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RESUMEN



El virus Mayaro (MAYV) es un patégeno emergente transmitido
principalmente por mosquitos selvaticos. Se ha descrito que MAYV provoca una
enfermedad febril caracterizada por artralgias prolongadas, sin embargo, estudios
recientes han revelado que MAYV puede infectar eficientemente células del sistema
nervioso humano, lo que sugiere un posible riesgo de complicaciones neuroldgicas.

En este contexto, se evalud la susceptibilidad de células de neuroblastoma
humano (SH-SY5Y) como modelo neuronal para caracterizar la infeccion por MAYV.
Los resultados mostraron que MAYV disminuye significativamente la viabilidad de
las células SH-SYSY y provoca un notable efecto citopatico en células no
diferenciadas. Ademas, se observé un aumento significativo en la produccion de
progenie viral independientemente del estado de diferenciacion celular. La
expresion de las proteinas E1 y nsP1 de MAYV fue evidente en las SH-SY5Y
independientemente de su estado de diferenciacion celular. Ademas, se observaron
resultados similares para el virus Una, otro alfavirus estrechamente relacionado a
MAYV. Por otra parte, se evaluaron genes de respuesta inmune mediante RT-qPCR
y se observé un estado antiviral general en células diferenciadas como no
diferenciadas. Estos hallazgos confirman que las células SH-SYS5Y son altamente
susceptibles a la infeccion por MAYV independientemente de su estado de
diferenciaciéon celular, de manera que es capaz de infectar in vitro, un modelo
neuronal maduro y esto coincide con investigaciones que demuestran que MAYV
puede infectar células del cerebro humano. Por lo tanto, seguir investigando la
patogénesis de MAYYV en el sistema nervioso central puede ser clave para entender
como actua el virus en este entorno.

Paralelamente, dada la ausencia de tratamientos especificos contra MAYV,
se evaluo el potencial antiviral de los rocaglatos, Rocaglamida A, CR-1-31-B y
Zotatifin, compuestos derivados de plantas del género Aglaia, conocidos por inhibir
el factor de iniciacién de la traduccion eucariota 4A (elF4A), esencial para la sintesis
proteica viral. Estos hallazgos demuestran que Zotatifin es altamente efectivo,
protegiendo las células de los dafos inducidos por MAYV vy reduciendo
significativamente la produccién de progenie viral de forma dependiente de la dosis

e independientemente de la cepa de MAYV utilizada. Por el contrario, Rocaglamida



A no presenté actividad, y CR-1-31B mostro efectos modestos. Posteriormente, se
demostré que Zotatifin reducia la produccion de progenie viral de los virus
Chikungunya y Una, al igual que redujo la intensidad de la proteina verde
fluorescente (GFP) en células infectadas con el virus de la influenza A (I1AV) y el
virus de la estomatitis vesicular (VSV). Adicionalmente, Zotatifin disminuyd de
manera potente la expresion de proteinas virales de MAYV, VSV, IAV vy el virus
Vaccinia.

En conjunto, este estudio destaca la posible capacidad de MAYV de afectar
el cerebro humano y resalta a Zotatifin como un candidato antiviral con potencial
para combatir infecciones por distintos virus y lo posicionan como una molécula

prometedora en el desarrollo de terapias antivirales.

Palabras claves: MAYV, SH-SY&Y, Zotatifin, antivirales, rocaglatos, elF4A.



ABSTRACT



The Mayaro virus (MAYV) is an emerging pathogen primarily transmitted by
sylvatic mosquitoes. MAYV has been shown to induce a febrile iliness characterized
by prolonged arthralgia. However, recent studies have demonstrated that MAYV can
effectively infect human nervous system cells, indicating a potential risk of
neurological complications. In this context, we evaluated the susceptibility of human
neuroblastoma cells (SH-SY5Y) as a neuronal model to characterize MAYV
infection. The results showed that MAYV significantly reduced the viability of SH-
SY5Y cells and induced a pronounced cytopathic effect in undifferentiated cells.
Furthermore, a significant increase in viral progeny production was observed,
regardless of the cellular differentiation status. MAYV E1 and nsP1 proteins were
expressed in SH-SYS5Y cells regardless of their differentiation status. In addition, the
expression of immune response genes was assessed through RT-qPCR, which
showed a general antiviral state in both differentiated and undifferentiated cells.
These results confirm that SH-SY5Y cells, regardless of their differentiation state,
are highly susceptible to MAYYV infection, demonstrating the virus's ability to infect a
mature in vitro neuronal model. This finding corroborates previous studies
suggesting that MAYV can infect human brain cells. Further research into the
pathogenesis of MAYV in the central nervous system is therefore essential to
improve our understanding of its behavior in this environment.

Concurrently, in the absence of specific treatments for MAYV, the antiviral
potential of the rocaglates, Rocaglamide A, CR-1-31B, and Zotatifin was assessed.
These compounds, derived from plants of the genus Aglaia, are known to inhibit the
eukaryotic initiation factor 4A (elF4A), which is essential for viral protein synthesis.
The results of our study demonstrate that Zotatifin was highly effective in protecting
cells from MAYV-induced damage and in significantly reducing viral progeny
production in a dose-dependent manner, irrespective of the MAYV strain used. In
contrast, Rocaglamide A showed no observable activity, while CR-1-31B exhibited
only modest effects. Further characterization of Zotatifin showed that this rocaglate
also demonstrated the ability to reduce viral progeny production of Chikungunya
virus and Una virus, as well as the intensity of the green fluorescent protein (GFP)

in cells infected with influenza A virus (IAV) and vesicular stomatitis virus (VSV). In



addition, Zotatifin was observed to significantly reduce the expression of viral
proteins derived from MAYV, VSV, IAV and Vaccinia virus.

In summary, this study underscores the potential of MAYV to affect the human
brain and establishes Zotatifin as a promising antiviral candidate to combat infections
caused by various viruses, particularly in the context of the development of broad-

spectrum antiviral therapies.

Keywords: MAYV, SH-SY5Y, Zotatifin, antivirals, rocaglates, elF4A.
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En los ultimos anos, la expansion y aparicion a nivel global de los arbovirus
(virus transmitidos por artrépodos) ha aumentado de manera exponencial. Varios
de estos virus han emergido y reemergido convirtiéndose en responsables de
importantes brotes epidémicos, impulsados por factores ambientales, cambios
antropogénicos, la deforestacion, la pérdida de biodiversidad, la expansion de
vectores y las alteraciones genéticas causadas por la alta capacidad de mutacion
que poseen los virus de ARN (Lorenz et al., 2017). Esta variedad de aspectos facilita
su adaptacion a un amplio numero de vectores y los convierte en una amenaza
emergente para los sistemas de salud publica, lo que a su vez incrementa su
relevancia en regiones tropicales, convirtiendo a paises en vias de desarrollo en
donde la vigilancia epidemioldgica y los recursos para el control de brotes suelen
ser limitados, en zonas de mayor riesgo (Caicedo et al., 2021; Lopes Marques,
Ranzolin, Cavalcanti, y Branco Pinto Duarte, 2020).

Los Alfavirus son un género de arbovirus que pertenece a la familia
Togaviridae. Los virus de este género son virus envueltos de ARN monocatenario
con polaridad positiva y genomas que varian entre 10 a 12 kilo bases (kb) de
longitud (Fros y Pijlman, 2016). Se distribuyen globalmente y se clasifican en
Alfavirus del viejo y del nuevo mundo. Los Alfavirus del nuevo mundo se
caracterizan por causar encefalitis, mientras que los del viejo mundo causan
principalmente sintomas reumaticos, por lo que se les llama Alfavirus artritogénicos
(Levi and y Vignuzzi, 2019).

Los Alfavirus artritogénicos se agrupan dentro del complejo seroldégico de
Semliki Forest, dentro del cual se encuentran los virus: Mayaro (MAYV),
Chikungunya (CHIKV), Una (UNAV), Bebaru (BEBV), Getah (GETV), O’nyong-
nyong (ONNV), Ross River (RRV) y Semliki Forest (SFV); estos virus comparten
sitios antigénicos comunes y producen sintomas similares (Abdelnabi and y Delang.,
2020)

El MAYV es el agente causal de la fiebre de Mayaro, esta enfermedad se
caracteriza por producir sintomas inespecificos, entre los mas comunes estan
fiebres abruptas, erupciones cutaneas y artralgias que pueden ser de larga

duracion, estudios realizados en Peru mostraron persistencia en mas del 50% de



los casos presentados (Santiago et al., 2015). Adicionalmente, el MAYV es capaz
de causar algunas complicaciones graves como miocarditis, poliartritis cronica
incapacitante que puede persistir por meses o afos y también, se ha demostrado
que tiene la capacidad de infectar células del cerebro (Acosta-Ampudia et al., 2018;
Bengue et al., 2021; Campos et al., 2024). Al igual que MAYYV, otros arbovirus como
Dengue (DENV) y CHIKV, producen sintomas parecidos, por lo que es posible que,
al ser estos virus mas prevalentes que MAYYV, este virus sea mal diagnosticado y
no se estén reportando los casos reales (de Souza Costa et al., 2019)

MAYYV posee un ciclo de transmision principalmente enzodtico a través de la
picadura de mosquitos del género Haemagogus spp. (Azar et al., 2020), el cual se
aislo por primera vez en Trinidad y Tobago en 1954 a partir de muestras de sangre
de trabajadores forestales, desde entonces, ha sido responsable de pequefios
brotes en Centro y Suramérica (Casals and Whitman 1957; Acosta-Ampudia et al.,
2018; Casals and Whitman, 1957).

En los ultimos afnos distintos reportes de casos demuestran que MAYV esta
ampliando su circulacion tanto en poblaciones humanas como en hospederos
selvaticos en Latinoamérica y el Caribe (Ganjian and y Riviere-Cinnamond, 2020).
Se han desarrollado modelos matematicos que predicen que los mosquitos vectores
de arbovirus tienen tendencia a la expansién de su distribucion. Ademas, hay
evidencias de que siguen ocurriendo casos de infecciones por alfavirus, pero han
pasado desapercibidas por los sistemas de vigilancia de la regién latinoamericana
(Carrera et al., 2020; Iwamura, Guzman-Holst, y Murray, 2020).

Pese a que el MAYV es considerado un patégeno emergente, se siguen
desconociendo muchos aspectos de la enfermedad que causa, su biologia,
secuelas, medios de transmisién y factores de riesgo, ademas, no existen vacunas
ni antivirales aprobados contra este virus. Se ha comprobado que el virus del
Chikungunya, perteneciente al mismo complejo serolégico que MAYV, puede
causar complicaciones neurolégicas y provocar apoptosis neuronal. Sin embargo,
en el caso del MAYV existe poca informacion sobre su capacidad para infectar el
cerebro, en tal sentido, es de interés dilucidar si este virus posee neurotropismo y

encontrar moléculas que funcionen como antivirales, por lo que, en este trabajo se



utilizaron células de neuroblastoma humano SH-SY5Y como modelo neuronal para
caracterizar la infeccién causada por el MAYV y, ademas, se evalud el uso de

rocaglatos como posibles agentes antivirales contra MAYV.

Justificacion

La expansion y emergencia de los arbovirus ha incrementado rapidamente
en los ultimos afios a nivel global. Virus de ARN como el MAYV presentan una
elevada tasa de mutacion, lo que acelera su evolucion y les permite adaptarse a
una amplia variedad de vectores y huéspedes (Gould, Pettersson, Higgs, Charrel, y
de Lamballerie, 2017). Esta capacidad de adaptacion los convierte en una amenaza
creciente para la salud publica, especialmente en paises en desarrollo. Este
panorama subraya la necesidad de intensificar la investigacion sobre la biologia de
los arbovirus, la busqueda de antivirales o posibles tratamientos, el mejoramiento
de las estrategias de control de vectores y fortalecer los sistemas de vigilancia
epidemioldgica para anticipar y mitigar futuros brotes (Figueiredo and y Figueiredo,
2014).

A pesar de que el MAYYV representa un potencial problema de salud publica,
es un virus desatendido y, actualmente, se conoce poco sobre su patogénesis y no
existen vacunas aprobadas o antivirales especificos disponibles para uso humano,
lo que se ha convertido en un tema de preocupacion creciente debido a los recientes
brotes de infecciones por este virus en distintas regiones de Latinoamérica (Esposito
and y Fonseca, 2017a; Ganjian and y Riviere-Cinnamond, 2020; O Mota et al.,
2019).

Ademas, estudios in vitro demuestran que mosquitos urbanos como Aedes
aegypti y Aedes albopictus, son capaces de transmitir este virus con eficacia
(Pereira, Carvalho, De Mendonga, Rocha, y Moreira, 2020), lo que aumenta la
posibilidad de que este patdgeno pase de un ciclo enzodtico a uno urbano, dado la
naturaleza de estos vectores, lo que podria favorecer su distribucion en el mundo y
su capacidad de emerger en nuevas areas, tal y como ha ocurrido en los ultimos

afnos con otros arbovirus como Zika (ZIKV) y CHIKV (Hotez and y Murray, 2017).
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Descripcion de la problematica

Las neuronas son responsables de transmitir respuestas sensoriales y
motoras al organismo y, a su vez, mantienen la homeostasis del sistema nervioso y
median respuestas inmunes. Debido a esto, la degeneracion, trauma o disfuncién
de estas células puede causar trastornos del sistema nervioso central que podrian
llegar a ser peligrosos para el ser humano (Dravid et al., 2021; Singh et al., 2021;
Vazquez and y Jurado, 2022).

Aunado a esto, existe la necesidad de identificar nuevos tratamientos
antivirales capaces de combatir las infecciones por arbovirus como MAYV vy los
productos naturales tienen gran potencial para este fin. Se sabe que las plantas son
capaces de producir variados metabolitos secundarios con potencial de inhibir la
adhesion, penetracién, replicacion y vias de activacion de sefales intracelulares,
debido a su diversidad de componentes activos y diversas rutas metabdlicas (Goh,
Mok, y Chu, 2020; Santhi et al., 2021; Shaneyfelt, Burke, Graff, Jutila, y Hardy,
2006).

Comprender la estructura del virus, los mecanismos o rutas que utiliza para
secuestrar la maquinaria celular, su tropismo y las interacciones con los
hospederos, es un paso clave para enfrentarnos eficazmente contra nuevos brotes
o epidemias (Diagne et al., 2020; Srichawla et al., 2024). Este conocimiento permite,
no solo anticipar y prevenir la propagacion de la enfermedad, sino también acelerar
el desarrollo de tratamientos terapéuticos y profilacticos mediante la identificaciéon
de agentes antivirales especificos (Hotez and y Murray, 2017). Ademas, proporciona
las bases para disenar estrategias integrales que minimicen los posibles efectos
nocivos del virus, protegiendo asi la salud publica de manera mas efectiva (Dos

Santos et al., 2014; Levi y Vignuzzi, 2019; Lopes Marques et al., 2020)
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REVISION BIBLIOGRAFICA
1. El virus Mayaro
1.1.Clasificacion y Generalidades

El virus Mayaro (MAYV) es un virus emergente transmitido por artrépodos
(arbovirus) que pertenece a la familia Togaviridae y al género Alfavirus. MAYV es
un virus de ARN envuelto de cadena simple con polaridad positiva con un tamafno
alrededor de 70 nm de diametro y un genoma que consta de aproximadamente 11.5
kilobases (kb) de longitud (Diagne et al., 2020). EI MAYV pertenece al complejo
serologico de Semliki Forest junto a otros siete virus (CHIKV, UNAV, BEBV, GETV,
ONNV, RRV y SFV). Estos virus son bastante similares entre si debido a que
comparten sitios antigénicos comunes que generan reactividad cruzada y, ademas,
producen sintomas similares, lo que dificulta un diagnostico apropiado (Fumagalli et
al., 2021; dos Santos Souza Marinho et al., 2022).

MAYYV fue identificado por primera vez a partir de muestras de suero de
trabajadores forestales que presentaban sintomas febriles en el Condado de
Mayaro en Trinidad y Tobago en 1954, de alli se deriva su nombre. Posteriormente,
fue caracterizado por Casals y Whitman en 1957, no obstante, en estudios
retrospectivos se ha evidenciado la presencia de este virus durante la construccién
del Canal de Panama entre 1904 y 1914, y desde entonces ha sido responsable de
distintos brotes en el continente americano. Sin embargo, MAYV es un arbovirus
que ha sido poco estudiado, por lo que el conocimiento sobre su biologia y
patogénesis es limitado (Anderson et al., 1957; Caicedo et al., 2021; Casals and
Whitman, 1957; Srihongse et al., 1973).

1.2. Estructura del virién
El MAYV es un virus envuelto de ARN con capside icosaédrica, posee dos
marcos de lectura abiertos (ORF): el ORF 5 proximal, que codifica para las 4
proteinas no estructurales (nsP) que llevan a cabo la sintesis de ARN viral en las
células hospederas (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4), estas proteinas se sintetizan en la
fase temprana del proceso de replicacién; y el ORF 3’ proximal, que codifica para la

poliproteina que origina las proteinas estructurales que permiten el ensamblaje viral
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en el hospedero luego de la replicacion: la proteina de la capside (C), las
glicoproteinas de envoltura (E1 y E2), los polipéptidos (E3, 6k) y la proteina
transframe (TF) implicada en la gemacion viral y factor de virulencia (Andreolla et
al., 2022; Esposito and Fonseca, 2017a) (Figura 1).

Figura 1. Estructura de MAYV. Diagrama en el que se observa la particula de MAYV y su
organizacion  gendémica. Imagen tomada de (Andreolla et al, (2022), doi:
https://doi.org/10.3390/v14081787.

1.3. Analisis filogenéticos

EI MAYYV se agrupa en tres genotipos D (Disperso), L (Limitado) y N (Nuevo),
donde el genotipo D es el de mayor distribucion geografica, y ha sido reportado en
Brasil, Guyana Francesa, Bolivia, Peru, Surinam, Trinidad y Tobago, Argentina,
Colombia y Venezuela; el genotipo L, reportado en Brasil y Haiti, mientras que el
genotipo N solo ha sido reportado en Peru y Venezuela (Auguste et al., 2015;
Pereira, Virginio, Souza, y Moreira, 2021).

Existen pocos estudios filogenéticos sobre el MAYV, hasta el afio en curso
solo se han reportado 71 secuencias gendmicas completas en GenBank
recolectadas entre los anos 1954 y 2016. Estas secuencias comparten ancestros
comunes y exhiben proximidad filogenética, lo que sugiere circulacion sostenida del
virus. Ademas, investigadores de Brasil demostraron que estas secuencias del

genoma completo de MAYV estan bajo presion de seleccion negativa y positiva,
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destacadas por el alto numero de sitios de seleccion purificadores, que podrian dar

como resultado el surgimiento de nuevas cepas (Marinho et al., 2024) (Figura 2).
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Figura 2. Arbol filogenético construido a partir de las 71 secuencias disponibles del genoma
completo de MAYV. Se utilizé de referencia la secuencia NCBI NC_003417 (Genotipo L). Las
secuencias de los genotipos D, L, L/D y N estan resaltadas en azul, celeste, lila y morado,
respectivamente. Imagen tomada de (Marinho et al., (2024), doi: https://doi.org/10.3390/v16050809.

1.4. Transmisioén y vectores
El ciclo de transmisidon del virus puede darse de dos maneras: un ciclo
selvatico en el cual el virus circula entre los mosquitos de habitats selvaticos y los
animales reservorios, manteniéndose en un ciclo enzodtico infectando
ocasionalmente a humanos que ingresen o vivan en estas zonas boscosas, 0 un
ciclo mas rural-urbano en el que los humanos pueden actuar como amplificadores

del virus y en este tipo de transmision, los mosquitos se infectan al picar a una
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persona infectada durante la etapa virémica, adquieren el virus y pueden transmitirlo
a otros humanos en las siguientes picaduras (Diagne et al., 2020) (Figura 3).

Los vectores primarios de MAYV son los mosquitos Haemagogus
Janthinomys, sin embargo, este virus también ha sido aislado de otros géneros de
mosquitos incluyendo Culex, Mansonia, Psorophora, Coquillettidia, Aedes y
Sabethes en paises como Trinidad y Tobago, Panama, Colombia y Brasil (Diagne
et al., 2020). También, se han realizado ensayos de laboratorio que demuestran la
competencia eficiente de mosquitos antropofilicos para transmitir el MAYV, donde
se ha reportado competencia vectorial de mosquitos del género Aedes, entre los
que se encuentra el mosquito vector de virus del Dengue, el Aedes aegypti, y varias
especies de Anopheles spp., asimismo, otros estudios han alertado de que
mosquitos autdéctonos de Europa como Aedes albopictus y Anopheles atroparvus
son vectores competentes para MAYV (Brustolin et al., 2024; Pereira et al., 2020).

Hay evidencia de la transmision de MAYV en distintos animales, siendo los
primates no humanos y mamiferos pequefios sus hospederos primarios, el virus
también infecta a humanos y se ha aislado de otros reservorios como marsupiales,
roedores, reptiles y aves (Azar, Campos, Bergren, Camargos, y Rossi, 2020; Diagne
et al., 2020).

La variedad de vectores competentes, tanto en América como en otras
regiones, que se han descrito durante los ultimos afios en condiciones de laboratorio
pone en evidencia la considerable plasticidad de MAYV en cuanto a especies de
vectores permisivas, lo que resulta preocupante si se tiene en cuenta que, estos
posibles vectores mantienen una diversa cantidad de animales dentro de sus
habitos alimenticios, la vigilancia entomoldgica es limitada, la tendencia al aumento
de arbovirus emergentes y reemergentes, los cambios antropogénicos a nivel global
y el aumento de las temperaturas. Todo esto, nos alerta de la posibilidad de que
MAYV se adapte a nuevos vectores y pueda emerger en ciclos de transmision
urbanos, ademas, pone de manifiesto el potencial de propagacion que puede tener
el MAYV vy otros arbovirus (Azar et al., 2020; Brustolin et al., 2024; lwamura et al.,
2020; Lorenz et al., 2017; Pereira et al., 2021).
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Figura 3. Ciclo de replicacion de MAYV. Figura creada por Patricia Valdés con BioRender.

1.5.Epidemiologia

Desde que se aisldé por primera vez, el MAYV ha seguido circulando en
distintas regiones tropicales y ha sido responsable de varios brotes en Centro y
Suramérica, principalmente relacionados con zonas selvaticas. Ademas, en los
ultimos afos, se han presentado una mayor cantidad de casos en regiones no
endémicas y se ha detectado el virus en una mayor cantidad de paises con casos
aislados o pequenos brotes (Caicedo et al., 2021; Esposito and y Fonseca, 20173a;
Ganjian and Riviere-Cinnamond, 2020; Pereira et al., 2021).

Segun la Organizacion Panamericana de Salud (OPS), hasta el 2020 se
habian reportado 901 casos de MAYV en humanos, provenientes de 11 paises de
Latinoamérica y el Caribe. De estos, 844 fueron casos autdctonos confirmados o
presuntivos y 15 fueron casos importados. La mayoria de los datos reportados se

basan en pruebas seroldgicas, y conociendo la existencia de la elevada reactividad
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cruzada con otros alfavirus, es probable que muchos casos no hayan sido
reportados o diagnosticados erréneamente con otros virus similares (Ganjian and y
Riviere-Cinnamond, 2020).

Segun los datos publicados, han ocurrido siete brotes de MAYV con
evidencia en Brasil, Bolivia y Venezuela; el primer brote se registr6 en 1955 en
Belém, en el estado de Para-Brasil; luego ocurrié un brote en Bolivia, al cual se
denomind “Uruma virus” durante el mismo afio, a continuacion, se descubrid que
Uruma era otra cepa del MAYV y no un virus diferente, durante este brote el MAYV
se identifico como el virus causante de entre el 10-15% de 192 casos (Azar et al.,
2020). Posteriormente, ocurrié otro brote entre 1977 y 1978 en otra comunidad rural
del estado de Para en Brasil, en este brote se infectd cerca del 20% de la poblacion;
después, en el 2008 se registré un brote de Dengue en otra comunidad de Para, en
el cual nuevamente se registro evidencia de infeccion por MAYV en un 34% de los
pacientes infectados. Posteriormente, en el 2010 se reporté 25% de casos positivos
para MAYV de 77 casos analizados en el estado de Portuguesa en Venezuela
(Caicedo et al., 2021).

Igualmente, existen estudios de seroprevalencia y reportes de casos
humanos confirmados y/o presuntivos de MAYV en paises como Surinam (1964),
Ecuador (1997), Guyana Francesa (1998), Venezuela (2000), Bolivia y Peru (2000-
2007), México (2001), Peru (2010-2013), Haiti (2015) y Colombia (2020-2023)
(Acosta-Ampudia et al., 2018; Azar et al., 2020; Hozé et al., 2020; Perez-Restrepo
et al., 2024). Varios de estos reportes mencionan la co-circulacion de MAYV en
conjunto con CHIKV y DENV.

También, se han reportado casos importados en otras regiones como en
Norteamérica provenientes de Bolivia y Peru, en Holanda provenientes de Surinam
(2008) y Brasil (2013), en Francia provenientes de Brasil (2009) y Guyana Francesa
(2016), en Suiza proveniente de Peru (2011) y en Alemania provenientes de Bolivia
(2012) y Guyana Francesa (2013) (Ganjian and y Riviere-Cinnamond, 2020).

Existen estudios in vivo que sugieren que la expansién de MAYV en
Latinoamérica se ha limitado por la inmunidad colectiva que han generado las
epidemias causadas por CHIKV entre 2013 y 2015 (Webb et al., 2019). Ademas, se
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relaciona a MAYV con el virus de la fiebre amarilla (YFV) debido a su similitud
geografica, patogénesis, epidemiologia, reservorios y vector, estas caracteristicas
sirven de indicador del comportamiento del virus, por o que se piensa que MAYV
podria comportarse de manera similar a YFV, y teniendo en cuenta los efectos que
tuvo la fiebre amarilla, no se debe obviar la probabilidad de emergencia de este

patdgeno (Caicedo et al., 2021).

1.6. Patogénesis
El MAYYV infecta al mosquito a nivel del intestino medio, esto da como
resultado una infeccién persistente que no afecta ni produce pérdida de aptitud en
los mosquitos (Fros and y Pijlman, 2016). Luego de la inoculacién subcutanea
producida por la picadura del mosquito infectado, el virus se replica en la piel, pasa
a través de los vasos sanguineos del hospedero y se replica en los globulos blancos,
la sangre transporta los viriones a los érganos diana, el higado y el bazo, donde se
produce una mayor replicacion viral, contribuyendo a la diseminacion del virus a los
huesos, musculos y tejidos de las articulaciones (Acosta-Ampudia et al., 2018;

Diagne et al., 2020).

1.7. Manifestaciones clinicas

El virus Mayaro es el agente causal de la fiebre de Mayaro, esta enfermedad
presenta un cuadro clinico similar a otros virus, se caracteriza por presentar fiebres
abruptas, que pueden durar hasta 10 dias y es capaz de reaparecer luego de la
hipertemia; mialgias, erupciones cutaneas, dolor retro ocular, escalofrios, mareos,
manifestaciones gastrointestinales, anorexia, edemas articulares, dolor abdominal,
leucopenia y artralgias (Diagne et al., 2020; Organizacion Panamericana de la Salud
y Organizacion Mundial de la Salud, 2019) (Figura 4). Aunque el MAYV
generalmente causa una enfermedad no fatal e inespecifica, también se han
reportado casos relacionados con manifestaciones graves como miocarditis,
hemorragias, encefalitis y secuelas del sistema nervioso (Acosta-Ampudia et al.,

2018; Navarrete-Espinosa and y Gomez-Dantés, 2006)
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Su periodo de incubacion varia de 1 a 12 dias y su fase clinica generalmente
se divide en dos etapas: aguda y subaguda. La etapa aguda posee una viremia
transitoria de 3 a 5 dias y la subaguda dura de los 7 a los 12 dias, y es donde se
presentan los sintomas mas importantes (Acosta-Ampudia etal., 2018). Este
patdbgeno causa una enfermedad incapacitante y en mas del 50% de los casos
suelen dejar como secuela importantes artralgias de larga duracion que pueden
persistir de meses a anos, lo que indica que la fiebre de Mayaro es mas debilitante
que las infecciones ocasionadas por los flavivirus dado la duracion de los sintomas
(Diagne et al., 2020).
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Figura 4. Manifestaciones clinicas de MAYV. Organos susceptibles y sintomas producidos por el

virus. Creado por Patricia Valdés con BioRender.

1.8.Ciclo de replicacién viral
1.8.1. Internalizacién
El ciclo de vida de MAYV comienza cuando la envoltura viral se fusiona a la
membrana plasmatica de la célula diana a través de los receptores de superficie,
entre los que se encuentra la proteina MXRAS, la unién de los viriones al receptor
celular es mediada por la proteina E2 (R. Zhang et al., 2018). Posteriormente, el

virion entra a la célula por endocitosis a través de una vesicula de clatrina o
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alternativamente de caveola, y ya dentro del citoplasma, se forma un endosoma en
el que disminuye el pH, debido a la presencia de bombas de protones dependientes
de ATP, se libera la nucleocapside viral, el virus se desensambla y, en
consecuencia, libera su ARN gendmico al desarmar su estructura (Diagne et al.,
2020) (Figura 5).

1.8.2. Replicacion

El ARN se traduce a proteinas no estructurales (nsP) que forman un complejo
de replicacion, el cual cataliza la sintesis de ARN de la hebra de sentido negativo,
que a su vez se utiliza como plantilla para la sintesis de ARN genémico (49S) y ARN
subgenomico (26S) (Diagne et al., 2020). EI ARN subgendmico funciona como ARN
mensajero para producir proteinas estructurales (sP), la primera proteina estructural
que se genera es la proteina de la capside (C), que se libera por su actividad auto
proteasa, la poliproteina restante que comprende los precursores de las
glicoproteinas E3-E2-6K-E1 que se procesan en el Reticulo Endoplasmatico (RE) y
el aparato de Golgi (AG), las proteinas C interactuan con el ARN gendémico para
encapsidar el genoma y formar nucleocapsides (Abdelnabi and y Delang, 2020;
Andreolla et al., 2022).

Un cambio de marco de lectura en el gen que codifica a la proteina 6k puede
producir la proteina Transframe (TF) en vez de la 6K; estas proteinas poseen una
porcidon N-terminal idéntica, pero cambian en la porcion C-terminal (Andreolla et al.,
2022).

1.8.3. Salida

Los componentes virales se ensamblan y las nucleocapsides son
transportadas a la membrana plasmatica, luego adquieren la envoltura con
glicoproteinas virales a través de la gemacion con la membrana del hospedero, y
forman los viriones que se liberan al exterior, estas particulas virales infectan otras

células y se repite el ciclo (Abdelnabi and y Delang, 2020).
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Figura 5. Ciclo de Replicacion del virus Mayaro. Creado por Patricia Valdés con BioRender.

2. Células SH-SY5Y

La linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y es un subclon derivado de la
linea parental SK-N-SH. Esta se gener6 en 1970 a partir de una biopsia de tumor
en la médula ésea. Estas células se subclonaron primero a SH-SY, luego a SH-SY5
y, por ultimo, este subclon SH-SY5Y se almacend en la ATCC en 1970 (Kovalevich
and y Langford, 2013). Las células SH-SY5Y poseen dos morfologias: células
similares a neuroblastos “tipo N” y células similares a epiteliales “tipo S”, y los
cultivos se caracterizan por incluir células viables tanto adherentes como flotantes.
Esta linea celular ha sido ampliamente utilizada como modelo in vitro para estudios
neurologicos, asi como estudios de neurodegeneracion, neuro traumatismo vy
neurotoxicidad (Dravid et al., 2021).

Las células SH-SY5Y se pueden diferenciar en un fenotipo neuronal maduro
caracterizado por marcadores neuronales mediante distintos métodos, siendo el

método del acido retinoico (AR) el mas utilizado (Kovalevich and y Langford, 2013).
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La exposicion secuencial de esta linea celular al acido retinoico induce poblaciones
homogéneas de células con morfologia neuronal humana. Este proceso activa el
receptor de tropomiosina quinasa B (TrkB), permitiendo la supervivencia exclusiva
de células dependientes de neurotrofinas. Estas células expresan proteinas con
localizacion subcelular caracteristica de neuronas maduras y presentan multiples
caracteristicas similares a los cultivos primarios de neuronas (Encinas et al., 2000;
Shipley, Mangold, y Szpara, 2016).

Este modelo celular es util para llevar a cabo estudios bioquimicos y
moleculares a gran escala debido a su susceptibilidad a la manipulacién genética y

la disponibilidad de una cantidad ilimitada de células.

3. Antivirales y rocaglatos

Los virus son patdégenos intracelulares obligados cuya replicacién depende
de las funciones y vias del hospedero, por lo que ellos utilizan diversas estrategias
para secuestrar la maquinaria molecular de las células que infectan con el fin de
garantizar su replicacion, amplificaciéon y posterior propagaciéon (Lozach, 2020). La
infeccidn viral se asocia con efectos en la morfologia, la fisiologia y la bioquimica
celular, asi como, también se relaciona con efectos genotoxicos y biolégicos en la
célula (Albrecht, Fons, Boldogh, y Rabson, 1996). Algunos de los procesos que
afectan son el metabolismo celular, la respuesta inmune, las vias de transduccién
de sefales, el ciclo celular, la apoptosis, la inflamacion, entre otros (Christiaansen,
Varga, y Spencer, 2015; Fan, Sanyal, y Bruzzone, 2018; Huckestein y Alcorn, 2022;
Jozefiak, Larska, Pomorska-Mdl, y Ruszkowski, 2021; S. Zhang, Carriere, Lin, Xie,
y Feng, 2018; Zhou, Jiang, Liu, Liu, y Liang, 2017).

Existen dos tipos fundamentales de terapias antivirales: las drogas de accion
directa (DAA) Yy las drogas dirigidas a un blanco del hospedero (HDT). Los antivirales
de accion directa actuan sobre el virus, se pueden dirigir a sefiuelos receptores,
proteasa o nucledsidos del virus, y también pueden actuar sobre la traduccion o
proteinas virales; estos antivirales han sido los mas utilizados, ya que poseen
tiempos de accién cortos, sin embargo, pueden favorecer la aparicion de variantes

resistentes (Meganck and y Baric, 2021; Obermann et al., 2022). Por otra parte, los
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antivirales dirigidos a un blanco del hospedero actuan sobre factores que utilizan los
virus para infectar eficientemente la célula hospedera. Entre estos, encontramos
inhibidores de endocitosis, inhibidores de cinasas e inhibidores de proteasas del
huésped, asi como también, estimuladores de la respuesta inmune, farmacos de
reprogramacion lipidoémica y anticuerpos que bloquean receptores (Kaufmann et al.,
2017; Meganck and y Baric, 2021).

Los HDT son una estrategia antiviral alternativa que ofrece ventajas en
términos de que ocasiona una menor resistencia antiviral en comparacion a los
DAA. La terapia dirigida al hospedero también puede mostrar una actividad
inhibitoria de amplio espectro y es menos probable que estos agentes antivirales
pierdan su eficacia contra virus que evolucionan rapidamente, puesto que la
resistencia requeriria que el virus se vuelva menos dependiente del factor objetivo,
utilice otro factor del hospedero para poder replicarse o que esquive los mecanismos
de defensa activados del hospedero. Esta evasion requeriria cambios genéticos
considerables en el patdogeno. Todas estas ventajas se deben a que la variabilidad
genética y la tasa de mutacion de la célula hospedera es baja comparada con los
virus (Kaufmann et al., 2017; Mahajan, Choudhary, Kumar, y Tomar, 2021).

Entre las funciones esenciales del hospedero utilizadas para la replicacion
viral se encuentra la sintesis de proteinas llevada a cabo por la maquinaria de
traduccion celular (Nebigil et al., 2020). La traduccion eucaridtica esta fuertemente
regulada por factores de iniciacién eucarioticos (elF). Asi, el factor de iniciacidon
eucariota elF4A es fundamental para el reclutamiento de ribosomas al ARNm. Se
ha descrito que distintos virus de ARN, entre estos, los arbovirus CHIKV y ZIKV,
contienen regiones 5’ no traducidas (5’UTR) altamente estructuradas, por lo que
dependen de la actividad helicasa de elF4A para formar el complejo de pre-
iniciacion 43S (43S-PIC) en el inicio de la traduccién del ARNm (Montero, Pérez-
Gil, y Sampieri, 2019).

Los rocaglatos son compuestos naturales extraidos de plantas del género
Aglaia, utilizadas en la medicina popular oriental. Estos compuestos se caracterizan
por un esqueleto de ciclopenta[b]benzofurano, pertenecen a las flavaglinas y son

inhibidores especificos de elF4A (Skofler et al., 2021). Ejemplos destacados de
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rocaglatos son los compuestos Rocaglamide-A y los rocaglatos sintéticos Zotatifin
y CR-1-31-B. La Rocaglamide-A presenta actividad antitumoral, antinflamatoria,
insecticida y antiviral contra el virus de la Hepatitis C (Ebada et al., 2011; Liu et al.,
2015; Proksch et al., 2005). El Zotatifin, también llamado eFT226, presenta actividad
antitumoral y ha avanzado hasta estudios clinicos contra SARS-CoV-2 (Ernst et al.,
2020; Gerson-Gurwitz et al., 2021; Thompson et al., 2021). Por su parte, la molécula
CR-1-31-B es capaz de inducir apoptosis, presenta actividad antimalarica y ha
demostrado una potente actividad antiviral en concentraciones nano molares bajas
y con baja citotoxicidad en células humanas primarias contra algunos virus como:
SARS-CoV-2, Zika, Lassa, Fiebre hemorragica de Crimea del Congo y en menor
medida, contra hepatitis E (Cao et al., 2021; Langlais et al., 2018; Mller et al., 2021,
2020). Aunque estos compuestos son muy interesantes como potenciales
tratamientos antivirales, los rocaglatos no se han estudiado en el contexto del MAYV
(Figura 6).

Rocaglamide A CR-1-31-B Zotatifin

Figura 6. Estructuras quimicas de los compuestos rocaglatos a estudiar en este trabajo.
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Durante los ultimos afos, los arbovirus se han expandido rapidamente a nivel
global, varios de estos han emergido y reemergido convirtiéndose en causantes de
importantes brotes epidémicos impulsados por distintos factores como cambios
antropogénicos, cambio climatico y alteraciones genéticas (Young, 2018). Es
importante resaltar que, los virus de ARN, como el MAYV, evolucionan con mayor
rapidez gracias a su alta capacidad de mutacion, favoreciendo asi su adaptacion a
un amplio numero de vectores, lo que los convierte en una amenaza para la salud
publica, principalmente en paises en vias de desarrollo con escasa vigilancia
epidemioldgica (Lopes Marques et al., 2020).

A pesar de que el MAYYV representa un potencial problema de salud publica,
es un virus desatendido y actualmente no existen vacunas aprobadas o antivirales
especificos disponibles para uso humano, lo que se ha convertido en un tema de
preocupacion creciente debido a los recientes brotes de infecciones por este virus
en distintas regiones de Latinoamérica (Esposito y Fonseca, 2017b; Ganjian y
Riviere-Cinnamond, 2020; O Mota et al., 2019).

En este sentido, existe la necesidad de identificar nuevos tratamientos
antivirales capaces de combatir estas infecciones y los productos naturales tienen
gran potencial de uso para este fin. Se sabe que las plantas son capaces de producir
variados metabolitos secundarios con potencial de inhibir la adhesion, penetracion,
replicacién y vias de activacién de senales intracelulares, debido a su diversidad de
componentes activos y diversas rutas metabdlicas (Goh et al., 2020; Santhi et al.,
2021; Shaneyfelt et al., 2006). Comprender la estructura viral, los mecanismos o
rutas que utiliza el virus para secuestrar la maquinaria celular, ademas de las
interacciones con los huéspedes y el desarrollo de agentes antivirales capaces de
acelerar el desarrollo de tratamientos terapéuticos y profilacticos es un paso clave
para prepararnos ante nuevos brotes o epidemias, por lo que su estudio tiene gran
potencial y relevancia (Diagne et al., 2020; Dos Santos et al., 2014; Hotez y Murray,
2017; Levi y Vignuzzi, 2019; Lopes Marques et al., 2020).
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar y caracterizar la susceptibilidad de células de neuroblastoma SH-

SY5Y a la infeccidn con el alfavirus Mayaro y estudiar la potencial actividad antiviral

de compuestos de rocaglatos.

Objetivos Especificos

Estudiar el efecto del MAYV en la viabilidad de células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y y cuantificar la produccion de particulas virales.
Evaluar el impacto de la diferenciacion de células SH-SY5Y en la
infectividad del MAYV.

Analizar la expresion de las proteinas virales estructurales y no
estructurales.

Estudiar la expresion de genes de respuesta.

Analizar la citotoxicidad de los compuestos Rocaglamide, CR-1-31-B y
Zotatifin en células humanas.

Examinar el efecto citopatico causado por el MAYV en las células tratadas
con los compuestos.

Evaluar la produccion de particulas virales y la expresion de proteinas
virales nsP1 y E1 del MAYV en las células humanas seleccionadas
tratadas o no con los rocaglatos.

Analizar la etapa en el ciclo de replicacion del MAYV en la que podrian

estar actuando los rocaglatos.
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Hipotesis

Ha1: Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y son susceptibles al MAYV.
Ha2: Los compuestos derivados de rocaglatos tienen actividad antiviral contra el
MAYV.

Ho1: Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y no son susceptibles al
MAYV.
Ho2: Los compuestos derivados de rocaglatos no tienen actividad antiviral contra
MAYV.
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CAPITULO I

METODOLOGIA
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Cultivo celular y rocaglatos

Las células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) fueron cultivadas en
Medio Esencial Minimo Eagle (EMEM) suplementado con aminoacidos no
esenciales y sales de Earle y las células de fibroblastos de piel humana (HDF’s) y
Microglia humana (HMC3) fueron cultivadas en Medio Eagle Modificado de
Dulbecco (DMEM). Todos los medios de cultivo celular se complementaron con 1%
de solucién de penicilina-estreptomicina, 2 mM de L-glutamina y suero bovino fetal
(SBF) al 10%. Las células se incubaron a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO..

Los compuestos Rocaglamide-A, Zotatifin, CR-1-31-B se obtuvieron de la
casa comercial MedChemExpress (MCE) y se disolvieron en dimetil sulfoxido
(DMSO) como indica el fabricante. Todos los compuestos fueron alicuotados y

almacenados a -20 o -70 °C, hasta su uso.

Virus utilizados

Para los ensayos principales se utilizo la cepa del MAYV AVRO0565,
proveniente de San Martin, Peru. Mientras que para la evaluacién de otras cepas
del MAYV, se utilizaron las cepas TRVL4675 de Trinidad y Tobago, D218 de
Surinam y BeH256 de Brasil, obtenidas del Centro de Referencia de Virus
Emergentes y Arbovirus (WRCEVA) de la University of Texas, Medical Brach,
Estados Unidos (EEUU), a través de los Doctores Robert Tesh y Scott Weaver. El
virus recombinante VSV que expresa GFP (rVSV-GFP) y el virus IAV PR8-GFP
fueron amablemente proporcionados por el Doctor Adolfo Garcia-Sastre de la Icahn
School of Medicine at Mount Sinai, Ciudad de Nueva York, EEUU. El virus Vaccinia
(cepa WR) fue amablemente proporcionado por el Doctor Mariano Esteban del
Centro Nacional de Biotecnologia del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CNB, CSIC) de Madrid, Espana.

Los virus se amplificaron en células Vero-E6 y A549, se cuantificaron los

titulos virales y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

29



Diferenciacion celular

Para inducir la diferenciacion de las células a neuronas maduras se
adaptaron los protocolos descritos por Dravid et al. (2021) y Shipley et al. (2016).
Se sembraron las células en placas tratadas para cultivo celular de 6, 12 0 24
pocillos a las densidades deseadas para los experimentos, en medio EMEM o
DMEM+F12k suplementado con SBF, 1% de L-glutamina, 1% de penicilina-
estreptomicina. Al siguiente dia, se coloc6 medio de etapa 1 compuesto de EMEM
suplementado al 2% con SBF, 1% de L-glutamina, 1% de penicilina-estreptomicina
y acido retinoico (RA) a 10 yM (Cat. No. R2625, Sigma). Después de 4 dias de
incubacién, se cambié al medio de etapa Il compuesto de medio Neurobasal
suplementado con 1% de Gluta-Max, 1% penicilina-estreptomicina, 20 mM de
Cloruro de potasio (KCI) (Cat. No. P5405, Sigma) y 50 ng/mL de factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF) y 1X de suplemento B-27 (Cat. No. 12564-044, Gibco),
durante 8 dias adicionales, refrescando el medio cada 3 dias. Las células se
incubaron a 37 °C en una atmdésfera de 5% de CO2 y se tomaron imagenes de los
diferentes estados de diferenciacion mediante un microscopio invertido (Leica
Biosystems, EEUU).

Ensayos de viabilidad celular

La citotoxicidad de los compuestos y el efecto citopatico (ECP) provocado
por el virus se evalud utilizando el ensayo de bromuro de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -
2 5-difeniltetrazolio (MTT), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células
fueron cultivadas en platos de 96 pocillos en EMEM o DMEM sin rojo fenol y se
trataron con los compuestos a distintas concentraciones o DMSO al 0.1% como
control, durante 24 0 48 h o se infectaron con MAYV a MOI 1 0 10 durante 8 a 96 h.
Después del periodo de incubacién, se afiadid una solucion de MTT a una
concentracion de 5 mg/mL preparada en PBS estéril y se incubd en la oscuridad a
37°C durante 3 h. Posteriormente, los cristales de formazan formados se disolvieron
en DMSO y se midi6 la absorbancia a 570 nm usando un espectrofotdémetro lector

de microplacas (BioTeK, EEUU). La viabilidad celular se represent6 como el
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porcentaje de células viables normalizadas con respecto al control (células no
infectadas o DMSO).

Ensayos de infeccion viral y efecto citopatico (ECP)

Para evaluar el efecto citopatico inducido por MAYV o la cuantificacion de
particulas virales, se cultivaron células en platos de 12 pocillos y se infectaron
durante 1 h en medio sin SBF a una multiplicidad de infeccién de 1 o 10. Después
de la h de absorcion del virus, se retir6 el indculo y se agregd medio EMEM de
mantenimiento (con SBF al 2%) o se trataron las células con las concentraciones
descritas de los compuestos en medio de mantenimiento (al 2% de SBF). Para las
células SH-SY5Y se realizé una cinética de infeccion desde las 8 hasta las 96 h, sin
embargo, se observd el ECP después de las 24 o 48 h de incubaciéon con un
microscopio invertido (Leica Biosystems, EEUU). Para la recoleccion de
sobrenadantes para la titulacion de placas o proteinas para evaluar la sintesis de
proteinas, se realiz6 el mismo método con controles y se colectaron los

sobrenadantes y/o se lisaron las células y se almacenaron a -20 °C.

Ensayo de formacion de placas virales

Se evalud la produccién de particulas virales en los sobrenadantes de células
infectadas y tratadas o no mediante el ensayo de formacion de placas y tincion con
violeta cristal. Para ello, se infectaron monocapas de células Vero-E6 confluentes
crecidas en platos de 6 pocillos, con diluciones seriadas 1:10 de los sobrenadantes
e incubadas durante 1 h a 37 °C. Después de la incubacion, se retird el indculo, se
agrego a los platos una solucion de agar al 2% en MEM 2X suplementado con SBF
al 4% y se incubd a 37 °C. Pasado el periodo de incubacion, se inactivaron y fijaron
las células con una solucién de formaldehido al 4% durante 20 min, se retird el agar
y se tind con violeta cristal al 2% preparado en metanol al 30%. Finalmente, se
lavaron los platos con agua del grifo a presion baja, se dejaron secar y se contaron
el numero de placas. Los titulos virales se expresaron como unidades formadoras
de placas por mililitro (UFP/mL) y la cuantificacién se llevé a cabo utilizando la

siguiente formula:
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UFP/ = # de placas * dilucion * volumen de dilucion
m

volumen de infeccién

Citometria de flujo

Luego de infectar las células con virus conjugados a GFP y tratar las células
con los compuestos, estas se fijaron con paraformaldehido, se permeabilizaron y se
suspendieron en PBS. Posteriormente, las muestras se analizaron en un citdmetro
de flujo marca CytoFLEX S (Beckman Coulter, FL, EE.UU.), registrando al menos
10,000 eventos por muestra. Los datos obtenidos se procesaron con el software
CytExpert (Version 2.4.0.28), aplicando controles de compensacion. Durante el
analisis, las particulas se excitaron con un laser de 488 nm-Canal B525, registrando
la emisién de fluorescencia en el rango de 525-540 nm. El software del citdmetro
contabilizé los eventos fluorescentes, permitiendo calcular la concentracion de
particulas virales GFP en la muestra segun el volumen analizado y las diluciones

aplicadas.

Analisis de proteinas mediante Western blot

Las proteinas virales o celulares se analizaron mediante Western Blot. Para
ello, las células se lisaron con tampodn de carga de Laemmli con Ditiotreitol al 10%.
Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y
se incubaron en una solucion de leche desnatada al 5% en tampdén T-TBS durante
20 min en agitacion. Las membranas se incubaron durante la noche a 4 °C con los
anticuerpos primarios policlonales de conejo contra las proteinas estructural E1 y
no estructural 1 (nsP1) del MAYV. Como control de carga se utilizdé un anticuerpo
contra la proteina celular GAPDH (Cat. No. VMAQO0046, Bio-Rad) o 3-Actina (Cat.
No. VMAOQ0048, Bio-Rad). Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 min a las
membranas con buffer T-TBS y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-
conejo conjugado con la enzima peroxidasa de rabano (HRP) durante 1 h a
temperatura ambiente. Después, se lavaron nuevamente las membranas con buffer
T-TBS, se secaron y finalmente, se incubaron con el reactivo sustrato quimio

luminiscente mejorado (ECL) durante 5 o 20 min, para luego, detectar la senal
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mediante un escaner de quimioluminiscencia C-Digit (LI-COR, EEUU) o mediante
la luz captada por una pelicula de rayos X y revelada en un cuarto oscuro mediante

el sistema Fuji Film.

Ensayo de inmunofluorescencia

Se cultivaron células SH-SY5Y en cubreobjetos de 10 mm de diametro dentro
de platos de 24 pocillos tratados con Poly-D-Lysine (Cat. No. A3890401, Gibco)
para favorecer su adhesion. Las células se diferenciaron durante 12 dias y se fijaron
con paraformaldehido al 2% en buffer PBS durante 20 min, y posteriormente, se
permeabilizararon con Triton-X100 al 0.25%. Luego, se bloquearon las células con
albumina de suero bovina (BSA) al 2% en PBS durante 20 min y se tifieron durante
24 h con los anticuerpos primario anti-B-Ill-Tubulina (BIITUB) (Cat. No. T8660,
Sigma) y Tirosina hidroxilasa (TH) (Cat. No. T2928, Sigma). Seguido, las células se
incubaron con el anticuerpo secundario generado en cabra anti-ratébn conjugado a
Alexa Flour-568 (Cat. No. A-11004, Invitrogen) durante 1 h y en la oscuridad.
Finalmente, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con la solucion de
montaje Prolong con DAPI (Cat. No. P36962, Invitrogen) para tefir los nucleos
celulares y se observaron en un microscopio confocal FV1000 (Olympus America,
Inc., Center Valley, PA, EEUU).

Analisis de la expresién de ARNm por RT-qPCR

Se utilizé la técnica de Transcriptasa Inversa-Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real o cuantitativa (RT-qPCR) para la deteccion de la
expresion genes celulares. Se extrajo el ARN total de las células usando un kit
RNeasy (QIAGEN, CA, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN
complementario se sintetiz6 a partir de 1 ug de ARN usando un kit de Transcripcion
Inversa cDNA de alta capacidad y la RT-PCR cuantitativa se completé usando el kit
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE. UU.) en un termociclador QuantiStudio 5, utilizando cebadores especificos para
los genes de respuesta inmune: interferén alfa (IFNa), interferon beta (IFNB), gen

15 estimulante de interferén (ISG15), proteina de union a GTP inducida por
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interferén (MX1), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el gen de la interleucina 1
beta (IL-1B). La expresion del ARNm se determiné usando (-actina para normalizar
de acuerdo con el método de delta CT. Estos cebadores ya fueron probados por
nuestro grupo en trabajos anteriores (Sugasti-Salazar, Llamas-Gonzalez, Campos,

y Gonzalez-Santamaria, 2021; Valdés-Torres et al., 2022).

Tabla 1. Lista de cebadores usados en este estudio.

en Secuencia de primers (5°-3’) Referencia

IFNa Forward: GCCTCGCCCTTTGCTTTACT (Devhare, Chatterjee,
Reverse: CTGTGGGTCTCAGGGAGATCA Arankalle, y Lole, 2013)

IFNB Forward: ATGACCAACAAGTGTCTCCTCC (Devhare et al., 2013)
Reverse: GCTCATGGAAAGAGCTGTAGTG

TNFa Forward: CAGAGGGAAGAGTTCCCCAGGGACC (Devhare et al., 2013)
Reverse: CCTTGGTCTGGTAGGAGACGG

118 Forward: AACCTCTTCGAGGCACAAGG (Hamel et al., 2015)
Reverse: GTCCTGGAAGGAGCACTTCAT

VX1 Forward: GGTGGTGGTCCCCAGTAATG (Stevenson et al., 2011)
Reverse: ACCACGTCCACAACCTTGTCT

1SG15 Forward: GAGAGGCAGCGAACTCATCT (Bektas et al., 2008)
Reverse: CTTCAGCTCTGACACCGACA

B - Forward: AGAGCTACGAGCTGCCTGAC (Chen et al., 2016)

Actina Reverse: AGAGCTACGAGCTGCCTGAC

Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron a través del programa de analisis
estadistico Graphpad Prism, los analisis se definieron tomando en cuenta los
resultados, mediante pruebas de comparacion de dos 0 mas componentes. Un valor

de p < 0.05, fue considerado como significativo.

34



CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS
1. Analisis de la viabilidad de las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y
y evaluacion de la replicacion viral de MAYV y UNAV.

Aunque el MAYV es considerado un patégeno emergente, aun se
desconocen muchos aspectos fundamentales sobre su biologia, las posibles
secuelas, las vias de transmision y los factores de riesgo asociados. Se ha descrito
que otros virus similares, como CHIKV, son capaces de provocar complicaciones
neurologicas, incluida la apoptosis neuronal (Dhanwani et al., 2012). Sin embargo,
la informacién sobre la capacidad del MAYYV para infectar el cerebro es limitada.

Teniendo en cuenta esto, se decidio infectar células SH-SYS5Y, un modelo
celular con un fenotipo neuronal, durante distintos tiempos y dos multiplicidades de
infeccion (MOI de 1 y 10) del MAYV y se documentaron diariamente, mediante
microscopia Optica, los cambios morfologicos o ECP inducidos por el virus en las
células. Se observo que las células infectadas mostraban ECP a partir de las 48 h
de infecciodn, y este efecto aumentaba en el tiempo, en particular en la MOI de 10,
de manera que, a las 96 h de infeccion, casi no quedaban células adheridas a la
placa en ninguna de las MOI evaluadas (Figura 7A). Estos resultados demuestran
que el virus induce un fuerte ECP en las células SH-SY5Y.

Luego se evalud la viabilidad celular de las células infectadas mediante el
ensayo de MTT y se obtuvo un resultado similar al ECP. Se not6 que la viabilidad
celular se reducia de manera significativa a partir de las 24 h de infeccion con una
MOI de 10 y después de las 48 h con una MOI de 1. Después de las 72 h de
infeccion, la viabilidad disminuyé de manera muy significativa para ambas MOI
(Figura 7B). A continuacion, se evalué si el virus era capaz de replicar en la linea
celular SH-SY5Y. Para esto, se infectaron células hasta 96 h post infeccion (hpi)
como se hizo previamente, se colectaron los sobrenadantes celulares y se llevaron
a cabo ensayos de titulacion de placas virales. Estos resultados indican que el
MAYYV se replica muy eficientemente en estas células, de manera dependiente del
tiempo y en ambas MOI evaluadas (Figura 7D). En su conjunto, estos hallazgos

indican que las células SH-SY5Y son susceptibles a la infeccion con el MAYV.
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Figura 7. Las células SH-SY5Y son susceptibles a la infecciéon con el MAYV. (A) ECP inducido
por el MAYV en células SH-SY5Y. (B) Porcentaje de viabilidad de las células SH-SY5Y infectadas
con el MAYV. Titulo viral de células SH-SY5Y infectadas con el MAYV a una MOl de 1 (C) y 10 (D).
Los datos fueron analizados con la prueba de Kruskal Wallis, seguido de la prueba de Dunnett: (ns:
no significativo, ** p < 0.01, *** p < 0.005, **** p < 0.0001).

Posteriormente, se probd la capacidad del virus UNAV para infectar las
células SH-SY5Y. UNAV es otro miembro de los Alfavirus y esta estrechamente
relacionado con el MAYYV y casi no hay informacion sobre el tropismo celular de este
virus. En estos experimentos, se obtuvieron resultados similares a los observados
con el MAYV. EI UNAV provoco un ECP a partir de las 48 hpi en ambas MOI, que
iba acomparnado de una disminucion de la viabilidad celular de manera significativa

después de las 72 hpi. Finalmente, se observé un aumento en los titulos virales de
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manera dependiente del tiempo y de la MOI (Figura 8 A-D). Estos resultados indican

que el UNAYV también se replica eficientemente en las células SH-SY5Y.
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Figura 8. UNAV también infecta las células SH-SY5Y de manera dependiente del tiempo y de
la MOI utilizada. (A) Imagenes mostrando el ECP inducido por el UNAV en células SH-SY5Y. (B)
Porcentaje de células viables SH-SY5Y infectadas con el UNAV. Titulos virales en sobrenadantes
de células SH-SY5Y infectadas con UNAV a MOl de 1 (C) y 10 (D). Los datos fueron analizados con
la prueba estadistica de Kruskal Wallis, seguido de la prueba de Dunnett: (ns: no significativo, **
p<0.01, *** p<0.005, **** p<0.0001).

2. Las células infectadas por el MAYV y el UNAV expresan las proteinas virales
E1y nsP1.

Una vez demostrado que el MAYV y el UNAV se replicaban eficientemente

en la linea celular SH-SY5Y, se analizé la expresién de las proteinas virales

estructural E1 y no estructural nsP1 en estas células. Para esto, se infectaron las

células en una cinética desde 0 hasta las 72 hpi, se recolectaron los extractos de
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proteinas y se analizaron los niveles de E1 y nsP1 mediante Western-Blot. Los
resultados de estos experimentos mostraron la expresion de ambas proteinas
virales E1 y nsP1 del MAYYV a partir de las 48 hpi (Figura 9A) y del UNAV a partir de
las 24 hpi (Figura 9B).
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Figura 9. Las células SH-SY5Y infectadas con los virus MAYV y UNAV expresan proteinas
virales E1 y nsP1. kDa: kilodaltons; hpi: horas post infeccion; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato

3. Las células diferenciadas con acido retinoico y factor neurotréfico derivado
del cerebro muestran caracteristicas morfolégicas de neuronas maduras y
expresan marcadores neuronales.

La diferenciacién de las células SH-SYS5Y es un paso necesario para producir
una poblacion de células con comportamientos morfolégicos y funcionales similares
a los de las neuronas maduras. Se ha descrito que el tratamiento con acido retinoico
(AR), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y suplemento B-27, inducen
la diferenciacion de las células SH-SY5Y en neuronas maduras (Dravid et al., 2021;
Martin, Gandawijaya, y Oguro-Ando, 2022). Las células SH-SY5Y indiferenciadas
suelen crecer en grupos con proyecciones cortas y poco desarrolladas, mientras
que las células diferenciadas se caracterizan por un crecimiento significativo de
neuritas, esenciales para la transmisién de sefales entre neuronas. Durante este
proceso de diferenciacion, la transformacion de las células en neuronas implica la
remodelacion y redistribucion de proteinas del citoesqueleto, especialmente actina,
tubulina y filamentos intermedios (Hromadkova et al., 2020). Esta organizacion

especializada del citoesqueleto cumple funciones claves en la estabilidad de los
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microtubulos y en la integridad axonal, controladas por la fosforilacion de residuos
especificos en estas proteinas. Esta fosforilacidon es especialmente importante para
las funciones axonales y para la transmisién a larga distancia de sefales
electroquimicas importantes para el funcionamiento del sistema nervioso
(Hromadkova et al., 2020).

Para inducir la diferenciacién de las células SH-SY5Y en un modelo neuronal
maduro, las células se cultivaron durante 4 dias con medio de diferenciacion de
etapa |l y luego, durante 8 dias mas, con medio de diferenciacion de etapa Il, también
se cultivaron células crecidas con solo medio EMEM al 2% de FBS como control. El
cultivo de las células SH-SY5Y se monitored diariamente para verificar el proceso
de diferenciacién a un modelo neuronal. Se pudo observar que las células tratadas
con AR+BDNF mostraron un leve alargamiento a partir del primer dia de tratamiento
con medio de etapa |, para el quinto dia, ya con medio de etapa Il, las células
mostraban proyecciones mas extensas que aumentaron con los dias produciendo

asi una amplia red de neuritas caracteristicas de neuronas maduras (Figura 10).

DiA 1 DIA S DiA 8 DiA 12 DiA 12 - 20X

CONTROL

SH-SY5Y

AR+BDNF

Figura 10. Proceso de diferenciaciéon neuronal de las células SH-SY5Y.

Se conoce también que las células diferenciadas expresan marcadores neuronales.
De manera que, para comprobar que nuestras células se diferenciaron
adecuadamente, se evalud la presencia de dos de los marcadores neuronales
previamente reportados, B-llI-Tubulina (BIITUB) y Tirosina Hidroxilasa (TH)
mediante ensayos de Western Blot e inmunofluorescencia (Khwanraj,
Phruksaniyom, Madlah, y Dharmasaroja, 2015; Mohamad Nasir, Mohd Hazli,

Shamsuddin, y Zainuddin, 2024). En ambos casos se pudo observar la expresiéon
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de estos marcadores en las células diferenciadas con AR+BDNF, comprobando asi

la diferenciacién de nuestras células a un modelo neuronal (Figura 11).

AR+BDNF
A e B CONTROL AR+BDNF

B-1ll Tubulin B-lll Tubulin
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60 kDa — s | Anti: Tyrosine Hydroxylase

40 kDa —| S| Anti: B-Actin
Tyrosine hydroxylase Tyrosine hydroxylase

Figura 11. Expresion de marcadores neuronales por células SH-SY5Y diferenciadas. (A)
Imagenes de Western Blot mostrando la expresion de marcadores neuronales. (B) Presencia de
marcadores neuronales mediante inmunofluorescencia.

4. Las células SH-SY5Y diferenciadas a un modelo neuronal maduro e
infectadas con MAYV, muestran titulos virales altos y expresan niveles de
proteinas virales similares a las células no diferenciadas.

Luego de comprobar que las células se diferenciaron efectivamente en un
modelo neuronal maduro, se evalud si el MAYV era capaz de replicarse en este
modelo neuronal. Para esto, se cuantificd la produccion de particulas virales en
sobrenadantes de células infectadas con el MAYYV diferenciadas y no diferenciadas
a 24 0 48 h de incubacion, utilizando el método de titulacién de placas y tincion con
violeta cristal. Los resultados de estos ensayos revelaron que tanto las células no
diferenciadas como las células diferenciadas son permisivas a la infeccién con igual
eficiencia independientemente del tiempo de infeccion (Figura 12A-B).

Seguidamente, se quiso comprobar si ocurria el mismo efecto en la expresion

de las proteinas E1 y nsP1 en las células diferenciadas. Para realizar esto, se
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recolectaron proteinas de células diferenciadas y no diferenciadas infectadas con el
MAYYV a 48 h y se analizaron mediante Western Blot. Como se puede observar, hay
niveles similares de la proteina nsP1 tanto en las células diferenciadas, como en las
no diferenciadas (Figura 12C), no obstante, se observd niveles superiores de la
proteina E1 en las células diferenciadas. Estos resultados indican que el MAYV
infecta eficientemente las células SH-SY5Y independientemente de su estado de

diferenciacion.
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Figura 12. El MAYV replica eficientemente en células diferenciadas como en no diferenciadas.
ns: no significativo, AR+BDNF: células diferenciadas. T-test con correccion de Welch ns: no
significativo, * p<0.1, ** p<0.01, *** p<0.005, **** p<0.0001.
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5. Evaluacion de genes de respuesta inmune mediante RT-qPCR en células
diferenciadas y no diferenciadas infectadas con MAYV.

Para evaluar como respondian las células SH-SY5Y ante la infeccion por el
MAYYV, se analizé la expresion de los siguientes genes de respuesta inmune
mediante RT-gPCR: interferon alfa (IFNa), interferén beta (IFNB), gen 15
estimulante de interferon (ISG15), proteina de uniéon a GTP inducida por interferon
(MX1), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el gen de la interleucina 1 beta (IL-
1B) en células diferenciadas y no diferenciadas, e infectadas o no infectadas. Como
se puede observar en la Figura 13, las células infectadas tanto diferenciadas como
no diferenciadas muestran un aumento significativo de la expresién de los genes de
interferon: IFNa e IFNB (Figuras 13A y 13B), indicando una activaciéon de la via de
interferén tipo |, esenciales en la respuesta antiviral inicial (Schoggins, 2019).
También, encontramos una induccion significativa de los genes inducidos por
interferon 1ISG15 y MX1 (Figuras 13C y 13D), independientemente del estado de
diferenciacion de las células SH-SY5Y.

En estudios anteriores se ha descrito que la infeccion del MAYV aumenta las
citocinas proinflamatorias, que son mediadores importantes involucrados en la
progresion de patologias causadas por alfavirus artritogénicos como el MAYV
(Ferraz et al., 2021). Por lo tanto, se decidio evaluar la expresion de los genes de
las citocinas proinflamatorias TNFa e IL-1B. Estos resultados en las células no
diferenciadas muestran un aumento en la expresion de TNFa y una supresion de
IL-18, mientras que en las células diferenciadas ambos genes aumentan, aunque
TNFa muestra una expresion mas modesta, aunque significativa (Figuras 13E y
13F).

Por otra parte, se compararon las células infectadas no diferenciadas con las
células infectadas diferenciadas mediante una prueba Mann-Whitney y se pudo
observar que la expresion de MX1y TNFa es mayor en las células no diferenciadas;
mientras que IFNa, IFNB e ISG15 no muestran diferencias significativas entre estos
grupos; y, ademas, IL-1 aumenta su expresion de manera muy significativa en las

células diferenciadas (Figura 13).
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Figura 13. Andlisis de los genes de respuesta inmune en células diferenciadas y no

*

diferenciadas. Se us6 B-actina como housekeeping gen. Mann Whitney test: ns: no significativo,
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.

6. Analisis de la citotoxicidad celular de los compuestos derivados de
rocaglatos en distintas lineas celulares humanas y determinacion de las
concentraciones a evaluar.

En la segunda parte de este trabajo, se decidi6 evaluar compuestos
derivados de rocaglatos para probar si estos compuestos tenian actividad antiviral
contra el MAYV. Asi, lo primero que hicimos fue evaluar la toxicidad de los
compuestos en células de neuroblastoma humano (SH-SYS5Y), células de microglia
humana (HMC3) y fibroblastos de piel humana (HDF’s) con dosis crecientes de los
compuestos de la siguiente manera: Roc-A y CR-1-31-B de 0 a 25 nM, mientras que
Zotatifin de 0 a 75 nM, mediante ensayos de MTT durante 24 y 48 h.

Como se muestra en la Figura 15, los resultados muestran que tanto CR-1-
31-B, como Roc-A, resultaron ser significativamente toxicos en concentraciones
mayores a 5 nM, siendo la viabilidad celular mayor o igual al 80% en
concentraciones de 3 nM en todas las lineas celulares probadas (Figuras 14A, 14B,
14D, 14E, 14G y 14H). Por su parte, Zotatifin mostr6 una viabilidad mayor o igual al

80% a una concentracion de 50 nM a las 24 h, y disminuy6é un poco a las 48h
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(Figuras 14C, 14F y 14l1). De manera que se decidio utilizar una concentracién

maxima de 3 nM para Roc-A y CR-1-31-B, y una concentracion maxima de 50 nM

para Zotatifin, teniendo en cuenta que los ensayos de infeccion tendrian una

duracion de 24 h.
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Figura 14. Citotoxicidad de los compuestos de rocaglatos evaluados. Células SH-SY5Y (A, B,

C), HMC3 (D, E, F) y HDF’s (G, H, I) fueron tratadas con las concentraciones indicadas de los

rocaglatos o DMSO al 0.1 % como control, durante 24 0 48 h y se midi¢ la viabilidad celular mediante

el método de MTT. Los resultados se expresan en porcentaje de células viables, asumiendo que las

células no tratadas tienen un 100% de viabilidad. Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante

la prueba Kruskal Wallis, seguido de una prueba de Dunnett. Las diferencias estadisticas se denotan

como: ns: no significativo, *** p < 0.005, **** p < 0.0001. La linea puntuada indica una viabilidad
celular del 80%.

Luego de seleccionar las concentraciones a probar, se evaludé si los

compuestos eran capaces de proteger los HDF’s del ECP inducido por el MAYV.

Para ello, pretratamos las células con los compuestos durante 2 h, y luego, se
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infectaron las células con el MAYV, y después de la h de absorcion del virus, se
trataron las células con DMSO o con los rocaglatos. Después de 48 h de infeccion,
se observo la morfologia de las células con la ayuda de un microscopio invertido.
En las células infectadas con el MAYV y tratadas con DMSO se observoé un fuerte
ECP (Figura 15). Por otra parte, Roc-A y CR-1-31-B no parecen proteger las células
del ECP, mientras que con Zotatifin se observé una clara proteccion del dafo
inducido por el virus, lo que nos sugiere que este compuesto podria tener un efecto

antiviral.

MAYV (48 hpi)

MOCK DMSO Compuesto

Rocaglamide-A CR-1-31-B

Zotatifin

Figura 15. Zotatifin protege las células de cultivo primario de fibroblastos de piel humana
(HDF’s) del efecto citopatico inducido por el MAYV.
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7. Los rocaglatos Zotatifin y CR1-31B reducen la produccién de progenie viral
de MAYYV en distintas lineas celulares humanas de manera dependiente de
la dosis probada.

A continuacioén, para verificar si la proteccidon mediada por Zotatifin observada
en los ensayos de efecto citopatico estaba asociada con un efecto antiviral,
cuantificamos la produccion de particulas virales en células infectadas y tratadas o no
con cada uno de los rocaglatos seleccionados. Para ello, primero se pretrataron las
células HDF’s con las concentraciones mencionadas anteriormente durante 2 h, luego
se infectaron las células con el MAYV (cepa AVR0565, Peru) durante 1 h y se trataron
nuevamente con los compuestos, se utilizaron células tratadas con DMSO como
control. Después de 24 h de incubacion, se recolectaron los sobrenadantes para medir
la produccion de particulas virales, como explicamos previamente. De estos ensayos,
se observd una clara reduccion de los titulos virales de manera dependiente de la
concentracién con los compuestos Zotatifin (Figura 16A) y CR-1-31-B (Figura 16B),
mientras que los titulos de los sobrenadantes de Roc-A no mostraron diferencias con
el control (Figura 16C).

Luego, se decididé corroborar los resultados anteriores en células de microglia
humana HMC3. Los resultados de estos experimentos mostraron que Zotatifin redujo
significativamente los titulos del virus de manera dosis dependiente (Figura 16D), con
una disminucion que oscilaba entre 4 y 5 log; por su parte, CR-1-31-B también mostro
una inhibicion del virus de alrededor de 3 log, pero solo en la maxima dosis probada
(Figura 16E). Estos resultados indican que tanto Zotatifin como CR-1-31-B reducen la
produccion de particulas virales del MAYV, sin embargo, Zotatifin mostré una mayor
inhibiciéon dependiente de la concentracion. Por lo tanto, se optd por seguir evaluando
el efecto de este compuesto sobre el MAYV y descartar a CR-1-31-B y Rocaglamide-A

en los siguientes ensayos.
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Figura 16. Zotatifin y CR-1-31-B inhiben la replicacion de MAYV en células HDF’s y HMC3. Se
pretrataron células HDF’s (A, B, C) y HMC3 (D, E) con las concentraciones indicadas de cada
compuesto. Luego, las células se infectaron con el MAYV a una MOI de 1, después de 1 h de
incubacion del virus, se volvieron a tratar las células hasta completar las 24 h de infecciéon. A
continuacion, se evalud la produccién de particulas virales en cada condicién experimental mediante
la técnica de formacion de placas. Los titulos virales se expresaron como UFP por mililitro (UFP/mL).
Los datos representan el promedio + la desviacion estandar de al menos dos o tres experimentos
independientes con tres réplicas cada uno. Los datos se analizaron mediante la prueba estadistica
Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de comparaciones multiples de Dunnett. ns: no significativo; *p
<0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.005; **** p < 0.0001.

Después de escoger Zotatifin para los siguientes experimentos, se quiso
probar si este compuesto también era efectivo en las células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y, el modelo neuronal descrito en la primera etapa de este trabajo.
Para ello, se realizé la misma metodologia descrita anteriormente: se pretrataron

las células, se infectaron y se volvieron a tratar con el compuesto hasta completar
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las 24 h de incubacion, sin embargo, solo se evalué una unica concentracion de 50
nM.

Los resultados obtenidos muestran que Zotatifin es capaz de inhibir la
infeccion del MAYV en las células SH-SY5Y de manera significativa con una
disminucién de aproximadamente 4 log (Figura 17A). Ademas, al probar en células
diferenciadas a neuronas maduras, se pudo observar que Zotatifin también inhibia
la replicaciéon del MAYV de manera similar a las células no diferenciadas (Figura
17B).
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Figura 17. Zotatifin inhibe la replicacion de MAYV en células SH-SY5Y no diferenciadas y
diferenciadas. Se evalud la produccion de particulas virales mediante la técnica de formacion de
placas. Los titulos virales se expresaron como UFP por mililitro (UFP/mL). Los datos representan el
promedio * la desviacion estandar de al menos 2 experimentos independientes con 3 réplicas cada
uno. Los datos se analizaron mediante la prueba estadistica t-Student con correccion de Welch. ns:

no significativo; *p < 0.05; ** p < 0.01.

Todos estos datos demuestran que Zotatifin inhibe eficientemente la
infeccion por el MAYV en células HDF’s, HMC3 y SH-SY5Y.

8. El efecto antiviral de Zotatifin es independiente de la cepa del MAYV
evaluada.

Hasta este punto, los ensayos de infecciones fueron todos realizados
utilizando la cepa del MAYV AVR0565, aislada en San Martin, Peru. Teniendo esto
en cuenta, para determinar si el efecto antiviral observado ocurre con otras cepas
del virus aisladas de otras regiones geograficas, analizamos el efecto de Zotatifin
en las cepas BeH256 (Brasil), D218 (Suriname) y TRVL 4875 (Trinidad y Tobago);
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las células se trataron con la dosis maxima de Zotatifin (50 nM) hasta las 24 h de
incubacion y se cuantificé la progenie viral mediante ensayos de formacion de
placas. Los resultados obtenidos muestran que Zotatifin reduce la produccion de
progenie de MAYV en todas las cepas evaluadas de manera muy significativa,

oscilando entre 3 y 4 log de reduccién en cada cepa (Figura 18).
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Figura 18. El efecto antiviral de Zotatifin en células HDF’s es independiente de la cepa de
MAYYV probada. Células HDF’s pretratadas con Zotatifin fueron infectadas con las cepas de MAYV
BeH256 (A), D218 (B) y TRVL4875 (C), y tratadas con la concentracion maxima de Zotatifin (50 nM)
durante 24 h. Después, los titulos virales fueron cuantificados mediante la técnica de formacion de
placas. Los titulos virales se expresaron como unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/mL).
Los datos representan el promedio *+ la desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes con tres réplicas cada uno. Los datos se analizaron con la prueba estadistica de

Mann-Whitney. La significancia estadistica se muestra como: **** p < 0.0001.

9. Zotatifin reduce la expresion de la proteina estructural de MAYV E1 y la
proteina no estructural nsP1.

Con el objetivo de explorar un posible mecanismo por el cual Zotatifin reduce
la replicacion del MAYYV, decidimos evaluar la expresion de las proteinas virales E1
y nsP1 en células HDF’s pretratadas con Zotatifin, infectadas con el MAYV y
tratadas con el compuesto posteriormente. Después de 24 h de incubacién, se
recolectaron los extractos de proteinas y se analizaron los niveles de E1 y nsP1
mediante Western Blot. Como se muestra en la Figura 19, Zotatifin inhibe la
expresion de las proteinas E1 y nsP1 de MAYV en la concentracion maxima

probada.
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Figura 19. Zotatifin inhibe la expresién de proteinas virales E1 y nsP1 en células HDF’s.
Células HDF’s fueron infectadas y tratadas con concentraciones de 50 nM de Zotatifin durante
24h. Los extractos de proteinas fueron analizados mediante Western Blot para determinar los
niveles de proteinas E1 y nsP1. Se utilizé como control de carga la proteina GAPDH. kDa:

kilodaltons, -: ausencia, +: presencia

10. El tratamiento con Zotatifin inhibe la infeccién del MAYV en diferentes
etapas del ciclo viral.

Con el fin de explorar en qué etapa del ciclo viral actua Zotatifin, se trataron
las células HDF’s con la concentracion maxima del compuesto durante diferentes
etapas de la infeccion viral.

Primero se pretrataron las células con Zotatifin durante 2 h a 37 °C,
posteriormente se infectaron con el MAYV durante 1 h y luego, se eliminé el inéculo
y se coloco medio sin tratamiento hasta completar las 24 hpi, se colectaron los
sobrenadantes y se cuantificaron mediante titulacién de placas. Como se muestra
en la Figura 20A, en las células pretratadas, el titulo del virus disminuye un
aproximado de 4 logs con respecto al control.

Se conoce que el primer paso de la infeccién por el MAYV consiste en la
union de las particulas virales a un receptor en la membrana celular de un
hospedero susceptible. Por lo tanto, se realiz6 un ensayo de unién en el cual se
infectaron las HDF’s con el MAYV en presencia de Zotatifin a 4 °C durante 1 h. A
esta temperatura, el virus puede unirse a los receptores de la membrana celular,
pero no ingresar a las células. Pasada la hora de absorcion, las células se incubaron

a 37 °C en un medio sin los compuestos durante 24 h pi y se cuantificaron los titulos
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virales como se describid con anterioridad. Estos experimentos revelaron que
Zotatifin no afecto la union del MAYYV a la dosis probada (Figura 20B).

El paso siguiente después de la unién a las células diana es la entrada del
virus a las células, por lo tanto, a continuacion, se evaluo6 si Zotatifin era capaz de
afectar este proceso. Para ello, se infectaron las HDF’s con el MAYV a 4 °C durante
1 h; después se elimind el inéculo y se trasladaron las células a 37 °C y se incubaron
con Zotatifin durante 2 h. Después, se retird el compuesto y, tras 24 hpi, se evalud
la produccidn de progenie viral. Los resultados obtenidos indican que Zotatifin no
parece afectar esta fase del ciclo viral (Figura 20C).

Finalmente, se realizé un ensayo posterior a la entrada en el cual las células
fueron infectadas siguiendo el mismo procedimiento del ensayo de entrada, donde,
después de la adsorcion viral, se retirdé el in6culo y se incubaron las células sin
tratamiento a 37 °C durante 2 h. Posteriormente, se afladio Zotatifin y las células se
incubaron hasta 24 hpi, se colectaron los sobrenadantes y se cuantificaron los titulos
virales. Como resultado de estos experimentos se obtuvo una reduccion de
alrededor de 2 logs (Figura 20D). Estos ensayos indican que el pretratamiento de

las células o la adicion del compuesto en etapas tardias, afectan la replicacion del
MAYV.
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Figura 20. Zotatifin inhibe la replicacion a distintas etapas del ciclo viral de MAYV. Se infectaron
HDF’s con MAYV a una MOI de 1 para evaluar distintas etapas, pretratamiento (A), unién (B), entrada
(C) y post entrada (D). Los titulos virales se cuantificaron mediante titulacion de placas y tinciéon con
violeta cristal. Los titulos virales se expresaron como unidades formadoras de placa por mililitro
(UFP/ml). Los datos representan el promedio + la desviacion estandar de al menos dos experimentos
independientes con tres réplicas cada uno. Los datos se analizaron con la prueba estadistica de

Mann-Whitney. La significancia estadistica se muestra como: ns: no significativo, **p<0.01, **** p <
0.0001.
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11.El Zotatifin también disminuye la produccién de progenie viral de los
arbovirus UNAV y CHIKV dependiente de la dosis.

Después de que Zotatifin mostrara un claro efecto antiviral contra MAYV, se
decidié evaluar el efecto del compuesto contra otros arbovirus emergentes o
reemergentes. Para esto pretratamos e infectamos células HDF’s con los alfavirus
UNAV y CHIKV, y se trataron con concentraciones desde 15 a 50 nM hasta
completar 24 hpi. Luego, se colectaron los sobrenadantes y se cuantificaron los
titulos virales, como se indicé previamente. Estos resultados demuestran que el
tratamiento con Zotatifin inhibe la replicacion de ambos virus de manera
dependiente de la concentracion (Figura 21).

Estos resultados indican que el efecto antiviral de Zotatifin no es especifico

de MAYYV, sino que podria actuar sobre otros alfavirus.
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Figura 21. Zotatifin inhibe la replicacion de CHIKV y UNAV. Células HDF’s fueron infectadas con
CHIKV (A) y UNAV (B) a una MOI de 1 y tratadas con Zotatifin hasta las 24 hpi. Se cuantificaron los
titulos virales mediante titulaciéon de placas y se expresaron como unidades formadoras de placa por
mililitro (UFP/ml). Los datos representan el promedio + la desviacién estandar de al menos tres
experimentos independientes con tres réplicas cada uno. Los datos se analizaron mediante la prueba
estadistica Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de comparaciones multiples de Dunnett. La

significancia estadistica se muestra como: * p < 0.05, *** p < 0.001, **** p < 0.0001

12. Zotatifin también muestra un efecto antiviral contra otros virus de ARN
como Influenza A (IAV) y el virus de estomatitis vesicular (VSV).
Luego de comprobar el efecto antiviral de Zotatifin en varios arbovirus, se

planteé evaluar si este rocaglato tenia efecto antiviral contra otro tipo de virus de
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ARN como el virus de la Influenza A (IAV) y el virus de la estomatitis vesicular (VSV),
miembros de las familias Orthomixoviridae y Rhabdoviridae, respectivamente.
Primero, se evalud la citotoxicidad de Zotatifin sobre las células A549 usando
concentraciones desde 30 a 100 nM y se midio la viabilidad celular mediante la
técnica de MTT. Las células toleraron Zotatifin hasta una concentracion de 100 nM
después de 6 dias de tratamiento, pero se optd por probar concentraciones de 50
nM, debido a que en ensayos anteriores fue la maxima concentracion utilizada
(Figura 22A). Posteriormente, para evaluar la replicacion viral se utilizé citometria
de flujo, ya que se utilizaron virus que expresan proteina verde fluorescente (GFP)
y el porcentaje e intensidad del GFP puede brindar una idea del numero de células
infectadas y la cantidad de virus que hay en las células. Ademas, se uso la titulaciéon
de placas para cuantificar los titulos virales. Para esto, se pretrataron las células
A549 con Zotatifin, se infectaron con una MOI > 1 (MOI alta) o MOI < 1 (MOI baja)
de IAV durante 2 h. Luego, se trataron con Zotatifin a dosis de 50 nM y después de
24 hpi, se recolectaron las células para citometria y los sobrenadantes para los
ensayos de titulacién de placas.

Los ensayos de titulacion de placas mostraron una clara inhibicion del virus
de Influenza A en las células tratadas con Zotatifin, tanto en una MOI alta (Figura
22B) como en una MOI baja (Figura 22C). Los ensayos de citometria revelaron que
el porcentaje de células positivas para GFP fue similar en las células tratadas con
el compuesto respecto al control, indicando que Zotatifin no previene la infeccion de
las células (Figura 22D), sin embargo, si redujeron la intensidad de GFP expresado
en las células en ambas MOI, indicando que el compuesto afecta la replicacion del
virus (Figura 22E, Figura 22F).
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Figura 22. Zotatifin disminuye el titulo viral y la intensidad de GFP de IAV en células A549.
Viabilidad de las células A549 tratadas con Zotatifin usando el método de MTT (A). Titulos virales de
IAV a MOI > 1 (B) y MOI < 1 (C). Evaluacion de la replicacion viral mediante citometria de flujo (D).
Intensidad de GFP MOI > 1 (E), Intensidad de GFP MOI < 1 (F). Los titulos virales se expresaron
como unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL). Los datos representan el promedio * la
desviacion estandar de al menos dos experimentos independientes con tres réplicas cada uno. Los
datos se analizaron mediante la prueba estadistica de t-student con correccion de Welch. ns: no

significativo. **** p < 0.0001. Mock: no infectado, SSC: Side Scatter (Complejidad).

Por otra parte, con VSV los ensayos de citometria mostraron que el
porcentaje de células positivas para GFP en las células tratadas con el compuesto
fue similar al control en las dos MOI probadas (Figura 23A), sin embargo, si se
redujo la intensidad de GFP expresado en las células de manera muy significativa
tanto a MOI alta (Figura 23B) como a MOI baja (Figura 23C), al igual que con IAV.
Ademas, se cuantifico la progenie viral en células infectadas con MOI alta y se pudo
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observar que las células tratadas con Zotatifin mostraron un titulo menor que el
observado en las células control (Figura 23D). Todos estos resultados indican que
Zotatifin es capaz de inhibir la replicacion de otros virus de ARN, tales como IAV y
VSV.
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Figura 23. Zotatifin disminuye el titulo viral y la intensidad de GFP de VSV en células A549.
Evaluacién de la replicacion viral mediante citometria de flujo (A). Intensidad de GFP a MOI > 1 (B).
intensidad de GFP a MOI < 1 (C). Evaluacion de los titulos virales mediante titulacién de placas a
MOI > 1 (D). Los titulos virales se expresaron como unidades formadoras de placas por mililitro
(UFP/mL). Los datos representan el promedio + la desviacion estandar de al menos dos
experimentos independientes con tres réplicas cada uno. Los datos se analizaron mediante la prueba
estadistica de t-student con correccidon de Welch. ns: no significativo, ** p < 0.01, **** p < 0.0001.
SSC: Side Scatter, Mock: no infectado
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13. Zotatifin reduce los niveles de las proteinas nucleocapside (NP) de IAV,
GFP de VSV y E3L del virus Vaccinia.

Posteriormente, se decidid evaluar si Zotatifin afectaba la expresion de las
proteinas NP de |IAV-GFP, GFP de VSV-GFP y la proteina E3L del virus Vaccinia.
Para esto, se pretrataron células A549 con 50 nM de Zotatifin, se infectaron con IAV,
VSV o VACV y se trataron nuevamente con el compuesto hasta completar las 24
hpi. Después, se recolectaron los extractos de proteinas y se analizaron mediante
Western Blot.

Los resultados obtenidos muestran que Zotatifin inhibe la expresion de las
proteinas NP de IAV tanto a una MOl alta (Figura 24A), como a una MOI baja (Figura
25C). De igual manera, se obtuvo que el compuesto también inhibe la expresion de
GFP de VSV en ambas MOls analizadas (Figuras 24B y 24D).
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Figura 24. Zotatifin inhibe la expresion de las proteinas de NP de IAV y GFP de VSV. |AV (A,
C), VSV (B, D). kDa: kilodaltons, M: mock.

Por ultimo, luego de comprobar el efecto antiviral de amplio espectro de
Zotatifin en virus de ARN de distintas familias, se quiso evaluar si este efecto
antiviral también ocurria en virus de ADN como el virus Vaccinia (VACV). Asi,
evaluamos la expresién de la proteina E3L de VACV en células A549 tratadas o no
con Zotatifin, mediante Western Blot. De estos experimentos se obtuvo una

disminucién leve en la expresion de la proteina E3L del virus Vaccinia en células
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tratadas con Zotatifin a MOI alta (Figura 25A), y una disminucidén muy clara de la

expresion de proteinas a MOI baja (Figura 25B).

VACV MOI Alta B VACV MOI Baja
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Figura 25. Zotatifin inhibe la expresiéon de las proteinas E3L de VACV. MOI alta (A), MOI baja
(B). kDa: kilodaltons, M: Mock.

Todos estos resultados indican que el rocaglato Zotatifin es capaz de inhibir
la replicacion viral y la sintesis de proteinas de virus de ARN de distintas familias vy,
ademas, también es capaz de inhibir la sintesis de proteinas del virus de ADN
Vaccinia. Esto sugiere que este rocaglato podria tener un efecto antiviral de amplio

espectro.
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DISCUSION
Los arbovirus representan una amenaza para la salud publica a nivel global

debido a su capacidad para causar brotes masivos de enfermedades en humanos
y animales (Garcia-Romero, Carrillo Bilbao, Navarro, Martin-Solano, y Saegerman,
2023). En la actualidad, los brotes y propagacién de arbovirus ocurren de manera
mas rapida y abarcan regiones geograficas mas extensas debido a factores como
el aumento de los sistemas de transporte global, la urbanizacion acelerada, las
desigualdades socioecondémicas, la deforestacion y la falta de estrategias en el
control de vectores (Gould et al., 2017; Power et al., 2022). Ademas, el cambio
climatico es otro factor muy importante en la expansion de arbovirus, ya que
ocasiona cambios en la temperatura, la humedad y los patrones de precipitaciones.
Estas condiciones favorecen la proliferaciéon de las poblaciones de vectores y
prolongan su temporada de actividad y mejoran las tasas de transmision viral, lo
gue incrementa significativamente el riesgo de brotes en regiones que antes no eran
endémicas (Robert, Stewart-lbarra, y Estallo, 2020).

Las infecciones por arbovirus ademas de afectar la salud publica, también
generan costos econdmicos y sociales considerables, por lo que existe la necesidad
de una colaboracién multidisciplinaria y un enfoque integral para proteger la salud
humana, animal y ambiental en el contexto de las enfermedades zoondticas y las
epidemias (Tajudeen et al., 2022). EI MAYV es un arbovirus emergente desatendido
que ha incrementado su distribucién en las Américas y, aunque se han reportado la
mayoria de los casos en zonas boscosas o rurales, se ha demostrado mediante
estudios experimentales que mosquitos del género Aedes spp. pueden ser vectores
competentes para este virus, 1o que, debido a la naturaleza de estos vectores,
aumenta su amenaza de diseminacion a zonas urbanas y a su vez, puede aumentar
su incidencia en la poblacion humana (Ganjian and y Riviere-Cinnamond, 2020;
Pereira et al., 2020).

Es evidente que el MAYYV representa un potencial problema para la salud
publica, sin embargo, sigue siendo un virus desatendido con recursos insuficientes
destinados a su investigacion y control, Io que da como resultado un tema de
preocupacion creciente debido al aumento de brotes de infecciones por este virus

en distintas regiones de Latinoamérica en los ultimos afios (Ganjian and y Riviere-
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Cinnamond, 2020). Actualmente, existe una falta de conocimiento profundo sobre
la patogénesis del virus, es decir, los mecanismos mediante los cuales el MAYV
infecta, se replica y causa dano en el organismo humano y, ademas, no existen
vacunas ni antivirales aprobados para combatir este patogeno (Diagne et al., 2020).

Comprender la patogénesis del MAYV es fundamental para predecir su
impacto en la salud humana, en vista de esto, caracterizar la infeccion de este virus
en el cerebro es crucial para entender cdmo podria afectar el virus al sistema
nervioso, evaluar su capacidad para causar dafio neuronal y explorar posibles
tratamientos, ademas de ampliar la informacion disponible, permite entender los
mecanismos bioldgicos utilizados por el virus. Hasta el momento, se han llevado a
cabo investigaciones que demuestran que ciertas células del cerebro, como los
astrocitos, pericitos, microglia, células progenitoras neuronales y células del
endotelio microvascular, son susceptibles a la infeccion por el MAYV (Bengue et al.,
2021; Campos et al., 2024). También, se ha reportado que el MAYV puede infectar
el cerebro de ratones jovenes de tipo salvaje y deficientes en el receptor del
interferén tipo | (IFN 1) (C. M. Figueiredo et al., 2019).

A pesar del avance que suponen las recientes investigaciones, aun se
desconoce como puede afectar el MAYV a las células neuronales humanas, asi
que, en este trabajo, se evalud y caracterizdé la susceptibilidad de células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y a la infeccién por el MAYV. Estos resultados
indican que tanto el MAYV como el UNAV promovieron ECP fuertes en las células
SH-SY5Y de una manera dependiente del tiempo. También, se observé una
reduccion significativa de la viabilidad de las células SH-SY5Y infectadas con estos
virus. Estos resultados concuerdan con estudios previos que demuestran que el
MAYYV es capaz de inducir un potente ECP en otras células humanas (Camini et al.,
2018; Sugasti-Salazar, Campos, Valdés-Torres, Galan-Jurado, y Gonzélez-
Santamaria, 2022).

Con el fin de comprobar si las células SH-SY5Y podrian ser susceptibles a la
infeccion por el MAYV y el UNAV, se realizaron experimentos de cinéticas de
infeccidén, en los cuales se cuantificaron la produccién de progenie viral en los

sobrenadantes colectados a tiempos especificos. De estos ensayos, se obtuvo que
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las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y fueron susceptibles a la infeccidn
por el MAYV y el UNAV a ambas MOI evaluadas. Esto coincide con el estudio
realizado por C. M. Figueiredo et al. (2019) en un modelo de ratén in vivo, en el que
describen que el MAYV es capaz de infectar cerebros de ratones. Ademas, se pudo
observar una marcada expresion de las proteinas virales E1 y nsP1 en células
infectadas con el MAYV o el UNAV a las 24 o 48 hpi, coincidiendo con nuestros
resultados anteriores.

Posteriormente, se utilizaron las células SH-SY5Y como un modelo neuronal
humano, diferenciandolas mediante el uso de acido retinoico y factor neurotréfico
derivado de cerebro (AR+BDNF). En primer lugar, se comprobd la diferenciacion de
estas células mediante el crecimiento de neuritas y la expresién de marcadores
neuronales. Estos resultados indican que el tratamiento con AR+BDNF induce la
formacion de neuritas y la expresion de dos marcadores neuronales, las proteinas
B-lI-Tubulina (BINI-TUB) y Tirosina Hidroxilasa (TH). Ademas, se pudo observar que
el MAYYV infecta eficientemente las células SH-SY5Y, independientemente de su
estado de diferenciacion. Estudios anteriores han descrito también la infeccion de
células SH-SY5Y diferenciadas a un modelo neuronal con otros arbovirus como
ZIKV y CHIKV (Dhanwani etal.,, 2012; Luplertlop et al., 2017). Los resultados
previos coinciden con el hecho de que se observd una clara expresion de las
proteinas virales E1 y nsP1 en las células diferencias y no diferenciadas.

Luego, para conocer mejor el efecto de la infeccion por el MAYV en las
células SH-SY5Y diferenciadas, se evalud la expresion de genes de respuesta
inmune usando RT-qPCR. Los datos indican que la infeccion por el MAYV indujo la
expresion de genes de interferén y genes estimulados por IFN independientemente
del estado de diferenciacion de las células SH-SYSY, la induccion y secrecion de
IFN es caracteristica de la respuesta inmune innata y la expresién de genes
estimulados por IFN contribuyen conjuntamente a inhibir la replicacion y la
diseminacion viral, esenciales en la respuesta antiviral inicial (Schoggins, 2019;
Wardlaw and y Petrini, 2023).

Ademas de la respuesta mediada por interferones, también la activacion de

la produccion de citocinas inflamatorias, quimiocinas y factores de crecimiento,
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desempenan un papel esencial en la respuesta inmune del huésped frente a las
infecciones causadas por alfavirus (de Oliveira Souza et al., 2024). Estos resultados
muestran un aumento en la expresion de TNFa e IL-1B. En estudios anteriores se
ha descrito que la infeccion del MAYV induce la expresién de citocinas
proinflamatorias como TNFa e IL-1[3, que son mediadores importantes involucrados
en la progresién de patologias causadas por alfavirus artritogénicos como el MAYV,
y durante la infeccidon, pueden activar y agravar aun mas el ECP inducido por el
virus, el estrés oxidativo y, por tanto, la apoptosis (Dhanwani et al., 2012; Ferraz
et al., 2021; Santiago et al., 2015).

Por otra parte, la supresion de IL-1B, en células no diferenciadas, podria
implicar una inflamacién limitada en estas células, sin embargo, también se debe
tomar en cuenta que las respuestas de interferébn suelen ser en etapas mas
tempranas de la infeccidon, mientras que IL-13 se puede activar en etapas mas
avanzadas.

También se ha observado que IL-1pB, junto con IFN tipo I, colaboran para
suprimir la replicacién viral en algunos virus como el virus del West Nile (WNV) y el
virus de la Rubeola (RuV) en las neuronas (Hernandez-Sarmiento, Tamayo-Molina,
Valdés-Lépez, y Urcuqui-Inchima, 2024; Sakuragi, Liao, Yajima, Fujiwara, y
Nakamura, 2022), esto podria explicar el aumento de la expresion de IL-1 en las
células diferenciadas a neuronas maduras al infectarse con el MAYV.

Por otro lado, otros estudios realizados en células SH-SYSY diferenciadas
infectadas con los virus CHIKV, ZIKV y HSV-1 han mostrado una induccion de
genes como ISG15, IL-1B8, TNFa y el sensor antiviral (Dhanwani etal., 2012;
Sanchez-San Martin et al., 2018; Shipley, Mangold, Kuny, y Szpara, 2017). En
resumen, estos resultados indican que la respuesta observada sugiere que se esta
promoviendo un estado antiviral general.

Aunque las complicaciones neurolégicas no son manifestaciones comunes
en la infeccién por el MAYYV, existe la posibilidad de que puedan suceder y hay un
caso clinico asociado a meningoencefalitis causada por el MAYV que refuerza esta
hipotesis (Mutricy et al., 2022; Srichawla et al., 2024). Estos hallazgos indican que

el MAYYV es capaz de infectar in vitro, un modelo neuronal maduro y estos resultados
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coinciden con investigaciones que demuestran que el MAYV puede infectar células
del cerebro humano (Bengue et al., 2021; Campos et al., 2024). Por lo tanto, resulta
de relevancia seguir efectuando estudios que ayuden a comprender mejor cémo
afecta el MAYYV al sistema nervioso y los multiples mecanismos involucrados en el
potencial neurotropismo de este virus.

A pesar de que el MAYYV representa una amenaza para la salud publica, es
un virus desatendido y, actualmente, no existen vacunas aprobadas o antivirales
especificos disponibles para uso humano. En la segunda parte de este trabajo, se
decidié evaluar tres compuestos derivados de rocaglatos para probar si estos
poseian actividad antiviral contra el MAYV. Los resultados de la toxicidad celular
mostraron que los compuestos Roc-A y CR-1-31-B eran bien tolerados a una
concentracion maxima de 3 nM y Zotatifin a una concentracion maxima de 50 nM
en las lineas celulares SH-SY5Y, HMC3 y HDF’s.

Anteriormente, se ha reportado que el MAYV induce un fuerte ECP en
distintas lineas celulares. Asi que, se decidio investigar si los compuestos Roc-A,
CR-1-31-B y Zotatifin protegian las células HDF’s del dafio inducido por el virus.
Estos experimentos revelaron que Zotatifin previene el ECP inducido por el MAYV.
Por ende, se evalud la produccion de progenie viral del MAYV en células HDF’s con
dosis crecientes de estos compuestos. Se obtuvo como resultado, una disminucion
significativa de los titulos virales del MAYV dependiente de la dosis en las células
tratadas con CR1-31B y Zotatifin. Estos resultados se corroboraron en células
HMC3, aunque los resultados indican que tanto Zotatifin como CR-1-31-B reducen
la produccion de particulas virales del MAYV y Zotatifin mostré una mayor inhibicién
dependiente de la concentracion. Por lo tanto, se optd por seguir evaluando el efecto
de este compuesto sobre el MAYV y descartar a CR-1-31-B y Rocaglamide-A en los
ensayos posteriores. Luego, se probd Zotatifin en células SH-SY5Y y los resultados
demuestran que el compuesto también reduce la produccidon de particulas virales
en esta linea celular, independientemente de su estado de diferenciacion.

De manera que, Zotatifin inhibe eficientemente la infeccion por el MAYV en
células HDF’s, HMC3 y SH-SY5Y. Luego, se comprobd que el efecto antiviral del

compuesto era independiente de la cepa del MAYYV utilizada y que Zotatifin también
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reduce la expresion de las proteinas virales E1 y nsP1. Zotatifin también ha
demostrado efecto antiviral contra el virus del SARS-CoV-2 y esta siendo evaluado
clinicamente para su uso en el tratamiento de COVID-19 (Ernst etal., 2020;
Obermann et al., 2022). Estos hallazgos demuestran que Zotatifin posee actividad
antiviral contra el MAYV.

Los rocaglatos son compuestos naturales extraidos de plantas del género
Aglaia, y se ha descrito que estos compuestos, ademas de tener estructuras
quimicas complejas, inhiben la sintesis de proteinas virales al unirse a la helicasa
de elF4A, lo que afecta la iniciacion de la traduccion viral (Agarwal, Chang, Soejarto,
y Kinghorn, 2021). Esto fue corroborado al obtener una inhibicidén en la expresién
de las proteinas virales evaluadas. Sin embargo, para profundizar mas en qué etapa
del virus estaba actuando el compuesto, se decidid evaluar distintas etapas de la
replicacién viral. Estos resultados indican que el pretratamiento de las células o la
adicion del compuesto en etapas tardias afectan la replicacion del MAYV, sin
embargo, la unién y entrada del virus no se ven afectadas por el compuesto.

Se ha descrito que los rocaglatos funcionan como inhibidores interfasicos,
estabilizando la asociacion entre elF4A y el ARN, lo que puede llevar a la formacion
de barreras estéricas que bloguean la iniciacién de los ribosomas (Chu et al., 2019).
En este sentido, el pretratamiento de las células con Zotatifin es capaz de reducir la
replicacién del MAYV. Por otra parte, la reduccion de titulo viral en los ensayos de
post-entrada, pueden estar indicando que el compuesto tiene potencial terapéutico
no solo como profilactico, sino también como tratamiento post-infeccion.

Debido a que Zotatifin mostré un fuerte efecto antiviral contra el MAYV, se
decidié evaluar el efecto de este compuesto en otros virus de ARN de diferentes
familias, CHIKV, UNAV, IAV y VSV. Los resultados de estos ensayos muestran una
clara inhibicion de la replicacion de estos virus y sus proteinas virales. Estos
resultados en conjunto indican que Zotatifin inhibe eficientemente diferentes virus
de ARN. Por ultimo, luego de comprobar el efecto antiviral de Zotatifin en virus de
ARN, se evalué si este efecto antiviral también ocurria en VACV, un virus de ADN.
Ademas, Zotatifin reduce la expresion de la proteina E3L de VACV, lo que indica un

posible efecto antiviral sobre este virus.
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Todos estos resultados sugieren que Zotatifin puede ser un antiviral de
amplio espectro. Esta hipotesis la han sugerido distintos autores. Ademas, de su
actividad antiviral, los rocaglatos se han descrito como posibles anticancerigenos,
antiparasitarios y antitumorales (Agarwal et al., 2021; Cao et al., 2021; Chu et al.,
2019; Ebada et al., 2011; Langlais et al., 2018; Muller et al., 2020; Obermann et al.,
2022; Victoria et al., 2024). Mas importante, estos estudios han demostrado que no
se observa una disminucién en la sensibilidad a los rocaglatos, o que sugiere que
es poco probable que surjan mutantes de escape viral, puesto que se esta actuando
sobre el hospedero y no sobre el virus (Obermann et al., 2022).

Sin embargo, a pesar del potencial antiviral de amplio espectro de Zotatifin,
es importante considerar que la inhibicion de elF4A también puede tener efectos
sobre el sistema inmunitario, como la reduccion de la proliferacion de macrofagos
humanos primarios derivados de monocitos (MdMs) y células T y B, lo que podria
requerir ajustes en la dosificacion para evitar una supresion inmunoldgica excesiva
en ensayos clinicos. Sin embargo, este trabajo se llevo a cabo mediante estudios in
vitro, por lo que se requieren mas estudios in vivo y ensayos clinicos que permitan

desarrollar tratamientos antivirales efectivos y seguros.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de este estudio son:

Las células SH-SY5Y son susceptibles a la infeccion con el MAYV y el UNAV.
Las células diferenciadas con acido retinoico y factor neurotréfico derivado del
cerebro muestran caracteristicas morfoldgicas de neuronas maduras y expresan
marcadores neuronales.

EI MAYYV infecta eficientemente las células SH-SY5Y independientemente de su
estado de diferenciacion.

La infeccion por el MAYV promueve un estado antiviral general
independientemente del estado de diferenciacién celular.

Los compuestos derivados de rocaglatos son bien tolerados a concentraciones
nano molares en células HDF’s, SY-SY5Y y HMC3.

Los rocaglatos Zotatifin y CR1-31B reducen la produccion de progenie viral del
MAYYV en distintas lineas celulares humanas de manera dependiente de la dosis
probada.

Zotatifin reduce los niveles de las proteinas E1 y nsP1 del MAYV.

El rocaglato Zotatifin inhibe la replicacion del MAYV independientemente de la
cepa de virus probada.

El tratamiento con Zotatifin inhibe la infeccidon del MAYV a diferentes etapas del
ciclo viral.

El Zotatifin disminuye la produccion de progenie viral de los arbovirus, UNAV y
CHIKV de manera dependiente de la dosis.

Zotatifin también muestra un efecto antiviral contra los virus IAV y VSV.
Zotatifin reduce los niveles de las proteinas NP de 1AV, GFP de VSV y E3L del
virus Vaccinia.

Zotatifin puede ser un antiviral de amplio espectro.
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RECOMENDACIONES

Seria interesante estudiar en organoides cerebrales y modelos animales el
efecto de la infeccion del MAYV y comprobar si los resultados obtenidos
coinciden en ambos estudios.

Si existe la posibilidad, también seria util visualizar las particulas virales en
células diferenciadas a neuronas, mediante microscopia electronica.

Estudios en modelos animales y humanos son necesarios para validar la
efectividad y tolerancia de Zotatifin.

Se deben explorar otros posibles mecanismos de accion de los rocaglatos como

antivirales.
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1- Congresos

Parte de estos resultados fueron presentados en los congresos: APANAC de
Panama (Panama, 2023), PANDENGUE en Peru (Lima, 2023) y el Congreso
Nacional de Virologia de Espana (Santiago de Compostela, 2024).

XIX Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia

APANAC 2023

Panama: el Hub de las Ciencias

Certifica que el trabajo titulado:

CARACTERIZACION DE LA INFECCION DE CELULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO SH-
SYS5Y CON LOS VIRUS MAYARO Y UNA

Con los autores:

PATRICIA ALEJANDRA VALDES TORRES, DALKIRIA CAMPOS, JOSE GONZALEZ SANTAMARIA

Fue

, ap yp tado en modalidad POSTER
el Congreso en la ciudad de Panama,
Republica de Panama del 27 al 29 de septiembre de 2023

i | CWSENACYT | SHAPANAC

OBIERNK Sacrataria Nocional de Clencla, Tecasioghs « hravocisn e Pammnls g of v S e hampi

Dra Luisa Moralos Maure Dr. José Fébrega
Presid XIX Congi Pr fia para
de Ciencia y Tecnogia el avance de la ciencia

APANAC 2023 APANAC

Nomero identificacion: 57541127
de verificacion: S80ECDOS-
AC061827C3IBFIDED1416FTAASS16CT4A

www_ssimposio_com/varificacion
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7% PAN-AMERICAN
DENGUE RESEARCH
NETWORK MEETING

Lima, Peru November 13-16, 2023

Certificate of participation awarded to:

PATRICIA ALEJANDRA VALDES

Oefp- L

Mariana Leguia, PhD Carlos A. Sariol,
Chair, 7th PanDengue Net Meeting Secretary, PanDengue Nel
Directora, Laberatoric de Gendmica Director, Unit of Comparative Medicine
Pontificia Universicgad Catélica del Perd Universidad de Puerto Rice

XVII

CONGRESO NACIONAL
DE VIROLOGIA

CERTIFICADO

“Evaluation of Rgc gla

Patricia Valdés-Torres, Dall
Dalel Zeg

Carmen Rivas
Se ha presen “omo postel
celebrado en Santiago de Compo
2024
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2- Pasantias

Se realizdé una pasantia en el Centro Singular de Investigacion en Medicina
Molecular y Enfermedades Croénicas (CIMUS), de la Universidad de Santiago de
Compostela, Espafia.

Algunos de los resultados obtenidos en esta tesis fueron llevados a cabo en
los laboratorios del CIMUS en Espana, bajo la tutoria de la doctora Carmen Rivas,
gracias al financiamiento de proyectos de movilidad de la SENACYT. Durante esta
estancia también se realizé una presentacion oral del proyecto a los investigadores

del centro.

3- Financiamiento

Parte de este trabajo de investigacion fue financiado mediante el programa
de nuevos investigadores de la SENACYT (contrato 098-2023), el Ministerio de
Economia y Finanzas (MEF, Proyecto 19911.012) y el Sistema Nacional de
Investigacion de la SENACYT (J.G.-S.).
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/ Cilllus
l.'_.f.lh:'ll’L'H[ 104 Centra Smgular de Imestigacian

}' n Mudigirag Makcular e
Erdfermidazles Crénicas

Santiago de Compostela, 10 de Octubre de 2024

A quien pueda interesar:

Por este medio certifico que la Licda. Patricia Valdés Torres con cédula de identidad personal No. 8-754-1127, ha
realizado una pasantia en el Laboratorio de Virus y Cdncer bajo mi supervision, en el Centro Singular de
Investigacion en Medicina Molecular y Enfermedades Crénicas, de la Universidad de Santiago de Compostela,
Espania. Esta pasantia inicio el dia 13 de Mayo de 2024 y termind el dia 13 de Julio del afio 2024.

Atentamente,

s

Carmen Rivas

Cientifico tifular del CSIC

Investigadora principal del grupo virus v cancer
Lab P2L7

CIMUS, Universidad de Sanfiago de Compostela
Avda Barcelona

15706 Santiago de Compostela

+34881815485

CIMUS-USC, Av. de Barcelona s, 15782 Santiago de Compostela
WWW.USC.eslcimis  meanmen nvasdusces  covasficnb.csic.es
Tel: +34 88 181 3485 Fax +34 8818 15403
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