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El virus Mayaro (MAYV) es un patógeno emergente transmitido 

principalmente por mosquitos selváticos. 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 neurológicas.  

En este contexto, se evaluó la susceptibilidad de células de neuroblastoma 

humano (SH-SY5Y) como modelo neuronal para caracterizar la infección por MAYV. 

Los resultados mostraron que MAYV disminuye significativamente la viabilidad de 

las células SH-SY5Y y provoca un notable efecto citopático en células no 

diferenciadas. Además, se observó un aumento significativo en la producción de 

progenie viral independientemente del estado de diferenciación celular. La 

expresión de las proteínas E1 y nsP1 de MAYV fue evidente en las SH-SY5Y 

independientemente de su estado de diferenciación celular. Además, 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 observó un estado antiviral general en células diferenciadas como no 

diferenciadas. Estos hallazgos confirman que las células SH-SY5Y son altamente 

susceptibles a la infección por MAYV independientemente de su estado de 

diferenciación 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 MAYV en el sistema nervioso central puede ser clave para entender 

cómo actúa el virus en este entorno. 

Paralelamente, dada la ausencia de tratamientos específicos contra MAYV, 

se evaluó 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 iniciación de la traducción eucariota 4A (eIF4A), esencial para la síntesis 

proteica viral. Estos hallazgos demuestran que Zotatifin es altamente efectivo, 

protegiendo las células de los daños inducidos por MAYV y reduciendo 

significativamente la producción de progenie viral de forma dependiente de la dosis 

e independientemente de la cepa de MAYV utilizada. Por el contrario, Rocaglamida 
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A no presentó actividad, y CR-1-31B mostró efectos modestos. Posteriormente, se 

demostró que Zotatifin reducía la producción de progenie viral de los virus 

Chikungunya y Una, al igual que redujo la intensidad de la proteína verde 

fluorescente (GFP) en células infectadas con el virus de la influenza A (IAV) y el 

virus de la estomatitis vesicular (VSV). Adicionalmente, Zotatifin disminuyó de 

manera potente la expresión de proteínas virales de MAYV, VSV, IAV y 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-SY5Y, Zotatifin, antivirales, rocaglatos, eIF4A. 
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The Mayaro virus (MAYV) is an emerging pathogen primarily transmitted by 

sylvatic mosquitoes. MAYV has been shown to induce a febrile illness 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-SY5Y 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 MAYV 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 (eIF4A), 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 
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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, eIF4A.   
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En los últimos años, la expansión y aparición a nivel global de los arbovirus 

(virus transmitidos por artrópodos) 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 deforestación, la pérdida de biodiversidad, la expansión de 

vectores y las alteraciones genéticas causadas por la alta capacidad de mutación 

que poseen los virus de ARN (Lorenz et al., 2017). Esta variedad de aspectos facilita 

su adaptación a un amplio número de vectores y los convierte en una amenaza 

emergente para los sistemas de salud pública, lo que a su vez incrementa su 

relevancia en regiones tropicales, convirtiendo a países en vías de desarrollo en 

donde la vigilancia epidemiológica 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 varían 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 síntomas reumáticos, por lo que se les llama Alfavirus artritogénicos 

(Levi and y Vignuzzi, 2019). 

Los Alfavirus artritogénicos se agrupan dentro del complejo serológico 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 síntomas similares (Abdelnabi and y Delang., 

2020)  

El MAYV es el agente causal de la fiebre de Mayaro, esta enfermedad se 

caracteriza por producir síntomas inespecíficos, entre los más comunes están 

fiebres abruptas, erupciones cutáneas y artralgias que pueden ser de larga 

duración, estudios realizados en Perú mostraron persistencia en más del 50% de 
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los casos presentados (Santiago et al., 2015). Adicionalmente, el MAYV es capaz 

de causar algunas complicaciones graves como miocarditis, poliartritis crónica 

incapacitante que puede persistir por meses o años 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 MAYV, otros arbovirus como 

Dengue (DENV) y CHIKV, producen síntomas parecidos, por lo que es posible que, 

al ser estos virus más prevalentes que MAYV, este virus sea mal diagnosticado y 

no se estén reportando los casos reales (de Souza Costa et al., 2019) 

MAYV posee un ciclo de transmisión principalmente enzoótico a través de la 

picadura de mosquitos del género Haemagogus spp. (Azar et al., 2020), el cual se 

aisló por primera vez en Trinidad y Tobago en 1954 a partir de muestras de sangre 

de trabajadores forestales, desde entonces, ha sido responsable de pequeños 

brotes en Centro y Suramérica (Casals and Whitman 1957; Acosta-Ampudia et al., 

2018; Casals and Whitman, 1957).  

En los últimos años distintos reportes de casos demuestran que MAYV está 

ampliando su circulación tanto en poblaciones humanas como en hospederos 

selváticos en Latinoamérica y el Caribe (Ganjian and y Riviere-Cinnamond, 2020). 

Se han desarrollado modelos matemáticos que predicen que los mosquitos vectores 

de arbovirus tienen tendencia a la expansión de su distribución. Además, hay 

evidencias de que siguen ocurriendo casos de infecciones por alfavirus, pero han 

pasado desapercibidas por los sistemas de vigilancia de la región latinoamericana 

(Carrera et al., 2020; Iwamura, Guzman-Holst, y Murray, 2020). 

Pese a que el MAYV es considerado un patógeno emergente, se siguen 

desconociendo muchos aspectos de la enfermedad que causa, su biología, 

secuelas, medios de transmisión y factores de riesgo, además, no existen vacunas 

ni antivirales aprobados contra este virus. Se ha comprobado que el virus del 

Chikungunya, perteneciente al mismo complejo serológico que MAYV, puede 

causar complicaciones neurológicas y provocar apoptosis neuronal. Sin embargo, 

en el caso del MAYV existe poca información 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 
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utilizaron células de neuroblastoma humano SH-SY5Y como modelo neuronal para 

caracterizar la infección causada por el MAYV y, además, se evaluó el uso de 

rocaglatos como posibles agentes antivirales contra MAYV. 

 

Justificación 

La expansión y emergencia de los arbovirus ha incrementado rápidamente 

en los últimos años a nivel global. Virus de ARN como el MAYV presentan una 

elevada tasa de mutación, lo que acelera su evolución y les permite adaptarse a 

una amplia variedad de vectores y huéspedes (Gould, Pettersson, Higgs, Charrel, y 

de Lamballerie, 2017). Esta capacidad de adaptación los convierte en una amenaza 

creciente para la salud pública, especialmente en países en desarrollo. Este 

panorama subraya la necesidad de intensificar la investigación sobre la biología de 

los arbovirus, la búsqueda de antivirales o posibles tratamientos, el mejoramiento 

de las estrategias de control de vectores y fortalecer los sistemas de vigilancia 

epidemiológica para anticipar y mitigar futuros brotes  (Figueiredo and y Figueiredo, 

2014). 

A pesar de que el MAYV representa un potencial problema de salud pública, 

es un virus desatendido y, actualmente, se conoce poco sobre su patogénesis y no 

existen vacunas aprobadas o antivirales específicos disponibles para uso humano, 

lo que se ha convertido en un tema de preocupación 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).  

Además, estudios in vitro demuestran que mosquitos urbanos como Aedes 

aegypti y Aedes albopictus, son capaces de transmitir este virus con eficacia 

(Pereira, Carvalho, De Mendonça, Rocha, y Moreira, 2020), lo que aumenta la 

posibilidad de que este patógeno pase de un ciclo enzoótico a uno urbano, dado la 

naturaleza de estos vectores, lo que podría favorecer su distribución en el mundo y 

su capacidad de emerger en nuevas áreas, tal y como ha ocurrido en los últimos 

años con otros arbovirus como Zika (ZIKV) y CHIKV (Hotez and y Murray, 2017). 
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Descripción de la problemática 

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 degeneración, trauma o disfunción 

de estas células puede causar trastornos del sistema nervioso central que podrían 

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 y 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 

adhesión, penetración, replicación y vías de activación de señales intracelulares, 

debido a su diversidad de componentes activos y diversas rutas metabólicas (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 propagación de la enfermedad, sino también acelerar 

el desarrollo de tratamientos terapéuticos y profilácticos mediante la identificación 

de agentes antivirales específicos (Hotez and y Murray, 2017). Además, proporciona 

las bases para diseñar estrategias integrales que minimicen los posibles efectos 

nocivos del virus, protegiendo así la salud pública de manera más efectiva (Dos 

Santos et al., 2014; Levi y Vignuzzi, 2019; Lopes Marques et al., 2020) 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1. El virus Mayaro 

1.1. Clasificación y Generalidades 

El virus Mayaro (MAYV) es un virus emergente transmitido por artrópodos 

(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 tamaño 

alrededor de 70 nm de diámetro y un genoma que consta de aproximadamente 11.5 

kilobases (kb) de longitud (Diagne et al., 2020). El MAYV pertenece al complejo 

serológico de Semliki Forest junto a otros siete virus (CHIKV, UNAV, BEBV, GETV, 

ONNV, RRV y SFV). Estos virus son bastante similares entre sí debido a que 

comparten sitios antigénicos comunes que generan reactividad cruzada y, además, 

producen síntomas similares, lo que dificulta un diagnóstico apropiado (Fumagalli et 

al., 2021; dos Santos Souza Marinho et al., 2022). 

MAYV fue identificado por primera vez a partir de muestras de suero de 

trabajadores forestales que presentaban síntomas febriles en el Condado de 

Mayaro en Trinidad y Tobago en 1954, de allí 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 construcción 

del Canal de Panamá 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 biología y 

patogénesis es limitado (Anderson et al., 1957; Caicedo et al., 2021; Casals and 

Whitman, 1957; Srihongse et al., 1973). 

 

1.2. Estructura del virión 

El MAYV es un virus envuelto de ARN con cápside icosaédrica, posee dos 

marcos de lectura abiertos (ORF): el ORF 5’ proximal, que codifica para las 4 

proteínas no estructurales (nsP) que llevan a cabo la síntesis de ARN viral en las 

células hospederas (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4), estas proteínas se sintetizan en la 

fase temprana del proceso de replicación; y el ORF 3’ proximal, que codifica para la 

poliproteína que origina las proteínas estructurales que permiten el ensamblaje viral 
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en el hospedero luego de la replicación: la proteína de la cápside (C), las 

glicoproteínas de envoltura (E1 y E2), los polipéptidos (E3, 6k) y la proteína 

transframe (TF) implicada en la gemación 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 partícula de MAYV y su 

organización genómica. Imagen tomada de (Andreolla et al., (2022), doi: 

https://doi.org/10.3390/v14081787. 

 

1.3. Análisis filogenéticos 

El MAYV se agrupa en tres genotipos D (Disperso), L (Limitado) y N (Nuevo), 

donde el genotipo D es el de mayor distribución geográfica, y ha sido reportado en 

Brasil, Guyana Francesa, Bolivia, Perú, Surinam, Trinidad y Tobago, Argentina, 

Colombia y Venezuela; el genotipo L, reportado en Brasil y Haití, mientras que el 

genotipo N solo ha sido reportado en Perú y Venezuela (Auguste et al., 2015; 

Pereira, Virginio, Souza, y Moreira, 2021).  

Existen pocos estudios filogenéticos sobre el MAYV, hasta el año en curso 

solo se han reportado 71 secuencias genómicas completas en GenBank 

recolectadas entre los años 1954 y 2016. Estas secuencias comparten ancestros 

comunes y exhiben proximidad filogenética, lo que sugiere circulación sostenida del 

virus. Además, investigadores de Brasil demostraron que estas secuencias del 

genoma completo de MAYV están bajo presión de selección negativa y positiva, 
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destacadas por el alto número de sitios de selección purificadores, que podrían dar 

como resultado el surgimiento de nuevas cepas (Marinho et al., 2024) (Figura 2). 

 

Figura 2. Árbol filogenético construido a partir de las 71 secuencias disponibles del genoma 

completo de MAYV. Se utilizó de referencia la secuencia NCBI NC_003417 (Genotipo L). Las 

secuencias de los genotipos D, L, L/D y N están resaltadas en azul, celeste, lila y morado, 

respectivamente. Imagen tomada de (Marinho et al., (2024), doi: https://doi.org/10.3390/v16050809. 

 

1.4. Transmisión y vectores 

El ciclo de transmisión del virus puede darse de dos maneras: un ciclo 

selvático en el cual el virus circula entre los mosquitos de hábitats selváticos y los 

animales reservorios, manteniéndose en un ciclo enzoótico infectando 

ocasionalmente a humanos que ingresen o vivan en estas zonas boscosas, o un 

ciclo más rural-urbano en el que los humanos pueden actuar como amplificadores 

del virus y en este tipo de transmisión, los mosquitos se infectan al picar a una 

https://doi.org/10.3390/v16050809
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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 países como Trinidad y Tobago, Panamá, Colombia y Brasil (Diagne 

et al., 2020). También, se han realizado ensayos de laboratorio que demuestran la 

competencia eficiente de mosquitos antropofílicos 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 autóctonos 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 transmisión de MAYV en distintos animales, siendo los 

primates no humanos y mamíferos pequeños 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 últimos años 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 

hábitos alimenticios, la vigilancia entomológica 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 transmisión 

urbanos, además, pone de manifiesto el potencial de propagación que puede tener 

el MAYV y otros arbovirus (Azar et al., 2020; Brustolin et al., 2024; Iwamura et al., 

2020; Lorenz et al., 2017; Pereira et al., 2021). 
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Figura 3. Ciclo de replicación de MAYV. Figura creada por Patricia Valdés con BioRender.   

 

1.5. Epidemiología 

Desde que se aisló 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 selváticas. Además, en los 

últimos años, se han presentado una mayor cantidad de casos en regiones no 

endémicas y se ha detectado el virus en una mayor cantidad de países con casos 

aislados o pequeños brotes (Caicedo et al., 2021; Esposito and y Fonseca, 2017a; 

Ganjian and Riviere-Cinnamond, 2020; Pereira et al., 2021). 

Según la Organización Panamericana de Salud (OPS), hasta el 2020 se 

habían reportado 901 casos de MAYV en humanos, provenientes de 11 países de 

Latinoamérica y el Caribe. De estos, 844 fueron casos autóctonos confirmados o 

presuntivos y 15 fueron casos importados. La mayoría de los datos reportados se 

basan en pruebas serológicas, 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 erróneamente con otros virus similares (Ganjian and y 

Riviere-Cinnamond, 2020). 

Según los datos publicados, han ocurrido siete brotes de MAYV con 

evidencia en Brasil, Bolivia y Venezuela; el primer brote se registró en 1955 en 

Belém, en el estado de Pará-Brasil; luego ocurrió un brote en Bolivia, al cual se 

denominó “Uruma virus” durante el mismo año, a continuación, se descubrió que 

Uruma era otra cepa del MAYV y no un virus diferente, durante este brote el MAYV 

se identificó como el virus causante de entre el 10-15% de 192 casos (Azar et al., 

2020). Posteriormente, ocurrió otro brote entre 1977 y 1978 en otra comunidad rural 

del estado de Pará en Brasil, en este brote se infectó cerca del 20% de la población; 

después, en el 2008 se registró un brote de Dengue en otra comunidad de Pará, en 

el cual nuevamente se registró evidencia de infección por MAYV en un 34% de los 

pacientes infectados. Posteriormente, en el 2010 se reportó 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 países como Surinam (1964), 

Ecuador (1997), Guyana Francesa (1998), Venezuela (2000), Bolivia y Perú (2000-

2007), México (2001), Perú (2010-2013), Haití (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-circulación de MAYV en 

conjunto con CHIKV y DENV.  

También, se han reportado casos importados en otras regiones como en 

Norteamérica provenientes de Bolivia y Perú, en Holanda provenientes de Surinam 

(2008) y Brasil (2013), en Francia provenientes de Brasil (2009) y Guyana Francesa 

(2016), en Suiza proveniente de Perú (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 expansión 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). Además, se 
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relaciona a MAYV con el virus de la fiebre amarilla (YFV) debido a su similitud 

geográfica, patogénesis, epidemiología, reservorios y vector, estas características 

sirven de indicador del comportamiento del virus, por lo que se piensa que MAYV 

podría 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 

patógeno (Caicedo et al., 2021). 

 

1.6. Patogénesis 

El MAYV infecta al mosquito a nivel del intestino medio, esto da como 

resultado una infección persistente que no afecta ni produce pérdida de aptitud en 

los mosquitos (Fros and y Pijlman, 2016). Luego de la inoculación subcutánea 

producida por la picadura del mosquito infectado, el virus se replica en la piel, pasa 

a través de los vasos sanguíneos del hospedero y se replica en los glóbulos blancos, 

la sangre transporta los viriones a los órganos diana, el hígado y el bazo, donde se 

produce una mayor replicación viral, contribuyendo a la diseminación del virus a los 

huesos, músculos y tejidos de las articulaciones (Acosta-Ampudia et al., 2018; 

Diagne et al., 2020). 

 

1.7. Manifestaciones clínicas 

El virus Mayaro es el agente causal de la fiebre de Mayaro, esta enfermedad 

presenta un cuadro clínico similar a otros virus, se caracteriza por presentar fiebres 

abruptas, que pueden durar hasta 10 días y es capaz de reaparecer luego de la 

hipertemia; mialgias, erupciones cutáneas, dolor retro ocular, escalofríos, mareos, 

manifestaciones gastrointestinales, anorexia, edemas articulares, dolor abdominal, 

leucopenia y artralgias (Diagne et al., 2020; Organización Panamericana de la Salud 

y Organización Mundial de la Salud, 2019) (Figura 4). Aunque el MAYV 

generalmente causa una enfermedad no fatal e inespecífica, 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 Gómez-Dantés, 2006)  
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Su periodo de incubación varía de 1 a 12 días y su fase clínica generalmente 

se divide en dos etapas: aguda y subaguda. La etapa aguda posee una viremia 

transitoria de 3 a 5 días y la subaguda dura de los 7 a los 12 días, y es donde se 

presentan los síntomas más importantes (Acosta-Ampudia et al., 2018). Este 

patógeno causa una enfermedad incapacitante y en más del 50% de los casos 

suelen dejar como secuela importantes artralgias de larga duración que pueden 

persistir de meses a años, lo que indica que la fiebre de Mayaro es más debilitante 

que las infecciones ocasionadas por los flavivirus dado la duración de los síntomas 

(Diagne et al., 2020). 

Figura 4. Manifestaciones clínicas de MAYV. Órganos susceptibles y síntomas producidos por el 

virus. Creado por Patricia Valdés con BioRender. 

 

1.8. Ciclo de replicación viral 

1.8.1. Internalización 

El ciclo de vida de MAYV comienza cuando la envoltura viral se fusiona a la 

membrana plasmática de la célula diana a través de los receptores de superficie, 

entre los que se encuentra la proteína MXRA8, la unión de los viriones al receptor 

celular es mediada por la proteína E2 (R. Zhang et al., 2018). Posteriormente, el 

virión entra a la célula por endocitosis a través de una vesícula de clatrina o 



20 

 

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 nucleocápside viral, el virus se desensambla y, en 

consecuencia, libera su ARN genómico al desarmar su estructura (Diagne et al., 

2020) (Figura 5). 

  

1.8.2. Replicación 

El ARN se traduce a proteínas no estructurales (nsP) que forman un complejo 

de replicación, el cual cataliza la síntesis de ARN de la hebra de sentido negativo, 

que a su vez se utiliza como plantilla para la síntesis de ARN genómico (49S) y ARN 

subgenómico (26S) (Diagne et al., 2020). El ARN subgenómico funciona como ARN 

mensajero para producir proteínas estructurales (sP), la primera proteína estructural 

que se genera es la proteína de la cápside (C), que se libera por su actividad auto 

proteasa, la poliproteína restante que comprende los precursores de las 

glicoproteínas E3-E2-6K-E1 que se procesan en el Retículo Endoplasmático (RE) y 

el aparato de Golgi (AG), las proteínas C interactúan con el ARN genómico para 

encapsidar el genoma y formar nucleocápsides (Abdelnabi and y Delang, 2020; 

Andreolla et al., 2022). 

Un cambio de marco de lectura en el gen que codifica a la proteína 6k puede 

producir la proteína Transframe (TF) en vez de la 6K; estas proteínas poseen una 

porción N-terminal idéntica, pero cambian en la porción C-terminal (Andreolla et al., 

2022). 

 

1.8.3. Salida 

Los componentes virales se ensamblan y las nucleocápsides son 

transportadas a la membrana plasmática, luego adquieren la envoltura con 

glicoproteínas virales a través de la gemación con la membrana del hospedero, y 

forman los viriones que se liberan al exterior, estas partículas virales infectan otras 

células y se repite el ciclo (Abdelnabi and y Delang, 2020). 



21 

 

 

Figura 5. Ciclo de Replicación del virus Mayaro. Creado por Patricia Valdés con BioRender. 

 

2. Células SH-SY5Y 

La línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y es un subclon derivado de la 

línea parental SK-N-SH. Esta se generó en 1970 a partir de una biopsia de tumor 

en la médula ósea. Estas células se subclonaron primero a SH-SY, luego a SH-SY5 

y, por último, este subclon SH-SY5Y se almacenó en la ATCC en 1970 (Kovalevich 

and y Langford, 2013). Las células SH-SY5Y poseen dos morfologías: 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 línea celular ha sido ampliamente utilizada como modelo in vitro para estudios 

neurológicos, así como estudios de neurodegeneración, neuro traumatismo y 

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 ácido retinoico (AR) el más utilizado (Kovalevich and y Langford, 2013).  
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La exposición secuencial de esta línea celular al ácido retinoico induce poblaciones 

homogéneas de células con morfología neuronal humana. Este proceso activa el 

receptor de tropomiosina quinasa B (TrkB), permitiendo la supervivencia exclusiva 

de células dependientes de neurotrofinas. Estas células expresan proteínas con 

localización subcelular característica de neuronas maduras y presentan múltiples 

características similares a los cultivos primarios de neuronas (Encinas et al., 2000; 

Shipley, Mangold, y Szpara, 2016). 

Este modelo celular es útil para llevar a cabo estudios bioquímicos y 

moleculares a gran escala debido a su susceptibilidad a la manipulación genética y 

la disponibilidad de una cantidad ilimitada de células. 

 

3. Antivirales y rocaglatos 

Los virus son patógenos intracelulares obligados cuya replicación depende 

de las funciones y vías 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 replicación, amplificación y posterior propagación (Lozach, 2020). La 

infección viral se asocia con efectos en la morfología, la fisiología y la bioquímica 

celular, así como, también se relaciona con efectos genotóxicos y biológicos en la 

célula (Albrecht, Fons, Boldogh, y Rabson, 1996). Algunos de los procesos que 

afectan son el metabolismo celular, la respuesta inmune, las vías de transducción 

de señales, el ciclo celular, la apoptosis, la inflamación, entre otros (Christiaansen, 

Varga, y Spencer, 2015; Fan, Sanyal, y Bruzzone, 2018; Huckestein y Alcorn, 2022; 

Józefiak, Larska, Pomorska-Mól, 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 acción 

directa (DAA) y las drogas dirigidas a un blanco del hospedero (HDT). Los antivirales 

de acción directa actúan sobre el virus, se pueden dirigir a señuelos receptores, 

proteasa o nucleósidos del virus, y también pueden actuar sobre la traducción o 

proteínas virales; estos antivirales han sido los más utilizados, ya que poseen 

tiempos de acción cortos, sin embargo, pueden favorecer la aparición 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 actúan 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, así como también, estimuladores de la respuesta inmune, fármacos de 

reprogramación lipidómica 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 comparación 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 rápidamente, puesto que la 

resistencia requeriría 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 evasión requeriría cambios genéticos 

considerables en el patógeno. Todas estas ventajas se deben a que la variabilidad 

genética y la tasa de mutación 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 replicación 

viral se encuentra la síntesis de proteínas llevada a cabo por la maquinaria de 

traducción celular (Nebigil et al., 2020). La traducción eucariótica está fuertemente 

regulada por factores de iniciación eucarióticos (eIF). Así, el factor de iniciación 

eucariota eIF4A 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 eIF4A para formar el complejo de pre-

iniciación 43S (43S-PIC) en el inicio de la traducción del ARNm (Montero, Pérez-

Gil, y Sampieri, 2019). 

Los rocaglatos son compuestos naturales extraídos 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 específicos de eIF4A (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 clínicos 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 antimalárica 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 hemorrágica de Crimea del Congo y en menor 

medida, contra hepatitis E (Cao et al., 2021; Langlais et al., 2018; Müller 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). 

 

Figura 6. Estructuras químicas de los compuestos rocaglatos a estudiar en este trabajo. 

  



25 

 

Durante los últimos años, los arbovirus se han expandido rápidamente 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 climático 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 mutación, favoreciendo así su adaptación a 

un amplio número de vectores, lo que los convierte en una amenaza para la salud 

pública, principalmente en países en vías de desarrollo con escasa vigilancia 

epidemiológica (Lopes Marques et al., 2020). 

A pesar de que el MAYV representa un potencial problema de salud pública, 

es un virus desatendido y actualmente no existen vacunas aprobadas o antivirales 

específicos disponibles para uso humano, lo que se ha convertido en un tema de 

preocupación 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 adhesión, penetración, 

replicación y vías de activación de señales intracelulares, debido a su diversidad de 

componentes activos y diversas rutas metabólicas (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, además de las 

interacciones con los huéspedes y el desarrollo de agentes antivirales capaces de 

acelerar el desarrollo de tratamientos terapéuticos y profilácticos 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 infección con el alfavirus Mayaro y estudiar la potencial actividad antiviral 

de compuestos de rocaglatos. 

 

Objetivos Específicos  

• Estudiar el efecto del MAYV en la viabilidad de células de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y y cuantificar la producción de partículas virales. 

• Evaluar el impacto de la diferenciación de células SH-SY5Y en la 

infectividad del MAYV.  

• Analizar la expresión de las proteínas virales estructurales y no 

estructurales. 

• Estudiar la expresión de genes de respuesta. 

• Analizar la citotoxicidad de los compuestos Rocaglamide, CR-1-31-B y 

Zotatifin en células humanas. 

• Examinar el efecto citopático causado por el MAYV en las células tratadas 

con los compuestos. 

• Evaluar la producción de partículas virales y la expresión de proteínas 

virales nsP1 y E1 del MAYV en las células humanas seleccionadas 

tratadas o no con los rocaglatos. 

• Analizar la etapa en el ciclo de replicación del MAYV en la que podrían 

estar actuando los rocaglatos. 
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Hipótesis 

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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CAPÍTULO II  

METODOLOGÍA 
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Cultivo celular y rocaglatos 

Las células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) fueron cultivadas en 

Medio Esencial Mínimo Eagle (EMEM) suplementado con aminoácidos no 

esenciales y sales de Earle y las células de fibroblastos de piel humana (HDF’s) y 

Microglía humana (HMC3) fueron cultivadas en Medio Eagle Modificado de 

Dulbecco (DMEM). Todos los medios de cultivo celular se complementaron con 1% 

de solución de penicilina-estreptomicina, 2 mM de L-glutamina y suero bovino fetal 

(SBF) al 10%. Las células se incubaron a 37 ºC en una atmósfera de 5% de CO2.  

Los compuestos Rocaglamide-A, Zotatifin, CR-1-31-B se obtuvieron de la 

casa comercial MedChemExpress (MCE) y se disolvieron en dimetil sulfóxido 

(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 utilizó la cepa del MAYV AVR0565, 

proveniente de San Martín, Perú. Mientras que para la evaluación 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 García-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 Biotecnología del Consejo Superior de Investigaciones 

Científicas (CNB, CSIC) de Madrid, España. 

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

títulos virales y se almacenaron a -80 ºC hasta su uso. 

 



30 

 

Diferenciación celular 

Para inducir la diferenciación 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 o 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 día, se colocó medio de etapa 1 compuesto de EMEM 

suplementado al 2% con SBF, 1% de L-glutamina, 1% de penicilina-estreptomicina 

y ácido retinoico (RA) a 10 μM (Cat. No. R2625, Sigma). Después de 4 días de 

incubación, se cambió al medio de etapa II compuesto de medio Neurobasal 

suplementado con 1% de Gluta-Max, 1% penicilina-estreptomicina, 20 mM de 

Cloruro de potasio (KCl) (Cat. No. P5405, Sigma) y 50 ng/mL de factor neurotrófico 

derivado de cerebro (BDNF) y 1X de suplemento B-27 (Cat. No. 12564-044, Gibco), 

durante 8 días adicionales, refrescando el medio cada 3 días. Las células se 

incubaron a 37 ºC en una atmósfera de 5% de CO2 y se tomaron imágenes de los 

diferentes estados de diferenciación mediante un microscopio invertido (Leica 

Biosystems, EEUU). 

 

Ensayos de viabilidad celular 

La citotoxicidad de los compuestos y el efecto citopático (ECP) provocado 

por el virus se evaluó 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 o 48 h o se infectaron con MAYV a MOI 1 o 10 durante 8 a 96 h. 

Después del periodo de incubación, se añadió una solución de MTT a una 

concentración de 5 mg/mL preparada en PBS estéril y se incubó en la oscuridad a 

37ºC durante 3 h. Posteriormente, los cristales de formazán formados se disolvieron 

en DMSO y se midió la absorbancia a 570 nm usando un espectrofotómetro lector 

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

infectadas o DMSO).   

 

Ensayos de infección viral y efecto citopático (ECP) 

Para evaluar el efecto citopático inducido por MAYV o la cuantificación de 

partículas virales, se cultivaron células en platos de 12 pocillos y se infectaron 

durante 1 h en medio sin SBF a una multiplicidad de infección de 1 o 10. Después 

de la h de absorción del virus, se retiró el inóculo y se agregó 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 realizó una cinética de infección desde las 8 hasta las 96 h, sin 

embargo, se observó el ECP después de las 24 o 48 h de incubación con un 

microscopio invertido (Leica Biosystems, EEUU). Para la recolección de 

sobrenadantes para la titulación de placas o proteínas para evaluar la síntesis de 

proteínas, se realizó el mismo método con controles y se colectaron los 

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

 

Ensayo de formación de placas virales 

Se evaluó la producción de partículas virales en los sobrenadantes de células 

infectadas y tratadas o no mediante el ensayo de formación de placas y tinción 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 incubación, se retiró el inóculo, se 

agregó a los platos una solución de agar al 2% en MEM 2X suplementado con SBF 

al 4% y se incubó a 37 °C. Pasado el periodo de incubación, se inactivaron y fijaron 

las células con una solución de formaldehído al 4% durante 20 min, se retiró el agar 

y se tiñó con violeta cristal al 2% preparado en metanol al 30%. Finalmente, se 

lavaron los platos con agua del grifo a presión baja, se dejaron secar y se contaron 

el número de placas. Los títulos virales se expresaron como unidades formadoras 

de placas por mililitro (UFP/mL) y la cuantificación se llevó a cabo utilizando la 

siguiente fórmula: 
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𝑈𝐹𝑃
𝑚𝐿⁄ =

# 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 ∗ 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 ∗ 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛
 

 

Citometría de flujo 

Luego de infectar las células con virus conjugados a GFP y tratar las células 

con los compuestos, estas se fijaron con paraformaldehído, se permeabilizaron y se 

suspendieron en PBS. Posteriormente, las muestras se analizaron en un citómetro 

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 (Versión 2.4.0.28), aplicando controles de compensación. Durante el 

análisis, las partículas se excitaron con un láser de 488 nm-Canal B525, registrando 

la emisión de fluorescencia en el rango de 525-540 nm. El software del citómetro 

contabilizó los eventos fluorescentes, permitiendo calcular la concentración de 

partículas virales GFP en la muestra según el volumen analizado y las diluciones 

aplicadas. 

Análisis de proteínas mediante Western blot 

Las proteínas virales o celulares se analizaron mediante Western Blot. Para 

ello, las células se lisaron con tampón de carga de Laemmli con Ditiotreitol al 10%. 

Las proteínas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con 

dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE), se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y 

se incubaron en una solución de leche desnatada al 5% en tampón T-TBS durante 

20 min en agitación. Las membranas se incubaron durante la noche a 4 °C con los 

anticuerpos primarios policlonales de conejo contra las proteínas estructural E1 y 

no estructural 1 (nsP1) del MAYV. Como control de carga se utilizó un anticuerpo 

contra la proteína celular GAPDH (Cat. No. VMA00046, Bio-Rad) o β-Actina (Cat. 

No. VMA00048, 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 rábano (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 señal 
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mediante un escáner de quimioluminiscencia C-Digit (LI-COR, EEUU) o mediante 

la luz captada por una película 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 diámetro dentro 

de platos de 24 pocillos tratados con Poly-D-Lysine (Cat. No. A3890401, Gibco) 

para favorecer su adhesión. Las células se diferenciaron durante 12 días y se fijaron 

con paraformaldehído 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 tiñeron durante 

24 h con los anticuerpos primario anti-β-III-Tubulina (βIIITUB) (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-ratón 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 solución de 

montaje Prolong con DAPI (Cat. No. P36962, Invitrogen) para teñir los núcleos 

celulares y se observaron en un microscopio confocal FV1000 (Olympus America, 

Inc., Center Valley, PA, EEUU). 

 

Análisis de la expresión de ARNm por RT-qPCR 

Se utilizó la técnica de Transcriptasa Inversa-Reacción en Cadena de la 

Polimerasa en Tiempo Real o cuantitativa (RT-qPCR) para la detección de la 

expresión genes celulares. Se extrajo el ARN total de las células usando un kit 

RNeasy (QIAGEN, CA, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN 

complementario se sintetizó a partir de 1 μg de ARN usando un kit de Transcripción 

Inversa cDNA de alta capacidad y la RT-PCR cuantitativa se completó usando el kit 

Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EE. UU.) en un termociclador QuantiStudio 5, utilizando cebadores específicos para 

los genes de respuesta inmune: interferón alfa (IFNα), interferón beta (IFNβ), gen 

15 estimulante de interferón (ISG15), proteína de unión a GTP inducida por 



34 

 

interferón (MX1), factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) y el gen de la interleucina 1 

beta (IL-1β). La expresión del ARNm se determinó usando β-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-González, Campos, 

y González-Santamaría, 2021; Valdés-Torres et al., 2022). 

 

Tabla 1. Lista de cebadores usados en este estudio. 

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

IFNα 
Forward: GCCTCGCCCTTTGCTTTACT 

Reverse: CTGTGGGTCTCAGGGAGATCA 

(Devhare, Chatterjee, 

Arankalle, y Lole, 2013) 

IFNβ 
Forward: ATGACCAACAAGTGTCTCCTCC 

Reverse: GCTCATGGAAAGAGCTGTAGTG 

(Devhare et al., 2013) 

TNFα 
Forward: CAGAGGGAAGAGTTCCCCAGGGACC 

Reverse: CCTTGGTCTGGTAGGAGACGG 

(Devhare et al., 2013) 

IL-1β 
Forward: AACCTCTTCGAGGCACAAGG 

Reverse: GTCCTGGAAGGAGCACTTCAT 

(Hamel et al., 2015) 

MX-1 
Forward: GGTGGTGGTCCCCAGTAATG 

Reverse: ACCACGTCCACAACCTTGTCT 

(Stevenson et al., 2011) 

ISG15 
Forward: GAGAGGCAGCGAACTCATCT 

Reverse: CTTCAGCTCTGACACCGACA 

(Bektas et al., 2008) 

β -

Actina 

Forward: AGAGCTACGAGCTGCCTGAC 

Reverse: AGAGCTACGAGCTGCCTGAC 

(Chen et al., 2016) 

 

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos se analizaron a través del programa de análisis 

estadístico Graphpad Prism, los análisis se definieron tomando en cuenta los 

resultados, mediante pruebas de comparación de dos o más componentes. Un valor 

de p < 0.05, fue considerado como significativo.  
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RESULTADOS 

1. Análisis de la viabilidad de las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y 

y evaluación de la replicación viral de MAYV y UNAV. 

Aunque el MAYV es considerado un patógeno emergente, aún se 

desconocen muchos aspectos fundamentales sobre su biología, las posibles 

secuelas, las vías de transmisión y los factores de riesgo asociados. Se ha descrito 

que otros virus similares, como CHIKV, son capaces de provocar complicaciones 

neurológicas, incluida la apoptosis neuronal (Dhanwani et al., 2012). Sin embargo, 

la información sobre la capacidad del MAYV para infectar el cerebro es limitada.  

Teniendo en cuenta esto, se decidió infectar células SH-SY5Y, un modelo 

celular con un fenotipo neuronal, durante distintos tiempos y dos multiplicidades de 

infección (MOI de 1 y 10) del MAYV y se documentaron diariamente, mediante 

microscopía óptica, los cambios morfológicos o ECP inducidos por el virus en las 

células. Se observó que las células infectadas mostraban ECP a partir de las 48 h 

de infección, y este efecto aumentaba en el tiempo, en particular en la MOI de 10, 

de manera que, a las 96 h de infección, 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 evaluó la viabilidad celular de las células infectadas mediante el 

ensayo de MTT y se obtuvo un resultado similar al ECP. Se notó que la viabilidad 

celular se reducía de manera significativa a partir de las 24 h de infección con una 

MOI de 10 y después de las 48 h con una MOI de 1. Después de las 72 h de 

infección, la viabilidad disminuyó de manera muy significativa para ambas MOI 

(Figura 7B). A continuación, se evaluó si el virus era capaz de replicar en la línea 

celular SH-SY5Y. Para esto, se infectaron células hasta 96 h post infección (hpi) 

como se hizo previamente, se colectaron los sobrenadantes celulares y se llevaron 

a cabo ensayos de titulación de placas virales. Estos resultados indican que el 

MAYV 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 infección con el MAYV. 
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Figura 7. Las células SH-SY5Y son susceptibles a la infección 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. Título viral de células SH-SY5Y infectadas con el MAYV a una MOI 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 probó la capacidad del virus UNAV para infectar las 

células SH-SY5Y. UNAV es otro miembro de los Alfavirus y está estrechamente 

relacionado con el MAYV y casi no hay información sobre el tropismo celular de este 

virus. En estos experimentos, se obtuvieron resultados similares a los observados 

con el MAYV. El UNAV provocó un ECP a partir de las 48 hpi en ambas MOI, que 

iba acompañado de una disminución de la viabilidad celular de manera significativa 

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

que el UNAV también se replica eficientemente en las células SH-SY5Y. 

 

2. Las células infectadas por el MAYV y el UNAV expresan las proteínas virales 

E1 y nsP1. 

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

en la línea celular SH-SY5Y, se analizó la expresión de las proteínas 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 

Figura 8. UNAV también infecta las células SH-SY5Y de manera dependiente del tiempo y de 

la MOI utilizada. (A) Imágenes mostrando el ECP inducido por el UNAV en células SH-SY5Y. (B) 

Porcentaje de células viables SH-SY5Y infectadas con el UNAV. Títulos virales en sobrenadantes 

de células SH-SY5Y infectadas con UNAV a MOI de 1 (C) y 10 (D). Los datos fueron analizados con 

la prueba estadística de Kruskal Wallis, seguido de la prueba de Dunnett: (ns: no significativo, ** 

p<0.01, *** p<0.005, **** p<0.0001). 
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proteínas y se analizaron los niveles de E1 y nsP1 mediante Western-Blot. Los 

resultados de estos experimentos mostraron la expresión de ambas proteínas 

virales E1 y nsP1 del MAYV a partir de las 48 hpi (Figura 9A) y del UNAV a partir de 

las 24 hpi (Figura 9B). 

 

3. Las células diferenciadas con ácido retinoico y factor neurotrófico derivado 

del cerebro muestran características morfológicas de neuronas maduras y 

expresan marcadores neuronales. 

La diferenciación de las células SH-SY5Y es un paso necesario para producir 

una población de células con comportamientos morfológicos y funcionales similares 

a los de las neuronas maduras. Se ha descrito que el tratamiento con ácido retinoico 

(AR), factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) y suplemento B-27, inducen 

la diferenciación 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 transmisión de señales entre neuronas. Durante este 

proceso de diferenciación, la transformación de las células en neuronas implica la 

remodelación y redistribución de proteínas del citoesqueleto, especialmente actina, 

tubulina y filamentos intermedios (Hromadkova et al., 2020). Esta organización 

especializada del citoesqueleto cumple funciones claves en la estabilidad de los 

Figura 9. Las células SH-SY5Y infectadas con los virus MAYV y UNAV expresan proteínas 

virales E1 y nsP1. kDa: kilodaltons; hpi: horas post infección; GAPDH: gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa. 
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microtúbulos y en la integridad axonal, controladas por la fosforilación de residuos 

específicos en estas proteínas. Esta fosforilación es especialmente importante para 

las funciones axonales y para la transmisión a larga distancia de señales 

electroquímicas importantes para el funcionamiento del sistema nervioso 

(Hromadkova et al., 2020). 

Para inducir la diferenciación de las células SH-SY5Y en un modelo neuronal 

maduro, las células se cultivaron durante 4 días con medio de diferenciación de 

etapa I y luego, durante 8 días más, con medio de diferenciación de etapa II, también 

se cultivaron células crecidas con solo medio EMEM al 2% de FBS como control. El 

cultivo de las células SH-SY5Y se monitoreó diariamente para verificar el proceso 

de diferenciación a un modelo neuronal. Se pudo observar que las células tratadas 

con AR+BDNF mostraron un leve alargamiento a partir del primer día de tratamiento 

con medio de etapa I, para el quinto día, ya con medio de etapa II, las células 

mostraban proyecciones más extensas que aumentaron con los días produciendo 

así una amplia red de neuritas características de neuronas maduras (Figura 10). 

Se conoce también que las células diferenciadas expresan marcadores neuronales. 

De manera que, para comprobar que nuestras células se diferenciaron 

adecuadamente, se evaluó la presencia de dos de los marcadores neuronales 

previamente reportados, β-III-Tubulina (βIIITUB) 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 expresión 

Figura 10. Proceso de diferenciación neuronal de las células SH-SY5Y. 
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de estos marcadores en las células diferenciadas con AR+BDNF, comprobando así 

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

 

4. Las células SH-SY5Y diferenciadas a un modelo neuronal maduro e 

infectadas con MAYV, muestran títulos virales altos y expresan niveles de 

proteínas virales similares a las células no diferenciadas. 

Luego de comprobar que las células se diferenciaron efectivamente en un 

modelo neuronal maduro, se evaluó si el MAYV era capaz de replicarse en este 

modelo neuronal. Para esto, se cuantificó la producción de partículas virales en 

sobrenadantes de células infectadas con el MAYV diferenciadas y no diferenciadas 

a 24 o 48 h de incubación, utilizando el método de titulación de placas y tinción con 

violeta cristal. Los resultados de estos ensayos revelaron que tanto las células no 

diferenciadas como las células diferenciadas son permisivas a la infección con igual 

eficiencia independientemente del tiempo de infección (Figura 12A-B). 

Seguidamente, se quiso comprobar si ocurría el mismo efecto en la expresión 

de las proteínas E1 y nsP1 en las células diferenciadas. Para realizar esto, se 

Figura 11. Expresión de marcadores neuronales por células SH-SY5Y diferenciadas. (A) 
Imágenes de Western Blot mostrando la expresión de marcadores neuronales. (B) Presencia de 
marcadores neuronales mediante inmunofluorescencia. 
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recolectaron proteínas de células diferenciadas y no diferenciadas infectadas con el 

MAYV a 48 h y se analizaron mediante Western Blot. Como se puede observar, hay 

niveles similares de la proteína nsP1 tanto en las células diferenciadas, como en las 

no diferenciadas (Figura 12C), no obstante, se observó niveles superiores de la 

proteína E1 en las células diferenciadas. Estos resultados indican que el MAYV 

infecta eficientemente las células SH-SY5Y independientemente de su estado de 

diferenciación. 

 

Figura 12. El MAYV replica eficientemente en células diferenciadas como en no diferenciadas. 

ns: no significativo, AR+BDNF: células diferenciadas. T-test con corrección de Welch ns: no 

significativo, * p<0.1, ** p<0.01, *** p<0.005, **** p<0.0001. 
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5. Evaluación de genes de respuesta inmune mediante RT-qPCR en células 

diferenciadas y no diferenciadas infectadas con MAYV. 

Para evaluar cómo respondían las células SH-SY5Y ante la infección por el 

MAYV, se analizó la expresión de los siguientes genes de respuesta inmune 

mediante RT-qPCR: interferón alfa (IFNα), interferón beta (IFNβ), gen 15 

estimulante de interferón (ISG15), proteína de unión a GTP inducida por interferón 

(MX1), factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) y el gen de la interleucina 1 beta (IL-

1β) 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 expresión de los genes de 

interferón: IFNα e IFNβ (Figuras 13A y 13B), indicando una activación de la vía de 

interferón tipo I, esenciales en la respuesta antiviral inicial (Schoggins, 2019). 

También, encontramos una inducción significativa de los genes inducidos por 

interferón ISG15 y MX1 (Figuras 13C y 13D), independientemente del estado de 

diferenciación de las células SH-SY5Y.  

En estudios anteriores se ha descrito que la infección del MAYV aumenta las 

citocinas proinflamatorias, que son mediadores importantes involucrados en la 

progresión de patologías causadas por alfavirus artritogénicos como el MAYV 

(Ferraz et al., 2021). Por lo tanto, se decidió evaluar la expresión de los genes de 

las citocinas proinflamatorias TNFα e IL-1β. Estos resultados en las células no 

diferenciadas muestran un aumento en la expresión de TNFα y una supresión de 

IL-1β, mientras que en las células diferenciadas ambos genes aumentan, aunque 

TNFα muestra una expresión más 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 expresión de MX1 y TNFα es mayor en las células no diferenciadas; 

mientras que IFNα, IFNβ e ISG15 no muestran diferencias significativas entre estos 

grupos; y, además, IL-1β aumenta su expresión de manera muy significativa en las 

células diferenciadas (Figura 13). 
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6. Análisis de la citotoxicidad celular de los compuestos derivados de 

rocaglatos en distintas líneas celulares humanas y determinación de las 

concentraciones a evaluar. 

En la segunda parte de este trabajo, se decidió evaluar compuestos 

derivados de rocaglatos para probar si estos compuestos tenían actividad antiviral 

contra el MAYV. Así, lo primero que hicimos fue evaluar la toxicidad de los 

compuestos en células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y), células de microglía 

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 tóxicos en concentraciones 

mayores a 5 nM, siendo la viabilidad celular mayor o igual al 80% en 

concentraciones de 3 nM en todas las líneas celulares probadas (Figuras 14A, 14B, 

14D, 14E, 14G y 14H). Por su parte, Zotatifin mostró una viabilidad mayor o igual al 

80% a una concentración de 50 nM a las 24 h, y disminuyó un poco a las 48h 

Figura 13. Análisis de los genes de respuesta inmune en células diferenciadas y no 

diferenciadas. Se usó β-actina como housekeeping gen. Mann Whitney test:  ns: no significativo, * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001. 
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(Figuras 14C, 14F y 14I). De manera que se decidió utilizar una concentración 

máxima de 3 nM para Roc-A y CR-1-31-B, y una concentración máxima de 50 nM 

para Zotatifin, teniendo en cuenta que los ensayos de infección tendrían una 

duración de 24 h. 

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 o 48 h y se midió 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 estadísticas se evaluaron mediante 

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

como: ns: no significativo, *** p < 0.005, **** p < 0.0001. La línea puntuada indica una viabilidad 

celular del 80%. 

 

Luego de seleccionar las concentraciones a probar, se evaluó 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 absorción del virus, se 

trataron las células con DMSO o con los rocaglatos. Después de 48 h de infección, 

se observó la morfología de las células con la ayuda de un microscopio invertido. 

En las células infectadas con el MAYV y tratadas con DMSO se observó 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 observó una clara protección del daño 

inducido por el virus, lo que nos sugiere que este compuesto podría tener un efecto 

antiviral. 

Figura 15. Zotatifin protege las células de cultivo primario de fibroblastos de piel humana 

(HDF’s) del efecto citopático inducido por el MAYV. 



47 

 

7. Los rocaglatos Zotatifin y CR1-31B reducen la producción de progenie viral 

de MAYV en distintas líneas celulares humanas de manera dependiente de 

la dosis probada. 

A continuación, para verificar si la protección mediada por Zotatifin observada 

en los ensayos de efecto citopático estaba asociada con un efecto antiviral, 

cuantificamos la producción de partículas 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, Perú) durante 1 h y se trataron 

nuevamente con los compuestos, se utilizaron células tratadas con DMSO como 

control. Después de 24 h de incubación, se recolectaron los sobrenadantes para medir 

la producción de partículas virales, como explicamos previamente. De estos ensayos, 

se observó una clara reducción de los títulos virales de manera dependiente de la 

concentración con los compuestos Zotatifin (Figura 16A) y CR-1-31-B (Figura 16B), 

mientras que los títulos de los sobrenadantes de Roc-A no mostraron diferencias con 

el control (Figura 16C). 

Luego, se decidió corroborar los resultados anteriores en células de microglía 

humana HMC3. Los resultados de estos experimentos mostraron que Zotatifin redujo 

significativamente los títulos del virus de manera dosis dependiente (Figura 16D), con 

una disminución que oscilaba entre 4 y 5 log; por su parte, CR-1-31-B también mostró 

una inhibición del virus de alrededor de 3 log, pero solo en la máxima dosis probada 

(Figura 16E). Estos resultados indican que tanto Zotatifin como CR-1-31-B reducen la 

producción de partículas virales del MAYV, sin embargo, Zotatifin mostró una mayor 

inhibición dependiente de la concentración. Por lo tanto, se optó 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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 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 realizó la misma metodología descrita anteriormente: se pretrataron 

las células, se infectaron y se volvieron a tratar con el compuesto hasta completar 

Figura 16. Zotatifin y CR-1-31-B inhiben la replicación 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 

incubación del virus, se volvieron a tratar las células hasta completar las 24 h de infección. A 

continuación, se evaluó la producción de partículas virales en cada condición experimental mediante 

la técnica de formación de placas. Los títulos virales se expresaron como UFP por mililitro (UFP/mL). 

Los datos representan el promedio ± la desviación estándar de al menos dos o tres experimentos 

independientes con tres réplicas cada uno. Los datos se analizaron mediante la prueba estadística 

Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. ns: no significativo; *p 

< 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.005; **** p < 0.0001. 
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las 24 h de incubación, sin embargo, solo se evaluó una única concentración de 50 

nM.  

Los resultados obtenidos muestran que Zotatifin es capaz de inhibir la 

infección del MAYV en las células SH-SY5Y de manera significativa con una 

disminución de aproximadamente 4 log (Figura 17A). Además, al probar en células 

diferenciadas a neuronas maduras, se pudo observar que Zotatifin también inhibía 

la replicación del MAYV de manera similar a las células no diferenciadas (Figura 

17B). 

 

Todos estos datos demuestran que Zotatifin inhibe eficientemente la 

infección 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 Martín, Perú. Teniendo esto 

en cuenta, para determinar si el efecto antiviral observado ocurre con otras cepas 

del virus aisladas de otras regiones geográficas, analizamos el efecto de Zotatifin 

en las cepas BeH256 (Brasil), D218 (Suriname) y TRVL 4875 (Trinidad y Tobago); 

Figura 17. Zotatifin inhibe la replicación de MAYV en células SH-SY5Y no diferenciadas y 

diferenciadas. Se evaluó la producción de partículas virales mediante la técnica de formación de 

placas. Los títulos virales se expresaron como UFP por mililitro (UFP/mL). Los datos representan el 

promedio ± la desviación estándar de al menos 2 experimentos independientes con 3 réplicas cada 

uno. Los datos se analizaron mediante la prueba estadística t-Student con corrección de Welch. ns: 

no significativo; *p < 0.05; ** p < 0.01. 
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las células se trataron con la dosis máxima de Zotatifin (50 nM) hasta las 24 h de 

incubación y se cuantificó la progenie viral mediante ensayos de formación de 

placas. Los resultados obtenidos muestran que Zotatifin reduce la producción de 

progenie de MAYV en todas las cepas evaluadas de manera muy significativa, 

oscilando entre 3 y 4 log de reducción en cada cepa (Figura 18). 

 

9. Zotatifin reduce la expresión de la proteína estructural de MAYV E1 y la 

proteína no estructural nsP1. 

Con el objetivo de explorar un posible mecanismo por el cual Zotatifin reduce 

la replicación del MAYV, decidimos evaluar la expresión de las proteínas 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 incubación, se 

recolectaron los extractos de proteínas y se analizaron los niveles de E1 y nsP1 

mediante Western Blot. Como se muestra en la Figura 19, Zotatifin inhibe la 

expresión de las proteínas E1 y nsP1 de MAYV en la concentración máxima 

probada. 

Figura 18. El efecto antiviral de Zotatifin en células HDF’s es independiente de la cepa de 

MAYV 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 concentración máxima de Zotatifin (50 nM) 

durante 24 h. Después, los títulos virales fueron cuantificados mediante la técnica de formación de 

placas. Los títulos virales se expresaron como unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/mL). 

Los datos representan el promedio ± la desviación estándar de al menos tres experimentos 

independientes con tres réplicas cada uno. Los datos se analizaron con la prueba estadística de 

Mann-Whitney. La significancia estadística se muestra como: **** p < 0.0001. 
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10.  El tratamiento con Zotatifin inhibe la infección del MAYV en diferentes 

etapas del ciclo viral. 

Con el fin de explorar en qué etapa del ciclo viral actúa Zotatifin, se trataron 

las células HDF’s con la concentración máxima del compuesto durante diferentes 

etapas de la infección 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 eliminó el inóculo 

y se colocó medio sin tratamiento hasta completar las 24 hpi, se colectaron los 

sobrenadantes y se cuantificaron mediante titulación de placas. Como se muestra 

en la Figura 20A, en las células pretratadas, el título del virus disminuye un 

aproximado de 4 logs con respecto al control. 

Se conoce que el primer paso de la infección por el MAYV consiste en la 

unión de las partículas virales a un receptor en la membrana celular de un 

hospedero susceptible. Por lo tanto, se realizó un ensayo de unión 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 absorción, las células se incubaron 

a 37 °C en un medio sin los compuestos durante 24 h pi y se cuantificaron los títulos 

Figura 19. Zotatifin inhibe la expresión de proteínas 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 proteínas fueron analizados mediante Western Blot para determinar los 

niveles de proteínas E1 y nsP1. Se utilizó como control de carga la proteína GAPDH. kDa: 

kilodaltons, -: ausencia, +: presencia 
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virales como se describió con anterioridad. Estos experimentos revelaron que 

Zotatifin no afectó la unión del MAYV a la dosis probada (Figura 20B). 

El paso siguiente después de la unión a las células diana es la entrada del 

virus a las células, por lo tanto, a continuación, se evaluó 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 eliminó el inóculo y se trasladaron las células a 37 °C y se incubaron 

con Zotatifin durante 2 h. Después, se retiró el compuesto y, tras 24 hpi, se evaluó 

la producción de progenie viral. Los resultados obtenidos indican que Zotatifin no 

parece afectar esta fase del ciclo viral (Figura 20C). 

 Finalmente, se realizó 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 adsorción viral, se retiró el inóculo y se incubaron las células sin 

tratamiento a 37 °C durante 2 h. Posteriormente, se añadió Zotatifin y las células se 

incubaron hasta 24 hpi, se colectaron los sobrenadantes y se cuantificaron los títulos 

virales. Como resultado de estos experimentos se obtuvo una reducción de 

alrededor de 2 logs (Figura 20D). Estos ensayos indican que el pretratamiento de 

las células o la adición del compuesto en etapas tardías, afectan la replicación del 

MAYV. 

 
Figura 20. Zotatifin inhibe la replicación 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), unión (B), entrada 

(C) y post entrada (D). Los títulos virales se cuantificaron mediante titulación de placas y tinción con 

violeta cristal. Los títulos virales se expresaron como unidades formadoras de placa por mililitro 

(UFP/ml). Los datos representan el promedio ± la desviación estándar de al menos dos experimentos 

independientes con tres réplicas cada uno. Los datos se analizaron con la prueba estadística de 

Mann-Whitney. La significancia estadística se muestra como: ns: no significativo, **p<0.01, **** p < 

0.0001. 
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11. El Zotatifin también disminuye la producción 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 

decidió 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 

títulos virales, como se indicó previamente. Estos resultados demuestran que el 

tratamiento con Zotatifin inhibe la replicación de ambos virus de manera 

dependiente de la concentración (Figura 21).  

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

de MAYV, sino que podría actuar sobre otros alfavirus. 

 

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 

planteó evaluar si este rocaglato tenía efecto antiviral contra otro tipo de virus de 

Figura 21. Zotatifin inhibe la replicación 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 

títulos virales mediante titulación de placas y se expresaron como unidades formadoras de placa por 

mililitro (UFP/ml). Los datos representan el promedio ± la desviación estándar de al menos tres 

experimentos independientes con tres réplicas cada uno. Los datos se analizaron mediante la prueba 

estadística Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. La 

significancia estadística se muestra como: * p < 0.05, *** p < 0.001, **** p < 0.0001 
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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 evaluó la citotoxicidad de Zotatifin sobre las células A549 usando 

concentraciones desde 30 a 100 nM y se midió la viabilidad celular mediante la 

técnica de MTT. Las células toleraron Zotatifin hasta una concentración de 100 nM 

después de 6 días de tratamiento, pero se optó por probar concentraciones de 50 

nM, debido a que en ensayos anteriores fue la máxima concentración utilizada 

(Figura 22A). Posteriormente, para evaluar la replicación viral se utilizó citometría 

de flujo, ya que se utilizaron virus que expresan proteína verde fluorescente (GFP) 

y el porcentaje e intensidad del GFP puede brindar una idea del número de células 

infectadas y la cantidad de virus que hay en las células. Además, se usó la titulación 

de placas para cuantificar los títulos 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 citometría y los sobrenadantes para los 

ensayos de titulación de placas. 

Los ensayos de titulación de placas mostraron una clara inhibición 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 citometría 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 infección de 

las células (Figura 22D), sin embargo, sí redujeron la intensidad de GFP expresado 

en las células en ambas MOI, indicando que el compuesto afecta la replicación del 

virus (Figura 22E, Figura 22F). 
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Por otra parte, con VSV los ensayos de citometría 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, sí 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. 

Además, se cuantificó la progenie viral en células infectadas con MOI alta y se pudo 

Figura 22. Zotatifin disminuye el título 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). Títulos virales de 

IAV a MOI > 1 (B) y MOI < 1 (C). Evaluación de la replicación viral mediante citometría de flujo (D). 

Intensidad de GFP MOI > 1 (E), Intensidad de GFP MOI < 1 (F). Los títulos virales se expresaron 

como unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL). Los datos representan el promedio ± la 

desviación estándar de al menos dos experimentos independientes con tres réplicas cada uno. Los 

datos se analizaron mediante la prueba estadística de t-student con corrección de Welch. ns: no 

significativo. **** p < 0.0001. Mock: no infectado, SSC: Side Scatter (Complejidad). 
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observar que las células tratadas con Zotatifin mostraron un título menor que el 

observado en las células control (Figura 23D). Todos estos resultados indican que 

Zotatifin es capaz de inhibir la replicación de otros virus de ARN, tales como IAV y 

VSV. 

 

Figura 23. Zotatifin disminuye el título viral y la intensidad de GFP de VSV en células A549. 

Evaluación de la replicación viral mediante citometría de flujo (A). Intensidad de GFP a MOI > 1 (B). 

intensidad de GFP a MOI < 1 (C). Evaluación de los títulos virales mediante titulación de placas a 

MOI > 1 (D). Los títulos virales se expresaron como unidades formadoras de placas por mililitro 

(UFP/mL). Los datos representan el promedio ± la desviación estándar de al menos dos 

experimentos independientes con tres réplicas cada uno. Los datos se analizaron mediante la prueba 

estadística de t-student con corrección 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 proteínas nucleocápside (NP) de IAV, 

GFP de VSV y E3L del virus Vaccinia. 

Posteriormente, se decidió evaluar si Zotatifin afectaba la expresión de las 

proteínas NP de IAV-GFP, GFP de VSV-GFP y la proteína 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 proteínas y se analizaron mediante 

Western Blot. 

 Los resultados obtenidos muestran que Zotatifin inhibe la expresión de las 

proteínas NP de IAV tanto a una MOI alta (Figura 24A), como a una MOI baja (Figura 

25C). De igual manera, se obtuvo que el compuesto también inhibe la expresión de 

GFP de VSV en ambas MOIs analizadas (Figuras 24B y 24D). 

Por último, 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 ocurría en virus de ADN como el virus Vaccinia (VACV). Así, 

evaluamos la expresión de la proteína E3L de VACV en células A549 tratadas o no 

con Zotatifin, mediante Western Blot. De estos experimentos se obtuvo una 

disminución leve en la expresión de la proteína E3L del virus Vaccinia en células 

Figura 24. Zotatifin inhibe la expresión de las proteínas de NP de IAV y GFP de VSV.  IAV (A, 

C), VSV (B, D). kDa: kilodaltons, M: mock. 
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tratadas con Zotatifin a MOI alta (Figura 25A), y una disminución muy clara de la 

expresión de proteínas a MOI baja (Figura 25B). 

 

Todos estos resultados indican que el rocaglato Zotatifin es capaz de inhibir 

la replicación viral y la síntesis de proteínas de virus de ARN de distintas familias y, 

además, también es capaz de inhibir la síntesis de proteínas del virus de ADN 

Vaccinia. Esto sugiere que este rocaglato podría tener un efecto antiviral de amplio 

espectro. 

 

  

Figura 25. Zotatifin inhibe la expresión de las proteínas E3L de VACV. MOI alta (A), MOI baja 

(B). kDa: kilodaltons, M: Mock. 
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DISCUSIÓN 

Los arbovirus representan una amenaza para la salud pública a nivel global 

debido a su capacidad para causar brotes masivos de enfermedades en humanos 

y animales (García-Romero, Carrillo Bilbao, Navarro, Martin-Solano, y Saegerman, 

2023). En la actualidad, los brotes y propagación de arbovirus ocurren de manera 

más rápida y abarcan regiones geográficas más extensas debido a factores como 

el aumento de los sistemas de transporte global, la urbanización acelerada, las 

desigualdades socioeconómicas, la deforestación y la falta de estrategias en el 

control de vectores (Gould et al., 2017; Power et al., 2022). Además, el cambio 

climático es otro factor muy importante en la expansión de arbovirus, ya que 

ocasiona cambios en la temperatura, la humedad y los patrones de precipitaciones. 

Estas condiciones favorecen la proliferación de las poblaciones de vectores y 

prolongan su temporada de actividad y mejoran las tasas de transmisión viral, lo 

que incrementa significativamente el riesgo de brotes en regiones que antes no eran 

endémicas (Robert, Stewart-Ibarra, y Estallo, 2020).  

Las infecciones por arbovirus además de afectar la salud pública, también 

generan costos económicos y sociales considerables, por lo que existe la necesidad 

de una colaboración multidisciplinaria y un enfoque integral para proteger la salud 

humana, animal y ambiental en el contexto de las enfermedades zoonóticas y las 

epidemias (Tajudeen et al., 2022). El MAYV es un arbovirus emergente desatendido 

que ha incrementado su distribución en las Américas y, aunque se han reportado la 

mayoría 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, lo que, debido a la naturaleza de estos vectores, 

aumenta su amenaza de diseminación a zonas urbanas y a su vez, puede aumentar 

su incidencia en la población humana (Ganjian and y Riviere-Cinnamond, 2020; 

Pereira et al., 2020).  

Es evidente que el MAYV representa un potencial problema para la salud 

pública, sin embargo, sigue siendo un virus desatendido con recursos insuficientes 

destinados a su investigación y control, lo que da como resultado un tema de 

preocupación creciente debido al aumento de brotes de infecciones por este virus 

en distintas regiones de Latinoamérica en los últimos años (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 daño en el organismo humano y, además, no existen 

vacunas ni antivirales aprobados para combatir este patógeno (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 infección de este virus 

en el cerebro es crucial para entender cómo podría afectar el virus al sistema 

nervioso, evaluar su capacidad para causar daño neuronal y explorar posibles 

tratamientos, además de ampliar la información disponible, permite entender los 

mecanismos biológicos utilizados por el virus. Hasta el momento, se han llevado a 

cabo investigaciones que demuestran que ciertas células del cerebro, como los 

astrocitos, pericitos, microglía, células progenitoras neuronales y células del 

endotelio microvascular, son susceptibles a la infección por el MAYV (Bengue et al., 

2021; Campos et al., 2024). También, se ha reportado que el MAYV puede infectar 

el cerebro de ratones jóvenes de tipo salvaje y deficientes en el receptor del 

interferón tipo I (IFN I)  (C. M. Figueiredo et al., 2019).  

A pesar del avance que suponen las recientes investigaciones, aún se 

desconoce cómo puede afectar el MAYV a las células neuronales humanas, así 

que, en este trabajo, se evaluó y caracterizó la susceptibilidad de células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y a la infección 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 observó una 

reducción significativa de la viabilidad de las células SH-SY5Y infectadas con estos 

virus. Estos resultados concuerdan con estudios previos que demuestran que el 

MAYV es capaz de inducir un potente ECP en otras células humanas (Camini et al., 

2018; Sugasti-Salazar, Campos, Valdés-Torres, Galán-Jurado, y González-

Santamaría, 2022).  

Con el fin de comprobar si las células SH-SY5Y podrían ser susceptibles a la 

infección por el MAYV y el UNAV, se realizaron experimentos de cinéticas de 

infección, en los cuales se cuantificaron la producción de progenie viral en los 

sobrenadantes colectados a tiempos específicos. De estos ensayos, se obtuvo que 
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las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y fueron susceptibles a la infección 

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 ratón in vivo, en el que 

describen que el MAYV es capaz de infectar cerebros de ratones. Además, se pudo 

observar una marcada expresión de las proteínas 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, diferenciándolas mediante el uso de ácido retinoico y factor neurotrófico 

derivado de cerebro (AR+BDNF). En primer lugar, se comprobó la diferenciación de 

estas células mediante el crecimiento de neuritas y la expresión de marcadores 

neuronales. Estos resultados indican que el tratamiento con AR+BDNF induce la 

formación de neuritas y la expresión de dos marcadores neuronales, las proteínas 

β-III-Tubulina (βIII-TUB) y Tirosina Hidroxilasa (TH). Además, se pudo observar que 

el MAYV infecta eficientemente las células SH-SY5Y, independientemente de su 

estado de diferenciación. Estudios anteriores han descrito también la infección de 

células SH-SY5Y diferenciadas a un modelo neuronal con otros arbovirus como 

ZIKV y CHIKV (Dhanwani et al., 2012; Luplertlop et al., 2017). Los resultados 

previos coinciden con el hecho de que se observó una clara expresión de las 

proteínas virales E1 y nsP1 en las células diferencias y no diferenciadas. 

Luego, para conocer mejor el efecto de la infección por el MAYV en las 

células SH-SY5Y diferenciadas, se evaluó la expresión de genes de respuesta 

inmune usando RT-qPCR. Los datos indican que la infección por el MAYV indujo la 

expresión de genes de interferón y genes estimulados por IFN independientemente 

del estado de diferenciación de las células SH-SY5Y, la inducción y secreción de 

IFN es característica de la respuesta inmune innata y la expresión de genes 

estimulados por IFN contribuyen conjuntamente a inhibir la replicación y la 

diseminación viral, esenciales en la respuesta antiviral inicial (Schoggins, 2019; 

Wardlaw and y Petrini, 2023).   

Además de la respuesta mediada por interferones, también la activación de 

la producción de citocinas inflamatorias, quimiocinas y factores de crecimiento, 
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desempeñan 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 expresión de TNFα e IL-1β. En estudios anteriores se 

ha descrito que la infección del MAYV induce la expresión de citocinas 

proinflamatorias como TNFα e IL-1β, que son mediadores importantes involucrados 

en la progresión de patologías causadas por alfavirus artritogénicos como el MAYV, 

y durante la infección, pueden activar y agravar aún más 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 supresión de IL-1β, en células no diferenciadas, podría 

implicar una inflamación limitada en estas células, sin embargo, también se debe 

tomar en cuenta que las respuestas de interferón suelen ser en etapas más 

tempranas de la infección, mientras que IL-1β se puede activar en etapas más 

avanzadas.  

También se ha observado que IL-1β, junto con IFN tipo I, colaboran para 

suprimir la replicación viral en algunos virus como el virus del West Nile (WNV) y el 

virus de la Rubeola (RuV) en las neuronas (Hernández-Sarmiento, Tamayo-Molina, 

Valdés-López, y Urcuqui-Inchima, 2024; Sakuragi, Liao, Yajima, Fujiwara, y 

Nakamura, 2022), esto podría explicar el aumento de la expresión de IL-1β en las 

células diferenciadas a neuronas maduras al infectarse con el MAYV. 

Por otro lado, otros estudios realizados en células SH-SY5Y diferenciadas 

infectadas con los virus CHIKV, ZIKV y HSV-1 han mostrado una inducción de 

genes como ISG15, IL-1β, TNFα y el sensor antiviral (Dhanwani et al., 2012; 

Sánchez-San Martín et al., 2018; Shipley, Mangold, Kuny, y Szpara, 2017). En 

resumen, estos resultados indican que la respuesta observada sugiere que se está 

promoviendo un estado antiviral general. 

Aunque las complicaciones neurológicas no son manifestaciones comunes 

en la infección por el MAYV, existe la posibilidad de que puedan suceder y hay un 

caso clínico asociado a meningoencefalitis causada por el MAYV que refuerza esta 

hipótesis (Mutricy et al., 2022; Srichawla et al., 2024). Estos hallazgos indican que 

el MAYV 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 cómo 

afecta el MAYV al sistema nervioso y los múltiples mecanismos involucrados en el 

potencial neurotropismo de este virus. 

A pesar de que el MAYV representa una amenaza para la salud pública, es 

un virus desatendido y, actualmente, no existen vacunas aprobadas o antivirales 

específicos disponibles para uso humano. En la segunda parte de este trabajo, se 

decidió evaluar tres compuestos derivados de rocaglatos para probar si estos 

poseían 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 

concentración máxima de 3 nM y Zotatifin a una concentración máxima de 50 nM 

en las líneas celulares SH-SY5Y, HMC3 y HDF’s.  

Anteriormente, se ha reportado que el MAYV induce un fuerte ECP en 

distintas líneas celulares. Así que, se decidió investigar si los compuestos Roc-A, 

CR-1-31-B y Zotatifin protegían las células HDF’s del daño inducido por el virus. 

Estos experimentos revelaron que Zotatifin previene el ECP inducido por el MAYV. 

Por ende, se evaluó la producción de progenie viral del MAYV en células HDF’s con 

dosis crecientes de estos compuestos. Se obtuvo como resultado, una disminución 

significativa de los títulos 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 producción de partículas virales del MAYV y Zotatifin mostró una mayor inhibición 

dependiente de la concentración. Por lo tanto, se optó 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 probó Zotatifin en células SH-SY5Y y los resultados 

demuestran que el compuesto también reduce la producción de partículas virales 

en esta línea celular, independientemente de su estado de diferenciación. 

De manera que, Zotatifin inhibe eficientemente la infección por el MAYV en 

células HDF’s, HMC3 y SH-SY5Y. Luego, se comprobó que el efecto antiviral del 

compuesto era independiente de la cepa del MAYV utilizada y que Zotatifin también 
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reduce la expresión de las proteínas virales E1 y nsP1. Zotatifin también ha 

demostrado efecto antiviral contra el virus del SARS-CoV-2 y está siendo evaluado 

clínicamente para su uso en el tratamiento de COVID-19 (Ernst et al., 2020; 

Obermann et al., 2022). Estos hallazgos demuestran que Zotatifin posee actividad 

antiviral contra el MAYV.  

Los rocaglatos son compuestos naturales extraídos de plantas del género 

Aglaia, y se ha descrito que estos compuestos, además de tener estructuras 

químicas complejas, inhiben la síntesis de proteínas virales al unirse a la helicasa 

de eIF4A, lo que afecta la iniciación de la traducción viral (Agarwal, Chang, Soejarto, 

y Kinghorn, 2021). Esto fue corroborado al obtener una inhibición en la expresión 

de las proteínas virales evaluadas. Sin embargo, para profundizar más en qué etapa 

del virus estaba actuando el compuesto, se decidió evaluar distintas etapas de la 

replicación viral. Estos resultados indican que el pretratamiento de las células o la 

adición del compuesto en etapas tardías afectan la replicación del MAYV, sin 

embargo, la unión y entrada del virus no se ven afectadas por el compuesto. 

Se ha descrito que los rocaglatos funcionan como inhibidores interfásicos, 

estabilizando la asociación entre eIF4A y el ARN, lo que puede llevar a la formación 

de barreras estéricas que bloquean la iniciación de los ribosomas (Chu et al., 2019). 

En este sentido, el pretratamiento de las células con Zotatifin es capaz de reducir la 

replicación del MAYV.  Por otra parte, la reducción de título viral en los ensayos de 

post-entrada, pueden estar indicando que el compuesto tiene potencial terapéutico 

no solo como profiláctico, sino también como tratamiento post-infección. 

Debido a que Zotatifin mostró un fuerte efecto antiviral contra el MAYV, se 

decidió 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 inhibición de la replicación de estos virus y sus proteínas virales. Estos 

resultados en conjunto indican que Zotatifin inhibe eficientemente diferentes virus 

de ARN. Por último, luego de comprobar el efecto antiviral de Zotatifin en virus de 

ARN, se evaluó si este efecto antiviral también ocurría en VACV, un virus de ADN. 

Además, Zotatifin reduce la expresión de la proteína 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 hipótesis la han sugerido distintos autores. Además, de su 

actividad antiviral, los rocaglatos se han descrito como posibles anticancerígenos, 

antiparasitarios y antitumorales (Agarwal et al., 2021; Cao et al., 2021; Chu et al., 

2019; Ebada et al., 2011; Langlais et al., 2018; Müller et al., 2020; Obermann et al., 

2022; Victoria et al., 2024). Más importante, estos estudios han demostrado que no 

se observa una disminución en la sensibilidad a los rocaglatos, lo que sugiere que 

es poco probable que surjan mutantes de escape viral, puesto que se está 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 inhibición de eIF4A también puede tener efectos 

sobre el sistema inmunitario, como la reducción de la proliferación de macrófagos 

humanos primarios derivados de monocitos (MdMs) y células T y B, lo que podría 

requerir ajustes en la dosificación para evitar una supresión inmunológica excesiva 

en ensayos clínicos. Sin embargo, este trabajo se llevó a cabo mediante estudios in 

vitro, por lo que se requieren más estudios in vivo y ensayos clínicos que permitan 

desarrollar tratamientos antivirales efectivos y seguros.  
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CONCLUSIONES 

Las principales conclusiones de este estudio son: 

• Las células SH-SY5Y son susceptibles a la infección con el MAYV y el UNAV. 

• Las células diferenciadas con ácido retinoico y factor neurotrófico derivado del 

cerebro muestran características morfológicas de neuronas maduras y expresan 

marcadores neuronales. 

• El MAYV infecta eficientemente las células SH-SY5Y independientemente de su 

estado de diferenciación. 

• La infección por el MAYV promueve un estado antiviral general 

independientemente del estado de diferenciación 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 producción de progenie viral del 

MAYV en distintas líneas celulares humanas de manera dependiente de la dosis 

probada. 

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

• El rocaglato Zotatifin inhibe la replicación del MAYV independientemente de la 

cepa de virus probada. 

• El tratamiento con Zotatifin inhibe la infección del MAYV a diferentes etapas del 

ciclo viral. 

• El Zotatifin disminuye la producción 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 proteínas NP de IAV, GFP de VSV y E3L del 

virus Vaccinia. 

• Zotatifin puede ser un antiviral de amplio espectro.  
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RECOMENDACIONES 

• Sería interesante estudiar en organoides cerebrales y modelos animales el 

efecto de la infección del MAYV y comprobar si los resultados obtenidos 

coinciden en ambos estudios.  

• Si existe la posibilidad, también sería útil visualizar las partículas virales en 

células diferenciadas a neuronas, mediante microscopia electrónica.  

• Estudios en modelos animales y humanos son necesarios para validar la 

efectividad y tolerancia de Zotatifin. 

• Se deben explorar otros posibles mecanismos de acción de los rocaglatos como 

antivirales. 
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1- Congresos 

Parte de estos resultados fueron presentados en los congresos: APANAC de 

Panamá (Panamá, 2023), PANDENGUE en Perú (Lima, 2023) y el Congreso 

Nacional de Virología de España (Santiago de Compostela, 2024). 
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2- Pasantías 

Se realizó una pasantía en el Centro Singular de Investigación en Medicina 

Molecular y Enfermedades Crónicas (CIMUS), de la Universidad de Santiago de 

Compostela, España. 

Algunos de los resultados obtenidos en esta tesis fueron llevados a cabo en 

los laboratorios del CIMUS en España, bajo la tutoría de la doctora Carmen Rivas, 

gracias al financiamiento de proyectos de movilidad de la SENACYT. Durante esta 

estancia también se realizó una presentación oral del proyecto a los investigadores 

del centro. 

 

3- Financiamiento 

Parte de este trabajo de investigación fue financiado mediante el programa 

de nuevos investigadores de la SENACYT (contrato 098-2023), el Ministerio de 

Economía y Finanzas (MEF, Proyecto 19911.012) y el Sistema Nacional de 

Investigación de la SENACYT (J.G.-S.). 
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