Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Ciencias Biolégicas

Tesis de licenciatura de Ciencias Biologicas

Actividad antiviral e inmunomoduladora de la cianidina frente a los

coronavirus

Autora: Paula Martelliti

Director: Carlos Bueno

Lugar de trabajo: Laboratorio de Virologia, Departamento de Quimica Biolégica,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.

Mes y afio de presentacién: mayo 2023



indice

RO S UM BN .. e e 1
Abreviaturas Yy definiCIONeS. ... ... 3
Introduccion
1. Coronavirus NUMANO. ... e 5
2. Impacto y manifestaciones clinicas de las infecciones con coronavirus............. 8
3. Patologia y respuesta inmune frente a la infeccién con coronavirus.................. 9
4. Farmacoterapia para infecciones con COroNavirus...........cco.veeeeeieienieneaneennanns 10
5. Antivirales: blancos celulares como potencial blanco de accién....................... 12
5.1. Actividad antiviral contra coronavirus en plantas medicinales............... 12
5.2. Flavonoides: Cianidina..........c.oovuiuiiieiii e 14
HiD Ot SIS . et 17

Objetivo general

ODbjetivos €SPECITICOS. .. .t 17

Materiales y Métodos

L. LiN@a CelUIAN. ... 18
2200 V1 P 18
3. RBACHIVOS. ..t 18
4. Ensayo de citotoxicidad celular. ..o 18

5. Ensayo de inmunofluoreSCeNnCia. .........covueiniii i 19



6. Inhibicion del rendimiento Viral..........oooee oo e, 20

A = 157>\ Yo IR 0T T - 20
8. Titulacion viral por técnica de unidades formadoras de placas........................ 21
9. Cuantificacion de CItOQUINGAS. ... ...c.u i 21
10. ANALISIS EStAdISTICO. ... uee it 21
Resultados
1. Citotoxicidad de cianidina en células CRFK y calu-3..............cooiiiiiiiiiiiannn. 22
2. Efecto de cianidina sobre la expresion de la glicoproteina S en células calu-3
infectadas CoON SARS-COV-2. ... .. 22
3. Actividad antiviral de cianidina frente al CCoV en células CRFK...................... 25
4. Evaluacion de la actividad inmunomoduladora de cianidina en macrofagos........ 28
DS CUSION ot 30

Bibliografia. .. ..o 34



Resumen

Actividad antiviral e inmunomoduladora de la cianidina frente a los coronavirus

Los coronavirus humanos son causantes de mdultiples enfermedades
respiratorias a nivel mundial. En la actualidad hay disponibles antivirales como
tratamiento y vacunas para prevenir la enfermedad, pero debido a la alta tasa de
mutacion de los coronavirus ambos pueden perder efectividad con la aparicion de
resistencia. Cianidina es un flavonoide que se encuentra en varias frutas e inhibe vias
de sefializacion implicadas en la respuesta inmune del hospedador. También, trabajos

previos en el laboratorio indican que posee actividad antiviral contra RSV.

La hipotesis propuesta es que cianidina inhibe la multiplicacion de los
coronavirus y modula la produccion de citoquinas en condiciones de infeccion in vitro.
Para ponerla a prueba se utilizaron técnicas de evaluacion de citotoxicidad celular,
inmunofluorescencia, inhibicién del rendimiento viral, titulacién viral por técnica de
unidades formadoras de placas, y cuantificacién de citoquinas mediante un ensayo de
ELISA.

En este trabajo se ha demostrado que cianidina presenta actividad antiviral
frente al coronavirus canino (CCoV) y SARS-CoV-2, en ausencia de citotoxicidad.
Ademas, presenta propiedades inmunomoduladoras, ya que redujo los niveles de
TNF-a en macréfagos infectados con CCoV. Por lo tanto, cianidina presenta actividad

antiviral e inmunomoduladora frente a los coronavirus in vitro.



Antiviral and immunomodulatory activity of cyanidin against coronaviruses

Human coronaviruses are the cause of multiple respiratory diseases worldwide.
Currently, there are antivirals available as treatment, and vaccines to prevent the
disease, but due to the high mutation rate of coronaviruses, both can lose effectiveness
with the appearance of resistance. Cyanidin is a flavonoid that is found in several fruits
and inhibits signaling pathways involved in the host’s immune response. Also, previous

works in the laboratory indicates that cyanidin has an antiviral activity against RSV.

The hypothesis proposed is that cyanidin inhibits the multiplication of
coronaviruses and modulates the production of cytokines under in vitro infection
conditions. To prove it, techniques of cellular cytotoxicity evaluation,
immunofluorescence, inhibition of viral yield, viral titration using the technique of plate-

forming units, and quantification of cytokines by ELISA essay were employed.

In this work, it has been demonstrated that cyanidin presents antiviral activity
against canine coronavirus (CCoV) and SARS-CoV-2, in the absence of cytotoxicity.
Moreover, it presents immunomodulatory properties, since it reduced the levels of
TNF-a in macrophages infected with CCoV. Therefore, cyanidin presents antiviral and

immunomodulatory activity against coronavirus in vitro.



Abreviaturas y definiciones

ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2 humana.
Calu-3: células epiteliales pulmonares humanas.

CCso: concentracion citotdxica 50, concentracion de cianidina que produce una

reduccion del 50% de la viabilidad celular.

CEso: concentracion citotoxica 50, concentracion de cianidina que reduce un 50% el

rendimiento viral.

CoV: coronavirus.

CRFK: células epiteliales de rifidn felino.

DE: desvio estandar.

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos.
HCoV: coronavirus humano.

IFN: interferon.

ISGs: genes estimulados por interferén.

J774A.1: macrofagos murinos.

m.i.: multiplicidad de infeccion, proporcidn de viriones infecciosos en relacion a la

cantidad de células en un cultivo.

MERS-CoV: coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio.
NF-xB: factor nuclear kB.

NLR: receptor de tipo NOD.

NO: oxido nitrico.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.



p.i.: post-infeccion.

PAMP: patrones moleculares asociados a patdgenos.

PRR: receptores de reconocimiento de patrones.

RLR: receptor de tipo RIG.

RNS: especies reactivas de nitrégeno.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

S: Spike.

SARS-CoV: coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo.
SARS-CoV-2: coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2.
SFB: suero fetal bovino.

TLR: receptor de tipo Toll.

UFP: unidades formadoras de placas.



Introduccion

1. Coronavirus humanos

Los coronavirus (CoV) son un grupo diverso de virus zoonéticos de la subfamilia
Coronavirinae, que junto con Torovirinae, conforman la familia Coronaviridae. Hasta
la fecha, se conocen siete CoV que pueden causar infecciones respiratorias leves a
graves en humanos que se encuentran agrupados en los géneros Alphacoronavirus y
Betacoronavirus. Estos son el HCoV-229E, -OC43, -NL63 y -HKU1, que causan una
enfermedad leve; y el SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2, que causan una
enfermedad mas grave (Malik Y, 2020).

Una de las caracteristicas de los CoV es gque son capaces de adaptarse a
nuevos entornos a través de mutaciones y su capacidad para recombinar con relativa
facilidad y, por lo tanto, pueden alterar el rango de hospedadores y la afinidad por
tejidos especificos de manera eficiente (Li F, 2016). En cuanto a su organizacion
estructural, se caracterizan por ser particulas virales con un tamafo de entre 80 y 120
nm, que poseen un genoma de ARN simple cadena con polaridad positiva. Este
genoma tiene un tamano de entre 27 y 32 kb, con entre seis y diez marcos de lectura
abiertos (ORF), un CAP en el extremo 5’ y una cola poliadenilada en el 3’. El primer
ORF comprende a los genes de las proteinas de replicacion, mientras que el resto
comprende genes para proteinas estructurales y proteinas accesorias (implicadas en
la evasion de la respuesta inmune). En cuanto a su capside, tiene una estructura
helicoidal conformada por la proteina nucleocéapside (N), y estad rodeada por una
envoltura compuesta por tres proteinas estructurales: la proteina de membrana (M),
la proteina de envoltura (E) y la glicoproteina Spike (S) (Belouzard Set al., 2012)
(Figura 1). Algunos Betacoronavirus, como SARS-CoV-2, HCoV-OC43y HCoV-HKU1,
también poseen una proteina estructural llamada hemaglutinina esterasa (HE) (Liu D
et al., 2021).
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Figura 1. Organizacién estructural de los CoV. Tomado de Kirtipal N et al. (2020).

El ciclo de multiplicacion de los CoV (Figura 2) comienza cuando el virus se
adsorbe a la célula hospedadora. Esto ocurre mediante la union de la glicoproteina S,
proteina transmembrana de tipo |, a un receptor celular. La proteina S de todos los
CoV se organiza en dos dominios: el N-terminal (S1), que es el de unién al receptor,

y el C-terminal (S2), responsable de la fusion (Belouzard S et al., 2012).

El receptor celular al cual se une el virus es caracteristico de cada tipo de CoV.
En el caso de los SARS-CoV, SARS-CoV-2 y NL63, la proteina S se une al dominio
de unién de la enzima convertidora de angiotensina 2 humana (ACEZ2) que posee una
expresion mayoritaria en intestino delgado, testiculos, rifidn, musculo cardiaco, colon
y glandula tiroidea. De los tres CoV humanos (HCoV) que utilizan esta proteina como
receptor, HCoV-NL63 es el que posee menor afinidad por ACE2, por lo que esto podria
explicar que cause una enfermedad respiratoria mas leve. En el caso MERS-CoV, se
une mediante el receptor DDP4, dipeptidil peptidasa 4, el cual tiene un rol importante
en el metabolismo de la glucosa, la apoptosis y el sistema inmune. Los HCoV-0OC43
y HKU1 utilizan acido sialico 9-O-acetilado como receptor. Por ultimo, el HCoV-229E
se une a la aminopeptidasa N, una proteina integral de membrana que se encuentra
principalmente en rifion, intestino delgado, higado y pulmén (Scialo F et al., 2020;
Shang J et al., 2020;Turner A, 2013; Hulswit et al., 2019).
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Luego de la adsorcion, el virus puede ingresar a la célula hospedadora
mediante endocitosis o fusion a nivel de membrana. Cuando el genoma viral ingresa
al citoplasma del hospedador ocurre su traduccién y luego su replicacion. La
traduccion genera la sintesis de dos poliproteinas que al clivarse dan lugar a las
proteinas virales no estructurales. Por otro lado, también ocurre una transcripcion
discontinua, la cual genera ARNSs virales subgendémicos que al traducirse sintetizan
las proteinas estructurales y accesorias. Las proteinas N, se sintetizan en el
citoplasma mediante ribosomas libres, y luego se asocian a los nuevos genomas. En
cambio, el resto de las proteinas estructurales y accesorias se traducen por ribosomas
asociados al reticulo endoplasmatico. El ensamblado de la particula viral ocurre en el
compartimento intermedio entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, y se
libera mediante vesiculas secretoras. Finalmente, el virus sale de la célula mediante
exocitosis (Kirtipal N et al., 2020; Liu D et al., 2021).
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Figura 2. Ciclo de multiplicacién de HCoV en la célula hospedadora. Tomado y traducido de Kirtipal
N et al. (2020).

2. Impacto y manifestaciones clinicas de las infecciones con coronavirus

Los coronavirus humanos (HCoV) son causantes de multiples enfermedades
respiratorias de severidad variable, entre ellas, el resfriado comun, bronquiolitis y
neumonia. Los HCoV 229E, OC43, NL63 y HKU1, estan distribuidos globalmente y
ocasionan enfermedades leves del tracto respiratorio superior en adultos. Entre el 15-
30% de los resfriados comunes en adultos son causados por estos HCoV. En cambio,

en infantes, nifios pequefos, ancianos e inmunocomprometidos, pueden ocasionar
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bronquiolitis y neumonia potencialmente fatales. Ademas de sintomas respiratorios,
también pueden causar enfermedades intestinales y neurolégicas (Liu D et al., 2021).
El coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), el
coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) y SARS-CoV-2
tienden a causar una infeccion respiratoria aguda. Esta infeccion puede progresar a
una neumonia potencialmente letal. En el caso del SARS-CoV, ocasiond una infeccion
global en 2002-2003, con una tasa de letalidad del 10%. Por otra parte, MERS-CoV
gener6 una epidemia en 2012, con un 35% de letalidad en la poblacion.
Recientemente, a finales del 2019, surgio en la ciudad Wuhan de China el SARS-CoV-
2. Este se transmitié de manera rapida y supero el numero de infecciones ocasionadas
por SARS-CoV y MERS-CoV, generando la actual pandemia (Hu B et al., 2020; Kirtipal
N et al., 2020). Hasta la fecha, se registraron mas de 650 millones de casos y mas de

6,5 millones de muertes alrededor del mundo (Organizacién Mundial de La Salud).

3. Patologia y respuesta inmune frente a la infecciéon con CoV

Durante las infecciones con CoV ocurre una deteccion del virus por factores del
huésped y se desencadena una respuesta inmune. Cuando la respuesta inmune
generada es exacerbada, ocurre una inmunopatogénesis que ocasiona dafio del tejido
pulmonar, impedimento funcional y reduccion de la capacidad pulmonar. La respuesta
inmune innata del hospedador reconoce infecciones virales a través de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) que detectan patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP). Entre los PRRs se hallan el receptor de tipo Toll (TLR), receptor
de tipo RIG (RLR), receptor de tipo NOD (NLR), receptor de lectina de tipo C y

moléculas receptoras libres en citoplasma (Li G et al., 2020).

Uno de los PAMPs mas relevantes para CoV es el ARN de doble cadena. Este
puede ser reconocido en el endosoma del huésped por TLR3, o0 en el citoplasma por
RIG-I, la enzima helicasa MDAs o la quinasa PKR. El reconocimiento de los PAMPs
virales promueve la sintesis de los interferones de tipo | 0 @/f que activan la via de
sefalizacion JAK-STAT, promoviendo la expresion de los genes estimulados por
interferon (ISGs). Todo esto induce una respuesta inmune antiviral que restringe la
replicacion viral en la célula infectada y sus células vecinas (Li G et al., 2020; Kirtipal
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N et al., 2020). Por otro lado, también ocurre la estimulacion del factor nuclear kB (NF-
kB) que induce la transcripcion de citoquinas pro-inflamatorias (Lawrence T, 2009).
Entre las citoquinas producidas en respuesta a SARS-CoV-2 se encuentran IL-6, IL-
1, IL-1B, TNFa, CXCL1, CXCL2, y CCL2 (Khan S et al., 2021). En el caso de SARS-
CoV y MERS-CoV se encuentran CXCL-10, CCL-5, CXCL-8, IFN-a y IL-6 (Kirtipal N
et al., 2020). La tormenta de citoquinas causa el sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA), que gatilla la destruccion de las células hospedadoras y resulta en una

falla multiorganica o muerte (Hariharan A et al., 2021; Moradian N et al., 2020).

4. Farmacoterapia para infecciones con CoV

Con el surgimiento de nuevos brotes y pandemias ocasionadas por HCoV, se
han investigado diferentes opciones terapéuticas. Entre ellas, la utilizacién de
compuestos antivirales y/o inmunomoduladores como tratamiento, y el desarrollo de

vacunas para la prevencién de la enfermedad.

En el caso de los antivirales, se realizaron estudios que se enfocaron en el uso
de compuestos que tienen como blanco de accién proteinas virales esenciales para
la infeccién. Con el surgimiento de la pandemia de COVID-19 se aprobd6 el uso de
varios antivirales. Entre los antivirales utilizados en la actualidad se encuentran el

remdesivir, el molnupiravir, el nirmatrelvir y ritonavir.

El remdesivir es una droga analoga de nucledsidos que inhibe a las ARN
polimerasas virales, y es conocida por su alta efectividad in vitro contra el virus del
ébola y otros virus de ARN. Es un farmaco bien tolerado, pero su administracién se
realiza por via intravenosa. En el caso de los CoV, se detecté in efecto inhibitorio vitro
del remdesivir sobre la actividad de sus ARN polimerasas en investigaciones con
SARS-CoV y MERS-CoV (Beigel J et al., 2020). En mayo del 2020, la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) autorizé el uso del remdesivir
para el tratamiento de pacientes con SARS-CoV-2 hospitalizados con una patologia
grave. La autorizacion del uso se basé en estudios en los que se observé una
reduccion en los tiempos de internacion, pero no se hallaron diferencias significativas
en los datos de mortalidad (Lopardo G, 2020; Simonis A et al., 2021).
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En el caso del molnupiravir, es un pro-farmaco del analogo de nucledsidos -
D-N4-hidroxicitidina, y es otro inhibidor de ARN polimerasa viral, fue desarrollado
originalmente contra el virus de la influenza. Su administracion es por via oral. A finales
del 2021, su uso fue autorizado por la FDA para adultos infectados con SARS-CoV-2
con riesgo de progresion a una patologia severa. Sin embargo, existe un riesgo teérico
de que el molnupiravir sea metabolizado por la célula huésped humana e incorporado
a su ADN del huésped, lo que provocaria mutaciones. Ademas, ha habido inquietudes
sobre los efectos potenciales de molnupiravir en las tasas de mutacion del SARS-
CoV-2; en ese sentido, la FDA ha requerido que el fabricante controle las bases de
datos gendmicas para detectar la aparicion de variantes del SARS-CoV-2 (COVID-19

Treatment Guidelines Panel. Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) Treatment
Guidelines. N.1.H., 2023). Debido a la falta de datos clinicos, tanto poblacionales como

individuales, por ahora se desconocen los efectos perjudiciales del molnupiravir a
largo plazo, en particular la genotoxicidad, el desarrollo de resistencia y la aparicion

de nuevas variantes (Organizacion Mundial de la Salud, OMS).

El nirmatrelvir, es un inhibidor de la proteasa de SARS-CoV-2 que se administra
en combinacion con el ritonavir, que potencia su farmacocinética (Paxlovid). Posee
actividad antiviral in vitro para varios HCoV, gran selectividad y es seguro (Owen D et
al., 2021; OMS). Su via de administracién es oral. Paxlovid constituye una mejor
opcion porque puede prevenir con mayor eficacia la hospitalizacion que los
tratamientos alternativos, suscita menos dudas respecto de los perjuicios que el
molnupiravir y es mas facil de administrar que el remdesivir y los anticuerpos, que
requieren administracion intravenosa (Organizacion Mundial de la Salud). Sin
embargo, la aparicibn de mutaciones en la proteasa causante de la resistencia a
Paxlovid son cada vez mas frecuentes. Asimismo, se han informado rebotes
virolégicos y clinicos después de la interrupcion de Paxlovid en pacientes
inmunocompetentes. Este hallazgo es preocupante cuando se traduce a pacientes
inmunocomprometidos, en quienes la eficacia de Paxlovid no se ha investigado
formalmente en ensayos clinicos (Akinosoglou et al., 2022; COVID-19 Treatment
Guidelines Panel. Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) Treatment Guidelines.
N.I.H., 2023; Focosi et al., 2023).
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Por otra parte, durante la pandemia de COVID-19 se desarrollaron diversas
vacunas con el objetivo de prevenir y frenar la alta tasa de mortalidad del SARS-CoV-
2. Los tiempos de desarrollo de las vacunas contra SARS-CoV-2 se acortaron
parcialmente debido a los estudios previos de vacunas contra SARS-CoV y MERS-
CoV. Las vacunas analizadas y aprobadas en ensayos clinicos fueron clasificadas por
la OMS segun las siguientes categorias: vacunas inactivadas, vacunas de ARN,
vacunas de vector viral, vacunas de virus atenuado, vacunas de ADN, vacunas VLP y
vacunas de subunidades proteicas (Li M et al., 2022). De las 105 vacunas
desarrolladas para prevencion de la COVID-19, hasta la fecha fueron aprobadas por
la OMS:

BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) y mRNA-1273 (Moderna), vacunas de ARNm;
AZD1222 (AstraZeneca), Covishield (Serum Institute of India Pvt.Ltd), Ad26.COV2. S
(Janssen) y Ad5-nCoV (CanSino), vacunas con adenovirus como vector; BBIBP-Corv
(Sinopharm/BIBP), CoronaVac (Sinovac), COVAXIN (Bharat Biotech) y VLA2001
(Valneva), vacunas de virus inactivado; y Covovax (Serum Institute of India Pvt.Ltd) y

Covovax (NOVAVAX), vacunas de subunidades proteicas.

En la actualidad, a pesar de la existencia de estas vacunas, continla habiendo
un porcentaje, aunque bajo, de vacunados infectados que requieren hospitalizacion.
Por otra parte, debido a la alta tasa de error de la ARN polimerasa viral, el virus
potencialmente podria adquirir mutaciones que le permitan evadir la respuesta inmune

y afecten la efectividad de estas vacunas.

5. Antivirales: blancos celulares como potencial blanco de accién

En la actualidad, la mayoria de los antivirales aprobados tienen blancos virales,
resultando en una accién especifica y selectiva. Una desventaja del uso de este tipo
de antivirales es que, debido a la alta tasa de mutacion de los virus, y en particular de
los virus de ARN como los CoV, pueden dejar de ser efectivos ante la seleccion de
mutaciones que le confieren resistencia a los mismos. Por esta razén, también es
importante la busqueda de nuevos antivirales que tengan blancos celulares, es decir,

gue actuen sobre factores del hospedador implicados en la replicacion viral. Este tipo
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de antivirales, aunque tienen menor selectividad, poseen una menor probabilidad de
que se genere resistencia al mismo. Ademas, si el blanco celular participa en el ciclo

de multiplicacién de diversos virus, el antiviral tendria un amplio espectro de accion.

5.1. Actividad antiviral de plantas medicinales contra CoV

Las plantas medicinales han sido ampliamente utilizadas para tratar varias
enfermedades de tipo infecciosas 0 no infecciosas. Se estima que el 25% de los

medicamentos utilizados cominmente contienen componentes aislados de plantas.

En el pasado, la investigacion de plantas como fuente para la obtencion de
antivirales era limitada debido a la falta de técnicas de separacion apropiadas para la
obtencién de los componentes antivirales de las plantas. Actualmente, con el
desarrollo de nuevas técnicas de separacion se facilito el estudio de compuestos de

plantas como posibles antivirales (Mukhtar M et al., 2008).

En cuanto a la utilizacibn de compuestos de plantas para el tratamiento de
patologias ocasionadas por CoV, se han identificado nueve plantas con potencial
efecto inmunomodulador, inmunoestimulante y antiviral contra los CoV, y cuatro de
estos reportaron efectos en SARS-CoV-2 (Rojas J et al.,, 2021) Los resultados se

detallan en la siguiente tabla:

Especie Efecto antiviral de compuesto/preparado
Compuestos CoV Efecto
Bioactivos antiviral
Allium sativum 17 compuestos SARS-CoV-2 Inhibe las proteinas: ACE2,
L. Organosulfurados PDB6LU7 (proteasa SARS-CoV-2)
Allium cepa L. Quercetina virus del Inhibidor de la replicacion viral y de
pseudotipo HIV-luc / 3CLpro (proteasa SARS-CoV-2)
SARS-CoV
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Cinnamomum Cinnamaldehido SARS-CoV-2 Inhibidor de HSPAS (proteina de
zeylanicum Blume unién a inmunoglobulina)
Citrus sinensis L Hesperetin, naringenin, SARS-CoV-2 Inhibidor de ACE2
naringin
Curcuma longa L. Curcumina SARS-CoV Inhibidor la  replicacion viral
/inhibidor del 3Clpro

Punica granatum
L.

zumo de granada (93 %
polifenoles)

Coronavirus MHV-A59

Inhibidor de la replicacion viral

Sambucus nigra

Extracto etandlico de

Virus de la bronquitis

Replicacién viral temprana

L. sauco infecciosa
(coronavirus tipo
gamma)
Sambucus - HCoVNL63 Inhibidor de la replicacion viral
Formosana Nakai
Vitis vinifera L. Resveratrol MERS-CoV Inhibidor de la replicacion viral
Zingiber officinale 6-Gigerol - Inhibidor del ACE2, unién débil a
Rosc. proteasa MPRO
SARS-CoV-2
-Unién débil a proteasa MPRO
6-Shogaol

Tabla 1. Actividad antiviral sobre CoV y efecto inmunomodulador por compuestos bioactivos de

los alimentos. Tomado de Rojas J et al. (2021).

5.2. Flavonoides: Cianidina

Los flavonoides son una familia de polifenoles que se encuentran en frutas,

vegetales, bebidas y granos. En las plantas tienen un rol fundamental regulando el

crecimiento de la planta y la interaccién con los microbios comensales. En el humano

tienen una funcion antioxidante ya que eliminan las especies reactivas de oxigeno

(ROS) y las especies reactivas de nitrogeno (RNS), y en algunas instancias son

guelantes de iones de metales de transicién. Estudios epidemiol6gicos asocian su
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consumo con la reduccién del riesgo coronario e infarto miocardial y, prevencién de

neovascularizacion corneal (Rice-Evans, 2001).

Los flavonoides se clasifican segun el nivel de oxidacion de su anillo de carbono
central, definiendo a las familias antocianidina, flavonol, flavanona y oligomeros de
proantocianidina de flavanoles monoméricos (Rice-Evans C, 2001; Wang L et al.,
2022). Dentro de la familia de las antocianidinas, se encuentra la cianidina (Figura 3),
un metabolito secundario de plantas que es un colorante natural soluble en agua
responsable de las pigmentaciones rojas, azules y moradas de los productos de las
plantas. Posee multiples beneficios farmacoldgicos, entre ellos, es un potente
antioxidante y quelante de metales, y tiene propiedades antiinflamatorias, antivirales
y anticarcinogénicas (Thummayot S et al., 2018). Estudios previos demostraron que
la actividad antiinflamatoria de cianidina-3-glucésido de frutas y vegetales ocurre
parcialmente mediante la supresion de la produccion del 6xido nitrico (NO) y de los
niveles de TNF-a en varios tipos celulares, entre ellos, en células J774 y células
endoteliales microvasculares humanas, fundamentalmente como consecuencia de la
inhibicién de la activacion de la via de sefializacion NF-xkB (Mittal M et al., 2014;
Pergola C et al., 2006).

Por otra parte, resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio revelan que
cianidina presenta actividad virucida, antiviral e inmunomoduladora frente al RSV
(virus sincicial respiratorio), in vitro e in vivo (Benedetti M, 2020; Benedetti M et al.,
2019, 2021; Benedetti M et al., 2021).

Entonces, teniendo en cuenta que cianidina presenta actividad moduladora de
la respuesta inmune frente a diversos estimulos y, ademas, actividad antiviral frente a
RSV in vitro e in vivo, resulta de sumo interés el estudio de cianidina como potencial
antiviral e inmunomodulador frente a los CoV. En ese sentido, los resultados previos
en el laboratorio han demostrado que 25 pg/ml de cianidina inhibe en un 95% la
replicacion de SARS-CoV-2 en la linea de células epiteliales pulmonares humanas

calu-3, en ausencia de citotoxicidad.
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Figura 3. Estructura molecular de la cianidina. 3,5,7,3',4'-Pentahidroxyflavilium, 2-(3,4-
Dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-1-Benzopirilium (IUPAC). Tomado de Rice-Evans C (2001).
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Hipotesis

Cianidina inhibe la multiplicacion de los CoV y modula la produccion de

citoquinas en condiciones de infeccion in vitro.

Objetivo General

Evaluar la actividad antiviraL e inmunomoduladora de cianidina frente a los CoV

in vitro.

Objetivos especificos:

1.- Evaluar el efecto de cianidina sobre la expresion de la glicoproteina S en células
calu-3 infectadas con SARS-CoV-2.

2.-Determinar la actividad antiviral de la cianidina en la multiplicacién del coronavirus

canino (CCoV) en las células epiteliales de rifidn felino (CRFK).

3.-Investigar la actividad inmunomoduladora de citoquinas frente a la infeccion con el

CCoV en macrofagos murinos (J774A.1).
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Materiales y métodos

1. Lineas celulares

Las lineas celulares CRFK (proveniente de células epiteliales de rifion felino), y
calu-3 (proveniente de adenocarcinoma de pulmén humano) fueron provistas por el
Dr. Carlos Palacios y la Dra. Fernanda Elias (Fundacion Pablo Cassara-Buenos Aires,
Argentina), respectivamente. Estas fueron crecidas en medio D-MEM (gibco)
enriquecido con 10% de suero fetal bovino (SFB) (gibco). La linea celular J774A.1
(proveniente de macréfagos murinos) fue crecida en medio RPMI (gibco) con 10%
SFB.

2. Virus

El SARS-CoV-2 (cepa Wuham) fue provisto por el Dr. Jorge Quarlieri (INBIRS). El
CCoV fue provisto por el Dr. Carlos Palacios (Fundacion Pablo Cassara-Buenos Aires,

Argentina).

La infeccién con SARS-CoV-2 se realiz6 en un BSL-3 por el Dr. Carlos Bueno en el
Instituto Malbran, y luego se trabajé con las células infectadas ya fijadas en el
Laboratorio de Virologia, Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. En el caso del CCoV se realizd
todo el trabajo en el Laboratorio de Virologia, Departamento de Quimica Bioldgica,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, debido a que
para este virus es necesario un nivel de bioseguridad menor que en el caso de SARS-
CoV-2 (BSL-2).

3. Reactivos

Cianidina fue adquirida en Santa Cruz Biotechnology, Inc. (CAS 528-58-5) con
una pureza = 98 %. El inhibidor especifico de la via de sefalizacion intracelular NF-

kB BAY11-7085 se adquirié en InvivoGen.

4. Ensayo de citotoxicidad

Para determinar la citotoxicidad del flavonoide cianidina, se realizd el ensayo

colorimétrico de la sal de tetrazolio 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
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tetrazolium bromide, MTT (Sigma). Cuando la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa reacciona con el MTT se produce el formazan, un producto de color
azul. Esta reaccion ocurre unicamente en células vivas, por lo que la cantidad del
producto coloreado es directamente proporcional a la cantidad de células vivas en la

muestra (Denizot & Lang, 1986).

Para llevar a cabo este ensayo se trataron células confluentes en una
microplaca de 96 pocillos con distintas concentraciones de cianidina. Luego de 24 h
de incubacion a 37 °C en estufa con 4 % COz, se agregaron 10 yl de MTT (5 mg/ml)
a cada pocillo y se incubd durante 2 h a 37 °C. Finalmente, se descartaron los
sobrenadantes, se solubilizé el formazan con 200 ul de etanol por pocillo, y se midio
la absorbancia con un lector de microplacas (BioTek ELx808) a 570 nm (longitud de
onda de prueba) y a 630 nm (longitud de onda de referencia). Los resultados fueron
expresados como porcentajes de viabilidad de las células tratadas con respecto a las

células sin tratar.

A partir de estos resultados se buscoé determinar la concentracién citotéxica 50
(CCso), concentracion de cianidina que produce una reduccion del 50% de la viabilidad
celular, como la relacion entre el promedio de los triplicados de la absorbancia de los
cultivos tratados sobre el promedio de los triplicados de la absorbancia de los controles

celulares sin tratar x 100%.

5. Ensayo de inmunofluorescencia

Las células crecidas en cubreobjetos fueron fijadas con metanol a -20 °C
durante 10 min. Luego, se lavaron con PBS tres veces durante 10 minutos en
agitacion, y se incubaron con una diluciéon 1/300 del anticuerpo primario anti-S de
SARS-CoV-2 (Sigma-Aldrich) policlonal hecho en conejo, durante 30 min en camara
hameda a 37 °C. Finalizado este tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS en agitacion
por 10 min. Luego se incubaron con una dilucién 1/100 del anticuerpo secundario anti-
conejo (FluoroLinkTM CyTM3-GE Healthcare) por 30 min a 37 °C. Se realizaron otros
3 lavados con PBS y luego se trataron las células con 250 yl de DAPI para marcar los
ndcleos. A continuacion, se hicieron 3 lavados de PBS seguidos de 2 lavados con
agua destilada. Finalmente, los cubreobjetos fueron montados con glicerina
tamponada y DABCO y observados en un microscopio de epifluorescencia. Se
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analizaron las fotos con el programa ImageJ, a partir de cinco campos distintos por
muestra. En cada campo se contaron la cantidad de células totales tefiidas con DAPI
y las células que expresaron S. A partir de estos datos se calculd el porcentaje de

células que expresaron S en cada condicion.

6. Inhibicién del rendimiento viral

Por un lado, se realiz6 un ensayo de inhibicion del rendimiento viral pre-
tratamiento. Para esto, se trataron ceélulas CRFK crecidas confluentes en una
microplaca de 24 pocillos con cianidina (25 pg/ml) durante 60 min, se quité el medio y
se infectdé con 0,1 ml de CCoV a una multiplicidad de infeccién (m.i.) de 0,1. Luego,
de 1 h de incubacion, se quité el indculo y se incub6 con medio fresco durante 24 h a
37 °C en la estufa de CO.. Por ultimo, se cosecho el virus y se cuantifico la infectividad

viral por el método de unidades formadoras de placas.

Por otra parte, se realizaron ensayos de inhibicion post-tratamiento. Se
crecieron células CRFK en microplacas de 24 pocillos, se infectaron con CCoV (m.i.=
0,1), y se trataron con cianidina (25 ug/ml). Luego de 24 h de incubacion, se cosecho
el virus y se cuantifico la infectividad viral por el método de unidades formadoras de
placas. Luego, este experimento se repiti6 con diversas de concentraciones de
cianidina (1.5, 3, 6, 12 y 25 ug/ml) para poder realizar una curva dosis-respuesta y
determinar la concentracion citotdéxica 50 (CEso), concentracion de cianidina que

reduce un 50% el rendimiento viral.

Como controles para los ensayos de inhibicion del rendimiento viral, por un
lado, se trataron las células infectadas con un inhibidor especifico de la via de
sefalizacion intracelular NF-xB (BAY11-7085, Fabricante y pais), y por otro, como

control viral, se infectaron las células CRFK con CCoV sin agregado de tratamiento.

7. Ensayo virucida

Se incubaron 50 pl de una suspension de CCoV conteniendo 10° unidades
formadoras de placas de lisis (UFP) con 50 ul de distintas concentraciones de
cianidina durante 2 h en la estufa de COza 37 °C. Luego del tiempo de incubacion, se

hicieron diluciones seriadas al 1/10 para poder cuantificar por el método de unidades
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formadoras de placas. Como control, se incubaron 50 pyl de medio sin droga con 50 pl
de CCoV (control viral).

8. Titulacion viral por técnica de unidades formadoras de placas

Se infectaron monocapas de células CRFK con 0,1 ml de diluciones seriadas al
décimo de las muestras a titular. Luego de 1 h de adsorcion a 37 °C en una atmosfera
con 4% de COz, se retiraron los inéculos y se cubrieron las células con 0,5 ml de medio
de plaqueo (MEM en doble concentracion, 2X, suplementado con 2 % de SFB
inactivado, mezclado con volumenes iguales de metilcelulosa 1,4 % (Sigma-Aldrich).
Luego de incubar las placas a 37 °C durante 72 h, se fijaron las células agregando 0,5
ml de formol 10% a cada pocillo y se las tifieron con cristal violeta. Finalmente, se

contaron las placas formadas y se calcularon los titulos virales para cada condicion

( Promedio niumero de placas de lisis )
Volumen inéculo x dilucion

9. Cuantificacion de citoquinas

Las células J774A.1 fueron crecidas hasta confluentes en una microplaca de
24 pocillos e infectadas con 0,1 ml de CCoV (m.i.= 0,1). Se incub6 durante 1 h a 37
°C en la estufa de COz2, y luego del tiempo de adsorcion se descarto el indculo viral y
las células se incubaron con cianidina (25 pg/ml) durante 24 h a 37 °C. Como
controles, se trataron las células J774A.1 infectadas con BAY11-7085 (10 pg/ml)
(control de la actividad inmunomoduladora), o con medio fresco (control viral); y se les

agreg6 medio fresco a células J774A.1 sin infectar (control celular).

Para la cuantificacién de las citoquinas en el sobrenadante, se utilizaron kits
comerciales de ELISA (BD OptEIATM, Becton—Dickinson) siguiendo las instrucciones
de uso del mismo. Luego, se realiz6 lectura de las microplacas en el espectrofotometro
(BioTek ELx808). Se midieron las absorbancias a 450 nm (longitud de onda de prueba)

y a 570 nm (longitud de onda de referencia).

10. Andlisis estadistico

Las CCso y CEso fueron calculadas a partir de curvas dosis-respuesta usando

el software GraphPad Prism. La significancia estadistica fue calculada mediante el
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andlisis de varianza (ANOVA) seguido del test de comparacion multiple de Tukey.
p<0,05 fue considerado significativo.

Resultados

1. Citotoxicidad de cianidina en células CRFK vy calu-3

Con el objeto de estudiar el efecto antiviral de la cianidina frente a los CoV,
primero se determind la citotoxicidad del compuesto en las lineas celulares CRFK y
calu-3, con el ensayo colorimétrico MTT. Los resultados obtenidos demuestran que
aun en la maxima concentracion evaluada de cianidina (100 pg/ml), no se alcanzé una
reduccion de la viabilidad celular igual o0 mayor a un 50% en ninguna de las lineas
celulares. Por lo tanto, la CCso de la cianidina en células CRFK y calu-3 fue mayor a
100 pg/ml.

Teniendo en cuenta dichos resultados y resultados previos obtenidos en el
laboratorio que muestran que la CCso de cianidina en células J774A.1 también fue
mayor a 100 ug/ml, en los ensayos realizados posteriormente se utilizaron
concentraciones iguales o menores a 100 pg/ml de cianidina en células CRFK, calu-3
y J774A.1.

2. Efecto de cianidina sobre la expresién de la glicoproteina S en células calu-3
infectadas con SARS-CoV-2

Resultados previos obtenidos en el laboratorio habian demostrado que
cianidina reduce significativamente la replicacion de SARS-CoV-2 en las células calu-
3. Entonces, con el objeto de profundizar el estudio de la actividad antiviral frente a
SARS-CoV-2, se evaludé si cianidina era capaz de afectar la expresion de la
glicoproteina viral S mediante la técnica de IFI. Para ello, células calu-3 crecidas sobre
cubreobjetos en microplacas de 24 pocillos fueron infectadas con SARS-CoV-2
(m.i.=0,1) y tratadas o no con cianidina (50 ug/ml) durante 18 y 24 h post-infeccion
(p.i.). Luego, se analizd el porcentaje de células que expresan la proteina viral,

relativizando con el numero de células totales tefiidas con DAPI (Figura 1).
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En la Figura 1 se observa que un 17,9% y 19,6% de las células calu-3 sin tratar
expresaron la proteina viral S a las 18 y 24 h, respectivamente. Si bien en las células
tratadas con cianidina se evidencié una reduccion en el niumero de células que
expresaron la proteina viral S tanto a las 18 h como a las 24 h p.i., dicha reduccion

resulté ser estadisticamente significativa a las 24 h p.i.

A)
DAPI Superposicion
. - -
Cianidina
B)
DAPI Superposicion
CV - -
o - -
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Figura 1. Efecto de cianidina sobre la expresién de la proteina viral S en células calu-3. Células
calu-3 fueron infectadas con SARS-CoV-2 y tratadas con 50 pg/ml de cianidina. Luego de 18 h (A) y 24
h (B) p.i., se determind la expresién de la proteina S por IFI. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI.
Aumento 600X. El porcentaje de células SARS-CoV-2-positivas, se muestra como media + DE (desvio
estandar) (C). CV = Control de Virus. * indica diferencias significativas respecto al control de virus

(p<0,05). Los resultados corresponden al promedio de 5 repeticiones = DE.

3. Actividad antiviral de cianidina frente al CCoV en células CRFK

Luego, con el objeto de investigar si cianidina presenta actividad antiviral de
amplio espectro frente a los CoV, se evalud la actividad antiviral de cianidina frente al
CCoV en células CRFK. Para ello, se realizaron ensayos de inhibicion del rendimiento
viral tratando a las células CRFK con cianidina antes o después de la infeccién con
CCoV. Como controles, por un lado, se trataron a las células infectadas con un
inhibidor especifico de la via de sefializacion intracelular NF-kB (BAY11-7085), y por
otro, como control viral, se infectaron células CRFK con CCoV sin agregado de

tratamiento.

Entonces, en primer lugar, para evaluar el efecto del tratamiento con cianidina
antes de la infeccion, células CRFK crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron
tratadas con cianidina (25 pg/ml) o BAY 11-7085 (10 pg/ml) durante 60 min previo a
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la infeccién con CCoV (m.i.=0,1), y a las 24 h post-infeccién se cosechd el virus y se
titul6 el rendimiento viral. En la Figura 2 se observa que el pre-tratamiento con
cianidina y BAY 11-7085, no produjo reduccién del titulo viral con respecto al control

viral en ninguno de los dos tratamientos.

Por otro lado, para evaluar el efecto del tratamiento con cianidina después de
la infeccion, las células CRFK crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron infectadas
con CCoV (m.i.= 0,1), luego tratadas con cianidina (25 ug/ml) o BAY 11-7085 (10
Mg/ml), y se las incubd durante 24 h. El tratamiento con cianidina inhibi6 la replicacion
del CCoV cuando fue agregado post-infecciéon a las células CRFK, mientras que el

tratamiento con BAY 11-7085 no afecté la multiplicacién del CCoV (Figura 3).

Por lo tanto, cianidina presentd actividad antiviral frente al CCoV en células

CRFK exclusivamente cuando fue agregada post-infeccion.

Entonces, una vez verificada la actividad antiviral de cianidina post-infeccion,
se procedio a establecer la CEso de cianidina frente al CCoV en las células CRFK
mediante una curva dosis-respuesta en estas condiciones de tratamiento. Para ello,
células CRFK crecidas en microplacas de 24 pocillos fueron infectadas con CCoV
(m.i.= 0,1) y tratadas con distintas concentraciones de cianidina durante 24 h. Se
cosecho el virus y se tituld el rendimiento mediante el método de formacion de placas
en células CRFK. Se observo una inhibicion de la multiplicacion viral dependiente de

la concentracion (Figura 4). La CEso obtenida fue de 7,6 pug/ml.

Con los valores obtenidos de CEsoy CCso se puede calcular el valor del indice
de selectividad (IS). Teniendo en cuenta que para calcular el IS se consideré como
CCso la maxima concentracion evaluada de cianidina (100 ug/ml), en la que no se
evidencio toxicidad, el IS probablemente sea mas elevado. Entonces, el indice de

selectividad obtenido fue mayor a 13,2 al calcularse con la siguiente ecuacion:

CC50 _ 100 ug/ml
CES0 7,6 ug/mi

IS = = 13,2
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Luego, con el objeto de evaluar si ademas de su efecto antiviral, cianidina era
capaz de inactivar las particulas virales (efecto virucida), se incubaron volumenes
iguales de una suspension de CCoV conteniendo 10° UFP totales con distintas
diluciones de cianidina a 37 °C. Posteriormente se determiné la infectividad viral
remanente por el método de formacion de placas en células CRFK. En este caso, no
se observé reduccion del titulo viral respecto al control viral (3,3x10° UFP/ml) con
ninguno de los tratamientos evaluados, cianidina 50 pg/ml (3,8x10° UFP/ml) y 25
ug/ml (4,7x10° UFP /ml).
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Figura 2. Efecto de cianidina frente a la multiplicacién del CCoV en células CRFK tratadas antes
delainfeccion con CCoV. Células CRFK fueron tratadas o no (CV) con cianidina (25 pg/ml) o BAY11-
7085 y, 60 min después, infectadas con CCoV (m.i.=0,1) en ausencia de compuesto. Luego de la
absorcién se coloc6 medio sin compuesto y se incubd durante 24 h a 37 °C. El rendimiento viral se
determind mediante el ensayo de formacién de placas. CV= Control viral. Los resultados corresponden
al promedio de 2 repeticiones + DE.
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Figura 3. Efecto de cianidina frente a la multiplicacion del CCoV en células CRFK tratadas
después de lainfeccién con CCoV. Células CRFK fueron infectadas con CCoV (m.i.=0,1) y tratadas
0 no (CV) con cianidina (25 pug/ml) o BAY11-7085, luego de 24 h de incubacién a 37 °C en presencia
de compuesto, se determind el rendimiento viral mediante el ensayo de formacién de placas. Los
resultados corresponden al promedio de 2 repeticiones * DE.
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Figura 4. Curva dosis-respuesta para la determinacion de la actividad antiviral de la cianidina
frente al CCoV en células CRFK. Células CRFK fueron infectadas con CCoV (m.i.=0,1) y tratadas con
distintas concentraciones de cianidina, luego de 24 h de incubacion a 37 °C, se determind el rendimiento
viral mediante el ensayo de formacion de placas. Se graficaron los porcentajes de inhibicion del
rendimiento viral en funcion de la concentracidn. Los resultados corresponden al promedio de 2
repeticiones * DE.
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4. Evaluacion de la actividad inmunomoduladora de cianidina en macrofagos

Para evaluar si cianidina es capaz de modular la produccién de citoquinas en
células infectadas, se midi6 su efecto en macrofagos murinos infectados con CCoV.
Para ello, las células J774A.1 fueron infectadas con CCoV (m.i.=0,1), y luego de la
infeccion, se trataron o no con cianidina (25 pg/ml). Como control de la actividad
inmunomoduladora, se trataron a las células infectadas con BAY 11-7085 (10 pg/ml).
Al cabo de 24 h, se cosecharon los sobrenadantes y se cuantificaron las citoquinas
IL-6 y TNF-a mediante ELISAs especificos.

Cuando las células J774A.1 fueron infectadas con CCoV, la produccion de IL-
6 y TNF-a fue significativamente mayor en relacion con las células sin infectar (Figura
5). Por otro lado, si bien cianidina y BAY 11-7085 no afectaron la produccion de IL-6
en células infectadas con CCoV, el incremento de TNF-a se redujo en las células
infectadas cuando fueron tratadas con cianidina y BAY 11-7085 post-infeccion. Por lo
tanto, estos resultados demuestran que tanto cianidina como BAY 11-7085
disminuyeron la produccién de TNF-a en las células J774A.1 infectadas con CCoV,

mientras que no afectaron la produccion de IL-6 (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de cianidina en la produccion de TNF-a (A) e IL-6 (B) en células J774A.1
infectadas con CCoV. Células J774A.1 fueron infectadas con CCoV (m.i. = 0,1) y tratadas con
cianidina (25 pg/ml) o BAY 11-7085 (BAY; 10 pg/ml) durante 24 h. La concentracion de TNF-a e IL-6
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en los sobrenadantes fue determinada por ELISA. CC = Control de células; CV=Control de virus; #
indica diferencias significativas respecto al control de células; * indica diferencias significativas respecto
al control de virus (p <0,05). Los resultados corresponden al promedio de 2 repeticiones + DE.
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Discusion

En la actualidad, a pesar del éxito de las vacunas contra COVID-19, continta
habiendo un porcentaje de vacunados que requieren hospitalizacion,
fundamentalmente aquellos que presentan riesgo de COVID-19 severo. Por otra parte,
debido a la alta tasa de error de la ARN polimerasa viral, el virus podria adquirir
mutaciones que evadan la respuesta inmune y afecten la efectividad de estas
vacunas. Por estas razones, resulta importante la busqueda de antivirales como
estrategia complementaria para tratar esta patologia. Por otra parte, los CoV seguiran
circulando entre hospedadores animales como hasta ahora, por lo que es de esperar
la probable emergencia de nuevas poblaciones virales potencialmente pandémicas en
un futuro no muy lejano. En este sentido, debemos producir prospectivamente terapias
antivirales de amplio espectro frente a los HCoV. De esta forma, podremos disponer
no soélo de nuevos antivirales para mitigar el COVID-19, sino también estar preparados

frente a una potencial nueva pandemia.

Hoy en dia, existen algunos antivirales aprobados como tratamiento para
COVID-19. Estos antivirales son de accion directa, dado que su mecanismo de accion
consiste en afectar blancos virales considerados esenciales para la multiplicacion del
virus. Una desventaja del uso de este tipo de antiviral es que, debido a la alta tasa de
mutacion de los virus, y en particular de los virus de ARN como los CoV, pueden dejar
de ser efectivos ante la aparicion de resistencia. En ese sentido, mutaciones en la
proteasa causante de la resistencia a Paxlovid son cada vez mas frecuentes. Por estas
razones, una estrategia alternativa es la basqueda de antivirales que actien sobre
factores del hospedador implicados en la replicacion viral. Si este blanco celular
también participa en el ciclo de multiplicacion de otros virus, podria obtenerse un
antiviral de amplio espectro de accion (pan-antiviral). En el caso de los HCoV, el
desarrollo de un pan-CoV podria convertirse en la estrategia de tratamiento definitiva

contra las infecciones causadas por los CoV circulantes y emergentes.

Por otra parte, durante las infecciones con HCoV ocurre una deteccion del virus
por factores del hospedador y se desencadena una respuesta inmune. Una

exacerbada respuesta inflamatoria de citoquinas y quemoquinas se correlacionan con
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la alta morbilidad y mortalidad observada durante las infecciones causadas por HCoV
patégenos. Por lo tanto, ademas de controlar la carga viral, la investigacion de nuevas
estrategias dirigidas a atenuar la respuesta inflamatoria probablemente mejore los

resultados clinicos obtenidos de drogas antivirales.

Las plantas medicinales, han sido ampliamente utilizadas a través de los afios
para tratar varias enfermedades de tipo infecciosas o0 no infecciosas. Se han
observado varios compuestos naturales que poseen efectos secundarios leves o
nulos, alta especificidad biologica, alta diversidad quimica, y que actian sobre
multiples sitios del huésped por diferentes vias con un minimo costo (Choudhary & Pan,
2020). Cianidina, es un colorante natural de las plantas responsable de las
pigmentaciones rojas, azules y moradas de sus productos. Se ha reportado que posee
multiples beneficios farmacoldgicos, entre ellos, es un potente antioxidante y quelante
de metales, y tiene propiedades antiinflamatorias, antivirales y anticarcinogénicas
(Thummayot S et al., 2018). En su mecanismo de accién, cianidina inhibe la activacion
de la via de sefalizacion NF-xB (Pergola C et al., 2006). Por otra parte, resultados
previos obtenidos en nuestro laboratorio revelan que cianidina presenta actividad
virucida, antiviral e inmunomoduladora frente al RSV, in vitro e in vivo (Benedetti M et
al.,2019; Benedetti M,2020, Benedetti M et al.,2021).

Entonces, teniendo en cuenta estos antecedentes, resulta de sumo interés el

estudio de cianidina como potencial antiviral e inmunomodulador frente a los CoV.

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que cianidina fue efectiva
para reducir la multiplicacion de SARS-CoV-2 y del CCoV, por lo que sugiere que
exhibe una actividad antiviral de amplio espectro frente a los CoV. El indice de
selectividad (IS) indica cuan prometedor es el compuesto como antiviral, y se obtuvo
gue su valor es mayor a 13,2 para la linea celular CFRK infectada con CCoV. Como
se estima que un valor de IS bueno es mayor a 10, esto indicaria que cianidina seria

prometedor como antiviral frente a los coronavirus.

Por otra parte, si bien previamente se detectd que cianidina era capaz de
inactivar directamente las particulas virales de RSV a 37 °C (Benedetti M, 2020;
Benedetti M et al., 2019, 2021; Benedetti M et al., 2021), no se observo dicho efecto

frente al CCoV en las mismas condiciones. Probablemente las diferencias en la
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estructura de las particulas virales del RSV y los CoV sean responsables de esas
diferencias. En general, los blancos de accion de los agentes virucidas en virus
envueltos son las envolturas y los ligandos proteicos o glicoproteicos de los receptores
celulares (Maillard et al., 2012). Tanto RSV como los CoV poseen envoltura, sin
embargo, se diferencian en cuanto a su estructura y a las proteinas/glicoproteinas que
se hallan en su superficie. EI RSV posee una envoltura esférica irregular con un
tamafo de 150-300 nm (Mohapatra & Lockey, 2008). En cambio, las particulas de CoV
tienen una estructura oval y un tamafo menor que el RSV, de 80-120 nm (Kirtipal et
al., 2020; Kumar & Saxena, 2021).

Por lo tanto, el efecto inhibitorio de la cianidina frente al CCoV podria deberse

principalmente a un efecto sobre la replicacién viral dentro de las células.

La disminucién del porcentaje de células que expresan la glicoproteina viral S
de SARS-CoV-2 en presencia de cianidina podria deberse a un efecto directo de
cianidina sobre la sintesis de dicha glicoproteina. Sin embargo, esta descripto que en
el ciclo de replicacion de SARS-CoV-2 la brotacidon de particulas virales se inicia a las
12 h p.i., y alcanza un pico a las 36 h p.i.(Kim et al., 2021). Dado que estos ensayos
para evaluar el efecto de cianidina sobre la sintesis de macromoléculas virales fueron
realizados con una m.i. de 0,1, no todas las células resultan infectadas en un primer
ciclo de infeccién. Entonces, considerando que recién a las 24 h p.i. se obtuvieron
diferencias significativas, podria haber ocurrido mas de un ciclo de infeccién. En
consecuencia, no podemos descartar que la reduccion de la expresion de la
glicoproteina S se deba a una inhibicidén de la propagacion viral por cianidina, y no por

un efecto directo sobre la sintesis de la glicoproteina S.

Por otra parte, en este trabajo hemos demostrado que cianidina reduce los
niveles de la citoquina proinflamatoria TNF-o en macrofagos frente a la infeccion con
CCoV y no asi la de la IL-6, esto puede deberse a que tiene una via de sefializacion
alternativa. Por lo tanto, estos resultados estan en concordancia con trabajos previos
donde se caracteriza a cianidina como una molécula con capacidad antiinflamatoria
(Mittal M et al., 2014; Pergola C et al., 2006). Ademas, en experimentos previos en el
laboratorio se observé que cianidina inhibe la produccion de citoquinas frente a
estimulacion con ligandos de TLR, en ausencia de infeccion (Benedetti M., 2020).

Debido a que se observé que CCoV no multiplica en la linea celular J774A.1, se puede
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inferir que cianidina redujo la produccion de esta citoquina independientemente su
actividad antiviral, por lo que actuaria como antiviral e inmunomodulador de manera

independiente.

Por lo tanto, cianidina presentaria un efecto directo sobre la sintesis de
citoquinas, probablemente como consecuencia de afectar uno o mas blancos
celulares que estén involucrados en la produccidon de citoquinas. Cuando los
coronavirus infectan una célula hospedadora el ARN doble cadena, producto de la
replicacion y transcripcion del genoma, es reconocido por PRRs celulares, y esto
desencadena vias de sefalizacion, como la MYD88, e induce la estimulacion de NF-
kB. Cuando el NF-kB estd activo, induce la transcripcion de citoquinas pro-
inflamatorias. En este sentido, dado que tanto cianidina como BAY 11-7085
disminuyen la producciéon de la citoquina pro-inflamatoria TNF-a en las células
J774A.1 infectadas con CCoV, y se ha reportado que cianidina inhibe la activaciéon de
NF-xB frente a distintos estimulos, dicha disminucién podria deberse a una reduccién

de la activacion de NF-«B.

En conclusién, en este trabajo se ha demostrado que cianidina posee una
actividad antiviral de amplio espectro frente a los CoV, dado que inhibe la
multiplicacion del CCoV y de SARS-CoV-2. Por otra parte, también posee una
actividad inmunomoduladora en células J774A.1 infectadas con CCoV independiente
de su actividad antiviral, disminuyendo la produccion de la citoquina proinflamatoria
TNF-a. Sin embargo, como efecto adverso podria incrementar el riesgo de infeccién
con otros patdégenos, en particular, en pacientes inmunosuprimidos (Bascones-
Martinez et al., 2014). A pesar de esto, como esta infeccion viral es un proceso agudo
de rapida resolucion, el tiempo de tratamiento es corto, por lo tanto el riesgo asociado
al tratamiento seria menor que en el caso de una enfermedad crénica y habria mas

beneficios que efectos adversos.

Por lo tanto, cianidina presenta actividad antiviral e inmunomoduladora en
células infectadas con los CoV in vitro. Los resultados obtenidos en este trabajo
incentivan a avanzar y ahondar en la comprension de los mecanismos de accién

antiviral de la cianidina, tanto in vitro como in vivo.
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