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En Panama, los Alfavirus Mayaro (MAYV), Una (UNAV), Chikungunya
(CHIKV) y el Flavivirus Zika (ZIKV), causan enfermedades que continuan siendo un
problema de salud publica prioritario, ya que son los responsables de importantes
brotes epidémicos en la poblacion.

A pesar de los avances realizados en el campo cientifico en cuanto a el
conocimiento de sus reservorios, fuentes de infeccién, mecanismos de transmisién
y agentes etioldgicos, una de las problematicas que enfrentamos hoy dia es que no
contamos con tratamientos o vacunas para el control de las enfermedades
causadas por estos arbovirus. En este sentido, existe la necesidad de descubrir
nuevos farmacos antivirales que posibiliten la adopcion de nuevas medidas de
control que, junto al desarrollo cientifico y técnico, nos ayuden a contrarrestar el
impacto de estos brotes en nuestra poblacion.

Los productos naturales son una rica fuente de compuestos con distintas
actividades bioldgicas, entre ellas, propiedades antivirales. Por su mecanismo de
accioén, los compuestos naturales pueden interferir en alguna de las fases de la
infeccién y replicacion de los virus. Por lo tanto, el principal objetivo de esta
investigacion era estudiar la posible actividad antiviral del acido ginkgdlico contra
los arbovirus MAYV, UNAYV, CHIKV y ZIKV. La produccién de progenie viral en
sobrenadantes a partir de células tratadas o no tratadas con acido ginkgdlico se

cuantific6 mediante el ensayo de formacién de placa. También se determiné la
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actividad virucida del acido ginkgdlico contra estos virus. Ademas, la expresion de
proteinas virales se evalu6 utilizando la técnica de Western blot e
inmunofluorescencia. Nuestros resultados revelan que el acido ginkgolico promueve
una disminucion dependiente de la dosis de los titulos virales en todos los virus
probados. Ademas, el compuesto demostré una fuerte actividad virucida.
Finalmente, descubrimos que la expresion de las proteinas virales se veia afectada
por el tratamiento con este farmaco. Estos resultados colectivamente, sugieren que
el acido ginkgdlico podria tener una actividad antiviral de amplio espectro y
constituyen una posible alternativa para el tratamiento de las enfermedades

causadas por estos arbovirus.
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In Panama, the alphaviruses Mayaro (MAYV) Una (UNAV) Chikungunya (CHIKV)
and the flavivirus Zika (ZIKV), cause diseases that continue to be a priority public
health problem since they are responsible for important epidemic outbreaks in the

population.

Despite the progress made in the scientific field in terms of knowledge of their
reservoirs, sources of infection, transmission mechanisms and etiological agents,
one of the problems we face today is that we currently do not have treatments or
vaccines for the control of diseases caused by these arboviruses, so there is a great
need to discover new antiviral drugs that at the same time enable the adoption of
new control measures that together with economic, scientific and technical
development will help us to counteract the impact of these outbreaks in our

population.

Nowadays, many natural products have antiviral activities, due to their mechanism
of action they interfere in some of the phases of infection and replication of these
viruses since they have a rich source of compounds with different biological
activities. Therefore, the main objective of this research was to study the possible
antiviral activity of ginkgolic acid against MAYV, UNAV, CHIKV and ZIKV

arboviruses. The production of viral progeny in supernatants from Ginkgolic acid
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treated or untreated cells was quantified by plaque formation assay. The virucidal
activity of ginkgolic acid against these viruses was also determined. In addition, viral
protein expression was evaluated using Western blotting and immunofluorescence.
Our results reveal that ginkgolic acid promotes a dose-dependent decrease of viral
titers in all viruses tested. In addition, the compound demonstrated strong virucidal

activity.

Finally, we found that viral protein expression was affected by treatment with this
drug. All these results collectively are of great significance as they suggest that
ginkgolic acid may have broader antiviral activity and constitute an important

approach to reduce diseases caused by these arboviruses.
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o Antecedentes

Los arbovirus son virus trasmitidos por artropodos, entre ellos, Mayaro
(MAYV), Una (UNAV) y Chikungunya (CHIKV), que pertenecen al género Alfavirus,
familia Togaviridae, sin embargo, Zika (ZIKV) pertenece al género Flavivirus, familia
Flaviviridae. Los arbovirus son transmitidos por mosquitos del género Aedes, Culex,
Haemagogus, entre otros (Pando et al., 2020). Los alfavirus pueden clasificarse
como virus del Viejo o del Nuevo Mundo, de acuerdo a su distribuciéon geografica.
Por otro lado, dentro de los flavivirus se destacan aquellos virus transmitidos por
mosquitos como Dengue (DENV), virus del Nilo Occidental (WNV) y el virus de la
Fiebre Amarilla (YFV), que generalmente estan asociados con enfermedades
febriles con sindromes hemorragicos o neurolégicos, respectivamente (Laureti et
al., 2018). No obstante, el virus Mayaro (MAYV) es un alfavirus artralgico del Nuevo
Mundo, cuyo genoma es una molécula de ARN de cadena sencilla de sentido
positivo. Este virus se aisl6 por primera vez en la isla caribefia de Trinidad y Tobago
en 1954 (Munoz & Navarro, 2012), y es uno de los virus que forma parte del
complejo de virus Semliki Forest (Ludert et al., 2017) que incluye otros virus de gran
relevancia en salud publica, entre ellos, los virus Ross River, Una, Getah, Bebaru,

O'nyong-nyong, Semliki Forest y CHIKV (Esposito & Fonseca, 2017). El ciclo de



transmision de MAYYV se parece mucho al de la fiebre amarilla y se cree que ocurre
principalmente a través de mosquitos vectores, especialmente los del género
Haemagogus. Este género de mosquitos vive en un habitat selvatico, en bosques
tropicales lluviosos, en la cercania del dosel arbéreo, sus habitos de alimentacion
son diurnos, las hembras ponen huevecillos en huecos de arboles y troncos, pero
también pueden utilizar recipientes artificiales como llantas, latas, botellas, entre
otros, que acumulan agua en zonas rurales y periurbanas. Estos mosquitos han
coincidido temporal y espacialmente con el nicho de los monos, su principal fuente
de ingestion sanguinea (Bogota-sierra et al., 2017). Por otro lado, se ha sugerido
que varias especies de Aedes (Aedes aegypti y Aedes albopictus) también podrian
ser potenciales vectores de MAYV (Rey & Lounibos, 2015).

Los reservorios naturales de MAYYV son los vertebrados silvestres, sobre todo
primates no humanos, aves y reptiles (Esposito & Fonseca, 2017). No obstante, un
estudio mostré que habia infeccion por este virus en sueros recolectados durante la
construccion del canal de Panama que tuvo lugar entre 1904 y 1914 (Srihongse et
al., 1973) (Anderson et al., 1957). Desde entonces se notificaron casos en América
Central y América del Sur, en particular en las regiones alrededor de la cuenca
amazonica (J. C. Navarro et al., 2013). Posterior a los casos ocurridos en Trinidad
y Tobago, se reportaron casos de la enfermedad en Brasil (1955), Colombia (1958-
1960), Bolivia (1959), Suriname (1964), Peru (1965), Estados Unidos de América
(casos importados de Peru y Bolivia, 1997), Ecuador (1997), Guayana Francesa
(1998), Venezuela (2000), México (2001), Panama (2010) y Haiti (2015) (Torres et
al., 2004) (Acosta-Ampudia et al., 2018). Aunque algunos estudios sugieren la

posibilidad de transmision en area urbana (Mufioz & Navarro, 2012), los brotes
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descritos en la ultima década en las Américas se reportaron en residentes de las
comunidades rurales de la regién amazodnica de Brasil, Bolivia, Peru y Venezuela.
La mayoria de los casos humanos ocurrieron en personas que trabajan o residen
en los bosques tropicales humedos.

El genoma de MAYV es una molécula de ARN de cadena positiva de ~ 11.5
kb de longitud, que contiene dos marcos de lectura abierto (ORF). EI ORF proximal
al extremo 5' codifica para las proteinas no estructurales, mientras que el ORF
proximal al extremo 3' codifica para las proteinas estructurales. Las proteinas no
estructurales se traducen directamente del ARN gendémico en una poliproteina, que
es procesada proteoliticamente en las cuatro proteinas no estructurales (nsP1-
nsP4). Las proteinas estructurales se traducen a partir de un ARN subgendmico
(ARN 26S), codificando asi una poliproteina que da lugar a las proteinas: capside
(C), E1, E2, E3 y 6K (Shirako & Strauss, 1994).

La entrada del virus en la célula hospedadora es mediada por receptores y
ocurre mediante un proceso de endocitosis, posteriormente la envoltura virica se
fusiona con la membrana del endosoma, una reaccién que es mediada por E1y que
depende de un proceso de acidificacion de vesiculas; estas alteraciones en el pH'y
los cambios en la concentracion idnica intracelular propician la replicacién viral.
Estas reacciones permiten la liberacion de la nucleocapside que, al perderla, libera
el genoma viral al citoplasma celular (Mufioz & Navarro, 2012). Una vez en el
citoplasma, el genoma del alfavirus se une a los ribosomas para sintetizar las
proteinas no estructurales.

MAYYV en los primeros dias de la infeccion, presenta un cuadro clinico similar

al de otros arbovirus: fiebre, dolor de cabeza, mialgia, dolor ocular, escalofrios,
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fuerte artralgia, mareos, nauseas, erupcion cutanea principalmente en el pecho, las
piernas, la espalda, los brazos y con menor frecuencia en la cara, dolor abdominal.
El curso de la enfermedad es autolimitado, con una duracion de 3 a 5 dias,
quedando como una secuela importante las artralgias, que pueden permanecer
semanas o meses (Valdés, 2016) (Torres et al., 2004) (P. Navarro et al., 2016).
UNAV es otro Alfavirus del nuevo mundo, perteneciente a la familia
Togaviridae, al igual que Mayaro forma parte del complejo Semliki Forest (SFV) (A.
M. Powers et al., 2006a). Se aislé por primera vez de los mosquitos Psorophora
ferox en el estado de Para, Brasil, Venezuela, Surinam y Panama (Galindo et al.,
1966) (CAUSEY et al., 1963) (Peralta & Shelokov, 1966) (Walder et al., 1984).
UNAV se ha detectado en bajos niveles en estudios epidemioldgicos (Powers et al.,

2006).

Chikungunya (CHIKV) al igual que UNAV y MAYV es un arbovirus de la
familia Togaviridae fue aislado por primera vez durante un brote en Tanzania en
1952, desde entonces ha generado enormes brotes de importancia epidemioldgica
(Acosta-Reyes et al.,, 2015). EI genoma de CHIKV esta formado por ARN
monocatenario de polaridad positiva y codifica 4 proteinas no estructurales (NSP1
a NSP4) y 3 proteinas estructurales (C, E1y C2) (Simizu et al., 1984), este virus se
trasmite principalmente por la picadura del mosquitos Aedes aegypti y Aedes
albopictus, las mismas especies involucradas en la transmision del dengue (Acosta-
Reyes et al., 2015), por lo que la enfermedad inicia de 3 a 7 dias después de la
picadura del mosquito infectado y puede durar el mismo tiempo en la fase aguda

(Metz et al.,, 2011). Hasta el momento, se han identificado tres linajes de este



arbovirus con diferentes caracteristicas genotipicas y antigénicas: el linaje de Africa
oriental, central y sudafricana (ECSA), el linaje de Africa occidental y el linaje
asiatico que es el agente causal de la epidemia en América (Silva & Dermody,
2017). La enfermedad provocada por CHIKV comparte muchas similitudes con las
enfermedades causadas por otros alfavirus como MAYV y UNAV, ya que incluyen
sintomas similares como fiebre, acompanada de dolor muscular, dolor de cabeza,
nauseas, cansancioy erupciones cutaneas. La mayoria de los pacientes se
recuperan completamente, pero en algunos casos los dolores en las articulaciones
pueden durar varios meses, 0 incluso anos después de la culminacién de la
infeccion (Acosta-Reyes et al., 2015). Los humanos son el reservorio principal de
este alfavirus al igual que diversos vertebrados durante los periodos epidémicos,
incluyendo primates no humanos, roedores, aves y algunos mamiferos pequenos

(Pialoux et al., 2007).

La ocurrencia de coinfecciones entre dengue y CHIKV en seres humanos ha
ocurrido en pacientes que habitan en areas endémicas para ambos virus (Aguilar et
al., 2020). Hasta la fecha, se han desarrollado diferentes vacunas, pero ninguna ha
sido aprobada para su uso. Esto puede suceder por varios factores como la falta de
validacion de un buen modelo animal para su prueba, determinacion de la dosis y
posible interferencia con otras vacunaciones virales, y por ultimo y mas importante,
el costo del desarrollo, pues el virus afecta en su mayoria regiones geograficas que
no pertenecen al mundo desarrollado (Silva & Dermody, 2017).

Zika (ZIKV) pertenece a la familia Flaviviridae y se transmite principalmente

a través de la picadura de mosquitos del género Aedes (Laureti et al., 2018). Su



pariente mas cercano es el virus Spondweni (Haddow et al., 2016), el unico otro
miembro de su clado. ZIKV fue aislado por primera vez en 1947 en el bosque de
Zika, en Uganda (Africa) durante un estudio sobre la transmision de la fiebre amarilla
selvatica. Desde entonces, se ha encontrado principalmente en Africa y ha
generado pequenos brotes esporadicos también en Asia que han ido en aumento
y afectando a la poblacion (Gonzales Collantes, 2017). Los analisis filogenéticos
demuestran que existen dos linajes de este flavivirus (el linaje africano y el linaje
asiatico), el brote en Latinoamérica estaba relacionado con este ultimo proveniente
de Brasil (Cabezas & Garcia, 2017) .

ZIKV es un virus de ARN de cadena positiva con un genoma viral que codifica
para tres proteinas estructurales y siete no estructurales que son necesarias para
la replicacién y el ensamblaje del virus (Sirohi & Kuhn, 2017). La infeccidn por este
flavivirus generalmente no causa sintomas o es solo una enfermedad leve
autolimitada, estos sintomas pueden manifestarse de manera moderada o aguda
después de un periodo de incubacion de 3 a 12 dias como fiebre, dolor de cabeza,
dolor muscular, articulaciones y sarpullido (Espinoza, 2017), y otros mas severos
como problemas neuroldgicos, el sindrome de Guillain-Barré (Morabito & Graham,
2017). Ademas de la transmision por sus mosquitos vectores; se puede transmitir
de una persona a otra a través del contacto sexual y en algunos casos el virus puede
contraerse mediante transfusiones de sangre (Pielnaa et al., 2020) o en la donacién
de d6rganos o durante el embarazo aumentando el riesgo de defectos en el
nacimiento de los neonatos como una afeccién cerebral potencialmente mortal
denominada microcefalia (Coronell et al., 2016). A pesar de que estos arbovirus son

considerados patdégenos emergentes, no existen tratamientos o vacunas para
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combatir estas infecciones. La identificacion de los receptores de entrada del
flavivirus, en particular los involucrados en la infeccion del sistema nervioso central,
podrian conducir a la identificacién de nuevas dianas terapéuticas.

Las moléculas antivirales ejercen su accién inhibiendo ya sea la entrada del
virus, bloqueando enzimas importantes en la replicacion o ensamblaje viral, asi
como la salida del virus en la célula (Romero et al., 2016). Durante los ultimos 10 a
15 anos, el desarrollo de farmacos antivirales han ido en aumento de manera
progresiva y han sido cada vez mas eficaces (Arredondo-Garcia et al., 2016),
Muchos antivirales por su mecanismo de accién interfieren en alguna de las fases
de la infeccién y la replicacion de los virus; otros, como interferones y citoquinas,
incitan acciones antiproliferativas en la célula huésped (Romero et al., 2016). La
clasificacion de los inhibidores se puede realizar por su mecanismo de accién o su
perfil de actividad. La eficacia de estos compuestos depende, entre otras cosas, de
obtener concentraciones inhibitorias en el sitio de la infeccion (Romero et al., 2016).

Debido al impacto de los virus en los sistemas de salud de la region y la
necesidad de encontrar nuevos medicamentos antivirales, este proyecto propone
analizar el efecto del compuesto acido ginkgdlico sobre la replicacion de los virus
Mayaro, Una, Chikungunya y Zika. El acido ginkgolico es un compuesto natural
aislado de las cubiertas de las semillas u hojas de Ginkgo biloba , una planta que
se utiliza ampliamente en la medicina tradicional china (Van Beek & Wintermans,
2001). Informes anteriores han demostrado que el acido ginkgdlico tiene actividad
antitumoral (Qiao et al., 2017) (Ma et al., 2015), antibacteriana (Hua et al., 2017) y
antiparasitaria (Chen et al., 2008) asi como actividad antiviral contra el virus de

inmunodeficiencia humana (VIH) (LU et al., 2012). No obstante, la capacidad del
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acido ginkgolico para afectar la replicacion de estos arbovirus permanece sin

explorar.

« Justificacion

Los virus son patdgenos obligados que secuestran la maquinaria celular del
huésped que infectan para replicarse eficientemente. MAYV, UNAV, CHIKV y ZIKV
son virus emergentes o reemergentes poco estudiados y con un potencial de causar
epidemias a mayor escala. No obstante, hay muy poco conocimiento sobre la
patogénesis de la infeccion causada por estos virus y no existen vacunas o
tratamientos especificos aprobados. Debido a la amenaza para la salud publica
global que representan los virus emergentes, es de suma importancia la
identificacion de potenciales moléculas antivirales que permitan combatir estas

infecciones.

¢ Objetivos:

General

o Analizar el efecto del compuesto natural acido ginkgodlico sobre la
replicacion de los virus MAYV, UNAV, CHIKV y ZIKV.

Especificos

o Analizar la toxicidad del compuesto acido ginkgolico en células HelLa o
Vero.
o Evaluar el efecto del compuesto acido ginkgodlico en la produccion de

particulas virales de estos arbovirus.



o Llevar a cabo un analisis de dosis respuesta del acido ginkgolico en células

infectadas con los distintos arbovirus.

o Determinar en qué etapa estos inhibidores afectan la replicacion de estos

alfavirus y flavivirus.

o Evaluar el efecto de los inhibidores sobre la sintesis de proteinas virales.

¢ Hipoétesis

e El tratamiento con el compuesto acido ginkgdlico afectan la replicacion de

MAYV, UNAV, CHIKV y ZIKV.
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¢ Metodologia

o Cultivo de células y propagacion de cepas virales

Los experimentos fueron realizados en las lineas celulares Vero (CCL-81),
Vero-E6 (CRL-1586, ambas obtenidas de ATCC, Manassas, VA, EE. UU.) y HelLa
(donada por la Dra. Carmen Rivas del Centro de Investigacion en Medicina
Molecular y Enfermedades Cronicas, Espafa). Las células fueron cultivadas en
medio esencial minimo de Eagle (MEM) suplementado con suero fetal bovino (SFB)
al 10 %, 200 uM de L-Glutamina y 10,000 U/ml de Penicilina-Estreptomicina (medio
MEM completo) (todos de GIBCO, Estados Unidos) en un frasco de 75 cm?
incubadas a 37° C en una atmosfera humidificada con 5% de COz2 durante 24 horas.
Al dia siguiente, se cambi6 el medio de cultivo y cuando las células alcanzaron su
confluencia, fueron tratadas con 1.5 ml de 0.25 % de tripsina-EDTA, se realizaron
pasajes a frascos de cultivo de 75 cm? para su mantenimiento y a platos de 6, 12,
24 y 96 pocillos para realizar los diversos experimentos. Para llevar a cabo estos
experimentos, se utilizaron las cepas ARV0565 del virus Mayaro (MAYV)
proveniente de Peru (A. M. Powers et al., 2006b) y BT-1495-3 del virus Una (UNAV),
proveniente de la provincia de Bocas del Toro, Panama (Galindo et al., 1966). Las
cepas fueron proporcionadas por el doctor Robert Tesh y Scott Weaver del Centro
de Referencia Mundial de Virus y Arbovirus Emergentes (WRCEVA) de la
Universidad de Texas (UTMB, Estados Unidos). Las cepas de Chikungunya

(CHIKV, Panama_256137_2014) (Carrera et al., 2017) y Zika (ZIKV, 259249) se
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aislaron del suero de pacientes durante los brotes de Chikungunya y Zika en
Panama en 2014y 2015, respectivamente. Los virus se propagaron en células Vero-
E6 en frascos de 175 cm? Las células se infectaron con los virus a una multiplicidad
de infeccion (MOI) de 1 durante 1 hora. Después, se retir6 el medio de infeccion y
se agregd medio MEM suplementado con 2% de SFB. Las células infectadas se
incubaron a 37°C con 5% de CO:2 durante 3 dias. Tras ese periodo, se colecto el
sobrenadante o medio de cultivo, se centrifugd en tubos AMICON para concentrar
los virus, que fueron alicuotados en crioviales y congelados a -80 °C hasta su uso.
El titulo viral de cada cepa se determind mediante el ensayo de formacién de placas
y tincion con violeta cristal en células Vero-EG6. El titulo de las cepas se represento
como unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/ml).

o Preparacion del acido ginkgélico

El compuesto acido ginkgolico se obtuvo de Sigma-Aldrich (Estados Unidos).
Este compuesto se disolvido en dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracién de
10uM y se almacend en alicuotas a — 20 °C hasta su uso. Se prepararon soluciones
de trabajo de acido ginkgolico en MEM a las concentraciones indicadas.

o Determinacién de la viabilidad celular

Para determinar la citotoxicidad del compuesto acido ginkgdlico, se llevo a
cabo el ensayo de reduccion del compuesto MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-ilo]-2,5-
difeniltetrazol). Este ensayo se basa en la actividad metabdlica de la enzima
succinato deshidrogena que convierte el MTT (de color amarillo y soluble en agua)
a formazan un compuesto insoluble en agua y de color violeta. Para ello, colocamos

aproximadamente 25,000 células HelLa o Vero en platos de 96 pocillos en medio
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MEM completo y se incubaron a 37°C durante 24 horas para su adherencia. A
continuacion, se prepard una solucion del compuesto a concentraciones crecientes
en medio MEM 1X sin rojo fenol. Como control negativo se usé medio MEM solo sin
rojo fenol. Después, anadimos 100 ul de las soluciones de los compuestos a cada
pocillo y se incubaron durante 24 o 48 horas. Tras ese periodo, se afiadio 50 ul de
MTT a una concentracion de 5 mg/ml a los pocillos con las células y se incubd
durante 4 horas a 37°C para la formacion de los cristales de formazan.
Posteriormente, afiadimos 100 pl del solvente MTT (10% SDS, 0.1M HCL en H20)
y se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro a 570 nm como se ha realizado
previamente (Llamas-Gonzalez et al., 2019).

o Cuantificacion de la produccién de particulas virales

Para cuantificar la produccién de particulas virales, utilizamos la técnica de
formacion de placas y tincion con violeta cristal. Para ello, se realizamos diluciones
seriadas 1:10 (desde 10" a 10®) de los cultivos de los virus, los sobrenadantes de
células control o tratadas con el compuesto a las concentraciones indicadas e
infectadas con MAYV, UNAV, CHIKV y ZIKV. De estas diluciones, se usaron 500 pl
para infectar en duplicado células Vero-E6, crecidas en platos de 6 pocillos con una
confluencia de alrededor de un 70 a 80 %. Después de una hora de absorcion del
virus y tras retirar el inoculo, se anadié a cada pocillo una solucién de medio MEM
2X con 4% de SFB y agarosa al 2 % en una relacion 1:1, se dejo6 solidificar la mezcla
de medio-agarosa y los platos se incubaron a 37°C durante 3 dias. A continuacion,
las células se fijaron con formaldehido al 10 % durante 30 minutos, luego se retird

el formaldehido y el agar cuidadosamente con ayuda de una espatula; y las células
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fueron tefidas con una solucion de violeta cristal durante 5 minutos. Después, se
retird el violeta cristal y los platos se lavaron con agua del grifo, se dejaron secando
y se contd el numero de placas presentes en cada pocillo. Para calcular el titulo

viral, utilizamos la siguiente formula:

Titulo viral (UFP/ml) = No de placas X diluciéon X volumen de dilucién (1200 pl)

Volumen de infeccién (500 pl)
El titulo viral se representd como el logaritmo de base 10 de las unidades

formadoras de placa por mililitro (UFP/ml) (Llamas-Gonzalez et al., 2019).
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o Andlisis de proteinas mediante inmunoblot

Células HeLa o Vero fueron tratadas o no con el compuesto a una
concentracion de 10 uM en medio MEM suplementado con 2 % de SFB durante una
hora. Después, se procedié a retirar el compuesto y se infectaron las células con
MAYV o UNAV a una MOl de 10 o CHIKV a una MOl de 1y las mismas, se incubaron
a 37°C durante una hora. Después, retiramos los virus y agregamos medio MEM
con 2 % de SFB y los compuestos a la concentracion previamente indicada. Como
control se us6 medio MEM con 2 % de SFB. A continuacion, a distintos tiempos las
células fueron lisadas en tampon de carga de proteinas Laemmli con 10 % de -
Mercaptoetanol (Bio-Rad, Estados Unidos). Las proteinas se calentaron a 95 °C
durante 5 minutos y después, la misma cantidad de proteina fue separada en geles
de poliacrilamida-SDS al 10 %( PAGE-SDS, Bio-Rad, Estados Unidos) en tampdn
de electroforesis (99.8% Tris-Base; Glicina, 20% SDS; pH 8.3), transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Estados Unidos) en tampdn de transferencia
(99.8% Tris-Base, Glicina, H20) y bloqueadas durante 30 minutos con una solucién
de leche desnatada al 5 % en tampon T-TBS (10 mM de Tris base, pH 7.4; 150 mM
de NaCl y 0.05 % de Tween 20), como se ha realizado previamente (Gonzalez-
Santamaria et al., 2011). Las membranas fueron después incubadas durante 24
horas a 4 °C con los siguientes anticuerpos, preparados en la solucién de leche
desnatada al 5 % en tampon T-TBS: anti-E1 (1:1000), anti-nsP1 (1:1000), ambos
disefiados, generados y validados en nuestro laboratorio (Llamas-Gonzalez et al.,
2019), o GAPDH (1:5000) (Cell Signaling Technology, Estados Unidos).

Posteriormente, las membranas fueron lavadas en tampén T-TBS durante 30
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minutos e incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario anti-lgG-HRP de conejo (1:3000), diluido en solucion de leche
desnatada al 5%. Finalmente, las membranas fueron colocadas en solucién ECL
(Cell Signaling Technology, Estados Unidos) durante 5 minutos y la senal de
quimioluniscencia fue detectada mediante un escaner C-Digit (Gonzalez-

Santamaria et al., 2011) (LI-COR, Estados Unidos).

o Analisis de inmunofluorescencia y microscopia confocal

Células HelLa fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio y se infectaron con
MAYV, UNAV y CHIKV a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10. A las 24 h
después de la infeccion, las células se fijaron en paraformaldehido al 2% durante
20 minutos y se permeabilizaron con Triton-X100 al 0.25%. Luego, las células se
incubaron en una solucion de albumina de suero bovino al 2% en PBS durante 20
minutos y fueron tefidas durante la noche a 4°C con un anticuerpo anti-MAYYV, anti-
UNAYV, anti-CHIKV de fluido ascitico inmune de raton (amablemente proporcionado
por el Dr. Scott Weaver, WRCEVA, UTMB, EE. UU.). Finalmente, las células se
lavaron con tampon PBS y se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra
anti-raton, conjugado Alexa-Flour 488 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), durante
una hora en la oscuridad. Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con
Prolong Diamond Antifade Mountant con Dapi (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.),
y las imagenes se obtuvieron con un microscopio confocal Flowview FV1000
(Olympus, Lombard, IL, EE. UU.). El numero de células positivas para MAYV, UNAV
y CHIKV se contaron en al menos 10 campos y se representaron como el porcentaje

de células positivas.
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o Andlisis estadistico

Los datos experimentales de los grupos control y tratado, se analizaron con
la prueba de Mann & Whitney, ANOVA unidireccional y ANOVA bidireccional
utilizando el software GraphPad Prism version 7 para Mac. Todos los experimentos
se realizaran al menos 3 veces. Un valor de p <0,05 se considero estadisticamente

significativo.
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MARCO TEORICO
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1. Introduccioén a las infecciones por arbovirus

Durante las ultimas décadas el numero de epidemias causadas por arbovirus
emergentes y reemergentes ha ido en aumento. Estas infecciones han sido
causadas por virus considerados controlados o de poca importancia, pero la
introduccidn de estos, a nuevas areas geograficas han contribuido a la aparicion de

brotes importantes.

Los arbovirus son como lo describié la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 1967, virus con genoma de ARN de cadena simple, transmitidos por
artrépodos hematofagos, de ahi su nombre del inglés “Arthropod-Borne Viruses” o
“virus transmitidos por artropodos” (Shirako & Strauss, 1994). Los arbovirus son un
grupo taxonémicamente variado ya que estan conformados por mas de 500
especies, de los cuales 150 pueden causar enfermedad en el ser humano, los
mismos se dividen en 3 familias principalmente: Flaviviridae, Togaviridae vy

Bunyaviridae (Ver Figura 1). (Arredondo-Garcia et al., 2016).
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Fiqura 1. Diagrama mostrando las principales familias de arbovirus con miembros
patégenos de humanos (Navarrete-espinosa & Gémez-dantés, 2006).

Estos arbovirus son transmitidos por una gran cantidad de vectores como
mosquitos, garrapatas y pulgas entre otros (Arredondo-Garcia et al., 2016). En esta
tesis nos enfocaremos en aquellos arbovirus transmitidos por mosquitos como los
alfavirus Mayaro (MAYV), Una (UNAV), Chikungunya (CHIKV) y el flavivirus Zika

(ZIKV), que afectan predominantemente al hombre.

2. Familia Togaviridae

2.1. Generalidades de los alfavirus

Los alfavirus son un grupo de virus de ARN monocatenario con polaridad
positiva, estos se encuentran dentro de la familia Togaviridae. Existen diversas
especies de alfavirus que pueden provocar enfermedades en el ser humano y otros
animales vertebrados, tales como caballos, roedores, peces y aves.
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Estos se agrupan por la similitud en sus caracteristicas genéticas y
estructurales; pero difieren en la variedad de sindromes y enfermedades que
provocan en humanos y animales experimentales (Forrester et al., 2012). Las
consecuencias de una infeccion por alfavirus en humanos puede ir desde
enfermedades febriles asintomaticas, leves, no diferenciadas, hasta una
enfermedad comprometida causando poliartralgia debilitante, encefalitis y en
muchas ocasiones la muerte del paciente (Smith et al., 2018).

En este momento, no hay terapias antivirales ni vacunas seguras y eficaces
disponibles. La identificacion de dianas para la intervencién antiviral o el desarrollo
de vacunas requieren una comprension profunda de los mecanismos de replicacion
del virus tanto en el huésped vertebrado como en el vector (Strauss & Strauss,

1994).

2.2. Distribucion

Los alfavirus terrestres se agrupan de acuerdo a su distribucién geografica,
en los del Nuevo Mundo y los del Viejo Mundo, que surgieron después de multiples
introducciones y re-introducciones (Forrester et al., 2012; Levinson et al., 1990; A.
N. N. M. Powers et al., 2001). Los virus del Viejo Mundo incluyen a miembros del
complejo Semliki Forest Virus (SFV) como Sindbis, Ross River, O’nyong nyong y
Barmah Forest incluyendo a CHIKV vy los virus del Nuevo Mundo que incluyen: el
virus Mayaro (MAYV) y UNA (UNAV) (Mejia & Lopez-Vélez, 2018).

El género Alfavirus es endémico en todos los continentes con el rango de

especies individuales confinadas a las regiones por barreras ambientales. Sin
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embargo, como en el caso del reciente brote de CHIKV, estos rangos son dinamicos

y las nuevas poblaciones humanas estan siendo expuestas a virus y riesgo de

enfermedad (Forrester et al., 2012; Weaver, 2014).
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Figura 2. Paises donde se ha identificado transmisiéon del virus Mayaro adaptado de
(Mackay&Arden, 2016).

2.3. Caracteristicas del Genoma
La particula de los Alfavirus consiste en un genoma de ARN de cadena

sencilla y sentido positivo, rodeado por una envoltura, la proteina de la capside
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dentro de una envoltura lipidica derivada del huésped decorada con espiculas de
glicoproteinas.

La cubierta de la capside y las puntas de glicoproteina estan dispuestas en
particulas icosaédricas de 70 nm de diametro. Hay 240 copias de la proteina de la
capside dispuestas en una reticula T = 4, con picos de glicoproteina de superficie,

que consisten en E1 y E2 (Holland Cheng et al., 1995; Zhang et al., 2002).

E1: participa en
la fusion celular

E2

Figura 3. Estructura general de los Alfavirus y su e
(2022).
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El genoma posee una caperuza en el extremo 5’ 7—mti GpppA y una cola
de poli-A en el extremo 3’ (Hefti et al., 1975). El genoma tiene dos marcos de lectura
abierto (ORF), el primero se traduce directamente del ARN genomico y codifica las
proteinas no estructurales NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, requeridas para la sintesis
de ARN. El segundo ORF, el cual se expresa mediante la produccion de un ARNm

subgendmico a partir de un promotor de un intermediario de replicacion de ARN de

cadena negativa, que codifica para las proteinas estructurales C, E1, E2, E3 y 6K,
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que funcionan en el ensamblaje de nuevas particulas de virus (Strauss & Strauss,
1994).

Estas ultimas se transforman en una nucleocapside y sus glicoproteinas, lo
que, después de combinarse con la membrana plasmatica, conduce a la liberacion
de nuevas particulas virales fuera de la célula. Las particulas liberadas infectan a

otras células y el ciclo se repite (Valdés, 2016).

2.4. Sitio de replicacién

La sintesis de ARN de los Alfavirus es un proceso asociado a la membrana. Los
primeros estudios encontraron que la actividad de sintesis de ARN se fracciond con
membranas (Friedman et al., 1972; Gomatos et al., 1980).

Los Alfavirus y otros virus ARN inducen la reorganizacion de las membranas del
huésped en estructuras citoplasmicas conocidas como vacuolas citopaticas tipo 1,
que durante mucho tiempo se sospechd que eran los sitios de la sintesis de ARN
(Grimley et al., 1968; Salonen et al., 2003). La sintesis de ARN ocurre en el lado
citoplasmico de estas estructuras de membrana modificadas, pero esta al menos
parcialmente secuestrada dentro de las invaginaciones denominadas esférulas
(Ehsani et al., 2001; Froshauer et al., 1988).

Se ha encontrado que la formacion de estas esférulas depende no solo de proteinas
no estructurales, sino también de la sintesis activa de ARN (Spuul et al., 2007).

Proteinas no Estructurales Proteinas Estructurales

(428) (16S)

5’ h i N - 3’
‘ NSP1 X NSP2 (NSP3 XNSP4H C X E X E2 X 6 X El )
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Figura 4. Esquema del genoma de los Alfavirus adaptado de (Mufioz & Navarro, 2012).

2.5.Mayaro

2.5.1. Epidemiologia

Mayaro se aislo por primera vez de pacientes febriles en Trinidad y Tobago
en 1954 (Munoz & Navarro, 2012). Este virus se mantiene en un ciclo selvatico en
donde se encuentra su principal vector, mosquitos del género Haemagogus y como
reservorios a pequeinos primates no humanos. No obstante, no se puede descartar
la participacién de otros vectores y hospedadores en la diseminacion del virus

(Esposito & Fonseca, 2017; Renato et al., 2107).
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Figura 5. Resumen esquematico de los resultados filogenéticos , donde se identifican dos

genotipos del virus Mayaro y el virus UNA como referencia. Origen de secuencias del
genotipo D; Brasil, Guyana Francesa, Surinam,Peru, Bolivia y Trinidad y Tobago MAYV=
Virus Mayaro; n= nimero de secuencias utilizadas (Murfioz & Navarro, 2012).

Después de los casos de Trinidad y Tobago, se ha identificado la existencia de tres
genotipos principales del virus: en Brasil (1955) donde se reporta el genotipo (L), el
genotipo D en la regién de Colombia (1958-1960), Bolivia (1959), Suriname (1964),
Estados Unidos de América (casos importados de Peru y Bolivia, 1997), Ecuador
(1997), Guayana Francesa (1998), Venezuela (2000), México (2001), Panama
(2010) y Haiti (2015) (Holland Cheng et al., 1995) (Torres et al., 2004) (Mufioz &
Navarro, 2012) y el genotipo N, un clado recientemente descrito que se encuentra

s6lo en una region localizada en Peru(Acosta-Ampudia et al., 2018).

En 2015 se reportd en Haiti un caso confirmado, el cual corresponde a un
nifio de 8 anos de una zona rural que fue diagnosticado de coinfeccion por dengue
y Mayaro. En 2018 se notificaron 35 casos de fiebre de Mayaro en Peru. En 2019
se confirmaron dos casos en Peru, en las provincias de Quispicanchis (region
Cusco) y La Mar (region Ayacucho) (Acosta-Ampudia et al., 2018)

Los datos previos, justifican el desarrollo de nuevos métodos de diagnéstico
molecular altamente especificos y alentar a las autoridades de salud publica,
comunidades cientificas a trabajar activamente en el diagnéstico, prevencion y

tratamiento de la infeccion por MAYV.
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Pais Hospedador | Método Cepa
de
deteccién
Bolivia humanos Serologia; | FSB279, FSB309, FSB311, FSB319,
molecular; FSB323, Uruma
aislado
Brasil, humanos, Serologia; MAYV_BR/MT_CBA301/2012,
Centro- | primates; otros | molecular MAYV_BR/MT_VG22/2012,
Oeste mamiferos. MAYV_BR/MT_CBA308/2012,
region MAYV_ BR/MT_CBA306/2012,
MAYV_BR/MT_NSL12/2012,
MAYV_BR/MT_CBA305/2012,
MAYV_BR/ MT_CBA230/2012,
MAYV_BR/MT_SOR246/2012,
MAYV_BR/MT_VG20/2012,
MAYV_BR/MT_ CBA9/2012,
MAYV_BR/MT_VG147/2012,
MAYV_BR/ MT_CBA322/2012,
MT/SINOP/210/2011, BeH504639
Brasil, humanos Serologia; BeAn343102, BeAn337622,
region primates; molecular; BeAr30853, BeAr350396,
norte mosquitos aislado BeAr505411, BeH186258, BeH256,
BeH342912, BeH343148,
BeH343155, BeH343178,
BeH394881, BeH407, BeH473130,
BeH428890, BeH504378,
BeH506151, Acre27, FSB1131,
IQE2777, 11A, 12A, 13A, 14A, 15A,
16A
Brasil, humanos Serologia ND
Centro-
Oeste
region
Colombia humanos, Serologia; ND
mosquitos aislado
Costa Rica humanos Serologia ND
Ecuador humanos Serologia ND
Guyana humanos, Serologia; MAYLC, MAYMP, Mayguy1,
Francesa primates molecular; Mayguy2, BNI-1, BeAr20290,
aislado Guyana
Guatemala humanos Serologia ND
Jprimates
Guyana humanos Serologia ND
Honduras humanos Serologia ND
primates
México humanos Serologia ND
Panama humanos, Serologia; ND
primates aislado
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Peru humanos Serologia; 07-18066-99, Arv565, DEF533,
molecular; FSC497, FSC498, 1qd2668,
aislado IQD4881, 1QD5316, IQD5364
IQT2849, IQT4235(CH), IQU2939,
IQU2950, 1QU3056, 1QU3132,
MF10231, OBS2209, OBS2248,
0BS2251, OBS2340, OBS6161,
0OBS6443, (#96-104)
Surinam humanos Serologia; D218
aislado
Trinidad y humanos, Serologia; TRVL4675, TRVL15537
Tobago primates; aislado
mosquitos
Venezuela humanos Serologia ND

Deteccion serolégica: deteccion de anticuerpos en suero del huésped. Deteccién
molecular: RT-PCR. Aislamiento: aislamiento viral en cultivo celular. ND: No
determinado.

Tabla 1. Datos epidemiolbgicos sobre la circulacion de Mayaro en América tomado de

(De Oliveira Mota et al., 2015).

La epidemiologia de este alfavirus es similar con las diferencias geograficas a la de

los virus Barmah, Chikungunya, rio Ross, Sindibis y la del virus O’nyong’nyong en

Africa por haber mosquitos diseminadores de estos arbovirus, que se mantienen en

un ciclo enzodtico en areas boscosas y humedas. El brote mas reciente de fiebre

por MAYYV se describié en Venezuela en la estacion de Ospino, Estado Portuguesa,

entre febrero y marzo de 2010, con 72 casos humanos (Torres et al., 2010)(Mufioz

& Navarro, 2012).

El virus Mayaro (MAYV) es un arbovirus que forma parte del complejo Semliki

que consta de otros siete virus: virus Bebaru, Chikungunya, Getah, Sindbis, Ross

River, O’nyong nyong y Una ya que comparten algunos sitios antigénicos

comunes, (Acosta-Ampudia et al., 2018).
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Figura 6. Filogenia de los alfavirus. Se presenta un arbol esquematico basado en (Ludert
etal., 2017). Se observa el “clado’del complejo Semliki Forest y en él, a los grupos de virus
hermanos, Mayaro y UNA. Los “clados” internos estan asociados a los complejos de
encefalitis equinas del oeste, del este y venezolana.
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2.5.2. Replicacién del virus

La entrada del virus en la célula hospedadora se da por la picadura de un
mosquito infectado por MAYV, mediado por receptores mediante un proceso de
endocitosis (Mufoz & Navarro, 2012). La glucoproteina E2 es responsable del
contacto entre particulas virales y la superficie celular, ya que los anticuerpos anti-
E2 pueden neutralizar la capacidad de infeccion viral, lo cual no se observa al
emplear anticuerpos anti-E1 (Strauss & Strauss, 1994) (A. M. Powers et al., 2006b).
El aumento de la permeabilidad de la membrana de la célula hospedadora y los
cambios de concentracion ionica alteran la actividad enzimatica de la célula, lo cual
favorece la traduccién del ARN virico sobre el ARNm celular, que impide la
reconstruccién y el mantenimiento de la célula, y es la causa principal de la muerte
de la células infectadas (Renato et al., 2017); ademas, la nsP2 entra al nucleo e
interfiere con la transcripcion de la célula hospedera (Mufioz & Navarro, 2012). El
hecho de poseer ARN de material genético, le da a este virus gran adaptabilidad
debido a la alta tasa de mutaciones, lo que aumenta su probabilidad de adaptacion
a nuevos organismos, tanto vertebrados como invertebrados, que pueden servir de

hospedadores (Valdés, 2016).

30



2.5.3. Sintomatologia

En humanos, el virus Mayaro es capaz de alcanzar niveles de viremia
similares a los reportados en monos, los cuales son capaces de infectar con el
virus a mosquitos vectores experimentalmente (Mufioz & Navarro, 2012). La
infeccidbn con virus Mayaro produce sintomas inespecificos en forma similar a
otros arbovirus en su fase inicial: fiebre, dolor de cabeza, mialgia, dolor retroocular,
escalofrios, fuerte artralgia, mareos, nauseas, fotofobia, anorexia, erupcion
cutanea principalmente en el pecho, las piernas, la espalda, los brazos y con
menor frecuencia en la cara, dolor abdominal, leucopenia y plaquetopenia; en
algunos casos, se ha presentado diarrea, dolor de garganta, congestion nasal, tos
y manifestaciones hemorragicas (Renato et al., 2107).

Los factores moleculares envueltos en la artritis inducida por alfavirus, estan
asociados a la permanencia y persistencia de los sintomas: a) replicacion viral en
las células diana, incluyendo macrofagos y células musculares; b) la respuesta
inflamatoria inmune con activacion e intensificacion de macréfagos, células NK'y
linfocitos T, con incremento de los mediadores inflamatorios; c) persistencia del virus
en los tejidos corporales. Al replicarse en los macrofagos y fibroblastos de los
organos diana, ocasionan inflamacion considerable en articulaciones y musculos.
Los antigenos liberados ocasionan el intenso dolor resultante y el compromiso
articular agudo, subagudo y cronico que persistiria durante varios meses (P.

Navarro et al., 2016).
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Figura 7. Diagrama de sintomatologia de MAYV en humanos creado con BioRender.com
(2022).

2.5.4. Diagnéstico

El diagnostico del virus del Mayaro se basa principalmente en la
sintomatologia inicial, aunque se confunde con otros cuadros clinicos. Por lo tanto
se emplean métodos inmunologicos y moleculares, entre los cuales se encuentran:

asilamiento viral mediante la inoculacidon de cultivos celulares o ratones,
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posteriormente se realiza la aplicacion de pruebas serolégicas como, ELISA, fijacién
del complemento, inhibicion de la hemaglutinaciéon y reduccion de placas por
neutralizacion, donde se detectan inmunoglobulinas especificas, y por métodos
moleculares se encuentra la amplificacion del material genético del virus mediante
RT-PCR, en este método se utilizan secuencias del gen nsP1. (Renato et al., 2107)
(Mota et al., 2015). La problematica de las pruebas inmunoldgicas se dan debido a
que los pacientes no acuden en una fase aguda o se tienen muestras de sueros
pareados, con cierta diferencia de tiempo para obtener resultados positivos, por lo
cual las pruebas moleculares son mas eficaces y especificas (Mufoz & Navarro,
2012). Una vez mas se hace necesario alertar a las comunidades médicas
nacionales y autoridades sanitarias ante la amenaza que representa esta
enfermedad infecciosa que con mayor fuerza incide en paises cercanos y que puede

convertirse en un problema de salud a corto o mediano plazo.

2.5.5. Tratamiento

Mayaro, al igual que muchas otras enfermedades infecciosas virales, no tiene
tratamiento especifico para el agente etioldgico. La terapéutica consiste en el alivio
sintomatico de la fiebre y los dolores de la inflamacién articular, empleandose
analgésicos y antipiréticos derivados del paracetamol, esperando que la respuesta
inmune del huésped sea lo suficientemente adecuada para eliminar el agente

infeccioso y sus antigenos.
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2.6.UNA

2.6.1. Epidemiologia

El virus (UNAV) es otro alfavirus del nuevo mundo miembro del complejo del Bosque
Semliki (A. M. Powers et al., 2006b). UNAV fue aislado por primera vez de
los mosquitos Psorophora ferox en el estado de Para, Brasil, y esta ampliamente
distribuido en las regiones tropicales y subtropicales de América Central y del Sur
(Brasil, Colombia, Guayana Francesa, Panama, Surinam, Trinidad, Venezuela),
donde tiene una baja seroprevalencia. UNAV es un patégeno casi desconocido con

poca informacion sobre su biologia y patogénesis.

2.7. Chikungunya

2.7.1. Epidemiologia

El virus Chikungunya (CHIKV) es un arbovirus reemergente perteneciente
también al género Alfavirus, de la familia Togaviridae. El curso clinico caracteristico
de la infeccidn por este virus incluye fiebres, artralgias y exantema. (Abdelnabi et
al., 2016). El virus fue aislado por primera vez e identificado como el agente
etioldgico responsable de un brote de enfermedad febril en Tanzania y Mozambique
entre 1952 y 1953 (Ross, 1956).

El nombre de este virus deriva del makonde, lengua bantu hablada en
Tanzania y Mozambique. Significa “el hombre que camina encorvado”, en referencia
al dolor articular provocado por la infeccion. La transmision autoctona del virus en

estas regiones se ha favorecido por la presencia urbana de sus principales vectores,
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las especies de mosquitos del género Aedes, como, Aedes ageypti, Aedes
furcifier y Aedes albopictus.(Acosta-Reyes et al., 2015) (Restrepo-Jaramillo, 2014).
En 2004 se origind una emergencia del CHIKV luego de un brote en la costa de
Kenya, que produjo un cambio epidemioldgico en la expresion de la enfermedad,
expandiéndose desde 2005-2007 en forma intensa y en una magnitud sin
precedentes a islas del suroeste del océano indico, el pacifico y sudeste de Asia,
reportandose entre el 2005 y 2006 mas de un millon de casos (Acosta-Reyes et al.,
2015).

Los brotes de CHIKV mas severos y fatales se presentaron en la Isla de la
Reunidn, en el Océano indico afectando al 40% de la poblacion con mas de 260,
000 casos y 237 fallecidos, posterior a estos brotes la enfermedad se extendi6 a
Europa donde alcanzé su punto maximo en el 2007, cuando se detect6 que el virus
se estaba diseminando de forma autoctona en el norte de ltalia, luego de ser

introducido por un viajero virémico que regresaba de la India (Macias et al., 2014).
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Figura 8. Origen y propagacion mas probable del CHIKV antes de llegar a América. Figura
adaptada de (Cervantes-Acosta & Sanjuan-Vergara, 2016) .

Diversos factores causales se han atribuido a la expansion del CHIKV en diversas

partes del mundo (Barba Evia, 2015), entre ellos:

« Adaptacion viral a un nuevo mosquito vector Aedes albopictus.

e Altos rangos de ataques asociados con la recurrencia de epidemias.
¢ Niveles altos de viremia >5 log1o unidades/ml asociados con infeccion en
el huésped humano.

¢ Amplia distribucién mundial del vector responsable de la transmisién.

2.7.2. Replicacion del virus

El virus entra a la célula diana, monocito, mediante mecanismos de
endocitosis llevada por receptores, y la multiplicacion la efectua en el citoplasma
celular. Luego de la acidificacion de la vesicula y la correspondiente liberacion de la
capside, el genoma viral en un ARNm, es traducido en una poliproteina, llamada
NSP1234. Esta poliproteina es escindida por la proteasa viral nsP2 en las cuatro
proteinas no estructurales, necesarias para la transcripcion y la replicacion del ARN
viral. Estas cuatro proteinas realizan actividad de ARN-polimerasa para la sintesis
de ARN viral; colocacion del capuchon en el extremo 5' del ARNm viral y en el ARNm
subgendmico que da origen a las proteinas estructurales; la actividad helicasa,
implicada en el despliegue de la molécula de ARN durante la replicacién genémica
y actividad de proteasa para el desarrollo de la poliproteina (Saisawang et al., 2015;

Strauss & Strauss, 1994).
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La expresion de las cuatro proteinas no estructurales a partir de protedlisis
de la NSP1234 procede mediante mecanismos que estan implicados en la
regulacion de la replicaciéon del ARN viral. En el proceso de autoprotedlisis, la
poliproteina precursora da origen a la proteina intermediaria P123 y la proteina
madura NSP4, capaces de realizar la sintesis de ARN de polaridad negativa (ARN-
) viral pero que no son muy eficientes en la sintesis de ARN de polaridad positiva
(ARN+). Una nueva protedlisis de P123 entre los polipéptidos NSP1 y NSP2 da
lugar a una actividad polimerasa que es capaz de sintetizar, en forma eficiente, tanto
ARN- como ARN+. Una segunda protedlisis entre NSP2 y NSP3 crea una
polimerasa capaz de sintetizar ARN+. Se ha comprobado que la regulacién de la
replicacion del ARN se da mediante una protedlisis diferencial de P123. En las
etapas tempranas de la infeccién, NSP4 y P123 forman complejos de replicacion de
ARN- transitorios que desaparecen con la protedlisis de P123. En las etapas tardias
de la infeccion, un nivel elevado de actividad de proteinas viral elimina la sintesis de
P123 y ninguna sintesis adicional de ARN- es posible. NSP4 y los productos de la
protedlisis de P123 forman complejos de replicacion de ARN+ que son estables y
permanecen activos a lo largo del ciclo de infeccion (Shirako & Strauss, 1994).

Las proteinas en la proteina de la capside C, las glicoproteinas de envoltura,
E1, E2 y E3 junto con la proteina 6K son traducidas como una poliproteina a partir
de un ARNm subgendmico, sintetizado en las etapas tardias del ciclo de
multiplicacion que preceden al ensamblaje viral. EI ARNm subgendmico es
sintetizado por la polimerasa viral, utilizando como molde una molécula de ARN.

Una vez sintetizada la poliproteina precursora, la proteina C es liberada de esta
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mediante una actividad autocatalitica (M. J. Schlesinger & Schlesinger, 1973; S.

Schlesinger & Schlesinger, 1972).
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Figura 9. Proceso de replicacion de virus Chikungunya en una célula huésped, desde su
entrada hasta la salida de nuevas células virales (fomada de Moneriz-Pretell et al., 2016).
Los compuestos antivirales en fase de estudio hasta la fecha se han clasificado en los
siguientes mecanismos de accion: (A) inhibidores de la entrada viral, (B) inhibidores de la
traduccion de proteinas virales, (C) inhibidores de la replicasa viral, (D) inhibidores de la
replicacion del genoma viral, (E) Inhibidores de la maduracién de las glicoproteinas virales
y (F) moduladores de la respuesta inmune del huésped. Virus Chikungunya (CHIKV),
Proteinas no estructurales virales (nsPs), Reticulo endoplasmico (RE), Interferon (IFN).
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2.7.3. Sintomatologia

Los sintomas causados por CHIKV afectan a todos los grupos de edad y a
ambos géneros. Luego de un periodo de incubacion de 3-7 dias tras la picadura del
mosquito, el virus CHIKV causa una enfermedad febril generalmente asociada con
artralgia, artritis, dolor de espalda y cefalea (Lo-Presti et al., 2014), ademas de
posible tenosinovitis, que consiste en el engrosamiento de tendones con
acumulacion de liquido peritendinoso en la vaina, causante de la tumefaccion e
impotencia funcional (Seijo et al., 2014). En algunos pacientes y con menor
frecuencia, la infeccidbn también puede presentarse con vomitos y nauseas,
conjuntivitis, rash cutaneo o edema (Staples et al., 2011). A menudo los pacientes
solo tienen sintomas leves y la infeccién pasa inadvertida. El 3 al 28% de las
personas infectadas son asintomaticas, pero contribuye a la diseminacion de la
enfermedad (Frias-Salcedo, 2014). La mayoria de los pacientes se recuperan
completamente, pero en algunos casos los dolores en las articulaciones pueden
durar varios meses, o incluso afios despues de la culminacién de la infeccion

(Acosta-Reyes et al., 2015).
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Figura 10. Sintomas causados por el virus Chikungunya cefalea, conjuntivitis, nauseas,
rash y dolor en las articulaciones creado con BioRender.com (2022).

2.7.4. Diagnéstico

Hay varios métodos que se pueden utilizar para diagnosticar la infeccion por
virus chikungunya el cual generalmente se realiza mediante la deteccion en la
sangre de los anticuerpos producidos por el sistema inmunitario como defensa
contra el virus. Sin embargo, también pueden aislarse virus chikungunya en la
sangre en los primeros dias de la infeccién (Pauff & Miller, 2012). Las muestras
recogidas durante la primera semana de la enfermedad se deben analizar mediante
métodos seroldgicos y viroldgicos (concretamente, mediante métodos de reaccidn
en cadena de la polimerasa con retrotranscriptasa [RCP-RT]). Se dispone de varios
de estos métodos de RT-PCR, cuya sensibilidad es variable; algunos de ellos son
adecuados para el diagnostico clinico. Los productos obtenidos por RT-PCR a partir
de muestras clinicas también pueden utilizarse para genotipificar los virus vy

comparar muestras de origenes geograficos distintos (Weaver, 2014).

2.7.5. Tratamiento

No existe ningun antiviral especifico para tratar la fiebre de chikungunya. El
manejo clinico se centra principalmente en aliviar los sintomas, entre ellos el dolor
articular (con antipiréticos y analgésicos adecuados), asi como en administrar
liquidos al enfermo y hacerle descansar. Para aliviar el dolor y hacer descender la
fiebre se recomienda utilizar farmacos como el paracetamol (Lo-Presti et al., 2014).

Debido a la similitud entre los sintomas de la fiebre chikungunya y los del virus
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dengue, los enfermos no confirmados de fiebre chikungunya, en las zonas donde
circulan ambos virus, no deben tomar acido acetilsalicilico ni antiinflamatorios no
esteroideos hasta que no se descarte un diagnostico de dengue, puesto que estos
farmacos pueden aumentar el riesgo de hemorragia en los enfermos de dengue

(Restrepo, 2014).
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3. Familia Flaviviridae
3.1. Generalidades de los Flavivirus

La familia Flaviviridae esta constituida de una variedad de virus capaces de
causar enfermedad tanto en animales y humanos, y estos son de gran importancia
médica y social en todo el mundo. Los flavivirus se propagan principalmente por
vectores artropodos como mosquitos y garrapatas. Entre estos, tenemos el virus de
la encefalitis del valle de Murray (MVE), virus de la encefalitis transmitida por
garrapatas (TBEV), virus de la fiebre amarilla (YFV), virus del Nilo Occidental (VNO),
virus de la encefalitis japonesa (VEJ), el virus del dengue (DENV) y el virus del Zika
(ZIKV), siendo este ultimo el que estudiaremos en detalle (Laureti et al., 2018). ZIKV
es otro virus importante de esta familia que se puede transmitir sexualmente y a
través de una transfusion de sangre, y puede propagarse de una mujer embarazada
a su feto, causando malformaciones cerebrales graves en el nifio, incluida la
microcefalia y otros defectos de nacimiento (Bunney, P. E., Zink, A. N., Holm, A. A.,
Billington, C. J., & Kotz et al., 2017).

Todos los flavivirus tienen un genoma de ARN monocatenario de sentido
positivo, de una sola cadena de aproximadamente 11kb de longitud que codifica
diez proteinas; tres proteinas estructurales forman la cubierta del virus y siete
proteinas no estructurales que estan involucradas en la replicacion del genoma vira
(Huang et al., 2014). Los alfavirus pertenecientes al complejo de Semliki forest y los

flavivirus se consideraban anteriormente géneros dentro de la familia de los
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togaviridae debido a su organizacién estructural similar. Sin embargo, difieren en el
orden genético y la estrategia de replicacion y ahora se clasifican en familias
separadas (Strauss & Strauss, 2020). Dada la importancia médica y econémica de
algunos mimebros de las familias Flaviviridae al igual que los Togaviridae, aun no
se dispone de una terapia antiviral para tratar o prevenir las infecciones causadas
por estas familias es por ello que hay un creciente interés en comprender su
evolucion, asi como en conocer un poco mas sobre su ciclo de replicacion que ya

es un problema de salud en la actualidad.

3.2. Zika

3.2.1. Epidemiologia

La infeccién por este flavivirus se describié por primera vez en Nigeria (Africa) en
1954 (Gonzales Collantes, 2017). Zika fue aislado por primera vez en la peninsula
de Entebbe, Uganda en 1947 de un mono rhesus. Inicialmente no habia indicios de
que el virus causara enfermedades en humanos, pero una encuesta a residentes
de multiples areas de Uganda revel6 una seroprevalencia del 6,1% de anticuerpos
contra el virus, lo que sugeria que la infeccion humana era recurrente (Song et al.,
2017).

Se reportd un brote de gran importancia en la Polinesia Francesa entre los
afnos 2013 y 2014 y en una pequefa fraccion de los casos graves se asociaron con
complicaciones neuroldgicas, como el sindrome de Guillain-Barré, se sugirié que el
resultado de este brote fue por un bajo nivel de inmunidad y la gran cantidad de

mosquitos vectores en la region (Cao-Lormeau, 2014).
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Figura 11. Distribuciéon de infeccion por Zika en humanos. El mapa muestra la aparicion del
ZIKV en Uganda (ciclo zoondtico) y la propagacion en los brotes de Micronesia, Polinesia
Francesa y las Américas (hasta marzo de 2016) (Salud, 2017).

El virus del Zika se identificd por primera vez en las Américas en marzo de
2015, cuando se produjo un brote de una enfermedad con erupciones cutaneas en
Bahia, Brasil (Campos et al., 2015) (Zanluca et al., 2015). Los datos
epidemioldgicos indican que en Salvador, la capital de Bahia, el brote habia
comenzado en febrero y se habia extendido hasta junio de 2014. En octubre, el virus
se habia propagado a al menos 14 estados brasilefios (Ai et al.,, 2016),y en
diciembre de 2015, el Ministerio de Salud de Brasil estimé que se habian producido
hasta 1,3 millones de casos sospechosos (Hennessey et al., 2016). En octubre de

2015, Colombia notifico la primera transmisién autéctona del virus Zika fuera de
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Brasil (Ai et al., 2016), y para el 3 de marzo de 2016, un total de 51.473 casos

sospechosos se habian notificado en ese pais. En marzo de 2016, el virus se habia

propagado a al menos 33 paises y territorios de las Américas (Report, 2016).
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Figura 12. Arbol filogenético de ZIKV que muestra los linajes africanos y asiéticos, incluidas
las cepas que surgieron recientemente en el Pacifico y Brasil(Didier Musso et. al., 2016).

3.2.2. Replicacion del virus

El ciclo de replicacion del virus Zika es similar al de otros virus del mismo

género Flavivirus. El viribn se une a los receptores de la membrana de la célula
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hospedera a través de la glicoproteina E de la envoltura, que induce la endocitosis
del virién, luego de la acidificacién del endosoma, se produce la fusion de la
envoltura del virus con la membrana endosomal, la nucleocapside se desintegra y
el genoma del virus se libera en el citoplasma. El genoma es transportado a los
ribosomas, donde se traduce en la poliproteina que se escinde co- y post-

traduccionalmente en las 10 proteinas citadas previamente.

El genoma del Virus Zika se replica a través de la transcripcidon a un
intermediario de ARN simple cadena de polaridad negativa en el citoplasma de la
célula, en una reaccién catalizada por la ARN polimerasa viral. Luego de esa
primera transcripcion se inducen evaginaciones del reticulo endoplasmatico, que
dan lugar a paquetes de vesiculas, en las cuales el ARN de polaridad negativa se

transcribe al ARN viral de polaridad positiva por accion de la ARN polimerasa viral.

Estas vesiculas reclutan las proteinas del virion, que luego son transportadas, junto
con el genoma viral, al aparato de Golgi en donde se ensamblaran para luego ser
liberados por exocitosis, previa maduracion del viribn por protedlisis de prM

(Gillespie et al., 2010).

El virién de Zika posee un genoma de ARN monocatenario, no segmentado,
con sentido positivo y de un tamafio de 10,794 nucledtidos. El genoma esta incluido
en una capside de simetria de tipo icosaédrico, constituida por una unica subunidad
polipeptidica, la proteina C. En la envoltura de la particula viral inmadura se
encuentra la proteina precursora prM, que mediante protedlisis se transforma en la
proteina M del virion maduro. La glicoproteina E también se localiza en la envoltura,

formando dimeros que, en el viribn maduro, se ubican de forma paralela a la
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membrana lipidica, adoptando una simetria de tipo icosaédrica. El viribn maduro

tiene forma esférica y un tamafo aproximado de 50 nm (Kuno & Chang, 2007).

3.2.3. Sintomatologia

Los sintomas mas comunes de la infeccion con el virus son dolores de cabeza
leves, erupciones maculopapulares, fiebre, malestar general, conjuntivitis y dolores
articulares, la enfermedad clinica suele ser leve y sus sintomas puden durar de
varios dias a una semana. El primer caso bien documentado por infeccién del virus
del Zika se describié en 1964; comenzd con un dolor de cabeza leve y progresoé
hasta convertirse en un sarpullido maculopapular junto con fiebre y dolor de espalda.
En dos dias, el sarpullido comenzé a disminuir y al tercer dia la fiebre cedié para
solo quedar las erupciones (Hayes, 2009). La enfermedad grave que requiere
hospitalizacion es poco frecuente y la letalidad es baja. Sin embargo, se han
confirmado casos de sindrome de Guillain-Barré, durante la epidemia en la
Polinesia Francesa, se confirmaron 73 casos de sindrome de Guillain—Barré y otros
padecimientos neurologicos, y se sospecha que podrian ser complicaciones del

virus, aunque no hay estudios que lo confirmen (Lormeau et al., 2013).
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Figura 13. Sintomatologia producida por el virus Zika, fuentes: Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS).

No obstante debido a la preocupacion por la microcefalia causada por la infeccidn
materna por el virus del Zika, los fetos y bebés de las mujeres infectadas con el virus
del Zika durante el embarazo deben ser evaluados para detectar posibles

infecciones congénitas y anomalias neurolégicas (Oliveira Melo et al., 2016).

Figura 14. Bebé con microcefalia y Bebé con cabeza normal tomada de (CDC)Centros para
el Control y la Prevenciéon de Enfermedades, Centro Nacional de Defectos Congénitos y
Discapacidades del Desarrollo.
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3.2.4. Diagnostico

En los paises con capacidades de laboratorio limitadas, el diagndstico molecular no
esta disponible y el diagndstico de arbovirus a menudo se realiza mediante pruebas
serologicas mediante IgM ELISA o pruebas rapidas y pruebas de confirmaciéon por
ensayo de neutralizacion por reduccion de placas (PRNT), por RT-PCR se realiza
en sangre o en saliva si es imposible recoger una muestra de sangre, si los
resultados de Flavivirus RT-PCR son positivos, se realiza la secuenciacion, de
acuerdo con los protocolos estandar para la diferenciacion de anticuerpos anti-

flavivirus (Johnson et al., 2000).

3.2.5. Tratamiento

No existen vacunas o medicamentos preventivos para el virus del Zika. Los
sintomas pueden ser tratados con analgésicos como el paracetamol, ya que no hay
tratamiento especifico para la infeccion por el virus del Zika. Para ayudar a aliviar
los sintomas, se recomienda reposo y mucho liquido para prevenir la
deshidratacion. El acetaminofén puede ayudar a aliviar los dolores musculares y la
fiebre. Las personas infectadas con el virus del Zika, el chikungunya o el dengue
deben estar protegidas de una mayor exposicion a los mosquitos durante los
primeros dias de la enfermedad para evitar que otros mosquitos se infecten y reducir

el riesgo de transmision local (Janeiro et al., 2015).
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4. Impacto sobre las arbovirosis causadas por mosquitos

en Panama y América

Durante las ultimas décadas las epidemias arbovirales han aumentado en Panama
y resto de paises de Ameérica. Aunque se han realizado medidas de prevencion para
controlar estas enfermedades, las mismas no han sido suficientes para disminuir su
incidencia. Estas afectan a todos los grupos poblacionales, por lo que resulta
necesario identificar el comportamiento clinico y epidemiolégico de las infecciones

causadas por arbovirus (Espinal et al., 2019) .

Los arbovirus representan una amenaza de salud trascendental tanto para los seres
humanos como para algunas especies de animales causando una variedad de
manifestaciones clinicas que van desde leves hasta sintomas que pueden
amenazar la vida (Mayer et al 2017). En Panama, como en otras regiones tropicales
las enfermedades transmitidas por mosquitos como mayaro (MAYV), una (UNAV)
dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) y zika (ZIKV) constituyen un problema de
salud publica importante. En Panama existe una prevalencia de Aedes aegypti en
areas urbanas y de Aedes albopictus en areas rurales, como ambos vectores
transmiten con eficacia los virus como el dengue, desde el afio 2005 se ha visto un
aumento sustancial con un 50% de los casos con respecto a afios anteriores, debido
a la introduccion de estas especies a nuevas areas geograficas (Mayer et al., 2017).
Durante la tltima epidemia del 2013-2014 se detectd la circulacion de los serotipos
1y 2 a nivel nacional y el serotipo 3 en la frontera de Costa Rica con Bocas del

Toro.
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Las areas con la mayor concentracion de casos de Dengue, y donde se han
presentado los brotes en el pais a inicio del 2015 son las regiones de Herrera, Los
Santos y Bocas del Toro; desde la semana 18 se registra un brote en la Regién
Metropolitana, corregimiento de Pacora, comunidad de Las Garzas y otro en la
region de Veraguas, corregimiento de Sona, comunidad de Sona que fue sostenido

hasta la semana 27 (OPS/OMS,2015).

El primer caso importado de Chikungunya detectado en Panama fue en el mes de
abril del 2014 Semana epidemiolégica 17 y el primer caso del pais en mayo semana
epidemiolodgica 22. Concluyendo el 2014 con 68 casos positivos; 26 son autdéctonos
y 42 importados, de estos muchos fueron extranjeros residentes en Panama que
viajaron a paises afectados, los 42 casos importados provinieron mayormente de
paises del Caribe y Sur América y con menor frecuencia de Centro América

(OPS/OMS,2015).

En cuanto a Zika los casos fueron confirmados en la semana epidemiologica 47 de
2015 en la Isla de Ustupu en el distrito Alligandi, comarca de Kuna Yala en donde
se registraron alrededor de 846 casos sospechosos de enfermedad por el virus del
Zika, de los cuales 272 fueron positivos por laboratorio. La mayoria de los casos de

Zika proceden de la comarca de Kuna Yala (OPS, 2016).

Hasta mayo del 2016 se presentd un acumulado de 272 casos confirmados de
infeccion por Zika, 16 de los cuales correspondian a mujeres embarazadas, se
registraron tres casos de microcefalia y un caso de obito fetal con resultado positivo

para Zika, asi como tres casos de Sindrome Guillam Barre (Ops, 2016).
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Figura 15. Casos sospechosos y confirmados de dengue, chikungunya y Zika en Panama.
semana epidemiolégica 47 de 2015 a semana epidemiolégica 18 de 2016 (OPS, 2016).
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5. Efecto antiviral de acido ginkgélico como compuesto

natural

Como hemos mencionado anteriormente no existen farmacos o tratamientos
especificos que puedan ser utilizados en el ser humano contra cada uno de estos
arbovirus, como consecuencia existe un aumento en la propagacion de las
enfermedades y en la cantidad de casos en los ultimos tiempos, es por ello que
teniendo en cuenta la situacidn actual a nivel mundial debido al SARS-CoV2
sabemos que es de suma importancia el control de estas afecciones. Una solucion
es seguir realizando investigaciones cientificas que aporten y puedan llegar a
establecer un método eficaz y seguro para obtener posibles compuestos con
actividad antiviral especifica contra cada virus a fin de poder masificar su uso en la
poblacion. Una posible estrategia es la busqueda de nuevas moléculas activas a
partir de fuentes naturales como las plantas.

La utilizacién de productos naturales con fines terapéuticos data desde los inicios
de la humanidad (MsC. Yaima Esperanza Pérez Campos, 2014). Las plantas son
una rica fuente de nuevos agentes antivirales farmacoldégicamente activos
(Monteagudo, 2020). La medicina natural tiene un efecto similar a los medicamentos
convencionales, debido a su composicién quimica, segun la OMS destaca que de
los 119 farmacos derivados de las plantas, alrededor de 74% se usan en la medicina
moderna, de manera que se correlacionan directamente con los usos tradicionales
que las culturas nativas les daban como hierbas medicinales (MsC. Yaima

Esperanza Pérez Campos, 2014).
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Muchos antivirales por su mecanismo de accion interfieren en alguna de las fases
de la infeccién y la replicacion de los virus; otros, como interferones y citoquinas,
incitan acciones antiproliferativas en la célula huésped (Romero et al., 2016).

La clasificacion de los inhibidores se puede realizar por su mecanismo de accion o
su perfil de actividad. La eficacia de estos compuestos depende, entre otras cosas,
de obtener concentraciones inhibitorias en el sitio de la infeccion (Romero et al.,
2016).

El Ginkgo biloba, una de las especies de arboles vivos mas antiguos es cultivado
en todo el mundo por sus propiedades medicinales y su atractivo estético. El ginkgo
(derivado del chino Yin-Kuo, que significa "albaricoque plateado") biloba
(refiriéndose a sus hojas de dos l6bulos en forma de abanico) se deriva de la hoja
del arbol Maidenhair, que se cree que vive de 2.000 a 4.000 afios (Diamond et al.,
2000).

La mayoria de los productos provenientes de esta planta se preparan con el
extracto que se obtiene de sus hojas en forma de abanico, informes anteriores han
demostrado que el acido ginkgolico tiene actividad antitumoral (Qiao et al., 2017)
(Ma et al., 2015), antibacteriana (Hua et al., 2017) y antiparasitaria (Chen et al.,
2008) asi como actividad antiviral contra el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)

(LU et al., 2012).
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Figura 16. Planta de Ginkgo biloba de pngtree.com (2022).

Tras diversas investigaciones podemos observar sus multiples beneficios para una
gran cantidad de enfermedades ya que se utiliza en pacientes con insuficiencia
circulatoria cerebral e incluso para el tratamiento de problemas emocionales y
afectivos, de igual manera estd indicado en secuelas de accidentes
cerebrovasculares y en trastornos vasculares periféricos como el sindrome de
Raynaud; en el tratamiento contra la disminucion de la memoria, del estado de alerta
y de la atencidn, asi como en la isquemia cerebral, la fibrosis pulmonar, la demencia

y el Alzheimer (Mix & Crews, 2002; Birks et al., 2002; Yuan et al., 2017).
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Del mismo modo estudios recientes sugieren que el acido ginkgdlico inhibe la
sintesis de ADN y proteinas, por lo tanto bloquea o dilata el desarrollo de las
contaminaciones virales agudas como Sarampion y Coronavirus COVID-19 (Ibrahim
et al., 2021).

Ginkgo biloba tiene una amplia variedad de fitoquimicos, incluyendo alcanos,
lipidos, esteroles, benzenoides, carotenoides, fenilpropanoides, carbohidratos,

flavonoides y terpenoides (Bilia, 2002).

Flavonoides Terpenoides Acido ginkgolico

COH
HO R

Figqura 17. Estructura quimica de los compuestos que forman parte de Ginkgo biloba
modificado de (CynerimaHoBa, 2009).

La busqueda de nuevos antivirales para los virus MAYV, UNAV, CHIKV y ZIKV es
una necesidad actual y permanente, es por eso que el uso de alternativas naturales
o terapias complementarias ha recibido una gran demanda en los ultimos afios.
Actualmente segun la Organizacion Mundial de la Salud-OMS se estima que el 80%
de la poblacion mundial depende de la medicina tradicional para sus necesidades

de atencién primaria en salud (Organizacién Mundial de la Salud (OMS), 2002).
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Resultados
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e Analisis de la citotoxicidad de acido ginkgélico en las células Vero o
HelLa

Para evaluar la citotoxicidad de los inhibidores, tratamos las células Vero o HelLa
con acido ginkgdlico a concentraciones de 0, 1y 10, uM, y después analizamos la
viabilidad celular utilizando el ensayo de MTT. En estas lineas celulares a la dosis

maxima de 10 uM no se observo toxicidad celular (Figura 18).
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Figura 18. El acido ginkgélico no mostré citotoxicidad en las células Vero o HeLa. Las
células Vero (A) o HelLa (B) fueron cultivadas en platos de 96 pocillos y se trataron con el
compuesto acido ginkgdlico a las concentraciones indicadas durante 24 horas.
Posteriormente, las células se incubaron con 50ul de MTT durante 4 horas a 37°C, los
cristales de formazan se solubilizaron y la solucidon coloreada se cuantific6 con un
espectrofotdmetro de microplatos a 590 nm. Los datos se analizaron con el programa
estadistico GraphPad con la prueba de ANOVA de una via.
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o EIl acido ginkgolico afecta la produccion de particulas virales de los
Alfavirus CHIKV, MAYV y UNAV

Para evaluar si el acido ginkgdlico afecta la replicacién de los virus CHIKV, MAYV
o UNAYV, llevamos a cabo una cinética de infeccion en donde células Vero o Hela
se infectaron con lo virus y tras 1h de absorcion del virus, se agrego acido ginkgodlico
o DMSO como control. A los tiempos indicados después del tratamiento,
recolectamos los sobrenadantes y cuantificamos la progenie viral producida por las
células infectadas mediante el ensayo de formacién de placas. Como se muestra
en la (Figura 19), observamos un aumento dependiente del tiempo en los titulos
virales en las células tratadas con DMSO. No obstante, en las células tratadas con
acido ginkgdlico encontramos una reduccion significativa en la produccion de

progenie viral de todos los virus ya mencionados (Figura 19 A-C).
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Figura 19. El 4cido ginkgélico inhibe la produccién de progenie viral de CHIKV, MAYV
y UNAV. Las células Vero (A) o HelLa (B, C) fueron pretratadas con acido ginkgdlico e
infectadas con CHIKV, MAYV o UNAYV durante 1 h. Después se anadié acido ginkgélico o
DMSO y las células se incubaron durante 16 o 24 horas después de la infeccidn (hpi). Los
datos se analizaron con la prueba de ANOVA de dos vias. Las diferencias estadisticamente
significativas se denotan como: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 y **** p < 0,0001.

¢ El acido ginkgdlico disminuye el nimero de células positivas para los
antigenos virales de CHIKV, MAYV y UNAV

Para verificar los resultados anteriores, llevamos a cabo una tincion por
inmunofluorescencia de células infectadas que fueron tratadas o no tratadas con
acido ginkgolico. Estos ensayos demuestran que el tratamiento con acido ginkgdlico
ocasiona una disminucién considerable en el porcentaje de células que muestran
una tincién positiva para los antigenos virales (Figura 20 A-B). Estos resultados
indican que efectivamente el acido ginkgolico afecta la replicacion de CHIKV, MAYV

y UNAV.
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Figura 20. El acido ginkgdlico disminuye el porcentaje de células postivas para
antigenos de CHIKV, MAYV y UNAV. (A, B) Células Vero o Hela fueron pre-tratadas con
acido ginkgolico o DMSO e infectadas con los distintos virus a una MOI de 1. Después, las
células fueron tratadas o no con acido ginkgdlico. Tras 24 horas de incubacion con el
tratamiento, las células se fijaron y tifieron con anticuerpos primarios de ratén anti-CHIKV,
anti-MAYYV o anti-UNAV, seguidos de un anticuerpo secundario de raton Alexa-Flour 488.
Los nucleos celulares se tifieron con Dapi (en azul). Las imagenes se obtuvieron con un
microscopio confocal y se analizaron con el software Imaged. El porcentaje de células
virales positivas para el antigeno se evalué en al menos 10 campos para cada condicién
experimental. Estos datos se analizaron con la prueba ANOVA de dos vias. Se muestran
diferencias estadisticamente significativas: *** p < 0,001 y **** p < 0,0001. Barra de escala,
50 ym.

e La disminucién del titulo de los alfavirus se produce de forma
dependiente a la concentracion de acido ginkgélico

Para investigar si la reduccion de la progenie de los virus CHIKV, MAYV y UNAV
podria verse afectada por la concentracion del compuesto, decidimos infectar
células Vero o HelLas con los distintos virus y tratarlas con dosis crecientes de acido
ginkgolico. Después, la progenie viral en los sobrenadantes celulares se cuantifico
mediante el ensayo de formacién de placas como se describié anteriormente. Los
rendimientos de la progenie viral en las células tratadas con DMSO alcanzaron entre
108 y 1012 UFP/mI, dependiendo del virus analizado (Figura 21). Sin embargo, en
las células tratadas con acido ginkgdlico, encontramos una disminucion significativa

dependiente de la concentracion en los titulos virales (Figura 21).
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Figura 21. El acido ginkgolico reduce la produccion de la progenie viral de manera
dependiente de la concentracion. Células Vero (A) o HelLa (B, C) fueron pretratadas con
dosis creciente de acido ginkgdlico y después, se infectaron con CHIKV, MAYV o UNAV
como se describié anteriormente. Después, se trataron con &acido ginkgolico a las
concentraciones indicadas y tras 24 horas de incubacion, la produccién de particulas virales
infecciosas se cuantificd. Los titulos virales se representaron como unidades formadoras
de placa por mililitro (UFP/ml). Los datos experimentales se analizaron con la prueba
ANOVA de una via. Se muestran diferencias estadisticamente significativas: * p < 0,05; **
p <0,01; ** p <0,001; **** p < 0,0001.

o EIl acido ginkgdlico tiene un efecto virucida contra los alfavirus
CHIKV, MAYV y UNAV

Con el objetivo de analizar si el acido ginkgodlico tiene un efecto directo sobre las
particulas de los alfavirus, incubamos 10% UFP de CHIKV, MAYV o UNAV con &cido
ginkgdlico o DMSO en medio MEM sin SFB a 37 °C durante 1 h. Luego, el virus
restante de cada condicibn experimental, se cuantific6 como se indicé
anteriormente. En la (Figura 22) se observa que el acido ginkgdlico provocd una
fuerte reduccién de los titulos virales, que oscilaba entre 4 a 5 logaritmos. Estos
resultados sugieren que el acido ginkgolico posee un efecto virucida sobre los

alfavirus.
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Figura 22. El acido ginkgolico altera la infectividad de las particulas de los alfavirus
Aproximadamente, 10® UFP de CHIKV (A), MAYV (B) o UNAV (C) se incubaron en un
medio sin suero con acido ginkgdlico a 10 pM o0 0,1% DMSO como control durante 1 h a
37°C. Luego, los alfavirus se titularon directamente en las células Vero o Vero-E6 mediante
el ensayo de formacién de placas. Los titulos virales se representaron como unidades
formadoras de placa por mililitro (UFP/ml). Los datos se analizaron mediante la prueba de
Mann & Whitney. Se muestran diferencias estadisticamente significativas: *** p < 0,001;
**** p < 0,0001.

e EIl acido ginkgdlico interrumpe una etapa temprana del ciclo de
replicacion de los alfavirus

Hasta ahora nuestros resultados indicaban que el acido ginkgdlico tiene un efecto
antiviral cuando las células se pretratan o cuando se incuba directamente con el
virus. Para determinar si este compuesto era capaz de inhibir |a replicacion de estos
arbovirus luego de su absorcion, decidimos realizar un experimento de tiempo de
adicién, en el que se anadié acido ginkgolico o DMSO en diferentes momentos
después de 1 h de absorcidn del virus (tiempo 0 hpi), y a las 24 horas de infeccion,
evaluamos la produccion de progenie viral en los sobrenadantes celulares. En este
ensayo encontramos que el acido ginkgdlico solo afectd la replicacién viral cuando

se aplico en las primeras 2 hpi (Figura 23 A-C). En el caso de UNAV aun a las 4
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hpi se observa una leve disminucion (Figura 23C). En conjunto, estos datos
sugieren que el acido ginkgolico afecta en una etapa temprana la replicacion de

CHIKV, MAYV y UNAV.
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Figura 23. El acido ginkgdlico reduce la replicacion del arbovirus en una etapa
temprana del ciclo viral. Las células Vero (A) o HelLa (B, C) se infectaron con CHIKV,
MAYV o UNAV y después de 1 hora de absorcion del virus, se aplicaron acido Ginkgolico
o DMSO a las células en los momentos indicados. Luego, la produccién de progenie viral
se midié en los sobrenadantes celulares después de 24 horas de incubacion, como se indicé
anteriormente. Los titulos virales se expresaron como unidades formadoras de placa por
mililitro (UFP/mI). Los datos se analizaron con la prueba ANOVA bidireccional. Se muestran
diferencias estadisticamente significativas: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; *** p <
0,0001; ns: no significativa.

e Elacido ginkgodlico disminuyé la expresion de las proteinas E1 y NSP1
de CHIKV, MAYV y UNAV

Con el objetivo de evaluar otros posibles mecanismos mediante los cuales el acido

ginkgdlico reduce la replicacion de los alfavirus, decidimos evaluar la expresion de

64



las proteinas virales E1 y nsP1, obtenidas de células infectadas con CHIKV, MAYV
y UNAV, y tratadas con acido ginkgolico o DMSO. Como se muestra en la Figura
24, en las células control infectadas durante 24h se detecto una fuerte expresion de
las proteinas E1 y nsP1. Por el contrario, el tratamiento con acido ginkgodlico dio
lugar a una supresion notable de la expresidn de ambas proteinas virales (Figura
24A, C, E). Un analisis densitométrico de las bandas revel6 diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de las proteinas E1y nsP1 entre las
células tratadas y no tratadas (Figura 24B, D, F). Estos hallazgos indican que el
tratamiento con acido ginkgodlico disminuye notablemente la expresion de las

proteinas virales de los alfavirus estudiados.
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Figura 24. El acido ginkgodlico afecta a la expresién de las proteinas de los alfavirus.
Las células Vero o HelLa se infectaron con CHIKV (A), MAYV (C) o UNAV (E) con un MOI
de 10. Después de 1 hora de absorcion del virus, se aplico acido Ginkgodlico o DMSO a las
células. En diferentes momentos después de la infeccidn, los niveles de proteinas E1 y
nsP1 fueron evaluados por Western blot (WB). La proteina de [(-actina se utiliz6 como
control de carga. MW: Peso molecular. kDa: kilodaltons. B, D, F. La intensidad de las
bandas de las proteinas E1 y nsP1 se densitometraron utilizando el software ImageJ y se
normalizaron con la proteina B-actina. Los datos se analizaron con la prueba ANOVA
bidireccional. Se muestran diferencias estadisticamente significativas: *** p <0,001; **** p <
0,0001.

e El acido ginkgodlico también bloquea la replicacion del virus Zika
Hasta ahora nuestros resultados sugerian que el acido ginkgdlico era capaz de
afectar la replicacion de diversos miembros del género Alfavirus. Para verificar si la
actividad de este compuesto podria ser de amplio espectro, decidimos evaluar el
efecto de acido ginkgdlico en el virus Zika (ZIKV), un importante miembro del género
Flavivirus. Para ello, pretratamos las células con acido ginkgdélico o DMSO vy las
infectamos con los distintos virus. En diferentes periodos de tiempo, cuantificamos
la produccion de particulas de ZIKV. En este experimento observamos una clara
reduccion de los titulos virales en ambos tiempos de infeccién, en las células
tratadas con acido ginkgodlico (Figura 25A). Ademas, este efecto fue dependiente de
la concentracién del compuesto (Figura 25B). Para corroborar si la actividad virucida
observada con los alfavirus también ocurria en ZIKV, incubamos 105 UFP del virus
con acido ginkgdlico o DMSO disuelto en MEM durante 1h a 37°, y después
cuantificamos las particulas virales de cada condicion experimental. Nuestros
resultados revelan que el acido ginkgolico también afecta fuertemente la infectividad
de ZIKV (Figura 25C). Finalmente, llevamos a cabo un experimento de tiempo de

adicion como explicamos previamente, para determinar la etapa en el ciclo de vida
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de ZIKV, que podria estar afectando el acido ginkgélico. Tal y como observamos
con los alfavirus, el acido ginkgodlico solo inhibe la replicaciéon de ZIKV cuando es
agragado en las primeras 2h, indicando que el compuesto afecta una etapa
temprana de la replicacion (Figura 25D). En su conjunto, estos resultados indican
que el acido ginkgolico también afecta la replicacién de ZIKV y podria tener una

actividad antiviral de amplio espectro.
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Figura 25. El 4cido ginkgodlico también inhibe la replicacién del virus del Zika. (A) Las
células Vero se trataron previamente con 10 uM de acido Ginkgdlico 0,1 % DMSO. Después
de 1 hora de incubacion, se retird el medio de tratamiento y las células se infectaron con
ZIKV con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 10. Luego, se anadié medio fresco con
acido Ginkgodlico o DMSO a las células y se incubaron durante 16 o 24 hpi. La produccién
de progenie viral en los sobrenadantes celulares se midié como se mencioné anteriormente.
(B) Las células Vero se trataron previamente con concentraciones crecientes de acido
Ginkgolico y luego se infectaron con ZIKV como se menciond anteriormente. Los titulos
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virales en los sobrenadantes celulares se cuantificaron como se describié anteriormente.
(C) 10> UFP de ZIKV se incubaron en un medio libre de suero con acido Ginkgélico o DMSO
como se describié anteriormente. El virus restante en ambas condiciones experimentales
se cuantifico mediante un ensayo de formacion de placa. (D) Las células Vero se infectaron
con ZIKV; después de 1 hora de absorcién del virus, se afiadié acido Ginkgdlico a las células
en los momentos indicados. La produccién viral se evalué como se describié anteriormente.
Los titulos virales se expresaron como unidades formadoras de placa por mililitro (PFU/ml).
Los datos se analizaron con la prueba ANOVA unidireccional o bidireccional y la prueba
Mann & Whitney. Se muestran diferencias estadisticamente significativas: ** p < 0,01; *** p
<0,001; *** p < 0,0001; ns: no significativas.
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Los virus transmitidos por artropodos constituyen un importante problema de salud

publica a nivel mundial, ya que se han relacionado con factores como las actividades
humanas, interaccién vector-huésped, aumento del comercio, los viajes aéreos
intercontinentales y un aumento en la tasa de recombinacion viral. Al no existir un
tratamiento especifico contra estos virus y tampoco vacuna para combatirlos
tenemos como consecuencia que las enfermedades causadas por estos arbovirus
han surgido en nuevas regiones del mundo debido a que las cepas son mas
adaptables y en su gran mayoria adquiridas en paises tropicales (Gémez-Calderdn
et al., 2017). Debido a la amenaza que esto representa para la salud publica es
fundamental la identificacion de potenciales moléculas antivirales que permitan
combatir estas infecciones.

Es por ello que el objetivo primordial de este trabajo de investigacion era explorar la
posible actividad antiviral del acido ginkgolico contra los arbovirus MAYV, UNAV,
CHIKV y ZIKV. Nuestros resultados indican que el acido ginkgodlico es capaz de
reducir la replicacion de todos los virus estudiados de manera dependiente de la
dosis. Estudios previos revelan que este compuesto tiene multiples actividades
biolégicas, como un aumento en la actividad apoptatica y antiproliferativa en una
gran cantidad de modelos de cancer (ZHAO et al., 2013), efecto antibacteriano (Hua
et al., 2017) y antinflamatorio (Li et al., 2018). Ademas, existe evidencia que

funciona como ansiolitico y antiestrés ya que inhibe la actividad de la enzima
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monoamino oxidasa y eleva las concentraciones de serotonina (White et al., 1996;
Satyan et al., 1998).

La eficacia de estos compuestos depende, entre otras cosas, de obtener
concentraciones inhibitorias en el sitio de la infeccién (Romero et al., 2016). Es por
ello que inicialmente decidimos realizar un ensayo de viabilidad celular con MTT en
donde probamos la citotoxicidad del farmaco a diferentes concentraciones para
descartar cualquier efecto adverso sobre nuestras lineas celulares utilizadas. Es
evidente que con la concentracion maxima estudiada (10 pM), no habia una
disminucién en la viabilidad de las lineas celulares HeLa y Vero.

Para evaluar el efecto de este compuestos sobre los virus estudiados, realizamos
una cinética de infeccién y en diferentes periodos de tiempo, tras el tratamiento con
acido ginkgdlico o DMSO, se evalué la produccion de progenie viral. Nuestros
rsultados indican que hay una reduccion significativa en los rendimientos virales
para todos los virus probados. Para confirmar estos resultados, evaluamos la
presencia de antigenos virales en las células que fueron infectadas con los tres
virus, tratadas o no tratadas con &cido ginkgdlico mediante un ensayo de
inmunofluorescencia. Estos ensayos revelaron que efectivamente el tratamiento
con acido ginkgolico promueve una disminucion considerable en el porcentaje de
células que muestran una tincion positiva para los antigenos virales. Ademas,
encontramos que el efecto del acido ginkgdlico era dependiente de la dosis.

En vista de que este compuesto de origen natural mediante su mecanismo de accién
podria interferir en alguna de las fases de la infeccion y la replicacion de los
arbovirus estudiados (Romero et al., 2016), decidimos investigar el efecto virucida

de acido ginkgdlico sobre MAYV, UNAV, CHIKV y ZIKV. En estos experimentos
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observamos que efectivamente el acido ginkgodlico tiene un fuerte efecto en la
capacidad infectiva de las particulas virales. Otros trabajos han demostrado que
algunos compuestos naturales también son capaces de inhibir a través de una
actividad directa (Bryan et al., 2017) (Wenchun et al., 2017) (Weber et al., 2015).
(Jiménez-Posada et al., 2021) (Pretell et al., 2016).

Debido a que los ensayos anteriormente realizados habian sido solo con pre-
tratamiento decidimos determinar que ocurria si tratabamos las células a distintos
tiempos después que el virus habia entrado a la célula, y para ello realizamos un
ensayo de tiempo adicion. En estos experimentos observamos que en el caso de
MAYV y CHIKV solamente habia un efecto cuando las células se trataban hasta 2
horas despues de la infeccion lo que quiere decir que el acido ginkgdlico podria
estar actuando en una etapa temprana, sin embargo, con UNAV se observé una
pequefa diferencia, pero significativa aun tratando cuatro horas después.

Debido a que observamos un efecto antiviral aun despues de la absorcién viral,
quisimos explorar si esos compuestos estaban afectando la expresion de las
proteinas virales E1 y nsP1. Nuestros resultados revelan que cuando tratamos con
acido ginkgolico en habia una bajada muy fuerte de la expresion de las proteinas
virales de MAYV, UNAV y CHIKV. Esto se ha observado previamente con otros virus
(Borenstain et al., 2020).

Hasta ahora nuestros resultados indican que el compuesto acido ginkgdlico era
capaz de inhibir a miembros de un mismo grupo dentro de la familia Togaviridae los
Alphavirus, asi nos preguntamos si este compuesto podria tener una actividad sobre
otros virus. Para ello probamos especificamente el virus Zika perteneciente a la

familia Flaviviridae. En estos experimentos observamos que el acido ginkgdlico
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también era capaz de disminuir la progenie viral de ZIKV, y este efecto fue dosis
dependiente. Ademas, este compuesto tiene un efecto directo sobre las particulas
de ZIKV ya que se observa una fuerte disminucién de los titulos virales. Finalmente,
al igual que lo observado con los Alfavirus, notamos que el acido ginkgélico afecta
una etapa temprana de la replicacion. Todos estos resultados sugieren que el acido

ginkgdlico podria ser un antiviral de amplio espectro.
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El acido ginkgolico no es toxico para las células Vero o Hela.

El acido ginkgdlico inhibe la replicacion de los 3 alfavirus CHIKV, MAYV
y UNAV.

La disminucion en los titulos de los Alfavirus es dependiente de la
concentracion del acido ginkgdlico.

El acido ginkgodlico tiene un efecto directo sobre la infectividad de las
particulas de los distintos virus.

El acido ginkgdlico inhibe la replicacion de todos los virus en una etapa
temprana.

El acido ginkgdlico afecta la expresion de las proteinas virales E1 y NSP1
de los alfavirus estudiados.

El acido ginkgdlico también afecta la replicacion del flavivirus Zika.
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Abstract: The alphaviruses Chikungunya (CHIKV), Mayaro (MAYV), Una (UNAYV), and the flavivirus
Zika (ZIKV) are emerging or re-emerging arboviruses which are responsible for frequent epidemic
outbreaks. Despite the large impact of these arboviruses on health systems, there are no approved
vaccines or treatments to fight these infections. As a consequence, there is an urgent need to discover
new antiviral drugs. Natural products are a rich source of compounds with distinct biological
activities, including antiviral properties. Thus, we aimed to explore the potential antiviral activity of
Ginkgolic acid against the arboviruses CHIKV, MAYV, UNAV, and ZIKV. Viral progeny production in
supernatants from cells treated or not treated with Ginkgolic acid was quantified by plaque-forming
assay. Ginkgolic acid’s direct virucidal activity against these arboviruses was also determined.
Additionally, viral protein expression was assessed using Western blot and immunofluorescence.
Our results reveal that Ginkgolic acid promotes a dose-dependent decrease in viral titers in all tested
viruses. Moreover, the compound demonstrated strong virucidal activity. Finally, we found that viral
protein expression was affected by treatment with this drug. Collectively, these findings suggest that
Ginkgolic acid could have broader antiviral activity.

Keywords: alphaviruses; chikungunya; Mayaro; Una; flavivirus; zika; ginkgolic acid; replication;
inhibition

1. Introduction

The Alphavirus (Togaviridae family) and Flavivirus (Flaviviridae family) genera are arthropod-borne
viruses (arboviruses) with a widespread distribution in tropical and subtropical countries [1].
Both genera are enveloped single-stranded RNA viruses of positive polarity with genomes ranging
from 10 to 12 kilobases in length [2,3]. Some members of these genera, including the Dengue (DENV),
Chikungunya (CHIKV), and Zika (ZIKV) viruses, are efficiently transmitted by the same vector,
mosquitoes of the Aedes genus [4,5]. Furthermore, in recent years, several members of these viral
genera have emerged as important human pathogens that have caused severe epidemic outbreaks at a
regional or global level [6].

Within the Alphavirus genus, 31 species of viruses have been identified and classified into
11 different complexes based on their antigenic characteristics [7,8]. According to this classification,
CHIKYV, Mayaro (MAYV) and Una (UNAV) have been grouped within the Selimki Forest antigenic
complex [8]. Typically, these arthritogenic viral infections are associated with symptoms such as fever,
headache, myalgia, retro-orbital pain, rash, joint pain and in some cases, limiting and long-lasting
polyarthralgia [9,10]. Recently, severe clinical manifestations, including fatal outcomes, have been
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observed in patients infected with CHIKYV, suggesting that some Alphavirus infections have the potential
to produce serious disease [11,12].

On the other hand, the Flavivirus genus includes medically important pathogens such as DENV,
Yellow fever virus (YFV), West Nile virus (WNV), Japanese encephalitis virus (JEV) and ZIKV [13].
Before its introduction in Brazil in 2015, ZIKV was thought to only cause mild infection [14]. However,
following the outbreak in Brazil, ZIKV infection was correlated with serious neurological disorders,
including microcephaly in newborns and the appearance of Guillain-Barré syndrome in adults [15].
Despite the large impact of these arbovirus infections on the health systems of affected countries
and the frequent emergence of new viral pathogens, there are currently no approved treatments or
vaccines to combat these infections. As a result, there is an urgent need to identify new broad-acting
antiviral drugs.

With regard to identifying new potential drugs, natural products are a rich source of molecules
with diverse biological activities [16]. Ginkgolic acid is a natural compound isolated from the seed
coats or leaves of Ginkgo biloba, a plant that is widely used in traditional Chinese medicine [17]. Earlier
reports have shown that Ginkgolic acid has antitumoral [18,19], antibacterial [20] and antiparasitic
activity [21], as well as antiviral activity against human immunodeficiency virus (HIV) [22]. Moreover,
this compound is able to inhibit SUMOylation, a post-translational protein modification that regulates
key processes in the cell [23]. Nonetheless, Ginkgolic acid’s ability to disrupt arbovirus replication
remains unexplored. The aim of this study was to evaluate the antiviral activity of Ginkgolic acid
against the arboviruses CHIKV, MAYV, UNAYV, and ZIKV.

2. Materials and Methods

2.1. Cell Line Cultures and Reagents

Vero (CCL-81), Vero-E6 (CRL-1586, both obtained from ATCC, Manassas, VA, USA) and HelLa
cells (kindly provided by Dr. Carmen Rivas, CIMUS, Spain) were grown in Minimal Essential Medium
(MEM) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 2 mM of 1 -Glutamine and
1% penicillin-streptomycin antibiotic solution (Gibco, Waltham, MA, USA). Cell lines were cultured at
37 °C under a 5% CO, atmosphere. Ginkgolic acid C15:1 [(Z)-6-(Pentadec-8-enyl)-2-hydroxybenzoic
acid, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA] was dissolved in Dimethyl sulfoxide (DMSO) at a 10 mM
concentration and stored at -20 °C until use. Working solutions of Ginkgolic acid were prepared in
MEM at the indicated concentrations.

2.2. Virus Strains and Propagation

Mayaro (MAYV, AVR0565, San Martin, Peru) [24] and Una (UNAYV, BT-1495-3, Bocas del Toro,
Panama) [25] strains were obtained from the World Reference Center for Emerging Viruses and
Arboviruses (WRCEVA) at University of Texas Medical Branch (UTMB), USA, and kindly provided by
Dr. Scott Weaver. Chikungunya (CHIKYV, Panama_256137_2014) [26] and Zika (ZIKV, 259249) strains
were isolated from patient sera during Chikungunya and Zika outbreaks in Panama in 2014 and 2015,
respectively. Virus strains were propagated, titrated, aliquoted and stored as previously described [27].

2.3. Cytotoxicity Analysis

Ginkgolic acid toxicity was assessed following the procedures of a previous study [27]. Briefly,
2.5 x 10* Vero or HeLa cells grown in 96-well plates in MEM without phenol red were treated
with DMSO or Ginkgolic acid at a concentration of 0, 1 or 10 puM for 24 h. Then, 5 mg/mL of
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma, Aldrich, Saint Louis,
MI, USA) was added to the cells, and they were incubated for 4 h. Formazan crystals were dissolved
in a solution of 4 mM HCI and 10% Triton X-100 in isopropanol, and absorbance was determined at
570 nm using a microplate reader spectrophotometer (BioTek, Winooski, VT, USA). Results are shown
as the percentage of viable cells relative to untreated control cells.
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2.4. Virus Plaque-Forming Assay

Viral titers in cell supernatants were quantified by plaque-forming assay as previously reported [27].
Briefly, 10-fold serial dilutions of infected cell supernatants were used to infect Vero-E6 (MAYV and
UNAV) or Vero cells (CHIKV and ZIKV) grown in 6-well plates and incubated for 1 h at 37 °C.
After virus absorption, the viruses were removed and the cells were overlaid with a solution of agar
(1%) in MEM supplemented with 2% FBS and incubated for 3 days at 37 °C. Then, the agar was
removed and the cells were fixed with 4% formaldehyde solution in PBS and stained with 2% crystal
violet prepared in 30% methanol. Finally, the number of plaques was counted, and the viral titers were
reported as plaque-forming units per milliliter (PFU/mL).

2.5. Viral Infection Assays

Viral infection experiments were performed in HeLa or Vero cells seeded in 12- or 24-well plates
pre-treated with DMSO or Ginkgolic acid. We used a multiplicity of infection (MOI) of 1 or 10 for each
virus tested, and the cells were incubated with DMSO or Ginkgolic acid at the indicated concentrations
and times. Cell supernatants were harvested to quantify the viral titers using a plaque-forming assay.
For the virucidal activity experiments, approximately 10° or 10° PFU of CHIKV, MAYV, UNAV or
ZIKV were incubated in serum-free MEM with 10 uM of Ginkgolic acid for 1h at 37 °C. Then, the virus
particles were quantified as stated above. Additionally, protein extracts from infected cells under the
different experimental conditions were obtained for protein analysis.

2.6. Immunofluorescence Assay

Vero or HeLa cells cultivated on glass coverslips were infected with CHIKV, MAYV or UNAV
at an MOI of 1. Following 24 h of infection, cells were fixed with 2% paraformaldehyde in PBS
buffer for 20 min and permeabilized with 0.25% Triton-X100. Then, the cells were blocked in 2%
bovine serum albumin solution in PBS for 20 min and stained overnight at 4 °C with anti-CHIKY,
anti-MAYV or anti-UNAV mouse ascitic fluid (kindly provided by Dr. Scott Weaver, WRCEVA-UTMB,
USA). Afterward, cells were incubated with a Goat anti-mouse secondary antibody (Alexa Flour 488,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 1 h in the dark. Finally, coverslips were mounted on slides with
Prolong Diamond Antifade Mountant with Dapi (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and the images were
captured with an FV1000 Flowview Confocal microscope (Olympus, Lombard, IL, USA). The pictures
were analyzed with Image] software. The number of virus-positive cells were estimated in at least
10 fields and denoted as the percentage of positive cells.

2.7. Protein Analysis

Viral protein expression was assessed by Western blot as previously described [27]. Briefly, Vero
or HeLa cells were infected with CHIKV, MAYV or UNAV and after 1 h of virus absorption, 10 uM
Ginkgolic acid or 0.1% DMSO, both dissolved in fresh MEM, were added to the cells. Then, at different
times post-infection, protein extracts were obtained in Laemmli buffer with 10% Dithiothreitol (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Proteins were fractionated in SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes
and blocked in a 5% non-fat milk solution in T-TBS buffer for 30 min. Membranes were incubated
overnight at 4 °C with the following primary antibodies: rabbit polyclonal anti-E1, rabbit polyclonal
anti-nsP1 (both of which were previously validated against alphaviruses in our laboratory [27]),
and mouse monoclonal anti-B-actin (8H10D10, Cat. # 3700, Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA). Next, the membranes were washed 3 times in T-TBS buffer and incubated with HRP-conjugated
goat anti-rabbit (Cat. # 926-80011) or goat anti-mouse (Cat. # 926-80010) secondary antibodies
(LI-COR, Lincoln, NE, USA) at room temperature for 1 h. Finally, the membranes were incubated
with SignalFireTM ECL Reagent (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) for 5 min and the
quimioluminescent signal was detected with a C-Digit scanner (LI-COR, Lincoln, NE, USA).
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2.8. Statistical Analysis

Data were analyzed with the Mann & Whitney test and One- or Two-way ANOVA test using
GraphPad Prism Software version 8.4.0 for Mac. A p value < 0.05 was considered as statistically
significant. All experiments were performed at least 3 times with 3 replicates. For each experiment,
mean and standard deviation are shown.

3. Results

3.1. Ginkgolic Acid Reduces Alphavirus Progeny Yield

To examine the effect of Ginkgolic acid on alphavirus replication, we performed a kinetic infection
in Vero or HeLa cells. The cells were pre-treated with Ginkgolic acid or DMSO for 1 h; then we removed
the medium with the treatments, and the cells were infected with CHIKV, MAYV or UNAV. After 1 h
of virus absorption, we added Ginkgolic acid or DMSO in fresh medium and viral progeny production
in the cell supernatants was quantified by plaque-forming assay at the indicated times post-infection.
As shown in Figure 1A-C, we observed a time-dependent increase in viral titers in DMSO-treated cells.
On the other hand, in Ginkgolic acid-treated cells we found a significant reduction in viral yields for
all tested viruses (Figure 1A-C). In order to confirm these results, we evaluated the presence of viral
antigens in infected cells treated or not treated with Ginkgolic acid using immunofluorescence. These
assays revealed that Ginkgolic acid treatment promotes a considerable decrease in the percentage of
cells that demonstrate positive staining for the viral antigens (Figure 1D-E). To discard the possibility
that the observed effect of Ginkgolic acid on viral replication was due to drug cytotoxicity, we assessed
cell viability in Vero or HeLa cells incubated with different concentrations of the compound using the
MTT method. In these experiments, we did not see a significant decline in cell viability after 24 h of
incubation with Ginkgolic acid (Figure S1). Taken together, these results indicate that Ginkgolic acid
affects the alphaviruses’ progeny yields.
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Figure 1. Ginkgolic acid impairs Alphavirus progeny production. Vero (A) and HeLa (B,C) cells were
pre-treated with Ginkgolic acid at 10 uM or 0.1% DMSO as a control for 1 h. Then, the medium with
the treatment was removed and the cells were infected with CHIKV, MAYV or UNAV at an MOI
of 10. After 1 h of virus absorption, fresh medium was added with Ginkgolic acid or DMSO and
the cells were incubated for 16 or 24 h post-infection (hpi). Viral progeny yield in cell supernatants
collected at indicated times were quantified by plaque-forming assay. Viral titers were represented
as plaque-forming units per milliliter (PFU/mL). Statistically significant differences were assessed
with the Two-way ANOVA test: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 and *** p < 0.0001. (D,E) Vero
or Hela cells grown on glass cover slips were pre-treated with Ginkgolic acid or DMSO and then
infected with the Alphavirus at an MOI of 1. After 24 h of incubation with the treatment, cells were
fixed and stained with anti-CHIKYV, anti-MAYV or anti-UNAV mouse primary antibodies, followed by
an Alexa-Flour 488 mouse secondary antibody. Cell nuclei were stained with Dapi (in blue). Images
were obtained with a confocal microscope and analyzed with Image]J software. The percentage of
viral antigen-positive cells was evaluated in at least 10 fields for each experimental condition. These
data were analyzed with the Two-way ANOVA test. Statistically significant differences are shown:
***p < 0.001 and **** p < 0.0001. Scale bar, 50 um.

3.2. Alphavirus Titer Decrease Is Ginkgolic Acid Concentration-Dependent

To evaluate whether Alphavirus progeny reduction is affected by drug concentration, we pre-treated
Vero or HeLa cells with different concentrations of Ginkgolic acid before being infected with CHIKY,
MAYV or UNAV, and the viral progeny production was measured as above. The viral progeny yields
in DMSO-treated cells reached between 10% and 10'2 PFU/mL, depending on the Alphavirus being
tested (Figure 2). However, in Ginkgolic acid-treated cells, we found a significant dose-dependent
decrease in viral titers (Figure 2).
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Figure 2. Ginkgolic acid’s effect on viral yield is concentration-dependent. Vero (A) and HeLa (B,C)
cells were pre-treated with increasing concentrations of Ginkgolic acid and infected with CHIKV, MAYV
or UNAV as previously described. After 24 h of incubation with the treatment or DMSO, production
of infectious viral particles was quantified as previously described. Viral titers were represented as
plaque-forming units per milliliter (PFU/mL). Experimental data were analyzed with the One-way
ANOVA Test. Statistically significant differences are shown: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;
% p < 0.0001.

3.3. Virucidal Activity of Ginkgolic Acid against Alphavirus

In order to analyze if Ginkgolic acid has a direct effect on the infectivity of Alphavirus particles,
we incubated 10 PFU of CHIKV, MAYV or UNAV in serum-free medium with the Ginkgolic acid
or DMSO at 37 °C for 1 h. Subsequently, the remaining virus in each experimental condition was
quantified as previously indicated. As shown in Figure 3, Ginkgolic acid had a strong effect on viral
infectivity; we found significant decreases of 4 to 5 logs in viral titers. These results suggest that
Ginkgolic acid impairs the infectivity of Alphavirus particles.
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Figure 3. Ginkgolic acid alters Alphavirus particles’ infectivity. Approximately, 10° PFU of CHIKV (A),
MAYYV (B) or UNAV (C) were incubated in serum-free medium with Ginkgolic acid at 10 uM or 0.1%
DMSO as a control for 1 h at 37 °C. Then, the alphaviruses were directly titrated in Vero or Vero-E6 cells
and the remaining virus was quantified using a plaque-forming assay. Viral titers were represented
as plaque-forming units per milliliter (PFU/mL). Data were analyzed using the Mann & Whitney test.
Statistically significant differences are shown: *** p < 0.001; **** p < 0.0001.

3.4. Ginkgolic Acid Disrupts an Early Stage in the Alphavirus Replication Cycle

Given that we observed an antiviral effect when we pre-treated the cells or directly incubated
the viruses with Ginkgolic acid, we decided to determine if this molecule is able to block Alphavirus
replication after virus absorption. To investigate this, we performed time addition experiments in
which we added Ginkgolic acid or DMSO at indicated times after 1 h of virus absorption (time 0 hpi);
then we collected the cell supernatants at 24 hpi to measure viral progeny yields. These assays revealed
that Ginkgolic acid only promoted a decline in Alphavirus progeny yields when the drug was applied
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in the first 2 hpi (Figure 4A-C). In the case of UNAYV, we still noted a modest inhibitory effect at 4 hpi
(Figure 4C). Altogether, these findings suggest that Ginkgolic acid inhibits Alphavirus replication at an
early stage of the viral cycle.
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Figure 4. Ginkgolic acid prevents Alphavirus replication at an early stage of the viral cycle. Vero (A)
or HeLa (B,C) cells were infected with CHIKV, MAYV, or UNAV and after 1 h of virus absorption,
Ginkgolic acid or DMSO were applied to the cells at the indicated times. Then, the viral progeny
production was measured in the cell supernatants after 24 h of incubation with the Ginkgolic acid or
DMSO as previously indicated. The viral titers were expressed as plaque-forming units per milliliter
(PFU/mL). Data were analyzed with the Two-way ANOVA test. Statistically significant differences are
shown: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001; ns: non-significant.

3.5. Ginkgolic acid Suppresses the Expression of Alphavirus Proteins

The previous results suggest that Ginkgolic acid could also have a negative effect on a post-entry
step in the Alphavirus cycle. With respect to this, we wanted to explore other possible mechanisms by
which Ginkgolic acid inhibits Alphavirus replication. Thus, we assessed the expression of viral proteins
structural E1 and non-structural nsP1 in cell lysates obtained from cells infected with CHIKV, MAYYV,
or UNAYV and treated with Ginkgolic acid or DMSO at different times. As shown in Figure 5A,C,E,
we detected strong expression of both E1 and nsP1 proteins in DMSO-treated cells at 24 hpi for all
evaluated alphaviruses. Conversely, Ginkgolic acid treatment resulted in a notable suppression of
viral protein expression (Figure 5A,C,E). Furthermore, a semi-quantitative densitometric analysis for
both viral proteins confirmed these findings (Figure 5B,D,F). Collectively, these results indicate that
Ginkgolic acid affects the expression of Alphavirus proteins.
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Figure 5. Ginkgolic acid affects alphavirus protein expression. Vero or HeLa cells were infected with
CHIKV (A), MAYV (C), or UNAV (E) at an MOI of 10. After 1 h of virus absorption, Ginkgolic acid or
DMSO were applied to the cells. At different times post-infection, the levels of E1 and nsP1 proteins
were assessed by Western blot (WB). 3-actin protein was used as a loading control. MW: Molecular
weight. kDa: kilodaltons. B,D,F. Intensity bands for both E1 and nsP1 proteins were quantified using
Image] software and normalized with (3-actin protein. Data were analyzed with the Two-way ANOVA
test. Statistically significant differences are shown: *** p < 0.001; **** p < 0.0001.

3.6. Ginkgolic Acid also Blocks Zika Virus Replication

Since our results suggested that Ginkgolic acid is able to inhibit the replication of different closely
related viruses within the Alphavirus genus, we tried to determine if this compound has broader
antiviral activity. To test this hypothesis, we decided to analyze Ginkgolic acid’s ability to affect the
replication of the emerging Flavivirus ZIKV. To do this, Vero cells were pre-treated with Ginkgolic
acid or DMSO as described earlier and infected at different times with ZIKV; then viral progeny
production was measured by plaque-forming assay. In DMSO-treated cells, we observed a clear
time-dependent increase in viral titers (Figure 6A). In contrast, in the Ginkgolic acid-treated cells, there
was an appreciable reduction in viral progeny production in both tested times and this effect was
dose-dependent (Figure 6A,B). To verify whether the virucidal activity of Ginkgolic acid observed with
CHIKYV, MAYV or UNAV also occurred with ZIKV, we incubated 10° PFU of the virus in serum-free
medium that contained the drug or DMSO as a control. These experiments revealed again that
Ginkgolic acid had a potent inhibitory effect on the virus’ infectivity capacity (Figure 6C). Finally,
we performed a time addition experiment as previously described to evaluate in which stage of the
ZIKV life cycle the treatment was affecting. As shown in Figure 6D, we found that Ginkgolic acid only
affected ZIKV replication when it was administered in the first 2 hpi as we observed in the experiments
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with the alphaviruses. These findings indicate that Ginkgolic acid also exhibits inhibitory activity
against ZIKV and suggests that this compound could have broader antiviral activity.
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Figure 6. Ginkgolic acid also inhibits Zika virus (ZIKV) replication. (A) Vero cells were pre-treated
with 10 uM Ginkgolic acid or 0.1% DMSO. After 1 h of incubation, the treatment medium was removed
and the cells were infected with ZIKV at a multiplicity of infection (MOI) of 10. Then, fresh medium
with Ginkgolic acid or DMSO was added to the cells and they were incubated for 16 or 24 hpi. Viral
progeny production in the cell supernatants was measured as previously mentioned. (B) Vero cells
were pre-treated with increasing concentrations of Ginkgolic acid and then infected with ZIKV as
above. Viral titers in cell supernatants were quantified as previously described. (C) Nearly 10° PFU of
ZIKV were incubated in serum-free medium with Ginkgolic acid or DMSO as described previously.
The remaining virus in both experimental conditions was titrated using plaque-forming assay. (D) Vero
cells were infected with ZIKV; after 1 h of virus absorption, Ginkgolic acid was added to the cells at the
indicated times. Viral production was evaluated as previously described. Viral titers were expressed as
plaque-forming units per milliliter (PFU/mL). Data were analyzed with the One- or Two-way ANOVA
test and Mann & Whitney test. Statistically significant differences are shown: ** p < 0.01; *** p < 0.001;
*** p < 0.0001; ns: non-significant. .

4. Discussion

Emerging arboviruses represent a serious threat to global public health [28]. To date, there are no
FDA-approved antivirals to combat these infections and protective vaccines are still being developed.
In addition, the spread of several arboviruses to new territories and the increasing availability of
arthropod vectors, frequently promotes outbreaks in high-risk regions [29,30]. As a consequence, there
is an imperative demand to find new antivirals with potential broader activity.

In this study, we assessed the possible antiviral activity of the natural compound Ginkgolic acid
against CHIKV, MAYV, UNAYV, and ZIKV. Our results indicate that this drug is capable of reducing
replication in a dose-dependent manner in all tested arboviruses. Previous studies suggest that
Ginkgolic acid has diverse biological activities, among them, antibacterial [20], antiparasitic [21,31],
anti-inflammatory [32] and antitumoral activity [18,19,33]. In addition, other studies have demonstrated
that this molecule can inhibit HIV protease in a cell-free system and HIV infection in human peripheral
blood mononuclear cells [22,34].
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Given that several natural compounds have the ability to directly affect viral particles’ infectivity,
we explored the putative virucidal effect of Ginkgolic acid on arboviruses. These experiments show that
Ginkgolic acid has a strong effect on infectivity for all the arboviruses evaluated. This is supported by
previous reports of other natural molecules, such as Cucurmin, Epigallocatechin gallate, and Luteolin,
demonstrating virucidal activity against ZIKV, CHIKV and JEV, respectively [35-37].

Natural molecules can disturb viral replication at different stages of the viral life cycle, including
viral entry, viral protein expression, assembly and viral release [38—40]. With this in mind, we
performed a time addition experiment to evaluate the impact of Ginkgolic acid on arbovirus life
cycles. Our findings suggest that this compound affects the immediate early or early phase of virus
replication. In connection with this, we decided to study alternative mechanisms by which Ginkgolic
acid could prevent Alphavirus replication. Thus, we assessed the expression of viral proteins E1 and
nsP1 using Western blot. These analyses suggest that Ginkgolic acid suppresses the expression of both
viral proteins. Other studies have shown that natural compounds, such as Harringtonine can inhibit
CHIKYV replication through the suppression of viral protein expression.

Although our in vitro results suggest that Ginkgolic acid may have the potential to act as an
antiviral drug, its transition toward a therapeutic use presents some important challenges. Some
studies have revealed that Ginkgolic acid demonstrates cytotoxic activity at high concentrations in
different cell lines [41,42]. Similar findings on cytotoxicity have been reported using animals [43].
However, one pharmacokinetic study showed that Ginkgolic acid can be detected at micromolar levels
in rat plasma following oral administration of a small dose (10 mg/kg), suggesting that non-cytotoxic
doses of this compound could be used in animal models to evaluate its possible antiviral activity [44].
With respect to this, further detailed studies are required to evaluate the efficacy and safety of this
compound as an antiviral drug in an animal infection model. However, to our knowledge, this is the
first time that Ginkgolic acid’s broader antiviral activity against different arthropod-borne viruses has
been demonstrated.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1999-4915/12/4/449/s1,
Figure S1: Cytotoxicity evaluation of Ginkgolic acid in Vero or HeLa cells.
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Figure S1. Cytotoxicity evaluation of Ginkgolic acid in Vero or HeLa cells. Vero (A) or HeLa (B) cells were

treated with Ginkgolic acid at indicated concentrations for 24 h, and cell viability was determined using the
MTT method. Data were analyzed with the One-way ANOVA test using GraphPad software.
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