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RESUMEN



El virus Mayaro (MAYV) es un arbovirus emergente transmitido
principalmente por mosquitos silvestres del género Haemagogus. El MAYV, como
otros virus, manipula y secuestra la maquinaria celular para replicarse con éxito.
Numerosos informes indican que la actividad de las cinasas es esencial en
diferentes etapas del ciclo de vida viral. Las cinasas son enzimas que catalizan la
fosforilacion de varios sustratos, controlando funciones celulares esenciales, como
el metabolismo, el ciclo celular, la inflamacion y la transduccion de sefiales, entre
otras. Una estrategia emergente para identificar posibles tratamientos antivirales
consiste en reutilizar farmacos ya aprobados para el tratamiento de diversas
enfermedades crénicas. Este enfoque presenta varias ventajas; al existir estudios
previos de toxicidad, dosificacion y farmacocinética, se acortan los plazos para la
aplicacioén clinica del farmaco y se reducen los costes de desarrollo. Asi pues, el
objetivo del presente estudio fue evaluar la posible actividad antiviral de una serie
de inhibidores de cinasas aprobados por la FDA para el tratamiento del cancer y
otras patologias. En primer lugar, evaluamos la toxicidad de 20 inhibidores de
cinasas en células HeLa mediante el método MTT, donde el 25% resulto ser toxico
en células HelLa por lo que fueron excluidos del estudio. A continuacion, se
cuantificé la produccion de particulas de MAYV en sobrenadantes celulares de
células HelLa infectadas mediante un ensayo de formacion de placas. Aquellos
inhibidores que presentaron actividad antiviral en el andlisis inicial (87%), se
validaron en la linea celular humana primaria HDFs. En HDFs con excepcion de
Bosutinib, los demas inhibidores bloquean la actividad de una o mas isoformas del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Por lo tanto, nos enfocamos
en este grupo de compuestos: Afatinib, Gefitnib, Lapatinib, Osimertinib y Tucatinib,
para caracterizar su efecto sobre MAYV. Ademas, se evaluaron otros virus tales
como, ZIKV, CHIKV, VSV, IAV y HCMV. Se realizaron ensayos de tiempos de
adicion en HDFs infectados con MAYV y tratados con inhibidores del EGFR. La
expresion de proteinas virales en los HDFs tratados o no tratados con inhibidores
del EGFR, se evalué mediante Western blot. Los inhibidores del EGFR fueron bien
tolerados en dosis que oscilaron entre 2,5y 10 uM en células HelLa, HDFs, A549
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e IMR90. Todos los inhibidores del EGFR redujeron el rendimiento de la progenie
MAYYV en células HeLa y HDF, y este efecto fue dosis-dependiente. Los ensayos
de adicion revelaron que los inhibidores de EGFR eran capaces de bloquear la
replicacion de MAYYV hasta 4 h después del inicio de la infeccion. Ademas, los
inhibidores del EGFR también reducen la produccién de progenie de CHIKV, ZIKV
VSV, IAV y HCMV. Por ultimo, los inhibidores del EGFR reducen la expresion de
las proteinas virales de MAYV, CHIKV, VSV, IAV, VAVC y HCMV. En conjunto,
nuestros datos sugieren que el EGFR es una posible diana para combatir
diferentes arbovirus y aportan pruebas de que los farmacos contra el cancer
aprobados por la FDA pueden reutilizarse como tratamientos antivirales.

Palabras claves: MAYV, antivirales, cinasas, arbovirus, reutilizacion.



ABSTRACT



Mayaro virus (MAYV) is an emerging arbovirus transmitted primarily by wild
mosquitoes of the genus Haemagogus. MAYV, like other viruses, manipulates and
hijacks cellular machinery to facilitate its replication. A preponderance of evidence
indicates that kinase activity plays a pivotal role at various stages of the viral life
cycle. Kinases are enzymes that catalyze the process of phosphorylation on
various substrates, which plays a critical role in regulating a wide range of essential
cellular functions, including metabolism, cell cycle, inflammation, and signal
transduction. A novel approach to identifying potential antiviral treatments involves
the repurposing of pharmaceutical agents that are already approved for the
treatment of various chronic diseases. This approach offers several advantages.
First, prior toxicity, dosing, and pharmacokinetic studies facilitate accelerated
clinical application of the drug, thereby reducing development costs. The objective
of the present study was to evaluate the potential antiviral activity of several kinase
inhibitors that have been approved by the FDA for the treatment of cancer and
other pathological conditions. In the first phase of the study, the toxicity of 20 kinase
inhibitors was evaluated in HelLa cells using the MTT method. A total of 20
compounds were tested and 25% of these compounds were found to be toxic to
HeLa cells and were excluded from further analysis. Subsequently, the production
of MAYV particles in the cell supernatants of infected HelLa cells was quantified
using a plaque-forming assay. The initial assay identified several inhibitors with
antiviral activity, which were subsequently validated in a primary human cell line
(HDFs). In HDFs, the remaining inhibitors, with the exception of bosutinib, were
found to block the activity of one or more epidermal growth factor receptor (EGFR)
isoforms. Consequently, our research is currently focused on this specific group of
compounds. The objective of this study was to characterize the effect of afatinib,
gefitinib, lapatinib, osimertinib, and tucatinib on MAYV. Furthermore, an evaluation
of additional viruses, including ZIKV, CHIKV, VSV, IAV, and HCMV, was
conducted. In addition, time-of-addition assays were performed on MAYV-infected
HDFs treated with EGF receptor (EGFR) inhibitors. Finally, an assessment of viral

protein expression in EGFR inhibitor-treated and untreated HDFs was performed
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using Western blotting. EGFR inhibitors were well tolerated at doses ranging from
2.51t0 10 uM in HelLa, HDFs, A549 and IMR90 cells. A dose-dependent effect was
observed with all EGFR inhibitors, resulting in a reduction of MAYV progeny yield
in HeLa and HDF cells. Drug timing assays have shown that EGFR inhibitors can
block Mayaro virus (MAYV) replication for up to four hours after infection. In
addition, EGFR inhibitors have been shown to decrease the production of progeny
viruses, including chikungunya virus (CHIKV), zika virus (ZIKV), vesicular stomatitis
virus (VSV), influenza A virus (IAV), and human cytomegalovirus (HCMV). Finally,
EGFR) inhibitors have been shown to reduce the expression of viral proteins from
several notable pathogens, including Mayaro virus (MAYYV), chikungunya virus
(CHIKV), vesicular stomatitis virus (VSV), influenza A virus (IAV), Venezuelan
equine encephalitis virus (VEE), and human cytomegalovirus (HCMV). Collectively,
our data indicate that EGFR represents a potential target for the treatment of a
range of RNA and DNA viruses. Moreover, our findings provide evidence that FDA-

approved anticancer drugs can be repurposed as antiviral treatments.

Keywords: MAYYV, antivirals, kinases, arbovirus, repurposing.
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INTRODUCCION

Los arbovirus son virus que se propagan mediante vectores artrépodos.
Taxondmicamente, son un grupo heterogéneo que se compone de mas de 500
virus y de estos, alrededor de 150 causan enfermedad en humanos o animales.
Estos virus son transmitidos entre vertebrados susceptibles a través de una gran
variedad de artropodos hematdfagos, entre ellos mosquitos y garrapatas,
principalmente (Arredondo-Garcia etal., 2016; Beckham & Tyler, 2015). La
arbovirosis se ha convertido en un dilema mundial dificil de controlar, debido a los
cambios en los factores antropogénicos, a las mutaciones virales y a que los
vectores transmisores de estas enfermedades se encuentran distribuidos por todo
el mundo, siendo muy complejo limitar su reproduccién y distribucion (Arévalo-
Cepeda et al., 2017).
provienen de tres familias principales: Togaviridae, Flaviviridae y Bunyaviridae
(Figura 1).

La mayoria de los arbovirus clinicamente significativos

Arbovirus:
Familias
[
[ | | T |
Bunyaviridae Flaviviridae Togaviridae Reoviridae Asfarviridae
Oropuche Dengue Chikungunya Peste equina \;Peste.porcma
africana africana
Fiebre del Fiebre L
Valle del Rift amarilla Mayaro Lengua azul
L Toscana Zika

t Encefalitis

japonesa

Figura 1. Familias pertenecientes al grupo Arbovirus. Adaptado de (Arredondo-Garcia
et al., 2016)




En las Ultimas décadas, los virus de la familia Togaviridae, género Alfavirus
(distribuidos en todos los continentes, exceptuando la Antartida), son responsables
de frecuentes brotes de virus emergentes y reemergentes. La emergencia y
reemergencia de estos virus esta asociado a mutaciones ocurridas entre
hospederos, factores antropogénicos, cambio climatico, crecimiento demografico,
malas condiciones sanitarias, alteracion de los ecosistemas, deforestacion,
migracion humana, asi como la invasion de humanos y animales domeésticos en

los habitats de los artrépodos transmisores (Liang et al., 2015).

El virus Mayaro (MAYV) tiene un genoma de ARN monocatenario de sentido
positivo de 11,5 kb, con dos marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican tanto
para las proteinas no estructurales (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4), que estan
implicadas en la transcripcion y replicacion del ARN viral, como para las proteinas
estructurales (C, E3, E2, 6k y E1), algunas de las cuales forman parte de la
particula viral (Esposito & Fonseca, 2017). ElI MAYYV fue aislado por primera vez
del suero de trabajadores forestales en 1954 en el condado de Mayaro en Trinidad
y Tobago, desde entonces ha sido reportado en América Central y del Sur,
circulando a través de bosques tropicales de alta densidad (Anderson et al., 1957).
Se detectdé un caso de MAYV en un estudio realizado entre 1966 y 1967 en
Panama, un ciudadano de los Estados Unidos de América (EEUU) que estaba
efectuando estudios para evaluar la factibilidad de rutas para un nuevo canal a
nivel del mar en Panama o Colombia mostr6 un aumento significativo de
anticuerpos contra el MAYV. Desafortunadamente, debido al cruce de grupos de
estudio, no estaba claro si el virus se adquiri6 en Panama o Colombia (Srihongse
etal., 1973).

Debido a sus similitudes antigénicas, el MAYV est4 agrupado dentro del
complejo Semliki Forest, que consta de otros siete virus: Bebaru (BEBV),
Chikungunya (CHIKYV), Getah, rio Ross (RRV), O'nyong-nyong (ONNV), Semliki
Forest virus (SFV) y Una (UNAV) (Esposito & Fonseca, 2017), formando un grupo

seroldgico dentro del género Alfavirus que comparte algunos sitios antigénicos



comunes, generando asi reactividad cruzada con sueros inmunes policlonales
entre las especies. El complejo de Semliki Forest generalmente se asocia con los
siguientes sintomas: fiebre, cefalea, dolor ocular, dolor muscular, diarrea, erupcion

cutaneay artralgia (Esposito & Fonseca, 2017).

El MAYV se transmite a través de la picadura de mosquitos, principalmente
miembros de la familia Culicidae (Diptera: Nematocera) de habito selvatico, en
especial, especies pertenecientes al género Haemagogus (Azar et al., 2020). Sin
embargo, evidencias de laboratorio han revelado que el vector urbano Aedes

aegypti es capaz de transmitir este virus (Long et al., 2011).

La infecciébn por MAYV es considerada por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) una enfermedad tropical desatendida (De O’Mota et al., 2019), ya
gue actualmente no existen terapias o vacunas aprobadas por la FDA para uso
humano contra este alfavirus del Nuevo Mundo (Mufioz & Navarro, 2012), lo que
lo convierte en una prioridad para las agencias gubernamentales de financiacion y

salud publica (Mercorelli et al., 2018).

Los medicamentos antivirales actualmente aprobados tratan pocas
infecciones virales y la mayoria son antivirales de accién directa (AAD), quiere
decir que se dirigen a proteinas codificadas por virus individuales. Como tal, este
enfoque proporciona un espectro estrecho de cobertura y, por lo tanto, no puede
abordar la gran necesidad clinica actual. Ademas, como se muestra en la Figura
2 pueden pasar en promedio de 12 a 16 afos antes de que se descubra y apruebe
un nuevo medicamento que pueda tratar una determinada enfermedad o condicion
para su uso en humanos (Nosengo, 2016). La primera fase, el descubrimiento,
puede tomar de 3 a 6 afios. A esto le siguen estudios preclinicos, generalmente
en modelos animales. Estos estudios, que tienen como objetivo probar la eficacia
y seguridad de las moléculas en modelos adecuados antes de probarlas en
humanos, pueden durar unos 3 afios. Si una molécula ha mostrado resultados
prometedores hasta aqui, entonces pasan a la fase de ensayos clinicos en

humanos. Estos ensayos van desde la Fase | a la Fase Ill y normalmente duran
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alrededor de 5 afios. Finalmente, sila molécula pasa con éxito todos los procesos,
debe recibir la aprobacion de las agencias correspondientes. Se estima que solo
alrededor del 5 % de las moléculas candidatas pasan con éxito este proceso
(DiMasi et al., 2016).

Ensayos
Preclinicos

Q A

5000-10000 250
Compuestos Compuestos

uss
5m
20-100 100-500 1000-5000

3-6 Anos 6-7 Aiios 1-Z Anos

Descubrimiento Ensayos Clinicos

Fase 1 Fase 2
Compuestos

&
8

Niimero de Voluntarios

1
Especialidad
Medicinal
Aprobada

Y
us$ )
C;,

s

7]
=]
1*)
2]
E
|
bl
]
=
=
=l
1=
Ea
-]
W
]
=

Droga aprobada para investigacion
Aprobada para comercializar

Figura 2. Esquema general del proceso de descubrimiento y desarrollo de un

farmaco (Di lanni, 2015).

La estrategia de descubrir antivirales de amplio espectro dirigidos a blancos
del huésped representa una solucion potencial (Geraghty et al., 2021). Los virus
dependen de las proteinas celulares para cada paso de su ciclo de vida. Dirigirse
a las proteinas del huésped requeridas por multiples virus puede, por lo tanto,
proporcionar una cobertura de amplio espectro con un posible beneficio adicional

de una alta barrera genética a la resistencia.

Una alternativa efectiva es la reutilizaciébn de medicamentos existentes, que
se dirigen a las proteinas del huésped y que podrian ser requeridas por multiples
virus. Este enfoque podria acelerar la aprobacion de tratamientos terapéuticos
seguros, efectivos y menos costosos (Mercorelli et al., 2018). Ademas, acorta el
camino a la clinica al permitir la utilizacién de los datos disponibles, por ejemplo,
toxicidad, farmacocinética, dosificacion, etc

11
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1Mayaro virus

1.1.1 Genoma y estructura Viral

El genoma de MAYYV (Figura 3) estd compuesto por un ARN de cadena
positiva de ~11,5 kb que contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF). El ORF
proximal en 5’ codifica para las proteinas no estructurales, mientras que el ORF
proximal en 3’ codifica para las proteinas estructurales. Las proteinas no
estructurales se traducen directamente del ARN gendmico en una poliproteina,
gue se escinde en cuatro péptidos no estructurales (nsP1, 2, 3y 4). Las proteinas
estructurales se traducen a partir de un ARNm subgendémico (ARNm 26S),
codificando asi una poliproteina que da lugar a 5 proteinas: envoltura (E) E1, E2,
E3, 6K y capside (C) (Esposito & Fonseca, 2017).

Subgenomic promoter
Cisteine
Helicase protease Replicase

A f A
nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 EB c E3 E2 6K Ef

Figura 3. Representacién esquematica de la particula y la organizacién gendmica
del MAYV. Datos de microscopia electronica muestran que la particula viral tiene un

diametro de unos 70 nm. Las proteinas estructurales(en escala de color purpura C:
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capside; E1: glicoproteinas de la envoltura 1; E2: glicoproteinas de la envoltura 2; E3:
glicoproteinas de la envoltura 3; 6K: proteina que asocia E1 y E2) y las proteinas no
estructurales del 1 a 4 (en escala de color rojo) (Franca et al., 2022).

1.1.2 Replicacion del virus

En el ciclo de replicaciéon de MAYYV (Figura 4) los receptores de las células
diana que median la entrada del virus no se conocen completamente. Sin
embargo, la molécula de adhesién Mxra8 (también conocida como DICAM, ASP3
o limitrina, un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas) fue descrita
recientemente como un receptor para el MAYV y otros alfavirus artritogénicos,
como CHIKV, RRV, ONNV y Barmah Forest virus (R. Zhang et al., 2018). Es
importante mencionar que la absorcion de la particula viral esta estrechamente
relacionada con las balsas lipidicas de las membranas celulares, donde el
colesterol es el componente principal y la endocitosis ocurre a través de clatrina o
caveola, la primera via es la mas utilizada por el MAYV. Estudios previos han
demostrado que el agotamiento del colesterol de la membrana celular o el bloqueo
de la endocitosis mediada por clatrina conduce a una fuerte inhibicién de la
infeccion viral (Carvalho et al., 2017). Después de que el virus ingresa a la célula
huésped, se produce el desensamblaje de la particula viral y la liberacién del ARN
gendmico. Una vez en el citoplasma, el ARN genémico se traduce en proteinas no
estructurales. Luego, estas proteinas permiten el procesamiento del ARN
genémico en ARNmM subgendémico y su posterior traducciébn en proteinas
estructurales. Después estos se procesan y ensamblan en una nucleocépside y
glicoproteinas que, en asociacion con la membrana plasmatica, dan como

resultado la gemacion de las nuevas particulas de virion (Andreolla et al., 2022).
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Figura 4. El ciclo replicativo y la estructuragendmica de MAYV. E: envoltura; nsP:
proteina no estructural; UTR: region no traducida; nt: nucleétidos. A: nsP1l es
necesaria en la formacién del ARN viral y en el procesamiento de la cubierta del ARN;
B: nsP2 presenta varias actividades enzimaticas necesarias en la transcripcion; C:
nsP3 es un elemento del complejo de replicacion; D: nsP4 es conocida como la ARN
polimerasa viral. 1: La entrada del MAYV a la célula esta mediada por endocitosis a
través de una vesicula recubierta de clatrina o de caveolina; 2: La internalizacion del
virus inicia por la unién de la proteina E2 con receptores de la célula huésped,
posiblemente Mxra8; 3: El bajo pH obtenido tras la formacién del endosoma conduce
a modificaciones estructurales (acidificacion) en la envoltura del virus, exponiendo la
proteina E1; 4: Fusién de la membrana celular endosomal y el virus; 5: Liberacion de
la nucleocépside y el genoma viral en el citoplasma de la célula; 6: El genoma es
reconocido por los ribosomas y se generan un par de precursores de nsP a partir del
ARNmM viral generado; 7: A partir de la interaccion de las proteinas nsP se produce el
complejo de replicacion quien cataliza la sintesis de un ARN de cadena negativa; 8:

Este ARN sera la plantilla para generar ARN genémicos (49S) y subgenomicos (26S);
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9a: Se genera la poliproteina estructural 26S, una serina proteasa autoproteolitica;
9b: La proteina de la capside se libera mediante la accion de la serina proteasa
autoproteolitica y en conjunto con el ARN 49S participa en el ensamblaje del nucleo
de la nucleocéapside y en el empaquetamiento del ARN gendmico; 10: El resto de la
poliproteina (pE2 y E1) se dirige al procesamiento y maduracion de las glicoproteinas;
11: En el Golgi, Las glicoproteinas maduras se asociaran y seran transportadas a la
membrana celular; 12a: En la membrana celular, la pE2 se divide en E2 y E3; 12b: La
asociacion del ARN viral con la cipside en la membrana permite el reclutamiento de
E1, iniciando el proceso de ensamblaje viral; 13: Las particulas de MAYV asociadas
al nacleo son liberadas fuera de la célula huésped a través de la membrana (Diagne
et al., 2020).

1.1.3 Filogenia

El MAYV se encuentra en el complejo serolégico Semliki Forest, junto con
otros virus como CHIKV, UNAV, BEBV, GETV, ONNV, RRV y SFV (Henss et al.,
2019). Todos estos virus comparten sitios antigénicos comunes, lo que dificulta su

diagndstico y genera reactividad cruzada (Acosta-Ampudia et al., 2018).

El MAYV se clasifica filogenéticamente en tres genotipos: Disperso (D),
Limitado (L) y Nuevo (N) (Figura 5). El genotipo D fue reportado por primera vez
en Trinidad y Tobago en 1955 y es el genotipo de mayor distribucion, ya que se ha
extendido por América del Sur, incluyendo a Perd, Guyana Francesa, Surinam,
Brasil, Trinidad y Tobago, Argentina, Colombia, Venezuela y Bolivia. El genotipo L
fue identificado por primera vez en Para, Brasil, en 1955 y desde entonces se ha
reportado tanto en Brasil como en Haiti. EI genotipo N menos prevalente que
consiste en un solo caso que emergié en Peru durante el 2010 en la regién de
Madre de Dios (Auguste et al., 2015; Mavian et al., 2017).
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Figura 5. Filogenia de los alfavirus. Las relaciones genéticas entre las variantes del
MAYYV y algunos otros miembros del género Alfavirus (Mackay & Arden, 2016).
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1.1.4Epidemiologiay distribucion

El MAYV se aislo por primera vez en Trinidad y Tobago en 1954, desde
entonces, se han notificado brotes y pequefias epidemias en regiones tropicales
de Centroamérica y Sudamérica. Existe una subestimacion del numero real de
casos de fiebre de Mayaro debido a los sintomas compartidos con el dengue y la
fiebre de Chikungunya, la aparicion de casos asintomaticos no notificados y la
vigilancia inadecuada en areas endémicas. Las situaciones antes mencionadas
dan como resultado el diagnostico erréneo y, en consecuencia, la notificacion del
MAYYV con otras fiebres virales, principalmente el dengue (Weaver & Reisen,
2010), ya que se estima que el 1% de todas las enfermedades febriles similares al
dengue en el norte de Sudamérica son causadas por el MAYV (Forshey et al.,
2010).

> % = .
L5
% f « ."‘_ *
Country Number of Mayaro cases
Argentina 3
Bolivia 60
Legend Brazil 495
Total number of Mayaro cases by country Ecuador 6
Jo-0 French Guiana 1
= 1-10 " '
= 11-100 Haiti 1
Bl 101-250 Mexi
Bl 251-500 e ;
Panama 1
Peru 230
Trinidad and Tobago 5

Venezuela 81

Figura 6. Numero total de casos por pais de MAYV. Casos confirmados y presuntos
acumulados informados en la literatura y por las autoridades sanitarias, desde su

descubrimiento en 1954 hasta mayo de 2019 (Ganjian & Riviere-Cinnamond, 2020).
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Como se muestra en la Figura 6, se han reportado casos de MAYV en
Latinoamérica, donde Brasil y Peru tienen el mayor numero de casos notificados

de fiebre de Mayaro.

1.1.5Modos de transmisién

Los mosquitos son responsables de la transmision de una variedad de
patégenos mortales, incluido el MAYV, que afectan la vida y el sustento de millones
de personas en todo el mundo cada afio. La transmision del MAYV (Figura 7)
ocurre cuando los mosquitos hembra pertenecientes al género Haemagogus,
principalmente Haemagogus janthinomys, adquieren sangre de un huésped
infectado con altas concentraciones del MAYV en su sangre (Navarro et al., 2012).
EI MAYYV se ha aislado de otros géneros de mosquitos, incluidos Culex, Mansonia,
Aedes, Psorophora y Sabethes (Groot et al., 1961). También se ha detectado en
huéspedes vertebrados, como primates no humanos, roedores, aves, perezosos y

otros mamiferos pequefios (De Thoisy et al., 2003).
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Figura 7. Ciclo de transmisién del MAYV. Basado en los hallazgos en vectores y
vertebrados, el MAYV suele circular en un ciclo selvatico de mosquitos y vertebrados del
bosque. Sin embargo, también se ha encontrado en lugares mas urbanos junto a insectos
vectores antropofilos (prefiriendo a los humanos). Si la transmisién a través de mosquitos
antropdfilos se vuelve mas eficiente después de un cambio viral, o si los vectores
existentes cambian su habitat y habitos de picadura, aumentard el riesgo de
establecimiento urbano y mayor propagacion a areas no boscosas (De Oliveira Mota et al.,
2015).

1.1.6 Manifestaciones clinicas

En los seres humanos, las infecciones por el MAYV clinicamente agudas se
caracterizan por una enfermedad febril generalmente no mortal e inespecifica, a
menudo acompafiada de artralgia. Otros sintomas que también se reportan son
dolor de cabeza, el dolor ocular, escalofrios, la erupcion cutanea y tos, pero estos
son informados con menos frecuencia (Diagne et al., 2020; Silva-Ramos et al.,

2023). Estudios longitudinales han demostrado que algunos pacientes contindian
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experimentando dolor en las articulaciones hasta un afio después de la infeccion,
de manera similar a los infectados por el CHIKV (Halsey et al., 2013). Debido a
sintomas inespecificos, los casos de fiebre de Mayaro pueden parecerse a los
casos de fiebre del dengue o casos de otras enfermedades tropicales (Figura 8),
como la malaria, la poliomielitis, la rabia, el sarampion, la rubéola, la hepatitis, la
leptospirosis, la fiebre de Oropouche (De Oliveira Mota et al., 2015). Esto hace que
el diagnostico clinico de MAYV sea un desafio en regiones donde multiples
arbovirus circulan simultdneamente. Actualmente, no existe una vacuna aprobada
0 un tratamiento especifico para la infeccion por el MAYV, aunque se han
desarrollado al menos tres vacunas candidatas (Choi et al., 2019; Weise et al.,
2014).

DENV MAYV ZIKV

CHIKV DENV

CHIKV DENV MAYV

Figura 8. Hallazgos clinicos en CHIKV, DENV, MAYV y ZIKV. La figura incluye un
codigo de colores para indicar la intensidad de los sintomas producidos por cada
arbovirus: el rojo corresponde a ++++, el naranja a +++, el amarillo a ++, el verde a +, y la
ausencia del nombre del arbovirus significa que no hay sintomas (Acosta-Ampudia et al.,
2018).
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1.1.7 Tratamientos

No hay medicamentos antivirales especificos disponibles para tratar una
infeccion por el MAYV, al igual que ocurre con otros arbovirus y solo se dispone
de cuidados de apoyo (Halsey et al., 2013). El tratamiento se basa en el alivio del
dolor y la fiebre mediante analgésicos como paracetamol, ademas se utilizan
antiinflamatorios no esteroideos, principalmente, ibuprofeno, diclofenaco o
naproxeno (De Figueiredo & Figueiredo, 2014). La cloroquina (150 mg de
base/dia), un farmaco antipaludico, resulté eficaz para tratar la artralgia persistente

e incapacitante asociada a la fiebre de Mayaro (Savarino et al., 2003).

1.2Cinasas

Las proteinas cinasas (PK), miembros de la familia de las fosfotransferasas,
son enzimas que catalizan la reaccion de fosforilacion de una amplia variedad de
sustratos (lipidos, carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos). La fosforilacion de
proteinas es una de las modificaciones postraduccionales mas importantes, ya que
gobierna la propagacion de sefiales, este mecanismo es reversible y ocurre a
través de las PK y consiste en la adicion de un grupo fosfato (POa4), a partir de una
molécula de ATP, al grupo polar R de amino&cidos, como serina, treonina o tirosina
de una proteina sustrato especifica (Ardito et al., 2017; Sacco et al., 2012). Se ha
encontrado que la distribucién de los sitios pSer, pThr, pTyr en el proteoma
humano es de alrededor del 79.3 %, 16.9 % y 3.8 % respectivamente (Olsen et al.,
2006).

La fosforilacion reversible por PK se considera un mecanismo clave
mediante el cual se regulan diversas actividades de las células eucariotas, incluida
la proliferacién, la division celular, la expresién génica, el transporte de iones, el
metabolismo, la motilidad, el transporte en la membrana, la apoptosis y las

respuestas hormonales (Figura 9) (Castelo-Soccio et al., 2023). En conjunto,
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estas funciones hacen que la regulacion de la funcién enzimatica y celular
mediante fosforilacion sea un medio ideal para responder apropiadamente a las
sefales extracelulares e intracelulares. Ademas, los perfiles de fosforilacion
aberrantes se correlacionan con enfermedades como el cancer, la diabetes y los

trastornos neurodegenerativos o inflamatorios (Cohen & Alessi, 2013).
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Figura 9. Diagrama del proceso de fosforilacion de proteinas. El mecanismo de
regulaciéon de la fosforilacion estd formado por cinasas, fosfatasas y sus sustratos
(proteinas de unién a fosfatos). La fosforilacion se activa por estimulos como
modificaciones epigenéticas, alteraciones citogenéticas, mutaciones genéticas o el
microambiente tumoral. En consecuencia, la proteina recibe un grupo fosfato por hidrélisis
de trifosfato de adenosina (ATP) y debido a la actividad enziméatica de la cinasa. Este es
un mecanismo de regulacién a través de una modificacién postraduccional (PTM).
Ademas, la fosforilacion es un proceso reversible debido a la actividad de la fosfatasa.
Imagen adaptada de (Ardito et al., 2017).
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El proyecto del genoma humano ha revelado que el 20% de los
aproximadamente 32.000 genes humanos codifican proteinas implicadas en la
transduccion de sefales. Entre estas proteinas se encuentran mas de 500 enzimas
PK y alrededor de 150 proteinas fosfatasas que ejercen un control estricto sobre

la fosforilacion de proteinas (Manning et al., 2002).

1.2.1 Inhibidores de cinasas

La desregulacion de la funciébn de las cinasas desempefia un papel
importante en el céncer, asi como en las enfermedades inmunoldgicas,
inflamatorias, neurodegenerativas, metabdlicas, cardiovasculares e infecciosas.
Actualmente, importantes avances han llevado a la identificacion de inhibidores

dirigidos contra cinasas activadas en el cancer (Singha et al., 2023).

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) pertenece a la
familia humana ErbB de receptores tirosina cinasas (RTKs), que son receptores
transmembrana. Los ligandos de EGFR son el factor de crecimiento epidérmico
(EGR), la anfiregulina (AR), el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), la
epiregulina (EREG), el factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-
EGF), la betacelulina (BTC) y el epigen (EPGN). La unién de estos ligandos con
el receptor induce la dimerizacion y fosforilacién de la molécula, en la que los sitios
fosforilados con tirosina promueven la activacion de cascadas de sefalizacion
posteriores y la internalizacién de EGFR (Mitsudomi & Yatabe, 2010). El EGFR se
expresa de manera ubicua en las capas epiteliales del pulmén, el intestino y la piel,
y se relaciona con varios canceres que muestran sobreexpresion y mutaciones en
el EGFR (Uribe et al., 2021).

El EGFR también desempefia un papel clave en la regulacion homeostatica
de la proliferacién celular, la inhibicién de la apoptosis, el aumento de la migracion
y diferenciacion celular, la produccion de moco, la activacion de la respuesta

inflamatoria y el mantenimiento de la supervivencia celular (Figura 10) (Yarden &
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Sliwkowski, 2001). El EGFR se encuentra en la membrana plasmatica y se expresa
ampliamente en otros organulos intracelulares como los endosomas, las

mitocondrias, el nucleo y los lisosomas (Bag et al., 2015).

EGFR
Membrane

PIP3 PIP2
LG = N o)
S - T, S
wao, XD Pl -
Jmrorcz ", ) )
. bl /' P I -~
P P SR 2 -~
P E— SQ P ‘/I Cell Proliferation
Cell Survival ‘ ! h_ "f <
AL g Cell Migration
Pm [ ssk1f2 | 2| Protein k12
% Synthesis
Cell Profferation [ p27 J*=— M— e
P @
Cell Survival -— -
»‘Poproml_

Transcription Factors

¢-MYC, SREBP, HIF-1a ¢-MYC, ELK1, NFkB, Cyclin D

Nucleus

Figura 10. Sefializacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) La
union del ligando al EGFR activa su actividad intrinseca tirosina cinasa. La
autofosforilacion de EGFR provoca la activacion de varias vias de sefalizacién, como
PISK/AKT y RAS/proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK). En ambos, la
fosforilacion es un evento predominante y juega un papel importante en la supervivencia
celular (la activacion de AKT fosforila BAD y MDM2), la proliferacién celular (la activacion
de AKT fosforila Foxo, RAS fosforila RAF y fosforila MEK que fosforila Erk1/2), la migracion
celular (cascada de fosforilacion de RAS), la apoptosis (la fosforilacién de AKT es capaz
de activar la caspasa). Sin embargo, la fosforilacion de AKT provoca la activacion de

MTOR, importante en la sintesis de proteinas (Ardito et al., 2017).
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OBJETIVOS
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Objetivo General

Analizar el potencial antiviral de inhibidores de cinasas contra el virus

Mayaro.

Objetivos Especificos

+ Analizar la toxicidad de los inhibidores de cinasas en diferentes lineas
celulares.

+ Evaluar el efecto de los inhibidores de cinasas en la producciéon de
particulas virales de Mayaro.

+ Validar aquellos inhibidores que presenten actividad en el andlisis inicial
en al menos dos lineas celulares humanas para verificar su actividad.

+ Efectuar un andlisis de dosis respuesta de los inhibidores que presenten
actividad en los ensayos preliminares, con cada uno de los virus
estudiados.

+ Investigar el efecto de los inhibidores que presenten actividad sobre la

expresion de proteinas virales.

Hipotesis de Trabajo

Ha: Inhibidores de cinasas aprobados por la FDA actlan como potenciales

antivirales contra el virus Mayaro.

Ho: Inhibidores de cinasas aprobados por la FDA no actlan como

potenciales antivirales contra el virus Mayaro.
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CAPITULO II:
METODOLOGIA
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2.1Lineas celulares y reactivos

Se cultivaron células HelLa, A549 e IMR90 (cedido amablemente por la Dra.
Carmen Rivas, CIMUS, Santiago de Compostela, Espafa) y Vero-E6 (CRL-1586)
y fibroblastos dérmicos humanos (HDFs) ambas obtenidas de la American Type
Culture Collection, Manassas, VA, EEUU. Las células se crecieron en medio
minimo esencial (MEM) y medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor al 10 %, L-
glutamina 2 mM vy solucion antibi6tica de penicilina-estreptomicina al 1% (Gibco,
Waltham, MA, EE. UU.) y se cultivaron a 37 °C en una atmosfera de CO2 al 5 %.

2.2Inhibidores de cinasas

Se adquiri6 una biblioteca de farmacos aprobados por la FDA de
MedChemExpress y Selleckchem (Tabla 1). Estos se disolvieron en

dimetilsulféxido (DMSO) y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Tabla 1. Farmacos aprobados por la FDA de MedChemExpress y

Selleckchem utilizados como inhibidores de PK.

Inhibidor de .. Afio de . o
) Cinasa blanco aprobacion Estructura quimica Indicacion original
cinasa
FDA
o] N N, H N
Palbociclib CDK4, CDK6 2015 %j:( (s Cancer de mama
(o] S =N =
.
L_NH
|
" Cancer no
Gefitinib EGFR 2003 TSN - microcitico de
o S T pulmén
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Afatinib

Lapatinib

Trametinib

Everolimus

Baricitinib

Vandetanib

Fedratinib

Gilteritinib

Midostaurin

Bosutinib

EGFR, ErbB2
(HER2), ErbB4
(HER4)

EGFR, ErbB2

MEK1/2

mTOR

JAK1/2

VEGFR?2,
VEGFR3, EGFR

JAK2, FLT3, c-
RET

FTL3, AXL

PKCa/Bly, Syk,
Flk-1, Akt, PKA,
c-kit, c-Fgr, c-
Src, FTL3

Src/Abl,
PI3SK/AKT/mTOR

2013

2007

2013

2009

2018

2011

2019

2018

2017

2012

Céncer no
microcitico de
pulmén metastasico

Céancer de mama
mestastasico

Melanoma
metastasico

Cancer renal, cancer
neuroendocrino de
pancreas

Artritis reumatoide

Cancer de tiroides

Mielofibrosis

Leucemia mieloide
aguda con
mutaciones FLT3

Leucemia mieloide

aguda positiva para

FLT3, leucemia de
mastocitos

Leucemia mieloide
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Regorafenib

Osimertinib

Tucatinib

Selpercatinib

Pralsetinib

Fostamatinib

Dacomitinib

VEGFR1,
VEGFR?2,
VEGFRS,

PDGFRB, c-Kit.

RET, Raf-1

EGFR

ErbB-2

Cc-RET

Cc-RET

Syk

ErbB2, ErbB4

2012

2015

2020

2020

2020

2018

2018

/O
ﬁj” S
HN N*N
N H \
7§ =5 =N
—0 =

Cancer colorrectal
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2.3Cepas de virus y propagacion

La cepa del MAYV (AVR0565, San Martin, Peru) fue proporcionada por el
Dr. Scott Weaver del Centro Mundial de Referencia para Virus Emergentes y
Arbovirus (WRCEVA) de la Universidad de Texas Medical Branch (UTMB), EE.
UU. Los virus se propagaron en células Vero-E6 en MEM suplementado con FBS
al 2 %. Los sobrenadantes de las células infectadas se recolectaron, aclararon y
concentraron utilizando tubos Amicon Ultra (Merck, Kenilworth, NJ, EE. UU.), y
luego se dividieron en alicuotas y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

2.4Andlisis de citotoxicidad

La toxicidad de los inhibidores de cinasas se evalué mediante el ensayo de
bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MI, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se sembraron
2,5 x 10* células HeLa y HDFs en placas de 96 pocillos en MEM sin rojo fenol.
Luego, las células se trataron con los inhibidores de cinasas a distintas
concentraciones (0, 2.5, 5y 10 uM) y se incubaron a 37 °C en una atmoésfera de
CO2 al 5%. A las 24 o 48 h después del tratamiento, se afiadio 20 pL de MTT y se
incubaron durante 3 h mas y posteriormente se midid la absorbancia a 570 nm
utilizando un espectrofotdmetro lector de microplacas (BioTek, Winooski, VT, EE.
UU.). Los resultados se expresaron como el porcentaje de células viables en

relacion con las células control no tratadas.
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2.5Ensayo de formacion de placas de virus

Se infectaron monocapas confluentes de células Vero-E6 en placas de 6
pocillos con diluciones de 1:10 de cada muestra de sobrenadante celular. Una hora
después de la infeccion (hpi), se retird el indculo y se afiadio una solucion de medio
y agar suplementada con FBS al 4 %. A continuacion, las células infectadas se
incubaron durante 3 dias a 37 °C en una atmdsfera de CO2 al 5 %. Finalmente, se
retird el agar y las células se fijaron con solucion de formaldehido al 4 %, se retird
el agar y las células se tifieron con cristal violeta al 2 % disuelto en metanol al 30
%. Se contd el nimero de placas y se expres6 como unidades formadoras de placa
por mililitro (UFP/mL).

2.6 Andlisis de proteinas

Las células fibroblastos dérmicos humanos (HDFs) se trataron con
inhibidores de cinasas y se infectaron con el MAYV. Las células no tratadas y no
infectadas sirvieron como controles. Las monocapas confluentes de las células se
lisaron con tampodn de carga Laemmli con DTT al 10 % (Bio-Rad, Hercules, CA,
EE. UU.). Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se incubaron en una solucion de leche descremada
al 5 % en tampén T-TBS durante 30 minutos. Las membranas se incubaron
durante la noche a 4 °C con los siguientes anticuerpos primarios: policlonal de
conejo anti-MAYV E1, policlonal de conejo anti-MAYV nsP1l y anti-GAPDH
monoclonal de conejo (D16H11, Cat. # 5174, Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, EE. UU.). Después de esto, las membranas se lavaron 3 veces en tampén T-
TBS 1X durante 10 minutos y se incubaron con anticuerpo secundario anti-conejo
de cabra conjugado con HRP (Cat. # 926-80011, LI-COR, Lincoln, NE, EE. UU.) a
temperatura ambiente durante 1 hora. Finalmente, las membranas se incubaron

con SignalFireTM ECL Reagent (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE.
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UU.) durante 3 min y la sefal quimioluminiscente se detecté con un escaner C-
Digit (LI-COR, Lincoln, NE, EE. UU.).

2.7Citometria

Células A549 o IMR90 se pretrataron con los inhibidores de cinasas a dosis de 5
0 10 uM o0 DMSO al 0,1 % como control durante 2 h. Luego, se retir6 el medio y se
infectaron las células con los virus GFP-VSV, GFP-HCMV o Flu-GFP a un MOI de
0,5 (MOI baja) o 10 (MOI alta). Después de 2 h de absorcion del virus, se afiadio
a las células medio fresco suplementado con inhibidores de cinasas o DMSO y las
células se incubaron durante 24 hpi. El porcentaje de células infectadas o la
intensidad de fluorescencia se cuantific6 mediante citometria de flujo en
CytoFLEX.

2.8 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con la prueba de Mann-Whitney y la prueba ANOVA
de una via, seguido de una prueba de Dunnett utilizando el programa GraphPad
Prism versién 8.0.2 para Windows. Se considero estadisticamente significativo un
valor de p < 0,05. Todos los experimentos se realizaron al menos 3 veces con 3
repeticiones. Para cada experimento, se muestra el promedio y la desviacion

estandar.
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CAPITULO llI:
RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS

3.1Andlisis de citotoxicidad de los inhibidores de las cinasas

Para determinar que inhibidores de cinasas aprobados por la FDA eran
capaces de inhibir la infeccion de MAYV se evaluo el efecto citotdxico en células
de cancer de cuello uterino (HeLa) mediante el ensayo de MTT . Las células HelLa
se trataron con los inhibidores de cinasas a concentraciones que oscilaban entre
2.5y 10 uM. Se definieron como toxicos aquellos inhibidores que mostraban una

viabilidad celular menor de 80 %.
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Figura 11. Andlisis de la citotoxicidad de los inhibidores de cinasas. Células HelLa
fueron tratadas con los inhibidores de cinasas a las concentraciones indicadas o DMSO
(0.1 %) como control. Después de 24 h de incubacion se analizo la viabilidad celular
utilizando el ensayo MTT. Los datos experimentales se analizaron con la prueba ANOVA
de una via. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas: ** p < 0,01; *** p
< 0,001; *»*** p < 0,0001, ns: no significativo.

Como se observa en la Figura 11, hubo una reduccion significativa de
células viables tras el tratamiento con Fedratinib, Fostamatinib, Midostaurin,
Pralsetinib y Regorafenib en todas las concentraciones probadas, por lo que estos
inhibidores se descartaron del estudio. El resto de inhibidores estudiados fueron
bien tolerados en las disitintas dosis ensayadas.

3.2Inhibidores de cinasa reducen la replicacion del MAYV en células
HelLa

Para validar si los inhibidores de cinasas que no resultaron téxicos (75 %)
influyen en la replicacion de MAYYV se cuantificé la produccion de particulas virales
en sobrenadantes de células HelLa infectadas y tratadas con estos inhibidores,

mediante ensayos de formacion de placas.

Baricitinib, Everolimus y Palbociclib no tienen un efecto antiviral ya que no
inhibieron la produccion de progenie viral del MAYV. Es llamativo el fuerte efecto
gue tuvieron los inhibidores Afatinib y Bosutinib reduciendo los titulos virales
alrededor de 4 logaritmos. El resto de los compuestos, entre ellos, Binimetinib,
Dacomitinib, Gefitinib, Gilteretinib, Lapatinib, Osimertinib, Selpercatinib,
Trametinib, Tucatinib y Vandetinib, mostraron una reduccion significativa de los
titulos virales (entre 1 y 2 logaritmos) (Figura 12). Estos resultados indican que

estos inhibidores de cinasas son capaces de afectar la replicacion de MAYV.
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Figura 12. Inhibicion en lareplicacion del MAYV por los inhibidores de cinasas. Las
células Hela se trataron previamente con los inhibidores de cinasas (2,5, 5 o 10 uyM) o
DMSO al 0,1% como control durante 1 h. Luego, se elimin6 el medio con el tratamiento y
las células se infectaron con MAYV a un MOI de 10. Después de 1 h de absorcién del
virus, se agregé medio fresco con inhibidores de cinasas o DMSO vy las células se
incubaron durante 24 hpi. Los rendimientos de progenie viral en los sobrenadantes
celulares recolectados se cuantificaron mediante el ensayo de formacién de placas. Los
datos se analizaron utilizando la prueba de Mann-Whitney. Se muestran diferencias

estadisticamente significativas: ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p 0,0001, ns: no significativo.

3.3Inhibidores de cinasas también inhiben a MAYV en HDFs

Aquellos inhibidores que presentaron actividad antiviral en el analisis inicial,

se validaron en la linea celular humana primaria, fibroblastos dérmicos (HDFs).
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Primero, se llevo a cabo el andlisis de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT
para determinar la concentracion de los farmacos a utilizar en los ensayos
posteriores. De los inhibidores de cinasas probados en los HDFs, Gilteretinib fue
el tnico que resultd ser toxico por lo que fue excluido del estudio (Figura 13 A) y
el resto fue bien tolerado en dosis de 2.5 a 10 uM. Después, se evaluo el efecto
de los inhibidores no toxicos en la replicacion de MAYV. Estos resultados indican
qgue Afatinib, Bosutinib, Osimertinib, Gefitinib, Lapatinib, Dacomitinib y Tucatinib
promueven una reduccion significativa en los titulos virales de MAYV con respecto
a su control (Figura 13 B). Es interesante resaltar que con excepciéon de Bosutinib,
los demas inhibidores bloquean la actividad de una o mas isoformas del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Por lo tanto, decidimos enfocarnos
en este grupo de compuestos para caracterizar su efecto sobre el MAYV.

Diversos estudios han demostrado que la inhibicion de EGFR podria tener
efectos antivirales, ya que el receptor no solo esta involucrado en las respuestas
celulares frente a estimulos de crecimiento, sino que distintos virus activan el
EGFR para facilitar la entrada, replicacion y propagacion viral, asi como la evasion
de la respuesta inmune, incluido el virus de la hepatitis C, el virus Zika, el virus
respiratorio sincitial, el virus de la encefalitis japonesa y otros (Noh & Shin, 2023).
Sin embargo, ain no se ha estudiado si la replicaciéon del MAYV requiere la
actividad del EGFR por lo que comprender su posible impacto en la infeccién viral

representa un posible blanco en el desarrollo de terapias antivirales.
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Figura 13. Validacién de la actividad de los inhibidores de cinasas en fibroblastos
dérmicos humanos (HDFs). El ensayo de citotoxicidad de los inhibidores se realizé como
se describi6 previamente (A). Los HDFs se pretrataron con inhibidores de cinasas (2,5, 5
0 10 yM) o DMSO al 0,1% como control durante 1 h. Luego, se retir6 el medio y las células
se infectaron con el MAYV a un MOI de 1. Después de 1 h de absorcién del virus, se
agreg6 medio fresco con inhibidores de cinasas o DMSO y luego las células se incubaron
durante 24 hpi. La produccion de particulas virales infecciosas se cuantificO como se
describié previamente (B). Los datos experimentales se analizaron con la prueba de
Mann-Whitney. Las diferencias estadisticamente significativas son mostradas: ** p < 0,01;
*** < 0,001; **** p < 0,0001; ns: no significativo.
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3.4Los inhibidores de EGFR reducen los titulos virales de otros alfavirus

Para evaluar si el impacto de la inhibicion de EGFR afecta la replicacion de
otros arbovirus, seleccionamos los virus Chikungunya y Zika (ZIKV), un alfavirus y
un flavivirus, respectivamente. En la (Figura 14) se observa que al bloquear EGFR
con los inhibidores Afatinib, Gefitinib, Osimertinib y Tucatinib se redujo
significativamente los titulos virales en células infectadas con CHIKV (Figura 14
A). En el caso de ZIKV (Figura 14 B), se observé que los compuestos Afatinib,
Gefitinib, Tucatinib, Lapatinib y Osimertinib también mostraron actividad contra
este virus. Aunque se observo una tendencia a la bajada de los titulos con
Lapatinib para el CHIKV esta no fue estadisticamente significativa (Figuras 14 A
y 14 B). En conclusion, los inhibidores de EGFR parecen tener una posible
actividad antiviral de amplio espectro.
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Figura 14. Inhibidores de EGFR afectan la replicacion del CHIKV y ZIKV. Los HDFs
se pretrataron con inhibidores de cinasas (2,5, 5 0 10 yM) o DMSO al 0,1% como control
durante 1 h. Luego, se retiré el medio y las células se infectaron con el CHIKV (A) y ZIKV
(B) a un MOI de 1. Después de 1 h de absorcién del virus, se agregé medio fresco con
inhibidores de EGFR o DMSO vy luego las células se incubaron durante 24 hpi. La
produccion de particulas virales infecciosas se cuantific6 como se describié previamente.
Los datos experimentales se analizaron con la prueba de Mann-Whitney. Las diferencias
estadisticamente significativas son mostradas: ** p < 0,01; **** p < 0,0001; ns: no

significativo.
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3.5El efecto de los inhibidores de EGFR sobre el MAYV es dependiente
de la dosis

Para determinar si el efecto de los inhibidores de EGFR es dependiente de

la dosis, se cuantifico la produccion de virus en sobrenadantes de células HDFs

tratadas con concentraciones crecientes de los compuestos. Los resultados

obtenidos (Figura 15) muestran una reduccion significativa dependiente de la

dosis en los titulos virales de Afatinib, Gefitinib, Lapatinib, Osimertinib y Tucatinib
(Figura 15 A-E).
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Figura 15. Inhibidores de EGFR son dependiente de la dosis. HDFs se infectaron con
el MAYV utilizando un MOI de 1. Después de 1 h de adsorcion del virus, las células se
trataron con las dosis indicadas de los diferentes inhibidores de cinasas o DMSO (como
control). Luego, se retird el medio y se agregé medio fresco con los inhibidores de cinasas
o0 DMSO vy las células se incubaron durante 24 hpi. La produccién de particulas virales
infecciosas se cuantificO como se describié previamente. Los datos experimentales se
analizaron con la prueba ANOVA de una via. Se muestran las diferencias

estadisticamente significativas: * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001; ns: no significativo.

3.6Inhibidores de EGFR reducen los niveles de las proteinas las

proteinas virales E1 y nsP1 del MAYV

Para evaluar si EGFR afecta la expresion de las proteinas del MAYV, se
llevd a cabo un analisis de inmunoblot en células infectadas tratadas y no tratadas
con inhibidores de EGFR, utilizando anticuerpos especificos contra las proteina
estructural (E1) y no estructural (nsP1). HDFs se infectaron con el MAYV como
indicamos previamente y después de 24 hpi, se recogieron las proteinas para su
analisis. Los resultados presentados en la Figura 16 muestran que el tratamiento
con Afatinib, Osimertinib, Tucatinib, Gefitinib y Lapatinib, provocaron una
reduccion significativa de los niveles de ambas proteinas virales en comparacion
con las células no tratadas. Por lo tanto, los datos sugieren que los inhibidores de
EGFR afectan la expresion de las proteinas virales del MAYV.
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Figura 16. La inhibicién de EGFR disminuye los niveles de las proteinas E1 y nsP1
de MAYV. HDFs se infectaron con MAYV a una MOI de 1y se trataron con los inhibidores
del EGFR. Tras 24 h de incubacion, se obtuvieron extractos de proteinas y se analizaron
los niveles de proteinas virales E1 y nsP1 mediante Western blot. La proteina GAPDH y
actina se utilizé como control de carga. kDa: kilodaltons.

3.7Los inhibidores de EGFR actuan durante las etapas tempranas de la
infeccion del MAYV

Se analizé el efecto de los inhibidores de EGFR Tucatinib y Osimertinib
sobre la replicacion del MAYV a través de un ensayo de tiempo de adicién. Para
ello, se administraron los inhibidores en diferentes intervalos de tiempo tras la
infeccion con el MAYV, y se evalud la produccion viral en cada uno de estos
puntos. Los resultados obtenidos sugieren que solo la adicion de los inhibidores

en las primeras horas de la infeccion ejerce un efecto antiviral sobre el MAYV
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(Figura 17), sugiriendo que EGFR podria ser importantes en etapas tempranas de

la replicacion.
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Figura 17. Ensayo de tiempo de adicién. HDFs se infectaron con MAYV como se ha
descrito anteriormente. Se afiadié Osimertinib (A) o Tucatinib (B) tras 0, 2, 4 y 8 horas tras
la infeccion. En las células control, se afiadi6 DMSO (0,1%). A las 24 hpi se evaluod la
produccién de rendimiento viral en los sobrenadantes celulares. Los titulos virales se
expresaron como UFP/mL. Los datos experimentales se analizaron con la prueba ANOVA
de una via. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas: * p < 0,05; ** p

0,01; ***; ns: no significativo.

3.8 Tucatinib y Osimertinib también afectan la replicacion de VSV, IAV y
HCMV

Gracias a la oportunidad de una estancia que llevé a cabo en el Centro
Singular de Investigacion en Medicina Molecular y Enfermedades Croénicas
(CIMUS) en Santiago de Compostela, Espafa, bajo la supervision de la Dra.
Carmen Rivas Vazquez en el Laboratorio de Virus y Cancer, evaluamos dos de los
inhibidores de EGFR como posibles antivirales contra el virus de la Estomatitis
Vesicular (VSV), virus de la Influenza A (IAV), Vaccinia virus (VACV) vy

Citomegalovirus Humano (HCMV).
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En primer lugar, analizamos la citotoxicidad de 2 inhibidores de EGFR, los
inhibidores Tucatinib y Osimertinib en células A549 y IMR9O0 utilizando el método
de MTT. Como se observa en la Figura 18, los inhibidores Tucatinib y Osimertinib
no afectan la viabilidad de las células A549 en ninguna de las dosis probadas en
un periodo de incubacién de 72 h (Figura 18 A). Por otro lado, Osimertinib mostré
una fuerte toxicidad a la dosis de 10 uM en las células IMR90, mientras que

Tucatinib fue bien tolerado en esta linea celular (Figura 18 B).
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Figura 18. Anélisis de la toxicidad celular de los inhibidores Tucatinib y Osimertinib.
Células A549 (A) o IMR90 (B) fueron tratadas con las dosis indicadas de Tucatinib,
Osimertinib o DMSO (0.1%) como control. Después de 72 h de incubacion, la viabilidad
celular se analiz6 mediante el ensayo de MTT. La significancia estadistica se denot6

como: ns: no significativo; **** p < 0.0001.
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Figura 19. Tucatinib y Osimertinib reducen la intensidad de GFP de VSV, IAV y
HCMV. Células A549 o IMR90 fueros pretratados con los inhibidores Tucatinib,
Osimertinib o DMSO como control durante 2h. Tras ese periodo, se retiraron los
tratamientos y las células se infectaron con los virus GFP-VSV, HCMV-GFP o Flu-GFP.
Después de la absorcion de los virus, las células fueron tratadas con los inhibidores en
medio fresco e incubadas durante 24h. La fluorescencia se detectd mediante citometria.
El % de células GFP positivas (Figura 19 A, 19 C, 19 E, 19 Gy 19 1) o la intensidad media
de la fluorescencia (Figura 19 B, 19 D, 19 F, 19 H y 19 J) son mostrados. Los resultados
se analizaron con la prueba de t de Student. Se muestran las diferencias estadisticamente

significativas: * p < 0.01 *** p < 0.001; *** p < 0.0001; ns: no-significativo.

Para evaluar el potencial efecto antiviral de los inhibidores Tucatinib y
Osimertinib, células A549 o IMR90 se pretrataron con los inhibidores de cinasas a

dosis de 5 0 10 yM o DMSO al 0,1 % como control durante 2 h. Luego, se retiro el
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medio y se infectaron las células con los virus GFP-VSV, GFP-HCMV o Flu-GFP
a un MOI de 0,5 (MOl baja) o0 10 (MOl alta). Después de 2 h de absorcion del virus,
se afadio a las células medio fresco suplementado con inhibidores de cinasas o
DMSO vy las células se incubaron durante 24 hpi. El porcentaje de células
infectadas o la intensidad de fluorescencia se cuantific6 mediante citometria de
flujo. Estos resultados indican que el % de células infectadas no se ve afectado
por el tratamiento, pero si notamos una disminucion significativa en la intensidad
de GFP, lo que indica que Tucatinib y Osimertinib afectan la replicacion de VSV,
HCMV e IAV (Flu) (Figura 19).

3.9Efecto de los inhibidores Tucatinib y Osimertinib en la expresién de
las proteinas virales de VACV, VSV, IAV (Flu) y HCMV

Las células A549 o IMR90 se infectaron con VACV, VSV, IAV (Flu) o HCMV
a una MOI de 0.5 o 10 y luego, se trataron con los inhibidores Tucatinib u
Osimertinib. Después de los distintos tiempos de incubacién, se obtuvieron
extractos de proteinas y se analizaron los niveles de las proteinas virales mediante
Western blot. Tucatinib disminuye significativamente los niveles de la proteina G
de VSV (Figura 20 C y 20 D) en ambas MOI probadas. Por otro lado, solo
Osimertinib fue eficaz contra VACV en la MOI baja (Figura 20 A y 20 B). Tucatinib
y Osimertinib disminuyen los niveles de la proteina NS1 de Influenza A en una MOI
alta (Figura 20 E y 20 F). Finalmente, Tucatinib fue eficaz reduciendo la proteina
de HCMV en la MOI baja (Figura 20 H). En su conjunto, estos resultados indican
gue la inhibicién de EGFR con Tucatinib u Osimertinib afectan la expresion de las

proteinas virales de los virus estudiados.
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Figura 20. Evaluacién de la expresion de las proteinas E3L, proteina G, NS1y CCH2-
DDG9 para VACV, VSV FLU y HCMV, respectivamente mediante Western Blot. La

proteina GAPDH se utiliz6 como control de carga. kDa: kilodaltons.
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue identificar farmacos inhibidores de cinasas
aprobados por la FDA con actividad antiviral contra el MAYV. En la actualidad no
existen vacunas ni terapias aprobadas para combatir el MAYV, ni para otros
arbovirus como el ZIKV y ORQV (Caicedo et al., 2021; Taylor-Robinson, 2016; Y.
Zhang et al., 2024). El andlisis de citotoxicidad de los inhibidores de cinasas en
células HeLa mostré que los inhibidores Fedratinib, Fostamatinib, Midostaurin,
Pralsetinib y Regorafenib redujeron significativamente la viabilidad celular en todas
las concentraciones probadas en células HelLa. Este hallazgo es consistente con
estudios previos, que han demostrado que distintos inhibidores de cinasas pueden
inducir toxicidad en células tumorales (Chen et al., 2014; Paech et al., 2017) por lo
gue fueron descartados del estudio, ya que su toxicidad podia interferir en la

evaluacion de su potencial antiviral.

Los inhibidores de cinasas que no mostraron efectos citotoxicos significativos y
fueron bien tolerados a las concentraciones ensayadas podrian ser Gtiles en el
desarrollo de tratamientos antivirales contra el MAYV. La seleccion de farmacos
antivirales debe considerar no solo su eficacia frente al patégeno, sino también su
perfil de seguridad, especialmente en el tratamiento de infecciones virales en
pacientes que pueden tener condiciones de salud preexistentes. Baricitinib,
Everolimus y Palbociclib no presentaron actividad antiviral significativa, ya que no
lograron inhibir la produccién de progenie viral de MAYV. Esto sugiere que estos
compuestos no afectan de manera relevante la replicacién del virus en el contexto
de las células HelLa infectadas. Esto podria deberse a la falta de interaccion directa
de estos inhibidores con las vias especificas que regulan la replicacién viral del
MAYV.

Al evaluar el impacto de los inhibidores no téxicos en una linea celular de piel
humana (HDFs) frente al MAYV, se observl una reduccion significativa de los

titulos virales en las células tratadas con los farmacos en comparacion con el
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control. Es notable que, con excepcion de Bosutinib, la mayoria de estos
compuestos son inhibidores EGFR o0 sus isoformas, sugiriendo que la replicacion
de MAYV podria involucrar la actividad de EGFR del mismo modo que este
receptor influye en la replicacion de otros virus de importancia clinica como
Hepatitis C, Zika, SARS-CoV, Dengue (Hondermarck et al., 2020). También, se ha
reportado que el EGFR esta involucrado en la regulacién de la respuesta inmune
(Cheng et al., 2022). La investigacion sobre el papel del EGFR en la replicacion
del MAYV es aun limitada, por lo que los resultados obtenidos en este estudio
representan un avance significativo en la comprension de las vias celulares

implicadas en la infeccion por el MAYV.

Al evaluar el impacto de la inhibicion de EGFR sobre la replicacion de otros
arbovirus, el andlisis de los titulos virales en células infectadas mostré que, al
bloguear EGFR con inhibidores especificos como Afatinib, Gefitinib, Osimertinib y
Tucatinib, se observa una reduccion significativa en los titulos virales del CHIKV,
lo cual es relevante considerando la alta morbilidad que causa el CHIKV en zonas
tropicales y subtropicales (Silva & Dermody, 2017). En el caso del ZIKV, los
compuestos Afatinib, Gefitinib, Osimertinib, Lapatinib y Tucatinib también
demostraron actividad antiviral, reduciendo significativamente los titulos virales en
comparaciéon con el control, confirmando que los inhibidores de EGFR tienen un
efecto potencialmente amplio contra diferentes tipos de arbovirus (Sabino et al.,
2021).

Se analiz6 si el efecto antiviral de las dosis de los inhibidores de EGFR sobre la
replicacion viral del MAYV y como se observa en la Figura 15 estos inhibidores
ejercen un efecto antiviral eficaz que aumenta a medida que se incrementa la

concentracion del compuesto.

Los resultados obtenidos mediante inmunoblot demuestran una reduccion

significativa en los niveles de las proteinas virales E1 y nsP1, ambas esenciales
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para la formacion de nuevas particulas virales y la regulacién de la transcripcion

del genoma viral (Marinho et al., 2024).

El enfoque de evaluar la eficacia de los inhibidores en diferentes momentos del
ciclo de infeccion viral, proporciondé una vision mas detallada de las fases
especificas de la replicacion viral que podrian verse afectadas por la inhibicion de
EGFR. En este caso, parece ser que EGFR podria estar involucrado en eventos
celulares clave para la entrada viral o en la activacion de las vias necesarias para

la replicacién temprana del virus.

Después se evalud el potencial antiviral de los inhibidores de EGFR Tucatinib y
Osimertinib en células A549 e IMR9O0 infectadas con los virus GFP-VSV, GFP-
HCMV y Flu-GFP, utilizando diferentes multiplicidades de infeccién (MOI) para
determinar su efectividad en condiciones de alta y baja carga viral. Los resultados
obtenidos indican que, aunque el porcentaje de células infectadas no mostro
diferencias significativas entre los tratamientos con Tucatinib y Osimertinib y el
control, si se observdé una disminucién considerable en la intensidad de
fluorescencia de GFP en las células tratadas con los inhibidores. La ausencia de
un cambio en el porcentaje de células infectadas puede indicar que los inhibidores
no interfieren con la entrada del virus o con la fase inicial de la infeccion, sino mas
bien con la replicacion o la produccion de nuevos viriones después de la entrada
viral. Este resultado proporciona evidencia de que Tucatinib y Osimertinib podrian

tener un efecto antiviral amplio, afectando tanto virus de ARN como de ADN.

También se prob6 el efecto de los inhibidores Tucatinib y Osimertinib en la
expresion de proteinas virales con varios virus: VACV, VSV, IAV y HCMV.
Tucatinib afecta significativamente la reduccion de la proteina G de VSV en ambas
condiciones de MOI de 0,5y 10. La proteina G es critica para la formacién de
particulas virales y para la infectividad del VSV (Li et al., 2020), por lo que su
reduccion sugiere que Tucatinib puede interferir con la replicacion viral,

posiblemente afectando a la sintesis o0 ensamblaje de nuevos viriones. En cuanto
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a VACV, Osimertinib sélo es eficaz en condiciones de MOI baja (0,5) sugiriendo
qgue la inhibiciébn del EGFR puede ser mas eficaz en las primeras fases de la
infeccion, cuando la carga viral es menor y el virus depende mas de las funciones
celulares para replicarse. Con el IAV, tanto Tucatinib como Osimertinib
disminuyeron los niveles de proteina NS1 a MOI elevadas. La proteina NS1
desempefia un papel clave en la evasion de la respuesta inmunitaria del huésped
y en la modulacion de la maquinaria celular para promover la replicacion viral
(Haye et al., 2009), indicando que la inhibicién del EGFR afecta a la replicacion
viral a nivel de la sintesis proteica o del ensamblaje del viribn. En conjunto, estos
resultados indican que los efectos observados varian segun el tipo de virus y la
carga viral, lo que implica que la eficacia de los inhibidores del EGFR puede

depender de factores como la fase de la infeccién y la carga viral presente.
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CAPITULO IV:
CONCLUSIONES
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El 75 % de los inhibidores de cinasas (15/20) fueron bien tolerados en
células HelLa en dosis de 2.5 a 10 uM. El resto de los compuestos fueron
descartados del estudio.

De los inhibidores de cinasas evaluados en células Hela, el 80 % (12/15)
mostraron una disminucion significativa de la progenie viral de MAYV.
Baricitinib, Everolimus y Palbociclib no inhibieron la replicacién del virus.
Se validaron los inhibidores de cinasas no toxicos en HDFs, inhibidores
como Afatinib, Bosutinib, Osimertinib, Gefitinib, Lapatinib, Dacomitinib y
Tucatinib redujeron significativamente los titulos virales del MAYV, por lo
gue la inhibicion de EGFR podria ser un enfoque terapéutico para tratar el
MAYV.

Los inhibidores de EGFR redujeron significativamente los titulos virales del
CHIKV y del ZIKV, sugiriendo actividad antiviral de amplio espectro.

Los inhibidores de EGFR Afatinib, Lapatinib, Gefitinib, Osimertinib y
Tucatinib mostraron una reduccion significativa dependiente de la dosis en
la produccién viral.

El tratamiento con los inhibidores de EGFR redujo significativamente los
niveles de las proteinas virales E1 y nsP1 en células infectadas con el virus
MAYYV, por lo que la inhibicion de EGFR afecta la expresion de estas
proteinas virales.

Los inhibidores de EGFR Tucatinib y Osimertinib mostraron un efecto
antiviral significativo solo cuando se administraron en las primeras horas de
la infeccion con el MAYV. Sugiriendo que EGFR podria desempefiar un
papel importante en las etapas tempranas de la replicacion del virus.
Tucatinib y Osimertinib redujeron la intensidad de fluorescencia, sugiriendo
gue afectan la replicacién de los virus VSV, HCMV e IAV.

Ademas, Tucatinib y Osimertinib redujeron la expresion de proteinas virales
en varios virus, Tucatinib afectando a VSV y HCMV, y Osimertinib

mostrando eficacia contra VACV e Influenza A.
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