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RESUMEN

El virus Mayaro (MAYV) es un alfavirus desatendido y emergente de la familia
Togaviridae, se caracteriza por causar brotes recurrentes en las Américas, y la mayoria
de los casos ocurren en paises de América Central y del Sur. El ecosistema marino
permanece en gran parte inexplorado en el contexto de los agentes antiinfecciosos. En
este trabajo investigamos dos moléculas de origen marino: Radicicol y Marizomib. El
Radicicol es un antibidtico antifungico que sirve como potente inhibidor de la proteina Src
tirosina quinasa y proteina de choque térmico 90. Por otro lado, Marizomib es un inhibidor
del proteasoma de segunda generacion derivado de una bacteria marina. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue investigar la potencial actividad antiviral de estos dos
compuestos frente al MAYV. Tanto el Radicicol como el Marizomib fueron bien tolerados
en las lineas celulares evaluadas. Ambos compuestos protegieron a las células Vero y
BHK-21 del efecto citopatico inducido por MAYV. El tratamiento con Radicicol o
Marizomib resulté en una reduccion dosis-dependiente en la produccion de progenie viral
para MAYV en células Vero y BHK-21, independientemente de la cepa del virus probada.
Los niveles de las proteinas E1 y nsP1 de MAYV mostraron una reduccién significativa
en las células tratadas con estos compuestos. Los resultados sugieren que Radicicol y
Marizomib tienen actividad inhibitoria contra el MAYV en modelos de infeccion celular.
Ademas, estos compuestos presentaron actividad contra otros virus, en el caso del
Radicicol presento actividad contra virus de ARN como el virus de la estomatitis vesicular
y el virus de la influenza A, y Marizomib contra virus de ADN como el virus vaccinia y el
citomegalovirus humano. Finalmente, nuestros resultados indican que Radicicol y

Marizomib presentan una actividad antiviral de amplio espectro contra diferentes virus.



ABSTRACT

The Mayaro virus (MAYV) is an emerging and neglected alphavirus belonging to the
Togaviridae family. It is characterized by recurrent outbreaks in the Americas, particularly
in Central and South America. The marine ecosystem remains largely unexplored with
respect to anti-infective agents. In this study, we examine two such molecules: Radicicol
and Marizomib. Radicicol, an antifungal antibiotic, is a potent inhibitor of Src protein
tyrosine kinase and heat shock protein 90 (HSP90). Marizomib, on the other hand, is a
second-generation proteasome inhibitor derived from a marine bacterium. This study
investigated the potential of these two compounds against MAYV. Radicicol and
Marizomib demonstrated acceptable tolerability in the evaluated cell lines. Both
compounds were found to protect Vero and BHK-21 cells against the cytopathic effect
induced by MAYYV. Treatment with Radicicol and Marizomib resulted in a dose-dependent
reduction in MAYYV viral progeny production in both cell lines, regardless of the virus strain
tested. Western blot analysis revealed a significant reduction in the levels of the MAYV
E1 and nsP1 proteins. Thus far, all data indicate that Radicicol and Marizomib
demonstrate inhibitory activity against MAYV in cellular infection models. Additionally,
these compounds exhibited activity against other viruses, including the vesicular
stomaititis virus and influenza A virus, vaccinia virus, and human cytomegalovirus. Overall,
our results suggest that Radicicol and Marizomib exhibit broad-spectrum antiviral activity

against various viruses.



INTRODUCCION

Los arbovirus son virus transmitidos por vectores artropodos hematéfagos a huéspedes
vertebrados durante la alimentacion sanguinea, replicandose en el artropodo que
funciona como vector antes de la transmision. Estos virus cuentan con una amplia
distribucién geografica que predomina en paises de areas tropicales y subtropicales [1,2].
Actualmente, existen mas de 100 especies de arbovirus con capacidad de infectar y
causar enfermedades en humanos, los cuales se encuentran clasificados en cincos
familias: Peribunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae y Togaviridae [1]. El
virus Mayaro (MAYYV) pertenece al género Alfavirus que se encuentra dentro de la familia
Togaviridae, y es parte del Complejo Semliki Forest, que incluye a otros virus como Una,
Chikungunya, Getah y Ross River. MAYV fue aislado por primera vez en Trinidad y
Tobago en 1954 en sueros de trabajadores forestales [3,4]. El genoma de MAYYV esta
conformado de ARN monocatenario, con una capside icosaédrica de aproximadamente
70 nm y una estructura gendmica que presenta dos marcos de lectura abiertos, uno que
codifica para proteinas estructurales y el otro codifica las proteinas no estructurales. Los
estudios filogenéticos previos indican que hay tres genotipos: D (ampliamente disperso),

L (limitado) y N (nuevo) con distintas distribuciones geograficas en las Américas [1,4,5].

MAYYV es el agente etioldgico de la fiebre de Mayaro (MAYF) que incluye sintomas
como fiebre, mialgia, artralgia, erupciéon cutanea, escalofrios, dolor de cabeza, dolor
ocular, diarrea y vomitos. Estos sintomas pueden permanecer durante 3 a 4 dias, y en
casos mas severos pueden ocurrir complicaciones graves como miocarditis,

manifestaciones neurologicas y hemorragias, producto de la infeccién con el virus [2,6,7].

MAYV es un arbovirus endémico y emergente del Nuevo Mundo con una
circulacion cada vez mayor en toda la region de las Américas [8,9]. Hay reportes que
indican que MAYYV se encuentra circulando en paises de América Central y América del

Sur, que incluyen a Panama, Colombia, Peru, Venezuela, Haiti, Guyana Francesa,
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Bolivia, Ecuador y Brasil, de estas areas mencionadas, la region amazédnica de Brasil
presenta el mayor numero de casos esporadicos y epidemias registradas, seguida de
regiones de Peru y Venezuela [10,11]. MAYV destaca por presentar un ciclo enzoo6tico
en primates no humanos, roedores, marsupiales y aves, a través de la picadura de
mosquitos del género Haemagogus spp., considerado su vector primario; en el caso de
las infecciones que ocurren en humanos por MAYV, se cree que se debe principalmente
por la cercania de las personas a zonas boscosas y habitat forestales. Es importante
mencionar que, aunque el MAYV se transmite principalmente en el ciclo selvatico, hay
evidencias recientes que sugieren que vectores urbanos tales como el Aedes aegyptiy
Aedes albopictus, pueden también contribuir con la diseminacion del virus, aumentando
asi el riesgo de futuros brotes [10,12]. A pesar de los frecuentes brotes de MAYV en
Latinoamérica y su potencial riesgo para la salud publica de la region, no se dispone de
medicamentos, ni antivirales especificos aprobados contra MAYYV; al igual que tampoco
se cuenta con vacunas que estén autorizadas para prevenir la infeccién, por lo que existe
la necesidad urgente de explorar e identificar nuevos compuestos con actividad antiviral

para este patégeno [4,13,14].

Al igual que MAYV, actualmente existen otros arbovirus que no cuentan con
antivirales ni medicamentos aprobados para combatir su infeccion. Este es el caso del
virus de la estomatitis vesicular (VSV), el cual es un virus de ARN envuelto, no
segmentado y de sentido negativo que pertenece a la familia Rhabdoviridae [15]. Este
virus se aislé por primera vez en 1925 y tiene un amplio espectro de hospedadores que
incluye caballos, ganado vacuno, cerdos, roedores y seres humanos. Los caballos, el
ganado vacuno y los cerdos infectados pueden desarrollar lesiones epiteliales
vesiculares orales, mientras tanto el contacto humano con el VSV es poco comun, por lo
que los humanos carecen de inmunidad preexistente al virus, representado una

vulnerabilidad a la infeccion [15,16].

Otro virus que sigue representando una grave amenaza para la salud publica es

el virus de la Influenza A (IAV), un patdgeno respiratorio que causa continuamente
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epidemias estacionales y que tiene como resultado una alta morbilidad y mortalidad en
todo el mundo, con cientos de miles de muertes al afio [17,18]. El IAV persiste dentro de
la poblacién humana al desarrollar continuamente resistencia a la inmunidad de grupo.
Esta no es una caracteristica general de todos los virus: muchos virus con tasas de
mutacion similares a las de los IAV (p. €j., el virus del sarampién) no desarrollan
efectivamente resistencia inmunitaria en humanos y se controlan eficazmente mediante
la vacunacion. Es por ello, que existe la necesidad de explorar nuevos tratamientos
contra esta infeccion [19,20]. Por otro lado, encontramos virus de ADN como el virus
vaccinia (VACV), el cual se ha utilizado experimentalmente como vector para administrar
otros antigenos, asi como para la terapia oncolitica [21]. Sin embargo, el virus vaccinia
puede causar una enfermedad grave en pacientes inmunodeprimidos e incluso en
personas con eccema, una afeccién cutdnea comun [22,23]. Si bien la inmunoglobulina
de vaccinia, el cidofovir y algunos compuestos experimentales tienen actividad contra los
poxvirus, el desarrollo o la identificacion de nuevos farmacos seguros que los inhiban
podria tener aplicaciones clinicas y facilitar el desarrollo y la prueba de nuevas
aplicaciones contra el virus vaccinia [23]. Otro virus de ADN de relevancia médica es el
Citomegalovirus humano (HCMV), un patégeno que infecta a la mayoria de la poblacion
mundial en la edad adulta temprana. En individuos con sistemas inmunitarios inmaduros
o debilitados, el HCMV es un patégeno significativo que causa gran morbilidad y
mortalidad [24]. Hasta la fecha no existe una vacuna eficaz contra el HCMV, y existen
farmacos que inhiben la replicacion viral, pero son ineficaces debido a su alta toxicidad,
baja biodisponibilidad y el desarrollo de cepas de virus resistentes a los farmacos.
Ademas, el establecimiento de una infeccion latente de por vida para la cual no existe
terapia significa, por lo que la curacion de un paciente infectado por HCMV es

actualmente inalcanzable [24,25].

Las investigaciones previas indican que los compuestos de origen natural tienen
efecto contra diferentes arbovirus y virus de otras familias, actuando como antivirales, ya

sean especificos o de amplio espectro. Entre ellos, los compuestos marinos han sido



poco estudiados como agentes antivirales y pueden representar una fuente de moléculas

con actividad contra distintos virus.

JUSTIFICACION

Los antivirales desempenan un papel importante en el manejo y control de las
infecciones virales, sin embargo, en el caso de MAYV no existen terapias antivirales, ni
vacunas aprobadas para uso humano que se puedan emplear para combatir la
enfermedad [2,26]. Debido a la extensa distribucion de MAYV en las Américas, la MAYF
puede convertirse en el futuro en un grave problema de salud publica, tal como ha
ocurrido con la evolucion epidemiologica de otros arbovirus. Por lo tanto, la busqueda de
posibles tratamientos, incluidas moléculas con actividades antivirales, sigue siendo
crucial [2,27]

El medio marino representa una fuente favorable para la identificacion de
posibles agentes terapéuticos antivirales, debido a que es un ambiente rico en
compuestos naturales con diferentes propiedades bioactivas [28]. Se ha demostrado que
los organismos marinos producen una gran variedad de compuestos, derivados del
metabolismo primario o secundario, con aplicaciones terapéuticas prometedoras,
mostrando actividad antiviral notable, de los cuales algunos han avanzado con éxito
hasta las ultimas etapas de ensayos clinicos [29,30]. El estudio de compuestos marinos
como potenciales moléculas antivirales contra arbovirus y otros virus de importancia
sanitaria, son sumamente escasos, por lo tanto, existe la necesidad de explorar estos

recursos como posibles nuevas vias de terapias contra estos agentes infecciosos.

DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Las enfermedades arbovirales comparten muchas caracteristicas comunes, lo
que dificulta su diferenciacion. Sin embargo, debido a cambios en los factores
antropogénicos y mutaciones virales, los arbovirus tienen el potencial de emerger o
reemerger en toda la regién de las Américas [6]. Entre los arbovirus desatendidos,

encontramos al MAYV, el cual es endémico en algunas regiones de América Central, el



Caribe y América del Sur [1]. Estudios epidemioldgicos demuestran un numero creciente
de casos confirmados de MAYYV en regiones endémicas y no endémicas en el continente
americano, y la ocurrencia de casos humanos importados a otros continentes como
Europa, por turistas que regresaban de areas endémicas de América del Sur y Central.
Ademas, se ha demostrado la circulacion y deteccion de infecciones esporadicas en

humanos en entornos urbanos, lo que evidencia el riesgo potencial de epidemias [1,6].

Los antivirales desempefian un papel importante en el manejo y control de las
infecciones virales, sin embargo, en el caso de MAYV no existen vacunas, ni terapias
antivirales especificas aprobadas para uso humano que se puedan emplear para
combatir la enfermedad [2,26]. Debido a la extensa distribucion de MAYV en las
Américas, la fiebre de Mayaro (MAYF) puede convertirse en el futuro en un grave
problema de salud publica, incluyendo Panama, tal como ha ocurrido con la evolucion
epidemioldgica de otros arbovirus, por lo tanto, la busqueda de posibles tratamientos,

incluidas moléculas con actividades antivirales, sigue siendo crucial [2,27].

Los compuestos marinos representan un recurso natural valioso, con multiples
usos potenciales, entre ellos terapias contra enfermedades virales en humanos y
animales, aunado a ello, el creciente interés en los compuestos antivirales de origen
marino, junto con el desarrollo de nuevas tecnologias de cultivos y extraccidon marina,
acelerara significativamente la exploracion actual del medio marino en busca de
compuestos con importantes aplicaciones farmacoldgicas, lo que seguira siendo una

estrategia prometedora y una nueva tendencia para la medicina moderna [31].
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Virus Mayaro

El MAYYV fue aislado por primera vez en el afio 1954 en la region del condado de
Mayaro en Trinidad y Tobago; su aislamiento se obtuvo a partir de muestras de
trabajadores forestales que presentaban una enfermedad febril [32]. Este virus se
considera endémico de areas selvaticas de Centroamérica, Suramérica y el Caribe [33],
y produce una enfermedad febril con multiples sintomas, denominados como la fiebre de
Mayaro (MAYF) [11,33]

El MAYV es un virus de ARN monocatenario envuelto con sentido positivo (Figura 1),
miembro de la familia Togaviridae dentro del género Alfavirus [33]. Este virus es
transmitido por mosquitos infectados, al igual que los virus de Chikungunya (CHIKV),
Dengue (DENV) y Zika (ZIKV), estos virus utilizan vectores artropodos para propagarse
ocasionando una enfermedad febril, y se les denominan como arbovirus [27] El principal
vector de MAYYV son los mosquitos del género Haemagogus spp. [11]. No obstante, en
estudios anteriores se ha observado que mosquitos urbanos, como es el caso del género
Aedes spp. tienen la capacidad para transmitir este virus [34].

La infeccion inicia cuando el individuo es picado por mosquitos, principalmente en areas
selvaticas; posterior a ello, se consigue una diseminacién rapida del virus por el torrente
sanguineo, donde llega inicialmente a 6rganos como: el bazo y el higado, posteriormente
llega a las articulaciones, musculos y huesos, y es ahi donde se obtienen la respuesta

caracteristica que corresponde a la artralgia ocasionada por la infeccién [4,35].
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Figura 1 Esquema de la particula viral de MAYV. Conformacion del virién, proteinas E1, E2 y cépside,
conformacién de ARN de sencillo con sentido positivo. Tomado de Paschoalino M. et al (2023)[12]

Estructura Genémica

La estructura gendémica del MAYV consiste en una sola cadena de ARN de sentido
positivo con una longitud de 11,5 kb, que consta de dos marcos de lectura. El primer ORF
hacia el extremo 5’ codifica para una poliproteina que a través de la accién de las
proteasas viral y celulares, da lugar a las proteinas no estructurales (nsP1, nsP2, nsP3
y nsP4), este ORF se traduce a partir del ARN gendmico directamente, mientras que el
segundo ORF que se ubica hacia el extremo 3’, y se traduce a partir del ARNm
subgendmico 26S, para dar origen a las proteinas estructurales del virus: Capside (C),
las proteinas de envoltura E1, E2, E3, 6Ky transframe (TF) [27,36]. Las particulas virales
de MAYYV presentan una forma icosaédrica que comprende una nucleocapside hermética
a partir de la membrana celular del huésped, en donde sobresalen las proteinas E1y E2
de la envoltura [27,32].

Ciclo de replicaciéon de MAYV

El ciclo de replicacién del virus inicia con la fusién de la envoltura virica en la
membrana de la célula por medio de un receptor especifico. Recientemente, se ha
descrito que puede ser el receptor Mxra8 para los Alfavirus artritogénicos [37]. Posterior
a la adhesion entre el receptor celular y la proteina de envoltura del viridon (E2), ocurre
una acidificacién de la vesicula, lo que tiene como consecuencias que las proteinas E1

y E2 se disocien, y la E1 se ancle a la membrana fuertemente. Después, se da la entrada
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del virus a través de endocitosis mediada por clatrina o caveolina, luego la particula viral
se desensambla y libera el material genético del virus en el citoplasma donde se traduce,
en primer lugar lo hacen las proteinas no estructurales que ayudan al procesamiento del
ARN del virus, luego se genera el ARNm para las proteinas estructurales y ocurre el
ensamblaje de la nucleocapside, uniendo glicoproteinas necesarias y que da como
resultado la gemacion de nuevas particulas virales hacia la matriz extracelular [36,38]
(Figura 2).
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Figura 2 Ciclo de Replicacion del Virus Mayaro. Tomado de Sugasti, M. et al. (2022) y modificado a partir de
Diagne et al. (2020) [4,10].

Filogenia del Virus de Mayaro

Estudios realizados previamente indican que MAYV pertenece a un grupo
monofilético, con tres genotipos (D, L, N), de acuerdo con analisis del genoma completo
de distintas cepas del MAYV. Auguste y su equipo han demostrado que los genotipos de
MAYYV se clasifican de acuerdo con zonas geograficas, que estan delimitados de la
siguiente forma: genotipo D esta presente en gran parte de Suramérica y el Caribe,

siendo el que tiene una mayor distribucion, el genotipo L se encuentra en una regién al
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norte y centro de Brasil y Haiti y, por ultimo, el genotipo N es el mas reciente, y el que se

denomina genotipo nuevo y se ubica en una zona de Peru a partir del afio 2010 [1,4,5,39].

Por otro lado, se ha identificado que el MAYV es un arbovirus artritogénico, que
se encuentra dentro del complejo serolégico de Semliki Forest que se compone de 8
virus que comparten similitudes de sintomatologia como: erupciones cutaneas y artritis
severas. Ademas, este grupo comparte sitios antigénicos similares, por lo que, se postula
que puede haber reaccion cruzadas entre ellos, lo que dificulta un diagnéstico correcto
[40]. En este grupo se encuentran virus como: Ross River (RRV), O’'nyong-nyong (ONNV)
y Una (UNAV) [1,3]. Utilizando el gen E1, que es un gen estructural, se ha comprobado
que MAYYV esta emparentado con el UNAV, siendo su pariente mas cercano y uno de los

unicos virus del nuevo mundo que tiene su origen en el viejo continente [41,42].

Aspectos ecolodgicos

El MAYV posee una fase de transmision de origen enzodtica, la caracterizacion
de este ciclo no se entiende con claridad, sin embargo, se ha podido identificar que el
virus se propaga por medio de la picadura de mosquitos infectados del género
Haemogogus spp., que habitan dentro del dosel del bosque, en donde se encuentran sus
hospederos principales, que corresponden a primates no humanos, entre ellos, los
siguientes grupos taxondémicos: Cebidae, Callithricidae, Saguinus spp. y Alouatta spp.,
en distintos lugares de América Latina y el Caribe (Figura 3). De igual forma, este virus
puede utilizar aves y roedores como hospederos [43—-45]. Por ende, la alta prevalencia
de casos de fiebre de Mayaro en humanos se estima que es producto de la entrada de
humanos a las areas selvaticas y su susceptibilidad a la picadura de los mosquitos [46].
La temporada de infeccion tiene un inicio con la llegada de la temporada lluviosa y
termina con la finalizacion de esta, esto se correlaciona, ya que en esta temporada los
mosquitos incrementan sus poblaciones [43]. Este incremento de la poblacion de
vectores aumenta el potencial de causar brotes a gran escala, este fendmeno fue
explicado por da Rosa y colaboradores durante un brote de MAYV en Brasil, donde se
presentaron un aproximado de 800 casos de MAYF y este brote coincide con el inicio de

la temporada lluviosa [43—45].
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Por otro lado, Long y Vasconcellos han demostrado que mosquitos urbanos como
es el caso de Aedes aegypti y Aedes albopictus en condiciones in vitro, son capaces de
transmitir MAYV, facilitando su propagacion. Debido a este factor tan importante, MAYV
se le considera un virus con una alta capacidad de propagacion, similar a otros virus
como CHIKV y ZIKV. Para MAYV solo se ha descrito la transmisién a través de la

picadura de vectores (Figura 3) [47,48].
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Figura 3 Ciclo de Transmisiéon de MAYYV, este ciclo corresponde a zonas endémicas de centro y sur de América.
Tomado de Diagne et al. (2020) [4].

Fiebre de Mayaro

La fiebre de Mayaro o “Fiebre selvatica” es producida por la infeccion del MAYV,
las manifestaciones clinicas del virus aparecen de 7 a 12 dias luego de la picadura del
mosquito, la viremia dura de 3 a 4 dias, que pueden presentar algunos de los siguientes
signos: mialgia, fiebre, problemas gastrointestinales, erupcion cutanea y la artralgia que

es el sintoma caracteristico de MAYF. Cabe resaltar que la MAYF puede presentar otros
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signos, ya que es una enfermedad con sintomas inespecificos, lo que ha dificultado su

caracterizacion [34,45,49].

La sintomatologia en los pacientes puede variar, un ejemplo de esto es que solo dos
tercios de los pacientes desarrollan erupciones cutaneas, otro caso de la variedad de
sintomas es que pueden presentar dolor ocular, linfadenopatia y leucopenia, que es
comun en los pacientes. A la vez MAYF se le considera una enfermedad autolimitada,
pero la artralgia puede durar por semanas e incluso meses después de la infeccion
[27,49,50] (Figura 4). La MAYF puede ser mas severa en ciertos individuos infectados,

en estos casos hay complicaciones neurologicas, miocarditis y la muerte [27,49].

Fiebre
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Miocarditis
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Figura 4 Sintomatologia de la Fiebre Mayaro. Algunos de estos sintomas son caracteristicos de MAYF. Tomado y
modificado de Wei, LLL. et al (2024) [49].

Patogénesis de MAYV

El virus Mayaro al igual que varios arbovirus tiene la capacidad de infectar
diferentes huéspedes. La capacidad infectiva del virus inicia con la entrada de los viriones
a las células de los mosquitos que son el principal vector de este virus [51]. Luego de

qgue el mosquito realice la picadura las particulas viricas se transportan a traves de los
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vasos linfaticos y microvasculaturas, este transporte por el cuerpo del huésped se da
gracia a la adhesion a endosomas 0 a monocitos, lo que ayuda a que lleguen a érganos
principales como lo son bazo e higado, en estos érganos es donde se da la mayor

replicacion [7].

Posterior a que se dé la diseminacion del virus dentro del huésped, los focos de
replicacion del virus se centran en regiones como musculos, tejido éseo y articulaciones
[52], siendo esta ultima region, donde se desarrolla la fase mas severa de la enfermedad.
La infeccidon por MAYV genera un aumento en la respuesta inflamatoria del cuerpo del
huésped, trabajos anteriores han descrito un aumento de marcadores inflamatorios como
el factor de necrosis tumoral alfa, de igual forma, se genera aumento de estrés oxidativo

en las células [53-55].

En pacientes infectados con MAYV se ha descrito que este virus presenta un
aumento de la produccion de citocinas proinflamatorias y mediadores, utilizando un
modelo murino en condiciones de laboratorio, lo que se correlaciona con la respuesta

inmune innata del huésped infectado [56,57].

Virus de la Estomatitis Vesicular

La estomatitis vesicular (VS) es una enfermedad viral de importancia veterinaria,
enzodtica en las regiones tropicales y subtropicales del continente americano, causada
por el virus de la estomatitis vesicular (VSV). Es un virus ARN monocatenario de sentido
negativo que codifica cinco proteinas principales: N (nucleocapside o
ribonucleoproteina), P (fosfoproteina), M (proteina de la matriz), G (glicoproteina) y L
(proteina grande o polimerasa), y se transmite por insectos hematéfagos como
mosquitos picadores, moscas negras y flebétomos [58,59]. VSV afecta principalmente a
los caballos, pero otros animales como vacas, cerdos, ovejas, cabras, llamas y alpacas
también pueden infectarse, dentro de los cuales los sintomas clinicos de la enfermedad
de VSV incluyen lesiones vesiculares en la boca, mucosa naso bucal, pezones o bandas

coronarias, pérdida de apetito, pérdida de peso y cojera. Salvo por su apariciéon en
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caballos, es clinicamente indistinguible de la fiebre aftosa y a diferencia de esta, es muy
infecciosa para el ser humano y puede causar una enfermedad temporalmente
debilitante [59,60].

La epidemiologia del VSV presenta una amplia diversidad de variables a
considerar, incluyendo el amplio rango potencial de hospedadores vertebrados, las
multiples vias de transmision, la variacion en el prondstico clinico en el hospedador
mamifero segun el sitio de infeccion y la diversidad de especies de vectores sospechosos
y potenciales [59].

Virus de la Influenza A

El virus de la influenza A (IAV) es un virus de ARN segmentado de sentido negativo
monocatenario, con un genoma que consta de ocho segmentos genéticos, que puede
codificar hasta 16 proteinas. El virus de la influenza A se divide en subtipos segun las
propiedades genéticas y antigénicas de sus glicoproteinas de envoltura, hemaglutinina
(HA) y neuraminidasa (NA). Hasta la fecha, se han identificado 17 subtipos de HA y 10
de NA [61].

La infecciodn con el virus de influenza A resulta en inmunidad protectora contra las
glicoproteinas de superficie viral HA y NA. Sin embargo, la acumulacion de mutaciones
puntuales en HA 'y en menor medida NA, permite que el virus escape a la inmunidad del
huésped. Este fendbmeno, conocido como deriva antigénica, explica la aparicion de
epidemias de influenza estacional y como resultado de esta deriva antigénica, la
composicion de la vacuna debe actualizarse casi anualmente, representando asi, este
virus, una amenaza continua e importante para la salud publica a nivel mundial. La
influenza endémica o "estacional" resulta entre 3 a 5 millones de infecciones graves y
hasta 650,000 muertes cada afio alrededor del mundo [61,62]
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Virus Vaccinia

El virus vaccinia (VACV) es un poxvirus que se caracteriza por un gran genoma
de ADN bicatenario (192 kb), que codifica mas de 200 proteinas que cumplen funciones
en la entrada del virus, la transcripcidn viral, la sintesis de ADN y ARN, el ensamblaje del
viridn y la supresion inmune del huésped. Este virus se replica exclusivamente en el
citoplasma de las células del huésped y por lo tanto, estd sujeto a una bateria de
defensas inmunitarias autbnomas de las células. Para superar esto, el VACV dedica casi
la mitad de sus proteinas para evadir las defensas y subyugar los sistemas de las células
[63—65]. Las vias de degradacion celular no son una excepcion. Se ha demostrado que
la manipulacion del sistema del proteasoma ubiquitina, por ejemplo, es esencial para la
pérdida de la envoltura del genoma del VACV vy la degradacioén dirigida de los factores

de restriccién viral [64,66].

En las infecciones naturales por VACV, la forma clasica de transmisién es a través
del contacto directo entre trabajadores rurales (ordefiadores y ganaderos) y bovinos
infectados, lo que convierte al virus en una zoonosis ocupacional. Las personas
infectadas comunmente desarrollan lesiones vesiculares en sus manos y antebrazos vy,
como el VACV tiene tropismo por el tejido epitelial, la infeccién puede diseminarse
facilmente por todo el cuerpo por autoinoculacion. Ademas, no se debe descuidar la
posibilidad de una propagacion nosocomial de este virus, requiriendo una mayor atencién
en las incidencias de infeccion por VACV, sobre todo por las posibles complicaciones
fatales que puede ocurrir en pacientes inmunodeprimidos [67]. Clinicamente, la infeccion
humana por VACV puede confundirse con otras infecciones vesiculopustulares similares
como parapoxvirus, leishmaniasis, micosis, estafilococos o Bacillus anthracis, 1o que

dificulta un diagndstico preciso [67,68].

Citomegalovirus Humano

El citomegalovirus humano (HCMV; también conocido como herpesvirus humano
5) es el miembro prototipo de Betaherpesviridae. Como todos los herpesvirus, el HCMV

es un virus de ADN bicatenario lineal que establece una infeccion latente y persistente

17



durante la vida del individuo. La infeccién con HCMV es comun en todo el mundo, aunque
generalmente asintomatico, es una causa importante de morbilidad y mortalidad en
pacientes inmunocomprometidos, incluyendo receptores de trasplantes y pacientes con
SIDA. Ademas, el HCMV infecta al 1% de todos los recién nacidos y es una de las

principales causas de dafno cerebral y pérdida de audicion [69,70].

Con aproximadamente 236 kb, el HCMV tiene el genoma mas grande y el nivel
mas alto de diversidad genética de todos los herpesvirus humanos conocidos, por tanto,
se sabe que el virus experimenta recombinacion facilmente y la coinfeccién se observa

con frecuencia, especialmente en individuos con sistemas inmunitarios debilitados [71].

En la actualidad, algunos farmacos antivirales han sido aprobados para el
tratamiento clinico de las infecciones por HCMV, de los cuales se incluyen los inhibidores
de la ADN polimerasa viral, como el analogo de nucledsido ganciclovir, el analogo de
nucleodtido cidofovir y el analogo del pirofosfato foscarnet [64]. Todos estos farmacos
tienen baja biodisponibilidad oral y toxicidades relacionadas con la dosis, por lo tanto, es
necesario desarrollar nuevos agentes antivirales con eficacia mejorada y menos efectos

secundarios [72].

Dianas Terapéuticas

Proteosoma

El proteosoma es el principal complejo proteolitico de las células, su funcion
principal es degradar al menos el 80% de las proteinas, ya sea en el citosol o el nucleo.
Ademas, cumple otras funciones dentro de la célula como lo son: regulacion del ciclo
celular, expresion, respuesta inmune, carcinogénesis, reparacion del ADN, entre otras
[73,74]. Este conjunto proteico esta formado por una particula central que se denomina
20S y de una a dos subunidades mas pequefias que son reguladas, estas son las 19S,
estas pequefias subunidades se encargan de hidrolizar las proteinas [75]. El nucleo
central 20S es el sitio donde se da la actividad catalitica dentro de los sitios especificos

y donde ocurre el desensamble de las proteinas, por otro lado, en las subunidades
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reguladoras 19S se detectan las proteinas que han sido poliubiquitinadas de manera
correcta [76,77]

La principal forma de degradacion de proteinas ocurre por medio de
modificaciones post traduccionales como lo son la unién de ubiquitina (Ub), lo que ayuda
a que se reconozcan las proteinas a degradar por los anillos de la subunidad 19S, la
agregacion de Ub es un reto para estas subunidades, ya que la cantidad de los residuos
dentro de la cadena proteica puede variar, sin embargo, todas las proteinas tienen el
mismo factor comun como vehiculo de reconocimiento, que son los residuos de lisina 48
(K48) [78-80].

Sistema Ubiquitina Proteosoma

El sistema ubiquitina-proteosoma (UPS) es un sistema importante dentro de la
célula, como se ha mencionada anteriormente se encarga de la regulacion y homeostasis
de las proteinas de las células. Este sistema cuenta con tres componentes, donde son
holoenzimas, diversas ubiquitinas ligasas y multiples enzimas desubiquitinantes [81,82].
Las proteinas son recocidas por medio de los residuos K48 que se encuentran dentro de
la Ub que funcionan como sefal de reconocimiento. La agregacién de la Ub a las
proteinas se debe a la actividad enzimatica de la ubiquitina, esta primera actividad
enzimatica se da por la enzima E1 que forma un fuerte enlace tiol-éster, posteriormente,
se da la conjugacion por accién de la ubiquitina E2, y como ultimo paso, la ubiquitina E3
que tiene dominios ligasas une la Ub a los residuos de lisina que dependera del sustrato
[83,84].

El UPS desempefia un papel fundamental durante las infecciones virales, y
funciona de distintos modos, en el primer caso las ligasas de Ubiquitina E3 reconocen
las proteinas virales y posteriormente se ubiquitinan, y de esta forma llegan a tener un
efecto positivo en la replicaciéon viral [85,86]. Una segunda forma es un poco mas
tradicional, en este caso las proteinas virales se ubiquitinan para inducir su degradacion
y bloquear el ciclo de replicacion, lo que corresponde a un mecanismo de defensa de la

célula [87]. Un tercer caso consiste en el secuestro de las enzimas E3 y asi evitar
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posibles acciones antivirales de algunas proteinas de las células [87,88]. Un cuarto caso
es que algunos virus codifican sus propias enzimas ligasas E3 para asi, ubiquitinar
diferentes proteinas de la célula huésped y evitar el reconocimiento de las moléculas
antivirales [89]. El ultimo mecanismo utilizado por los virus son la desubiquitinacion por
medio de la actividad proteolitica de sus proteinas virales, en consecuencia, tendremos

un incremento de la replicacion y la evasion de la respuesta inmune [81,90].

Proteina de Choque Térmico

Las proteinas de choque térmico (HSP) son chaperonas moleculares, que tienen
distintas funciones dentro de la célula. Las HSP tienen diferentes proteinas clientes, lo
que hace que cumplan distintas funciones bioldgicas. Este conjunto proteico se conforma
de homodimeros, donde cada mondmero contine tres dominios, donde el N terminal
coordina la hidrolisis del ATP, el dominio C terminal inicia la dimerizacién de la proteina,

y el dominio medio que es donde se unen los sustratos de la proteina [91].

Proteina de Choque Térmico 90

La proteina de choque térmico 90 (HSP90) consiste en un grupo de proteinas que
son altamente conservadas dentro de la célula, estas proteinas presentan un peso
aproximado de 90 kDa y debido a su peso molecular se le da el nombre de HSP9O0.
Debido a su funcién como chaperona esta proteina se encarga del plegamiento de

proteinas o el arreglo de proteinas mal plegadas [92].

La proteina de choque térmico 90 (HSP90) es una chaperona que dependen de ATP,
esta proteina regula la maduracién, activacion y estabilidad de sus proteinas clientes,
muchas de las proteinas clientes de la HSP90 estan involucradas en la traduccion de
sefales y vias claves en la homeostasis, muchas de las cinasas de las células dependen

de las HSP para cumplir sus funciones [91,93].

Esta proteina presenta dos isoformas que se denominan HSP90 alfa y HSP90

Beta, estas proteinas se encuentran en el citoplasma de la célula. Dicho conjunto de
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proteinas tiene su rol principal en la proteostasis celular, diferenciacion y funciones
moleculares [92,94]. Sin embargo, estas proteinas presentan dos isoformas adicionales
la GRP94 que se encuentra en el reticulo endoplasmatico y la TRAP1 que se ubica en la

mitocondria [94].

Las dos formas principales de esta proteina se encuentran en el citoplasma,
donde la HSP90a se expresa de forma inducible y la isoforma HSP90 se expresa de
manera constitutiva [95,96]. Estas proteinas poseen una regulacion estable, ya que no
cuentan con una expresion descontrolada, su sintesis solo se da en condiciones de

estrés celular, a estos factores se les conoce como factores de choque térmico [97].

Las isoformas alfa y beta de HSP90 presentan un mayor numero de clientes
dentro de la célula, estas proteinas logran interaccionar con proteinas de gran
importancia dentro de la célula como lo son: Akt, CDK, PKC, MAP cinasas, por otro lado,
también logran interaccionar con factores de transcripcion como lo son: BCL-6, CAR, p53
y Oct4 [96,97].

Las chaperonas de la familia HSP90 han recibido recientemente una atencion
significativa debido a su implicacién en los ciclos de vida virales y las respuestas al estrés
del huésped, puesto que las proteinas virales, al igual que las proteinas celulares,
dependen de la funcién de la chaperona para el plegamiento y el ensamblaje. Existe un
creciente cuerpo de evidencia que sugiere que la HSP90 es un factor celular crucial
asociado con la propagacion viral, la patogénesis o la respuesta inmune del huésped,
dado que las chaperonas regulan también muchas funciones celulares, como las redes
de sefalizacién, la progresion del ciclo celular y la apoptosis es probable que los virus
manipulen las chaperonas para que las células sean propicias para la replicacién viral.
De hecho, la dependencia de los virus por la HSP90 parece ser casi universal. Se ha
demostrado que la HSP90 desempefia un papel crucial en la replicacion de una amplia
gama de virus diferentes, incluidos virus de ADN, los virus de ARN de genomas de
sentido positivo y negativo y los virus de ARN bicatenario, como lo son el virus de la
hepatitis B, el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1, el virus del herpes simple 1,

21



el citomegalovirus humano, el virus de la estomatitis vesicular, el virus de las paperas, el
virus de la polio, el virus de la rubéola, el virus de la hepatitis C, el virus del Ebola y el
virus de la gripe [96,98,99].

Compuesto Naturales

Los compuestos naturales presentes en las frutas, plantas, microorganismos u
organismos marinos son una fuente de moléculas con diversas actividades
farmacoldgicas, de las cuales se han documentado varios compuestos que poseen
actividad contra distintos arbovirus. Ademas, se ha demostrado que algunos de estos
compuestos naturales protegen contra virus de familias especificas y mientras que otros,

muestran una actividad de amplio espectro [8,100].

El medio marino es un depdsito excepcional de nuevos productos naturales
bioactivos, con caracteristicas estructurales y quimicas que generalmente no se
encuentran en los productos naturales terrestres. Los organismos marinos también
constituyen una rica fuente de nutracéuticos y son candidatos potenciales para el
tratamiento de diversas enfermedades humanas [101]. Asi, se ha documentado una gran
cantidad de moléculas activas, con alrededor de 35,000 [102] productos naturales de
organismos marinos descubiertos, de los cuales un 50 % de ellos mantienen diferentes
actividades biologicas, como antiinflamatoria, antitumorales, antimicrobianos, antivirales,
antipaludica y también, como antioxidantes [103—105]. De acuerdo con la base de datos
MarinLit, anualmente se reportan mas de 1,200 nuevas moléculas marinas que provienen
de distintos organismos tales como, algas, corales, esponjas y microorganismos, de las

cuales muchas de ellas han entrado en ensayos clinicos [105,106].

Radicicol
Radicicol es un antibiético antifungico macrociclico que se aisl6 originalmente del
hongo marino Monosporium bonorden (Figura 5) y es un inhibidor de la HSP90 [107]. Un

estudio reciente, demostré que el Radicicol presenta actividad antiviral contra el virus
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Chikungunya, (CHIKV), un arbovirus que pertenece a los alfavirus, grupo donde se
encuentra el MAYV [96,98,99].

HO OH

Cl

Figura 5 Estructura quimica del Radicicol, inhibidor de la Hsp90.

Marizomib

Marizomib (Figura 6) es un producto natural B-lactona-y-lactamico de origen
marino, derivado del actinomiceto marino Salinispora tropica y clasificado como la nueva
generacion de inhibidores del proteasoma [108]. Estudios han demostrado que
Marizomib puede inhibir las actividades de 5, B1 y B2 del proteasoma 20S, el cual es el
componente mas importante de la via de degradacion de proteinas dependiente de
ubiquitina y que junto a una o dos subunidades reguladoras 19S conforman el complejo

multiproteico proteosoma 26S [82,109].

Los virus manipulan esta maquinaria celular para favorecer la propagacion viral y
evadir la respuesta inmunitaria del huésped. El UPS es un arma de doble filo en la
patogénesis viral; las células huésped lo emplean para degradar proteinas virales y
limitar la infeccién viral, pero los virus pueden manipular la maquinaria del UPS para
degradar factores de restriccidon celulares, facilitando asi la propagacion viral
[79,110,111]. Por ejempilo, la replicacion de algunos virus como el astrovirus humano, el
virus vaccinia, el tombusvirus, el virus de la hepatitis E , el circovirus porcino tipo 2 y el

virus del Ebola estan regulados por el UPS, y estudios recientes, revelaron que este
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sistema es necesario para la replicacion eficiente del virus de la peste porcina africana y
el astrovirus humano. Ademas. la actividad del proteasoma parece ser importante en las
primeras etapas de la replicacion de MAYV, segun un estudio realizado previamente en
nuestro laboratorio. Estos hallazgos sugieren que el sistema ubiquitina-proteasoma es

una posible diana farmacoldgica para inhibir estos alfavirus desatendidos [9,66,111].
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Figura 6 Estructura Quimica de Marizomib, inhibidor del proteosoma.

OBJETIVOS
Objetivo General

e Analizar la actividad antiviral de los compuestos marinos Radicicol y Marizomib
contra el virus Mayaro y otroa virus de importancia médica

Objetivos Especificos

1. Analizar la toxicidad de los compuestos marinos Radicicol y Marizomib en distintas
lineas celulares.

2. Determinar el efecto protector de los compuestos marinos Radicicol y Marizomib
frente al efecto citopatico inducido por MAYYV en distintas lineas celulares.

3. Evaluar la produccion de particulas virales de MAYV en las lineas celulares

tratadas o no con los compuestos marinos Radicicol y Marizomib.
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4. Estudiar el efecto de los compuestos marinos Radicicol y Marizomib sobre la
expresion de las proteinas virales E1 y nsP1 en distintas lineas celulares
infectadas con MAYV.

5. Determinar el efecto de amplio espectro los compuestos marinos Radicicol y

Marizomib sobre otros virus de importancia médica.

Hipotesis

Los organismos marinos han sido fuente de una gran diversidad de moléculas
activas y estructuralmente novedosas. Los organismos marinos viven en un
medioambiente muy exigente, competitivo y agresivo; en particular los organismos
sésiles, se ven obligados a producir biomoléculas activas, potentes, especificas y en
elevadas concentraciones (contrarrestando la dilucion debida al ambiente acuoso) para
defenderse de sus depredadores [103]. Actualmente, se han descubierto alrededor de
35000 productos naturales a partir de organismos marinos, de los cuales alrededor del
50 % han mostrado diferentes actividades bioldgicas. Los compuestos aislados de estos
organismos marinos incluyen principalmente terpenoides, alcaloides, policetonas,
esteroides, péptidos, lactonas, entre otros, los cuales han reportado bioactividades
antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias, antivirales, antiparasitarias, entre
otras [103,112].

Debido a la vasta diversidad de organismos marinos existentes y que, en su
mayoria, no han sido estudiados en el contexto de su capacidad para inhibir patégenos

virales, nosotros proponemos la siguiente hipotesis de investigacion:

Los compuestos Radicicol y Marizomib, presentan actividad antiviral contra el

virus Mayaro y otros virus.

Para ello evaluaremos in vitro estos compuestos contra diversos virus en

diferentes lineas celulares.
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METODOLOGIA

Cultivo de células, tratamiento con los compuestos y propagacion viral

Para los ensayos se utilizaron las siguientes lineas celulares lineas celulares que se
obtuvieron a través de la American Type Culture Colletion (Manassas, VA, EE. UU.):
Rifidn de mono verde africano (Vero) (CCL-81 Vero-E6 (CRL-1586), Rifidn de hamster
bebé (BHK-21) (CCL-10), Adenocarcinoma pulmonar (A549) (CRM-CCL-185),
Fibroblastos de pulmén inmortalizados IMR90 (CCL-186).

Durante el cultivo de las lineas celulares, se usaron botellas de cultivo para el
mantenimiento de estas, utilizando medio de Eagle modificado de Dulbecco para todas
las células, excepto la linea celular Vero-E6, que se cultivo en medio esencial minimo de
Eagle. Los medios fueron suplementados con 10 % de suero fetal bovino (FBS)
inactivado vy filtrado, L-glutamina [2mM], ademas, una solucion de los antibidticos
estreptomicina y penicilina al 1 %. Todos estos reactivos se obtuvieron de la casa
comercial Gibco (Waltham, MA, EE. UU.). Las lineas celulares se incubaron en una
atmosfera de CO2 al 5 % y una temperatura de 37°C.

En el momento que las células alcanzaron una confluencia aproximada del 90 a
100 % en la botella de cultivo, se realizé el pasaje para preparar los ensayos de la
siguiente forma: se lavaron las células utilizando 5 mL de PBS y posteriormente, se
agreg6 1 mL de tripsina al 0.25 %, para poder desagregarlas de la superficie, luego se
cultivaron en placas de diferentes tamafos para realizar los siguientes ensayos:

viabilidad, titulacion e infeccién viral.

Preparacion de los compuestos

Se emplearon los siguientes compuestos de origen marino: Radicicol y Marizomib,
obtenidos de la empresa MedChemExpress (EE.UU.), los compuestos fueron disueltos
en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EE. UU.) como vehiculo. Los
compuestos fueron probados a distintas concentraciones de acuerdo con la toxicidad

que mostraron.
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Propagacién de cepas virales

Se procedié a infectar las lineas celulares con las siguientes cepas: MAYV
AVRO0565, Peru; MAYV D218, Surinam, MAYV BeH256, Brasil; todas las cepas fueron
obtenidas del Centro de Referencia Mundial para Virus y Arbovirus Emergentes de la
Universidad de Texas (UTMB, Galveston, Texas, EE. UU.). Ademas, se utilizaron virus
recombinantes que expresaban la proteina verde fluorescente (GFP) como el VSV, IAV
(PRS8, Puerto Rico), HCMV y VACV, estos virus fueron utilizados en el laboratorio de la
Dra. Carmen Rivas del Centro Singular de Investigacion en Medicina Molecular y

Enfermedades Cronicas (CiMUS), Santiago de Compostela, Espafia.

Ensayos de Viabilidad Celular

Para evaluar la toxicidad de los compuestos Radicicol y Marizomib, se colocaron
1x10* células por pocillos en platos de 96 pocillos. Las células se trataron con Radicicol
de 1 hasta 20pM, mientras que con Marizomib, se utilizaron dosis de 10 a 100nM, ambos
compuestos fueron disueltos en medio DMEM sin rojo fenol y las células fueron
incubadas durante 24 o 48 horas. Después, analizamos la toxicidad de los compuestos
mediante el método de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EE. UU.), agregando un volumen de 30 pL del reactivo por
pocillo y se incubaron las células durante 3 horas. Tras ese periodo, se afadieron 50 L
de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EE. UU.) para disolver los
cristales de formazan. Finalmente, se realizé la lectura de absorbancia en un
espectrofotometro de microplacas (BioTek, Winooski, VT, EE. UU.) a una longitud de
onda de 570 nm. Los datos se expresaron como porcentaje de células viables,
asumiendo que las células tratadas con DMSO (control negativo), tenian un 100 % de
viabilidad.

Ensayos de Infeccion Viral

Células Vero, BHK-21 o A549 fueron pre-tratadas durante 2 horas con Radicicol
(2 y 5 uM) o Marizomib (10, 25 y 40 nM). Posteriormente, se preparé el indculo con las
cepas de MAYV AVR0565 (Peru), D218 (Surinam), BeH256 (Brasil) o con los virus de

28



estomatitis vesicular (VSV-GFP), virus de influenza A (cepa PR8, Puerto Rico y GFP-Flu)
(IAV), virus vaccinia (VACV) y citomegalovirus humano (HCMV-GFP). Se colocaron
300uL de cada uno de los virus por pocillos y se incubaron durante una hora a 37 °C.
Después, se elimind el inéculo y las células se trataron con los compuestos a las dosis
que se mencionaron con anterioridad y se incubaron durante 24 horas. Los
sobrenadantes se colectaron y se almacenaron a - 80 °C hasta su analisis mediante el
ensayo de formacion de placas o la expresién de GFP se analizé mediante citometria de
flujo. Todos los ensayos de infeccidn fueron realizados utilizando una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 1 0 10.

Ensayo de Formacion de placas

Los titulos virales se cuantificaron a partir de los sobrenadantes obtenidos de
células Vero, BHK-21 o A549 infectadas y tratadas como se describié con anterioridad.
El ensayo se realizé con un cultivo de células Vero-E6 en platos de 6 pocillos, utilizando
1.5 x10° células por pocillo. Se realizaron diluciones seriadas de los sobrenadantes
desde 10" hasta 10'? y se inocularon durante una hora en las células, en las condiciones
previamente descritas. Pasado el tiempo de absorcion del virus, se utilizé una mezcla 1:1
de agar 2 % y MEM 2X, suplementado con FBS al 4 %. Los platos se colocaron durante
3 dias en la incubadora a una atmdsfera de COz al 5% y una temperatura de 37 °C.

Pasado los 3 dias de incubacion, se anadié formaldehido al 4 % diluido en PBS
para fijar las células, durante 20 minutos. Después, se retiré la mezcla de agar y medio,
luego se tifieron los pocillos con violeta cristal al 2 % en una solucion de metanol al 30
%. El conteo de las placas vy titulos virales se registraron como unidades formadoras de
placa por mililitro (UFP/mL). Los titulos virales se calcularon utilizando la siguiente

formula:

) ) UFP No.placas X valor de Dilucion X volumen final de la dilucion
Titulo viral ( L) =
m

volumen de la infeccion

29



Analisis de Proteinas

Los extractos de proteinas se obtuvieron a partir de los cultivos celulares
infectados y tratados o no con los compuestos. Se utilizdé el tampon Laemmli con
ditiotreitol al 10 % (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) para extraer las proteinas de las
células. Las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida-SDS al 10 % u otros
porcentajes dependiendo del tamafo de la proteina; las muestras se corrieron utilizando
un rango de voltaje entre 150 a 180 voltios. Posteriormente, las proteinas se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa y la misma se bloqued durante 30 minutos en una
solucién de leche sin grasa al 5 % disuelta en tampo6n T-TBS. Luego, las membranas se
incubaron con los siguientes anticuerpos primarios toda la noche a 4° C: proteina
estructural del virus (anti-E1) policlonal de conejo (1:1000), la proteina no estructural anti-
nsP1 policlonal de conejo (1:500) (ambos anticuerpos disefiados y estandarizados en
nuestro grupo de investigacion) [9], la nucleoproteina de AV, anti-NP, dos anticuerpos
gue reconocen proteinas del VSV, uno reconoce la proteina de matriz anti-M y otro que
reconoce la glicoproteina anti-G. Luego, se realizaron tres lavados de 10 minutos con
tampdn T-TBS y después, las membranas se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente con los anticuerpos secundarios anti-conejo de cabra (1:5000) (n.° de cat. 926-
80011) o anti-ratén de cabra (1:5000) (n.° de cat. 926-80010). Después, las membranas
se lavaron en T-TBS como mencionamos antes. Por ultimo, se colocaron las membranas
en el sustrato ECL SignalFire™ (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE. UU.)
durante 3 minutos y la sefial de quimioluminiscencia se detectd en el escaner C-Digital
(LI-COR, Lincoln, NE, EE. UU.). Para el control de carga, se utilizé el anticuerpo anti-
GAPDH (1:1000) monoclonal de ratén (Cat. #/MA00046, Bio-Rad, Hercules, CA, EE.
uu.).

Citometria de Flujo

Se colocaron 2.5 x10° células por pocillo de A549 y IMR90 en placas de 6 pocillos.
Luego, las células fueron pretratadas por dos horas con diferentes concentraciones de
los compuestos Radicicol o Marizomib. Seguidamente, las células se infectaron con los

virus recombinantes que expresan GFP: 1AV, VSV y HCMV, durante una hora utilizando
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una multiplicidad de infeccién (MOI) de 10. Después de esto, se retird el indculo y se
anadié medio fresco con la dosis de los compuestos mencionadas con anterioridad.

Las células se visualizaron transcurridas 24 horas o mas tiempo de iniciada la
infeccién, bajo un microscopio de fluorescencia y seguidamente fueron lavadas con PBS
estéril, para luego colocar 500 pL de tripsina durante 5 minutos en la incubadora, después
de este paso, se recolecté en tubos de un volumen maximo de 1.5 mL y se centrifugaron
durante 5 minutos a 1500 revoluciones por minuto. Se procedié a eliminar el
sobrenadante y las células se fijaron con una solucién de paraformaldehido al 2% diluida
en PBS durante 30 minutos, y después, se resuspendieron en PBS. Finalmente, las
células se analizaron en el canal de GFP en el citometro CitoFlex S (Beckman Coulter,
CA, EE. UU.).

Andlisis Estadistico

Cada experimento se realizd al menos dos veces con tres réplicas biologicas, a
menos que se indique otra cosa. Se aplicaron pruebas estadisticas como: Mann-Whitney,
ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunnett post hoc, utilizando el software de
GraphPad Prism 9.4.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.) para Microsoft
Windows. Un valor de p < 0.05 fue considerado como significativo. Los graficos se

realizaron usando el software GraphPad Prism.
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RESULTADOS

Analisis de la citotoxicidad de los compuestos marinos Radidicol y Marizomib

Para evaluar la citotoxicidad de los compuestos Radicicol y Marizomib células
Vero, BHK-21 y A549 fueron tratadas con dosis creciente de cada compuesto durante 24
0 48 horas y después, la viabilidad celular se determiné usando el método de MTT.

Los resultados indican observamos que las tres lineas celulares toleraban dosis
de hasta 5 uM de Radicicol, en particular durante las 48 horas de incubacion (Figura 7B,
D, F). Por otro lado, Marizomib es tolerado en dosis de 50 nM o menores en las células
Vero y BHK-21 (Figura 7A, C), mientras que en A549 en dosis menores a 10 nM, en
ambos tiempos de incubacion analizados (Figura 7E).
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Figura 7 Anadlisis de la citotoxicidad de los compuestos marinos Radicicol y Marizomib. Células BHK-21 (A-B),
Vero (C-D) y A549 (E-F) fueron tratadas con las dosis indicadas de Radicicol y Marizomib durante 24 o 48 horas.
Posteriormente, se evalué la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT. Los datos se analizaron con la prueba de
ANOVA de una via, seguida de una prueba de comparacion de Dunnett. Las diferencias estadisticas se denotan como:
*p < 0,05 **p <0,01, ***p < 0,001, ns: no significativo.
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Para verificar los resultados anteriores, evaluamos el efecto citotdéxico de Radicicol
y Marizomib observando la morfologia de las células con la ayuda de un microscopio
invertido. En estos experimentos obtuvimos resultados similares a los ensayos de MTT.
Dosis superiores a 5 uM de Radicicol y 50 nM de Marizomib resultaron ser toxicas cuando
las células se incabaron durante 48 horas (Figura 8A-B).
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Figura 8 Evaluacion del efecto citotoxico de los compuestos Radicicol y Marizomib. Células Vero o BHK-21
fueron tratadas con dosis creciente de Radicicol (A) o Marizomib (B) durante 24 o 48 horas y después, se tomaron
fotografias usando un microscopio invertido.
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Radicicol y Marizomib previene el efecto citopatico inducido por MAYV

Se ha demostrado previamente que el virus Mayaro produce un fuerte efecto
citopatico en las células infectadas [14]. Asi, decidimos evaluar si Radicicol o Marizomib
tenian un efecto protector ante el dafio celular inducido por el virus. Para ello, células
Vero o BHK-21 fueron pre-tratadas, infectadas con MAYV y posteriormente tratadas
durante 48 horas con los compuestos. Después, la morfologia celular fue analizada
mediante microscopia. Como se observa en la Figura 9, ambos compuestos tienen un
efecto protector en células Vero ante la infeccién por el MAYV, sin embargo, Radicicol
(Figura 9A panel inferior) produce una mayor proteccion ante el efecto citopatico, si lo
comparamos con Marizomib (Figura 9A panel medio). Resultados similares se observan
en las células BHK-21 (Figura 9 B), donde hay una clara tendencia a proteger a las
células del dano inducido por MAYV, aunque en estas células el efecto citopatico fue

menor (Figura 9B).
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Figura 9 Radicicol y Marizomib previenen el efecto citopatico inducido por MAYV. Células Vero (A) o BHK-21 (B)
fueron tratadas con Radicicol (3 uM y 5 uM) o Marizomib (25 nM y 40 nM), se infectaron con la cepa MAYV ARV(0565.
A las 48 horas de infeccién, se evalud el efecto protector frente al efecto citopatico causado por el MAYV mediante un
microscopio invertido.
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Radicicol y Marizomib inhiben la produccién de progenie de MAYV de forma dependiente de la
dosis

Luego de haber observado que los compuestos marinos Radicicol y Marizomib
protegian del ECP inducido por MAYV, se evalud si estos compuestos afectaban la
produccion de progenie viral. Para ello, células Vero o BHK-21 fueron infectadas vy
tratadas con dosis crecientes de las drogas como mencionamos previamente, y tras 24
horas de infeccidn, se cuantificaron los titulos virales mediante la técnica de formacion
de placas. En la Figura 10, se puede observar que los titulos de MAYV disminuyen de
forma considerable de manera dependiente de la dosis para ambos compuestos e
independientemente de la linea celular probada (Figura 10 A-D). Radicicol reduce los
titulos de MAYYV entre 4 y 5 logaritmos, dependiendo de la linea celular (Figura 10A-B),
mientras que Marizomib entre 5 y 7 logaritmos (Figura 10C-D). Estos resultados indican
que Radicicol y Marizomib inhiben la replicacion de MAYV.
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Figura 10 Radicicol y Marizomib inhiben la produccion de progenie de MAYV de manera dependiente de la
dosis. Células BHK-21 (A, C) y Vero (B, D) fueron infectadas con Mayaro y tratadas con Radicicol o Marizomib. Los
sobrenadantes celulares se analizaron mediante el ensayo de formacion de placas para cuantificar la produccién de
progenie viral. Los datos se analizaron con la prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba de comparacion
de Dunnett. Las diferencias estadisticas se denotan como: *** p < 0.001; **** p < 0.0001.
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Radicicol y Marizomib reducen los niveles de las proteinas E1 y nsP1 de MAYV de
forma dependiente de la dosis

Para lograr comprender como afectan los compuestos Radicicol y Marizomib la
expresion de proteinas virales de MAYV, analizamos dos proteinas importantes para el
ciclo de replicacion del virus, la proteina estructural E1 que forma parte de la particula
viral y nsP1, una proteina no estructural que cumple diferentes funciones en la replicacion
del virus. A partir de los extractos de proteinas obtenidos de las células infectadas y
tratadas con los compuestos, se analizaron los niveles de las proteinas virales mediante
inmunoblot. En estos experimentos observamos que el tratamiento con Radicicol o
Marizomib disminuyen significativamente los niveles de las proteinas E1 y nsP1 de
MAYYV, de manera dependiente de la dosis y en ambas lineas celulares evaluadas (Figura
11). Estos resultados demuestran que la expresiéon de las proteinas E1 y nsP1 se ve

afectadas por los compuestos empleados, de manera dependiente de la dosis.
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Figura 11 Radicicol y Marizomib reducen los niveles de las proteinas E1y nsP1de MAYYV de forma dependiente
de la dosis. Células BHK-21 (A, C) o Vero (B, D) fueron pre-tratadas con los con compuestos Radicicol y Marizomib
a las dosis indicadas durante 2 horas. Después, se retiraron los compuestos y las células fueron infectadas con el
virus Mayaro a una MOI de 1. Tras una hora de absorcién del virus, se retiré el inéculo y se trataron con los compuestos
durante 24 horas. Se extrajeron las proteinas y se analizaron mediante Western blot usando los anticuerpos anti-E1 y
anti-nsP1. Como control de carga, se uso la proteina GAPDH y B-actina. M: mock (no infectado); D (DMSO, control
negativo).
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El efecto antiviral de Radicicol y Marizomib sobre MAYV es independiente

de la cepa de virus analizada

Después de haber evaluado la actividad antiviral de Radicicol y Marizomib contra
el virus MAYYV, nos propusimos analizar el efecto de estos dos compuestos frente a otras
cepas de este virus, aisladas en otras regiones geograficas: la cepa BeH256 (Brasil) y la
cepa D218 (Surinam). Para estos ensayos, células A549 fueron infectadas y tratadas con
dosis crecientes de las drogas como mencionamos previamente, y tras 24 horas de
infeccion, se cuantificaron los titulos virales mediante la técnica de formacion de placas.
Como se observa en la Figura 12, los titulos de las cepas de MAYV BeH256 y D218
disminuyen de forma considerable de manera dependiente de la dosis, cuando tratamos
las células con Radicicol (Figura 12A, B). Los resultados indican que hubo una reduccién
de los titulos de MAYYV entre 2 y 3 logaritmos dependiendo de la cepa analizada (Figura
12A-B). Para corroborar estos resultados, decidimos analizar la expresion de las
proteinas E1 y nsP1 de estas cepas tras el tramiento con Radicicol mediante inmunoblot.
Estos analisis indican que Radicicol promueve una reduccion significativa de los niveles

de ambas proteinas virales independientemente de la cepa estudiada (Figura 12 C, D).

De la misma forma, nos propusimos evaluar el efecto de Marizomib frente a estas
dos cepas de MAYV. En el ensayo de cuantificacion de titulos virales, este compuesto
provoco una disminucion de la progenie viral de entre 2 y 3 logaritmos en las dosis
maximas probadas para las cepas BeH256 y D218, respectivamente (Figura 13 A, B).
Por ultimo, evaluamos la expresién de las proteinas virales E1 y nsP1 en ambas cepas
empleando la técnica de Western blot. Los resultados indican que Marizomib inhibe la
expresion de ambas proteinas virales (Figura 13 C, D). Estos resultados indican que
Radicicol y Marizomib inhiben la replicacion de MAYV independientemente de la cepa

evaluada.
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Figura 12 Radicicol inhibe la replicacion y la expresion de proteinas de las cepas de MAYV. Células A549 fueron
infectadas utilizando una MOI 5 de la cepa BeH256 (A, C) o D218 (B, D) del virus Mayaro tratadas con Radicicol. Los
sobrenadantes celulares se analizaron mediante el ensayo de formacion de placas para cuantificar la produccion de
progenie viral. Los datos se analizaron con la prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba de comparacion
de Dunnett. Las diferencias estadisticas se denotan como: ** p < 0.01; *** p < 0.001. Se extrajeron las proteinas y se
analizaron mediante Western blot usando los anticuerpos anti-E1 y anti-nsP1. Como control de carga, se usé la
proteina GAPDH y B-actina. M: mock (no infectado); D (DMSQO, control negativo).
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Figura 13 Marizomib inhibe la replicacién y la sintesis de proteinas de las cepas de MAYV. Células A549 fueron
infectadas utilizando una MOI 5 de la cepa BeH256 (A, C) y D218 (B, D) del virus Mayaro tratadas con Marizomib. Los
sobrenadantes celulares se analizaron mediante el ensayo de formacion de placas para cuantificar la produccion de
progenie viral. Los datos se analizaron con la prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba de comparacion
de Dunnett. Las diferencias estadisticas se denotan como: **p <0.01; ***p < 0.001; **** p < 0.0001; ns: no significativo.
Se extrajeron las proteinas y se analizaron mediante Western blot usando los anticuerpos anti-E1 y anti-nsP1. Como
control de carga, se uso la proteina GAPDH y B-actina. M: mock (no infectado); D (DMSO, control negativo).
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Radicicol, pero no Marizomib, interfiere con la replicacion de otros virus de
ARN, incluidos VSV e IAV

Luego de haber demostrado el efecto antiviral de Radicicol y Marizomib contra el
virus MAYYV, decidimos evaluar si estos compuestos afectaban otros virus de ARN. Para
ello, usamos los virus VSV y AIV recombinantes que expresan la proteina verde
fluorecente (GFP). Asi, células A549 fueron pretradas, infectadas con los virus y tratadas
con los compuestos como describimos previamente. Después, analizamos la expresiéon
de GFP mediante citometria de flujo. En las células infectadas con VSV-GFP,
observamos que el tratamiento con Radicicol provocd una disminucion significativa del
porcentaje de células GFP positivas en comparacion con el control (DMSO) (Figura 14A).
Ademas, observamos una reduccion de la intensidad del GFP, lo que indica que el
compuesto esta afectando la replicacion del VSV (Figura 14B). Para corroborar estos
resultados, decidimos analizar la expresion de las proteinas G y M de VSV mediante
inmunoblot. Como se observa en la Figura 12, hay una clara bajada en la expresiéon de
ambas proteinas virales de manera dependiente de la dosis de Radicicol (Figura 14C).
Por el contrario, el tratamiento con Marizomib no afecta el % de células GFP positivas o
la intensidad de GFP y tampoco parece afectar la expresion de las proteinas G y M
(Figura 14D-F), lo que sugiere que este compuesto no tiene efecto sobre la replicacion
de VSV.
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Figura 14 Radicicol inhibe la replicacion de VSV. Células A549 fueron infectadas con VSV-GFP y tratadas o no con
las dosis indicadas de Radicicol (A y B) o Marizomib (D y E). Tras 24 h de tratamiento, la expresion e intensidad de
GFP fue analizada mediante citometria de flujo. Cada barra representa el promedio y la desviacion estandar de 3
réplicas. Los datos fueron analizados mediante la prueba estadistica de ANOVA de una via, acompafiado de una
prueba de Dunnett. Las diferencias estadisticas se denotan como: * p < 0.05; **p < 0.01 y ns: no-significativo. Analisis
de la expresion de las proteinas de G y M de VSV mediante Western blot en extractos proteicos obtenidos de células
A549 infectadas con VSV y tratadas o no con las dosis indicadas de Radicicol (C) o Marizomib (F).

Para el caso de IAV, observamos resultados similares al de VSV. Radicicol
promovié una bajada muy significativa del % de células GFP positivas y de la intensidad
de GFP, de manera dependiente de la dosis (Figura 15A-B). Ademas, la expresion de la
proteina NP de IAV se redujo en las células tratadas con Radicicol (Figura 15C),
indicando que este compuesto también inhibe la replicacion de este virus. Sin embargo,
cuando las células fueron tratadas con Marizomib no observamos un efecto antiviral
contra este virus de ARN (Figura 15D-F).
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Figura 15 Radicicol bloquea la replicacién de IAV. Evaluacion de la expresion de GFP o su intensidad mediante
citometria, en células A549 tratadas o no con las dosis indicadas de Radicicol (A y B) o Marizomib (D y F) e infectadas
con IAV-GFP. Cada barra representa el promedio y la desviacién estandar de 3 réplicas. Andlisis estadistico realizado
mediante la prueba ANOVA de una via, acompariado de una prueba de Dunnett. Las diferencias estadisticas se
denotan como: *p <0.05; **p < 0.01; **** p < 0.0001; y ns: no-significativo. Analisis de la expresion de la proteina NP
de IAV (cepa PRS8, Puerto Rico), mediante Western blot, en células A549 infectadas con IAV y tratadas o no con
Radicicol (C) o Marizomib (F).

Marizomib, pero no Radicicol, inhibe virus de ADN tales como los virus

vaccinia y el citomegalovirus humano

Luego de haber analizado la actividad de Radicicol y Marizomib contra varios virus
de ARN, decidimos evaluar el efecto antiviral contra virus de ADN de dos familias
distintas, el virus vaccinia (Poxviridae) y el citomegalovirus humano (Herpesviridae). En
el caso de vaccinia, células A549 fueron pretratadas con los compuestos, infectadas y
tratadas nuevamente con las drogas durante 24 horas. Nuestros resultados indican que
Radicicol no afecta la produccion de progenie de vaccinia ni tampoco la expresion de la
proteina E3L (Figura 16A-B). Por el contrario, Marizomib promovié una bajada
significativa de manera dosis dependiente de los titulos virales y de los niveles de la
proteina E3L (Figura 16C-D).
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Figura 16 Marizomib reduce la replicacion de VACYV. Células A549 fueron infectadas con VACV y tratadas o no con
las dosis indicadas de Radicicol (A) o Marizomib (C). Después, los titulos virales fueron cuantificados mediante la
técnica de titulacion por placas. Cada barra representa el promedio y la desviacién estandar de 3 réplicas. Los datos
se analizaron mediante la prueba estadistica de ANOVA de una via, acompafado de una prueba de Dunnett. La
significancia estadistica se denota como: *** p < 0.01 y ns: no-significativo. Anélisis de la expresion de la proteina E3L
de VAVC, mediante Western blot, en células A549 tratadas o no con Radicicol (B) o Marizomib (D).

Dado que el citomegalovirus humano (HCMV) replica en fibroblastos de pulmon
IMR90, en primer lugar, se analiz6 la toxicidad de Radicicol y Marizomib en esta linea
celular. En estos experimentos encontramos que el Radicicol fue muy téxico en las
células IMR90 en todas las dosis probadas (Figura 17A), por lo que decidimos no evaluar
el efecto de este compuesto sobre HCMV. En el caso de Marizomib, observamos que
dosis superiores a 10 nM reducian significativamente la viabilidad de las células (Figura
17B). EI HCMV que usamos expresa la proteina GFP, por lo que usamos citometria de
flujo como describimos previamente. Como se observa en la Figura 15, el % de células
GFP positivas y la intensidad del GFP se redujeron significativamente en las células
tratadas con Marizomib (Figura 17C-D). Es llamativo que a dosis de 5 nM se observo un
efecto contra HCMV, dado que para VSV y IAV a dosis similares no se observo actividad

antiviral (Figura 14 y 15).
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Figura 17 Marizomib inhibe la replicacion de HCMV. Células IMR90 fueron tratadas con Radicicol (A) o Marizomib

(B) a las concentraciones indicadas durante 24 h. Después, la viabilidad celular se determiné mediante el método de
MTT. Cada punto representa el promedio y la desviacién estandar de 5 réplicas. Las Células IMR90 fueron infectadas
con HCMV-GFP y tratadas con Marizomib. Tras 48 h de tratamiento, la expresion o intensidad de GFP, se analiz
mediante citometria de flujo. Cada barra representa el promedio y la desviacién estandar de 3 réplicas. Los datos
fueron analizados mediante la prueba estadistica ANOVA de una via, acompafado de una prueba de Dunnett. Las
diferencias estadistas se denotan como: ** p < 0.05; ***p < 0.01; **** p < 0.0001 y ns: no-significativo.
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DISCUSION

Las enfermedades arbovirales comparten muchas caracteristicas en comun, lo
que dificulta su diferenciacion y diagndstico correcto [14]. Sin embargo, debido a cambios
en los factores antropogénicos, mutaciones virales y la composicion o dinamica de las
poblaciones de hospedadores o vectores, los arbovirus tienen el potencial de emerger o
reemerger en toda la region de las Américas [2,6]. El virus Mayaro (MAYV) es un
arbovirus con potencial emergente, que al igual que otros alfavirus, puede infectar,
replicarse y diseminarse en huéspedes vertebrados e invertebrados, aunque con un
conocimiento limitado de su epidemiologia y evolucion debido a la falta de estudios y
vigilancia [4,113]. En el caso de MAYV, el diagnéstico se basa en una evaluacion clinica
sintomatica, lo que muchas veces contribuye a una clasificacion erronea de los casos,

confundiéndose con otros arbovirus como el Dengue, Zika o Chikungunya [6,114].

La distribucidn geografica de los vectores y huéspedes del MAYV ha restringido
la mayoria de los brotes a areas rurales cercanas a bosques tropicales. Sin embargo,
varios factores sugieren la posibilidad de urbanizacion del MAYV como lo son: a) su
homologia con CHIKV, otro alfavirus con una historia de urbanizacion bien descrita; b) la
ocurrencia regular de casos de MAYYV cerca de las principales ciudades tropicales donde
A. aegypti es endémico [115,116]; c) los estudios experimentales que muestran que A.
aegypti [117] y A. albopictus son vectores competentes para la transmision del MAYV y
d) el hecho de que el MAYV se propaga por viajeros enfermos o aves migratorias [27].
De esta manera, junto a los desafios que se enfrentan con el diagndstico, asi como la
falta de antivirales especificos o vacunas autorizadas exacerban aun mas la posible

amenaza que representa el MAYV para la salud publica global [100].

La evaluacion de productos naturales para descubrir nuevos compuestos
antivirales ofrece una ventaja en el proceso de descubrimiento de farmacos y podria
ayudar a acelerar el desarrollo de tratamientos terapéuticos y profilacticos para
enfermedades arbovirales [100]. Los farmacos derivados de fuentes naturales tienen
varias ventajas sobre los compuestos sintéticos, entre ellas un menor costo, menos
efectos secundarios, mas diversidad y complejidad de las moléculas quimicas, lo que

puede limitar la resistencia a los farmacos virales y su rentabilidad en los programas de
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descubrimiento de farmacos [8,118]. Todas estas caracteristicas sugieren que la
deteccién de compuestos naturales es una estrategia prometedora para identificar

nuevos tratamientos antivirales [8,119].

En este estudio analizamos la actividad antiviral de los compuestos marinos

Radicicol y Marizomib contra MAYV, un arbovirus desatendido y emergente.

Los resultados obtenidos de la viabilidad celular nos demuestran que ambos
compuestos fueron bien tolerados en las lineas celulares Vero y BHK-21. Asi, Radicicol
en dosis de hasta 5 yM y Marizomib dosis de hasta 50 nM. No obstante, en las células
A549 Marizomib resultd ser bastante toxico, mientras que Radicicol mostré poca
toxicidad. Las IMR90 fueron muy sensibles al tratamiento con ambos compuestos, lo que
siguiere que la citotoxicidad de los compuestos es dependiente de la linea celular

probada.

En estudios previos, se ha demostrado que el MAYV induce un fuerte efecto
citopatico (ECP) en diferentes lineas celulares, incluyendo las células Vero, Hela y BHK-
21 [8,10,119], por tanto, evaluamos si el Radicicol o el Marizomib tenian la capacidad de
proteger a las células Vero o BHK-21 contra el dafho inducido por el virus. Estos ensayos
demuestran que Radicicol y Marizomib previenen el dafio celular inducido por MAYV en
las células Vero y BHK-21 en las dosis utilizadas, surgiriendo que estos compuestos

marinos podrian tener actividad antiviral.

Para comprobar si el Radicicol o el Marizomib afectaban la replicacién viral de
MAYYV, evaluamos el efecto de estos dos compuestos en la produccion de progenie
infecciosa en sobrenadantes de células infectadas y tratadas con concentraciones
crecientes de estos compuestos, mediante el ensayo de formacién de placas. En estos
experimentos, observamos una clara bajada de los titulos de MAYV de forma dosis-
dependiente e independiente de la linea celular o cepa del virus evaluada, con una
reduccion de entre 4 y 6 logaritmos, en las dosis maximas probadas de ambos
compuestos. Por ultimo, en consonancia con los resultados anteriores, evaluamos la
expresion de las proteinas virales E1 y nsP1 empleando la técnica de Western blot. Estos

analisis sugieren que el Radicicol y el Marizomib suprimen significativamente la
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expresion de ambas proteinas virales. En conjunto estos resultados demuestran que

ambos compuestos pueden inhibir la replicacion de MAYV y sus distintas cepas.

MAYV necesita manipular diversos procesos celulares para replicarse
eficazmente, por lo tanto, la busqueda de factores clave del huésped implicados en la
replicacion viral es una estrategia eficaz para identificar posibles dianas antivirales [9,10].
Por ejemplo, se ha reportado que la replicacion de muchos virus diferentes parece ser
sensible a los inhibidores de la HSP90 en concentraciones que no afectan la viabilidad
celular; esta hipersensibilidad de la replicacion viral a la inhibicion de la HSP90, puede
deberse a varias caracteristicas unicas de la homeostasis de las proteinas virales, que
presentan un conjunto distinto de desafios para la maquinaria de plegamiento de
proteinas y, por lo tanto, la vuelven mas sensible a las fluctuaciones en la capacidad de
plegamiento celular [98]. De la misma manera, los virus han desarrollado otras
estrategias para replicarse en las células huésped, como el secuestro del UPS [9]. La
ubiquitinacidn sirve para dirigir las proteinas a la degradacion proteasomal, y los virus
modulan este sistema para ayudar a la replicacion y para escapar de las respuestas
inmunes del huésped [111]. Nuestros resultados demuestran que la inhibicién del
proteasoma con Marizomib y de la chaperona HSP90 tienen un impacto negativo en la
replicacién del MAYV.

Dado que Radicicol y Marizomib habian demostrado una actividad supresora
consistente contra MAYV, decidimos estudiar estos compuestos en otros virus con
genomas de ARN como el VSV e IAV, para evaluar si tenian una actividad de amplio
espectro. Nuestros resultados indican que Radicicol es capaz de inhibir la replicacion de
VSV e IAV de manera dependiente de la dosis, tal y como sugieren los analisis de
expresion de GFP. Ademas, este compuesto redujo significativamente los niveles de las
proteinas virales, corroborando los resultados de citometria. Es importante destacar que
solo habia un reporte previo de actividad antiviral de Radicicol, contra el virus
Chikungunya [99]. Dado que este compuesto inhibe a la HSP9O0, es probable que el
efecto antiviral de Radicicol sobre MAYV, VSV e IAV se deba al bloqueo de esta
chaperona, ya que esta proteina es muy relevante para la replicacion de diversos virus

[120]. Por otro lado, no observamos un efecto de Marizomib sobre VSV o IAV.
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Probablemente, esta pérdida de actividad esta asociado a que las dosis de Marizomib se

redujeron debido a la toxicidad del compuesto en las células A549.

Finalmente, decidimos investigar si estos compuestos tienen efecto sobre virus de
ADN, como el VACV, un poxvirus o el citomegalovirus humano (HCMV), un miembro de
la familia Herpesviridae. En estos experimentos no observamos un efecto Radicicol sobre
VACV, no obstante, Marizomib promovi6 una bajada significativa de los titulos de VACV
y, ademas, una reduccion de la proteina E3L, indicando que este compuesto tiene
actividad antiviral contra VACV. En el caso de HCMV, solo se evalu6 el efecto de
Marizomib frente a este virus en células IMROO0 y el Radicicol se descart6 de este analisis,
por su alta toxicidad en esta linea celular. Los resultados indican que el tratamiento de
las células con Marizomib disminuye de forma significativa tanto el porcentaje de células
positivas para GFP, asi como la intensidad del GFP expresado por las células, lo que es
representativo de la cantidad de virus producido, indicando que Marizomib reduce
también la replicacion de HCMV. Todos estos resultados sugieren que Radicicol y
Marizomib podrian tener una actividad antiviral de amplio espectro contra distintos virus

de importancia médica.

En base a otros estudios previamente reportados, es posible que estos
compuestos también presenten actividad contra otros arbovirus, como es el caso del
Radicicol que afectd la replicacion del CHIKV al inhibir la HSP9O0 [99]. También, nuestro
grupo de investigacion en trabajos anteriores, investigo el rol del UPS en la replicacion
de otro arbovirus desatendido, UNAV, donde reportaron que la inhibicion del proteasoma
reduce la produccidon de particulas virales infecciosas de UNAV de manera dosis-

dependiente [9].

Este trabajo destaca la importancia de la maquinaria celular del huésped en la
replicacién viral de distintos virus. Ademas, ofrece informaciéon sobre el desarrollo futuro
de posibles terapias para tratar estas enfermedades, sin embargo, la aprobacion del uso
de estos compuestos para el tratamiento de infecciones virales requiere analisis
adicionales en modelos de infeccion in vivo y ensayos clinicos para demostrar su eficacia

y seguridad como farmacos antivirales.
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CONCLUSIONES

1.

Las células Vero y BHK-21 toleran dosis de Radicicol de hasta 5 pM y de
Marizomib hasta 40 nM. Las células A549 resisten dosis de hasta 5 nM de
Marizomib y 5 yM Radicicol durante 24 horas de incubacion. Para el caso de las
células IMR90, el Radicicol es altamente toxico, mientras que Marizomib es bien
tolerado a dosis de 5 nM.

Radicicol y Marizomib protegen a las células Vero y BHK-21 del efecto citopatico
inducido por el virus Mayaro.

Radicicol y Marizomib reducen la produccién de progenie del virus Mayaro de
manera dependiente de la dosis.

La expresion de las proteinas E1 y nsP1 del virus Mayaro se reducen con ambos
compuestos de manera dependiente de la dosis.

Radicicol también inhibe la replicacion de otros virus de ARN evaluados: el virus
de la estomatitis vesicular (VSV) y el virus de la influenza A (IAV). Ademas, provoca
una reduccion de la expresion de las proteinas virales.

Marizomib tiene efecto antiviral contra los virus de ADN evaluados: Vaccinia

(VACV) y el citomegalovirus humano (HCMV). Radicicol no tiene efecto contra el
Virus vaccinia.
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RECOMENDACIONES

1. Analizar las etapas en el ciclo de vida de los virus en donde actuan los compuestos
Radicicol y Marizomib.

2. Explorar los mecanismos moleculares por el cual Radicicol y Marizomib inhiben la
replicaciéon de los virus estudiados.

3. Realizar ensayos en modelos animales para verificar la toxicidad y el efecto
antiviral de Radicicol y Marizomib.
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ANEXO

Anexo 1

Trabajo de cultivo celular y ensayos de infeccion, en el Laboratorio Multiusuarios de

investigacion del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud.

Ensayos realizados en el Centro Singular de Investigacion en Medicina Molecular y
Enfermedades Crénicas (CiMUS) - Universidad de Santiago de Compostela.
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Anexo 3

Presentacion de resultado en la serie de seminarios de Mecanismos moleculares da
enfermedades (MeMoEn) del CiMUS, auspiciado por la Xunta de Galicia.

Anexo 4

Certificacion de estancia académica en el Centro Singular de Investigacion en Medicina
Molecular y Enfermedades Crénicas, bajo la supervisidon de la Dra. Carmen Rivas.

Ci[lus

Centro Singular de Investigacién
cina Molecular &

en Med
Enfermidades Cr

PhD Carmen Rivas

Senior Scientist, CNB-CSIC

CIMUS, Universidad de Santiago de Compostela 15706 Santiago de Compostela
Spain

Santiago de Compostela, 24 de marzo de 2025

A quien pueda interesar:

Por este medio certifico que el estudiante Félix Gonzdlez Castillo cédula de identidad personal No. 8-971-2287,
ha realizado una pasantia en el Laboratorio de Virus y Cancer bajo mi supervisidn, en el Centro Singular de
Investigacién en licina Molecular y Enfermedades Croénicas, de la Universidad de Santiago de Compostela,
Espafia. Esta pasantia inici6 el dia 16 de enero de 2025 y termind el dia 14 de marzo del afio 2025.

Atentamente,

fgﬁw

Dra. Carmen Rivas

Cientifica Titular, CSIC
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Cillus

CentroSingular de Investigacién
‘en Medicina Molecular e
& icas

PhD Carmen Rivas
Senior Scientist, CNB-CSIC

CIMUS, Universidad de Santiago de Compostela 15706 Santiago de Compostela
Spain

Santiago de Compostela, 24 de marzo de 2025

A quien pueda interesar:

Por este medio certifico que el estudiante Isaac Tuién Lorenzo cédula de identidad personal No. 2-747-1579, ha
realizado una pasantia en el Laboratorio de Virus y Cancer bajo mi supervisién, en el Centro Singular de
Investigacién en Medicina Molecular y Enfermedades Crénicas, de la Universidad de Santiago de Compostela,
Espafia. Esta pasantia inici6 el dia 16 de enero de 2025 y terminé el dia 14 de marzo del afio 2025.

Atentamente,
Lo

Dra. Carmen Rivas

Cientifica Titular, CSIC

Anexo 5

Resultados presentados en la sesidén de pésteres en el congreso Pandengue 2025, en

Medellin, Colombia. A). De izquierda a derecha (Estudiantes y Asesor Principal). B).
Poster presentado en el congreso.

Radicicol and {F i yaro virus.
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