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RESUMEN

Actividad antiviral de alcaloides naturales y sintéticos frente a los virus dengue y Zika

Los virus dengue (DENV) y Zika (ZIKV), pertenecientes al género Flavivirus dentro de la
familia Flaviviridae, son importantes patogenos para el hombre para los cuales no se dispone
ain de un tratamiento antiviral especifico. Ambos se transmiten al hombre a través de la
picadura de mosquitos del género Aedes, pero en el caso de ZIKV también se ha comprobado
la transmision congénita, perinatal y sexual. La infeccion por cualquiera de los cuatro
serotipos de DENV puede resultar en una enfermedad febril benigna o en patologias severas
conocidas como dengue grave. Si bien la infeccion por ZIKV suele ser asintomatica o
presentarse como una enfermedad febril, la infeccién durante el embarazo aumenta el riesgo
de microcefalia, dafio cerebral y anomalias congénitas. Por otra parte, estudios retrospectivos
sugieren que la infeccion por ZIKV estaria asociada al desarrollo del sindrome neuroldgico

de Guillain- Barré.

El presente trabajo tuvo como objetivos la evaluacion y caracterizacion de la actividad
antiviral in vitro de B-carbolinas naturales y sintéticas frente a DENV y el estudio del efecto
inhibitorio de la anisomicina frente a DENV y otros flavivirus en cultivos celulares, asi como

la evaluacion de su eficacia en un modelo animal de infeccion por ZIKV.

Se evalu6 la actividad antiviral de un grupo de B-carbolinas naturales y sus derivados
sintéticos frente a DENV-2 en cultivos celulares. Se determind que el harmol, de origen
vegetal, y un derivado sintético de la harmina, la 9N-metilharmina, exhiben efecto inhibitorio
sobre la produccion de DENV-2, siendo menos activos frente al resto de los serotipos de
DENV. La caracterizaciéon del modo de accidon antiviral de la 9N-metilharmina frente a
DENV-2 demostrd que el compuesto no afecta ni las etapas iniciales de la infeccion ni la
sintesis de ARN viral. La 9N-metilharmina inhibiria la maduracion y liberacién de las
particulas virales al medio extracelular impidiendo la propagacién de la infeccion. Se
determin6d ademds que el efecto inhibitorio del compuesto no estaria relacionado con su
capacidad de modular la via de sefializacion celular p38 dependiente de proteinas quinasas

activadas por mitogenos (p38 MAPK).

Por su parte la anisomicina, un activador de la via p38 MAPK, exhibi6 actividad antiviral
frente a los cuatro serotipos de DENV vy frente a aislamientos clinicos de DENV-2. Su efecto
inhibitorio se demostrd tanto en cultivos de células Vero como en lineas celulares humanas.

Las cinéticas de entrada y de desnudamiento viral no fueron afectadas por el compuesto. Por



el contrario, el tratamiento con anisomicina provocé una fuerte inhibicion de la expresion de
proteinas virales y de la sintesis de ARN viral indicando que el compuesto inhibe la sintesis
de macromoléculas virales. La realizacién de ensayos enzimaticos permitio establecer que
este compuesto no afecta de manera directa la funcionalidad de la proteina viral NS5. Por otra
parte, el tratamiento con el compuesto alterd la cinética de activacion de la via p38 MAPK
inducida por la infeccion viral. Dado que la anisomicina exhibi6 también efecto inhibitorio
frente a otros flavivirus, se decididé evaluar su eficacia antiviral en un modelo animal de
infeccion por ZIKV. El tratamiento con anisomicina de ratones AG129 infectados con ZIKV
mostro un efecto reverso del compuesto, mientras la dosis mas alta de compuesto ensayada
produjo un efecto exacerbado de la infeccion viral, la dosis mas baja empleada provoco el
retraso de la muerte de los animales y una disminucion significativa de la carga viral respecto

a los animales tratados con placebo.

En conclusion, en este trabajo se logrd identificar dos tipos de alcaloides con actividad
antiviral frente a los flavivirus, siendo la anisomicina el compuesto que mostrd mayor eficacia
y selectividad in vitro. Los resultados obtenidos en el ensayo in vivo sugieren que se requiere
la realizacion de nuevos esquemas de tratamiento a fin de determinar el potencial terapéutico

de la anisomicina para hacer frente a la infeccion por ZIKV.



ABSTRACT

Antiviral activity of natural and synthetic alkaloids against dengue and Zika viruses

Dengue virus (DENV) and Zika virus (ZIKV) belong to the Flavivirus genus of Flaviviridae
family and are important human pathogens. No specific antiviral treatment is available for
these viral infections. DENV is transmitted to humans by mosquitoes of the genus Aedes and
although this is also the main form of transmission of ZIKV, congenital, perinatal and sexual
transmission have also been demonstrated. Infection with any of the four serotypes of DENV
(DENV-1 to DENV-4) causes a feverish acute benign disease or more severe forms of the
disease. ZIKV infection is often asymptomatic or causes only mild symptoms, but infection
during pregnancy increases the risk of microcephaly, brain damage, and congenital
abnormalities. Furthermore, retrospective studies indicate that ZIKV can trigger Guillain-

Barré syndrome.

The aims of the present thesis were the evaluation and characterization of the in vitro antiviral
activity of natural and synthetic B-carbolines against DENV and the study of the inhibitory
effect of anisomycin against DENV and other flaviviruses in cell cultures, as well as the

evaluation of its antiviral efficacy in an animal model for ZIKV infection.

The antiviral activity of a group of natural B-carbolines and their synthetic derivatives against
DENV-2 in Vero cell cultures was evaluated. Harmol, a natural B-carboline, and a synthetic
analog of harmine, 9N-methylharmine, exhibited inhibitory effect on the production of
DENV-2 but were less active against the other DENV serotypes. The analysis of 9N-
methylharmine mode of action showed that the compound does not affect neither early stages
of viral multiplication nor viral RNA synthesis. 9N-methylharmine would inhibit the
maturation and release of viral particles to the extracellular medium impairing the spread of
the infection. In addition, it was also determined that the antiviral activity of 9N-
methylharmine is not related to the ability of this compound to regulate the activation of p38

mitogen activated protein kinase (MAPK) cell signaling pathway.

On the other hand, anisomycin, an alkaloid that stimulates p38 MAPK pathway activation,
exhibited inhibitory effect against the four DENV serotypes and also against DENV-2 clinical
isolates in Vero cells. The compound also displayed antiviral action against DENV-2 in
human cell cultures. The kinetics of DENV-2 entry and uncoating were not affected by
anisomycin. In contrast, treatment with the compound resulted in a strong inhibition of viral

protein expression and viral RNA synthesis indicating that anisomycin inhibits viral



macromolecular synthesis. Enzymatic assays proved that this compound does not affect the
activities of NS5 viral protein. On the other hand, anisomycin altered the kinetics of p38
MAPK activation induced by viral infection. Since the compound also presented in vitro
antiviral activity against other flaviviruses, we decided to evaluate its antiviral efficacy in an
animal model for ZIKV infection. Anisomycin treatment of AG129 mice infected with ZIKV
showed a reverse effect: the highest dose of compound employed promoted viral replication
whereas the lowest dose assayed produced a delay in the time of mice death and a significant

reduction in viral load with respect to placebo treated mice.

In conclusion, in the present study we identified two types of alkaloids with antiviral activity
against flaviviruses, being anisomycin the most effective and selective compound in cell
culture assays. The results obtained in the in vivo experiment suggest that the evaluation of
other treatment protocols are needed to further determine the therapeutic potential of

anisomycin to deal with ZIKV infection.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADE: antibody-dependent enhancement
ADN: 4cido desoxirribonucleico

ARN: 4cido ribonucleico

Arf: factor de ribosilacion de ADP

BoHV-1: herpesvirus bovino 1

BSA: seroalbumina bovina

CCso: concentracion citotdxica 50

CEso: concentracion efectiva 50

CHIKYV: virus Chikungunya

DABCO: 1,4-diazabiciclo octano

DABCYL: 4cido 4-(dimetilaminoazo) benzeno-4-carboxilico
DEAE: dietilaminoetil

DENV: virus dengue

DICCso: dosis infectiva cultivo de células 50
DMSO: dimetil sulféxido

dNTP: desoxirribonucledtidos trifosfato

d: dia

d.p.i.: dias post-infeccion

DTT: ditiotreitol

EDTA: écido etilendiaminotetraacético

ERK 1/2: quinasas 1 y 2 reguladas por sefales extracelulares
FcyR: receptor para Fc de las gamaglobulinas
FITC: isotiocianato de fluoresceina

GMP: guanosin monofosfato

GTasa: guanilil-transferasa

GTP: guanosin trifosfato



Abreviaturas

h: hora

HCYV: virus de la hepatitis C

HPIV3: virus parainfluenza humano 3

HSV: virus herpes simplex

HIV: virus de la inmunodeficiencia humana
IAV: virus influenza A

IFN: interferon

INEVH: Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas
i.v.: intravenosa

IS: indice de selectividad

i.p.: intraperitoneal

JEV: virus de la encefalitis japonesa

JNK: quinasa c-Jun N-terminal

JUNYV: virus Junin

LACYV: virus La Crosse

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgenos
MAPV: virus Maporal

MEM: medio esencial minimo

m.i.: multiplicidad de infeccion

min: minuto

MLYV: virus de la leucemia murina

MM: medio de mantenimiento

MTasa: metil-transferasa

MTS: 3-[4,5,dimetiltiazol-2-i1]-5-[ 3-carboxi- metoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio
NBCS: suero de ternero recién nacido

NGC: Nueva Guinea C

NTPasa: nucledsido-trifosfatasa



Abreviaturas

PBS: buffer fosfato salino
p.i.: post-infeccion

PICV: virus Pichindé

PMS: metasulfato de fenazina
PNH: primates no humanos
POWYV: virus Powassan
PTV: virus Punta Toro

PV: poliovirus

PVDF: fluoruro de polivinilideno

qRT-PCR: ensayo cuantitativo de transcripcion reversa y reaccion en cadena de la

polimerasa

RdRp: ARN polimerasa ARN dependiente
RE: reticulo endoplasmatico

RNAsin: inhibidor de ribonucleasas

RSV: virus respiratorio sincicial

RTPasa: ARN trifosfatasa

RV: virus de la rata de Kilham

RVFV: virus de la fiebre del valle de Rift
SAH: S-adenosilcisteina

SAM: S-adenosilmetionina

SARS: sindrome respiratorio agudo y grave
s.c.: subcutanea

SFB: suero fetal bovino

SGB: sindrome neuroldgico de Guillain-Barré
TBS: buffer Tris salino

TGN: trans-Golgi

UBP: sistema ubiquitina-proteosoma



Abreviaturas

UFP: unidad formadora de placa

USU: Utah State University

UTR: region no codificante

WEE: virus de la encefalitis equina occidental
WNV: virus del Nilo occidental

YFV: virus de la fiebre amarilla

ZIKV: virus Zika
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Introduccién

EL VIRUS DENGUE

Clasificacion

El virus dengue (DENV) pertenece a la familia Flaviviridae, que esta conformada por cuatro
géneros: Flavivirus, Hepacivirus, Pestivirus y Pegivirus. Son virus pequefos, de
aproximadamente 50 nm de didmetro cuyo genoma estd compuesto por una molécula de ARN
simple cadena de polaridad positiva. El genoma completo contiene entre 9500 y 12500
nucleodtidos y codifica para una poliproteina precursora que es procesada dando origen a las

proteinas estructurales y a las proteinas no estructurales (Guzman y col., 2016).

DENYV es miembro del género Flavivirus el cual incluye 53 virus transmitidos por artropodos
muchos de los cuales, al igual que DENV, son importantes patégenos para el hombre, como
el virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus de la encefalitis japonesa (JEV), el virus del Nilo
occidental (WNV), el virus Zika (ZIKV), el virus de la encefalitis de San Luis y el virus de la

encefalitis transmitida por garrapatas entre otros.

La enfermedad del dengue

DENV es el agente etiologico del dengue y dado que mas de un centenar de paises son
endémicos para esta enfermedad, la mitad de la poblacion mundial se encuentra expuesta al
riesgo de contraerla. Se calcula que en el mundo ocurren cada afio aproximadamente 400
millones de casos de infeccion por DENV de los cuales 96 millones se manifiestan
clinicamente provocando anualmente 12.500 muertes (Bhatt y col., 2013; Feinberg y col.,
2017). Existen 4 serotipos de DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) y la infeccion
con cualquiera de estos serotipos virales puede presentar un amplio espectro de
manifestaciones clinicas siendo en muchos casos asintomatica. La mayoria de los pacientes
se recuperan después de un desarrollo limitado de la enfermedad mientras que una pequena
proporcion de individuos puede evolucionar hacia una enfermedad severa que puede resultar
fatal, con extravasacion de plasma y posibles hemorragias (Guzman y col., 2016). La
transmision de DENV depende del mosquito vector Aedes aegypti, y en menor grado de Aedes
albopictus. En el ciclo de trasmision de DENV entre el mosquito y el humano, el mosquito

hembra se infecta al alimentarse de una persona infectada durante el periodo de viremia, el



Introduccién

cual transcurre entre los 4 y 12 dias post-infeccion (p.i.). En el mosquito, el virus replica en
las células epiteliales del intestino medio y de alli puede diseminarse a otros 6rganos. La
infeccion de las glandulas salivales, que tiene lugar aproximadamente a los 10 dias p.i., hace
posible que el mosquito sea capaz de trasmitir el virus por el resto de su vida. La distribucion
geografica del vector se concentra principalmente en 4reas con climas tropicales y
subtropicales, tanto en zonas urbanas como semiurbanas. Como consecuencia de la falta de
control del vector se ha producido la expansion geografica del virus, siendo el dengue la
enfermedad viral transmitida por artropodos mas frecuente en el hombre (Figura 1) (Bhatt y

col., 2013).
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Figura 1: Mapa de la distribucion de los distintos serotipos de DENV en las diferentes décadas 1943-2013.
Modificado de Messina y col. (2014).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica los cuadros de dengue en dos
categorias: dengue y dengue grave. Los cuadros no graves se subdividen a su vez en dos
grupos de acuerdo a la presencia o no de signos de alarma (Figura 2). Es importante tener en

cuenta que los pacientes que no presentan signos de alarma pueden progresar a dengue grave.
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DENGUE = SIGNOS DE ALARMA DENGUE GRAVE

1. Extravasacion del plasma
2. Hemorragia grave
3. Compromiso grave de érganos

Con signos de

alarma

Figura 2: Clasificacion de los casos de dengue y criterios para el diagndstico clinico. Dengue: Guia para el
diagnostico, tratamiento, prevencion y control, OMS, 2009 (http://www.who.int/denguecontrol/resources/

dengue guidelines 2009/es/).

El riesgo de una enfermedad severa tras la infeccion con DENV esta determinado por
multiples factores dependientes tanto del virus como del hospedador. Los analisis
filogenéticos y epidemioldgicos indican la existencia de diferentes genotipos dentro de cada
serotipo viral y estas variaciones genéticas constituyen importantes determinantes del
potencial epidémico de DENV debido, por ejemplo, a la ventaja replicativa que presentan
algunas cepas frente a otras (Guzman y col., 2015). La variacion genética se asocia también a
distintas manifestaciones clinicas debido a diferencias en la interaccion del virus con el
sistema inmune del hospedador (OhAinle y col., 2011; Vuy col., 2010). La infeccion primaria
con DENYV proporciona inmunidad a largo plazo para infecciones homotipicas, es decir una
infeccion secundaria con el mismo serotipo. Sin embargo, una infeccidon secundaria
heterotipica es un factor de riesgo para desarrollar formas graves de dengue. Se ha propuesto
que esto ultimo se deberia a un mecanismo de infeccidon viral dependiente de anticuerpos
denominado ADE (del inglés antibody-dependent enhancement), en el cual los anticuerpos
preexistentes en concentraciones sub-neutralizantes reaccionan de forma cruzada con el virus
heter6logo facilitando la infeccion viral de células dendriticas, macréfagos y monocitos, tipos
celulares que expresan receptores para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G (FcyR)

(Figura 3) (Guzman y col., 2007; Acosta y col., 2016).

A su vez, los epitopes para células T estan muy conservados entre los distintos serotipos y,
por lo tanto, en una infeccion secundaria se activan células T especificas de la infeccion, pero
también se activan células T de memoria de la infeccion primaria. Estas ultimas son poco
eficientes para eliminar la infeccion secundaria, pero producen gran cantidad de citoquinas

proinflamatorias (Figura 3) pudiendo provocar manifestaciones clinicas tales como la
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extravasacion plasmatica en el endotelio vascular (Rothman, 2011). Por otra parte, factores
del hospedador como la edad y la etnia también tendrian influencia en el desarrollo de la

enfermedad (OhAinle y col., 2011).

FcRymedia la infeccion del complejo anticuerpo-DENV

DENV
2 FeRy ’ﬂ
_ ¢
I Anticuerpo 4

heterotipico ‘

Mas células blanco infectadas

o <

Aumento de la Aumento de citoquinas

Aumento de la

res.puesta de celul:as produccion viral pr.omﬂamatonas y
T (inmunopatologia) mediadores vasoactivos

T
Dengue Grave

Figura 3: Mecanismo de infeccion por DENV dependiente de anticuerpo (ADE). Individuos que poseen una
inmunidad parcial preexistente frente a DENV presentarian mayor probabilidad de desarrollar dengue grave,
lo cual podria deberse al mecanismo de infeccion por ADE en conjunto con una respuesta de células T y

citoquinas proinflamatorias. FcRy: receptor para Fc de las gamaglobulinas. Adaptado de Feinberg y col., 2017

El dengue en Argentina

En Argentina, los primeros casos de dengue autdctono se registraron en los afios 1902 y 1911
mientras que en el afio 1916 se produjo el primer brote epidémico de 15000 casos que afectd
a las provincias de Corrientes y Entre Rios. En la década del 60, las politicas del control del
vector permitieron la erradicacion del mosquito transmisor en el pais, pero en los afios 80 se

registro nuevamente la presencia del vector (Avilés y col., 1999). A fines de la década del 90,
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se produjeron nuevos brotes epidémicos en la region chaco-saltefia provocados por DENV-2
mientras que en el aiio 2000 se produjo un brote en la regién noreste del pais causado por
DENV-1. Dos afios después en la provincia de Salta se registro la co-circulacion de DENV-
1,-2 y-3 yen el afio 2009 hubo una gran epidemia provocada por la circulacion de DENV-1
que abarco varias provincias y por primera vez se notificaron casos fatales (Tittarelli y col.,
2014). En el afio 2010 el Ministerio de Salud confirm¢ la circulacion de los virus DENV-1, -
2,y -4, indicando la introduccion de DENV-4 al pais. A principios del afio 2016 tuvo lugar el
mayor brote epidémico ocurrido en América en las Gltimas décadas, confirmandose en nuestro
pais 42.155 casos, de los cuales 10 resultaron fatales (Informe de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), Febrero 2017). En esta ocasion, en la ciudad de Buenos
Aires se confirmaron 2,306 casos de infeccion por DENV-1 de los cuales el 76.7% resultaron
ser casos autoctonos (Tittarelli y col., 2017). Actualmente en nuestro pais hay circulacion de
DENV-1 vy se registraron casos aislados de DENV-4 (Ministerio de Salud Argentina 2018,
http://www.msal.gob.ar/images/stories/boletines/ BIV_393 SEOI).

Composicion de las particulas virales

La particula viral estd compuesta por una molécula de ARN de cadena simple asociada a
aproximadamente 180 copias de la proteina de cépside (C) conformando la nucleocapside
viral. La misma se encuentra rodeada por la envoltura viral, la cual consiste de una bicapa
lipidica en la que se anclan la proteina de membrana M y la glicoproteina E (Figura 4). La
glicoproteina E forma homodimeros con una configuracion cabeza-cola paralela a la
superficie de la particula viral que presenta una superficie lisa (Kuhn y col., 2002; Zhang y

col., 2013).
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glicoproteina E

proteina M

proteina C

genoma viral

Figura 4: Estructura del virion maduro de DENV. El virion de DENV esta compuesto por 3 proteinas
estructurales: glicoproteina E (azul) y proteina de membrana M (celeste), que se encuentran ancladas a la

bicapa lipidica (verde), y la proteina de capside C (naranja) que cubre al genoma viral (rosa).

Genoma viral

El genoma de DENYV esté constituido por una molécula de ARN de polaridad positiva de
aproximadamente 10,7 kb con un cap de tipo I en el extremo 5' y sin cola de poliA en el
extremo 3'. Este genoma posee un unico marco abierto de lectura que codifica para una
poliproteina que por clivaje da origen a tres proteinas estructurales, la proteina C, el precursor
de la proteina de membrana (prM) y la glicoproteina E, y siete proteinas no estructurales (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). La region codificante se encuentra flanqueada por
dos regiones no codificantes (UTR) denominadas 5'UTR y 3'UTR esenciales para los procesos

de traduccion y de replicacion del genoma viral (Figura 5).

marco abierto de lectura Unico

|
| 1
5 UTR
NS2A NS4A
[ | )| |
¢ M ST RS NS }
NS28 NS48 3"UTR
’ L J
protelnas ]
estructurales protel'nas no estructurales

Figura 5: Esquema del genoma viral. UTR: region no codificante. Modificado de Guzman y col., 2010.
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Proteinas estructurales

La proteina C (12 kDa) es una proteina bésica que se une al ARN con alta afinidad y baja
especificidad y es la menos conservada entre los flavivirus. Luego de su unién al acido
nucleico conforma oligémeros y funcionaria como una chaperona facilitando el plegamiento

del ARN viral (Ma y col., 2004, Byk y col., 2016a).

La proteina M (8 kDa) se origina por clivaje proteolitico de su forma precursora prM (21 kDa)
y este clivaje es esencial para la generacion de particulas infecciosas de DENV (Acosta y col.,
2014). A su vez, el precursor estd glicosilado en la posicion N69 y forma heterodimeros con
la glicoproteina E, interaccién que seria importante para el correcto plegado de E durante la

maduracion de las particulas virales (Yap y col., 2017).

La glicoproteina E (56 kDa) posee un ectodominio amino-terminal que a su vez se caracteriza
por la presencia de 3 dominios (Acosta y col., 2014). El primero de ellos presenta una
estructura flexible que la permite sufrir rearreglos estructurales en el proceso de fusion de
membranas durante la entrada viral y en la maduracion de las particulas virales. El segundo
dominio contiene el péptido de fusion que es esencial para la entrada del virus a la célula
mientras que el tercer dominio estd involucrado en la union al receptor. La proteina E es
glicosilada en el reticulo endoplasmatico (RE) en 2 residuos asparaginas, en las posiciones
N67 y N153 (Yap y col., 2017). Se observé que la glicosilacion en N67, no presente en otros
flavivirus, es importante para la entrada de DENV en células donde los receptores para el virus
son lectinas de tipo C. Por su parte, N153 (N154 en otros flavivirus) es un sitio de glicosilacion
conservado en la familia Flaviviridae y se ha propuesto que cumple un rol en la estabilizacion
de los homodimeros de la proteina E, evitando la exposicion del péptido de fusion en esa
conformacion. A su vez, el andlisis de cepas vacunales permitid establecer que diferentes
serotipos virales presentarian distintos patrones de glicosilacion. Mientras que DENV-2
exhibe un alto contenido de carbohidratos de tipo complejo o hibrido, el resto de los serotipos
se caracteriza por la preponderancia de cadenas oligosacaridicas del tipo alta manosa y estas
diferencias podrian influir en el tropismo, la capacidad replicativa y la respuesta del

hospedador frente a la infeccion (Dubayle y col., 2015).
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Proteinas no estructurales

La glicoproteina no estructural NS1 posee un peso molecular de 46-55 kDa segtn su grado de
glicosilacion. Esta modificacion post-traduccional permite que NS1 forme dimeros estables,
asociados a membranas que co-localizan con el complejo de replicacion viral aunque se
desconoce su rol en dicho proceso, y luego forma hexameros solubles que son secretados al
medio extracelular. Asimismo, NS1 promueve la activacion de las células mononucleares y la
produccion de “una tormenta” de citoquinas proinflamatorias con consecuente filtracion
vascular que se asocia a la patogénesis severa de DENV (Yap y col., 2017; Zeidler y col.,

2017).

La proteina NS2A presenta un acido aspartico en la posicion 125 que es importante para el
correcto clivaje entre las proteinas NS1-NS2A, el cual seria esencial para la replicacion del
genoma viral. A su vez, esta proteina tendria un rol importante en la produccion de las

particulas virales (Xie y col., 2015).

La proteina NS3 presenta distintas actividades enzimaticas: serin-proteasa, ARN-helicasa,
nucledsido-trifosfatasa (NTPasa) y ARN trifosfatasa (RTPasa) (Brand y col., 2017). La
actividad de proteasa depende de la presencia de la proteina NS2B que actia como cofactor y
este complejo NS2B-NS3, altamente conservado entre los flavivirus, participa en el clivaje de
la poliproteina viral (Shannon y col., 2016, Brecher y col., 2017). La actividad RTPasa
remueve el fosfato y del ARN 5'-trifosfato naciente durante la replicacion del genoma
posibilitando la generacion del cap en el extremo 5' del mismo. La actividad de helicasa se
encarga de desenrollar el intermediario de replicacion de doble cadena para la sintesis del
genoma viral y requiere energia que utiliza de la hidrélisis de nucledtidos realizada por la

actividad NTPasa.

NS4A (16kDa) forma parte del complejo de replicacion y constituye oligdmeros induciendo
rearreglos en la membrana del RE que serian importantes para la replicacion del genoma de
DENV (Lee y col., 2015). Por su parte, NS4B interacciona con la proteina NS3 asistiéndola
en su rol de helicasa y también tendria un papel importante en la evasion de la respuesta

inmune innata mediada por el interferén (Zeidler y col., 2017).

La proteina NS5 es la proteina no estructural mas grande (104 kDa) y la mas conservada en
los distintos serotipos de DENV y en el género Flavivirus. NS5 lleva a cabo varias actividades

enzimaticas: el extremo N-terminal conforma el dominio metil-transferasa (M Tasa) que posee
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actividad de MTasa y de guanilil-transferasa (GTasa), mientras que el dominio C-terminal

posee actividad de ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp) (Figura 6) (Brand y col., 2017).

MTasa

Figura 6: Estructura terciaria de NS5 de DENV. En el extremo amino-terminal se encuentra el dominio con
actividad de metil-transferasa (MTasa) mientras que en el extremo carboxi-terminal se halla el dominio con

actividad de ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp).

La sintesis de la estructura del cap ocurre en 3 pasos (Figura 7). Primero, la actividad GTasa
transfiere GMP del sustrato GTP al difosfato en el extremo 5' del ARN viral naciente. Luego,
la actividad MTasa cataliza dos reacciones de metilacion consecutivas: primero la metilacion
de la guanina en su posicion N7 para producir "™M°Gppp-ARN y luego la metilacion del primer
nucledtido transcripto (adenosina conservada) en su posicion 2'-O para producir
™MeGpppArome-ARN, utilizando en ambos casos como dador de metilos a la S-
adenosilmetionina (SAM) (Brand y col., 2017). Mientras que la actividad de DENV N7-
MTasa es esencial para la replicacion, los virus defectuosos en 2'0O-MTasa pueden replicarse

moderadamente en células infectadas (Dong y col., 2010).
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Figura 7: Sintesis del cap tipo 1. a) En primer lugar la proteina NS3 cataliza la hidrdlisis del 5'-trifosfato a 5'-
difosfato en el RNA naciente. Luego la actividad de guanilil-transferasa de NS5 transfiere una molécula de GMP
al extremo 5'-difosfato del RNA. Posteriormente NS5 cataliza la metilacion de la guanosina en la posicion N7,
seguido de la metilacion en la posicion 2'-OH del primer nucleotido transcripto. SAM: S-adenosilmetionina;

SAH: S-adenosilcisteina b) La estructura de cap tipo 1. Adaptado a partir de Wangikar y col., 2016.

La actividad de RdRp es responsable y esencial para la replicacion / transcripcion del genoma
viral. Las interacciones de la proteina NS5 con NS3 cumplen un rol importante para la
replicacion viral, dependen del grado de fosforilacion de NS5 y son seroespecificas (Kapoor

y col., 1995; Teramoto y col., 2017).

Ciclo de multiplicacion viral

Etapas iniciales de la infeccion

El ciclo de multiplicacion de DENV comienza con la adsorcion de la particula viral a la célula
a través de la union de la glicoproteina viral E a un receptor celular. En el hombre, las primeras
células en ser infectadas son principalmente células dendriticas y macréfagos residentes de la
piel que migran a los nddulos linfaticos provocando la infeccion de nuevos macréfagos y
monocitos. Asi la infeccién se disemina a través del sistema linfatico y vascular. Estudios
realizados a partir de muestras de sangre periférica de pacientes infectados, explantos de piel
o de autopsias de enfermos fallecidos, han sugerido que in vivo el virus podria replicar ademas

en células de bazo, higado, células endoteliales de pulmoén, y plaquetas (Whitehorna y col.,
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2011). Por otra parte, se ha demostrado que DENV posee la capacidad de infectar in vitro una
amplia variedad de tipos celulares, incluyendo células derivadas de larva de mosquito, células
de neuroblastoma de raton, células de rifion de mono, y lineas celulares humanas diversas
como monocitos, macrofagos, células endoteliales, células de carcinoma de cérvix, células de
carcinoma de pulmon, hepatocitos y células neuronales (Noisakran y col., 2010). Este amplio
tropismo sugiere que el virus utilizaria un receptor ubicuo o receptores diversos segun el tipo
celular a infectar. Diferentes proteinas de membrana, lectinas, carbohidratos e incluso lipidos
celulares han sido descriptos como receptores celulares para DENV. Se ha reportado ademas
que en el caso de algunas lineas celulares el receptor utilizado depende del serotipo viral

(Castilla y col., 2015).
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Figura 8: Ciclo de replicacion de DENV. TGN. trans-Golgi, RE: reticulo endoplasmatico

La union de la proteina viral con su correspondiente receptor celular desencadena cambios

conformacionales en la superficie celular que permiten que la particula viral ingrese a la célula
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por endocitosis pH dependiente (Cruz-Oliveiray col., 2015) (Figura 8). El mecanismo general
reportado de entrada para DENV es endocitosis mediada por clatrina (Acosta y col., 2008;
2009; 2011), pero se pueden encontrar reportes que corroboran el empleo de otras vias
endociticas (Acosta y col., 2009; Piccini y col., 2015; Suksanpaisan y col., 2009). A su vez,
se ha demostrado que en una misma linea celular la via endocitica utilizada depende del
serotipo viral (Acosta y col., 2009). El virus internalizado es transportado por la red endosomal
cuyo pH va disminuyendo a medida que avanza el proceso. La dependencia del pH en la
entrada de DENV esta relacionada con las interacciones entre las proteinas E y M y sus
residuos de histidina. La acidificacion en el interior de la vesicula endosomal genera la
protonacion de los residuos de histidinas que conlleva a un cambio conformacional de la
glicoproteina E a su forma trimérica fusogénica posibilitando la interaccion del péptido de
fusion con la membrana endosomal. La fusion de las membranas viral y endosomal permite
entonces la liberacion de la nucleocapside al citoplasma (Zhang y col., 2013; Castilla y col.,
2015). Asimismo, recientemente se comprob6 que el desnudamiento del genoma de DENV
es dependiente de la ubiquitinacion dado que la inhibicion de este proceso impide la

traduccion de la poliproteina viral (Byk y col., 2016b).

Sintesis de macromoléculas virales

El genoma de DENV liberado al citoplasma es traducido para generar una poliproteina
precursora que es clivada co- y post-traduccionalmente para dar origen a las proteinas virales
estructurales y no estructurales. Este proceso ocurre asociado a la membrana del RE (Figura
9). Las proteasas celulares son las responsables del clivaje en la cara del lumen del RE
mientras que la proteasa viral se encarga del clivaje del lado citoplasmatico del RE (Shannon
y col., 2016). A su vez, en el RE las proteinas NS1, E y prM son glicosiladas (Yap y col.,
2017).
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Figura 9: Esquema de la poliproteina de DENV sintetizada que muestra la organizacion de las proteinas
estructurales (C, M y E) y de las no estructurales (NS1, NS24, NS2B, NS3, NS44, NS4B, NS5) y la topologia
propuesta en el reticulo endoplasmdtico (RE). Los sitios reconocidos y cortados por las proteasas celulares se
marcan con azul y los sitios de clivaje de la proteasa viral NS3 se muestran con flechas celestes. El sitio de corte
de la proteasa celular furina ocurre en el Golgi durante la etapa de maduracion de las particulas virales y se

seniala con una flecha roja.

Las proteinas virales no estructurales proveen las actividades enzimaticas y el ambiente
apropiado para la replicacion del genoma de DENV. La misma ocurre en complejos de
replicacion situados en vesiculas membranosas formadas por invaginaciones de la membrana
del RE generadas por la infeccion (Welsch y col., 2009). Las vesiculas presentan pequefios
poros que conectan el lumen de la vesicula con el citoplasma permitiendo el intercambio de
nucledtidos y ARN viral y protegiendo a este ultimo del reconocimiento por parte del
hospedador. Las proteinas de transmembrana NS2B, NS4A y NS4B anclan a la proteina NS3
a la membrana y esta a su vez interacciona con NS5 para formar el complejo de replicacion
asociado a la membrana (Brand y col., 2017). En la replicacion del genoma viral primero se
sintetiza una cadena de ARN de polaridad negativa que va a servir de templado para generar
mas genomas de DENV. Para eso el ARN se circulariza por interacciones de largo alcance
entre secuencias complementarias presentes en los extremos 5' y 3'UTR. La polimerasa NS5
reconoce el ARN viral por interaccion directa con una estructura secundaria presente en el
5'UTR vy la circularizacion del genoma permite el acceso al extremo 3' de la polimerasa unida
al extremo 5' para iniciar la sintesis de ARN (Filomatori y col., 2006; Bujalowski y col., 2017).
Por su parte, la proteina NS3 separa las hebras del intermediario de ARN doble cadena de tal

manera que la cadena positiva es guiada al dominio MTasa de NS5 y la cadena negativa al
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dominio RdRp de NS5 para servir como templado de la sintesis de ARN de cadena positiva

(Brand y col., 2017).

Ensamblaje, maduracion y liberacion de las particulas virales

El ARN recién sintetizado saldria por los poros de las vesiculas formadas a partir del RE para
trasladarse a los sitios cercanos de ensamblado donde el genoma viral interacciona con varias
unidades de la proteina C para formar la nucleocapside. El ensamblado de la particula viral
requiere de la funcién de varias proteinas virales no estructurales presentes en el complejo de
replicacion, pero su mecanismo todavia es desconocido. La nucleocapside brota hacia el
lumen del RE donde adquiere la envoltura derivada de la membrana del RE enriquecida en
las proteinas E y prM (Byk y col., 2016a) (Figura 8). Las particulas virales inmaduras poseen
espiculas conformadas por 3 heterodimeros de las proteinas E y prM en una conformacion tal
que evita la exposicion prematura del péptido de fusion en el camino secretorio (Figura 10)
(Yu y col., 2008). Estas particulas se acumulan en la periferia del RE y migran en forma
individual en vesiculas hacia el aparato de Golgi (Burlaud-Gaillard y col., 2014). En el trans-
Golgi (TGN), el pH mas acido del entorno genera cambios conformacionales que llevan a la
disociacion de los heterodimeros y a la formacion de homodimeros de la glicoproteina E,
dejando accesible a la proteasa celular furina el sitio de clivaje de la proteina prM para dar a
lugar a la proteina de membrana M y el péptido soluble pr (Figuras 8, 9 y 10). A diferencia de
lo que se ha comprobado para otros flavivirus, en DENV el clivaje de prM es incompleto y
una gran proporcion de particulas virales conteniendo prM-E son liberadas al medio
extracelular. Esto se debe a la presencia de un residuo acido cercano al sitio de clivaje, ausente
en otros flavivirus, que debilita la interaccion entre la enzima y el sustrato. Esto genera
particulas virales inmaduras no infecciosas asi como particulas virales parcialmente maduras,
que pueden ser o no infecciosas segun el grado de clivaje de prM (Rodenhuis-Zybert y col.,
2011). Luego del clivaje, el péptido pr permanece asociado a la glicoproteina E para evitar la
exposicion del péptido de fusion durante la secrecion a un pH acido (Perera y col., 2008). La
particula viral es transportada a través de una vesicula exocitica hacia la periferia de la célula,
donde dicha vesicula se fusiona con la membrana plasmatica y permite la salida de la particula
viral al medio extracelular. Una vez que la particula viral sale al medio extracelular la

exposicion a pH neutro provoca la liberacion del péptido pr (Figura 10) (Yu y col., 2008).
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Figura 10: Maduracion y egreso de las particulas de DENV. Las nucleocadpsides adquieren la envoltura en la
membrana del RE enriquecida en las proteinas E y prM y se forman particulas virales inmaduras que poseen
espiculas conformadas por 3 heterodimeros de las proteinas E y prM. Estas particulas migran en vesiculas hacia
el aparato de Golgi y en el TGN el pH dcido induce la disociacion de los heterodimeros y la formacion de
homodimeros de glicoproteina E, dejando accesible a la proteasa celular furina el sitio de clivaje de la proteina
prM para dar a lugar a la proteina M y al péptido soluble pr que permanece asociado a la glicoproteina E.
Finalmente la particula viral es transportada, a través de la via exocitica, al medio extracelular donde la

exposicion a pH neutro provoca la liberacion del péptido pr.

Modulacion de la via dependiente de proteinas quinasas activadas por mitogenos p38
MAPK durante la infeccion con DENV.

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) son una familia de serin/treonin
quinasas que regulan una amplia variedad de actividades celulares incluyendo la transcripcion,
la sintesis de proteinas, el ciclo celular, la apoptosis y la diferenciacion. Las vias de
sefalizacion celular dependientes de MAPKs mejor estudiadas son la via ERK 1/2 (quinasas
1 y 2 reguladas por sefiales extracelulares), JNK (quinasa c-Jun N-terminal) y p38. La via
ERK MAPK estd generalmente asociada al crecimiento y la proliferacion mientras que JNK
MAPK y p38 MAPK se relacionan con la respuesta a estrés y la produccion de citoquinas
(Keshet y col., 2010). Algunas evidencias experimentales indican que DENV provoca la
activacion de estas cascadas de sefnalizacion, por lo cual se ha propuesto que compuestos que
modulen la activacion de estas vias podrian tener un efecto antiviral. En el caso de p38 MAPK

se ha demostrado que DENV-2 induce la activacion de esta via en diferentes tipos celulares
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como macrofagos humanos y lineas celulares hepaticas humanas (Ceballos-Olvera y col.,
2010; Huerta-Zepeda y col., 2008). Sin embargo, compuestos que inhiben de forma especifica
la activacion de esta via parecerian tener un efecto antiviral parcial y dependiente del tipo
celular frente a DENV-2 (Ceballos-Olvera y col., 2010; Roth y col., 2017). Por otra parte,
estudios realizados tanto en cultivos de células endoteliales como en un modelo animal indican
que la activaciéon de p38 estaria involucrada en la produccion de citoquinas durante la

infeccion por DENV (Huerta-Zepeda y col., 2008; Sreekanth y col., 2016).

Vacunas

El desafio que debe enfrentar el desarrollo de una vacuna efectiva para la prevencion del
dengue es lograr una respuesta balanceada y perdurable, tanto humoral como celular, que
proteja de la infeccion por cualquiera de los 4 serotipos virales (Feinberg y col., 2017). Si bien
son varias las vacunas en desarrollo que estan siendo actualmente evaluadas en ensayos
clinicos, hasta el momento la vacuna recombinante tetravalente atenuada Dengvaxia™},
fabricada por Sanofi Pasteur, es la tinica que ha sido aprobada en algunos paises como México,
Filipinas, Brasil, El Salvador y Paraguay. Dengvaxia™®R se basa en el reemplazo de los genes
de las proteinas prM y E de la cepa vacunal del virus de la fiebre amarilla 17D por los
correspondientes genes de los cuatro serotipos de DENV (Robinson y col., 2017). Esta vacuna
presenta una eficacia del 60% en la prevencion de infecciones sintomaticas, del 73% en la
prevencion de hospitalizaciones debido a infeccion por DENV y del 79% en la prevencion del
dengue grave (Hadinegoro y col., 2015). La eficacia de la vacuna varia segun el serotipo
siendo menor frente a infecciones por DENV-2 (Feinberg y col., 2017) A su vez, la
caracteristica mas importante de esta vacuna es que su eficacia es significativamente menor
(38%) en individuos seronegativos con respecto a individuos con infeccion previa (78%) y en
el caso de nifios menores a 9 afos la eficacia no es significativa y la vacunacion en este grupo
etario conlleva ademés un mayor riesgo de presentacion clinica severa de la enfermedad
(Hadinegoro y col., 2015, Halstead y col., 2016). Debido a este tipo de evidencias la OMS
recomienda la utilizacién de esta vacuna en paises con una seroprevalencia mayor al 70%
(World Health Organization, 2016). Por el contrario, en el caso de paises con baja
seroprevalencia la introduccion de la vacuna podria llegar a incrementar los casos de dengue
grave y a su vez se considera que la posibilidad de introducir un testeo previo a la vacunacion

para determinar la seroprevalencia de cada individuo resultaria poco practico y de costo
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elevado (Ferguson y col.,, 2016). En marzo de 2017, la Administraciéon Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) (Disposicion 3135-17) aprobo el
uso de Dengvaxia™® en nuestro pais para nifios mayores de 9 afios y adultos hasta la edad de
45 afios inmunocompetentes. Sin embargo, dado que Argentina no es considerada un pais
endémico para el dengue la vacuna no se ha incluido en el calendario de vacunacién

obligatoria.

EL VIRUS ZIKA

La enfermedad por ZIKV

ZIKV fue aislado por primera vez a partir de un macaco rhesus (Macaca mulatta) en el bosque
Zika situado en Uganda en 1947, durante un estudio de vigilancia de fiebre amarilla selvéatica.
El virus aislado, cepa MR 766 disponible en ATCC (ATCC® VR84™), se aisld también a
partir de un mosquito Aedes africanus en el mismo bosque sugiriendo la trasmision entre
primates y mosquitos (Dick y col., 1952). En 1964, también en Uganda, se reportd el primer
caso confirmado de enfermedad por ZIKV en humanos (Simpson, 1964) mientras que en 1969
se aislo ZIKV por primera vez en el sudeste asiatico, en Malasia, virus actualmente
almacenado en ATCC (ATCC® VR-1845™) como cepa P6-740. Hasta el afio 2007 s6lo se
habian notificado en el mundo 20 casos humanos confirmados esporadicos de infeccion por
ZIKV en Africa y Asia y el analisis genémico de los distintos aislamientos durante este
periodo permitio establecer la existencia de dos linajes, el linaje asiatico y el linaje africano

(Armstrong y col., 2017).

El primer brote de enfermedad por ZIKV se reportd en el 2007 en la isla de Yap en Micronesia,
con 49 casos confirmados y una estimacion del 73 % de la poblacion infectada, confirmando
la propagacion de ZIKV fuera de Asia y Africa (Duffy y col., 2009). Entre septiembre de 2013
y marzo de 2014 se registrd una epidemia en otra isla del Pacifico, la Polinesia Francesa,
donde se confirmaron 294 casos estimandose 19.000 casos totales, extendiéndose luego a otras
islas del Pacifico (Cao-Lormeau y col., 2014). Por otra parte, durante esta epidemia se reportd
el primer caso de sindrome neurolégico de Guillain-Barré (SGB) después de una infeccion
con ZIKV vy el primer caso de trasmision vertical de una mujer embarazada a su bebé. A su

vez, se logro detectar la presencia de virus infeccioso en el semen de un paciente, siendo ésta
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la primera evidencia que sugeria que ZIKV podia trasmitirse por via sexual (Waddell y col.,

2016).

En el afio 2015 se produjo en Brasil un brote de enfermedad por ZIKV que puso en evidencia
la llegada del virus al continente americano y a partir de este brote se comenzaron a registrar
casos autoctonos de ZIKV en casi 50 paises de América. Las infecciones con ZIKV en Brasil
estuvieron relacionadas con alteraciones oculares y neurologicas severas incluyendo la
microcefalia en neonatos nacidos de madres infectadas durante el embarazo (Priyamvada y

col., 2017).

Tanto las epidemias registradas desde 2007 en las Islas del Pacifico como la epidemia que se

inicié en América Latina fueron causadas por virus del linaje asiatico (Baud y col., 2017).
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Figura 11: Brotes de ZIKV entre los aiios 2007 y 2016. Modificado de Baud y col., 2017.

Actualmente, la infeccion por ZIKV es considerada una emergencia en salud publica y una
creciente preocupacion global. La principal forma de transmision de este virus es a través de
mosquitos del género Aedes y, en coincidencia con DENV, los principales vectores son Aedes
aegypti y Aedes albopictus (Epelboin y col., 2017). E1 80 % de las infecciones con ZIKV son

asintomaticas, mientras que los pacientes con sintomatologia presentan signos de enfermedad
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parecidos a los que se observan en una infeccion leve con DENV: fiebre, sarpullido
maculopapular, dolor de cabeza y muscular, fatiga, artritis, artralgia y, en aproximadamente
el 50 % de los casos, conjuntivitis en el periodo temprano de la infeccion (Mittal y col., 2017).
Los casos de enfermedad con riesgo de muerte por infecciéon con ZIKV son muy raros y se
limitan a pacientes con comorbilidades. A partir de los numerosos casos reportados en los
distintos brotes epidémicos ocurridos, se establecid que ZIKV puede trasmitirse verticalmente
durante el embarazo y dicha transmision, principalmente entre las semanas 7 y 13 del
embarazo, esta asociada al desarrollo de microcefalia y otras complicaciones neurologicas
severas en el feto y a la induccion de abortos (Waddell y col., 2016). Por otra parte, ZIKV
también puede trasmitirse por via sexual tanto a partir de enfermos sintomadticos como
asintomaticos y se ha podido aislar virus infeccioso en semen hasta mas de 60 dias después
de registrada la sintomatologia (Baud y col., 2017). La transmision de ZIK'V por transfusiones
sanguineas también ha sido descripta y se ha comprobado también que existe una correlacion
entre la infeccion con este virus y el incremento en la incidencia del SGB, una enfermedad
aguda que puede llevar a discapacidad o muerte. Sin embargo, hasta el momento no hay
informacion suficiente para establecer si ZIKV es el agente etiologico del SGB (Waddell y

col., 2016).

La enfermedad por ZIKYV en Argentina

El primer caso autoctono de enfermedad por ZIKV en nuestro pais se registré en febrero de
2016 en la provincia de Cordoba, en donde una mujer se contagio por via sexual de un viajero
proveniente de Colombia con sintomatologia compatible con la enfermedad. En mayo del
mismo afio, se registro el primer brote por trasmisioén vectorial en la provincia de Tucuman
con 26 casos confirmados en donde 2 bebés de madres infectadas presentaron malformaciones
diversas indicando un sindrome congénito asociado a la infeccion con ZIKV. En el afio 2017
se registraron 3 brotes de ZIKV en las provincias de Chaco, Formosa y Salta, con 252 casos
confirmados, 2 casos confirmados de sindrome congénito asociado al brote de Salta y un caso
probable correspondiente al brote de Formosa (Ministerio de Salud Argentina 2018,

http://www.msal.gob.ar/images/stories/boletines/ BIV_393 SEO01).
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Caracteristicas generales de la particula viral

ZIKV pertenece, al igual que DENV, al género Flavivirus dentro de la familia Flaviviridae.
Su genoma, cuyo tamafio es de 10,8 kb, estd constituido por ARN de cadena simple y
polaridad positiva y posee un unico marco abierto de lectura flanqueado por una region 5S'UTR
de 106 nucledtidos y una region 3'UTR de 428 nucledtidos. Ambas regiones no codificantes
contienen secuencias y estructuras secundarias necesarias para la sintesis de ARN y de
proteinas que son semejantes a las que presenta el genoma de DENV (Ye y col., 2016). Las
caracteristicas generales del ciclo de multiplicacion y de la organizacion estructural de la
particula viral de ZIKV son también similares a las de DENV (Suwanmanee y col., 2017;
Sirohi y col., 2016, Priyamvada y col., 2017). DENV y ZIKV presentan entre 44 y 56 % de
homologia en la secuencia de aminoacidos para las proteinas estructurales y hasta un 68 % de
identidad de secuencia para las proteinas no estructurales mas conservadas NS3 y NS5 (Rivino
y col., 2017). Algunos de los epitopes reconocidos por las células T CD8+ que estan presentes
en las proteinas no estructurales de DENV estan conservados en ZIKV, siendo NS5 el
principal blanco de la respuesta celular (Rivino y col., 2017). Por su parte, la reactividad
cruzada entre los anticuerpos de ambos virus es objeto de numerosos estudios y la proteina E
es el principal blanco de los anticuerpos neutralizantes y constituye la base en la que se
sustentan la mayoria de las estrategias para la obtencioén de vacunas actualmente en desarrollo.
La comparacion de la secuencia de aminoacidos de los dominios I, IT y III de la glicoproteina
E de ZIKV y DENV revel6 una homologia del 35 %, 51 % y 29 % para cada dominio
respectivamente (Stettler y col., 2016).

Estudios in vitro han demostrado el efecto ADE provocado tanto por anticuerpos anti-DENV
en la infeccion con ZIKV como por anticuerpos anti-ZIKV en la infeccion con DENV (Paul
y col., 2016; Stettler y col., 2016), lo cual es de suma importancia dada la co-circulacién de
ambos virus en las mismas regiones siendo altamente probables las infecciones secuenciales
heterotipicas (Heinz y col., 2017). Los ensayos realizados en modelos de ADE in vivo han
mostrado resultados menos concluyentes ya que la administracion previa de anticuerpos anti-
ZIKV en ratones AG129 provoco un incremento de la severidad y letalidad de la infeccion
con DENV (Stettler y col., 2016) pero no se ha observado un incremento de la severidad de
la infeccion por ZIKV en primates del género Cercopithecus previamente inmunizados con

DENYV (Pantoja y col., 2017).
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Las principales diferencias entre los linajes de ZIKV se encuentran en la glicoproteina
estructural E, observandose una divergencia en la secuencia de aminodcidos del 6 % entre
ambos linajes, mientras que dentro del mismo linaje la divergencia es del 2 %. El alto grado
de identidad de secuencia entre los linajes y los estudios de neutralizacion indican que, a

diferencia de DENV, ZIKV presenta un solo serotipo (Dowd y col., 2016).

Modelos para el estudio de la infeccion por ZIKV

Diferentes modelos son utilizados para el estudio de la infeccion por ZIKV, su tropismo,
patogénesis y sus vias de transmision, asi como en la evaluacion de vacunas y agentes

antivirales.

In vitro el virus replica en diferentes tipos celulares de origen humano como fibroblastos de
la piel, queratinocitos epidérmicos, células dendriticas inmaduras derivadas de la piel y
macrofagos placentarios, estos ultimos empleados en el analisis de la infeccion intrauterina.
Por otra parte, las células progenitoras neurales humanas son utilizadas para el estudio de los
mecanismos moleculares que conducen a las patologias neuroldgicas. El empleo de estos
diferentes sistemas celulares ha mostrado que los efectos de la infeccion sobre la funcionalidad
de la célula hospedadora son especificos para cada tipo celular. Por otra parte, en los ensayos
de evaluacion de agentes antivirales las lineas celulares mas empleadas son las células Vero

(rindén de mono) y las células HuH-7 (hepatoma humano) (Kublin y col., 2017).

En cuanto a los estudios in vivo se desarrollaron distintos modelos murinos. El primer modelo
de infeccion en ratones inmunocompetentes fue descripto al poco tiempo del primer
aislamiento viral, la cepa africana MR 766. En este reporte se mostré que los animales
inoculados por via intracraneal presentaban signos de afeccion neurdlogica, mientras que si la
ruta de infeccion era periférica, los animales no presentaban signos de enfermedad y se
detectaba escasa replicacion del virus. Resultados similares se obtuvieron mas recientemente
utilizando cepas virales contemporaneas, lo cual llevo a pensar que la respuesta a interferon
(IFN) por parte del hospedador estaba limitando la infeccion ya que, a diferencia de lo que
ocurre en el humano, ZIKV no es capaz de contrarrestar la respuesta a IFN tipo I en el raton.
En los ratones A129, deficientes en los receptores para IFN tipo I, infectados por via
subcutanea (s.c.), intraperitoneal (i.p.) o intravenosa (i.v.), la infeccion produjo enfermedad y

resulto letal, detectandose picos de viremia y la presencia del virus en distintos tejidos como
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cerebro, higado, bazo, pulmén, corazén, ovarios y testiculos. Por otra parte, los ratones
AG129, deficientes en los receptores para IFN tipo I y tipo I, infectados con ZIKV por via
intradérmica (i.d), s.c. o i.p. resultaron alin mas susceptibles a la infeccion, observandose
signos mas severos de enfermedad, provocando también la muerte de los animales. En estos
dos ultimos modelos los principales signos de enfermedad observados fueron: pérdida de
peso, conjuntivitis, debilidad de las patas traseras y paralisis asociada a la patologia de ZIKV
sobre el sistema nervioso central (Kublin y col., 2017). Otro modelo empleado lo constituyen
los ratones inmunocomprometidos por administracion de anticuerpos que bloquean los
receptores para IFN tipo I. Utilizando esta estrategia en ratones C57BL/6 se logrd una
infeccion sistémica con niveles de neuroinflamacion y mortalidad significativos (Krause y

col., 2017).

Los primates no humanos (PNH) son hospedadores naturales de ZIKV y tanto la respuesta
inmunolédgica como la dindmica viral son parecidas a las de los humanos. Ademas, resultan
ideales para el estudio de la infeccion congénita por ZIKV debido a la similitud con respecto
al hombre de los procesos la gestacion y desarrollo fetal (Krause y col., 2017). Los PNH mas
caracterizados son los macacos rhesus, cynomolgus y cola de cerdo, sin embargo, estos
modelos presentan algunas desventajas ya que requieren de instalaciones apropiadas, poseen
un periodo de gestacion mas largo que el de los animales pequefios y los costos de

mantenimiento son elevados (Kublin y col., 2017; Morrison y col., 2017).

Debido a que la cepa ZIKV MR 766, la primera en ser aislada, ha sido sometida a numerosos
pasajes en cultivos celulares y al hecho de que esta cepa presenta diferencias con los
aislamientos clinicos contemporaneos, en los estudios in vivo llevados a cabo en estos ultimos
tres afios se emplean preferentemente aislamientos de ZIKV del linaje asiatico (Kublin y col.,

2017).

Vacunas

Si bien hasta el momento no hay ninguna vacuna aprobada, son varias las estrategias que se
estan llevando a cabo para el desarrollo de una vacuna eficaz para prevenir la enfermedad por
ZIKV. La glicoproteina es el principal blanco para la generacion de anticuerpos neutralizantes
y por eso la mayoria de las vacunas se enfocan en la expresion de E junto con prM para la

generacion de subparticulas virales (Morabito y col., 2017).
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Entre las vacunas que se encuentran actualmente siendo evaluadas en ensayos clinicos se
encuentran por ejemplo vacunas de ADN que permiten la expresion de prM y E de cepas
africanas y asiaticas (GLS-5700, de Inovio Pharmaceuticals) o de aislamientos clinicos de la
Polinesia Francesa y de Brasil (Instituto Nacional de Alergia e Infecciones Infecciosas
(NIAID), el Instituto Nacional de Salud (NIH) y el Centro de Investigacion en Vacunas (VRC)
de los Estados Unidos). Se han desarrollado ademas dos vacunas inactivadas con formol
utilizando la cepa africana MR 76 (Bharat Biotechnologies) o una cepa aislada en Puerto Rico
denominada PRVABCS59 (Instituto de Investigacion de la Armada Walter Reed de los Estados
Unidos) (Shankar y col., 2017). Entre otros desarrollos de importancia se puede mencionar
una vacuna a subunidades que utiliza al virus de sarampidén como vector para la expresion de

prM-E de ZIKV (Themis Biosciences) (Morabito y col., 2017).

DESARROLLO DE ANTIVIRALES PARA DENV Y ZIKV

A pesar de la emergencia de ZIKV y la re-emergencia de DENV, hasta el momento no se
dispone de antivirales especificos para el tratamiento de las enfermedades causadas por estos

virus.

La mayoria de los agentes antivirales disponibles hoy en el mercado son compuestos que
tienen un efecto directo sobre algin componente viral, pero también se pueden desarrollar
estrategias antivirales dirigidas a factores o procesos celulares involucrados en la
multiplicacion de un virus. Los agentes antivirales dirigidos a factores virales, garantizan
mayor especificidad y selectividad en su accion y su uso en infecciones agudas de corta
duracion disminuye el riesgo de seleccion de variantes virales resistentes. La evaluacion de
procesos celulares que juegan un papel importante en la multiplicacion y patogénesis viral ha
ganado preponderancia en los tltimos afilos como una alternativa interesante para el desarrollo
de nuevas terapias antivirales. Si bien este abordaje posee el riesgo de un mayor grado de
toxicidad, tiene ventajas tales como el hallazgo de compuestos con un mayor espectro de
accion sobre distintos virus, asi como una menor posibilidad de aparicién de resistencia
antiviral. Su aplicacion resulta mas factible en infecciones virales agudas donde es posible
pensar en tratamientos no prolongados de manera de minimizar los efectos adversos

indeseados (Garcia y col., 2017).
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DENV

Tanto el disefio racional de nuevos compuestos antivirales como el reposicionamiento de
farmacos, es decir, la evaluacién de la actividad antiviral de compuestos que ya fueron
evaluados en ensayos clinicos para otros fines, han sido abordajes empleados en el desarrollo

de antivirales para DENV.

Los ensayos in vitro mas empleados en la busqueda de nuevos agentes antivirales para hacer

frente a la infecciéon por DENV se pueden dividir en dos categorias (Lai y col., 2017):

1. Ensayos basados en la estructura o actividad enzimatica del blanco de accion antiviral. Este
tipo de abordaje ha permitido la identificacion de compuestos que afectan la estructura de la
glicoproteina E y de algunas proteinas no estructurales como NS5, asi como de drogas que
afectan diferentes actividades enzimaticas de las proteinas virales no estructurales. Esta
metodologia tiene la desventaja de que no tiene en cuenta factores celulares y virales que

pueden interferir en la interaccion del compuesto con la proteina viral (Lai y col., 2017).

2. Ensayos en cultivos celulares. Estos ensayos permiten no solamente evaluar la citotoxicidad
y la actividad inhibitoria de un compuesto en el contexto de las interacciones entre el virus y
la célula infectada, sino también estudiar su efecto sobre las diferentes etapas del ciclo de
multiplicacion viral, su eficacia en diferentes tipos celulares y sus posibles interacciones con
factores virales y/o celulares. Una gran variedad de compuestos ha exhibido eficacia frente a

la infeccién con DENV en cultivos celulares (Lai y col., 2017)

Para poder estimar el potencial clinico de un compuesto que ha mostrado actividad in vitro es
necesario verificar su seguridad y eficacia in vivo. A pesar de que muchos compuestos han
presentado actividad tanto in vitro como in vivo, solo unos pocos han llegado a ser evaluados

en ensayos clinicos para el tratamiento del dengue (Kaptein y col., 2016).

En la Figura 12 se presenta un esquema del ciclo de multiplicacion de DENV en el cual se
sefialan las etapas del ciclo afectadas por algunos de los compuestos antivirales que han sido

evaluados en ensayos clinicos frente a este virus.
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Figura 12: Etapas del ciclo de replicacion de DENV afectadas por los principales compuestos antivirales

evaluados en ensayos clinicos. Modificado de Kapstein y col., 2016.

El compuesto balapiravir se desarrollé como posible tratamiento frente a otro miembro de la
familia Flaviviridae, HCV. Este compuesto es la prodroga del andlogo de nucledsido 4'-
azidocitidina (R1479), un potente inhibidor de la polimerasa NS5B de HCV. Se postul6 que
el balapiravir podia ser un buen candidato como agente antiviral frente a DENV debido a la
similitud estructural entre NS5B de HCV y el dominio RdRp de la proteina NS5 de DENV
(Chen y col., 2014). Por otra parte, varios compuestos con blancos de accion celulares han
sido evaluados en ensayos clinicos. La cloroquina, por ejemplo, aprobada para el tratamiento
de la malaria, pertenece al grupo de las 4-aminoquinolinas y es un agente lisosomotropico, es
decir, eleva el pH de las vesiculas acidas intracelulares, entre ellas lisosomas y endosomas,
debido a la protonacion de su grupo amino. Por lo tanto, este compuesto impediria la fusion
de la membrana viral con la membrana endosomal. Ademas, este compuesto actia como
inmunomodulador disminuyendo la produccion de citoquinas (Tricou y col., 2010). Por otra
parte, se realizaron ensayos clinicos con el compuesto lovastatina, inhibidor de la sintesis de
colesterol, que afecta tanto la entrada del virus a la célula como la maduracion y salida de las
particulas virales (Kaptein y col., 2016). Otro de los compuestos ensayados, denominado

celgosivir, desarrollado en un principio para el tratamiento de HCV, es la prodroga del
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producto natural castanospermina, un inhibidor de a-glucosidasas. Durante el ensamblaje de
DENV en el RE, las a-glucosidasas modifican las cadenas oligosacaridicas de la glicoproteina
E y estas modificaciones son necesarias para el egreso de las particulas virales (Sung y col.,
2016). En la actualidad se encuentra en curso un ensayo clinico fase III con el compuesto
ivermectina, un antiparasitario, que actuaria como un inhibidor de la actividad helicasa de la
proteina NS3 de DENV (Low y col., 2017). Sin embargo, hasta el presente ninguno de los
compuestos evaluados en ensayos clinicos ya concluidos ha resultado efectivo en el
tratamiento del dengue, por lo cual el desarrollo de moléculas antivirales para hacer frente a

esta enfermedad representa un desafio para la comunidad cientifica.
ZIKV

En el caso de ZIKV, el desarrollo de antivirales tiene que tener en cuenta el tratamiento de
mujeres embarazadas. Por lo tanto, se busca una droga que califique para la categoria clinica
A/B, es decir, que no afecte el desarrollo fetal o la interfase materno-fetal y que no interfiera
con la respuesta inmune antiviral ya que la misma es critica para la prevencion de
enfermedades de trasmision materno-fetal. En estos ultimos afios, los mayores esfuerzos se
han destinado a la produccion de una vacuna para prevenir la infeccion por ZIKV y si bien se
han identificado algunas moléculas con eficacia antiviral tanto in vitro como in vivo ninguna

se encuentra en la fase clinica de experimentacion.

Entre los compuestos que han sido evaluados tanto in vitro como in vivo se encuentran, por
ejemplo, los analogos de adenosina, galidesivir (BCX4430), NITD008 y 7DMA, inhibidores
de la RdRp. En ratones AG129 infectados con ZIKV, el compuesto galidesivir, administrado
por via intramuscular durante 8 dias, con una dosis de 300 mg/kg/d dos veces por dia,
comenzando el tratamiento 4 h antes de a la infeccion, provoco el aumento de la supervivencia
y del peso corporal de los animales y la disminucion de los niveles de ARN viral en el suero
(Julander y col., 2017). Por su parte, ratones A129 infectados con ZIKV y tratados con
NITDOO08 por via oral, con una dosis de 50 mg/kg/d, una vez por dia durante 4 dias,
comenzando el tratamiento a las 4 h post-infeccion, mostraron una mayor supervivencia y una
disminucién del pico de viremia (Deng y col., 2016). En cuanto al compuesto 7DMA, el
tratamiento por via oral con una dosis de 50 mg/kg/d, una vez por dia durante 10 dias, de
ratones AG129 infectados con ZIKV provoco una reduccion tanto de la viremia como de la
mortalidad de los animales (Zmurko y col., 2016). Por otro lado, con el objetivo de bloquear

la entrada del virus a la célula, se sintetiz6 un péptido que corresponde a una regioén conservada
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de la proteina E de ZIK'V (residuos 421 —453), denominado Z2. Ratones A129 infectados con
ZIKV y tratados con Z2 diariamente por via i.p. con una dosis de 10 mg/kg/d, durante 6 dias,
comenzando el tratamiento a 1 h p.i., mostraron una reduccidon en la viremia y en la

mortalidad.

Como estrategia para identificar moléculas con actividad antiviral frente a ZIKV también se
considerd el reposicionamiento de farmacos, ensayandose diferentes compuestos como el
sofosbuvir (inhibidor de RdRp aprobado para el tratamiento de HCV), la novobiocina (un
antibiotico retirado del mercado que presentd actividad frente a la proteasa NS2B-NS3 de

ZIKV) y la cloroquina, entre otros (Abrams y col., 2017; Xie y col., 2017).

Es de esperar que algunos de los compuestos mas efectivos pasen a ser evaluados en estudios
clinicos. Sin embargo, debido a que este tipo de ensayos deben realizarse en primer lugar en
pacientes no embarazadas probablemente la disponibilidad de un antiviral frente a ZIKV que

evite las infecciones congénitas se encuentre a varios afios de ser posible (Xie y col., 2017).

ALCALOIDES CON ACTIVIDAD ANTIVIRAL

Los alcaloides son un grupo de compuestos naturales que son nitrogenados y sintetizados por
una amplia cantidad de organismos a partir de aminoacidos u otros derivados. Frecuentemente
los alcaloides son heterociclos y la mayoria de ellos presentan grupos funcionales aminas o
iminas y por lo tanto son basicos, de ahi su nombre “alkali-like". Son poco solubles en agua
pero si son solubles a pH acido o en diferentes solventes organicos y a los compuestos
sintéticos que comparten estas caracteristicas también se los denomina alcaloides. Los
alcaloides presentan un amplio espectro de actividades bioldgicas incluyendo antimalaricos
(quinona y cloroquinona), agentes anticancerigenos (vincristina, taxol), vasodilatadores
(vincamina) y analgésicos (morfina) (Aniszewski, 2007). Este tipo de compuestos también
pueden presentar actividad antiviral. Por ejemplo, se ha reportado la actividad antiviral in vitro
de diversos alcaloides de guanidina como la ptilomicalina A, activa frente al virus herpes
simplex tipo 1 (HSV-1) y al virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) y otros
compuestos derivados de la esponja Neofolitispa dianchora que presentaron actividad frente
al virus de la hepatitis B (Sfecci y col., 2016). A su vez se demostr6 que el alcaloide licorina
exhibe actividad antiviral frente a diferentes virus como poliovirus (PV), SARS coronavirus,

HSV-1, WNV, YFV, DENV y HCV (Chen y col., 2015a; Zou y col., 2009).
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Las B-carbolinas y la anisomicina también son alcaloides activos para los cuales se ha

reportado actividad antiviral.

B-carbolinas

El nucleo de las B-carbolinas proviene de la triptamina, un derivado de L-triptofano (Figura
13). Los alcaloides derivados de este aminodcido suelen ser compuestos bioldgicamente
activos y abundantes en la naturaleza. El nlcleo de las B-carbolinas se puede sintetizar

utilizando una base de Schiff en una reaccion como Mannich (Aniszewski, 2007).
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Figura 43: Nucleo de las f-carbolinas

Las B-carbolinas exhiben una gran variedad de efectos farmacologicos como antitumorales,
antiparasitarios y son conocidos por ser inhibidores de las monoamino oxidasas, responsables
de la oxidacion de las aminas enddgenas y de neurotransmisores. Ademas, se ha reportado la
actividad antiviral de diversas -carbolinas de origen vegetal y de derivados sintéticos frente
a un amplio espectro de virus.

Entre las B-carbolinas de origen natural podemos mencionar al compuesto 1-metoxicantinona,
aislado de la planta Leitneria floridana, que posee actividad frente a HIV (Xu y col. 2000) y
a la harmina, ampliamente distribuida en plantas y obtenida principalmente a partir de la
especie vegetal Peganum harmala, que exhibe actividad antiviral frente a HIV-1, HSV-1,
HSV-2 y herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) (Benzekri y col., 2017; Chen y col., 2015b;
Jiang y col., 2017). En células infectadas con HSV-2 se determiné que la harmina reduce la
transcripcion y la sintesis de proteinas virales y se ha propuesto que su accion antiviral estaria
relacionada con la habilidad que posee este compuesto de inhibir la activacion de las vias de
sefalizacion celular p38 MAPK y JNK MAPK inducidas por la infeccion viral (Chen y col.,
2015b). Por el contrario, Jiang y col. (2017) han reportado que la harmina afectaria tanto
etapas tempranas como tardias de la infecciéon con BoHV-1 y su efecto antiviral no estaria

relacionado con la via de sefalizacion p38 MAPK.
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Por otra parte, una gran variedad de derivados sintéticos de las B-carbolinas han mostrado
actividad antiviral frente a HIV (Ashok y col., 2015; Brahmbhatt y col., 2010; Wang y col.,
2007), papilomavirus humano (Miller y col., 2010), HSV-1 (Barbosa y col., 2016; Nazari
Formagio y col., 2009) y PV (Nazari Formagio y col., 2009), pero se desconoce el mecanismo

de accidn de estos compuestos.

Hasta la realizacion de este trabajo no se contaba con antecedentes en relacion a la actividad
antiviral de las B-carbolinas frente a los flavivirus pero si se habia reportado una potente
actividad antiviral de una serie de derivados sintéticos de y-carbolinas frente al virus de la
diarrea viral bovina (BVDV), miembro del género Pestivirus dentro de la familia Flaviviridae
(Sako y col., 2008). En este caso, los derivados de y-carbolinas inhibieron la sintesis de ARN
viral y se ha propuesto a la polimerasa viral como blanco de la accién antiviral debido a que
mutaciones en dicha enzima afectan la capacidad inhibitoria de los compuestos (Salim y col.,

2010).

A partir de los antecedentes expuestos, en este trabajo de tesis decidimos evaluar la actividad
antiviral de B-carbolinas naturales (harmina, harmano, norharmano y harmol) obtenidas a
partir de la especie vegetal Peganum harmala y de una serie de derivados sintéticos frente a

la multiplicacion de DENV en cultivos celulares.

Anisomicina

La aninisomicina, (2R, 3S, 4S)-4-hidroxi-2-[(4-metoxifenil) metil] pirrolidin-3-il acetato
(Figura 14), es un alcaloide que originalmente se identificé como un antibidtico contra ciertos
protozoos y hongos, lo que dio lugar a usos clinicos propuestos como un farmaco tdpico

anticandididsico y antiamebiano en humanos (Hall y col., 1983; Lynch y col., 1954).
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Figura 14: Estructura de anisomicina
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En estudios realizados en cultivos celulares se ha demostrado que a concentraciones por
encima de 10 uM este compuesto actiia como un inhibidor de la elongacion de la sintesis de
proteinas debido a su capacidad de unirse al sitio A de la subunidad ribosomal 60S,
bloqueando asi la formacion del enlace peptidico (Barbacid y col., 1974; Hansen y col., 2003).
Ademas, varios estudios comprobaron que a concentraciones subinhibitorias, la anisomicina
activa las vias de sefializacion dependientes de MAPKSs asociadas a respuesta a stress JNK

MAPK y p38 MAPK (Zinck y col., 1995; Stadheim y col., 2002; Liu y col., 2014).

Dado que existe el antecedente de que la anisomicina es capaz de inhibir la multiplicacion de
JEV en cultivos celulares (Chang y col., 2005), en el presente trabajo decidimos evaluar a este
compuesto como posible molécula con actividad antiviral frente a DENV, ZIKV vy otros

flavivirus.
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Objetivos

Objetivos generales

El objetivo general en el cual se encuadra el presente trabajo de tesis es evaluar la actividad

antiviral de alcaloides naturales y sintéticos frente a la infeccion por flavivirus.

Objetivos especificos

1) Evaluar y caracterizar la actividad antiviral de B-carbolinas naturales (harmina, harmano,

norharmano y harmol) y de sus derivados sintéticos frente a DENV en cultivos celulares.
2) Examinar la actividad antiviral de la anisomicina frente a DENV y ZIKV.
Para este segundo objetivo nos propusimos:

- Evaluar y caracterizar la actividad antiviral de la anisomicina frente a DENV en cultivos

celulares.

- Analizar el espectro de accion antiviral de la anisomicina frente a otros flavivirus y frente a

virus no relacionados.

- Evaluar la actividad toxica y antiviral de la anisomicina en un modelo animal de infeccién

por ZIKV.
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Células

La linea celular continua Vero (ATCC, CCL-81), proveniente de rifion de mono verde africano
Cercopithecus aethiops, se crecid en medio esencial minimo de Eagle (MEM) (GIBCO)
suplementado con 5 % de suero de ternero recién nacido (NBCS) (GIBCO) inactivado y 50
ug/mL de gentamicina. Para el medio de mantenimiento (MM) la concentracion de suero se

redujo a 1,5 %.

La linea celular continua A549 (ATCC, CCL-185), proveniente de carcinoma de pulmon
humano, fue crecida en MEM suplementado con 10 % de NBCS (GIBCO) inactivado y 50

ng/mL de gentamicina. Para el MM la concentracion de suero se redujo a 1,5 %.

La linea celular continua HepG2 (ATCC, HB-8065), proveniente de un hepatocarcinoma
humano, fue crecida en MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO)
inactivado, piruvato de sodio (200 mM), glutamina 2 mM y 50 ug/mL de gentamicina. Para

el MM la concentracion de suero se redujo a 1,5 %.

La linea celular crecida en suspension U937 (ATCC CRL-1593.2), mielomonocitos
provenientes de un linfoma histiocitico humano, provista por la Dra. R. Gamberale de la
Academia Nacional de Medicina, se propagd en medio RPMI 1640 suplementado con 10 %
de SFB (Natocor) inactivado y 50 pg/mL de gentamicina. Para el MM la concentracion de

SFB se redujo a 5 %.

La linea celular de mosquito C6/36 HT (adaptada a crecer a 33°C), proveniente de larvas de
Aedes albopictus, se obtuvo del Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas
(INEVH) Dr. Julio Maiztegui (Pergamino, Argentina). Las células se crecieron en medio L-
15 (Leibovitz) (GIBCO) suplementado con 0,3 % de caldo triptosa fosfato; 0,02 % de
glutamina; 1 % de solucion de aminoacidos no esenciales MEM (GIBCO), 5 % de SFB
(GIBCO) inactivado y 50 pg/mL de gentamicina. Para el MM la concentracion de suero se

redujo a 2 %.

Las lineas celulares Vero 76 (ATCC CRL-1587) proveniente de rifion de mono, BHK-21
(ATCC CCL-10) proveniente de rifion de hamster, MDCK (ATCC CRL-2935) proveniente
de rifion canino, MA-104 (ATCC CRL-2378.1) proveniente de rifion de mono y HeLa-Ohio-
1 (cedida por Frederick Hayden de la Universidad de Virginia) proveniente de carcinoma de
cérvix humano, se crecieron en MEM conteniendo 10 % de SFB (GIBCO). Para el MM la

concentracion de suero se redujo a 1 %.
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Cuando los cultivos se incubaron en estufa con 4 % de COz, los medios se suplementaron con
HEPES 20 uM (Sigma-Aldrich) o con 4cido clorhidrico IN y se llevaron a pH 7,2 con

bicarbonato de sodio 7,5 %.

Animales

Ratones AG129 (sin receptores para IFN-o/f y —y) hembras y machos, fueron criados en
condiciones libres de gérmenes en el Centro de Investigacion de Animales de Laboratorio
(LARC), de la Universidad Estatal de Utah (USU), Utah, EEUU. Ratones entre 8 y 10 semanas
con un peso promedio de 22 g fueron asignados al azar a cada grupo e individualmente

marcados con etiquetas en las orejas

Virus

DENV: se utiliz6 la cepa Hawaii de DENV-1, la cepa NGC de DENV-2, la cepa H87 de
DENV-3 y la cepa 8124 de DENV-4. Los aislamientos clinicos de DENV-2 fueron provistos
por la Dra. Delia Enria del INEVH, Pergamino.

ZIKV: se emplearon la cepa INEVHI11614 (cedida por la Dra. Silvana Levis del INEVH,
Pergamino) y las cepas P6-740 y PRVABCS59 que fueron provistas por el Dr. J. Julander del
LARC, USU, EEUU

Los siguientes virus fueron provistos por el Dr. J. Julander del LARC, USU, EEUU
- Virus del Nilo occidental (WNV), cepa WNO02

- Virus de la encefalitis japonesa (JEV), cepa SA14

- Virus Powassan (POWYV), cepa M794

- Virus de la fiebre amarilla (YFV), cepa 17D

- Virus influenza A (IAV), cepa California/07/2009 (HIN1)

- Virus Chikungunya (CHIKYV), cepa S27(VR-67)

- Virus de la encefalitis equina occidental (WEE), cepa California

- Poliovirus tipo 1 (PV), cepa Mahoney
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- Virus respiratorio sincicial (RSV), cepa A2

- Virus parainfluenza humano 3 (HPPIV3), cepa 14702

- Virus Junin (JUNV), cepa Candid#1

- Virus Pichindé (PICV), cepa AN 4763

- Virus La Crosse (LACV), cepa Wiscosin 1960

- Virus Punta Toro (PTV), cepa Adames

- Virus de la fiebre del Valle de Rift (RVFV), cepa MP-12
- Virus Maporal (MAPV), cepa HV97021050

- Virus de la rata de Kilham (RV), cepa 1059

Compuestos

Los compuestos harmina, harmano y norharmano, se adquirieron en Sigma-Aldrich mientras
que el harmol fue adquirido en Wako Pure Chemical Industries Ltd. En todos los casos los
compuestos fueron de grado analitico y no fueron sometidos a una purificacion adicional. Los
derivados sintéticos de las B-carbolinas fueron sintetizados en el Departamento de Quimica
Orgénica de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad de Buenos Aires y provistos
por la Dra. Maria Alejandra Ponce. La sintesis de los compuestos 9N-metilharmina, 9N-
metilharmano y 9N-metilnorharmano se realizé segun lo descripto previamente (Cao y col.,
2004; 2005), mientras que la sintesis de los ésteres alifaticos de harmol con cadenas de 2 a 6

carbonos se llevd a cabo de acuerdo a lo descripto en Begum y col. (2004).

Los compuestos anisomicina, sinefugina y 3'dATP se adquirieron en Sigma-Aldrich.

Obtencion de stocks virales

Los stocks de DENV y ZIKV (cepa INEVH11614) se obtuvieron en células C6/36 HT
crecidas en botellas de plastico T25, utilizando una multiplicidad de infeccion (m.i.) de 1
UFP/célula. El in6culo viral se dejo adsorber 1 h a 33°C y luego los cultivos se cubrieron con
MM y se incubaron a 33°C. Los sobrenadantes se cosecharon desde el tercero hasta el séptimo

dia post-infeccion (p.i.) y se conservaron en alicuotas a -70°C hasta su uso.
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Ensayo de formacion de placas

Para la cuantificacion del titulo viral infeccioso, monocapas de células Vero crecidas en
microplacas de 24 cavidades se infectaron con 100 pL de diluciones seriadas al décimo de las
suspensiones virales en MM. Cada dilucion se ensayd por duplicado. Luego de 1 h de
incubacion a 37°C se retiraron los indculos y las monocapas celulares se cubrieron con medio
de plaqueo. El medio de plaqueo consisti6 en MEM doblemente concentrado suplementado
con 4 % de NBCS (GIBCO) inactivado y 100 pg/mL de gentamicina, mezclado con igual
volumen de metilcelulosa 2 % (Sigma-Aldrich). Los cultivos se incubaron a 37°C durante
distintos tiempos dependiendo del virus ensayado (4 dias para ZIKV, 6 dias, para DENV-1, 2
y 3 0 10 dias para DENV-4) y posteriormente se fijaron con formol 10 %, se enjuagaron con

agua y luego se realizo el recuento de las placas de lisis.

Determinacion de la viabilidad celular por el método de MTS

Para evaluar el efecto de los compuestos sobre la viabilidad celular, se utilizo el kit CellTiter
96® AQueous Non-radioactive Cell Proliferation Assay (Promega) que contiene la sal de
tetrazolio 3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboxi- metoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio
(MTS) y un reactivo de acoplamiento electronico, metasulfato de fenazina (PMS). En
presencia de PMS, el MTS se reduce por deshidrogenasas celulares para formar el producto
formazan coloreado y soluble. El método permite cuantificar la cantidad de células
metabolicamente activas como parametro de viabilidad celular. Para eso, las células crecidas
en microplacas de 96 cavidades se incubaron con 100 pL/ cavidad de diluciones seriadas al
medio de cada compuesto en estudio por triplicado. Tres cavidades se incubaron con MM
constituyendo el control sin droga. Luego de 48 h de incubacion a 37°C, se agregd la solucion
de MTS/PMS (segun instrucciones del fabricante) y se midio la absorbancia a 490 nm al cabo
de 1, 2, 3 y 4 h y se calcul6 un promedio de las mediciones. Luego se determind la
concentracion citotoxica 50 (CCso), la concentracion de droga que reduce en un 50% la
viabilidad celular con respecto al control, mediante un analisis de regresion no lineal

utilizando el programa GraphPad Prism 5.
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Ensayo de inhibicion de rendimiento viral

Las células Vero, A549 o HepG2, crecidas en monocapa en microplacas de 24 cavidades, se
infectaron con 0,1 mL/cavidad de una dilucion del stock de virus tal que la m.i. fuera de 1
UFP/célula. Algunos experimentos en células Vero se llevaron a cabo a diferentes m.i. (0,1,
1, 10 0 50 UFP/célula). Luego de 1 h a 37°C se descarto el indculo y los cultivos se cubrieron
con 500 pL de diluciones seriadas al medio del compuesto a ensayar diluido en MM. En el
caso de las células U937 que crecen en suspension, 2x 10° células se infectaron a una m.i. de
10 UFP/célula en un volumen total de 200 puL en medio sin suero. La adsorcion se realizo en
tubos eppendorf durante 2 h a 37°C y luego cada suspension celular se transfirié a una cavidad
de una microplaca de 24 cavidades donde se agregaron 300 pL de las distintas concentraciones

del compuesto diluido en MM.

Las células se incubaron por 48 h a 37°C momento en el cual se cosecharon los sobrenadantes
y se cuantificé la infectividad viral (titulo de virus extracelular) por el ensayo de formacion
de placas. La concentracion efectiva 50 (CEsp), concentracion de droga que reduce en un 50
% el rendimiento viral, se determin6 mediante un analisis de regresion no lineal utilizando el
programa GraphPad Prism 5. El indice de selectividad (IS) se calculé como el cociente entre

CCs0/CEso.

Evaluacion del espectro antiviral de la anisomicina

Estos ensayos fueron llevados a cabo en el Institute for Antiviral Research (IAR), USU,

EEUU, bajo la supervision del Dr. Justin Julander.

Cultivos de células Vero76, MA-104, MDCK, HelLLa o BHK-21 crecidos en microplacas de
96 cavidades se trataron con diluciones seriadas al quinto de anisomicina. Luego, las c€lulas
fueron infectadas con dosis apropiadas de cada uno de los virus a ensayar (las condiciones de
infeccion han sido estandarizadas en el IAR). En todos los casos, por cada dilucion de
compuesto a ensayar 2 cavidades no infectadas fueron utilizadas para evaluar la citotoxicidad
y 3 cavidades infectadas se utilizaron para evaluar la actividad antiviral y los cultivos fueron
incubados hasta observar el maximo efecto citopatico. La citotoxicidad y actividad antiviral
fueron primero estimadas por una determinacion visual del porcentaje de células destruidas y
luego se descartaron los sobrenadantes y se agregd el colorante rojo neutro hasta una

concentracion final de colorante de 0,011 %. Las células se incubaron durante 2 h y luego se
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leyd la absorbancia a 540 nm en un lector de placas. Se calcularon los valores de CCso, CEso
(concentracion de compuesto que redujo en un 50% el efecto citopatico viral) e IS. En el caso
de los flavivirus se tomaron alicuotas de los sobrenadantes a los 3 dias post-infeccion (d.p.i.)
(antes de que se detectara el maximo efecto citopatico) y se titul6 el rendimiento viral por el
método de punto final basado en la observacion al microscopio del efecto citopatico viral,
calculandose el titulo viral en DICCso/mL. Se calcularon los valores de CCso, CEso

(concentracion de compuesto que redujo en un 50 % el rendimiento viral) e IS.

Actividad virucida

Alicuotas del stock de DENV-2 se incubaron por 2 a 37°C en presencia o ausencia de los
compuestos. Luego la muestra se diluyd en MM y se determiné su infectividad remanente por

medio de un ensayo de formacion de placas.

Efecto del tiempo de adicion de los compuestos sobre el rendimiento viral

En algunos casos se realizé un pre-tratamiento de los cultivos celulares con el compuesto en
estudio. Para ello, las células Vero crecidas en microplacas de 24 cavidades se incubaron con
500 pL de una determinada concentracion del compuesto a ensayar diluido en MM durante
distintos tiempos antes de la infeccion. Luego se descartd el sobrenadante, las células se
lavaron con MM vy se infectaron con 0,1 mL/cavidad de DENV-2 (cepa NGC) a una m.i. de 1
UFP/célula. Luego de 1 h de adsorcion a 37°C se agregd MM sin compuesto. En otros
experimentos el compuesto se agregoé a los cultivos a distintos tiempos p.i. En todos los casos,
a las 24 h p.i. se cosecho el sobrenadante de los cultivos a fin de titular el virus extracelular
por el método de formacion de placas. Por otro lado, una vez retirado el sobrenadante, las
células se lavaron con MM y luego del agregado de 500 uLL de MM se sometieron a dos ciclos
de congelamiento-descongelamiento seguido de una centrifugacion a baja velocidad a fin de
separar restos celulares. A partir del sobrenadante de la centrifugacion se tituld el virus

intracelular por el método de formacion de placas.
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Ensayo de inmunofluorescencia

Las células Vero crecidas sobre cubreobjetos en microplacas de 24 cavidades se infectaron
con 200 uL. de DENV-2 (NGC) a una m.i. de 1 o 10 UFP/célula. Las células se incubaron 1h
a37°C y luego de descartar el indculo viral se agregd6 MM conteniendo el compuesto a ensayar
y los cultivos se incubaron durante diferentes tiempos a 37°C. Transcurrido el tiempo de
incubacion, las células se lavaron 3 veces con 500 pL por cavidad de buffer fosfato salino
(PBS) y se incubaron con 500 pL de metanol frio durante 10 min a -20°C con el objeto de fijar
y permeabilizar las células. Luego los cultivos se lavaron 3 veces con PBS en agitador durante
5 min a temperatura ambiente y se incubaron con una diluciéon 1/300 del anticuerpo anti-
glicoproteina E de DENV (ab41349, Abcam) en PBS durante 30 min a 37°C en camara
hiimeda. Luego de 3 lavados con PBS los cultivos se incubaron con una dilucion 1/100 de Igs
anti-raton conjugadas a isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma Aldrich) en PBS durante
30 min a 37°C en camara humeda. Al finalizar la incubacion, las células se lavaron 2 veces
con PBS y 1 vez con agua. Los nucleos celulares se tifieron incubando las células con 500 puL
de Hoechst 0,02 pg/mL durante 15 min a temperatura ambiente. Luego de 1 lavado con PBS
y 2 lavados con agua los vidrios se montaron sobre una soluciéon tamponada de glicerol
conteniendo 2,5 % de 1,4-diazabiciclo octano (DABCO). Las muestras se visualizaron

utilizando un microscopio Zeiss u Olympus IX71 de epifluorescencia optica.

Ensayo de Western-Blot

Las células Vero crecidas en monocapa en microplacas de 24 cavidades se infectaron o no con
DENV-2 (NGC) (m.i.=1) y luego de 1 h de adsorcion los cultivos se incubaron con MM
conteniendo diferentes concentraciones de 9N-metilharmina o anisomicina por duplicado. Los
cultivos se incubaron durante diferentes periodos de tiempo a 37°C y posteriormente las
células se lisaron con 50 pL de buffer Laemmli (Bio-Rad) adicionado con 5 % de f-
mercaptoetanol. Las muestras fueron calentadas durante 3 min a 100°C y las proteinas se
analizaron por SDS-PAGE. Los geles fueron corridos a 100 V por 15 min y 150 V por 1h.
Una vez terminada la corrida, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (Perkin
Elmer LifeSciences, Inc) en un sistema semiseco (LKB, Multiphor II). Las membranas se
incubaron en solucion de bloqueo (buffer Tris salino (TBS) conteniendo Tween 0,1 % y BSA
3 %) durante 1 h a 37°C. A continuacion las membranas se incubaron con una dilucion 1/500

del anticuerpo primario: anti P-p38 (mAB #4511 o mAB # 9211, Cell Signaling Technology)
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o anti-ERK (Santacruz Biotechnology) en solucién de bloqueo a 4°C durante toda la noche y
luego de 3 lavados con TBS-Tween 0,1% las membranas se incubaron con la dilucion 1/2000
del anticuerpo secundario, anti-Ig de conejo, conjugado a peroxidasa (Amersham) en soluciéon
de bloqueo, durante 1h a temperatura ambiente. La deteccion de las proteinas en estudio se
realiz6 por quimioluminiscencia y para el procesamiento de los datos se utiliz6 el programa

Image J.

Preparacién de reactivo de quimioluminiscencia: Se prepararon las soluciones stock de
luminol (250 mM) y de acido cumérico (90 mM) en dimetil sulfoxido (DMSO) las cuales se
guardaron a -20°C. Luego se prepararon las soluciones 1 y 2 y se guardaron en heladera por
un maximo de 2 semanas. La solucion 1 se prepar6 con 4,6 mL de H>O; 0,333 mL de Tris-
HCI1 1,5 M, pH 8,8; 0,022 mL de acido cumarico 90 mM y 0,050 mL de luminol 250 mM. La
solucion 2 se prepard con 4,66 mL de H>O; 0,333 mL de Tris 1,5 M pH 8,8 y 0,01 mL de
H>0: 30 %. Las soluciones 1 y 2 se mezclaron en relacion 1:1 al momento de realizar el

revelado.

Extraccion de ARN

A partir de cultivos celulares

Las células Vero crecidas en monocapa en microplacas de 6 cavidades se infectaron con 400
uL/cavidad de DENV-2 (NGC) (m.i.=1 0 10) y se incubaron 1 h a 37°C. Luego se descart6 el
inéculo y los cultivos se cubrieron con 2 mL de MM (control viral) o 2 mL de MM
conteniendo 9N-metilharmina (40 pM), anisomicina (200 nM) o ribavirina (80 uM). A
diferentes tiempos p.i. se extrajo el ARN total de los cultivos utilizando el reactivo TRIzol
(Invitrogen). Para ello, se agregaron 500 pL de TRIzol a cada cavidad y los cultivos se
incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. Luego se agregaron 400 pL de cloroformo,
se agitd durante 15 seg y se incubo durante 3 min a temperatura ambiente. Las muestras se
centrifugaron durante 15 min a 18.000 g a 4°C. La fase acuosa se transfirio a tubos eppendorf
limpios y el ARN se precipitd al agregar el mismo volumen de isopropanol y posterior
incubacién a -70°C por 30 min seguido de una centrifugacion durante 15 min a 18.000 g a
4°C. El pellet obtenido se lavd con etanol 70 %, se dejo secar y se resuspendio en 90 puL de
agua libre de ribonucleasas. Se realiz6 una nueva precipitacion del ARN agregando 10 puL de
acetato de sodio 3 M y 250 pL de etanol 100 % e incubando las muestras a -70°C durante 30

min. Luego de una centrifugacion a 18.000 g, a 4°C durante 15 min, el pellet se lavd con
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etanol 70 %, se dejo secar y se resuspendio en 20 uL de agua libre de ribonucleasas. E1 ARN
obtenido en cada muestra se cuantificd y se verificd su pureza utilizando el NanoDrop 2000

(Thermo Scientific).

A partir de suero de ratones AG129

Enel 5 d.p.i., se tom6 aproximadamente 250uL de sangre del seno venoso submandibular por
raton y se centrifugd por 10 min a 1300 g para separar el suero. Las muestras se almacenaron
a -80°C. A partir del suero se extrajo el ARN utilizando QIAamp Viral RNA Mini Spin kit

acorde a las instrucciones del fabricante (Qiagen, Valencia, CA).

Ensayo de RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR)

A partir de cultivos celulares

El ARN viral se cuantifico mediante un ensayo de qRT-PCR utilizando la expresion del ARN
mensajero de actina como estandar para la normalizacion. Para ello se agregaron 2 pg del
ARN extraido a una mezcla conteniendo 1,6 pL del primer dengue 3' (5
CACTACGCCATGCGTGTACAGC 3") (solucion madre: 10 uM), 1,6 uL del primer acti 1
(5' GAGACCTTCAACACCCCAGCC 3') (solucion madre: 10 uM) y agua libre de
ribonucleasas hasta completar los 10 pL totales. Esta mezcla de reaccion (mezcla 1) se incubd
5 min a 65°C y luego se mantuvo en hielo. Para cada muestra se preparo la siguiente mezcla
de reaccion 2: 1 pL dNTPs (10 mM), 4 uL buffer RT 5x, 1 uL inhibidor de ribonucleasas
(RNAsin) (40 unidades/pL), 1 uL RT (MLV) (200 unidades/puL) (Promega) y 3 uL de agua
(libre de ribonucleasas). Luego a los 10 pl de la mezcla 1 se agregd la mezcla de reaccion 2

conteniendo la transcriptasa reversa. La transcripcion reversa se realizé durante 2 h a 42°C.

La amplificacion por PCR se llevo a cabo colocando 2 pul. del ADN copia obtenido a partir de
cada muestra por triplicado, 12,5 pL de mezcla real (Invitrogen) y los primers de DENV-2 ,
3'y 5' (5 CCTGTAGCTCCACCTGAGAAG 3'), o los primers de actina, actil y acti2 (5'
GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC 3'"), a una concentracion final de 10 uM. La amplificacion
y deteccion se llevo a cabo en un termociclador IQ (Biorad) empleando las siguientes
condiciones: 3 min 95°C; 40 ciclos: 15 seg 95°C, 1 min 61°C y 30 seg 72°C; 10 min 72°C.
También se realiz6 una curva de melting para corroborar la pureza de las muestras. Para cada

muestra se calcul6 el QR con los datos de Ct de la PCR:
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QR=2AAct

donde AAct= ( CtVlral_ thelular)comm1 _ ( CtVlral_ thelular) tratado

Con el proposito de cuantificar el nimero de copias de genoma viral presentes en el medio
extracelular de los cultivos infectados y tratados o no con 9N-metilharmina, los sobrenadantes
de los cultivos fueron concentrados por ultracentrifugacion a 100.000 g durante 2 h y luego el
precipitado se resuspendié en TRIzol (Invitrogen) a fin de realizar la extraccion del ARN. La
extraccion del ARN para determinar del nimero de copias de genoma viral tanto en el medio
extracelular como en el medio intracelular y el resto de los pasos de la qRT-PCR se realizaron
como se describid en el item anterior, pero en este caso la cuantificacion se llevd a cabo
mediante la realizacién de una curva estandar utilizando el ARN obtenido a partir de la

transcripcion in vitro de un replicon DENV-2 (Alvarez y col., 2005b).

A partir de suero de ratones AG129

El ARN extraido se diluyo con agua libre de ribonucleasas y se amplifico por qRT-PCR
usando el Test de Zika de Logix Smart desarrollado por Co-Diagnostics, Inc. (Bountiful, UT).
SuL de la master mix, conteniendo el set de primers y la sonda Rapid Probe, marcada con el
fluoroforo FAM y el quencher DABCYL, se mezclaron con 2-5 uLL de ARN y agua libre de
ribonucleasas hasta completar los 20 pL totales. El ARN se transcribié de forma reversa por
10 min a 55°C, seguido de la separacion de hebras a 95°C por 20 seg. La reaccion de PCR
consistio en 40 ciclos a 95°C por 1 seg y 55°C por 20 seg. La curva estandar fue generada a
partir de un ARN sintético que abarca la region de amplificacion y se utilizéd para cuantificar

el naimero de copias de genoma en las muestras.

Ensayo de internalizacion viral

Las monocapas de células Vero, crecidas en microplacas de 24 cavidades, se infectaron con
aproximadamente 100 UFP/cavidad de DENV-2 (NGC). Luego de 1 h de incubacion a 4°C
se retiraron los indculos virales, se realizaron tres lavados con PBS frio y se adiciond6 MM
precalentado a 37°C para dar inicio al proceso de internalizacion en ausencia o presencia de
anisomicina (200 nM). Los cultivos se incubaron a 37°C y a diferentes tiempos se lavaron con
PBS y se trataron con 300 pL de buffer citrato (acido citrico 40 mM, KCI 10 mM, NaCl 135

mM, pH 3,0) de manera de eliminar el virus adsorbido pero no internalizado. Luego las
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monocapas celulares se lavaron con PBS, se cubrieron con medio de plaqueo y se incubaron
a 37°C durante 6 dias. Transcurrido este tiempo, los cultivos se fijaron con formol y se realizd
el recuento de placas. En este ensayo cada placa formada corresponde a una célula o centro

infeccioso en el que una particula viral logro ser internalizada de manera productiva.

Cinética de desnudamiento viral

Las monocapas de células Vero, crecidas en microplaca de 24 cavidades, se infectaron a 4°C
con aproximadamente 100 UFP/cavidad de DENV-2 (NGC). Luego de 1 h de incubacion a
4°C se realizaron 3 lavados con PBS frio y se adicionaron 450 pL. de MM precalentado a 37°C
para dar inicio a la internalizacion viral. Los cultivos se transfirieron a un bafio térmico a 37°C
y a distintos tiempos de incubacion (0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min) se agregaron 50 uL de
MM conteniendo cloruro de amonio (concentracion final 50 mM) o anisomicina
(concentracion final 200 nM). Las células se incubaron en presencia de los compuestos a 37°C
durante 3 h y luego se trataron durante 1 min con buffer citrato, pH 3,0, a fin de inactivar
aquellas particulas virales que hubieran quedado adsorbidas sin internalizar. Luego de realizar
tres lavados con PBS, las células se cubrieron con medio de plaqueo y al cabo de 6 dias las

mismas se fijaron con formol y se realiz6 el recuento de placas.

Actividad de ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp) de NS5

Los estudios de actividad enzimatica se realizaron en el laboratorio de Architecture et
Fonction des Macromolécules Biologiques Laboratory en la Universidad Aix-Marsella bajo

la supervision del Dr. Bruno Canard.

Se analiz6 el efecto de los compuestos estudiados sobre la actividad RdRp de la proteina NS5
de DENV-2 segun protocolo previamente descripto por Selisko y col. (2006). La secuencia
codificante del dominio RdRp de NS5 de DENV-2 (NGC) fue clonada en un plasmido de
expresion pQE30 (Qiagen) rio arriba de una etiqueta de hexa-histidina clivable. La proteina

fue expresada en Escherichia coli Rosetta pLacl cells (Novagen) y posteriormente purificada.

Se utilizé un buffer de reaccion (HEPES 50 mM, pH 8,0, KC1 10 mM, MnCl,; 2 mM, MgCl,
2 mM, ditiotreitol (DTT) 10 mM) conteniendo 100 nM de uridina homopolimérica como
templado para la sintesis de ARN, 20 nM de la RdRp de DENV-2 y diferentes concentraciones
del compuesto a ensayar (1, 10 y 50 uM).
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Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 40 pL en una placa de 96 cavidades
y todos los experimentos se robotizaron mediante el uso de un automatizador BioMek 3000
(Beckman). Para cada ensayo, la mezcla enzimatica se distribuy6 en cada una de las cavidades
de la placa y la reaccion se inicid con la adicion de ATP (100 uM) seguida de una incubacion
de 10 min a 30°C. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 20 pL de EDTA 100 mM.
Las mezclas de reaccion se transfirieron entonces a una placa Greiner usando un
automatizador Biomek NX (Beckman) y se agregaron 60 pL de reactivo fluorescente
Picogreen® (diluido 1/800 en buffer segun instrucciones del fabricante) por cavidad. La placa
se incubo 5 min en oscuridad a temperatura ambiente y la sefial de fluorescencia se leyo a 480

nm (excitacion) y 530 nm (emision) usando un lector de placas TecanSafire2.

El control positivo consistid en una mezcla de reaccion conteniendo DMSO 5% en lugar del

compuesto en estudio mientras que en el control negativo el compuesto fue reemplazado por

EDTA 100 mM.

Actividad de metiltransferasa (MTasa) de NS5

La actividad de MTasa de la proteina NS5 de DENV-3 se analizd de acuerdo al ensayo
previamente descripto por Barral y col. (2013). La secuencia codificante del dominio N-
terminal de la proteina NS5 de DENV-3 correspondiente a la actividad de MTasa (residuos 1-
277) fue clonado en un vector de expresion pMcox20A (Gateway) rio abajo de una etiqueta
de hexa-histidina clivable. La proteina fue expresada en Escherichia coli y posteriormente

purificada.

Los ensayos se llevaron a cabo en la mezcla de reaccion (Tris-HCI 40 mM (pH 8,0), DTT 1
mM, S-adenosilmetionina (SAM) 1,9 uM y *H-SAM 0,1 uM (Perkin Elmer) en presencia de
0,7 uM de ARN sintético GpppACa. La enzima DENV-MTasa purificada (750 nM) se mezclo
primero con los potenciales inhibidores antes de la adicion del ARN sustrato y de SAM y
luego la mezcla de reaccion se incub6 a 30°C. La concentracion final de DMSO fue del 5%,
y las reacciones control se realizaron en presencia de DMSO al 5%. La reaccion se detuvo al
cabo de 10 min anadiendo 40 pL de S-adenosilcisteina (SAH) 100 uM y 200 pL de agua. Las
muestras se transfirieron a filtros de dietilaminoetilcelulosa (DEAE) (Perkin Elmer) y el *H
de SAM no incorporado se elimin6 del filtro mediante lavado con formiato de amonio 0,01
M (pH=8,0), agua y luego etanol absoluto. Luego los filtros se secaron y se incubaron con

fluido de centelleo BetaplateScint (Wallac) para asi cuantificar el *H, como medida de la
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reaccion de metilacion del ARN sustrato, utilizando un contador de centelleo liquido Wallac

1450 MicroBetaTriLux.

Evaluacion de la toxicidad de la anisomicina en ratones AG129

Los estudios de toxicidad y actividad antiviral in vivo se realizaron en el LARC, USU, EEUU,

bajo la supervision del Dr. Justin Julander.

Se utilizaron ratones AG129 con un peso promedio de 23,3 £ 4,1 g que fueron asignados al
azar en 3 grupos de 3 animales cada uno y tratados por via s.c. una vez por dia con 0,1 mL
conteniendo 2, 10 o 50 mg/kg/d de anisomicina durante 10 dias. A otro grupo de 3 animales
se le administro NaCl 0,9 % (placebo). Diariamente se registrd el peso corporal y se procedid

a observar a los animales a fin de detectar la aparicion de signos de toxicidad.

Evaluacion de la actividad antiviral de la anisomicina frente a ZIKV en ratones AG129

Ratones AG129 con un peso promedio de 23,6 = 3,1 g se infectaron por via s.c con 0,1 mL
conteniendo 200 dosis infectivas cultivos celulares 50 (DICCso) y 4 h después de la infeccion
se comenzo con el tratamiento con anisomicina. Grupos de 10 ratones fueron tratados por via
s.c. con 0,1 mL de tres dosis diferentes de anisomicina (4, 20 o 100 mg/kg/d) una vez por dia
durante 10 dias. A otro grupo de 10 ratones se le administré6 NaCl 0,9 % en lugar del
compuesto (placebo). Por otra parte, otro grupo de 4 ratones no infectados y tratados con 100
mg/kg/d de anisomicina una vez por dia durante 10 dias también fue incluido como control
de toxicidad. Los ratones fueron observados dos veces por dia registrandose la mortalidad y
la aparicion de signos de enfermedad incluyendo excitabilidad, tendido boca abajo, paralisis,
encorvadura y conjuntivitis. A los 5 d.p.i. se tomaron muestras de sangre para determinar el
valor de viremia. El peso de los animales se registr6 entre los 8 y 21 d.p.i. También se tomo

nota del primer dia en el cual se observo la aparicion de algun signo de enfermedad.

Los ensayos in vivo se realizaron con la aprobacion del Comité de Uso y Cuidado de Animales
Institucionales de la Universidad Estatal de Utah. El trabajo se llevé a cabo en el Centro de
Investigacion de Animales de Laboratorio de la Universidad Estatal de Utah acreditado por la
Asociacion Internacional para la Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de Animales de

Laboratorio (AAALAC).

51



Materiales y métodos

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los experimentos realizados in vitro se utilizé la prueba ANOVA
seguida de un test de Dunnet o de Tukey. Para el andlisis estadistico del porcentaje de
supervivencia se empleo el test de Wilcoxon. En todos los casos se hizo uso del programa

Prism 5, GraphPad Software, Inc.
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la actividad antiviral in vitro de f-carbolinas
naturales y sintéticas frente a DENV
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RESULTADOS

Efecto de f-carbolinas naturales y sintéticas sobre la viabilidad celular y la multiplicacion

de DENV-2

En primer lugar se evalu6 el efecto citotoxico de las PB-carbolinas naturales harmano,
norharmano, harmina y harmol y de derivados sintéticos de las mismas en cultivos de células
Vero. Con respecto a los compuestos obtenidos por sintesis quimica se ensayaron los
derivados 9N-metilados de harmano, norharmano y harmina y una serie de ésteres de harmol
de cadena alifatica de 2, 3, 4, 5 y 6 carbonos (Tablas 1 y 2). Para ello, los cultivos de células
Vero se incubaron con diluciones seriadas al medio de cada uno de los compuestos a ensayar
durante 48 h y la viabilidad celular se cuantifico mediante el método de MTS, determinandose
la concentracion citotoxica 50 (CCso). Por otra parte, se investigd la actividad antiviral de los
diferentes compuestos frente a DENV-2 (cepa NGC) mediante un ensayo de inhibicion del
rendimiento viral realizado en células Vero (Tablas 1 y 2). Para ello, los cultivos se infectaron
con una m.i. de 1 UFP/célula, luego de 1 h de adsorcién a 37°C se trataron con diferentes
concentraciones no citotoxicas de cada uno de los compuestos a evaluar y a las 48 h p.i. se
cuantificé la produccion de virus extracelular por el método de formacion de placas.
Finalmente, se determin6 la concentracion efectiva 50 (CEso) y se calculo el indice de

selectividad (IS) como el cociente entre CCso y CEso (Tablas 1 y 2).
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Compuesto Formula Desarrollada | PM | CCs, (uM) | CE5y (uM) IS
=
norharmano " ‘ N 168 99.9+5.7 | -
H
SN
9N-metilnorharmano " l AN 182 > 1532 I -
hid
N
harmano \ ¢ 182 | 68,7+13,2 I -
N
H Ch,
. \ N
9N-metilharmano . 196 | 247.9+104 | -
(I:H3 s
=\
harmina 0 N e, 212 7.1+04 I -
HaC H
N\
. . W
9N-metilharmina o ) 226 | 178.6+11,5| 3.2+0.6 |562+14.2
H3é EH3 s

Tabla 1: Efecto citotoxico y actividad antiviral frente a DENV-2 de las fi-carbolinas naturales y sus derivados

sintéticos 9N-metilados en células Vero. CCs): concentracion citotoxica 50, CEsg: concentracion efectiva 50,

IS: indice de selectividad, I: inactivo. Los datos se expresan como el promedio de tres determinaciones + desvio

estandar (DE). a: la maxima concentracion de compuesto ensayada produjo un efecto citotoxico menor al 50%.
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Compuesto Formula desarrollada PM | CCso(uM) | CEsy (uM) IS
’J\N
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Q
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=\
valerato de harmol HEC\/\)OI\ Ji:[@m 282 580.9+39 | 61.6%1.5 9.4+0.3
0 ﬁ 3

=\
caprato de harmol /\/\jj\ /@ENQ(W 296 | 2204+55 | 87.6+1.3 2.5+0.1

Tabla 2: Efecto citotoxico y actividad antiviral frente a DENV-2 del harmol y de sus derivados sintéticos
(ésteres alifaticos) en células Vero. CCsy: concentracion citotoxica 50, CEsg: concentracion efectiva 50, IS:

indice de selectividad, I: inactivo. Los datos se expresan como el promedio de tres determinaciones + DE.

De las B-carbolinas naturales ensayadas, el harmol fue el compuesto que exhibi6 el menor
efecto citotoxico, mientras que el menor valor de CCsp se obtuvo para la harmina indicando
que la presencia del sustituyente metoxi (-OCH3) en C-7 resulté en una mayor citotoxicidad
de este compuesto (Tabla 1). Es de destacar que la metilacion del anillo pirrdlico produjo
derivados menos toxicos que los compuestos de partida (Tabla 1). A su vez, se observo que
la esterificacion del grupo hidroxilo en los derivados de harmol produjo un aumento de la
citotoxicidad de los compuestos con cadenas alifaticas cortas (C=1 o 2) pero la presencia de
cadenas alifaticas de 4 o 5 C provocd un incremento de los valores de CCso dando como

resultado compuestos con una actividad citotdxica similar o menor a la del harmol (Tabla 2).

De los compuestos naturales solo el harmol presentd actividad inhibitoria frente al virus con
un IS de 61,3. Por el contrario, los ésteres de harmol ensayados presentaron escasa o nula

capacidad inhibitoria (Tabla 2). A su vez, la 9N-metilharmina result6 ser el tnico derivado
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metilado que provoco la inhibicion dosis dependiente del rendimiento viral, exhibiendo un IS

de 56,2 (Tabla 1).

Se decidid entonces continuar con el estudio del modo de accion antiviral de los compuestos
harmol y 9N-metilharmina debido a que los mismos presentaron los mayores indices de

selectividad frente a DENV-2.

Actividad antiviral de la 9IN-metilharmina y el harmol frente a los diferentes serotipos de

DENV

Teniendo en cuenta la actividad antiviral exhibida por la 9N-metilharmina y el harmol frente
a DENV-2 se decidi6 evaluar el efecto de estos compuestos sobre la multiplicacion de los
otros serotipos de DENV, para lo cual se realiz6 un ensayo de inhibicion del rendimiento viral
en células Vero infectadas con cada uno de los serotipos virales, DENV-1 (cepa Hawaii),

DENV-3 (cepa H87) y DENV-4 (cepa 8124), a una m.i. de 1 UFP/ célula.

Se comprobd que si bien tanto la 9N-metilharmina como el harmol presentaron actividad
antiviral frente a los 4 serotipos de DENV ensayados (Tabla 3), DENV-2 resulto ser el serotipo

mas susceptible a ambos compuestos.

CE5, (M)
Compuesto DENV-1 | DENV-3 | DENV-4
9N-metilharmina 495+25 |33, 713 | 163x1,2
harmol 10,1 £1,1 | 7,7+ 1,1 | 21,1 £ 1,5

Tabla 3: Actividad antiviral de la IN-metilharmina y del harmol frente a los diferentes serotipos de DENV
en células Vero. CEsp: concentracion efectiva 50. Los datos se expresan como el promedio de tres

determinaciones £ DE.

Evaluacion del efecto inactivante de las f-carbolinas activas

A fin de determinar si los compuestos activos presentaban actividad virucida, alicuotas del
stock de DENV-2 se incubaron con diferentes concentraciones de harmol o 9N-metilharmina
durante 2 h a 37°C y luego se determind la infectividad remanente mediante un ensayo de

formacion de placas. Como se observa en la Figura 1 ninguno de los dos compuestos produjo
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la inactivacion directa de las particulas virales dado que los titulos de las suspensiones virales
incubadas con las diferentes concentraciones de cada uno de los compuestos no presentaron

diferencias significativas respecto al control sin tratar.
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Figura 1: Evaluacion de la actividad virucida de la 9N-metilharmina y el harmol. Alicuotas de la suspension
de DENV-2 se incubaron con diferentes concentraciones de 9IN-metilharmina (A) o harmol (B) durante 2h a
37°C. La infectividad remanente se determino por un ensayo de formacion de placas. Los resultados se expresan
como el valor promedio del titulo viral obtenido a partir de tres determinaciones + DE. Para todas las
concentraciones de compuesto ensayadas los titulos virales de las muestras tratadas no resultaron

significativamente diferentes respecto al titulo viral obtenido en el control sin droga segun test de Dunnett.

Efecto de la 9N-metilharmina y del harmol sobre las actividades de RdRp y 2°O-MTasa de
la proteina NS5 de DENV

Teniendo en cuenta que en un reporte previo se habia propuesto que la actividad antiviral de
algunas y-carbolinas, compuestos estructuralmente relacionados con las B-carbolinas, podia
deberse a su efecto inhibitorio sobre la actividad RdRp de la proteina NS5 de BVDV, otro
miembro de la familia Flaviviridae (Salim y col., 2010), se procedi6é a analizar el efecto de
las B-carbolinas activas sobre las actividades de RdRp y de 2'0O-MTasa de NS5 de DENV

mediante ensayos enzimaticos realizados in vitro.

Para determinar la actividad de polimerasa de NS5 se utiliz6 el dominio RdARp recombinante

funcionalmente activo de NS5 de DENV-2 obtenido por expresion en Escherichia coli
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(Selisko y col., 2006) y el ensayo se realizo en presencia de ATP, utilizando como molde un
templado de poli-rU y un agente fluorescente intercalante, Picogreen®, que permite detectar
la formacion de ARN doble cadena (Benmansour y col., 2016). Por otra parte, para determinar
la actividad de 2'0O-MTasa de NS5 se emple6 el dominio MTasa recombinante funcionalmente
activo de DENV-3 obtenido por expresion en Escherichia coli (Barral y col., 2013) y se realiz6
un ensayo in vitro que consiste en la cuantificacion de la incorporacion de metilo marcado con

3H utilizando un ARN sintético (GpppACs4) como templado y *H-SAM como donante de

metilo.
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Figura 2: Efecto de la 9N-metilharmina y el harmol sobre la actividad de RARp de NS5 de DENV-2 (A) y 2'0-
MTasa de NS5 de DENV-3 (B). 3'dATP (1 uM) se utilizé como inhibidor de referencia de la actividad RARp y

la sinefugina se utilizo como inhibidor de referencia de la actividad de MTasa. Los porcentajes de actividad
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enzimdtica con respecto al control sin droga graficados corresponden al promedio de tres determinaciones +
DE. Test de Dunnett ***p<0,001. El porcentaje de actividad enzimdtica en presencia de sinefugina (50 uM) fue
de 0,7+ 0,2 %.

Como se muestra en la Figura 2, a diferencia de lo observado con los inhibidores de referencia,

las B-carbolinas no afectaron ninguna de las dos actividades enzimaticas de NS5 evaluadas.

Efecto de las -carbolinas activas en las etapas iniciales de la infeccion

Con el objeto de analizar el efecto de las B-carbolinas activas en las etapas tempranas de la
multiplicacion viral, adsorcion e internalizacion, las células Vero se infectaron con DENV-2
(m.i.=1) en presencia de 9N-metilharmina o harmol (40 uM) durante 1 h a 37°C. Luego se
descart6 el indculo viral, las células se lavaron y se incubaron con MM sin compuesto hasta
las 48 h p.i. Otro grupo de cultivos se infectaron en ausencia de compuesto durante 1 h a 37°C
y luego se descarto6 el indculo viral y se agregd MM conteniendo 9N-metilharmina o harmol
(40 uM). En todos los casos los cultivos se incubaron a 37°C y a las 48 h p.i. se tituld el virus
presente en el sobrenadante de los cultivos por el método de formacion de placas. Como se
muestra en la Figura 3, la presencia de 9N-metilharmina o harmol durante la primera hora de
la infeccidon no provocd cambios en la multiplicacion viral con respecto al control sin tratar,

indicando que los compuestos no afectarian los procesos de adsorcion e internalizacion viral.
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Figura 3: Efecto de la 9N-metilharmina y el harmol sobre las etapas iniciales de la infeccion. Células Vero
infectadas con DENV-2 (m.i.=1) se trataron con 9N-metilharmina o harmol (40 uM) durante la primera hora
de la infeccion o a partir de 1 h p.i. hasta las 48 h p.i. El virus liberado al sobrenadante se titulo por el método
de formacion de placas. Los resultados se expresan como el porcentaje de inhibicion del rendimiento viral
respecto al control sin droga. Los datos representan un promedio de tres determinaciones = DE. Test de Dunnett

k% p<,001.

Efecto del tiempo de agregado de IN-metilharmina sobre la multiplicacion viral

Con el proposito de investigar con mayor profundidad cudl era el modo de accidn antiviral de
las B-carbolinas se decidi6 continuar los estudios con uno sélo de los compuestos, la 9N-
metilharmina ya que tanto este compuesto como el harmol exhibian una eficacia y una
selectividad antiviral similar frente a DENV-2 tal como lo indican los valores de CEso e IS

obtenidos (Tablas 1 y 2).

A fin de ubicar temporalmente el efecto inhibitorio de la 9N-metilharmina, cultivos de células
Vero se pre-trataron con 9N-metilharmina durante 1 h y posteriormente se infectaron con
DENV-2 (m.i.=1). Transcurrida 1 h de infeccién se agregd medio de cultivo sin compuesto y
se mantuvo hasta las 48 h p.i. Paralelamente, se infectaron células Vero, sin tratamiento
previo, con DENV-2 (m.i.=1) y el compuesto se agrego a distintos tiempos p.i. y se mantuvo
hasta las 48 h p.i. Finalmente se cuantifico el virus extracelular e intracelular por el método

de formacion de placas.
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Figura 4: Efecto del tiempo de agregado de IN-metilharmina sobre la produccion viral. Se realizo un pre-
tratamiento de las células Vero con 9N-metilharmina (40 uM) 1 h antes de infectar (Pre) o las células se
infectaron con DENV-2 (m.i.=1) y el compuesto se agrego a distintos tiempos p.i. (0, 1, 3, 5, 8 h p.i.). A las 48
h p.i. se cuantifico el virus extracelular a partir de los sobrenadantes de los cultivos y las células se sometieron
a 2 ciclos de congelamiento y descongelamiento a fin de titular el virus intracelular. Los resultados se expresan
como el porcentaje de inhibicion del rendimiento viral respecto al control sin droga. Los datos representan un

promedio de tres determinaciones + DE.

Como se muestra en la Figura 4, el pre-tratamiento de las células con el compuesto produjo
una muy leve disminucion en el titulo de virus extracelular sin afectar la produccion de virus
intracelular. En el caso de aquellos cultivos en los cuales el compuesto se agregd a distintos
tiempos p.i., la 9N-metilharmina agregada junto con el indculo viral (tiempo 0) o a 1 h p.i.
produjo una escasa inhibicion del titulo de virus intracelular y no tuvo efecto inhibitorio sobre
el mismo cuando el compuesto se agregd mas tardiamente. Por el contrario, el virus
extracelular disminuy6 en aproximadamente un 90 % con respecto al control atin en aquellos

cultivos tratados con el compuesto a partir de las 8 h p.i.

Efecto de la 9N-metilharmina sobre la sintesis de ARN viral

Dado que el tratamiento con 9N-metilharmina produjo una escasa inhibicioén de la formacion
de virus intracelular se decidid corroborar estos resultados examinando el efecto del
compuesto sobre la sintesis de ARN viral por la técnica de qRT-PCR. El ARN total se extrajo
alas 6 h o alas 24 h p.i. y se procedid luego a la sintesis de ADN copia y su amplificacion

por PCR. Se utiliz6 el compuesto ribavirina como compuesto de referencia a fines
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comparativos ya que es un analogo de nucledsido que inhibe la sintesis de ARN viral
(Takhampunya y col., 2006). Para cada muestra se calcul6 la cantidad relativa de ARN viral

respecto al control sin droga (QR) (ver Materiales y métodos).

105 I 9N-metilharmina
I ribavirina

Cantidad relativa de ARN viral

p.i. (h)

Figura 5: Efecto de la IN-metilharmina sobre la sintesis de ARN viral. Cuantificacion mediante qRT-PCR del
ARN viral a las 6 o 24 h p.i. a partir de cultivos de células Vero infectados con DENV-2 (m.i.= 1) en ausencia
o presencia de 9N-metilharmina (40 uM) o ribavirina (80 uM). Los valores de QR representan el promedio de
tres determinaciones = DE. Test de Dunnett *p<0,05 y **p<0,01.

La presencia de 9N-metilharmina no redujo la cantidad de ARN viral detectada a las 6 o a las
24 h p.i. en las células infectadas con respecto a los cultivos control (Figura 5). Por el
contrario, el tratamiento con ribavirina provocd una disminucion significativa de la sintesis

de ARN viral en los dos tiempos p.i. analizados.

Efecto de la 9N-metilharmina sobre la propagacion de la infeccion

A fin de corroborar la capacidad de la 9N-metilharmina de inhibir la propagacion de la
infeccion viral se estudio el efecto del compuesto sobre la expresion de la glicoproteina E de
DENV-2 en células Vero infectadas y tratadas con 9N-metilharmina durante 48 h. Luego, las
células se fijaron y se realizdo un ensayo de inmunofluorescencia indirecta utilizando un
anticuerpo monoclonal de raton dirigido hacia la glicoproteina E como anticuerpo primario.
El recuento de células fluorescentes a partir de 20 campos seleccionados al azar mostrd una
reduccion significativa del 80,0+ 0,6 % del numero de células infectadas con respecto al

control sin droga (p < 0,001) (Figura 6). Sin embargo, en las células que exhibieron
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fluorescencia, el patron de distribucion intracelular de la glicoproteina viral fue similar en los

cultivos tratados y no tratados con 9N-metilharmina.

control viral 9N-metilharmina

glicoproteina E

nucleos

Figura 6: Expresion de la glicoproteina E de DENV-2 en células Vero tratadas con IN-metilharmina (40
uM). La expresion de la glicoproteina E se determino por un ensayo de inmunofluorescencia indirecta y los

nucleos celulares se tiieron con Hoechst. Aumento 400x.

Efecto de la IN-metilharmina sobre la liberacion de las particulas virales

Con el fin de investigar si el compuesto 9N-metilharmina afectaba el egreso de las particulas
virales de la célula hospedadora, se realiz6 una qRT-PCR para cuantificar el nimero de copias
de genoma viral tanto en el medio intracelular como en el medio extracelular. Por otra parte,
se cuantificd el nimero de particulas virales infecciosas presentes en el medio extracelular

utilizando el método de formacion de placas.
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Figura 7: Efecto de la IN-metilharmina sobre el egreso de las particulas virales. Células Vero infectadas con
DENV-2 (m.i.= 1) se incubaron 1 h a 37°C'y luego los cultivos se cubrieron con MM (control) o MM conteniendo
IN-metilharmina (40 uM). A las 24 h p.i. las copias de genoma viral intracelulares y extracelulares se
cuantificaron por qRT-PCR y las particulas virales infecciosas liberadas al medio extracelular se titularon por
el método de formacion de placas. (4) Los datos muestran la relacion entre el ARN viral extracelular y el
intracelular. (B) Los resultados representan la relacion entre el numero de particulas virales infecciosas
presentes en el sobrenadante de los cultivos y el numero de genomas virales presentes en dichos sobrenadantes.
Los datos representados corresponden a los valores promedio de tres determinaciones = DE. Test de Dunnett

**p<0,01 y ***p<0,001.

Si bien los niveles de ARN viral intracelular, en coincidencia con los resultados mostrados en
la Figura 5, no se vieron afectados por el tratamiento con 9N-metilharmina, se observé una
disminucion en el nimero de copias de ARN viral en el medio extracelular. Por lo tanto, como
se muestra en la Figura 7, el tratamiento con el compuesto provoco una reduccion de 4 veces
en la relacion entre el nimero de copias de genoma viral extracelular e intracelular con
respecto al control (Figura 7 A), lo cual sugiere que el compuesto afectaria la salida de las
particulas virales al medio extracelular. Por otro lado, el compuesto también produjo una
disminucion de 3,6 veces en la relacion entre particulas virales infecciosas y genomas virales
en el medio extracelular respecto al control (Figura 7 B), indicando la presencia de una mayor
proporcidn de particulas virales no infecciosas en el sobrenadante de los cultivos tratados con

9N-metilharmina respecto a los cultivos no tratados.
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Efecto de la IN-metilharmina sobre la activacion de la via de sefializacion p38 MAPK

Debido a que previamente se reportd que la B-carbolina harmina inhibe la via de sefializacion
p38 MAPK (Chen y col., 2015) y conociendo que en algunos tipos celulares se ha demostrado
que la infeccion por DENV activa esta ruta de sefializacion celular (Ceballos-Olvera y col.,
2010; Huerta-Zepeda y col., 2008; Nagila y col., 2013; Roth y col., 2017), decidimos examinar
st la actividad antiviral de la 9N-metilharmina se relacionaba con un efecto modulador sobre
la via p38 MAPK. Para ello se realiz6 un ensayo de Western blot con el objeto de detectar el
nivel de expresion de la proteina p38 fosforilada (P-p38) en células Vero, infectadas o no con

DENV-2, y tratadas durante 24 h con diferentes concentraciones de 9N-metilharmina.

no infectadas infectadas

0 1 10 40 0 1 10 40 9N-metilharmina (uM)

04 06 04 02 10 08 14 1,0 P-p38/GAPDH

Figura 8: Efecto de la 9N-metilharmina sobre la fosforilacion de p38. Células Vero no infectadas o infectadas
con DENV-2 (m.i.=1) fueron tratadas con diferentes concentraciones de 9N-metilharmina. Luego de 24 h de
tratamiento, las células se lisaron y se analizo la expresion de P-p38 por Western blot utilizando la expresion
de GAPDH como control de carga. Los numeros indican la relacion entre la intensidad de la banda

correspondiente a P-p38 y la correspondiente a GAPDH y corresponden a un experimento representativo.

Como se observa en la Figura 8, en los cultivos sin tratar con 9N-metilharmina hay un aumento
del nivel de fosforilacion de p38 en las células infectadas con respecto a las células no
infectadas lo cual indica, en concordancia con los trabajos previos realizados en otros sistemas
celulares antes mencionados, que la infeccion con DENV induce la activacion de esta via de
sefalizacion celular. En los cultivos celulares no infectados el tratamiento con la maxima
concentracion de 9N-metilharmina ensayada (40 uM) produjo una reduccion del nivel basal
de fosforilacion de p38. Por el contrario, en el caso de las células infectadas los niveles de P-

p38 en los cultivos tratados o no con 9N-metilharmina fueron similares tanto a
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concentraciones que exhiben actividad antiviral (10 y 40 uM) como a una concentracion sub-

inhibitoria (1 pM).
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DISCUSION

El dengue es actualmente la enfermedad transmitida por artropodos mas frecuente en el
mundo. Los cambios climdticos, la expansion geografica del vector y el crecimiento de la
urbanizacion son en gran parte responsables del dramético aumento de los casos de dengue en
todo el mundo durante las Gltimas décadas. La vacuna disponible para DENV, aprobada en
algunos paises, logré reducir el nimero de hospitalizaciones, pero su eficacia promedio es
baja y presenta riesgos para chicos menores de 9 afos, parte importante de la poblacion
afectada, por lo cual su uso se recomienda solo en paises con alto nivel de endemicidad. La
falta de eficiencia en el control del vector y la incertidumbre frente a la eficacia a largo término
de la nueva vacuna frente a los cuatros serotipos virales, plantean la urgencia del desarrollo
de terapias antivirales especificas frente a DENV. Actualmente no hay antivirales disponibles
y muchos de los candidatos que alcanzaron los ensayos clinicos han fallado. Frente a esta
situacion, en este primer capitulo evaluamos un grupo de alcaloides, las B-carbolinas,
compuestos que presentaban la capacidad de inhibir la multiplicacién de otros virus, como

posibles agentes antivirales frente a DENV.

Se evalu¢ la actividad antiviral de 4 B-carbolinas naturales y 8 derivados sintéticos en células
Vero frente a DENV-2. Con respecto a los 4 compuestos naturales se observd que la
metilacion en C1 (harmano) aumenta la citotoxicidad del compuesto con respecto a su analogo
sin sustituir (norharmano), lo cual sugiere alguna influencia de la presencia del grupo metilo
en la viabilidad celular. A su vez, si se suma un sustituyente metoxi en la posicion C7

(harmina) se observa un aumento drastico de la citotoxicidad.

Ishida y col. (2001), describieron un efecto similar para el harmano y la harmina sobre la
viabilidad de células linfociticas H9. Un mayor efecto citotoxico de la harmina en
comparacion con otras f-carbolinas naturales también ha sido reportado en otras lineas
celulares humanas como las células promielociticas HL-60 y las células mieloides K562
(Jahaniani y col., 2005). Sin embargo, si el sustituyente en C7 es un grupo hidroxilo (harmol)
se evidencia una considerable disminucién de la citotoxicidad, siendo el harmol incluso menos
toxico que su analogo sin sustituyentes (norharmano), lo que podria sugerir que la posibilidad
del compuesto de establecer interacciones del tipo puente de hidrégeno en esta posicion podria
disminuir su citotoxicidad. Esto también se aprecia en sus derivados esterificados de 2 0 3 C,
donde la citotoxicidad aumenta, confirmando la relevancia del grupo hidroxilo en esa posicion

en relacion al efecto citotoxico exhibido. Sin embargo, cuando los ésteres de harmol poseen
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una cadena alifatica més larga (valerato y caprato de harmol) se obtienen valores de CCso
incluso mas altos que para el harmol. Estos resultados difieren de los obtenidos en las células

linfociticas H9, donde el harmol y el acetato de harmol mostraron valores de CCso similares

H\N
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7 N CH,3
H

Figura a: En azul se muestran los sustituyentes asociados a una mayor citotoxicidad de los compuestos y en

al exhibido por el harmano (Ishida y col., 2001).

rojo los sustituyentes que les confieren un menor efecto citotoxico.

Por otra parte, en los cultivos de células Vero utilizados en este trabajo los derivados 9N-
metilados del norharmano, el harmano y la harmina resultaron menos citotoxicos que los
compuestos de partida. Por el contario, se ha descripto que tanto la harmina como la 9N-
metilharmina exhibieron niveles de toxicidad similares en lineas celulares de origen humano
como las células linfociticas H9 y las células hepaticas HepG2 (Chen y col., 2005). El
conjunto de estos resultados sugiere que el efecto citotoxico de este tipo de compuestos

depende del tipo celular en estudio.

De las B-carbolinas ensayadas, 5 presentaron efecto inhibitorio frente a DENV-2, siendo el
harmol el tnico de los compuestos naturales que resultd activo. Los ésteres de harmol de
cadenas de 2 o 3 C no presentaron actividad antiviral mientras que los de cadenas mas largas
exhibieron un efecto inhibitorio muy débil. Por lo cual, la presencia del grupo hidroxilo en C7
redunda en un menor efecto citotéxico y una mayor actividad antiviral. El derivado sintético
9N-metilharmina también present6 actividad antiviral frente a DENV-2, no asi el compuesto
de partida, la harmina, cuyo efecto inhibitorio s6lo pudo ser evaluado a concentraciones
menores a 1uM debido a su alto grado de citotoxicidad. Por lo tanto, el harmol y la 9N-
metilharmina fueron los compuestos que presentaron los mayores IS, 61,3 y 56,2,
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respectivamente. Ambos compuestos también presentaron actividad antiviral frente a HIV-1
en células H9 aunque con valores de IS de 9,7 y 9,2 respectivamente (Ishida y col., 2001). En
ese mismo trabajo se demostrd que la presencia de cadenas alifaticas de mayor longitud en la
posicion 9N provocaba un incremento del efecto antiviral frente a HIV, por lo cual resultaria
interesante evaluar la actividad de este tipo de derivados sintéticos frente a DENV. Por otra
parte, en base a los resultados obtenidos seria importante la obtencion y evaluacion de la
citotoxicidad y actividad antiviral del derivado 9N-metilharmol, el cual nos permitiria
determinar si la presencia del grupo hidroxilo en C7 y del sustituyente metilo en la posicién
ON le otorgan a la molécula una actividad antiviral mayor y mas selectiva. La Dra. Maria
Alejandra Ponce, quien tuvo a su cargo la sintesis de las B-carbolinas sintéticas, realizd
algunos intentos de sintesis de este compuesto, pero hasta el momento no ha sido posible su

obtencion con un rendimiento apropiado para la realizacion de los ensayos biologicos.

Al evaluar los compuestos mas activos frente a los otros serotipos de DENV se comprobo que,
si bien tanto el harmol como la 9N-metilharmina presentaron actividad antiviral frente a
DENV-1,-3 y -4, su eficacia fue menor que la determinada para DENV-2. Esta variacion en
la actividad antiviral frente a los diferentes serotipos virales ya ha sido descripta para
diferentes agentes antivirales con variados mecanismos de accion, como por ejemplo para
derivados de antibidticos (Rothan y col., 2014) y polisacaridos sulfatados (Talarico y col.,
2007) que afectan la entraba de DENV a la célula o para compuestos que interfieren con la
sintesis de ARN viral, tanto aquellos con un blanco de accidn viral como algunos inhibidores
de NS4B (Wang y col., 2015), como otros que poseen blancos de accion celulares tales como
los inhibidores de la enzima inosina monofosfato deshidrogenasa (Sepulveda y col., 2008).
La susceptibilidad diferencial de los serotipos virales a esta amplia variedad de compuestos
podria tener su origen en diferencias a nivel de la interaccion de cada serotipo con factores
celulares, sin embargo, no existen hasta el momento evidencias experimentales que permitan

explicar estos resultados.

Ni el harmol ni la 9N-metilharmina mostraron actividad virucida por lo cual se descartd que
estos compuestos actuaran como inactivantes de las particulas virales infecciosas. Asimismo,
ninguno de los dos compuestos afectd la actividad enzimatica de RdRp ni de MTasa de la
proteina NS5 de DENYV, por lo cual nuestros resultados no mostraron coincidencias con los
reportados previamente para algunas y-carbolinas sintéticas frente a BVDV, para las cuales se

ha postulado a la enzima viral RdRd como blanco de su accion antiviral (Salim y col., 2010).
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La presencia del harmol y de la 9N-metilharmina durante el periodo de adsorcion y
penetracion del virus no afect6 la multiplicacion de DENV-2 por lo tanto, su efecto inhibitorio
no estaria relacionado con el bloqueo de las etapas tempranas de la infeccion. Se ha descripto
que algunas B-carbolinas sintéticas que contienen un grupo carbohidrazida sustituido en el C-
3 actuarian inhibiendo etapas iniciales de la infeccion por HSV-1 (Nazari Formagio y col.,
2009). Sin embargo, en el mismo reporte se demuestra la actividad virucida de estos
compuestos, por lo cual la inhibicién del rendimiento viral que se observa cuando estos
derivados estan presentes junto con el indculo viral podria deberse a su efecto inactivante

sobre las particulas de HSV-1.

El pre-tratamiento de las células con 9N-metilharmina no alter6 de manera relevante la
produccion de virus por lo cual este compuesto ejerce su actividad inhibitoria cuando esta
presente durante la multiplicacion viral. Por otro lado, el agregado de 9N-metilharmina a
tiempos tempranos p.i. provocd una escasa inhibicion de la formacion de virus intracelular
con capacidad infecciosa y cuando el compuesto se agrego a partir de las 3 h p.i. no se observo
inhibicion de la produccién de virus intracelular. Por el contrario, el agregado de compuesto
hasta las 8 h p.i. provoco una reduccion notoria del rendimiento de virus liberado al medio
extracelular. Estos resultados indican que el compuesto estaria afectando fundamentalmente
las etapas tardias del ciclo de multiplicacion viral relacionadas con la salida del virus de la
célula. Para corroborar esta hipotesis en primer lugar se realizé un ensayo de qRT-PCR para
analizar el efecto de la 9N-metilharmina sobre la sintesis de ARN viral, una etapa previa a la
salida del virus, determinandose que el compuesto no altero el proceso de replicacion del ARN
viral. Para determinar si el compuesto afectaba el egreso de las particulas virales se llevo a
cabo la cuantificacion del ARN viral extracelular e intracelular luego de 24 h de tratamiento.
Se observo que la 9N-metilharmina provocd una marcada disminucion en la relacion entre el
numero de copias de genoma viral en el medio extracelular y el nimero de copias de genoma
viral intracelulares, lo cual es indicativo de un menor numero de particulas virales en el
sobrenadante de los cultivos tratados con la -carbolina respecto a los cultivos controles. Por
otra parte, se investigo el efecto del compuesto sobre la propagacion viral mediante el analisis
de la expresion de la glicoproteina E a las 48 h p.i. utilizando un ensayo de
inmunofluorescencia y se comprobo una marcada disminucion del nimero de células que
expresaban E en las muestras tratadas con respecto al control, corroborando que el compuesto

afecta la propagacion de la infeccion viral.

71



Capitulo 1

Si bien nuestros ensayos mostraron una disminucion de la salida de particulas virales al medio
extracelular, no se detectd una acumulacion de particulas virales con capacidad infecciosa en
el medio intracelular. Dicha acumulacién ha sido descripta por ejemplo luego de la
introduccion de mutaciones puntuales en la secuencia de glicosilacion N-154 de la
glicoproteina E de WNV, las cuales afectan el egreso de las particulas virales (Yap y col.,
2017). Por lo tanto, decidimos examinar si ademds de un efecto en la salida del virus, la 9N-
metilharmina podia también estar afectando en forma parcial la maduracion de las particulas
de DENV-2. Para ello se analiz6 el efecto del compuesto sobre la infectividad especifica
determinandose que el tratamiento con 9N-metilharmina provoc6 una reduccién en la relacion
entre particulas virales infecciosas y copias de genoma viral en el medio extracelular con
respecto al control viral sin tratar. El conjunto de estos resultados indicaria que la 9N-

metilharmina inhibe tanto la maduracién como el egreso de las particulas virales.

La disminucién en la infectividad especifica de las particulas virales liberadas al medio
extracelular también ha sido comprobada en ensayos con DENV en los cuales una region de
13 aminoacidos proxima al sitio de clivaje de prM de DENV-2 se reemplazd por las secuencias
correspondientes a otros flavivirus. La gran proporcion de particulas virales no infecciosas en
el sobrenadante de los cultivos celulares infectados con estos virus quiméricos se ha asociado
a una disminucion en la eficiencia del clivaje de prM (Keelapang y col., 2004). A su vez,
también se ha demostrado que el tratamiento con agentes lisosomotrdpicos como la cloroquina
provoca una reduccion de la infectividad especifica de DENV-2 relacionada con un menor
grado de clivaje de la proteina prM (Randolph y col., 1990). Por lo tanto, un probable blanco
de accion de la 9N-metilhamina durante el proceso de maduracion viral podria ser el clivaje

de prM por parte de la proteina celular furina.

Se sabe que la maduracion y el egreso de las particulas de DENV requiere de la actividad de
las a-glucosidasas de RE, encargadas de las modificaciones post-traduccionales de las cadenas
N-oligosacaridicas de la proteina E (Courageot y col.,, 2000; Yap y col., 2017). La
cuantificacion de particulas virales infecciosas y del ARN viral en el medio extracelular ha
permitido demostrar que algunos inhibidores de las a-glucosidasas como la N-butil-1-
desoxinojirimicina o el celgosivir bloquean la liberacion de las particulas virales al medio
extracelular y se ha propuesto que la alteracion en el procesamiento de las cadenas de
oligosacaridos provocaria fallas en el plegamiento de la glicoproteina E que impedirian el
transporte del virus fuera de la célula (Sayce y col.,, 2016). Como se menciond en la

introduccion, la glicoproteina E de DENV posee dos sitios de N-glicosilacion: N67 (presente
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so6lo en DENV) y N153 (conservado en la familia Flaviviridae) localizados en el dominio II
y I, respectivamente. Llamativamente DENV-2 presenta claras diferencias en la composicion
de las cadenas de oligosacaridos en ambos sitos de glicosilacion respecto a los otros serotipos
virales (Yap y col., 2017) y este hecho se relaciona con una susceptibilidad diferencial al
celgosivir en determinadas lineas celulares como las células Huh7, Vero y THP-1; sin
embargo, esto no ocurre en células BHK-21 (Watanabe y col., 2016). Por lo cual el analisis
de la accion de este tipo de inhibidores se hace mas complejo ya que la susceptibilidad a los
mismos dependeria no sélo del serotipo viral sino también del tipo celular en estudio. A su
vez, el andlisis mediante ensayos de inmunofluorescencia en células tratadas con celgosivir
permiti6 detectar un bloqueo en el transporte de la glicoproteina E desde el RE al aparato de
Golgi (Rathore y col., 2011). Por el contrario, el analisis del patron de localizacion intracelular
de la glicoproteina E en los cultivos tratados con 9N-metilharmina realizado en esta tesis no
mostro alteraciones notorias respecto a lo observado en los cultivos sin compuesto. De todas
formas, un analisis mas detallado de la distribucion intracelular de E mediante ensayos de co-
localizacion de esta proteina con marcadores del RE y del aparato de Golgi permitiria
descartar con mayor certeza algiin efecto de la B-carbolina sobre el transporte intracelular de

la glicoproteina viral.

Otros componentes celulares que estarian involucrados en la secrecion de las particulas de
DENV son los factores de ribosilacion de ADP (Arf), pequenas GTPasas involucradas en la
regulacion del trafico intracelular de vesiculas. Estos factores inducen la curvatura de las
membranas, regulan el metabolismo de los fosfolipidos y modulan la estructura de los
microfilamentos de actina (D'Souza-Schorey y col., 2006). Se ha descripto que el
silenciamiento de los factores Arf4 y Arf5, involucrados en el transporte desde el RE al
aparato de Golgi, o del factor Arfl, implicado en la formacion de vesiculas en el trans-Golgi,
impide la liberacién de las particulas virales a partir de la célula infectada sin afectar la
expresion intracelular de la glicoproteina E (Kudelko y col., 2012; Wang y col., 2014). Por
otra parte, se ha comprobado la interaccién entre ARf 1 y la glicoproteina E de DENV
(Karyala y col., 2016) por lo cual Arfl intervendria en el transporte de las particulas de DENV

ya maduras desde el aparato de Golgi hacia el espacio extracelular.

Asimismo, la salida de los viriones de DENV esta asistida por las proteinas que componen el
complejo exocitico, entre las cuales se encuentra la proteina Exo70. Se comprob6 que el
silenciamiento de Exo70 provoca la reduccion del titulo de virus extracelular sin afectar la

sintesis de ARN viral ni la produccion de virus infeccioso intracelular a las 18 h p.i., pero si
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se observo una acumulacion de particulas virales infecciosas intracelulares a mayores tiempos
p.i. (Cheny col., 2011). También se ha reportado que los compuestos 3- lactona y bortezomib,
inhibidores del sistema ubiquitina-proteosoma (UBP), el principal sistema proteolitico en
eucariotas, impedirian la salida de DENV de la célula (Choy y col. 2015). Es interesante
resaltar que la infecciéon con DENV induce la expresion tanto de Exo70 (Chen y col., 2011)

como de componentes del sistema UBP (Kanlaya y col., 2010).

\/@ Exo070 \

L ﬂTOO + Maduracién

Figura b: Posibles blancos celulares de IN-metilharmina

Los antecedentes expuestos y los resultados obtenidos sugieren que la 9N-metilharmina
interfiere con la maduracion y el egreso de las particulas de DENV probablemente afectando
la funcionalidad de factores celulares involucrados en las ultimas etapas del ciclo de

multiplicacion viral o la interaccion de componentes virales con dichos factores.
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Se ha descripto que la infeccién por DENV activa las vias ERK MAPK, p38 MAPK y JNK
MAPK tanto en cultivos celulares como en modelos de infeccion in vivo. Sin embargo, los
estudios in vitro han mostrado que la activacion de estas vias es variable segln el tipo celular
estudiado. De forma similar, los inhibidores quimicos especificos de estas cascadas de
sefalizacion han mostrado resultados contradictorios frente a la infeccion por DENV debido
a que la actividad antiviral de estas moléculas también resulta altamente dependiente del tipo

celular empleado (Garcia y col., 2017).

Las vias de senalizacion dependientes de MAPKs también han sido propuestas como blanco
de accion de las B-carbolinas. A diferencia de los resultados obtenidos en esta tesis, se ha
comprobado que el tratamiento con harmina en células infectadas con HSV-2 provoca la
reduccion de la expresion de proteinas virales por lo cual, en este caso, la B-carbolina estaria
inhibiendo etapas del ciclo viral de HSV previas a los procesos de maduracion y egreso (Chen
y col., 2015b). La actividad antiviral exhibida por la harmina frente a HSV-2 se relacionaria
con su habilidad para inhibir la activacion de las vias p38 MAPK y INK MAPK (Chen y col.,
2015b). Estos resultados también difieren de los obtenidos en este trabajo de tesis dado que el
tratamiento con 9N-metilharmina no modificé los niveles de activacion de p38 en las células
infectadas con DENV-2. Recientemente, y en coincidencia con nuestros resultados, Jiang y
col. (2017) han mostrado que no habria relacion entre la actividad antiviral de la harmina
frente a BoHV-1 y su efecto modulador sobre la via p38 MAPK. Dada la influencia del tipo
celular, los distintos sistemas celulares utilizados en estos trabajos podrian ser la causa de las
diferencias encontradas entre las investigaciones, aunque no se pueden descartar otros factores
como el tiempo de tratamiento o el tiempo p.1. en el cual se analiza la activacion de las vias

en estudio.

Las B-carbolinas son compuestos que presentan una gran variedad de actividades biologicas
pero hasta el momento en que se comenzd este trabajo de tesis no existian reportes de la
actividad antiviral de estas moléculas frente a DENV. Los resultados obtenidos han permitido
hacer un primer analisis acerca de las caracteristicas estructurales que serian relevantes para
la actividad citotdxica y antiviral de estos compuestos y asi poder encarar en una nueva etapa
la obtencion y evaluacion de nuevos derivados de B-carbolinas con el objeto de lograr
compuestos con una actividad mas potente y selectiva, extendiendo ademads este analisis a
otros flavivirus. Por otra parte, los estudios realizados indican que el compuesto 9N-
metilharmina inhibe etapas tardias de la multiplicacion de DENV. Estas etapas, sumamente

complejas, involucran la participacion de un gran nimero de factores celulares que podrian
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ser blanco de la acciéon de este derivado, por lo cual se abre una gama interesante de
posibilidades a investigar a fin de profundizar en el conocimiento del mecanismo de accion
de este tipo de compuestos, los cuales constituyen un nuevo grupo de posibles candidatos en

el desarrollo de antivirales frente a DENV.
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RESULTADOS

Evaluacion y caracterizacion de la actividad antiviral in vitro de la anisomicina frente a

DENV

Actividad antiviral de la anisomicina frente a los diferentes serotipos de DENV

A fin de evaluar la capacidad de la anisomicina de inhibir la multiplicaciéon de DENV se
investigd su efecto citotoxico y su actividad antiviral en cultivos de células Vero. La
citotoxicidad de la anisomicina se evalu6 por el método de MTS, determindndose un valor de
CCso de 5,4+ 0,1 uM vy su actividad antiviral se examindé mediante un ensayo de inhibicion
del rendimiento viral frente a los 4 serotipos de DENV: DENV-1(Hawaii), DENV-2 (NGC),
DENV-3 (H87) o DENV-4 (8124). Se determind la CEso y se calcul6 el IS como el cociente
entre CCso y CEso (Tabla 4).

Virus CE5) (nM) IS
DENV-1 232+1,5 231,9+ 20,2
DENYV-2 313412 1719+ 104
DENYV-3 248+1,3 216,9+ 16,2
DENV-4 61,6 1,1 87,3+3,5

Tabla 4: Actividad antiviral de la anisomicina frente a los distintos serotipos de DENV en células Vero. CEs:

concentracion efectiva 50. 1S: indice de selectividad. Los datos representan el promedio de tres determinaciones

+ DE.

78



Capitulo 2
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Figura 9: Inhibicion dosis dependiente de la multiplicacion de los diferentes serotipos de DENV en cultivos
celulares tratados con anisomicina. Células Vero se infectaron con cada uno de los serotipos virales (m.i.=1)
v luego de 1 h de adsorcion a 37°C los cultivos se trataron con diferentes concentraciones de anisomicina. A las
48 h p.i. se cuantifico el virus liberado al sobrenadante de los cultivos por el método de formacion de placas.
Los resultados se expresan como el porcentaje de inhibicion del rendimiento viral respecto al control sin droga.

Los datos representan el promedio de tres determinaciones = DE.

Como se muestra en la Tabla 4, la anisomicina presentd actividad antiviral frente a los 4
serotipos virales con valores de CEso similares para los serotipos 1, 2 y 3, mientras que en los
ensayos realizados con DENV-4 se observo un incremento de aproximadamente 2 veces del
valor de CEso, por lo cual el IS frente a este serotipo resulté menor. Para los cuatro serotipos

virales la anisomicina produjo una clara inhibicion dosis dependiente y la méxima
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concentracion no citotoxica de compuesto (200 nM) provocd una potente inhibicion mayor al

99 % del rendimiento viral (Figura 9).

Evaluacion del efecto inactivante de la anisomicina frente a DENV-2

Con el propodsito de determinar si la reduccion de la infectividad viral en los cultivos
infectados con DENV vy tratados con anisomicina podia ser consecuencia de que este
compuesto actuara como un agente virucida, inactivando en forma directa a la particula viral,
alicuotas de un stock de DENV-2 se incubaron en presencia de distintas concentraciones de
anisomicina por 2 h a 37°C. La infectividad remanente se cuantificoé por el método de
formacion de placas. El compuesto no present6 actividad virucida tanto a concentraciones no
inhibitorias como a concentraciones inhibitorias o incluso citotoxicas como 2000 nM (Figura

10).

Log UFP/mL

Cv 2 20 200 2000
Concentracion (nM)

Figura 10: Evaluacion de la actividad virucida de la anisomicina. Alicuotas de DENV-2 se incubaron con
distintas concentraciones de anisomicina durante 2 h a 37°C y la infectividad remanente en las suspensiones
virales se titulo por el método de formacion de placas. Los datos representan el promedio de tres
determinaciones = DE. Para todas las concentraciones de compuesto ensayadas los titulos virales de las
muestras tratadas con anisomicina no resultaron significativamente diferentes respecto al titulo viral obtenido

en el control sin droga seguin test de Dunnett.
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Actividad antiviral de la anisomicina frente a DENV-2 en lineas celulares humanas

A fin de extender el estudio de la actividad antiviral del compuesto a otros tipos celulares se
realizaron ensayos de rendimiento viral en distintas lineas celulares de origen humano como
las lineas U937, HepG2 y A549. En todos los casos se realiz6 en primer lugar un ensayo de
citotoxicidad por el método de MTS y luego un ensayo de inhibicién del rendimiento viral
infectando a las células con DENV-2 utilizando una m.i. de 1 UFP/célula, en el caso de las
células A549 y HepG2, o de 10 UFP/célula para las células U937. Los cultivos se trataron con

diferentes concentraciones no citotoxicas de anisomicina y a las 48 h p.i. se determin¢ el titulo

de virus extracelular.
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Figura 51: Inhibicion dosis dependiente de la multiplicacion de DENV-2 en cultivos celulares de origen

humano tratados con anisomicina. Los cultivos se infectaron con DENV-2 con una m.i. de 1 UFP/célula
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(células A549 y HepG2) o una m.i. de 10 UFP/célula (células U937) y luego de 1 h de adsorcion a 37°C se
trataron con diferentes concentraciones de anisomicina. A las 48 h p.i. se cuantifico el virus liberado al
sobrenadante de los cultivos por el método de formacion de placas. Los resultados se expresan como el
porcentaje de inhibicion del rendimiento viral respecto al control sin droga. Los datos representan el promedio

de tres determinaciones + DE.

Linea celular | CC5y (nM) | CE5, (nM) IS
A549 >94000 322+ 1.1 >2919
HepG2 >94000 40,7 £ 1,1 >2310
U937 4198+ 1,1 | 13,2+1,2 |31,8+£0,2

Tabla 5: Actividad antiviral de la anisomicina frente a DENV-2 en lineas celulares humanas. CCsy:
concentracion citotoxica 50. CEsp: concentracion efectiva 50. IS: indice de selectividad. Los datos representan

el promedio de tres determinaciones + DE.

Se observo que el indice de selectividad varia dependiendo de la linea celular utilizada. En el
caso de las lineas celulares HepG2 y A549 (Tabla 5) se observan valores de IS mas altos que
para las c¢lulas Vero (Tabla 4) debido a la escasa citotoxicidad exhibida por la anisomicina
en esas dos lineas de origen humano. Por el contrario, en el caso de la linea celular U937 el
compuesto exhibid un alto grado de citotoxicidad en comparacion a las otras lineas celulares
humanas (Tabla 5). Por lo tanto, si bien el valor de CEso en las células U937 fue bajo, el IS
resulté menor que el obtenido con el resto de las lineas ensayadas. Por otra parte, en todas las
lineas celulares, la maxima concentracién de anisomicina ensayada en la evaluacion de la
actividad antiviral (200 nM) produjo una inhibicion del rendimiento de DENV-2 mayor al 98
%.

Efecto de la anisomicina sobre aislamientos clinicos de DENV-2

Con el propésito de determinar la eficacia de la anisomicina frente a aislamientos clinicos de
DENV se evaluo la actividad antiviral de este compuesto frente a dos aislamientos clinicos de
DENV-2, identificados como DENV-2 67655 y DENV-2 67702. Para ello, las células Vero

se infectaron con cada uno de los aislamientos virales (m.i.= 1) y luego de 1 h de adsorcion a
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37°C los cultivos se trataron con diferentes concentraciones de anisomicina y a las 48 h p.i.

se cuantificé el rendimiento viral por el método de formacion de placas.
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Figura 12: Actividad antiviral de la anisomicina frente a aislamientos clinicos de DENV-2. Células Vero se
infectaron con cada uno de los aislamientos clinicos de DENV-2 (m.i.=1) y luego de 1 h de adsorcion a 37°C
los cultivos se trataron con diferentes concentraciones de anisomicina. A las 48 h p.i. se cuantifico el virus
liberado al sobrenadante de los cultivos por el método de formacion de placas. Los resultados se expresan como

el porcentaje de inhibicion del rendimiento viral respecto al control sin droga. Los datos representan el

promedio de tres determinaciones + DE.

DENV-2 | CEs, (nM) IS

NGC 313+12 | 171,9+ 10,4
67655 76+1,1 [707,9+ 1182
67702 15,0+ 1,0 | 358,7+31,9

Tabla 6: Efecto inhibitorio de la anisomicina firente a los aislamientos clinicos de DENV-2 en células Vero.

CEsp: concentracion efectiva 50. IS: indice de selectividad. Los datos representan el promedio de tres

determinaciones + DE.

Tal como se muestra en la Figura 12 y en la Tabla 6 la anisomicina mostr6 una potente
capacidad inhibitoria frente a los aislamientos clinicos de DENV-2 incluso mayor a la

obtenida frente a la cepa de referencia NGC.
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Influencia de la multiplicidad de infeccion en la actividad antiviral de la anisomicina

A fin de analizar la influencia de la m.i. en la actividad antiviral de la anisomicina se realizo
un ensayo de inhibicion del rendimiento viral en células Vero. Las células se infectaron con
DENV-2 (NGC) con distintas m.i. y luego de 1 h a 37°C los cultivos se cubrieron con medio
de cultivo conteniendo anisomicina. A las 48 h p.i., se cuantificé la infectividad viral a partir
de los sobrenadantes del cultivo mediante un ensayo de formacion de placas. Se observo que
el efecto inhibitorio es independiente de la m.i. en el rango ensayado (0,1 a 50 UFP/célula)

(Figura 13).
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Figura 13: Influencia de la multiplicidad de infeccion en la actividad antiviral de la anisomicina. Células
Vero se infectaron con DENV-2 a diferentes m.i. y se trataron con 100 o 200 nM de anisomicina. El titulo del
virus extracelular obtenido a las 48 h p.i. se determino por el método de formacion de placas. Los resultados se
expresan como el porcentaje de inhibicion del rendimiento viral respecto al control sin droga. Los datos
representan el promedio de tres determinaciones = DE. Las diferencias obtenidas entre las distintas m.i. para

ambas concentraciones de compuesto no fueron significativas segun Test de Tukey.

Efecto del pre-tratamiento de las células con anisomicina sobre la multiplicacion viral

Con el objeto de comenzar a investigar el modo de accion antiviral de la anisomicina se
decidi6 evaluar si el pre-tratamiento de los cultivos con anisomicina tenia algin efecto sobre
la multiplicacion de DENV-2. Para ello, cultivos de células Vero se trataron con anisomicina
(200 nM) durante 2, 4 u 8 h en forma previa a la infeccion y luego se infectaron con DENV-
2 (NGC) en ausencia de compuesto. A las 24 h p.i., se cuantificaron los titulos de virus
extracelular y virus intracelular por el método de formacion de placas. Como se observa en la

Figura 14, el pre-tratamiento de hasta 8 h con anisomicina no afect6 la multiplicacion viral.

84



Capitulo 2

I virus extracelular
[ Jvirus intracelular

Log UFP/mL
n

cv -2 4 -8
Duracién del pre-tratamiento (h)

Figura 14: Efecto del pre-tratamiento de las células con anisomicina sobre la produccion viral. Se realizo un
pre-tratamiento de las células Vero con anisomicina (200 nM) durante 2, 4 u 8 h. Luego las células se infectaron
con DENV-2 (m.i.=1) y a las 24 h p.i. se cuantifico el virus extracelular a partir de los sobrenadantes de los
cultivos y las células se sometieron a 2 ciclos de congelamiento y descongelamiento a fin de titular el virus
intracelular. Los titulos se determinaron por el método de formacion de placas y los datos representan el
promedio de tres determinaciones = DE. Las diferencias respecto al control sin droga (cv) no fueron

significativas segun test de Dunnett.

Efecto del tiempo de agregado de anisomicina sobre la produccion viral

A continuacion, se realizo un ensayo de agregado de compuesto a diferentes tiempos a lo largo
de la infeccion. Para ello, cultivos de células Vero se infectaron con DENV-2 (NGC) a una
m.i. de 1 UFP/célula y a diferentes tiempos p.i. se agregd anisomicina (200 nM). A las 24 h
p.1., los titulos de virus extracelular y virus intracelular se determinaron por el método de

formacion de placas.
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Figura 15: Efecto del tiempo de agregado de anisomicina sobre la produccion viral. Células Vero se infectaron
con DENV-2 (m.i.=1) y la anisomicina se agrego a distintos tiempos p.i. A las 24 h p.i. se cuantifico el virus
extracelular a partir de los sobrenadantes de los cultivos y las células se sometieron a 2 ciclos de congelamiento
y descongelamiento a fin de titular el virus intracelular. Los titulos se determinaron por el método de formacion
de placas y los resultados se expresan como el porcentaje de inhibicion del rendimiento viral respecto al control

sin droga. Los datos representan el promedio de tres determinaciones = DE.

Se observd que el agregado de compuesto hasta las 8 h p.i. produjo una marcada inhibicion
tanto del virus extracelular como del virus intracelular (Figura 15). Cuando la anisomicina se
agrego a partir de las 12 h p.i. se observo una reduccion de los porcentajes de inhibicion del
rendimiento viral respecto a los tiempos tempranos de tratamiento y dicha reduccion fue
mayor cuanto mas se retrasé el agregado de compuesto. Finalmente, cuando la anisomicina se
agreg6 a las 18 h p.i. los titulos de virus intracelular y extracelular fueron semejantes a los del
control sin compuesto. Estos resultados indican que la anisomicina estaria afectando la
formacion de particulas virales infecciosas y no pareceria tener un efecto inhibitorio en las

ultimas etapas de la infeccion.

Efecto del tratamiento con anisomicina durante diferentes intervalos de tiempo sobre la

produccion de virus infeccioso.

Los resultados obtenidos hasta aqui indicaban que la presencia de la anisomicina dentro de las
primeras 8 h de la infeccion era clave para que se evidenciara su habilidad de inhibir la

replicacion viral (Figura 15). Con el objetivo de determinar cudl era el intervalo de tiempo
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dentro de las primeras 8 h de la infeccion en el cual la anisomicina ejercia su mayor poder
inhibitorio, cultivos de células Vero se trataron con anisomicina durante diferentes intervalos
de tiempo: 0- 1h p.i., 0- 4h p.i., 1-4h p.i. y 4- 8h p.i. En todos los casos, a las 24h p.1., se tituld
el virus extracelular por el método de formacion de placas. En la Figura 16 se muestra que la
mayor inhibicion de la produccion de virus se observé cuando la anisomicina estuvo presente
durante los intervalos de tiempo 0-4 h y 1- 4h p.i. Sin embargo, la presencia del compuesto
durante la primera hora de la infeccion (0- 1 h p.i.) mostr6é solo una pequeiia reduccion no
significativa de la infectividad viral. Por lo tanto, el intervalo de tiempo de tratamiento en el
cual el compuesto mostré su mayor capacidad inhibitoria seria el comprendido entre 1 y 4 h
p.i., y el mismo coincidiria con el comienzo de los procesos de desnudamiento del genoma y

la sintesis de macromoléculas virales en la célula infectada.
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Figura 16: Efecto del tratamiento con anisomicina durante diferentes intervalos de tiempo sobre la
produccion de DENV-2. Células Vero se infectaron con DENV-2 (m.i.=1) en presencia de anisomicina (200
nM) durante diferentes intervalos de tiempo a lo largo de la infeccion. A las 24 h p.i. se cuantifico el virus
extracelular por el método de formacion de placas. Los resultados se muestran como el porcentaje de inhibicion
del rendimiento viral respecto al control sin droga y los datos representan el promedio de tres determinaciones

+ DE. Test de Dunnett * p<0,05 y *** p<0,001.

Efecto de la anisomicina sobre las primeras etapas de la multiplicacion viral

A fin de corroborar que la anisomicina no afectaba las etapas tempranas de la multiplicacion
viral, se realizd en primer lugar un ensayo de internalizacion viral. Con este propdsito, células
Vero infectadas con aproximadamente 100 UFP de DENV-2 (NGC) se incubaron durante

diferentes tiempos a 37°C en presencia o ausencia de compuesto y luego de inactivar las

87



Capitulo 2

particulas virales no internalizadas con pH é4cido se determin6 el nimero de placas formadas

en los cultivos controles y tratados.
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Figura 17: Efecto de la anisomicina sobre la internalizacion de DENV-2. Células Vero se infectaron con
aproximadamente 100 UFP de DENV-2 a 4°C por 1 h. Luego se descarto el inoculo y se agrego MM con
anisomicina (200 nM) o sin compuesto (control). Los cultivos se incubaron a 37°C y a distintos tiempos se
descarto el medio de cultivo y se agrego buffer citrato pH=3,0 para inactivar a las particulas virales adsorbidas
pero no internalizadas. Luego de dos lavados, se agrego medio de plaqueo y el numero de placas se determino

a los 6 dias p.i. Los datos representan el promedio de tres determinaciones + DE.

La cinética de internalizacion en los cultivos tratados con anisomicina fue similar a la obtenida
en los cultivos controles (Figura 17) lo cual indicaria que el efecto antiviral de la anisomicina

frente a DENV-2 no estaria relacionado con la entrada del virus a la célula.

A continuacion se analiz6 la cinética de desnudamiento viral en presencia o ausencia de
anisomicina utilizando al compuesto NH4Cl como un inhibidor de referencia del
desnudamiento viral, ya que este compuesto provoca el aumento del pH endosomal inhibiendo
la fusién entre la envoltura viral y la membrana de la vesicula endocitica. Para ello, células
Vero infectadas con aproximadamente 100 UFP de DENV-2 (NGC) a 4°C, se incubaron en
medio de cultivo a 37°C y a diferentes tiempos p.i. se agregd anisomicina (concentracion final
200 nM), NH4Cl (concentracion final 50 mM) o medio de cultivo (control). Los compuestos
se mantuvieron durante 3 h y al cabo de ese tiempo el virus no internalizado se inactivé con
pH écido. Finalmente, los cultivos se cubrieron con medio de plaqueo y 6 dias mas tarde se

cuantificaron las placas obtenidas.
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Figura 18: Efecto de la anisomicina sobre el desnudamiento viral. Células Vero se infectaron con
aproximadamente 100 UFP de DENV-2 a 4°C por 1 h. Luego se descarto el inoculo, los cultivos se cubrieron
con MM y a diferentes tiempos se agregéo NH,CI (hasta concentracion final 50 mM), anisomicina (hasta
concentracion final 200 nM) o MM (control). Los cultivos se incubaron durante 3 h a 37°C, luego se inactivo el
virus no internalizado con buffer citrato, pH=3,0. Los cultivos de lavaron y se cubrieron con medio de plaqueo
y se determino el porcentaje de placas respecto al control para ambos tratamientos. Los datos representan el

promedio de tres determinaciones + DE.

La méxima inhibicion producida por el NH4Cl se observd cuando el mismo fue agregado a
tiempos tempranos p.i. mientras que a los 45 min de incubacidn el agregado de este compuesto
provocd menos de un 10 % de reduccion en el numero de placas indicando que a ese tiempo
practicamente el 90 % de las particulas internalizadas se habian desnudado. En el caso de la
anisomicina no se observaron diferencias con respecto al control sin droga
independientemente del tiempo de agregado (Figura 18), indicando que el efecto inhibitorio
del compuesto no estaria relacionado con un bloqueo a nivel de la etapa de desnudamiento

viral.

Efecto de la anisomicina sobre la expresion de la glicoproteina viral E

Teniendo en cuenta que la anisomicina podia estar afectando la sintesis de proteinas virales o
de ARN viral se estudi6 en primer lugar el efecto del compuesto sobre la expresion de la
glicoproteina E de DENV-2 (NGC) en cé¢lulas Vero. Para ello, las células se infectaron a una

m.i. de 10 UFP/célula para lograr la infeccion de la mayoria de las células del cultivo y se
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realiz6 el tratamiento con el compuesto durante 12, 15, 18 o 24 h. Las células se fijaron y se
llevé a cabo una inmunofluorescencia indirecta utilizando un anticuerpo monoclonal de raton
dirigido hacia la glicoproteina E como anticuerpo primario. En la Figura 19 se observa que en
el control sin anisomicina no fue posible observar células fluorescentes a las 12 h p.i. y recién
se detectaron células con una fluorescencia tenue a partir de las 15 h p.i. La intensidad de la
fluorescencia se increment6 a las 18 h p.i. siendo maxima a las 24 h p.i. Por lo tanto, en
nuestras condiciones experimentales, no nos fue posible detectar la expresion de la
glicoproteina E a tiempos menores a 15 h p.i. En los cultivos tratados con anisomicina no se
observo fluorescencia en ninguno de los tiempos ensayados, indicando que el tratamiento con

el compuesto provocd una potente inhibicion de la expresion de la proteina viral.
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Figura 19: Expresion de la glicoproteina E de DENV-2 en células Vero tratadas con anisomicina. Células Vero se
infectaron con DENV-2 (m.i.= 10). Luego de 1 h de adsorcion, se descarto el inoculo y los cultivos se incubaron con medio
conteniendo o no anisomicina (200 nM) y se incubaron a 37°C. A diferentes tiempos p.i. se analizo la expresion de la

glicoproteina E mediante un ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Aumento 100x. Control: cultivos infectados sin tratar.

90



Capitulo 2

Efecto de la anisomicina sobre la sintesis de ARN viral

Seguidamente se estudio el efecto de la anisomicina sobre la sintesis de ARN viral por la
técnica de QRT-PCR. Las células se infectaron con DENV- 2 (NGC) en condiciones similares
al ensayo anteriormente descripto y se trataron con anisomicina (200 nM), ribavirina (80 pM),
0 MM sin compuesto. A distintos tiempos p.i., se extrajo el ARN total y se procedio luego a
la sintesis de ADN copia y amplificacion por PCR. Se utiliz6 la ribavirina como inhibidor de

referencia y para cada muestra se calcul¢ el valor de QR.

I anisomicina

10; I ribavirina

Cantidad relativa de ARN viral

Figura 20: Efecto de la anisomicina sobre la sintesis de ARN viral. Cuantificacion mediante gRT-PCR del
ARN viral a diferentes tiempos p.i., a partir de cultivos infectados con DENV-2 (m.i.=10) en ausencia o
presencia de anisomicina (200 nM) o ribavirina (80 uM). Los valores de OR representan el promedio de tres

determinaciones + DE. Test de Dunnett *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

En la Figura 20 se observa que el valor del factor QR disminuyd en funcién del tiempo a lo
largo de la infeccion, tanto en los cultivos tratados con anisomicina como en los tratados con
ribavirina, alcanzandose a las 24 h p.i. un mayor grado de inhibicion de la sintesis de ARN
viral en el tratamiento con anisomicina en comparacion con el tratamiento con la ribavirina.
Estos resultados indican que la presencia de anisomicina provoco una fuerte inhibicion de la

sintesis de ARN viral.
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Efecto de la anisomicina sobre las actividades de RARp y 2'O-MTasa de la proteina NS5 de
DENV

La potente accion inhibitoria de la anisomicina sobre la sintesis de ARN viral podia estar
sugiriendo un efecto inhibitorio del compuesto sobre las actividades enziméticas de la proteina
viral NS5, por lo cual se analizo el efecto de la anisomicina sobre las actividades de RdRp y

de 2'0-MTasa de esta proteina viral. Los resultados mostrados en la Figura 21 sefialan que

ninguna de las dos actividades enzimaticas de NS5 se vio afectada por el tratamiento con el

compuesto.
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Figura 21: Efecto de la anisomicina sobre la actividad de RARp de NS5 de DENV-2 (A) y de 2'0-MTasa de
NS5 de DENV-3 (B). 3'dATP (1 uM) se utilizo como inhibidor de referencia de la actividad de RdRp y la

sinefugina (50 uM) se utilizo como inhibidor de referencia de la actividad de MTasa. Los porcentajes de
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actividad enzimdtica con respecto al control sin droga graficados corresponden al promedio de tres
determinaciones + DE. El porcentaje de actividad enzimdtica en presencia de sinefugina (50 uM) fue de 0,7+

0,2 %. Test de Dunnett ***p<0,001.
Efecto de la anisomicina sobre la via p38 MAPK en células infectadas con DENV-2

Dado que la anisomicina es un conocido activador de la via de sefializacion p38 MAPK se
decidi6 investigar el efecto del tratamiento con diferentes concentraciones de este compuesto
sobre la fosforilacion de p38 en cultivos de células Vero sin infectar o infectadas con DENV-

2 (NGC).

A
CC 3 6 12 25 50 100 200 anisomicina (nM)
0,27 0,78 0,74 0,77 1,18 1,17 1,08 1,10 P-p38 / ERK

B

CcC <Cv 3 6 12 25 50 100 200 anisomicina (nM)

P-p38

ERK

0,35 0,89 0,90 0,95 0,82 0,61 0,62 0,79 0,63 P-p38 / ERK

Figura 22: Efecto de la anisomicina sobre la fosforilacion de p38 a las 24h p.i. Células Vero no infectadas (A)
o infectadas con DENV-2 (m.i.=1) (B) fueron tratadas con diferentes concentraciones de anisomicina. Luego de
24 h de tratamiento, las células se lisaron y se analizo la expresion de P-p38 por Western blot utilizando la
expresion de ERK como control de carga. Los numeros indican la relacion entre la intensidad de la banda
correspondiente a P-p38 y las bandas correspondientes a ERK y corresponden a un experimento representativo.

CC: células no infectadas no tratadas. CV: células infectadas no tratadas.
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En las muestras sin infectar se observd que la via se encontraba activada incluso a la menor
concentracion de anisomicina ensayada (3 nM). Sin embargo, a partir de la concentracion 25
nM se detect6 un incremento en el nivel de fosforilacion de p38 respecto a las concentraciones
menores (Figura 22 A). Por otro lado, se observé que en coincidencia con la Figura 8 (capitulo
1), la infeccion viral indujo la activacion de la via respecto al control celular. En el caso del
tratamiento con anisomicina, en el rango de concentraciones 3 a 12 nM se observo que los
niveles P-p38 eran similares a los de los cultivos infectados sin tratar. Sin embargo, a
concentraciones mayores de anisomicina se detecté un menor grado de activacion de la via

(Figura 22 B).

Cabe aclarar que p38 posee varias isoformas que difieren en su PM y la deteccion de 1 o mas
bandas de esta proteina en los ensayos de Western blot depende del anticuerpo empleado. En
el ensayo mostrado en la Figura 22 A, se empleé como anticuerpo primario (anti P-p38) el
anticuerpo monoclonal mAB # 9211 (Cell Signaling Technology) mientras que en el ensayo
que se muestra en la Figura 22 B el anticuerpo primario utilizado fue mAB # 4511 (Cell
Signaling Technology).

Dado que tanto la infeccion viral como la anisomicina inducen la activacion de la via, los
resultados anteriores son de dificil interpretacion. Como en este ensayo los niveles de P-p38
se habian analizado recién a las 24 h p.i., decidimos examinar el grado de activacion de la via
a lo largo de las primeras 12 h de la infeccion en los cultivos tratados o sin tratar con
anisomicina. Para la deteccion de P-p38 por Western blot en estos ensayos se utilizd6 como
anticuerpo primario (anti P-p38) el anticuerpo monoclonal mAB # 9211 (Cell Signaling
Technology).
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Figura 23: Efecto de la anisomicina sobre la fosforilacion de p38 inducida por DENV-2. Células Vero
infectadas con DENV-2 (m.i.=1) fueron tratadas, luego de 1 h de adsorcion a 37°C, con anisomicina (200 nM).
A distintos tiempos p.i., las células se lisaron y se analizo la expresion de P-p38 por Western blot utilizando la
expresion de GAPDH como control de carga. Los numeros indican la relacion entre la intensidad de la banda

correspondiente a P-p38 y la correspondiente a GAPDH y corresponden a un experimento representativo.

Como se muestra en la Figura 23, en las células infectadas sin tratar con el compuesto se
observo un aumento gradual de la activacion de la via a partir de las 6 h p.i. Por el contrario,
en los cultivos infectados y tratados con anisomicina la presencia del compuesto provoco un
pico de activacion de p38 MAPK alas 4 y 6 h p.i., mientras que a las 10 y 12 h p.i. se evidencio
una disminucion de la activacion de la via. Cabe aclarar que en algunos experimentos se
podian observar altos niveles P-p38 incluso a las 2 h p.i., sin embargo, en todos los
experimentos realizados los niveles de activacion de la via a las 4 y 6 h p.i. fueron superiores

a los detectados a tiempos mas tardios de la infeccion.

Este ensayo mostrd entonces que el tratamiento con el compuesto alterd la cinética de
fosforilacion de p38 en las células infectadas con DENV-2 por lo cual no se podria descartar
que la actividad antiviral del compuesto se relacione con la modulaciéon de esta via de

sefializacion.
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Evaluacion del espectro antiviral de l1a anisomicina

Actividad antiviral de la anisomicina frente a otros flavivirus

En primer lugar, se evalu6 la actividad antiviral de la anisomicina frente a la cepa
INEVH116141 de ZIKV aislada en Argentina a partir de un viajero que provenia de
Venezuela. Para ello se infectaron células Vero (m.i.= 1) y luego de 1 h de adsorciéon a 37°C
los cultivos se trataron con diferentes concentraciones de anisomicina y a las 48 h p.i. se

cuantificé el rendimiento viral por el método de formacion de placas.
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Figura 24: Actividad antiviral de la anisomicina frente ZIKV. Células Vero se infectaron con ZIKV
(INEVHI16141) (m.i.=1) y luego de 1 h de adsorcion a 37°C los cultivos se trataron con diferentes
concentraciones de anisomicina. A las 48 h p.i. se cuantifico el virus liberado al sobrenadante de los cultivos
por el método de formacion de placas. Los resultados se expresan como el porcentaje de inhibicion del

rendimiento viral respecto al control sin droga. Los datos representan el promedio de tres determinaciones +

DE.

Virus CCs5y (nM) | CE5y (nM) IS

ZIKV 5400+ 120 | 33,0+1,1 | 163,0+9,1
DENV-2 (NGC) | 5400+ 120 | 31,3+1,2 | 171,9+10,4

Tabla 7: Efecto inhibitorio de la anisomicina frente a un aislamiento clinico de ZIKV en células Vero. CEs:
concentracion efectiva 50. IS: indice de selectividad. Los datos representan el promedio de tres determinaciones

+ DE
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Como se observa en la Figura 24 y en la tabla 7 el valor de CEso obtenido para ZIKV es similar
al obtenido para DENV-2, pero a la méxima concentracion ensayada (200 nM) la anisomicina
produjo una inhibicion de 99,06% del rendimiento de ZIKV (lo cual implica una reduccion
de 2 unidades logaritmicas en el titulo viral), mientras que la misma concentracion el
compuesto produjo un 99,99% de inhibicion (reduccion de 4 unidades logaritmicas del titulo

viral) frente a DENV-2.

Se decidi6 entonces investigar si el efecto antiviral de la anisomicina se extendia a otros
miembros del género Flavivirus. Para ello, cultivos de células Vero76 o BHK-21, infectadas
o no con cada uno de los virus a estudiar, se incubaron con diferentes concentraciones del
compuesto la cantidad de dias necesarios hasta observar el maximo efecto citopatico. En el
caso de los cultivos sin infectar se descartaron los sobrenadantes y la viabilidad celular se
determiné por tincion con rojo neutro. Para la determinacion de actividad antiviral, a los 3
d.p.i. se cosecharon los sobrenadantes de los cultivos infectados, tratados y no tratados, y se
cuantificé el titulo viral por el método de punto final basado en la observacion del efecto

citopatico. Se determinaron la CCso y la CEs¢ y se calculo el IS.

. Linea Dias de
Virus Cepa el | s | CCso M) | CEy M) | IS
YFV 17D Vero76 6 110.0 2.5 440
JEV SA-14 Vero76 6 110,0 4.6 239
DENV NGC Vero76 7 130.0 7.2 18.1
ZIKV | PRVABC59 | Vero76 4 100.0 13.8 72
ZIKV | P6-740 | Vero76 6 110,0 19.1 58
WNV K%“Ngés | Vero76 6 110,0 24.8 4.4
POWV LB BHK 4 140.0 58.1 2.4

Tabla 8: Efecto citotoxico y actividad antiviral de la anisomicina frente a distintos flavivirus. CCsy:
concentracion citotoxica 50, CEsy: concentracion efectiva 50, IS: indice de selectividad, I: inactivo. Los datos
representan el promedio de una determinacion realizada por triplicado para la actividad antiviral y por
duplicado para la citotoxicidad. YFV: virus de la fiebre amarilla, JEV: virus de la encefalitis japonesa, WNV:

virus del Nilo occidental, POWV: virus Powassan.

En este tipo de ensayos se consideran moderadamente activos a los compuestos con 4,6 < IS
<10, activos a los compuestos con 10 <IS < 15 y muy activos a los compuestos con IS > 15.

Se demostré que YFV fue el virus més susceptible a la accion de la anisomicina. EI compuesto
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también resulté muy activo frente a JEV y DENV-2, mientras que frente a las dos cepas de
referencia de ZIKV result6 moderadamente activo. Por el contrario, la anisomicina no exhibio

actividad antiviral frente a WNV y POWV.

Actividad antiviral de la anisomicina frente a otros virus

A continuacion, se evaluo la actividad antiviral de la anisomicina frente a virus pertenecientes
a diferentes familias a fin de conocer més sobre el espectro de accion de este compuesto. Para
ello, cultivos de células Vero76, MA-104 o MDCK se infectaron o no con cada uno de los
virus a ensayar y se trataron con diferentes concentraciones de anisomicina la cantidad de dias
necesarios hasta observar el maximo efecto citopatico. En este caso tanto la viabildad celular

como la actividad antiviral se evaluaron por tincidén con rojo neutro.
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Capitulo 2

Como se muestra en la Tabla 9, el inico virus para el cual la anisomicina presentd un efecto
inhibitorio (con un valor de IS que coincide con el limite inferior de lo que se considera un
compuesto con moderada actividad antiviral) fue el arenavirus PICV. El resto de los virus
ensayados no fueron susceptibles al tratamiento con la anisomicina indicando que el efecto
inhibitorio del compuesto podria estar relacionado con alguna propiedad compartida por la

mayoria de los miembros del género Flavivirus.

Evaluacion de la actividad antiviral de la anisomicina frente a ZIKV en un modelo

animal

Teniendo en cuenta la actividad antiviral exhibida por la anisomicina frente a diferentes cepas
de ZIKV en cultivos celulares, se decidi6 evaluar la eficacia del compuesto frente a la cepa P

6-740 de ZIKV en ratones AG129.

En primer lugar, se evalud la toxicidad del compuesto en el modelo animal a utilizar. Para
ello, se administré anisomicina en distintas dosis, una vez por dia durante 10 dias, por via

subcutanea y los animales se mantuvieron en observacion registrandose diariamente su peso

corporal.
8-
S 6
% 4 -8- placebo
o 5 - anisomicina 50mg/kg/d
8 —A&— anisomcina 10mg/kg/d
o 01 anisomicina 2mg/kg/d
o)
£ -2
@©
O 4
T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Dia de tratamiento

Figura 25: Evaluacion de la toxicidad de la anisomicina en ratones AG129. Registro del cambio de peso
corporal respecto del peso al inicio del experimento de los animales tratados con placebo o con diferentes dosis
de anisomicina administrados diariamente durante 10 dias. Los datos corresponden al promedio obtenido en

cada grupo de animales (n=3 por grupo).
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El ensayo de toxicidad mostrd que en los ratones AG129 tratados con anisomicina el peso
corporal a lo largo de los dias de tratamiento fue similar o incluso algo superior al exhibido
por los animales del grupo control tratado con placebo (Figura 25). Los animales se
observaron diariamente durante 14 dias a partir del inicio del experimento y no se
evidenciaron cambios en el comportamiento ni otros signos que pudieran asociarse a un efecto

toxico del compuesto para ninguna de las dosis de anisomicina ensayadas.

A fin de evaluar la eficacia antiviral del compuesto en este modelo animal, los ratones AG129
fueron infectados con 100 DICCsode ZIKV por via subcutdnea y a las 4 h p.i. el compuesto o
el placebo se administraron por la misma via. Diariamente y hasta los 10 d.p.i los animales
recibieron una dosis de anisomicina o de placebo. Se emplearon tres dosis de anisomicina: 4,
20 y 100 mg/kg/d. Debido a que en el ensayo de toxicidad (Figura 25) la méxima dosis de
anisomicina ensayada habia sido 50 mg/kg/d, en el ensayo de actividad antiviral se incluyd
como control adicional un grupo de animales no infectados y tratados con 100 mg/kg/d de

anisomicina. Por lo tanto, en este experimento se trabajo con cinco grupos de animales:

- 3 grupos de animales infectados y tratados con diferentes dosis de anisomicina (n=10 en

cada caso)
- 1 grupo de animales infectados y tratados con placebo (n= 10)
- 1 grupo de animales no infectados y tratados con la dosis mas alta de anisomicina (n=4)

Los animales se observaron diariamente a lo largo de 28 dias y se evaluaron diferentes
parametros. La mortalidad de los ratones se registro dos veces por dia para poder determinar
la curva de supervivencia. A los 5 d.p.i. se tomaron muestras de sangre a fin de cuantificar el
ARN viral presente en el suero de los animales de cada grupo. Por otra parte, el peso corporal
de los animales se registré dia por medio entre los 8 y 21 d.p.i. y a lo largo de todo el
experimento los ratones se observaron dos veces por dia a fin de detectar la aparicion de signos

de enfermedad por infeccion con ZIKV.
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. 100 | —
g 80- —— ZIKV, anisomicina 100mg/kg/d
<I>J —— ZIKV, anisomicina 20mg/kg/d
'S 60 ZIKV, anisomicina, 4mg/kg/d
8_ —— ZIKV, placebo
8 401 —— anisomicina 100mg/kg/d
X 20 L |.

ol 1

0 4 8 12 16 20 24 28
d.p.i.

Figura 26: Efecto del tratamiento con anisomicina sobre la supervivencia de ratones AG129 infectados con
ZIKV. Ratones AG129 fueron infectados por via subcutanea con ZIKV'y a las 4 h p.i. grupos de 10 animales se
trataron con diferentes dosis de anisomicina o placebo administrados en forma diaria durante 10 dias. A su vez,
un grupo de 4 ratones no infectados se trataron con anisomicina 100 mg/kg/d. El grafico muestra el porcentaje

de supervivencia en cada uno de los grupos en funcion del tiempo. Test de Wilcoxon *p<0,05; **p<0,01.

Los animales no infectados y tratados con 100 mg/kg/d de anisomicina sobrevivieron al
tratamiento y no mostraron signos de efectos toxicos debidos a la administracion del
compuesto. En los ratones infectados y tratados con la dosis mayor de anisomicina (100
mg/kg/d) los signos de enfermedad y los eventos de mortalidad comenzaron a registrarse mas
tempranamente (7 d.p.i. y 10 d.p.i, respectivamente) que en los ratones infectados tratados con
placebo (11 d.p.i. y 12 d.p.i., respectivamente). Con la dosis mas alta de anisomicina se
observé ademas un mayor intervalo de tiempo entre el comienzo de los signos de enfermedad
y la mortalidad de los ratones. Por el contrario, en los ratones tratados con una dosis de 4
mg/kg/d de anisomicina los signos de enfermedad aparecieron mas tardiamente observandose
ademas un retraso de la mortalidad que resultd significativamente diferente (p<0,05) a lo
registrado para el grupo tratado con placebo (Figura 26). Por su parte, el tratamiento con la
dosis intermedia de anisomicina (20 mg/kg/d) no mostrd cambios relevantes respecto al grupo

tratado con placebo.
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Figura 27: Efecto del tratamiento con anisomicina sobre la viremia en ratones AG129 infectados con ZIKV.
Se cuantifico mediante gRT-PCR el ARN viral obtenido a los 5 d.p.i. a partir del suero de ratones AGI129
infectados con ZIKV y tratados con distintas dosis de anisomicina o placebo. A su vez, un grupo de 4 ratones no

infectados se trataron con anisomicina 100 mg/kg/d. Test de Dunnett **** p<0,0001; ** p<0,01; * p<0,05.

Se observo una correlacion entre la curva de supervivencia y la viremia cuantificada a los 5
d.p.i. Los ratones tratados con 100 mg/kg/d de anisomicina presentaron un aumento
significativo del ARN viral presente en el suero, mientras que la dosis menor (4 mg/kg/d)

provoco una reduccion significativa del ARN viral con respecto al grupo control tratado con

placebo (Figura 27).
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Figura 28: Efecto del tratamiento con anisomicina sobre el peso corporal de ratones AG129 infectados con
ZIKV. Se registro el cambio en el peso corporal entre los 8 y 13 d.p.i. de ratones AG129 infectados con ZIKV y
tratados con distintas dosis de anisomicina o con placebo administrados diariamente durante 10 dias. A su vez,

un grupo de 4 ratones no infectados se trataron con anisomicina 100 mg/kg/d.
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En concordancia con los resultados de supervivencia y de viremia, el mayor cambio de peso
corporal entre los 8 y 13 d.p.1. se evidencid en el grupo de animales infectados y tratados con
la dosis mayor de anisomicina mientras que el menor cambio de peso se registro en los

animales tratados con la dosis més baja de compuesto (Figura 28).
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Figura 29: Efecto del tratamiento con anisomicina sobre el peso corporal de ratones AG129 infectados con
ZIKV a lo largo del tiempo. Se determino el cambio en el peso corporal con respecto al dia 0 de ratones AG129
infectados con ZIKV y tratados con distintas dosis de anisomicina o con placebo administrados diariamente
durante 10 dias. A su vez, un grupo de 4 ratones no infectados se trataron con anisomicina 100 mg/kg/d. Los

datos corresponden al promedio obtenido en cada grupo de animales a diferentes d.p.i.

Al analizar el cambio de peso corporal a lo largo del tiempo se determin6 que el menor cambio
de peso se observo en los ratones no infectados y tratados con 100 mg/kg/d de anisomicina.
En el caso de los animales infectados la pérdida de peso corporal se evidencid mas
tempranamente en los ratones tratados con la dosis mas alta de anisomicina mientras que el
perfil de pérdida de peso en los ratones tratados con la dosis intermedia y la dosis mas baja de

compuesto fue similar al de los ratones tratados con placebo (Figura 29).
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Figura 30: Signos de enfermedad en ratones AG129 infectados con ZIKV y tratados con diferentes dosis de
anisomicina o con placebo. A su vez, un grupo de 4 ratones no infectados se trataron con anisomicina 100

mg/kg/d. Se representa la cantidad de ratones en cada grupo que presentaron los distintos signos de enfermedad.

Si bien como se menciond anteriormente la dosis mayor y la dosis menor de anisomicina
modificaron el tiempo de aparicion de los signos de enfermedad con respecto a los animales
tratados con placebo, el niimero de ratones que presentaron los diferentes signos de

enfermedad fue similar en todos los grupos de animales infectados (Figura 30).
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DISCUSION

Dentro de la familia Flaviviridae los géneros Flavivirus y Hepacivirus comprenden
importantes patdgenos para el hombre. El desarrollo de antivirales eficaces frente a HCV, el
unico virus del género Hepacivirus que infecta a los humanos, contrasta con los pobres
resultados obtenidos en la busqueda de agentes antivirales para hacer frente a las infecciones
producidas por los virus del género Flavivirus. Esta situacion puede deberse, entre otros
factores, a la disponibilidad de vacunas eficientes para algunos de estos virus como YFV y
JEV, a la mayor prevalencia de estas infecciones virales en los paises mas pobres, lo cual
limita el potencial comercial de los farmacos antivirales, y a la variada gama de sintomatologia
que presentan estas enfermedades, desde infecciones asintomaticas a otras severas y letales.
Las recientes epidemias producidas por ZIKV han puesto en evidencia los principales factores
de riesgo de estas enfermedades. La globalizacion y los viajes internacionales favorecen la
dispersion de estos virus a poblaciones sin inmunidad previa resultando en la infeccién de una
alta proporcion de la poblacion. Por otra parte, la circulacion de diferentes flavivirus en las
mismas regiones geograficas conlleva el riesgo del fenomeno de ADE asociado a formas
severas de enfermedad. En el caso de la infeccion por ZIKV, ademés de la transmision por
artrépodos este virus es capaz de usar vias de transmision que antes no eran consideradas
relevantes para este grupo de virus y por otra parte, se ha comprobado que el virus puede
persistir en algunos tejidos por varios meses después del periodo de viremia aumentando el
riesgo de transmision (Boldescu y col., 2017). Por todo lo expuesto, hay un interés creciente
en el hallazgo de compuestos que exhiban actividad antiviral frente a los diferentes miembros

del género Flavivirus.

En este contexto, en este segundo capitulo investigamos la capacidad de la anisomicina de
inhibir la multiplicacién de DENV en cultivos celulares y extendimos este analisis a otros

flavivirus, evaluando asimismo su actividad antiviral in vivo frente a ZIKV.

Los ensayos realizados en células Vero en nuestro laboratorio revelaron que la anisomicina
presento actividad antiviral frente a los 4 serotipos de DENV con valores de IS cercanos a 200
para DENV-1, -2 y -3, detectdndose una menor susceptibilidad al compuesto para DENV-4
(IS= 87,3). La capacidad de la anisomicina de provocar una contundente inhibicion de la
multiplicacion de los 4 serotipos virales es de suma importancia para un potencial agente
antiviral contra DENV. Asimismo, la anisomicina no exhibi6 actividad virucida por lo cual

este compuesto actuaria inhibiendo alguna etapa del ciclo de multiplicacion viral.
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El estudio de la actividad antiviral de la anisomicina se extendi6 a lineas celulares humanas
relacionadas con la patogénesis de DENV. Se sabe que los blancos primarios en la infeccion
con DENYV son células monociticas, macrofagos y células dendriticas (Whitehorna y col.,
2011). A suvezen los casos de dengue grave se ha reportado la infeccion de diferentes drganos
(Elong Ngono y col., 2018; Srikiatkhachor y col., 2017), por lo cual evaluamos la actividad
antiviral de la anisomicina frente a DENV-2 en la linea mieloide U937, en la linea HepG2
(carcinoma de higado) y en la linea A549 (carcinoma de pulmoén). La citotoxicidad del
compuesto resultd muy baja para las células HepG2 y A549, no asi para las células U937, para
las cuales se obtuvo un valor de CCso menor al obtenido para las células Vero, HepG2 y A549.
Un estudio realizado con anisomicina en las células U937 mostré que a concentraciones
superiores a 100 nM, la anisomicina actia como inductor de apoptosis en este sistema celular
(Hori y col., 2008) lo cual podria explicar el alto grado de citotoxidad registrado en nuestros
experimentos. También se ha descripto un mayor efecto citotoxico de la anisomicina en
macrofagos murinos respecto a células murinas de musculo liso y esta citotoxicidad
diferencial se ha asociado a un mayor grado de activacion de la via p38 MAPK en los
macréfagos (Croons y col., 2009).

Con respecto a la actividad antiviral, la anisomicina inhibi6 la produccién de DENV-2 en las
tres lineas celulares ensayadas. En las células U937 se obtuvo un valor de CEsp menor al
calculado para los otros tipos celulares, lograndose un 99 % de inhibicion del rendimiento
viral en cultivos tratados con una concentracion de anisomicina de 50 nM, concentracion
menor a las reportadas por Hori y col. (2008) como inductoras de apoptosis.

La anisomicina fue ademas eficaz en la inhibicion de la multiplicacion de aislamientos clinicos
de DENV-2 obteniéndose valores de IS incluso superiores al calculado para la cepa de
referencia NGC. Este resultado es prometedor ya que el compuesto podria exhibir actividad
antiviral frente a diferentes cepas circulantes de DENV-2 o de otros serotipos. Por otra parte,
dado que en pacientes con dengue se conoce que existe una relacion entre la deteccion de altos
titulos virales y la severidad de la infeccion (Vaughn y col., 2000), result6 interesante el hecho
de que el efecto antiviral de la anisomicina no parece estar influenciado por la m.i. empleada,

al menos en las condiciones experimentales ensayadas.

El pre-tratamiento de los cultivos celulares con anisomicina no provoco la induccion de un
estado antiviral frente a DENV-2. Por otra parte, el agregado de anisomicina hasta las 8 h p.i.
produjo una clara inhibicion de los titulos de virus intracelular y extracelular indicando que el

compuesto estaria inhibiendo la formacion de particulas virales infecciosas. A partir de las 8
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h p.i., cuanto mds se retrasd el agregado de la anisomicina menor fue la inhibicion de la
produccion de virus. A diferencia de lo reportado para inhibidores de la liberacion de virus al
medio extracelular (Courageot y col., 2000), el tratamiento con anisomicina entre las 18 y las
24 h p.i. no redujo la produccion de virus, sugiriendo que las etapas tardias del ciclo de
multiplicacion de DENV no estarian afectadas por el compuesto. Asimismo, el tratamiento
con anisomicina durante distintos intervalos cortos de tiempo dentro de las primeras 8 h de la
infeccion mostro que la mayor inhibicion en la produccidn de virus se evidencio en los cultivos
tratados entre 1 y 4 h p.i., periodo de la infeccion en el cual ocurriria el desnudamiento del
genoma viral, es decir la disociacion de la proteina C del ARN viral, y el inicio de la sintesis
de macromoléculas virales (Byk y col., 2016b).

El anélisis de la cinética de internalizacion viral en presencia y ausencia de anisomicina no
mostro diferencias significativas y tampoco se observo un efecto adverso de la anisomicina
sobre el desnudamiento viral en comparacion a lo observado en los cultivos tratados con
NH4Cl. Sin embargo, la presencia de anisomicina produjo una marcada inhibicién de la
expresion de la glicoproteina E y de la sintesis de ARN viral y, en este Gltimo caso, el efecto
inhibitorio fue superior al exhibido por la ribavirina. Por lo tanto, los resultados obtenidos
indican que la anisomicina impide la sintesis de macromoléculas virales. Una vez que la
nucleocapside viral se libera en el citoplasma y la proteina C se disocia del genoma, el primer
proceso de biosintesis es la traduccion. La sintesis de proteinas virales no estructurales habilita
el comienzo de la replicaciéon del genoma y a su vez la sintesis de nuevos genomas
retroalimenta e incrementa los niveles de traduccion proteica, por lo cual resulta dificil en el
contexto de la infeccién discriminar si el efecto adverso de la anisomicina es sobre la
traduccion o sobre la sintesis de ARN. Seria interesante poder evaluar el efecto de la
anisomicina utilizando un sistema de replicon de DENV, como por ejemplo el desarrollado
por Alvarez y col., (2005b) en el cual las proteinas estructurales del virus se reemplazaron por
un gen reportero. Luego de la transfeccion de células con este replicon es posible diferenciar
un incremento temprano de la actividad del gen reportero correspondiente al proceso de
traduccidon y un poco mas tardiamente un incremento exponencial de dicha actividad como
consecuencia de la replicacion del ARN, por lo cual se podria establecer cuél de los dos

procesos esta afectado por la anisomicina (Alvarez y col. 2005b; Filomatori y col., 2006).

Como se menciond en la introduccion, la anisomicina es conocida por ser un inhibidor de la
elongacion de la sintesis de proteinas y se sabe que su mecanismo esta relacionado con la

unidn al sitio A de la subunidad ribosomal 60S impidiendo la formacién del enlace peptidico.
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Si bien en el presente trabajo evidenciamos actividad antiviral a concentraciones no
citotoxicas de anisomicina no se puede descartar que aun a esas bajas concentraciones de
compuesto el mismo no pueda interactuar parcialmente o de manera menos eficiente con los
ribosomas. Como ya ha sido mencionado, la traduccion viral requiere de la disociacion de la
proteina C del genoma viral (Byk y col., 2016b) y no se descarta que los ribosomas tengan un
papel activo en dicho proceso de disociacion (Singh y col., 1992). Por lo cual, una posibilidad
seria que la union de la anisomicina a los ribosomas pudiese interferir con el desplazamiento
de la proteina viral C impidiendo el desnudamiento del genoma viral y en consecuencia su
traduccion. Sin embargo, el hecho de que el agregado de anisomicina hasta las 8 h p.i. tenga
un efecto inhibitorio contundente sobre la multiplicacién viral sugiere que el compuesto
estaria afectando una etapa posterior al desnudamiento del genoma viral, como lo es la sintesis
de macromoléculas virales.

La actividad antiviral de la anisomicina también podria deberse a un efecto de este compuesto
sobre las proteinas virales no estructurales ya que las mismas estan involucradas en mayor o
en menor medida en la sintesis de macromoléculas del virus. Se evalu6 la posibilidad de que
alguna de las actividades enzimadticas de la proteina NS5 fuese un blanco directo del efecto
inhibitorio de la anisomicina. Las actividades de RdRp y 2'0O-MTasa de NS5 medidas en
ensayos in vitro no se vieron afectadas por el compuesto. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que este tipo de ensayos no permite determinar si la presencia del compuesto interfiere en la

interaccion de NS5 con otras proteinas virales o celulares involucradas en la replicacion viral.

Traduccion

Anisomicina

Figura a: La anisomicina ejerceria su accion antiviral interfiriendo con la sintesis de macromoléculas
virales. Los resultados obtenidos no permiten discriminar si el compuesto inhibe la traduccion o la replicacion
del genoma viral.
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Dado que una de las propiedades bioldgicas distintivas de la anisomicina es su capacidad de
activar a las vias de sefializacion p38 MAPK y JNK MAPK decidimos investigar si la
activacion de p38 MAPK se relacionaba con su efecto antiviral. Se comprobd que en los
cultivos no infectados todas las concentraciones de anisomicina ensayadas mostraban, luego
de 24 h de tratamiento, un efecto activador de la via, pero los mayores niveles de P-p38 se
detectaron en los cultivos tratados con aquellas concentraciones de compuesto que exhibian
actividad antiviral (25-200 nM). Sin embargo, en las células infectadas y tratadas con ese
rango de concentraciones se detectd un menor grado de fosforilacion de p38 con respecto al
control infectado sin tratar, lo cual podria deberse al efecto inhibitorio del compuesto sobre la
multiplicacion del virus.

En este punto del anélisis nos preguntamos como seria la cinética de activacion de p38 MAPK
por parte del virus y si esta cinética podia ser afectada por el tratamiento con anisomicina.
En trabajos previos se habia comprobado la activacion de la via por parte de DENV-2 durante
la primera hora de la infeccion en células endoteliales y macréfagos (Ceballos-Olvera y col.,
2010; Huerta-Zepeda y col., 2008). En el caso de los macrofagos, se observo que la activacion
disminuye después de los primeros 5 min p.i. y en ninguno de los dos sistemas se analizaron
tiempos mas tardios de la infeccion. Roth y col., (2017) reportaron la activacion de la via por
parte de DENV-2 en células hepaticas humanas Huh7 recién a partir de las 12 h p.i. Dado los
escasos antecedentes encontrados en bibliografia decidimos estudiar la cinética de activacion
de p38 MAPK a lo largo de las primeras 12 h de la infeccion. Este andlisis reveld un
incremento gradual en los niveles de P-p38 a partir de las 6 h p.i. el cual podria estar indicando
que la sintesis de macromoléculas virales induce la activacion de la via. Por otra parte, en los
cultivos infectados con DENV-2 y tratados con anisomicina se observdO un marcado
incremento de la activacion de la via a las 4 h y 6 h p.i. y una posterior disminucion de los
niveles de P-p38. Esto indica que el compuesto altera la cinética de activacion de la via p38
MAPK inducida por el virus, pudiendo generar alteraciones en la expresion de genes y/o en
los niveles de quinasas celulares que interfieran con la multiplicacion viral. En este sentido
resultan interesantes los resultados previamente reportados para el salicilato de sodio, otro
compuesto cuya accion inhibitoria frente a DENV-2 ha sido relacionada con su capacidad de
activar la via p38 MAPK debido a que su actividad antiviral es parcialmente revertida por la
presencia de un inhibidor especifico de la via (Liao y col., 2001). Por lo tanto, si bien la

infeccion viral induce la activacion de p38 MAPK, la presencia de un activador de la via que
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modifique la cinética o los niveles de activacion de la misma podria generar un ambiente hostil
para la multiplicacion viral. Por todo lo expuesto es necesario continuar con los estudios
acerca de la relacion entre la actividad antiviral de la anisomicina y su modulacion de la via
p38 MAPK, investigando cudl es el efecto de inhibidores quimicos y moleculares de esta via
sobre la actividad antiviral del compuesto. A su vez deberia analizarse el efecto de
concentraciones de anisomicina que no exhiben actividad antiviral sobre la cinética de

activacion de p38 MAPK en las células infectadas.

Ademas de inhibir la multiplicacion de los 4 serotipos de DENV, la anisomicina también
presentd actividad antiviral frente a un aislamiento clinico de ZIKV (INEVH11614) con
valores de CEso e IS similares a los obtenidos para la cepa de referencia de DENV-2. El efecto
inhibitorio de la anisomicina frente a ZIK'V también podria estar relacionado con la capacidad
del compuesto de actuar como un activador de la via p38 MAPK. Sin embargo, hasta el
momento se conoce muy poco acerca de la interaccion de ZIKV con las vias de sefalizacion
dependientes de MAPKSs. La activacion de la via p38 MAPK durante la infeccion con ZIKV
ha sido recientemente descripta en cultivos primarios murinos de células de retina (Zhu y col.,
2017), por lo cual seria necesario analizar si, como en el caso de DENV-2, la cinética de

activacion de p38 MAPK inducida por ZIKV se ve alterada por la presencia de anisomicina.

La inhibicién de la multiplicacion de ZIKV por parte de la anisomicina nos alent6 a evaluar
la actividad antiviral de este compuesto frente a otros miembros del género Flavivirus y frente
a otros virus no relacionados. A diferencia de los ensayos realizados en nuestro laboratorio en
los que los cultivos se trataron con anisomicina durante 48 h, la citotoxicidad se evalu6 por el
método de MTS y el rendimiento viral se midié por el método de formacion de placas, la
evaluacion del espectro antiviral de la anisomicina se llevo a cabo en el IAR de la Universidad
Estatal de Utah. En este caso la citotoxicidad se evalué por el método del rojo neutro y el
rendimiento viral se determiné a través de la cuantificacion del efecto citopatico provocado
por la infeccion. A su vez, los tiempos de incubacién con el compuesto variaron dependiendo
del virus ensayado por lo cual, en este analisis se incluy6 a la cepa NGC de DENV-2 para
poder realizar un analisis comparativo. Los resultados mostraron que la anisomicina inhibid
la multiplicacion de la mayoria de los flavivirus ensayados a excepcion de WNV y POWV.
En el caso de POWYV, que fue el menos susceptible a la accion de la anisomicina, es el inico
flavivirus evaluado que no es trasmitido por mosquitos sino por garrapatas (Cook y col.,

2012). Los mayores IS se obtuvieron para YFV, JEV y DENV-2. Si bien la actividad de la
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anisomicina frente a JEV ya habia sido previamente reportada (Chang y col., 2005) no existian
estudios previos para los otros flavivirus ensayados. El IS para DENV-2 (NGC) calculado en
este ensayo realizado en el IAR resultdo menor al obtenido en los ensayos realizados en nuestro
laboratorio, probablemente porque los cultivos fueron incubados con el compuesto durante 6
dias lo cual result6 en un mayor efecto citotoxico. En el caso de ZIKV se emplearon dos cepas
de referencia que al igual que el aislamiento INEVH11614 pertenecen al linaje asiatico,
obteniéndose valores de IS algo menores al registrado para DENV-2.

Es interesante destacar que la anisomicina no presentd actividad antiviral frente a otros virus
ARN no relacionados, tanto con genoma de polaridad positiva como de polaridad negativa, a
excepcion del arenavirus Pichindé (PICV), el cual mostré una moderada susceptibilidad. La
anisomicina tampoco resulté activa frente al parvovirus RV. Estos resultados sugieren que la
actividad antiviral de la anisomicina estaria relacionada con algun factor o factores comunes
a lareplicacion de varios miembros del género Flavivirus, por lo cual no parece tratarse de un

efecto inespecifico o generalizado.

El efecto inhibitorio de la anisomicina frente a ZIKV demostrado en los ensayos in vitro nos
alento a evaluar su actividad antiviral en un modelo in vivo para la infeccion por ZIKV. En
primer lugar, se evaluo la toxicidad de tres dosis diferentes del compuesto en ratones AG129.
El tratamiento consistid en una dosis diaria durante 10 dias por via s.c. La eleccion de esta via
de administracion se baso6 en diferentes motivos. Por un lado la via i.v. es poco practica y se
habia comprobado que la administracion de anisomicina (60 mg/kg/d) por esa via a ratones
BALB/c provocaba efectos adversos en tratamientos prolongados (Tang y col., 2012). Por
otra parte, se habia demostrado que la llegada del compuesto al cerebro de ratones C57BL/6J
era mas eficiente por una ruta s.c. que i.p. y teniendo en cuenta el tropismo de ZIKV se decidid
optar por la via s.c. (Wanisch y col., 2008). Con respecto a la eleccion de las dosis a ensayar
se sabia que la inoculacion por via i.p. de una dosis de 0,1 mg/kg de anisomicina era suficiente
para activar la via p38 MAPK a las 12 h post-administracién en el miocardio de ratones
C57BL (Zhao y col., 2012), por lo cual se decidio utilizar dosis superiores a 0,1 mg/kg.

Las dosis de anisomicina empleadas (2, 10 y 50 mg/kg/d) no resultaron toxicas en el esquema
de tratamiento planteado. Por lo cual, para evaluar la actividad antiviral se decidi6 incrementar
al doble las dosis a emplear: dosis baja (4 mg/kg/d), intermedia (20 mg/kg/d) y alta (100 mg/
kg/d) y el tratamiento se inici6 a las 4 h p.i., agregando al ensayo un grupo de ratones no
infectados y tratados con 100 mg/kg/d como control de toxicidad. La aparicion de los signos

de enfermedad en los animales tratados con la dosis alta de anisomicina ocurrié 4 dias antes
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que en el grupo infectado y tratado con placebo, mientras que para las dosis intermedia y baja
los signos de enfermedad se registraron 1 y 4 dias después que en el grupo placebo,
respectivamente. Por otro lado, la mortalidad sigui6 la misma tendencia de aparicion segun la
dosis: para la dosis alta la primera muerte se registro el dia 10 p.i., para el grupo placebo el
dia 12 p.i., para la dosis intermedia el dia 15 p.i. y para la dosis baja el dia 16 d.p.i. En los
grupos tratados con placebo o con las dosis intermedia y baja de anisomicina los ratones
morian 1 o 2 dias después de la aparicion de los signos de enfermedad, mientras que los
ratones tratados con la dosis alta por lo general permanecian enfermos por 3 o 4 dias antes de
morir. Por eso mismo, las curvas de supervivencia del grupo placebo y del grupo tratado con
la dosis alta no resultaron significativamente distintas. En el caso de la dosis baja, la curva de
supervivencia es significativamente distinta al control ya que el corrimiento observado se
debid a que los ratones permanecian sin signos de enfermedad por mas tiempo que los tratados
con placebo. Estos resultados se correlacionaron con la cantidad de ARN viral presente en el
suero de los animales a los 5 d.p.i. y con la variacion del peso de los ratones entre los 8 y 13
d.p.i. Por ultimo, el cambio de peso de los animales infectados y tratados con anisomicina a
lo largo del experimento fue similar al del grupo infectado y tratado con placebo, asi como
tampoco se registraron cambios en la cantidad de signos de enfermedad presentados en los
diferentes grupos de animales infectados. El conjunto de estos resultados nos permite concluir
que la anisomicina presenta un efecto reverso frente a la infeccion viral con ZIKV en ratones
AG129, es decir, a dosis altas de compuesto la infeccion se exacerba mientras que a dosis
bajas la infeccion se atenua.

Este llamativo resultado podria relacionarse con una de las principales actividades biologicas
que presenta la anisomicina. Por un lado, se sabe que a altas concentraciones la anisomicina
es un inhibidor de la sintesis de proteinas y en este sentido se ha reportado que la
administracion de anisomicina en un rango de concentraciones entre 150 mg/kg y 22 mg/kg
por via s.c. en ratones C57B1/JF provoca una inhibicion transitoria y dosis dependiente de la
sintesis de proteinas celulares (Flood y col., 1973, Wanisch y col., 2008). No se encontraron
reportes de este tipo para dosis de anisomicina menores a 22 mg/kg. Por otra parte, ensayos
realizados en cultivos celulares demostraron que algunos flavivirus, entre ellos DENV y
ZIKV, provocan la inhibicion de la sintesis de proteinas celulares a medida que la infeccion
progresa sin que la sintesis de proteinas virales se vea afectada. Se ha propuesto que el virus
utilizaria un mecanismo de traduccidon no canonico que le permitiria proseguir con la
traduccion de la poliproteina viral (Roth y col., 2017). Por lo tanto, se puede plantear como

posible explicacion para los resultados obtenidos en el modelo in vivo para ZIKV que el
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tratamiento con la dosis alta de anisomicina, capaz de inhibir la sintesis de proteinas celulares,
resultaria ventajoso para la multiplicacion del virus, el cual podria emplear un mecanismo
alternativo de traduccion. Por otro lado, la dosis baja de anisomicina, tendria un menor efecto
sobre la sintesis de proteinas celulares por lo cual es posible evidenciar su efecto inhibitorio
sobre la multiplicacion viral, que conduciria a la disminucion de la viremia y al retraso en la
mortalidad. Se podria entonces especular que a dosis de anisomicina menores a las empleadas
en este trabajo se podria evitar el efecto adverso del compuesto sobre la sintesis de proteinas

celulares predominando su capacidad de inhibir la multiplicacion de viral.

En este trabajo demostramos que la anisomicina presenta una consistente actividad antiviral
frente a DENV y ZIKV en cultivos celulares y que dicha actividad se extiende a otros
flavivirus. Sin embargo, en el modelo animal de infeccion por ZIKV la anisomicina no previno
la mortalidad y mostré un efecto reverso ya que solamente la dosis mas baja de compuesto
empleada redundd en un beneficio minimo para los animales. Estos estudios ponen en
evidencia que a pesar de que la anisomicina es capaz de inhibir de manera selectiva y a muy
bajas concentraciones la multiplicacion viral, la compleja interaccion de los diferentes factores
involucrados en un modelo animal afecta la eficacia del compuesto in vivo. Resultaria
interesante poder continuar estos estudios planteando nuevos esquemas de tratamiento que
impliquen el empleo de dosis de compuesto menores a las ensayadas en este trabajo con el
objeto de determinar si es factible lograr un efecto protector frente a ZIKV en este modelo
animal. Por ltimo, es de destacar que si bien existian algunos pocos reportes del efecto de la
anisomicina sobre la multiplicacion de virus en cultivos celulares este es el primer trabajo en

el cual se analiza su actividad antiviral en un modelo in vivo.
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El objetivo general dentro del cual se enmarca este trabajo es la busqueda de nuevas moléculas

con actividad antiviral frente a DENV y ZIKV. En el capitulo 1, se estudiod la actividad

antiviral frente a DENV de una serie de B-carbolinas, compuestos conocidos por exhibir una

gran diversidad de actividades bioldgicas, que hasta el momento de la realizacion de esta tesis

no habian sido caracterizados respecto a su actividad antiviral frente a los flavivirus. En el

capitulo 2, se evalu6 la actividad antiviral de la anisomicina, un conocido inhibidor de la

sintesis de proteinas y activador de las vias p38 MAPK y JNK MAPK, frente a distintos

flavivirus. Por otra parte se analiz6 su modo de accion frente a DENV y se evalu6 su actividad

antiviral en un modelo in vivo frente a ZIKV. A continuacion, se presentan las principales

conclusiones que se desprenden del presente trabajo.

Los ensayos in vitro realizados con un grupo de B-carbolinas naturales y sintéticas
permitieron identificar algunas caracteristicas estructurales de estas moléculas que
serian relevantes para su actividad citotoxica y su efecto antiviral frente DENV-2 en

cultivos celulares.

Los diferentes serotipos virales mostraron una susceptibilidad variable frente a los
compuestos activos, harmol y 9N-metilharmina, los cuales exhibieron mayor efecto
inhibitorio frente a DENV-2. Los compuestos no mostraron efecto virucida y tampoco
afectaron las etapas iniciales de la multiplicacion viral ni las actividades enzimaticas

de la proteina viral NS5.

El anélisis mas detallado del modo de accion antiviral de la 9N-metilharmina frente a
DENV-2 permiti6 determinar que su efecto estaba relacionado con la maduracion y
egreso de las particulas virales. Se descartd que su mecanismo de accidon estuviera

vinculado a la inhibicion de la via p38 MAPK.

Por su parte la anisomicina inhibié de manera contundente y selectiva la multiplicacion
de los cuatro serotipos de DENV y de aislamientos clinicos de DENV-2 en cultivos de
células Vero. La multiplicacion de DENV-2 en cultivos celulares de origen humano
también fue susceptible a la accién de este compuesto, el cual exhibié un marcado
efecto inhibitorio frente a DENV-2 en cultivos infectados con un rango amplio de

multiplicidades de infeccion.
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Se determind que la anisomicina inhibe la sintesis de macromoléculas virales sin
alterar la entrada y el desnudamiento viral ni la funcionalidad de la proteina viral NSS5.
Se obtuvieron ademds algunas evidencias experimentales que sugieren una posible
vinculacion entre la actividad de este compuesto y su capacidad de activar a la via p38
MAPK, pero es necesario continuar con este analisis a fin de establecer de forma
concluyente si existe una relacion entre estas dos propiedades bioldgicas de la

anisomicina.

La evaluacioén de la actividad antiviral de la anisomicina frente a otros virus permitid
establecer que el compuesto inhibe la multiplicacion de varios miembros del género
Flavivirus, sin afectar la de otros virus no relacionados, mostrando entonces que su
efecto no es inespecifico y estaria asociado a alguna propiedad o caracteristica comin

compartida por algunos flavivirus.

El estudio de la actividad antiviral de la anisomcina frente a ZIKV en un modelo
animal demostré un efecto reverso del compuesto, ya que a una dosis alta la
anisomicina exacerb¢ los signos de enfermedad y el nivel de viremia, mientras que la
menor dosis de compuesto ensayada provoco el retraso de la muerte de los animales y
una disminucidn significativa de la carga viral respecto a los animales tratados con

placebo.

Nuestros resultados permitieron identificar nuevas moléculas con efecto antiviral
frente a DENV que exhiben diferentes mecanismos de accidon y representan un punto
de partida promisorio para futuros desarrollos, ante la carencia de agentes especificos
y selectivos frente a este virus. La anisomicina presentd ademas actividad frente a otros
flavivirus y el estudio realizado in vivo en un modelo de infeccion por ZIKV constituye
un primer paso fundamental para poder evaluar la potencialidad de este compuesto en
el tratamiento de las enfermedades causadas por este grupo de virus de incidencia

creciente a nivel nacional y mundial.
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