andlisis representativo de evaluacion de O-GlcNAcilacion por WB de los
lisados celulares bajo las diferentes condiciones de tratamiento. Las bandas inmunorreactivas para el
anticuerpo RL2 fueron reveladas por quimioluminiscencia. B. WB para B-actina de lisados celulares y se
emple6 como control de carga de proteina de cada experimento. Para la comparacion entre condiciones, se
determind la intensidad den pixelessrmm? del carril de cada experimento y se ajusté en base la intensidad
relativa de la banda de B-actina. C. Andlisis estadistico de resultados de densitometria. Resultados
corresponden a 6 experimentos independientes para Ctr, Inf y TGFb+Inf, resultados corresponden a 2
experimentos independientes para Inf+GIcN y TG/Inf/Glc. kDa, kiloDaltones; PM, pesos moleculares de los
estandares; Ctrl, Control; Inf, infeccion; Inf+TGFp, Infeccion + TGF-B; Inf+GlcN, infeccion + GIeN;
Inf+TG. Infeccion + TGF-B + GIcN.

Sin embargo, por las limitaciones técnicas referidas previamente, sélo fue posible completar
2 ensayos independientes para esto experimentos en particular, por lo que no pudimos aplicar
pruebas estadisticas para evaluar el efecto cuantitativo entre los diferentes experimentos. Sin
embargo, hay que manifestar que los dos ensayos realizados mostraron resultados muy
similares por lo que, a pesar de un tercer experimento, muy posiblemente los resultados

esperados seran similares.
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7.4. Efecto del inhibidor OSMI-I sobre la expresién de la proteina viral M1 por infeccion
del virus de Influenza HIN1.

Para comprobar la relacion entre la O-GIcNAcilacion y la infeccion viral, se evalud
el efecto del inhibidor de OGT (OSMI-I) de acuerdo con las condiciones de infeccion ya
preestablecidas. Inicialmente, se evalud el efecto del inhibidor sobre los niveles de la proteina
viral M1. En la Figura 29 se observan la compilacién de 12 y 7 experimentos para el
tratamiento de Infeccion+OSMI-1y TGF-B+Infeccion+OSMI-1.
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Figura 29. Efecto del inhibidor OSMI-I sobre infeccion por VIA con o sin tratamiento con TGF-f. Se
incubaron células A549 las cuales fueron infectadas por VIA, con 48 hrs post-infeccién, con diferentes
condiciones de tratamiento; células Control, las cuales son aquellas que no fueron infectadas. Infeccion,
aquellas que fueron infectadas por VIA, Infeccion+TGFp, aquellas que fueron infectadas por VIA y tratadas
con TGFB, Infeccion+OSMI, células infectadas con inhibidor de OGT, Infeccién+TGFB+OSMI, células
infectadas con VIA, més tratamiento con TGFp e inhibidor de OGT. Posterior a las 48 hrs las células fueron
lisadas en presencia de inhibidores de proteasas y se colocd la misma cantidad de proteina (10 microgramos)
para cada condicion de tratamiento los cuales fueron evaluados por ELISA para la proteina viral M1. Se hizo
una lectura a 405 nm y fue ajustada a 650 nm. Posteriormente los valores fueron normalizados al nivel de la
condicién de las células infectadas de cada experimento, los cuales se representan en Unidades Arbitrarias
(UA) para todos los casos. Se realiz6 la prueba de Mann Whitney para comparar las condiciones, considerando
una p<0.05%. Se realizaron 12 y 7 ensayos para Infeccion+OSMI e InfecciontTGFB+OSMI-1,
respectivamente.
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Inicialmente, para el tratamiento de infeccion+OSMI-1 obtuvimos un nivel
promedio de 1.43+0.24 y para el tratamiento conjunto de TGF-3 +OSMI-1, encontramos un
nivel de 1.78+0.135. En ambos casos, los niveles de M1 fueron significativamente superiores
a la infeccion sola o el pre-tratamiento con TGF-f (p<0.001, ***). En base a esto, se podria
sugerir que la inhibicion de la enzima OGT incrementa los niveles de la proteina viral M1y,
por tanto, sugiere que la O-GIcNAcilacion afecta la infeccion viral.

Hay que considerar, sin embargo, que el tratamiento conjunto de TGF-p + OSMI-1
(1.78+0.135) fue superior a los tratamientos individuales para TGF-f (1.25+0.23) o para
OSMI-1 (1.43+0.24). Al realizar la prueba estadistica de Mann Whitney obtuvimos una p
<0.0001, lo que nos sugiere un efecto aditivo entre TGF-f y la inhibicion de OGT para

incrementar los niveles de M1 durante la infeccion viral.
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Figura 30. Efecto del inhibidor OSMI-1 sobre la O-GlcNAcilacion en infeccién por VIA con o sin tratamiento
con TGF-B. A. WB incubado con O-GlcNAc, donde se observan las bandas de aquellas proteinas que estan siendo
O-GlcNAciladas en las diferentes condiciones ya mencionadas. B. WB incubado con B-actina como control de
carga. C. Grafica representativa del analisis de los datos obtenidos. A. Andlisis de WB de los lisados celulares para
los tratamientos Control, Infeccidn con VIAy pre-tratamiento con TGF-p e infeccion. Las bandas inmunorreactivas
para el anticuerpo RL2 fueron reveladas por quimioluminiscencia. B. WB para B-actina de lisados celulares y se
empled como control de carga de proteina de cada experimento. Para la comparacién entre condiciones, se
determind la intensidad de pixeles/mm? del carril de cada experimento y se ajusté en base la intensidad relativa de
la banda de B-actina. C. Andlisis estadistico de resultados de densitometria. Resultados corresponden a 6
experimentos independientes. kDa, kiloDaltones; PM, pesos moleculares de los estandares; Ctrl, Control; Inf,
infeccion; Inf+TGFp, Infeccion més tratamiento con TGF-; Inf+TO, infeccion mas tratamiento con TGF-3 mas
inhibidor OSMI-I (Inhibidor de OGT).
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Asi mismo se realizaron analisis de WB evaluar el efecto del inhibidor de OGT
sobre los niveles de O-GlcNAcilacion. En la Figura 30 se puede observar los resultados
representativos del empleo del inhibidor de OGT (OSMI-1) sobre los niveles de O-
GlcNAcilacion. Como en analisis previos (Figuras 25 y 28) los niveles de la
inmunorreactividad de las bandas al anticuerpo RL2 fue ligeramente mayor en células
infectadas e infectadas y pretratadas con TGF-B; aunque sin alcanzar significancia
estadistica. Por su parte, en las condiciones infeccion + OSMI-1 e infeccion + TGF-p +
OSMI-1, las bandas entre los pesos moleculares de 75-63 kDa son mas tenues en
comparacion a la condicion infeccidn, lo que sugiere que cada condicidn tiene un efecto sobre
estas proteinas. Por su parte, en la Figura 30B se observa el control de carga de proteina para
los diferentes carriles del WB, empleando la inmunorreactividad para -actina.

Por su parte, en base a los dos ensayos independientes realizados con el inhibidor
OSMI-1 se observo un nivel de O-GIcNAcilacion de 5.26+2.34 cuando se evaluo su efecto
individual sobre la infeccion viral. Por su parte, el efecto conjunto de TGF- + OSMI-1,
durante la infeccion viral mostro un nivel relativo de O-GIcNAcilacion de 4.83+2.15. Como
era de esperarse, el empleo del inhibidor de OGT mostré un claro efecto sobre la inhibicidn
de O-GIcNAcilacion, tanto de manera individual como en conjunto con TGF-B. De esta
manera, se puede sugerir que el cambio de los niveles de O-GIlcNAcilacion durante la
infeccion viral fueron claramente disminuidos por el efecto del inhibidor. Asimismo, el
efecto del TGF-f parece ser minoritario, porque a diferencia de la Figura 25 donde sugiere
un efecto estimulador de la O-GIcNAcilacion, este fue bloqueado por este inhibidor. Como
se menciond antes, estos resultados corresponden a dos ensayos independientes, por lo que
no se pudo aplicar pruebas estadisticas para comparar los resultados. El efecto que tenian los
diferentes tratamientos mencionados previamente sobre la O-GIcNAcilacién cuyos

resultados se muestran en la figura 30.
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7.5. Efecto del inhibidor PUGNAC sobre la expresion de la proteina viral M1 por infeccion
del virus de Influenza HIN1.

Por la otra parte, también se propuso evaluar el efecto de la inhibicion de la enzima
OGA, para lo cual se emple6 la molécula PUGNAc. De esa manera, como se escribe en
Material y Métodos, las condiciones infeccion e infeccidén con pre-tratamiento con TGF-3
fueron realizadas en ausencia y presencia de PUGNACc por el mismo tiempo post-infeccion.
Al final, los lisados celulares fueron evaluados en base a los niveles de la proteina viral M1
y O-GIcNAcilacion de proteinas.
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Figura 31. Efecto de Inhibidor PUGNAc ante infeccion por VIA con o sin tratamiento con TGF-B. Se
incubaron células A549 las cuales se infectaron con VIA, a 48 hrs post-infeccion, en diferentes condiciones de
tratamiento; células Control, las cuales corresponden a aquellas que no fueron infectadas; Infeccién, aquellas que
fueron infectadas por VIA, Infeccion+TGFp, aquellas que fueron infectadas por VIA y tratadas con TGF-f;
Infeccion+PUGNAC, células infectadas con inhibidor de OGA; Infeccion+TGFB+PUGNAC, células infectadas con
VIA, més tratamiento con TGF-f e inhibidor de OGA. 48 hpi las células fueron lisadas en presencia de inhibidores
de proteasas y se colocé la misma cantidad de proteina (10 microgramos) para cada condicion de tratamiento los
cuales fueron evaluados por ELISA para la proteina viral M1. Se hizo una lectura a 405 nm y fue ajustada a 650
nm. Posteriormente los valores fueron normalizados al nivel de la condicién de las células infectadas de cada
experimento, los cuales se representan en Unidades Arbitrarias (UA) para todos los casos. Se realizd la prueba de
Mann Whitney para comparar las condiciones, considerando una p<0.05%. Se realizaron 14 ensayos.
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La Figura 31 muestra la compilacion de 14 experimentos independientes donde se
evalud el efecto de PUGNAC sobre los niveles de expresion de la proteina viral M1. En la
Figura se muestran las condiciones antes descritas: control, infeccién + TGF-f (Figuras 23,
24,26y 27). Para el caso de células incubadas con PUGNAC e infectadas se obtuvo un nivel
promedio de M1 de 10.87+1.56, mientras que la condicion conjunta de PUGNAc y TGF-f
mostr6 un nivel de M1 de 12.78+1.39. Como se puede observar en la Figura 31, al comparar
la condicion de Infeccion + TGFB con aquella de Infeccion + PUGNAC obtuvimos una
significancia estadistica (p) de 0.0382, sugiriendo que los niveles de M1 fueron superiores a
la infeccidn sola o el pre-tratamiento con TGF-B. Por su parte, la estimulacion conjunta de
TGF-B e inhibicion de la enzima OGA significO los niveles mas altos de M1,
significativamente superiores a la infeccion sola (p<0.001), infeccion + TGF-$ (p<0.0001) e
infeccion + PUGNACc (p=0.017).

En la Figura 32 se observa un analisis comparativo de los efectos de los inhibidores
de enzimas OGT u OGA sobre los niveles de la proteina viral M1, durante el curso de
infeccion viral. Como se puede observar, las condiciones control e infeccion fueron similares
a las aqui mostradas. Por su parte, al comparar los niveles promedio de la proteina M1 fue de
1.431+0.24 UA, para la condicién de Infeccion + OSMI-1; mientras tanto, los niveles fueron
de 1.437+0.42 UA. En ambos casos se observé una diferencia significativa al comparar con
los niveles de M1 viral por la simple infeccién (0.001 y 0.0043, para OSMI-1 y PUGNAC,
respectivamente). Sin embargo, el efecto estimulador de los niveles de M1 durante el proceso
infectivo, no fue diferente al comparar el efecto de estos dos inhibidores (no significativo).
De estos resultados se puede sugerir que el efecto de la modificacidn de la O-GIcNAcilacion,
ya sea por inhibicion de OGT u OGA resulta en la estimulacion de los niveles de M1 durante

la infeccion viral.
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Figura 32. Efecto de los inhibidores OSMI-1/PUGNACc sobre la infeccién por virus Influenza. Se incubaron
células A549, las cuales se infectaron con VIA, a 48 hrs post-infeccion, en diferentes condiciones de tratamiento;
células Control, las cuales corresponden a aquellas que no fueron infectadas, Infeccion, aquellas que fueron
infectadas por VIA y las infecciones en conjunto con la incubacion con inhibidores de OGT (OSMI-1) u OGA
(PUGNAC). Posterior a las 48 hrs las células fueron lisadas en presencia de inhibidores de proteasas y se colocd
la misma cantidad de proteina (10 microgramos) para cada condicidn de tratamiento los cuales fueron evaluados
por ELISA para la proteina viral M1. Se hizo una lectura a 405 nm y fue ajustada a 650 nm. Posteriormente los
valores fueron normalizados al nivel de la condicion de las células infectadas de cada experimento, los cuales
se representan en Unidades Arbitrarias (UA) para todos los casos. Se realizé la prueba de Mann Whitney para
comparar las condiciones, considerando una p<0.05%. Se realizaron 12 ensayos para OSMI y 9 ensayos para
PUGNAC.

En la Figura 33 se muestra los ensayos para evaluar el efecto de la inhibicidn de
OGA sobre la infeccién viral y la O-GIcNAcilacion de proteinas. Como en las Figuras
previas, la Figura 33A corresponde a la imagen representativa de un WB de proteinas O-
GIcNAciladas, la Figura 33B corresponde al control de carga de proteina, considerando la
presencia de b-actina. Por su parte, en la Figura 33C se muestran los resultados de
experimentos independientes. Como en los ensayos previos, el perfil de O-GIcNAcilacion en
células A549 mostrd 11-18 bandas de proteina, mostrando amplia variacion en su abundancia
relativa. Al comparar la intensidad de las bandas en relacion con las diferentes condiciones
experimentales, se observa que esta se incrementa por la infeccién a practicamente todos los

pesos moleculares, pero las proteinas entre 80 y 110 kDa evidencian un incremento muy
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marcado, lo que sugiere que estas proteinas O-GIcNAciladas estan siendo alteradas por la
infeccion por VIA. Situacion que se observo en experimentos previos de infeccion. Por otro
lado, como esperdbamos, la inhibicion de la enzima OGA llevé al incremento de las proteinas
O-GIcNAciladas de 70 a 110 kDa. Por su parte, la Figura 33B muestra que la presencia de
B-actina fue grosso modo similar en todos los carriles, lo cual sugiere que la comparacion

visual simple de la Figura 34A nos proporciona una idea cercana al anélisis desitométrico.
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Figura 33. Efecto de Inhibidor PUGNAcy TGF-p sobre las O-GIcNAcilacion ante infeccion por VIA.
A. Se incubd WB anticuerpo para O-GIcNAc, donde se observaron las bandas de aquellas proteinas que
estan siendo O-GlcNAciladas en las diferentes condiciones ya mencionadas. B. EI WB fue incubado con
B-actina para control de carga de la proteina. C. Grafica representativa del andlisis de los datos obtenidos.
A. Anélisis de WB de los lisados celulares para los tratamientos Control, Infeccién con VIA y
pretratamiento con TGF-B e infeccion. Las bandas inmunorreactivas observadas para el anticuerpo RL2
fueron reveladas por quimioluminiscencia. B. El WB para B-actina de los lisados celulares se emplearon
como control de carga de proteina de cada experimento. Para la comparacion entre condiciones, se
determind las intensidades de pixeles/mm? del carril de cada experimento y se ajustd en base la intensidad
relativa de la banda de B-actina. C. Andlisis estadistico de resultados de densitometria. Resultados
corresponden a 6 experimentos independientes. kDa, kiloDaltones; PM, pesos moleculares de los
estandares; Ctrl, Control; Inf, infeccion; Inf+TGFp, Infeccion mas tratamiento TGF-p; Inf+TP; Infeccion
mas tratamiento de TGF-f mas inhibidor PUGNAc (inhibidor de OGA).

Por su parte, en la Figura 33C, se muestran los resultados ajustados para la
intensidad de las bandas de B-actina y se compilaron los resultados de los 2 experimentos
independientes que se pudieron realizar. Sin embargo, debido al poco nimero de repeticiones
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no fue posible evaluar los resultados por métodos estadisticos. Como se observo previamente,
a pesar de que la Figura 33A muestra un claro incremento de la O-GIcNAcilacion como
consecuencia de la Infeccion sola o en conjunto con el tratamiento de TGF-f. Los resultados
de otros experimentos fueron menos claros; de manera tal que estadisticamente no pudimos
alcanzar una diferencia significativa en comparacion a las condiciones control. Por otra parte,
el nivel promedio de intensidad de bandas para la condicion de Infeccion + PUGNACc fue de
10.87+1.56 UA, mientras que la condicion de Infeccion + TGF-p + PUGNAc fue de
12.78+£1.39 UA. Aunque los niveles de intensidad de las bandas fueron superior a los
resultados obtenidos para la infeccion sola o en combinacion con tratamiento de TGF-B, no
se pudo hacer un anélisis estadistico. Asimismo, nos interesa hacer hincapié que otra vez, el
pre-tratamiento con TGF-f parece inducir un efecto aditivo positivo sobre el nivel de
estimulacién inducido por el inhibidor de OGA.

En su conjunto, observamos que los niveles de M1 de las células infectadas se
modifican por efecto del pre-tratamiento con TGF-f y el uso de inhibidores de OGT u OGA.
Por su parte, mientras los inhibidores mostraron el efecto esperado para la O-GIcNAcilacion
durante la infeccion de la linea celular, sin embargo, el efecto del inhibidor de OGA
(PUGNAC) se modificé por efecto del TGF-B. Mientras que esto no sucedi6 con el inhibidor
para OGT (OSMI-1). Todo esto, nos sugiere que la infeccion viral responde de manera
compleja al pre-tratamiento con TGF-$ y la inhibicion de las enzimas encargadas de la O-
GIcNAcilacion, sugiriendo que estos elementos juegan un papel activo durante le infeccion,
sin embargo, se requiere mas experimentos para poder conocer los mecanismos biologicos

por lo cual modifican la infeccion viral.
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8. DISCUSION:

8.1. Efecto del TGF- sobre la infeccion viral

TGF-B es una citocina pleiotrdpica, con importantes funciones sobre diferentes tipos
celulares durante el desarrollo embrionario, como los cartilagos, el hueso y la piel, jugando
un papel importante en el crecimiento y diferenciacion de estos tejidos. Asimismo, estimula
la quimiotaxis de monocitos, linfocitos, neutréfilos, migracion de fibroblastos, y juega un
papel importante en la regulaciéon de la respuesta inmunoldgica, tolerancia, la reparacién
tisular y el desarrollo de fibrosis (Larson, 2020; Travis, 2014). Las alteraciones en la
sefializacion de TGF-f son la base, por ejemplo, de muchas enfermedades inflamatorias y en
el desarrollo de tumores y cancer, ya que las alteraciones desde los niveles en la expresion y
activacion de los receptores y de las vias de sefializacion dependientes de esta citocina,
pueden desencadenar patologias crénicas. Algunos autores han denominado este efecto como
el “lado obscuro del TGF-B”, ya que algunos estudios revelaron que esta citocina tiene un
papel funcional en la evasion inmunitaria tumoral (Aluwihare, 2008). Asi como TGF-f
interviene en la homeostasis de la respuesta inmune a diferentes niveles, también participa
en larespuesta frente a las infecciones por microorganismos. Una gran cantidad de evidencias
sugieren que TGF-p controla la interaccion entre el patogeno y su hospedero, modulando las
diferentes fases de la patogénesis y jugando un papel importante en la respuesta inflamatoria
y la resolucidn a la infeccion, asi como en la reparacion de tejidos (Saito, 2018).

En el contexto de infeccidon por virus, TGF-f puede proteger de la patologia asociada
a infecciones agudas. Sin embargo, en infecciones crénicas tiene un efecto perjudicial sobre
la inmunidad mediada por células T. Por ejemplo, en la infeccién con el virus de la
coriomeningitis linfocitica crénica (LMCV), la presencia de TGF-p y la activacion por
fosforilacion de Smad-2 mostraron ser un punto clave de la respuesta de las células T CD8*
durante las infecciones virales cronicas in vivo (Tinoco, 2009). Esta evidencia mostré que los
linfocitos T CD8" de ratones infectados con dos cepas distintas de LMCV presentaron una
mayor fosforilacion de la proteina Smad-2 y la presencia de la proteina pro-apoptética Bim,
sugiriendo una respuesta reducida por linfocitos T CD8" en infecciones cronicas. Ademas,

ratones TPRIIdn no mostraron la presencia de la proteina Bim bajo las mismas condiciones
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de estudio de infeccion por LMCV (Tinoco, 2009). Es importante sefialar, que, en este
contexto, TGF-p parece ser una citocina insuficiente para la eliminacién del virus.

Algunas proteinas de virus inducen la produccion y secrecién de TGF-B, como
ocurre con la proteina no estructural NS4 del virus de hepatitis C (HVC) (Rowan, 2008). En
este contexto, se observo un aumento en la secrecién de IL-17, IFN-y, IL-10 y TGF-B, lo que
sugiere que la infeccion por HCV induce respuesta de evasion de la respuesta inmune al
inhibir las respuestas tipo Thl y Thl7. Esta informacion se correlaciona con estudios en
pacientes infectados con el virus de hepatitis B o C, donde los niveles de TGF-B estan
incrementados con respecto a individuos sanos, lo cual contribuye, adicionalmente, en el
desarrollo de fibrosis hepéatica (Marek, 2002; Yao, 2021). Ademas, pacientes que presentan
polimorfismos en el gen tgfb presentan una mayor cantidad de TGF- en plasma, lo que se
ha relacionado con un peor desenlace frente a infecciones por hepatitis C (Dai, 2008).

En la infeccion por VIH (virus de inmunodeficiencia humana) el desarrollo de la
enfermedad se puede correlacionar con los niveles de TGF-p (Wiercinska-Drapalo, 2004).
Se sabe que esta citocina induce la expresion del receptor de quimiocinas CXCR4 en
macréfagos, favoreciendo el tropismo del virus hacia este tipo celular y los linfocitos T CD4*
(Chen, 2005). Sin embargo, la infeccion por VIH de linfocitos Treg inhibe la expresion de
Foxp3y lasecrecion de TGF-B, incrementando la produccion de IL-4, lo que pudiera explicar
por qué algunos pacientes con VIH presentan inflamacion cronica en diversos tejidos (Pion,
2020).

En su conjunto, esta informacién sugiere que algunos virus han seleccionado
mecanismos que alteran la expresion, produccién, secrecion y activacion de TGF-j,
regulando asi tanto la respuesta celular como la respuesta inmunoldgica (Lodyga, 2020). Por
todo esto consideramos que es importante identificar cuales son los mecanismos celulares
bajo los cuales pudieran llevar a cabo este control.

Varios estudios muestran que el momento de liberacion y activacion de TGF-f asi
como el tipo celular que lo produce, parece ser fundamental en el desenlace de la enfermedad
causada por influenza (Schultz-Cherry, 1996; Roberson, 2012). Dado que durante la
infeccion natural por VIA, las células epiteliales son las primeras células en ser infectadas,
por ello, en nuestro modelo in vitro, con las células A549, se evalud el efecto directo de TGF-

B sobre las consecuencias de la infeccion por VIA. Anteriormente, Denney y cols., mostraron
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la importancia del tiempo de aparicion de TGF-B y de INF-B producido por células epiteliales
en ratones infectados con la cepa de VIA H3N2, indicando que estas citocinas determinan el
curso y el desenlace de la enfermedad causada por el virus. De esa manera, la secrecion y
activacion de TGF-B en ese trabajo, ocurrié a 12 hpi, mientras que la presencia de IFN-f
después de 48 hpi. Empleando ese sistema, los ratones deficientes para TGF-f3 mostraron un
incremento de IFN- a las 24 hpi, sugiriendo que TGF-f induce cambio en la temporalidad
de la respuesta celular epitelial frente a la infeccion por VIA (Denney., et al. 2018). Por su
parte, en el modelo in vitro propuesto por BustosRivera y colaboradores, mostr6 que el pre-
tratamiento con TGF-B1 indujo un retraso y una reduccion en la abundancia relativa de la
proteina M1 con respecto a las células que solo fueron infectadas. Adicionalmente, estos
resultados fueron corroborados al evaluar las particulas viricas infectivas mediante ensayos
de unidades formadoras de foco (uff/ml) de sobrenadantes de células A549 (BustosRivera-
Bahena, 2021). Por otro lado, el papel benéfico de la presencia de TGF-B fue observado en
un modelo murino con asma. En estas condiciones ratones asmaticos por OVA mostraron
resistencia a la infeccion por HIN1 VIA. Al evaluar los tejidos pulmonares se observo un
fuerte incremento en los niveles de TGF-B, exhibiendo una reduccion tanto de citocinas
inflamatorias, asi como de proteinas totales y citotoxicidad en las vias respiratorias,
indicadores de una disminucién de la lesion tisular. De esa manera, los autores sugirieron
que el efecto no dependio del ciclo de replicacion del virus, sino del perfil inflamatorio de
los animales, ya que un aumento transitorio en la expresion de TGF-1 después del asma
aguda puede inducir proteccion contra la inmunopatologia inducida por influenza (Furuya,
2015). Adicionalmente, en el mismo estudio, empleando un ratén knockout condicionado
para el receptor TBRII, se observé que la pérdida funcional de este receptor impacto en la
resistencia a la infeccion por 1AV (Furuya, 2015).

En este contexto, los resultados del presente estudio merecen cierta discusion. Como
se pudo observar, en las condiciones estandarizadas, el pre-tratamiento con TGF indujo un
incremento significativo en los niveles de la proteina viral M1, en comparaciéon a las
condiciones de la infeccion viral (Figura 23). Asimismo, la incubacion con TGF-p previo a
la infeccion indujo un ligero incremento en el perfil de O-GlcNAcilacion de proteinas de
células A549, pero sin alcanzar una diferencia significativa. Este dltimo resultado

posiblemente fue resultado de la importante variacién observada entre los experimentos.

61



Como se describe en Material y Métodos, esto hizo necesario normalizar los resultados en
base a los niveles observados por las células infectadas. Tomados en su conjunto, los
resultados de este trabajo sugieren que TGF-f favorece la infeccion viral, evento que parece
coincidir con el incremento de la O-GIcNAcilacion de proteinas. Con respecto al primer
punto, nuestros resultados parecen ser congruentes con los resultados de Denney y cols.
donde el incremento de TGF-f favorece la infeccion viral (Denney, 2018). Al mismo tiempo,
como se describié ante (Schultz-Cherry, 1996; Roberson, 2012), otros estudios previos
observaron que la infeccién viral ocasion6 un incremento de esta citocina, asi como la
activacion de la forma latente del TGF-p, entre otras por la accion de la neuraminidasa vira
(Carlson, 2010). Esto parece hacer congruente considerar que la presencia de TGF-B podria
incidir positivamente en el ciclo replicativo del virus.

Sin embargo, como también se describio en la seccion de Antecedentes,
experimentos previos de nuestro grupo de investigacion, empleando este mismo modelo de
estudio, nos mostro resultados diferentes. Mientras que en el estudio de BustosRivera y
colaboradores se observo que el pre-tratamiento con TGF-B inhibio significativamente la
apoptosis, la infeccion viral y la estimulacion de la via de IL-1b (BustosRivera-Bahena,
2021), nuestros actuales experimentos muestran un efecto estimulatorio de la infeccion viral.
En bdsqueda de una explicacion de estos resultados tan diferentes hay que manifestar que
debido a problemas técnicos no se pudo contar con un lote de virus viral suficiente para el
total de los experimentos, por lo que se emplearon alicuotas de liquido alantoideo infectados
con virus HIN1, por lo que no se pudo garantizar el mismo nivel de infeccion para todos los
experimentos. En ese sentido, seria posible considerar que la variacion experimental
observada fue consecuencia de alteraciones en estos lotes de virus.

Por otro lado, como se describe la linea celular A549 fue mantenida en condiciones
estandar empleando medio Advanced DMEM F12, el cual muestra una formulacién
significativamente diferente con respecto al medio de cultivo DMEM empleado en la
publicacién. Particularmente es importante destacar que el medio de cultivo empleado en este
estudio contiene una mayor concentracion de glucosa (3,151 vs 1,000 mg/L de glucosa) y
esta suplementado con albimina (Albumax), transferrina e insulina.

En estas circunstancias, se podria suponer que el "status" metabdlico de las células

Ab549 podria ser superior al evaluado en la publicacion previa (BustosRivera-Bahena, 2021)
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y quizas esto indujo un cambio significativo en el efecto bioldgico de la co-estimulacion con
TGF-B. Como se discutira mas adelante, l0s resultados de este estudio sugieren que, a pesar
de eso, parte de los resultados sugieren que el TGF-p puede no sélo tener un efecto activo
durante la infeccion por VIA, sino co-participar con los eventos de O-GIcNAcilacion.

8.2. Efecto de la O-GIcNAcilacion sobre la infeccion viral

La O-GIcNAcilacién es un proceso enzimatico de alta importancia, donde se agrega
N-acetilglucosamina (GIcNAC) a los residuos de Ser y Thr de las proteinas citoplasmaticas y
nucleares. Este procedimiento se lleva a cabo por la enzima O-GIcNAc transferasa (OGT),
la cual se encargara de agregar la GICNAc, mientras que la O-GIcNAcasa (OGA) es laenzima
encargada de retirar la GICNAc (Zachara, 2002). Actualmente se cuenta con evidencias de
que este proceso esta implicado en funciones tan diferentes en la célula como regulacion de
la expresion génica, el correcto plegamiento de las proteinas y la activacion del sistema
inmune (Lefebvre., et al. 2015). Sin embargo, por otro lado, su alteracion puede favorecer el
desarrollo de diferentes enfermedades como la diabetes mellitus, cancer, asi como trastornos
congeénitos, entre otras (Martinez-Duncker, 2008; Chiaradonna, 2018). Del mismo modo,
este proceso participa en el organismo para diversas funciones y estudios recientes sugieren
que también juega un rol importante durante las infecciones virales, actuando de muy
diferente manera en cada tipo de virus. Por ejemplo, en el caso de la infeccién por VIH,
donde la expresion del gen y la replicacion estan siendo regulados por la union de factores
de transcripcion a los sitios de regulacion especificos en el promotor/potenciador. En ese
sentido, se ha demostrado que la O-GIcNAcilacién de Spl por la enzima OGT en diferentes
lineas celulares de linfocitos T y células CD4 primarias inhibe su activacion y, por lo tanto,
la actividad del promotor LTR del VIH (Jochmann, 2009). Un caso diferente es el virus
herpes simplex, donde la O-GIcNAcilacion del factor celular del hospedero 1 (HCF-1)
favorece la replicacion del virus. De esa manera, al inhibir la enzima OGT por el inhibidor
OSMI-1 se afecta la expresion temprana de genes de HSV vy la replicacion viral (Angelova,
2015).
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Por su parte, para la infeccion del virus Influenza, a nuestro conocimiento, se han
publicado dos estudios recientes, sin embargo, los resultados parecen ser diferentes. En uno
de estos estudios (Wang, 2019), confirmaron que la activacion de la via biosintética de
hexosaminas por GIcN favorece la infeccion por VIA, al tiempo que se estimula la "tormenta”
de citocinas. En dicho estudio, se encontré que la infeccion por VIA coincide con la O-
GlcNAcilacion del factor regulador de interferon 5 (IRF5), lo cual lleva a su poli-
ubiquitinacién y su posterior degradacion por proteasoma. En ese contexto, la O-
GlcNAcilacion de IRF5 inhibe la activacion de la respuesta de interferones de tipo I, por lo
cual se sugiere, permite la produccién de citocinas proinflamatorias. Sin embargo, el otro
estudio (Song, 2019), fue realizado con células tipo inmune, se sugiere que la enzima OGT
Ileva a cabo la O-GIcNAcilacion de la molécula MAVS presente en mitocondria y parece ser
un evento esencial para la respuesta antiviral por interferones de tipo I. En ese sentido, parece
que la O-GIcNAcilacion es un factor inhibidor la infeccion viral. Independientemente del
tipo de célula evaluada, ambos grupos evallan el efecto de la administracion de GIcN en un
modelo murino de infeccion y obtienen resultados contradictorios: mientras que el grupo de
Wang y colaboradores suministraron a ratones una dieta con 50 mg/kg de glucosamina por
inyeccion intraperitoneal durante una semana y, posteriormente, estos fueron infectados por
virus Influenza A HIN1 cepa WSN 33. Como resultado, observaron que los ratones
suplementados con GIcN tenian una mayor mortandad en comparacion a aquellos que no
habian sido sometidos a la dieta con GIcN (Wang, 2019). Por su parte, Song y colaboradores
suplementaron a los ratones con GIcN (25 gr/kg), lo cual resulté en mayor sobrevivencia a la
infeccion por VIA (A/WSN/1933 y A/California/07/2009), al tiempo que estos ratones
generaron niveles méas elevados de interferones (Song, 2019). Ante este contexto, resulta
dificil poder generalizar.

Inicialmente, en los experimentos realizados como parte de la tesis de licenciatura
(NUfez-Rueda, 2018), observamos que la infeccion viral coincide con un incremento de los
niveles de proteinas O-GlcNAciladas, evaluada por WB. Asimismo, confirmamos que la
incubacion del cultivo celular incubado con el inhibidor de OGT pareciera disminuir la
presencia de M1. En el presente estudio, de acuerdo con las condiciones estandarizadas, el
pretratamiento con GIcN indujo un incremento en la presencia de la proteina viral M1 en

comparacion con la infeccion sin ningun tratamiento (Figura 26), lo que sugiere que esto
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favorece al proceso de infeccion viral; resultado muy similar a lo reportado por el grupo de
Wang (Wang, 2019). Por su parte, al emplear cualquiera de los inhibidores tanto para OGT
como de la OGA, observamos resultados que parecen favorecer la infeccion viral. Cuando se
inhibid la enzima OGT con el inhibidor OSMI-I, se observé un incremento en la presencia
de la proteina M1 (Figura 29), lo que sugirié que también al inhibir la O-GIcNAcilacién la
infeccion por VIA es favorecida, lo mismo sucedid al inhibir la OGA con el inhibidor
PUGNAC (Figura 31). Al mismo tiempo se compar6 el efecto de ambos inhibidores sobre la
infeccion por VIA esto, para ver si no habia una diferencia en el incremento de la proteina
viral y los resultados fueron no significativos, lo que sugirié que tanto al inhibir la OGT o la
OGA la expresion de la proteina viral M1 se mantiene en el mismo nivel (Figura 32),
sugiriendo que cualquier alteracion en los niveles de O-GIlcNAcilacion parece favorecer la
infeccion viral. A ese respecto, nuestros resultados con la inhibicion de OGA fueron similares
a lo reportado por Wang y colaboradores (Wang, 2019); pero, por el contrario, la inhibicion
de OGT por OSMI-1, en ese estudio coincidio con la inhibicion de la infeccion, mientras que
nosotros observamos un incremento de los niveles de la proteina viral M1.

Por su parte, en el estudio de Song y cols., el uso de OSMI-1 (inhibidor de OGT)
bloqued la activacion de IRF3 y la O-GIcNAcilacién de proteinas, pero no llevé a inhibir la
respuesta antiviral inducida por GIcN (ruta de biosintesis de glucosaminas). Estos resultados
sugieren que la O-GIlcNAcilacion de proteinas no tiene forzosamente que ir de acuerdo con
la infeccion viral. En ese sentido, los resultados de las Figuras 29 a la 31 parecen ir de acuerdo
con las observaciones de Song y cols. Inicialmente, el pretratamiento con GIcN no parecid
inducir cambio en el nivel de O-GIcNAcilacion de proteinas, en comparacién con las células
infectadas sin tratamiento alguno (Figura 28). Asimismo, con el empleo del inhibidor de OGT
(OSMI-I) logramos observar una disminucion significativa de la O-GIcNAcilacion de las
proteinas, en comparacion con la infeccion (Figura 30), lo que sugiere que el inhibidor de
OGT si funciona; sin embargo, esto parece no bloquear la infeccion (Figura 29).

Por el contrario, con el empleo del inhibidor de OGA (PUGNAC), logramos observar
un incremento en la O-GIcNAcilacién de las proteinas, lo que sugiere una acumulacion de
proteinas O-GlcNAciladas, comparandolo con la condicion de infeccién sin tratamiento
alguno (Figura 33). Por su parte, esto parece tener un efecto sobre la replicacion viral del

virus de Influenza, lo cual se muestra en la Figura 32, donde se observa un incremento de la
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presencia de proteina viral M1. Entonces al comparar nuestros resultados, podemos sugerir
que tanto la inhibicion como la estimulacion de la O-GlcNAcilacion de las proteinas, parecen
promover la infeccion por VIA,; a diferencia de los dos estudios referidos donde la inhibicion
de la O-GIcNAcilacién parecia inhibir la infeccion viral (Wang, 2019), mientras que el otro
estudio mostro que no estaba directamente asociado con el resultado de la infeccion (Song,
2019).

Con respecto al tratamiento con GIcN, podremos decir que nuestros resultados
parecen coincidir con las observaciones obtenidas de Wang y cols. Por su parte, al revisar los
resultados obtenidos por el empleo del inhibidor de OGT, nuestros resultados parecen
coincidir con lo obtenido de Song y cols., mientras que el efecto del inhibidor de OGA parece
coincidir con los resultados de Wang, mas que con los de Song.

Como se describi0 antes, por problemas técnicos, tuvimos que finalizar los
experimentos con el empleo de liquido alantoideo infectado por virus de influenza A H1N1,
lo cual potencialmente pudo haber alterado parcialmente los resultados, fundamentalmente
de los niveles de O-GIcNAcilacion. También cabe mencionar que se utilizaron cepas virales
diferentes, entre el presente estudio y los trabajos de Wang y Song (Wang, 2019; (Song,
2019). Mientras que ellos emplearon la cepa de Influenza A HIN1 WSN 33, nosotros
utilizamos Influenza A HIN1 New Caledonia 99. Del mismo modo, también nosotros
evaluamos los resultados obtenidos después de 48 hrs post-infeccion, mientras que ellos lo
vieron a menor tiempo (3-24 hrs). Por esto mismo, es razonable considerar que, debido a la
variacion de materiales, métodos y técnicas empleadas, los resultados obtenidos pudieran ser
diferentes. Cabe mencionar que seria importante emplear estas condiciones en modelos in
vivo, para observar si la modificacion de la O-GIcNAcilacion tiene un efecto favorecedor
para el virus o para el hospedero. Pero como vimos para el caso de estas dos publicaciones
recientes, la evaluacion in vivo genero resultados contradictorios.

Independientemente de que la O-GIcNAcilacion pueda tener un papel inhibidor o
estimulador de la infeccion viral, en base a los resultados de la literatura y los que se presentan
en este estudio, parecen sugerir que la adicion de GIcN juega un papel activo en la infeccion
por el VIA, a pesar de que se desconoce cabalmente como este mecanismo actla en la

infeccion.
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Tabla V. Comparacién entre los procesos de infeccion de 3 diferentes autores.

A549 PBMCs, A549, 283T, RATONES BMDMs, HEK293T, HeLa, Vero,

RATONES

VIA HIN1, WSN/1933 (MOl 1)
VIA, California/07/2009 (MOI 1)

VIA, HIN1, New Caledonia 99 (MOI 4)
Liquido Alantoideo infectado con

VIA, HIN1, WSN/33 (MOI 1)
VIA, HIN1, FM/1/47

Influenza A HIN1 (100 ml) VIA resistente a Oseltamivir.
48 hrs 0,6, 12,24 Y 48 hrs 0,3, 6,12 Y 24 hhrs
10 mM 5,10y 20 mM 5,10,20y 40 mM
50 uM 20 uM 25, 40 uM
50 uM 50 uM --

Efecto de GIcN: Incremento en la
presencia de proteina viral M1 y
proteinas O-GIcNAciladas.

Efecto de OSMI-I: Incremento de
la proteina viral M1 y disminucién
en la O-GIcNAcilacion de las
proteinas.

Efecto de PUGNAC: Incremento de
la presencia de proteina M1 y un
incremento de las proteinas O-
GlcNAciladas.

Conclusion:

Tanto la O-GlcNAcilacion como
su inhibicidn favorece la infeccion
por VIA.

GlcN: Incremento de titulo viral,
proteina viral M1 y mortalidad en
animales.

OSMI-I:  Disminucién en la
proteina viral M1 y titulo viral y
disminucion de proteinas
proinflamatorias.

PUGNAc: Incremento en la
proteina viral M1, titulo viral e
incremento de proteinas
proinflamatorias.

Conclusion:
A mayor O-GlcNAcilacion,
mayor replicacion viral 'y

produccion de citocinas

proinflamatorias.

GlcN: Disminucion en el titulo
viral, pero incremento en
proteinas O-GlcNAciladas.
OSMI-I: Disminucion en la O-
GlcNAcilacion de las proteinas y
al bloguear OGT mediante células
cKO. También incremento en el
titulo viral y de mRNA de M1.
PUGNAc: Incremento en la O-
GlIcNAcilacion de proteinas.

Conclusion:

A mayor O-GlcNAcilacion hay
mayor expresion de interferones
e inhibicién de la replicacién
viral.
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8.3. Relacion entre TGF-f y O-GlcNAcilacion

TGF-B y los eventos de O-GIcNAcilacion juegan una parte fundamental en varios
procesos celulares, las cuales incluyen las infecciones por los virus. Sin embargo, como
también se describio antes, aln es breve la literatura al respecto y, por lo tanto, se desconoce
cOdmo es que estos eventos podrian participar en el desarrollo de las infecciones virales.

En ese mismo sentido, otro aspecto de gran interés seria confirmar que el TGF- tiene
un efecto en el curso de la O-GIcNAcilacién. En ese contexto, un estudio previo mostrd que
la O-GIcNAcilacion juega un papel importante en la sefializacion de TGF-f al modificar
proteinas SMAD. De esta manera, se identificé que uno de los objetivos de la modificacion
por O-GIcNAc fue la SMADA4, la cual permite que las SMAD fosforiladas puedan viajar al
nucleo de la célula y realizar sus funciones de transactivacion génicas. En este estudio, se
demostro que los niveles de las proteinas SMAD4 cambian de acuerdo con los niveles de O-
GIcNAc en celulas cancerigenas de pulmon humano (A549): la O-GIcNAcilacion en la Thr63
de Smad4 impide su interaccion con GSK-3B, el cual es un promotor proteosomal de
degradacion de SMADA4 y lo cual resulta en un incremento de su vida media (Yeon., et al.
2020). Sin embargo, se desconoce como es que este efecto podria beneficiar o no a las
infecciones virales, y no podemos dar un ejemplo de estos tres aspectos, la O-GIcNAcilacion,
TGF-B y virus, ya que no existe datos bibliograficos en conjunto al respecto.

En ese contexto, merece la pena discutir lo que nosotros encontramos en el presente
estudio, respecto a estos aspectos antes mencionados. Inicialmente, quisimos evaluar cual era
el efecto de TGF-P sobre la actividad estimulante de la GlcN. Como se observa en la Figura
27, la incubacion individual del TGF-p o de GIcN incrementaron los niveles de M1. Sin
embargo, la incubacion conjunta de TGF-B y GlcN no indujo un cambio significativo en
comparacion a cualquiera de los dos estimulos independientes. Esto puede sugerir que la
estimulacion de la via de biosintesis de las hexosaminas y la sefializacion por TGF-p son
eventos independientes y pueden adicionar su efecto en la célula. En ese sentido, seria de
gran interés evaluar en un modelo celular similar al aqui propuesto, si la cascada de
sefializacion del TGF-f se activa por la presencia de la citocina o que la presencia de GIcN
no interfiere en su funcién. Como se describié arriba, un estudio previo sugiere que la

estimulacion de la O-GIcNAcilacién en células A549 deberia favorecer la vida media de
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SMAD4 vy, por lo tanto, uno esperaria un efecto mayor de la citocina reguladora. Sin
embargo, esto no fue posible observarlo en los resultados actuales.

Por otro lado, al evaluar el efecto de la incubacion conjunta de TGF-f y GlcN sobre
la O-GlIcNAcilacion de proteinas, observamos que, a diferencia de los estimulos aislados, la
suma de los reactivos significdé un incremento de los niveles de intensidad de bandas O-
GlcNAciladas (Figura 28). Por un lado, esto parece confirmar la O-GIcNAcilacion de
proteinas va de acuerdo con un incremento de infeccién viral, como se discuti6 en la seccion
mencionada previamente. Asimismo, en base a la misma Figura 28, la presencia del TGF-f
parece tener un papel clave para estimular la O-GIcNAcilacién de proteinas, mucho mas que
la sola incubacion con GIcN. Esta observacion parece ser diferente a los estudios previos,
donde la GIcN parece ser por excelencia un estimulador potente de la O-GIcNAcilacion. Para
tratar de explicar esto, hay que recordar que nuestros ensayos fueron realizados en presencia
de concentraciones mayores de glucosa, por lo que la estimulacién de la via de biosintesis de
hexosaminas por efecto de la GIcN podria tener un efecto marginal. En esas circunstancias,
el observar que la adicién de TGF-f estimul6 la modificacion de las proteinas a un nivel
mayor que la GIcN podria significar que su efecto estimulador resulta por un mecanismo
diferente a la ruta de las hexosaminas. En ese sentido, la evaluacion de los intermediarios de
la via de sefalizacion por TGF- podria aportar informacion sobre el mecanismo de
estimulacion de la O-GIcNAcilacion.

Por su parte, al evaluar el efecto conjunto de la inhibicion de OGT y TGF-B
observamos un incremento de los niveles de la proteina M1, como se muestra en la Figura
29, por encima de los efectos individuales, sugiriendo un efecto aditivo de ambos
tratamientos. Al analizar si este mismo tratamiento tenia algin efecto sobre la O-
GIcNAcilacion en las proteinas (Figura 30), observamos que tuvo una disminucion de la O-
GIcNAcilacion relativa, en comparacién con la infeccion o con el tratamiento solo por TGF-
B. Aunque este efecto visualmente no fue tan claro, hay que considerar que el anlisis de
densitometria ajusta los valores acumulados de las bandas, en base a la intensidad de las
bandas correspondientes para b-actina. Como se puede ver, las bandas de b-actina fueron
mayores para las condiciones de infeccidn sola y las dos con el inhibidor OSMI-1. Un
resultado similar fue obtenido una segunda vez, con una variacion experimental discreta. A

pesar de no haber realizado un tercer experimento independiente, nos permite sugerir que
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nuestras observaciones son congruentes. En base a estos resultados, por un lado, nos sugiere
que el TGF-B y la inhibicién de OGT estimulan la infeccién viral, sin embargo, el efecto
estimulador que potencialmente pudiera tener TGF-B sobre la O-GIcNAcilacién (efecto sobre
GIcN) no fue capaz de superar el efecto inhibidor de OSMI-1.

Por el otro lado, el empleo del inhibidor de OGA en conjunto con TGF-p mostré un
claro efecto estimulador de la infeccion viral (Figura 31), superior al efecto de los
tratamientos individuales. Sin embargo, hay que considerar que se observé un alto nivel de
variacion experimental posiblemente provocado por las limitaciones técnicas del lote viral.
Asimismo, la adicion conjunta del inhibidor de OGA y TGF-p indujo un incremento de la O-
GlcNAcilacion de las proteinas (Figura 32), en un nivel mayor en comparacion de los
tratamientos por si solos, 1o que sugiere que el efecto de cada reactivo potencialmente
favorece la O-GIcNAcilacion de proteinas actuando sobre vias alternas o complementarias;
a diferencia del efecto del inhibidor de OGT, donde el efecto de TGF-f desaparece al emplear
el reactivo OSMI-1.

Los resultados sugieren que el TGF-B parece estimular la O-GIcNAcilacion por un
mecanismo dependiente de OGT, pero independiente a la via de biosintesis de hexosaminas,
por lo que muestra un efecto aditivo cuando las células son infectadas por VIA o tratadas con
GIcN o el inhibidor de OGA. Sin embargo, es aun incierto como esta citocina puede estimular
la funcién de OGT. En base a nuestro estudio previo (BustosRivera-Bahena., et al. 2021), se
sugirio que los niveles de Smad7 podria incrementarse en respuesta a la infeccion por VIA,
por lo que seria interesante poder evaluar si este efecto no induce un efecto sobre la funcion
de la OGT. Por otro lado, Wang y colaboradores propusieron que la infeccion por VIA
estimulaba la OGT y modificaba la proteina IRF5 para favorecer su degradacion via
proteasoma. En el mismo estudio, indicaron que otras proteinas fueron blanco de esta OGT
inducida por la infeccion viral, de las cuales destacamos a la proteina TAK-1, que es un
intermediario de la via de sefializacion alternativa del TGF-f y elemento muy activo para la
promocion de la expresion génica. En este sentido, también seria interesante poder evaluar si
el efecto conjunto de infeccion por VIA'y TGF- coinciden en la activacion de TAK-1y su
efecto estimulador de la O-GIcNAcilacion de proteinas. En resumen, los actuales resultados
parecen sugerir que TGF-B y la O-GIcNAcilacion juegan un papel activo durante la infeccion

por VIA, a pesar de que se desconoce el mecanismo como es que esto interacttan, lo cual
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seria importante continuar estudiando con el fin de poder identificar nuevos y potenciales
blancos terapéuticos para la infeccion por VIA.

8.4. Limitaciones

El presente estudio presentd varias limitaciones técnicas y de disefio.
Lamentablemente, la elaboracion de los experimentos coincidid con periodos mas criticos de
la pandemia provocada por SARS- Cov-2 por lo que los experimentos tuvieron que
modificarse y suspenderse por varios meses. Asimismo, la evaluacion de O-GIcNAcilacion
fue realizado durante los ultimos meses, debido a la falta de equipo para el revelado de WB.
Todo eso limito que se pudieran dar respuesta a algunas de las preguntas antes planteadas.

Como se indico antes, debido a las limitaciones técnicas, no nos fue posible generar
nuevos lotes de virus HIN1, razon por la cual empleamos alicuotas de liquido alantoideo
infectado para llevar a cabo los ultimos experimentos. Sin embargo, a pesar de confirmar que
nos permitié generar la expresion de M1, no es seguro que el nivel de infeccidon pueda ser
similar a los primeros experimentos. En ese sentido, nos fue de gran apoyo el observar que
los inhibidores de OGT y OGA mostraron efectos previamente descritos en la literatura.

Asimismo, como se describio también antes, el realizar los experimentos en células
mantenidas en concentraciones elevadas de glucosa podria ser un elemento importante para
explicar los efectos discretos de la GIcN y los efectos estimuladores del TGF-B. En ese
sentido, uno de los primeros experimentos que se quisiera probar con un nuevo lote de virus
es evaluar el efecto de la concentracion de glucosa sobre la respuesta a la infeccion viral. En
ese contexto, el evaluar los niveles de expresion de las enzimas OGT y OGA podrian ser de
ayuda para generar un cuadro integral del papel de la O-GIcNAcilacion en el curso de la

infeccion viral.
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Figura 34. Esquema de la conclusion del trabajo de maestria. Se muestra en la seccion de arriba se
muestran las células A549 las cuales fueron sometidas a diferentes tratamientos como: TGF-f1, Glucosamina
(GIcN), Inhibidor de OGT (OSMI-1) e inhibidor de OGA (PUGNAC), posteriormente se infectaron con virus
de Influenza A H1N1 cepa New Caledonia 99 durante una hora, y seguido de ello se agregaron nuevamente
los tratamientos de GlcN, OSMI-1 y PUGNAC, al transcurrir 48 hpi, se recolectaron los sobrenadantes y
observamos que hubo un incremento ( T ) en la expresion de la proteina viral M1. Asimismo, se sometieron
los tratamientos para la O-GIcNAcilacidn sobre el efecto de TGF-B1 en la infeccion por VIA, y al agregar
GIcN, OSMI-1y PUGNAC previo a la infeccion, junto con TGF-B1 y después de la infeccién, pero sin TGF-

B1, se logro observar un mayor incremento (T ) en la expresion de la proteina viral M1.
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10.

11.

CONCLUSIONES

Se confirmo la infeccidn por el virus de Influenza A HIN1 (New Caledonia 99) en
la linea celular A549, bajo las condiciones establecidas.

La presencia de 10 mM de GIcN incrementd de manera significativa los niveles de
M1 por el virus Influenza HIN1 en células A549.

El tratamiento con TGF-B1 sobre la infeccion por VIA, incrementd la expresion de
M1, lo que sugiere que el tratamiento favorece la infeccion viral.

Los tratamientos individuales con los inhibidores de OGT (OSMI-I) u OGA
(PUGNAC) incrementaron los niveles de expresion de la proteina M1, sugiriendo
que cualquiera de estos tratamientos favorece infeccion viral.

Al combinar los tratamientos de TGF-B con GlcN, OSMI-1 y PUGNAC se observo
un incremento de la expresion de la proteina M1 en comparacion con los
tratamientos por si solos, lo que sugirio que el TGF-b juega un papel estimulador
adicional sobre el efecto de la O-GIcNAcilacion.

Al evaluar los niveles de O-GIcNAcilacion mediante Western Blot en las diferentes
condiciones y tratamientos, se observé que la infeccion viral no altera la O-
GIcNAcilacion de las proteinas a las 48 horas.

Por su parte, la inhibicion de OGT (OSMI-1) provocé una disminucion de la O-
GIcNAcilacién de proteinas. Mientras que la inhibicion de OGA (PUGNAC) indujo
un incremento de este tipo de glicosilacion de proteinas, durante el curso de la
infeccion por 48 horas.

Por otra parte, el tratamiento con TGF-B indujo un incremento en la O-
GIcNAcilacién de las proteinas en comparacion con el control e infectado.

Sin embargo, el efecto del TGF-B fue diferente dependiendo del inhibidor
enzimatico: no fue capaz de superar el efecto inhibitorio de OSMI-1, pero mostré
un efecto estimulador al ser empleado en conjunto al inhibidor de OGA.

En términos generales, los resultados anteriores sugieren que la alteracion de la O-
GlcNAcilacion favorecen la infeccion viral.

Por su parte, el TGF-B parece mostrar un efecto de estimulacion de la infeccion

viral suplementario, no dependiendo de la via de la hexosaminas, pero si de la OGT.
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Sin embargo, estos resultados deberan ser confirmados con nuevas condiciones

experimentales, con el fin de poder proponer un mecanismo de accion.
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10. PERSPECTIVAS

A causa de la situacion de emergencia que se vivio debido a la pandemia por el SARS-
Cov2, muchos de los experimentos se iniciaron tarde. Sin embargo, a pesar de eso se
obtuvieron resultados interesantes que nos permitieron concluir el proyecto. Para tener mas
resultados, se recomienda continuar realizando ensayos en los cuales se manejen diferentes
aspectos dentro de este proyecto.

Cabe mencionar que, debido a la falta de viales virales (Influenza A HIN1 cepa New
caledonia 99) se utilizaron liquido alantoideo infectado por VIA para concluir el proyecto;
se recomienda repetir ensayos ya con un lote de virus cuantificado para corroborar los
resultados obtenidos con el liquido alantoideo.

Asi mismo, se recomienda analizar una por una de las bandas mostradas en los western
blot realizados para O-GIcNAcilacion, lo cual nos abrird una pauta a diversos resultados y
asi analizar por medio de microarreglos o protedmica las proteinas que muestran diferentes
densidades conforme a los tratamientos aplicados mencionados previamente, esto para
determinar que proteinas son las que se encuentran vinculadas en esos procesos.

También, se recomienda realizar ensayos donde se modifique el medio en el cual se
cultivan las células, disminuyendo su suplemento de glucosa, para verificar si la glucosa que
ya contiene el medio modifica o altera el proceso de infeccion por el virus de influenza, al
mismo tiempo que de la O-GIcNAcilacion.

Al mismo tiempo, se recomienda probarlo en un modelo in vivo para comprobar el

efecto de la GIcN y los inhibidores de OGT y OGA en un sistema completo.
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Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Asociacion entre la O-GicNAcilacion y el TGF-B con la
infeccion in vitro por el virus Influenza H1N1”, que para obtener el grado de Maestra
en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Samantha Nunez Rueda. Le comunico
que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Tomas David Lépez Diaz

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
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amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
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escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 13 de mayo de 2022.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Asociacion entre la O-GicNAcilacion y el TGF-B con la
infeccion in vitro por el virus Influenza H1N1”, que para obtener el grado de Maestra
en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Samantha Nunez Rueda. Le comunico
que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Hilda Rangel Flores

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.
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amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
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ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

HILDA RANGEL FLORES | Fecha:2022-05-23 14:06:52 | Firmante
yNvm4C1MRAk1CauobgLGTp33Z3LEDPA/9U++gR44j9GaHqvWZgNGgqvp8caAiALK3fQwJI4fuGIDEQFPYWSNybo5c6+mF1BAf8+j695RPsMjed522faYeXZXgRLY F+s0Mks65
MiSNJEbZZxfHKFIw6FvdXWVIifHK/K8D/mQn//uJe5WS0DePhD+84Wwp7kKHYWZIjzW3aul5HgxSgQMHTh9e CrM9hmfo3UzC9SHxhcKtX8L1/C8x2BzESEHbUScVFgHIwRMmJ
rofqVzrdlrPIRPYLA3rNYVTbYpsbQvao9cSn56F5eWcCcDYkV/mEOOpb2wFV/NhN+fLCyjvO1NtiA==
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 13 de mayo de 2022.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Asociacion entre la O-GicNAcilacion y el TGF-B con la
infeccion in vitro por el virus Influenza H1N1”, que para obtener el grado de Maestra
en Medicina Molecular me proporcioné la alumna Samantha Nunez Rueda. Le comunico
que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Mario Ernesto Cruz Muinoz

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
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Sello electrénico

MARIO ERNESTO CRUZ MUNOZ | Fecha:2022-05-24 11:21:06 | Firmante
YXtWb8yY8TW1Zigj9jgk5Qk+zZIPhxO61PBvJIHsIneZkelaoFvvYCVGrDBQ8TKfUAEQIL7NHEXF1Z5/xk5uAz/yWQnQW1t6r5Ybip6EYwVTfeZLVBNNMtsBIUMIJTCYwWYHmMIALP1jW

J6GhDFcDVhOVAG/bl+5ZIzRIV/tBF+vnTEAPtDNgXOqkrO7YNgSed00bJWfy431443+ILKQb7Du0qHqi2PIKKUL8ZzYsQ7tOPjgk6cIBvSP7mhovkTwLHUEI9S8KesnsDJIJW1dLVANK
647DbYhNna8FsnLkn+XBMI1QIYXAEhN2f3Dg+0DKiS93xY3EsdSN/EkC+qdwOQk6vR1g==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

hngcXVN3Y

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/hgRnrRxZzEdPuxr5wcnbmjwxy5Qoi94w

Una universidad de excelencia



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/hqRnrRxZzEdPuxr5wcnbmjwxy5Qoi94w

