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RESUMEN 
 

INTRODUCCIÓN 
Hasta la fecha no existe un antiviral aprobado para DENV, ZIKV y CHIKV. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antiviral 
in vitro e in silico de compuestos derivados de las tiraminas contra la infección de estos tres arbovirus. 

 
MATERIALES Y MÉTODOS 
La viabilidad celular se determinó mediante ensayo MTT. Se realizó un tamizaje antiviral mediante la estrategia combinada frente a 
la infección por DENV-2/S16803, ZIKV/Col y CHIKV/Col. Para el compuesto con potencial antiviral más prometedor en los tres 
modelos virales, se realizaron estrategias antivirales individuales en células VERO. La infección se cuantificó por ensayo de placa, 
qPCR y Cell-ELISA. La interacción del compuesto con proteínas virales se evaluó mediante acoplamiento molecular con 
AutoDockVina®. Las interacciones se visualizaron con PyMoL y LigPlot+2. 

 
RESULTADOS 
La viabilidad celular fue superior al 80% a 250µM, concentración que se eligió para ensayos posteriores. En la estrategia 
combinada, el compuesto YODB-3M inhibió la infección por DENV-2/S16803 y CHIKV/Col, y YODC-3M solo en DENV-2/S16803. 
YDB-3M inhibió la infección in vitro de los tres arbovirus, por lo que se evaluó con estrategias individuales. En PRE-tratamiento 
este compuesto inhibió partícula viral infecciosa de CHIKV/Col. En la estrategia POST-Tratamiento inhibió partícula viral 
infecciosa y la proteína viral en los tres modelos virales e inhibió las copias genómicas/ml en ZIKV/Col y CHIKV/Col. Las mejores 
energías de unión in silico se obtuvieron con la proteína viral del macrodominio NSP3-CHIKV. 

 
CONCLUSIONES 
El compuesto YDB-3M demostró potencial antiviral in vitro contra tres arbovirus de importancia para la salud pública 
principalmente en etapas posteriores a la infección. 
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1. INTRODUCCION 
 

Las enfermedades como Dengue, la fiebre del Zika y la fiebre del Chikunguña, hacen parte de los síndromes febriles trasmitidos por 
vectores con mayor impacto a nivel mundial [1]. Los arbovirus (virus trasmitidos por vectores) que causan estás enfermedades son el 
virus del Dengue (DENV), el virus del Zika (ZIKV) y el virus de Chikungunya (CHIKV), los cuales se trasmiten por mosquitos (hembras 
hematófagas) del género Aedes (Ae.) principalmente Ae. aegypti y Ae. albopictus, los cuales se encuentran en las regiones 
tropicales y subtropicales con altitudes hasta los 2200 metros sobre el nivel del mar (msnm) [2]. Factores como el cambio climático, la 
urbanización, la baja calidad en los servicios públicos y sanitarios, así como la falta de actualización de las directrices para el 
desarrollo de estrategias de control vectorial ha permitido la reaparición del mosquito y de la enfermedad en zonas donde 
previamente se había erradicado [3, 4] . De hecho, se ha reportado la diseminación del mosquito vector a nivel mundial en países 
donde no había sido reportada la infección previamente [5, 6] permitiendo la posible diseminación de la enfermedad a otras zonas 
geográficas. Teniendo en cuenta que comparten el mismo vector, se ha descrito una circulación simultanea de los tres arbovirus, 
dando como consecuencia el reporte pacientes coinfectados en la región de las Américas [7] incluyendo Colombia [8, 9]. 

 
1.1 Epidemiología 

En el año 2011, la Organización mundial de la salud (OMS) proporcionó un estimado de 125 países endémicos para dengue con 
una población de riesgo de 3.600 millones de personas [6]. Sin embargo, para el siguiente año (2012), Brady et al, estimó que a 
nivel mundial alrededor de 3.97 mil millones de personas que habitan en 128 países están en riesgo de infectarse por DENV [10]. 
Anualmente, se calcula que hay de 50 a 200 millones de infecciones por dengue, siendo de estos, 500.000 casos de dengue 
severo, de los cuales 20.000 personas tienen desenlaces letales al año [6]. En las Américas, para finales del año 2021 se notificaron 
1.173.674 casos de dengue, de ellos 2.821 casos fueron clasificados con dengue grave llevando a 387 defunciones [11] . Para este 
mismo año, Colombia ocupó el tercer lugar con la tasa de incidencia más alta para la región de las Américas [11]. A nivel nacional, 
según el boletín epidemiológico correspondiente a la semana 45, durante el año 2022, se han notificado 57 885 casos probables 
de dengue, de los cuales el 46,6 % de los pacientes reportados no tienen signos de alarma, el 51,4 % tuvieron signos de alarma y 
2,0 % se le diagnosticó dengue grave. Además, se han notificado 204 muertes probables por dengue, de los cuales 44 casos han sido 
confirmados [12] 

 
El virus ZIKV tiene una propagación a nivel mundial con potencial pandémico en regiones como el Sudeste asiático, las islas del pacifico 
y las Américas [13]. Desde el año 2015 se reportaron los primeros casos en las Américas, principalmente en Brasil [14] y para el año 
2016 se presentó el brote más grande en América Latina diseminándose hasta alrededor de 60 países [15]. A finales del 2015 
se inició la vigilancia epidemiológica en Colombia por parte del Instituto Nacional de salud (INS) confirmando la transmisión 
autóctona del ZIKV [16]. Para las Américas, según la Organización Panamericana de la salud (OPS), en el año 2021 se notificaron 
18.804 casos de las cuales dos (2) personas fallecieron. Los países que reportan un alto número de casos son Brasil (15.903) seguido 
por Guatemala y Paraguay con 1.902 y 475 casos respectivamente [11]. En Colombia, se reportó para la semana epidemiológica 45 
un total de 135 casos el cual está por encima de lo reportado para esta misma semana para el año 2021 [12]. 

 
Al igual que DENV y ZIKV, CHIKV tiene una distribución mundial donde se ha identificado su trasmisión en países de Asia [17], África 
[18], Oceanía [19] , Europa [20] y para el 2013 en las Américas [21] Para el año 2015 se registraron 42 países del caribe y América 
latina que reportaron 25.000 casos confirmados por laboratorio [22]. A finales del año 2021, se reportaron 131.630 casos 
sospechosos de la enfermedad para 
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las Américas [11] mientras que para el presente año, se han reportado 242.924 casos. En Colombia, se reportó para la semana 
epidemiológica 45 del año 2022 un total de 97 casos, casi el doble de lo reportado en misma semana en el año 2021 siendo 46 
casos. 

 
1.2 Agentes Etiológicos 

Los arbovirus causantes de las enfermedades descritas en el apartado anterior, son el DENV y ZIKV que pertenecen al género 
Flavivirus de la familia Flaviviridae; y el CHIKV que pertenece al género Alfavirus de la familia Togaviridae. Estos tres arbovirus 
poseen un genoma ARN monocatenario de polaridad positiva (ssRNA +) que da origen a proteínas estructurales y no 
estructurales. A continuación, se describirá cada modelo viral, incluyendo estructura genómica y proteica, ciclo replicativo, 
patogénesis y manifestaciones clínicas. 

 
1.2.1 Modelos de Flavirirus: DENV y ZIKV 

 
1.2.1.1 Estructura genómica y proteica 
La partícula viral madura de DENV es envuelta y mide aproximadamente de 50 nanometros (nm) de diámetro [23], mientras que ZIKV 
mide alrededor de 40 nm [24] . Micrografías electrónicas han revelado que ambos virus poseen una superficie relativamente lisa y 
con forma esférica [25], sin embargo, estudios previos describen la formación de partículas virales de superficie irregular en 
cepas como DENV1/ WestPac74 y DENV-2/NG, cuando se incuba entre 37°C a 40°C [26]. Como se mencionó anteriormente posee 
un genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva (ssARN +) de una longitud aproximada de 11 Kb la cual posee un ORF (por 
sus siglas en inglés, Open Reading Frame) [27] flanqueado por dos regiones no traducidas (UTR- Untranslated Region, por sus 
siglas en inglés) 5’ y 3’ altamente estructuradas y conservadas [28], donde su extremo 5’ no traducido (5’ UTR) posee un cap de 
metilguanosina (5’ Cap) [29]. Dado el sentido del genoma viral, este se comporta como un ARNm que codifica para una única 
poliproteína que se escinde en tres proteínas estructurales (la proteína de cápside (C), la proteína precursora de membrana (prM) y la 
proteína de envoltura (E)) y siete proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) que participan en el 
ciclo replicativo viral y son fundamentales para una infección efectiva [30]. 

 
La proteína E, con un peso molecular de aproximadamente 53 kDa y tres dominios (EI, EII y EIII), es el principal determinante 
antigénico de la partícula viral además de estar implicada en la unión a los receptores celulares [31]. Por otra parte, se ha descrito 
que deleciones en la proteína E están asociada a la neurovirulencia descrita para ZIKV [32] y a la clasificación en los serotipos y 
genotipos para DENV [33] . La proteína C con un peso aproximado de 11 a 12 kDa, está conformada por cuatro hélices alfa (α1-α4). 
Esta proteína es necesaria para el ensamblaje y la encapsidación del genoma del virus, siendo la hélice α1, la que interactúa con 
el ARN recién sintetizado para formar la nucleocápside que protege al genoma viral [34]. Adicionalmente, la hélice 2 (α2), recluta 
pequeñas gotas lipídicas (lipid droplets) en el citoplasma siendo importante en el ensamblaje de la partícula viral [35]. Por su parte, 
la proteína prM tiene un peso molecular aproximado de 26 kDa. La función principal de esta proteína es evitar que la proteína E adquiera 
su forma fusogénica en su paso por transgolgi, de igual manera, participa en etapas finales del ciclo replicativo al ser escindida por 
furina formando el péptido pr y la proteína M, dándose un cambio conformacional de la proteína E lo que permite la maduración de las 
partículas virales [36]. Estudios previos han reportado que mutaciones en esta proteína aumentan la infección en células neuronales 
fetales en infecciones por ZIKV [37]. 

 
En cuanto a las proteínas no estructurales, la glicoproteína NS1 pesa aproximadamente 46 kDa y se ha descrito como un antígeno 
soluble al ser secretada en el suero, participando en la evasión del sistema inmune [38]. También se ha encontrado que la ausencia 
de esta proteína afecta la replicación del genoma viral en 
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otros miembros del género flavivirus, como el virus del Nilo occidental, el virus de la encefalitis japonesa entre otros [39], Por otro 
lado,las proteínas NS2A y la NS2B son proteínas hidrófobas que pesan 22 kDa y 14 kDa, respectivamente. Estudios previos han 
demostrado que mutaciones en la proteína NS2A interfieren en la síntesis y el ensamblaje de la partícula viral afectado el ciclo 
replicativo de DENV y ZIKV [40] [41]. Por su parte, la NS2B actúa como cofactor al interactuar con el dominio proteasa de la proteína 
NS3 creando el complejo NS2B/NS3 [42]. La proteína NS3 pesa aproximadamente 70 kDa y cuenta con dos dominios. En el extremo 
N-terminal está el dominio proteasa (NS3pro) que como se mencionó con anterioridad necesita de la proteína NS2B para su actividad 
enzimática [43]; en el extremo C-terminal posee actividad trifosfatasa de nucleótidos estimulada por ARN (NTPasa) y helicasa 
(NS3Hel) implicada en la replicación viral [44]. Las proteínas NS4A y NS4B de naturaleza hidrofóbica, pesan 16 kDa y 27 kDa, 
respectivamente. Investigaciones previas han demostrado la participación de NS4A y NS4B en el complejo de replicación, en la síntesis 
del genoma viral y la modulación del dominio helicasa de la proteína NS3 [45]. 

 
Finalmente, la proteína NS5 con un peso molecular de 104 kDa, al igual que la NS3, tiene dos dominios. En el extremo N- terminal, 
el dominio metiltransferasa (MTasa) implicado en la metilación del extremo 5’ del genoma viral importante en la traducción y 
estabilidad del ARNm [46], mientras en el extremo C terminal posee el dominio ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp - RNA 
dependent RNA polymerase, por sus siglas en inglés) [42]. 

 
1.2.1.2 Ciclo replicativo 
El ciclo replicativo inicia con la interacción del dominio III de la proteína E con receptores de la célula hospedera, dentro de los 
cuales se han descrito, para el caso de DENV el receptor para la laminina (LAMR1) [47], proteínas de adhesión celular como ICAM-3 o 
DC-SIGN (DCs,dendritic cell-specific ICAM-grabbing non- integrin, por sus siglas en inglés) [48], glicosaminoglicanos (como el 
heparán sulfato y lectinas) [49], el receptor de manosa (MR) en macrófagos, receptor de lipopolisacáricos (LPS) y proteínas de choque 
térmico 70 y 90 [50], entre otros [51-53]. Por su parte, para ZIKV se han reportado otros receptores como los receptores de lectina 
tipo C (CLR) [54], los receptores de la familia tirosina quinasa TAM (receptores Tyro3, Axl, and Mer) y receptores tipo TIM (receptores 
de la inmunoglobulinas de células T y dominio de mucina). Posterior a la adhesión la partícula viral es internalizada. Para DENV se ha 
reportado que en células VERO la internalización se puede dar por la vía endocítica no clásica independiente de clatrina, caveolas o 
lípidos [55], mientras que para ZIKV la principal vía es por endocitosis mediada por clatrina [56]. Durante el proceso de endocitosis, 
aumenta la concentración de iones de hidrógeno a través de la actividad de la bomba de protones dependientes de ATP (V-ATPasa) 
del endosoma lo que conlleva a su acidificación [57] permitiendo que haya cambios conformacionales de la proteína E [31]. En un primer 
momento, el homodímero de esta proteína E se reordena en trímeros exponiendo el péptido de fusión ubicado en el dominio E II 
[50], permitiendo la fusión de la envoltura lipídica viral con la membrana de la del endosoma, para la liberación de la nucleocápside 
al citoplasma [50, 58, 59]. 

 
En el citoplasma, por el proceso de ubiquitinación la proteína C se disocia del ARN viral [60], el cual es traducido en una 
poliproteína que será procesada mediante proteasas virales y celulares [58, 61]. En la etapa de la replicación del genoma la RdRp 
produce una cadena negativa complementaria que va a ser usada como plantilla para la formación del ARN de sentido positivo [58]. 
Estudios previos, describen la interacción entre los extremos 5’UTR y 3’UTR para circularización del genoma viral facilitando el proceso 
de replicación [62]. Esta etapa, junto con el ensamblaje se dan en el retículo endoplásmatico (RE), lo que permite la interacción 
del ARN genómico y la proteína C con pequeñas gotas de lípidos para darse la formación de la nucleocápside [35]. También en el RE 
se inicia la glicosilación de la proteína E [61]. Las proteínas prM y E están en forma de espícula proteica en la partícula viral inmadura 
[63]. Una vez ensamblada la partícula viral, 
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esta transita desde el RE por vía endosomal, hasta la red trans-golgi, donde se expone al pH ácido de esta organela induciendo el 
reordenamiento de la proteínas E [64], y al mismo tiempo la escisión de la proteína prM por la Furina, formando el péptido pr y la 
proteína M; donde pr se libera a pH neutro cuando la partícula viral madura es liberada por exocitosis [58] 

 
1.2.1.3 Patogénesis de DENV y ZIKV 

 
1.2.1.3.1 Patogénesis de DENV 
La patogénesis de la infección por DENV depende de factores virales (tropismo celular, serotipo y genotipo viral) y de factores del 
hospedero (edad, genética o comorbilidades tales como enfermedad renal o diabetes) [65, 66]. La infección por DENV inicia con la 
picadura del mosquito infectando células de Langerhans inmaduras que irán a los ganglios linfáticos locales, donde infecta sus 
principales células diana: monocitos y macrófagos [67]. Luego hay un diseminación del DENV (viremia primaria) infectando células 
dendríticas [68], macrófagos del bazo y células de Kupffer [69]. El hígado es uno de los principales órganos afectados. Como se 
mencionó anteriormente las células de Kupffer son unos de los principales objetivos de la infección por DENV. En infecciones 
secundarias, se han encontrado histológicamente, lesiones hepáticas a causa de una apoptosis celular [70]. Además, se ha descrito 
infección en células del bazo y médula ósea en modelos animales [71]. La formación de inmunocomplejos en infecciones secundarias 
aumenta la infección de células mononucleares permitiendo la secreción de citoquinas, como interleucina (IL)-2, IL-6, factor de 
necrosis tumoral (TNF)-α e interferón (IFN)- además de IL-4, IL-5 e IL-10 [69]. 

 
Uno de los principales mecanismos estudiados en el desarrollo de las formas graves de la enfermedad, es el fenómeno de 
inmunopotenciación mediada por anticuerpo (ADE, por sus siglas en inglés Antibody- Dependent Enhancement). Este fenómeno 
se basa en la afinidad reducida de los anticuerpos dirigidos no solamente contra la proteína E, sino también, contra la proteína prM de 
las partículas virales inmaduras dada la heterogeneidad de las partículas virales secretadas. Estudios previos han demostrado que a 
pesar de la poca neutralización de los anticuerpos anti prM estos promueven en gran parte el fenómeno de ADE [72]. Estos anticuerpos 
generados en una primera infección por uno de los cuatro serotipos no son capaces de neutralizar el virus en una infección secundaria 
heterotípica; es decir, cuando se infecta con un serotipo diferente al de la primera infección [73, 74]. Sin embargo estos anticuerpos 
se unen a las partículas virales promoviendo la entrada del virus en células que expresan receptores FcγR (monocitos, macrófagos, 
DCs) aumentando la carga viral y promoviendo la liberación potenciada de citoquinas (IL-4, IL-6, IL-8 y IL-17) llevando a formas 
graves de la enfermedad [75]. 

 
Además, en las manifestaciones hemorrágicas presentadas también en los pacientes con dengue severo, los anticuerpos dirigidos 
a NS1 pueden afectar la funcionalidad del endotelio por medio de la reacción cruzada con células endoteliales y plaquetas, lo 
que conlleva a agregación plaquetaria y fragilidad capilar [76]. Hasta el momento se siguen estudiando los diferentes mecanismos 
implicados en la patogénesis de la infección por DENV. El serotipo de DENV, la carga viral e inmunidad previa entre otras, son 
factores claves a la hora del desarrollo de formas graves de la enfermedad. 

 
1.2.1.3.2 Patogénesis de ZIKV 
Luego de la picadura del vector, las primeras células que se exponen a la infección son fibroblastos o DC- SIGN. Posterior a esto, se 
da la migración del virus a ganglios linfáticos locales y torrente sanguíneo [56]; y a células de la placenta (trofoblastos), células 
neuronales (astrocitos), células del tejido ocular y células del sistema reproductivo [77]; permitiendo asi el desarrollo de 
complicaciones y secuelas descritas como la 
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microcefalia en recién nacidos de madres previamente infectadas [78] dado el aumento y la exposición de interleucinas (IL-6, IL-8) y 
factor de crecimiento endotelial vascular proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) al cerebro fetal provocando daños en su 
desarrollo [79]. Por otra parte, la reacción cruzada de los anticuerpos neutralizantes producidos contra ZIKV en células del sistema 
nervioso periférico (tales como células gliales o astrocitos) reduce la formación de mielina permitiendo el desarrollo del síndrome de 
Guillain- Barré (SGB) [80]. 

 
1.2.1.4 Manifestaciones clínicas 

 
1.2.1.4.1 Manifestaciones clínicas de DENV 
Debido al amplio espectro de manifestaciones clínicas presentadas durante la enfermedad, que incluyen pacientes asintomáticos, 
pacientes que pueden auto-resolver la infección con un curso no severo o que, en algunos casos, progresan a una etapa grave de la 
enfermedad o la muerte; la Organización mundial de la salud (OMS) para el año 2009 planteó tres categorías para su clasificación. La 
primera categoría es dengue (D), común en personas que viven en zonas endémicas; es una enfermedad considerada 
incapacitante, caracterizada por una sintomatología febril inespecífica (cefalea intensa, dolor retro-orbital, mialgias, artralgias y 
erupciones cutáneas). La segunda categoría es dengue con signos de alerta (DW-dengue with warning signs, por sus siglas en inglés), 
que comprende dolor abdominal intenso y continuo, acumulación de líquidos, sangrado de mucosas y vómito. Finalmente, dengue 
severo (SD- severe dengue, por sus siglas en inglés) donde el paciente cursa con choque por extravasación del plasma y 
acumulación de líquido con dificultad respiratoria, sangrado profuso y compromiso grave de órganos, con complicaciones hepáticas y 
cardiacas que pueden llevar a la muerte [81]. 

 
1.2.1.4.2 Manifestaciones clínicas de ZIKV. 
El trascurso clínico de la infección por ZIKV, suele ser asintomático, sin embargo, se puede presentar una enfermedad leve y 
autolimitada en solo alrededor del 20 al 25% de las personas infectadas con un período de incubación entre 4 a 10 días [13]. Al ser 
un síndrome febril, la manifestación clínica principal es la fiebre; adicional a esto, se ha reportado cefalea, dolor articular y la 
presencia de sarpullido característico de la infección por ZIKV [15]. Entre las manifestaciones clínicas descritas menos comunes 
están a hemospermia, trombocitopenia y hemorragia subcutánea [13] 

 
Por otra parte, se han descrito complicaciones neurológicas asociados a la infección por ZIKV, entre las que se destacan la 
microcefalia en recién nacidos y el desarrollo de síndrome de Guillain-Barré (SGB) en población adulta [82]. Este último, se presenta 
entre los 6 y 10 días luego de los síntomas iniciales en adultos mayores de 40 años según estudios realizados en Brasil [83], 
Colombia [84] y la polinesia francesa [85]. También se puede presentar debilidad en las extremidades inferiores, parálisis fácil y 
disautonomía [82]. Por su parte la microcefalia asociada a la transmisión vertical por ZIKV se ha descrito desde el 2015 [86]. 

 
1.2.2 Modelo Alfavirus: CHIKV 

 
1.2.2.1 Estructura genómica y proteica de CHIKV 
CHIKV es un virus envuelto que mide alrededor de 70 nm [87] y como se mencionó anteriormente, tiene un genoma viral ARN 
monocatenario de polaridad positiva que mide aproximadamente 12 Kb. Este a diferencia de los flavivirus mencionados, posee dos 
ORF, los cuales van a codificar para cuatro proteínas no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, y NSP4) y seis proteínas estructurales 
(Cápside, E1, E2, E3,6K y TF) a partir de un ARN subgenómico [88]. 
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La proteína NSP1 posee 535 aminoácidos y cuenta con tres dominios funcionales: N-terminal (NT), el dominio medio de unión a 
membrana (MB) y el dominio C-terminal (CT). Esta proteína está relacionada con la metilación y la protección de la región 5’ del 
ARN mediante la actividad guanidiltransferasa y metiltransferasa. Por su parte a la proteína NSP2 se le han descrito diferentes 
funciones como la actividad helicasa, nucleósido trifosfatasa (NTP); y junto con la proteína NSP1 están implicadas en la en la formación 
de la caperuza del ARNm [89]. 

 
La proteína NSP3 está conformada por dos dominios ubicados en las regiones N-terminal y C-terminal. El macrodominio está ubicado 
en la región conservada N-terminal; mientras que la región C-terminal es menos conservada y se ha descrito su participación en la 
síntesis del ARN [90]. En general, a esta proteína se le ha descrito su participación en la transcripción en etapas tempranas de la 
infección [91] y en la síntesis del genoma viral donde previamente se ha demostrado que mutaciones en esta proteína afectan la 
formación de ARN subgénomico. Finalmente, la proteína NSP4 es la polimerasa dependiente de ARN (RdRp) [92]. 

 
La proteína de la cápside (C) posee 261 aminoácidos y se ha descrito su participación en la interacción con el genoma viral permitiendo 
la formación de la nucleocápside [93]. Por su parte, las glicoproteínas E2 y E1 hacen parte de la envoltura viral fundamentales en la 
unión al receptor y fusión de la membrana, respectivamente [94] mientras que la proteína E3 evita la exposición del péptido de 
fusión y de la heterodimerización de E1 y E2 [88]. Aún se desconoce el papel de las proteínas 6K y la TF, sin embargo estudios 
previos han identificado la participan en la gemación y liberación de la partícula viral [95]. 

 
1.2.2.2 Ciclo replicativo de CHIKV. 
El ciclo replicativo de CHIKV comienza con la interacción de la proteína E2 y receptores celulares tales como prohibitina (PHB), DC-
SIGN, integrantes de la familia TIM o receptores PVEER (Phosphatidyl Serine Mediated Virus Entry Enhancing Receptors) [96]. 
Posterior a la adhesión, se internaliza la partícula viral principalmente por endocitosis mediada por clatrina [97] donde la acidificación 
del pH disocia el heterodímero E2-E1 promoviendo la exposición del péptido de fusión ubicada en E1, permitiendo así la unión de 
la envoltura viral y la membrana del endosoma para liberar el ARN viral [98]. Este genoma será traducido a una poliproteína (NPS1234) 
que será escindida en P123 y nsP4 [88]. Las proteínas NSP4 y la NSP2 participan en la formación del ARN de sentido negativo, el 
cual a su vez sirve como plantilla para la formación de ARN genómico (49S) y subgenómico (26S); y son necesarias en la síntesis 
de la poliproteína C-pE2-6K-E1 [93]. La proteína C queda libre por un proceso autocatalítico para la formación de la nucleocápside viral 
mientras que la poliproteína pE2-6K-E1 se integra en la membrana del retículo endoplasmático para ser procesada y llevada a la 
membrana celular. Las proteínas E2 y E1 forman heterodímeros, donde la furina escinde y libera E2 y E3 paso importante en la 
maduración de la partícula viral. Finalmente, se da el ensamblaje de las proteínas virales junto con el ARN sintetizado para ser 
liberado el virus mediante gemación obteniendo así su envoltura [93]. 

 
1.2.2.3 Patogénesis de CHIKV 
Una vez inoculado el CHIKV mediante la picadura del mosquito vector, se ha descrito como blancos iniciales, las células del epitelio 
(melanocitos y queratinocitos). La infección de estas células se ha asociado a la erupción cutánea. Luego de una primera ronda 
de replicación las células del endotelio, los fibroblastos y macrófagos, interactúan con las partículas virales permitiendo la 
diseminación de la infección, a través de los vasos linfáticos y el torrente sanguíneo, a órganos blanco de la infección. Se ha descrito 
que el aumento de la síntesis de interleucinas-1b (IL-1B) o TNF-alfa en la fase virémica está asociado a la aparición de la 
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fiebre presentada en esta etapa de la infección [99] Debido a la infección de células fibroblásticas, el principal órgano afectado es el músculo 
y la cavidad articular (sionoviocitos) [100], donde se da una replicación primaria generando una respuesta inflamatoria mediada por citoquinas 
(IL-1b, IL-6 y TNF-a). El interferón (INF) secretado por los fibroblastos infectados, induce el aumento de la expresión de prostaglandinas 
permitiendo la activación de nociceptores reportadas en la fisiopatología de la artrosis. Por otra parte, también se han reportado 
manifestaciones oculares, como la uveítis, debido a la infección de tejidos musculares motores oculares, la córnea o la esclerótica [99]. 
Luego de la fase aguda de la enfermedad, entre el 25% y 40 % de los pacientes presentan artritis crónica, incluyendo artralgia o artritis franca 
[101]. La cronicidad de la infección está mediada por la infiltración de macrófagos, monocitos o linfocitos dentro del líquido sinovial promoviendo 
la secreción de IL-6, IL-8 y MCP-1 generando así una inflación prolongada [88]. 

 
1.2.2.4 Manifestaciones clínicas 
El periodo de incubación dura entre 3 y 7 días seguido de la presentación de fiebre, cefalea, escalofríos, náuseas y/o erupciones 
cutáneas característico de la fase aguda de la enfermedad, lo cual puede dificultar el diagnóstico clínico diferencial al momento 
de la consulta [102]. Luego de esta fase, el transcurso de la enfermedad se vuelve crónico, incluyendo dolor articular bilateral, 
simétrico y debilitante [103]. Previamente se ha descrito que entre el 43 % y el 75 % de los pacientes sigue presentando síntomas como 
dolor articular, fatiga y neuritis luego de 10 meses. Así mismo, se ha encontrado que el 50% de las personas infectadas por CHIKV 
manifiestan dolor crónico en articulaciones [102]. Finalmente, se han reportado efectos más críticos como encefalopatía, miocarditis y 
compromiso hepático que causantes de muerte [88]. 

 
1.3 Estrategias de control para DENV, ZIKV y CHIKV 

 
Hasta el momento el principal mecanismo de control usado está relacionado con el vector. Estudios previos han demostrado que con 
las políticas correctas se podría intervenir exitosamente la transmisión de estos arbovirus [104]. No obstante, factores 
sociodemográfico, la inadecuada implementación de políticas públicas y la adquisición de resistencia a insecticidas por parte del 
vector han facilitado la emergencia y remergencia de DENV, ZIKV y CHIKV [105]. Por otra parte, se cuenta con el desarrollo de vacunas 
como estrategia de prevención y control [106], sin embargo, hasta el momento solo DENV cuenta con una vacuna aprobada por la 
Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) la cual se llama Dengvaxia ® 
CYD-TDV. Esta se ha aprobado en niños mayores de 9 años y adultos hasta la edad de 45 años por las agencias reguladoras de 
medicamentos internacionales registrándose en 20 países endémicos [107]. Sin embargo, la eficacia reportada es dependiente de 
serotipo viral donde para DENV-1, DENV-3 y DENV-4 fue del 61,2%, 81,9% y 90,0%, respectivamente, mientras que para DENV-2 fue 
del 3,5% [108] considerándose baja, si se compara con la eficacia de otras vacunas como la del virus de la fiebre amarilla o la 
del virus de hepatitis B que pueden llegar hasta una eficacia del 95,0 % [108]. Así mismo, se ha reportado que la administración de la 
vacuna en pacientes seronegativos puede llevar a desarrollo de dengue severo causado por el mecanismo de ADE descrito 
previamente [3, 109]. Recientemente se aprobó el uso de la vacuna QDENGA® en la Unión Europea en personas mayores a 4 
años de edad, la cual previene el 84% de los casos de dengue severo tanto en pacientes seronegativos como en seropositivos 
[110]. Sin embargo, aún no se cuenta con el acceso a otras regiones endémicas de importancia en salud pública como las Américas, 
reduciendo el acceso a la población general. De igual manera, se cuenta con dos candidatos a vacunas en fase III (DENVax, US 
CDC/Inviragen/Takeda y TV003/TV005; US NIH) y tres en fase I (Purified formalin-inactivated virus-PIV, V180 y TLAV-prime/PIV) 
[111, 112]. Hasta el momento para ZIKV, se han desarrollado alrededor de 50 vacunas que se encuentran en fases preclínicas y 
clínicas [113]. Se destacan 
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las vacunas VRC-ZKADNA090-00-VP, que se encuentra en ensayo clínico fase II en personas entre los 18 a 35 años que no 
presentan sintomatología, al igual que la vacuna VCR-ZKADNA085-00-VP [15]. Por otra parte, para CHIKV se cuentan con ocho 
vacunas en fases clínicas I, II y III. La vacuna desarrollada por PaxVax, denominada PXVX0317 se encuentra en fase III en la que 
se presentaron algunos efectos adversos como malestar general y artralgia [114]. 

 
Teniendo en cuenta lo anterior, el desarrollo de otras estrategias terapéuticas o preventivas se hace necesario para estas 
arbovirosis. En tal sentido, se han venido investigando compuestos sintetizados químicamente [115] extractos naturales [116] o 
fármacos de segundo uso [117] para el tratamiento de las infecciones por DENV, ZIKV y CHIKV. 

 
1.3.1 Antivirales contra DENV, ZIKV y CHIKV 
Entre los compuestos que se han estudiado con actividad antiviral contra DENV se destacan fármacos de segundo uso (fármacos 
aprobados por las agencias reguladoras con otra indicación) como cloroquina, prednisolona, celgosivir y lovastatina que han llegado 
a estudios clínicos fase I o II sin obtener los resultados esperados [118]. El profármaco Balapiravir ha dado resultados prometedores en 
estudios in vitro frente a la infección por DENV, sin embargo, en ensayos clínicos no mejoró las medidas virológicas, inmunológicas o 
clínicas de los pacientes que comenzaron el tratamiento dentro de las primeras 48 horas de su enfermedad [119]. Algunas moléculas, 
como la metiladenosina ha demostrado que in vitro e in vivo causa inhibición de la viremia, disminuyendo la mortalidad en ratones 
infectados por ZIKV [120]. Nucleósidos como el 2'-C-metilo, demostró actividad antiviral en células VERO [121] al igual que compuestos 
como la duramicina, la suramina [122] y la nanchangmicina [123] que afectan etapas tempranas del ciclo replicativo. Estudios in 
vivo demostraron que el inhibidor de péptido sintético Z2 tiene actividad intraplacentaria inhibiendo la trasmisión vertical por ZIKV [124]. 
Hasta la fecha la ribavirina es el único fármaco aprobado en humanos que tuvo un resultado favorable en pacientes infectados con 
CHIKV [125]. Otros compuestos como el Arbidol inhibe la infección por CHIKV en células MRC-5 al igual que dos análogos de este 
[126]. Finalmente, hasta el momento no hay ningún antiviral reportado para DENV, ZIKV o CHIKV de los 186 antivirales aprobados 
por la Administración de Alimentos y Medicamento (FDA) [127], en tal sentido, la atención clínica de la enfermedad es paliativo 
para la sintomatología presentada por el paciente, con uso de analgésicos, reposición de líquidos y reposo absoluto [128, 
129]. 

 
1.3.1.1 Compuestos derivados de las tiraminas y análogos 
Dada la necesidad de encontrar compuestos con actividad biológica, en los últimos años se ha planteado el uso de recursos naturales 
como fuentes de moléculas bioactivas. En tal sentido, se has evaluado el potencial de las esponjas colombianas como fuentes de 
compuestos que tuviera actividad biológica [130]. Para ello se aislaron moléculas de tipo bromotirosinas a partir de Verungula rígida 
y Aiolochroia crassa que habían presentado actividad antiparasitaria [130] y antiviral. Se reportó que seis de los compuestos 
aislados, incluyendo un análogo de la tiramina disminuyeron la infección del VIH-1 actuando en pasos del ciclo replicativo como 
la entrada, transcripción inversa e importación nuclear de ADN retroviral [131]. Por otra parte, la molécula aislada aeroplisilina-1, 
ha presentado potencial terapéutico frente a los cuatro serotipos de DENV [132]. 

 
Teniendo en cuenta que las fuentes naturales de estos compuestos son limitadas, se llevó a cabo síntesis química obteniendo una serie 
de compuestos derivados de la L-tirosina con sustituciones y halogenaciones en la posición 3 y 5 del anillo fenólico [133]. La 
principal diferencia entre la estructura química de los compuestos derivados de la L-tirosina y los derivados de las tiraminas, es que 
mientras los primeros poseen un grupo carboxilo, los segundos poseen un grupo amino convirtiéndose en análogos 
estructurales. 
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Finalmente, entre la actividad antiviral reportada para los compuestos sintetizados derivados de L-tirosinas, se publicó reciénteme 
la actividad in vitro frente a la infección por ZIKV/Col y CHIKV/Col [134]. 

 
2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

 
Teniendo en cuenta que hay una circulación y co-circulación de los tres virus en las Américas, incluyendo Colombia, que los mecanismos 
de control vectorial y las opciones terapéuticas no son eficaces, y que, hasta el momento no hay antivirales aprobados contra DENV, 
ZIKV o CHIKV, se hace necesario la identificación de moléculas que puedan ser usadas como posibles fármacos antivirales. 
Además, es importante que el mecanismo de acción de los antivirales pueda inhibir alguna o varias de las etapas dentro del ciclo 
replicativo viral sin afectar la viabilidad celular. Dada la actividad antiviral reportada in vitro por compuestos análogos a los derivados 
de la tiramina, se propuso como objetivo de este trabajo evaluar el efecto antiviral in vitro e in silico de compuestos derivados de las 
tiraminas contra la infección por DENV-2/S16803, ZIKV/Col y CHIKV/Col. 

 
3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1. Evaluar el efecto de ocho compuestos derivados dihalogenados de la tiramina sobre la viabilidad de células VERO. 
2. Identificar el compuesto con mejor actividad antiviral sobre la infección por DENV-2/S16803, ZIKV/Col y 

CHIKV/Col 
3. Determinar el posible mecanismo de acción del compuesto más promisorio mediante las     estrategias 

antivirales in vitro 
4. Proponer un posible mecanismo de acción del compuesto más promisorio derivado de la tiramina mediante 

herramientas in silico con algunas proteínas virales 
 

4 METODOLOGIA 
 

4.1 Síntesis de compuestos di-halogenados derivados de la tiramina 
 

Los compuestos fueron sintetizados por el grupo de productos naturales marinos de la Universidad de Antioquia. Para ello se 
realizaron halogenaciones en la posición 3 y 5 del anillo fenólico, además, sustituciones en el grupo amino (NH2) y/o grupo hidroxilo 
(-OH). Se hizo la caracterización molecular de los compuestos como se describe previamente [135, 136]. Se clasificaron los ocho 
compuestos en dos grupos según la sustitución en el grupo hidroxilo (-OH) por un grupo Metilo (-CH3). De esta manera, cada grupo se 
subclasificó según el halógeno adicionado por orden de posición en la tabla periódica, siendo el grupo IA y IIA las tiraminas cloradas 
y los grupos IB y IIB las tiraminas bromadas Finalmente, en cada grupo se asociaron los compuestos según las sustituciones en 
el grupo amino (figura 1). 
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Figura 1 Clasificación de los compuestos sintetizados. Se obtuvieron ocho compuestos di halogenados derivados de la 
Tiramina, clasificándolos en dos grupos según la sustitución del grupo hidroxilo por un grupo metilo (-CH3): I tiraminas fenólicas y II: 
tiraminas metiladas. Cada grupo se subdividió (A y B) según el grupo halógeno (Cloro o Bromo) en la posición 3 y 5 de anillo 
fenólico. Finalmente, cada subgrupo, tiene un compuesto según la sustitución en el grupo amino. 

 
4.2 Células y cepas virales 

Se usó la línea celular VERO (ATCC® CCL-81 ™); derivada de células epiteliales de riñón de mono verde africano (Cercopithecus 
aethiops), para los diferentes experimentos in vitro. Estas células fueron cultivadas y mantenidas con DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle Medium, GIBCO®, Grand Island, NY, EE. UU.) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 2% (GIBCO®) y 
antibiótico/antifúngico al 1% (estreptomicina 10mg/mL, penicilina 10 000U/mL y anfotericina B 0,025mg/mL, GIBCO®). Las células 
fueron desprendidas con tripsina-EDTA (GIBCO®), centrifugadas a 1800 rpm por 5 minutos (min), resuspendidas con DMEM 
suplementado con SFB al 10% y contadas para las siembras. Todas las condiciones de incubación se hicieron a 37°C con 5% 
de CO2 y atmósfera húmeda exceptuando las descritas explícitamente en los ensayos. 

 
Para las estrategias antivirales se usó, en el caso de DENV, una cepa de referencia DENV-2/S16803, y para el caso de ZIKV y 
CHIKV, dos aislados clínicos colombianos obtenidos por el grupo de investigación, ZIKV/Col [134] y CHIKV/Col [137]. En todos los 
casos, para las infecciones de las estrategias antivirales, se usó una multiplicidad de infección (MOI por sus siglas en inglés Multiplicity 
of infection) de 5. 

 
4.3 Determinación de la viabilidad celular In Vitro 

Se evaluó la viabilidad de las células VERO tratadas con los compuestos usando el ensayo MTT (bromuro de tetrazolio azul de 
tiazolilo, Sigma-Aldrich ®) descrito previamente [134]. Esta técnica permite evaluar la viabilidad celular mediante la formación de 
formazán a partir de 3-4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-2H-bromuro de tetrazol metabolizada por la enzima mitocondrial succinato 
deshidrogenasa. Para esto se realizó la siembra de 3 x104 células VERO por pozo en platos de 96 pozos llevándose a incubar 
por 24h. Las monocapas fueron tratadas con cada uno de los ocho compuestos con concentraciones seriadas en base dos desde 
7.8µM hasta 500µM. Tras 48h de incubación se retiraron los sobrenadantes, se realizaron lavados con PBS 1X, se agregaron 50µL 
de MTT (0.5mg/mL) y se llevaron a incubar las células por 2h protegidas de la luz. Finalizado este tiempo se adicionaron 50µL de 
dimetilsulfóxido (DMSO) y luego de 10min a temperatura ambiente se cuantificó la absorbancia en el equipo Multiskan™ FC 
Microplate Photometer (Thermo Scientific) a 450nm. Los porcentajes de viabilidad fueron calculados en base a la absorbancia de 
los controles sin compuesto (100% de viabilidad). Se identificó la concentración más alta de los compuestos a la cual la viabilidad 
celular fuera igual o mayor del 80% (asumiendo como 100% de viabilidad la absorbancia obtenida en los cultivos control sin tratamiento).  
Esta concentración se usó en las diferentes estrategias antivirales realizadas posteriormente.
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4.4 Estrategias antivirales In vitro 

 
4.4.1 Estrategia de tratamiento combinado 
Se realizó la siembra de 6,0x104 células VERO/pozo en platos de 48 pozos y se incubaron durante 24h. Pasado el tiempo de 
incubación, se retiraron los sobrenadantes y se agregaron los compuestos a la concentración definida en el ensayo de MTT para 
llevarse a incubar por 24h (PRE-tratamiento). Pasado este tiempo, se prepararon mezclas 1:1 de virus con cada compuesto y se llevaron 
a incubar por 1h a 4°C. Luego de esta incubación se agregaron las mezclas y se llevaron a 37 C por 2h (TRANS-tratamiento). Finalizado 
ese tiempo, se adicionaron nuevamente los compuestos, para ser incubadas por 24h adicionales (POST- tratamiento). Al siguiente 
día, se recolectaron y se almacenaron los sobrenadantes a -80º C para ser procesados mediante el ensayo de plaqueo. Los 
controles sin compuesto (CSC) fueron células infectadas sin adición de compuestos. 

4.4.2 Estrategia de actividad viricida (TRANS-tratamiento) 
Se realizaron mezclas 1:1 del virus con el compuesto que fue definido como más promisorio en la estrategia y se llevaron a incubar 
1h a temperatura ambiente. Tras el tiempo de incubación, se hicieron diluciones seriadas en base 10 de las mezclas para titular 
mediante la técnica de plaqueo en células VERO. Se usó la radiación ultravioleta (UV) como control de inhibición teniendo en cuenta 
que tiene una acción directa en la partícula viral específicamente en el material genético [138]. Los controles sin compuesto (CSC) 
fueron infectados y posterior a 2h de incubación, el inóculo fue remplazado por carboximetilcelulosa (CMC) al 1,5% con DMEM 1X 
suplementado al 2% de SFB. 

 
4.4.3 Estrategia de tratamiento previo a la infección (PRE-tratamiento) 
Se sembraron 3,0x104 células VERO/pozo en platos de 96 pozos y tras 24h de incubación se retiraron los sobrenadantes para agregar 
el compuesto más promisorio llevándose a incubar nuevamente. Al siguiente día se retiró el tratamiento y, se inocularon las monocapas 
y se incubaron por 2h. Trascurrido el tiempo de incubación, se retiró el inóculo para agregar medio DMEM 1X suplementado con 
2% de SFB y se llevó a incubar nuevamente por 24h. Finalizado este tiempo, los sobrenadantes y las monocapas fueron 
recolectadas y almacenadas a -80°C (para ser procesadas por ensayo de plaqueo y RT-qPCR, respectivamente); mientras que 
monocapas hermanas fueron fijadas y almacenadas a 4°C para ser procesadas por (cell-ELISA). Para esta estrategia se eligió 
cloroquina (Sigma-Aldrich®)) como control de inhibición. 

 
4.4.4 Estrategia de tratamiento posterior a la infección (POST-tratamiento) 
Se realizó la siembra de 3,0x104 células VERO/pozo en platos de 96 pozos y luego de 24h de incubación se infectaron las monocapas 
por 2h. Posterior a la infección, se retiró el inóculo y se añadió el compuesto más promisorio para incubar nuevamente por 24h. 
Pasado el tiempo de incubación los sobrenadantes y las monocapas fueron evaluados por ensayo de plaqueo y RTqPCR 
respectivamente fueron recolectadas y almacenadas a -80°C mientras que las monocapas evaluadas por Cell-ELISA fueron fijadas 
y almacenadas a 4°C. En esta estrategia se usó ribavirina (Sigma-Aldrich ®, SigmaAldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EE. UU.) como 
control de inhibición. 
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4.5 Cuantificación de la infección 
A partir de los sobrenadantes y monocapas recolectadas o fijadas, se realizó la cuantificación de la infección usando tres diferentes: 
ensayo de placa, RT-qPCR y Cell-ELISA. En todos los casos el porcentaje de infección fue calculado a partir de la relación del 
resultado obtenido sobre el control sin compuesto (CSC) el cual tomamos como el 100% de infección. 
 
4.5.1 Cuantificación de partículas virales infecciosas 
Para la cuantificación de partículas virales infecciosas se realizó la titulación por formación de placa descrita previamente [134]. Se 
realizaron diluciones seriadas en base 10 de los sobrenadantes previamente recolectados de cada estrategia antiviral y se 
adicionaron por duplicado sobre monocapas de células VERO sembradas 24h previas a la infección. Luego de 2h de incubación, se 
retiraron los inóculos y se agregó CMC al 1,5% con DMEM 1X suplementado al 2% de SFB. Tras los días de incubación 
correspondientes a cada modelo viral (DENV-2 12 días, ZIKV/Col 7 días y CHIKV/Col 3 días), se retiró el medio semisólido y se 
hicieron lavados con PBS 1X para finalmente fijar la monocapa con paraformaldehido (PFA) al 4%. Posteriormente se retiró el 
PFA y se tiñeron las monocapas con cristal violeta. Luego se lavaron con PBS y se determinaron las unidades formadoras de placa 
por mililitro (UFP/mL) a partir del conteo de placas obtenidas en cada condición. 

 
4.5.2 Cuantificación de proteínas virales 
Para la cuantificación de proteína viral se realizó Cell-ELISA de las monocapas previamente fijadas con PFA [134]. Se usó Triton X-
100 al 0.1% por 30min para permeabilizar las monocapas, seguido de la inactivación de la acción de las peroxidasas celulares con 
0.3% de H2O2 preparado en metanol al 10% diluido en PBS 1X. Luego de 30m a temperatura ambiente se lavaron las monocapas y 
se bloquearon los sitios inespecíficos con SFB al 10% diluido en PBS y se llevaron a incubar 30min a temperatura ambiente. Se 
agregaron los anticuerpos primarios de ratón anti-NS1 para detección de ZIKV, anti-E2 para detección de CHIKV (Clon A54Q y 
EA88, respectivamente; Thermo Fisher Scientific®) y anti-E para detección de DENV preparados en SFB al 5% y se dejaron incubando 
toda la noche a 4°C. Al siguiente día, las monocapas fueron lavadas para adicionar el anticuerpo secundario anti-raton IgG acoplado 
a peroxidasa (BioRad®), el cual se incubó por 30min. Se realizaron lavados a las monocapas nuevamente para adicionar 
finalmente TMB (3,3′,5,5′- Tetrametilbenzidina). La lectura de las absorbancias se hizo a 620 nm en el lector de ELISA Multiskan™ FC 
Microplate Photometer (Thermo Scientific®). 

 
4.5.3 Cuantificación de genoma viral intracelular 
Para la cuantificación absoluta de copias genómicas, se realizó la extracción y purificación del ARN viral de las monocapas mediante 
el kit de extracción MGIEasy Nucleic Acid Extration, de acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante. La calidad y cantidad de 
ARN se determinó en un espectrofotómetro NANODROP™ ONE/ONEC (Thermo Fisher Scientific®). Primero se realizó la 
síntesis de ADNc con el kit High Capacity cDNA reverse transcription (Thermo Fisher Scientific®) según las instrucciones del fabricante. 
Finalmente, para la qPCR se utilizó el kit PowerUp™ SYBR Green Master Mix (Thermofisher Scientific®) usando protocolos y 
cebadores descritos anteriormente [134, 139]. Para DENV-2/S16803, se utilizaron cebadores específicos dirigidos que amplifican 
un fragmento de 119pb de la región C-prM (mD1-F-5’-TCA ATA TGC TGA AAC GCG AGA GAA ACC G-3’ y mTS2-F-5’-CGC CAC 
AAG GGC CAT GAA CAG TTT-3’); 
el perfil térmico utilizado fue 95°C por 5min, 35 ciclos de 30 s a 95°C, 45s a 55°C y 45 s a 72°C, con una extensión final a 72°C 
por 10min. Para ZIKV/Col se usaron cebadores específicos que amplifica un fragmento de 76 pb de la proteína E (1086F 5′-
CCGCTGCCCAACACAAG-3′ y 1162c 5′- CCACTAAYGTTCTTTTGCAGACAT-3′); mientras que para CHIKV se usaron cebadores 
para amplificar un fragmento de 125pb de la proteína NSP4 (6856F 5’ TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA 3’ y 6981c 5’ 
TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC 3’ ); ambos con un perfil térmico de un ciclo de un ciclo de 50°C por 2min y 95°C por 10min, 
40 ciclos de 95°C por 15s y una extensión final de 60°C por 1min. La cuantificación 
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absoluta de las copias genómicas se realizó mediante el uso de curvas obtenidas a partir de plásmidos clonados con las regiones 
específicas para cada virus [134, 140]. 

 
4.6 Determinación del índice de selectividad (IS) 

El índice de selectividad con el compuesto más promisorio se calculó a partir de la relación entre la concentración citotóxica al 
50% (CC50) y la concentración efectiva 50% (EC50). Para la determinación del CC50 se realizó usando el ensayo MTT descrito 
previamente en la sección 4.3. Para el EC50 se usó una estrategia de tratamiento combinado (descrita en la sección 4.4.1) en 
dosis/respuesta usando concentraciones en base 2 desde 15,6 µM hasta 250 µM del compuesto. Se recolectaron los sobrenadantes 
para la evaluación de la partícula viral infecciosa mediante en ensayo de plaqueo. Los valores de EC50 y CC50 se calcularon a 
partir de un modelo de regresión no lineal (logístico logarítmico) mediante el programa R Studio. 

4.7 Acoplamiento molecular 
El compuesto más prometedor se modeló en el software ACD/ChemSketch® 12.01. Se realizó la búsqueda y selección de proteínas 
virales estructurales y no estructurales de DENV, ZIKV y CHIKV que tuvieran una resolución menor a 3.0 Å. Todas las estructuras 
de las proteínas así como el compuesto fueron tratadas en el software Python Molecular Viewer (PMV) [141]. Este tratamiento consistió 
en la eliminación de moléculas de agua, adición de átomos polares y el cálculo de las cargas de Gasteiger-Marsili, para minimizar la 
energía del sistema [116]. Se hizo la selección de los mejores sitios de unión proteína-ligando mediante la plataforma Peptimap [140] 
o mediante bibliografía previamente publicada. Por último, se corrió el acoplamiento molecular por triplicado usando el software 
Autodock vina® con una exhaustividad de 10. El archivo de salida se visualizó junto con la proteína; y para obtener las interacciones 
formadas se usaron programas como PMV (diagramas en 3D) o LigPlot ® (diagramas bidimensionales) [140]. 

 
4.8 Análisis estadístico 

Se determinó la normalidad de los datos usando la prueba de Shapiro Wilk. Para los datos que presentaron una distribución normal se 
utilizó t-Student y para los datos que presentaron una distribución no normal se realizó la prueba de U de Mann Whitney. En todos los 
análisis estadísticos se consideró p <0.05 como una diferencia estadísticamente significativa respecto al control de células sin 
compuesto. 
 
 
5 RESULTADOS 

 
5.1 Los compuestos dihalogenados derivados de la tiramina no afectaron la viabilidad de las células VERO. 

 
Se evaluó el efecto de ocho compuestos dihalogenados derivados de la tiramina sobre la viabilidad de células VERO mediante el ensayo 
MTT a concentraciones seriadas en base dos. En los compuestos del grupo IA, el porcentaje de viabilidad celular con el compuesto 
YDC-2M fue del 73,1% a la mayor concentración evaluada de 500 µM, a diferencia del compuesto YDC-3M que obtuvo un porcentaje 
del 83,9%. A la menor concentración evaluada (7,8µM), el porcentaje de viabilidad obtenido en los cultivos tratados con estos dos 
compuestos fue de 101,2% y 101,4% respectivamente. Por otra parte, a 500µM, la viabilidad celular presentada por los 
compuestos del grupo IB fue del 61,9% y del 83,8% para los compuestos YDB-2M y YDB- 3M; mientras que, a la concentración mínima 
evaluada, se obtuvo una viabilidad celular del 99,0% y 105,1%, respectivamente (figura 2). 

 
A la concentración de 500µM se obtuvo un porcentaje de viabilidad celular superior al 95 % para los compuestos YODC-2M y 
YODB-3M, similar al porcentaje de viabilidad obtenido a la concentración de 7,8 µM que fue del 103,5 % y del 97,13%. La 
viabilidad en las células para las tiraminas metoxiladas de tipo bromadas (grupo II.A.) fue de 76,8% y 82,3 % respectivamente 
para YODB-2M y YODB-3M a la concentración de 500 µM mientras que a la menor concentración fue de 95,2% y 97,7% 
respectivamente. 
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Figura 2 Evaluación de la viabilidad de células VERO al ser tratadas con los compuestos. Se evaluaron concentraciones seriadas 
en base 2 desde 7.8 µM hasta 500 µM. A concentración de 250 µM de los compuestos. Se obtuvieron viabilidades superiores al 
80% en todos los compuestos. En todos los casos, la concentración cero (0) el control sin compuesto se asumió como 100% de 
viabilidad, Las barras de error indican el error estándar de la media (n:6). 

 
Para todas las concentraciones evaluadas, los porcentajes de viabilidad obtenidos en células VERO fueron dependientes de 
concentración de cada compuesto. Teniendo en cuenta que la concentración máxima la cual los ocho compuestos obtuvieron 
un porcentaje de viabilidad superior o igual al 80% fue 250µM, se decidió usar esta concentración para los ensayos antivirales 
posteriores. Para los controles de inhibición de cada estrategia, se seleccionó la concentración reportada previamente [134]. 

 

5.1 Los compuestos YDB-3M, YODC-3M y YODB-3M inhiben partículas virales infecciosas en células VERO 
infectadas por DENV-2/S16803. 

 
Se realizó un tamizaje antiviral mediante la estrategia de tratamiento combinada para la identificación de compuestos que inhiban la 
producción de partículas virales infecciosas de DENV-2/S16803 (figura 3A). Con los compuestos de tipo fenólicos clorados (grupo 
IA), se obtuvo un aumento estadísticamente significativo de las partículas virales infecciosas frente al control sin compuesto 
(1,18x106 UFP/mL). Con el compuesto YDC-2M se obtuvo un porcentaje del 815,6% (1,15 x107 UFP/mL), así como con el 
compuesto YDC-3M se obtuvo un porcentaje de infección del 122,3% (1,00 x106 UFP/mL,). De igual manera sucedió con uno de 
los compuestos de tipo fenólico bromados (IB), el compuesto YDB-2M, con el cual se obtuvo un porcentaje de infección del 943,3% 
(1,75 x107 UFP/mL); mientras que su compuesto análogo, el compuesto YDB-3M si disminuyó el porcentaje de infección de 
manera significativa (16% de infección y 1,55 x105 UFP/mL) (figura 3B). 

Entre los compuestos del grupo II, con el compuesto YODC-2M se obtuvo un porcentaje de infección del 96,7% (1,20x106 UFP/mL) 
no estadísticamente significativo; mientras que con el compuesto YODC-3M, la infección se redujo significativamente en un 54,9% 
(5,38 x103 UFP/mL). Por su parte, con el compuesto YODB-2M se obtuvo un porcentaje de infección del 325,5% (1,90 x106 UFP/mL) 
a diferencia de su análogo estructural YODB-3M que presentó un porcentaje de infección del 59,9% (5,88 x103 UFP/mL) los dos 
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con resultados estadísticamente significativos (figura 3B). Finalmente, se observó una reducción de la infección estadísticamente 
significativo con ribavirina, el cual fue usado como control de inhibición (2,4%, 1,00x104 UFP/mL). 

 
5.1 Solo el compuesto YDB-3M inhibió la producción de partículas virales infecciosas en la estrategia 

combinada frente a la infección del virus ZIKV/Col. 
Para identificar los compuestos que inhiban la producción de partículas virales infecciosas de ZIKV/Col, se realizó un tamizaje antiviral 
mediante la estrategia de tratamiento combinada (Figura 3A). Para los compuestos fenólicos clorados (grupo IA), se obtuvieron 
porcentajes de infección del 94,4% (1,0x102 UFP/m) y del 114,6 (2,0x102 UFP/mL) con los compuestos YDC-2M y YDC-3M, sin 
diferencias estadísticamente significativas respecto al control sin compuesto (1,20 x103 UFP/mL). En los compuestos del grupo IB, 
con el compuesto YDB-2M se aumentó significativamente el número de partículas virales infecciosas en un 770,8 
% (8,0x103 UFP/mL); mientras que su compuesto análogo de tipo sales de amina cuaternaria YDB-3M, redujo significativamente el 
porcentaje de infección al 4,2% (5,00 x101 UFP/mL). Por su parte, con los compuesto YODC-2M y YODC-3M se obtuvieron 
porcentajes de infección de 109,9% (1,65x103 UFP/mL), 112,0% (1,55x103 UFP/mL), respectivamente. De manera similar, con los 
compuestos bromados YODB-2M y YODB- 3M se observaron porcentajes de infección del 121,4% (5,50x102 UFP/mL) y 101,0% 
(2,50x103 UFP/mL). En los últimos cuatro casos, no se hubo diferencias estadísticamente significativas. Por último, la ribavirina 
presentó un porcentaje de infección del 9,4% (UFP/mL) siendo estadísticamente significativo (figura 3C) 

 
5.2 Los compuestos YDB-3M, YODC-2M y YODB-3M inhibieron las partículas virales infecciosas de CHIKV/Col 

mediante la estrategia combinada. 
 

Se identificaron los compuestos que inhibieron la producción de partículas virales infecciosas de CHIKV/Col mediante un tamizaje 
antiviral a través de la estrategia de tratamiento combinada al igual que con los modelos virales de flavivirus del presente estudio 
(Figura 3A). 
Para los compuestos del grupo IA, es decir, los compuestos fenólicos clorados YDC-2M y YDC-3M se obtuvo un aumento en la 
producción de partículas virales infecciosas de un 261,8 % (3,30 x106 UFP/mL) y un 292,7 % (4,90 x106 UFP/mL) al igual que el 
compuesto del grupo IIB, YDB-2M, que aumentó la infección en un 333,0% (5,00 x106* UFP/ mL) con respecto al control sin 
compuesto (1,25 x106 UFP/mL) siendo estadísticamente significativos. Por su parte, con el compuesto YDB-3M, se redujo 
significativamente el porcentaje de infección en un 53,8% (3,10 x105 UFP/mL) (figura 3D). 
 
En cuanto a los compuestos del grupo IIA, con los compuestos de tipo metoxilados clorados, se obtuvo un porcentaje de infección del 
91,5 % (1,35 x105 UFP/mL) y del 136,6 % (1,35 x106 UFP/mL) para los compuestos YODC-2M y YODC-3M, respectivamente. Por 
otra parte, los compuestos del grupo IIB, es decir, las tiraminas metoxiladas bromadas, se encontró un aumentó en el porcentaje de 
infección en un 323,6% (1,65 x10 UFP/mL) para el compuesto YODB-2M, mientras que el compuesto YODB-3M, redujo el porcentaje 
de infección al 23,7% (3,50 x105 UFP/mL), ambos estadísticamente significativos respecto al control sin compuesto (figura 3D). 
Finalmente, con la ribavirina se obtuvo un porcentaje de infección del 13,5% (UFP/mL). 
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Figura 3. Tamizaje antiviral de los compuestos derivados de las tiraminas frente a la infección por DENV-2/S16803, 
ZIKV/Col y CHIKV/Col.  
Se realizó un tamizaje antiviral mediante una estrategia combinada. El compuesto YDB-3M inhibió la formación de UFP en los tres 
modelos virales evaluados. En todos los casos, el control representa el control sin compuesto, que se asumió como 100% de 
infección. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas con respecto al control sin compuesto (p<0.05, **p<0.01 
y **p<0.001; t -Student) y las barras de error indican el error estándar de la media (n:4). 

 
5.3 El compuesto YDB-3M inhibe la producción de partícula viral infecciosa a diferentes 

concentraciones. 
 

Teniendo en cuenta que solo con el compuesto YDB-3M inhibió significativamente los tres modelos virales, se decidió evaluar este 
compuesto a concentraciones en base dos desde 15,6µM hasta 250µM mediante la estrategia combinada anteriormente descrita. A 
la concentración de 250µM la producción de partículas virales infecciosas se redujo en un 11,0%, 0,0% y 7,4% respectivamente 
para DENV-2/S16803, ZIKV/Col y CHIKV/Col y a la mínima concentración evaluada de 15,6µM se obtuvo el mayor porcentaje de 
infección siendo para DENV-2/S16803 del 57,3%, para ZIKV/Col del 41,6% y finalmente para CHIKV/Col del 41,4%. En todas las 
concentraciones hubo inhibición estadísticamente significativa en relación con el control sin compuesto (p<0,05). La 
concentración citotóxica al 50% para el compuesto YDB-3M fue de 1447,19 µM. Para cada uno de los virus se obtuvo una 
concentración efectiva al 50% mayores a 10 µM (tabla 1). A partir de estos valores se calculó el índice de selectividad los cuales 
fueron 58,2; 69,0 y 142,8 para DENV- 2/S16803, ZIKV/Col y CHIKV/Col, respectivamente (tabla 1). 
Finalmente, teniendo en cuenta que a la concentración de 250 µM se mantuvo el mejor porcentaje de inhibición del compuesto 
YDB-3M, se decidió usar esta concentración para las estrategias antivirales individuales (PRE-tratamiento, TRANS-tratamiento 
y POST-tratamiento) frente a la infección por DENV- 2/S16803, ZIKV/Col y CHIKV/Col.  
 
 
 
 
 
 
 

A.  Esquema metodológico: Estrategia combinada
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Tabla 1 Valores de concentración citotóxica al 50 % (CC50), concentración efectiva al 50 % (EC50) e índice de selectividad (IS) del 
compuesto YDB-3M evaluados en células VERO infectadas con DENV-2/S16803, ZIKV/Col y CHIKV/Col 

 
 

  CC50 (µM) CE50 (µM) IS 
 DENV-2/S16803 1447,2 24,8 58,3 

YDB-3M ZIKV/Col 1447,2 21,0 69,0 
 CHIKV/Col 1447,2 10,1 142,8 

 
 
 

5.1 El compuesto YDB-3M no tiene una actividad viricida en la partícula viral de DENV-2/S16803, ZIKV/Col y 
CHIKV/Col 
 

Mediante la estrategia TRANS-tratamiento se evaluó la actividad viricida de la tiramina YDB-3M frente a las partículas virales de DENV-
2/S16803, ZIKV/Col y CHIKV/Col (figura 4A). Se obtuvieron porcentajes de infección del 85,3% (7,25 x104 UFP/mL) para DENV-
2/S16803 (figura 4B) y del 112,1% (8,50x104 UFP/mL) para ZIKV/Col (figura 4C) con relación a sus controles sin compuesto (8,50x104 
UFP/mL y 7,58x104 UFP/mL, respectivamente), porcentajes que no fueron estadísticamente significativos. Por su parte, para 
CHIKV/Col, se evidenció un aumento de la producción de partículas virales infecciosas en un 161,9% (3,06 x104 UFP/mL) siendo 
estadísticamente significativo frente al control sin compuesto (1,89x104 UFP/mL) (figura 4D). 
 

  

                          

A.  Esquema metodológico: Estrategia TRANS-tratamiento 

0 h 24 h
TRANS-Tratamiento

1:1

Siembra Ensayo del plaqueo
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Figura 4 Estrategia TRANS-tratamiento. Se realizó una estrategia TRANS-tratamiento para la evaluación de la posible actividad 
viricida del compuesto YDB-3M. No se obtuvo actividad directa del compuesto en las partículas virales de DENV- 2/S16803, ZIKV/Col y 
CHIKV/Col. En todos los casos, el control representa el control sin compuesto, que se asumió como 100% de infección. Los asteriscos 
indican diferencias estadísticamente significativas con respecto al control sin compuesto (p<0.05, **p<0.01 y **p<0.001; t -Student) y las 
barras de error indican el error estándar de la media (n:4). 

 
 

5.1 El tratamiento previo con el compuesto YDB-3M no inhibe la infección por Flavivirus, mientras que para el 
modelo Alfavirus inhibe producción de partículas virales infecciosas. 
 

Se realizó una estrategia PRE-tratamiento para evaluar si el compuesto YDB-3M tenía actividad previa a la infección por DENV-
2/S16803, ZIKV/Col y CHIKV/Col lo cual indicaría una asociación a etapas iniciales al ciclo replicativo viral o a factores celulares 
(figura 5A). Para esto, se cuantificó el porcentaje de infección mediante ensayo de placa, Cell-ELISA y RT-qPCR. 
Para DENV-2/S16803, se obtuvo un aumento del porcentaje de infección del 650,4% (5,00 x104 UFP/mL) de la producción de 
partículas virales infecciosas al igual que las copias genómicas que aumentaron un 293,8% (1,19x105 copias genómicas/mL) de manera 
estadísticamente significativa frente al control sin compuesto. Por otro lado, la cantidad de proteína viral cuantificada fue de un 
101,4% sin diferencia estadísticamente significativa en relación con el control (figura 5B). Para ZIKV/Col, se obtuvo un porcentaje 
de infección de 216,0% (1,26x103 UFP/mL) el cual fue un aumento estadísticamente significativo frente al control sin compuesto 
(5,84x102 UFP/mL). Este mismo comportamiento se observó en la cuantificación de copias genómicas, dado que el compuesto 
aumentó el porcentaje de infección a un 659% (2,37x106 copias genómicas/mL); caso contrario al porcentaje de expresión de 
proteína viral, en donde el porcentaje de infección del 94,8 % sin ser estadísticamente significativo frente al control sin compuesto 
(figura 5C). En el modelo de infección de CHIKV/Col, se redujo el porcentaje de producción de partícula viral infecciosa en un 69,7% 
(1,38 x106 UFP/mL) estadísticamente significativo respecto al control sin compuesto (1,97 x106 UFP/mL) mientras que se 
aumentó la expresión de proteína viral en un 118,7% siendo estadísticamente significativo. Por último, para la cuantificación de 
copias genómicas, se obtuvo un porcentaje de infección del 85,2% (5,83 x106 copias genómicas/mL) el cual no fue estadísticamente 
significativo (figura 5D). 
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Figura 5 Estrategia PRE-tratamiento. Se realizó una estrategia PRE-tratamiento para la evaluación de la posible actividad 
antiviral del compuesto YDB-3M en etapas previas a la infección. No se obtuvo actividad antiviral del compuesto YDB-3M en 
etapas previas a la infección en los modelos Flavivirus evaluados. Se obtuvo una reducción de las UFP/mL en el modelo Alfavirus. 
En todos los casos, el control representa el control sin compuesto, que se asumió como 100% de infección. Los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas con respecto al control sin compuesto (p<0.05, **p<0.01 y 
**p<0.001; t -Student) y las barras de error indican el error estándar de la media (n:4). 

 
5.2 El compuesto YDB-3M inhibe la infección en células VERO en pasos posteriores a la infección por 

DENV-2/S16803, ZIKV/Col y CHIKV/Col. 
 

Se realizó una estrategia POST-tratamiento para evaluar si el compuesto YDB-3M tiene actividad posterior a la infección por DENV-
2/S16803, ZIKV/Col y CHIKV/Col asociado a etapas del ciclo replicativo viral, como traducción, síntesis de copias genómicas (figura 
6A). Para esto, se cuantificó el porcentaje de infección mediante ensayo de placa, Cell-ELISA y RT-qPCR. 
Para los cultivos infectados con DENV-2/S16803, se redujo la producción de partículas virales infecciosas en un 10,8% (1,25x103 
UFP/mL) estadísticamente significativo frente al control sin compuesto (1,16x104 UFP/mL); así como la inhibición de la expresión 
de la proteína viral la cual fue de 17,8%. Sin embargo, este compuesto no inhibió copias genómicas en monocapas infectadas (82,6%; 
4,66x104 copias genómica/mL) (figura 6B). Para ZIKV/Col, se observó una disminución estadísticamente significativa del 
porcentaje de infección al 8.2% (3,75x101 UFP/mL); al igual que el porcentaje de expresión de proteína viral, donde se obtuvo 
un porcentaje de infección del 82,1%. Por último, el compuesto YDB-3M inhibió la síntesis de copias genómicas en un 98,5% (2,20x107 
copias genómicas/mL) estadísticamente significativo con respecto al control sin compuesto (1,51 x109 copias genómicas/mL) 
(figura 6C). Finalmente, para CHIKV/Col, con el compuesto YDB-3M se obtuvo la disminución del porcentaje de producción de 
partículas virales infecciosas en un 36,3 % (1,36 x106 UFP/mL) al igual que la expresión de proteína viral, la cual obtuvo un porcentaje 
de infección del 75,4 %. Finalmente, este compuesto también reduce el porcentaje de copias genómicas a un 51,2 % (3,55 x106 
copias genómicas/mL). Todos los resultados fueron estadísticamente significativos frente al control sin compuesto (figura 6D).  
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Figura 6 Estrategia POST-tratamiento. Se realizó una estrategia POST-tratamiento para la evaluación de la posible actividad 
antiviral del compuesto YDB-3M en etapas posteriores a la infección. Se obtuvo actividad antiviral del compuesto YDB-3M en los 
tres modelos virales evaluados. En todos los casos, el control representa el control sin compuesto, que se asumió como 100% de 
infección. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas con respecto al control sin compuesto (p<0.05,**p<0.01  
y **p<0.001; t -Student) y las barras de error indican el error estándar de la media (n:4). 

 
5.1 El compuesto YDB-3M presentó interacciones favorables con la proteína NS5 en los modelos Flavivirus, 

mientras que para el modelo Alfavirus la interacción favorable fue con el macrodominio de la proteína 
NSP3. 

 
Con el fin de proponer un posible mecanismo de acción del compuesto YDB-3M se utilizaron herramientas in silico. En la tabla 2 
se muestran las interacciones entre este compuesto y algunas proteínas virales. 

 
Para DENV se obtuvo la mejor energía de unión con la proteína NS5 dominio metiltransferasa (-5,57 ± 0,06 kcal/mol), donde se formaron 
dos puentes de hidrógeno con THR104 y LYS105 con distancias de 2,81 y 3,10 Å; además de la formación de 2 interacciones 
hidrofóbicas con los aminoácidos ILE147 y PHE133. Por otro lado, para ZIKV la proteína NS3 dominio helicasa y NS5 dominio polimerasa 
obtuvieron las mejores energías de unión siendo -5,30±0,00 kcal/mol, para ambos casos. Sin embargo, para el primer complejo 
(YDB- 3M/NS3) se formó un puente de hidrógeno con el aminoácido ASP410 con una distancia de 3,02 Å con dos interacciones 
hidrofóbicas con los aminoácidos PHE289 e HIS486; mientras que para el complejo YDB-3M y NS5pol se obtuvo un puente de 
hidrógeno con el aminoácido ASP665 a una distancia de 2,98 Å con tres interacciones hidrofóbicas con los aminoácidos LEU683, 
LYS688 y ASN616. Finalmente, para CHIKV, este compuesto obtuvo la mejor energía de unión de -5,63 ± 0,23 kcal/mol con la proteína 
NSP3 macrodominio; con seis interacciones hidrofóbicas con los aminoácidos ALA22, VAL113, GLY30, ASN24, TYR114, ASP31. 
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Tabla 2 Interacciones in silico entre el compuesto YDB-3M y algunas proteínas virales. 
 

 
 

Virus 

 
 

Proteína 

 
Código 

PDB 

 
Energía libre 

de unión 
(Kcal/mol) 

Cantidad 
de 

puentes 
de 

hidrógeno 

Aminoácidos 
implicados en la 
formación de los 

puentes de 
hidrogeno 

Distancia 
de los 

puentes de 
hidrógenos 

(A°) 

 
cantidad de 

interacciones 
hidrofóbicas 

Aminoácidos que hacen 
parte de las 

interacciones 
hidrofóbicas 

ZIKV Envoltura 5JHM -4,50 ± 0,00 1 LYS373 2,87 4,00 GLY145, VAL364, 
,MET374, SER146 

ZIKV Cápside 5YGH -4,67 ± 0,06 N/A N/A N/A 3,00 ARG45, PHE84, ALA49 

ZIKV NS5 5U04 -5,30 ± 0,00 2 ASP665, 
ARG542 2,98 3,00 LEU683, LYS688, 

ASN616 
 

ZIKV 
 

NS1 
 

5K6K 
 

-3,80 ± 0,00 
 

N/A 
 

N/A 
 

N/A 
 

5,00 
THR301, GLY328, 
ARG324, PRO281, 

CYS329 
 

ZIKV NS2B/NS3 
proteasa 

 
5GJ4 

 
-4,33 ± 0,06 

 
N/A 

 
N/A 

  
6,00 

ASP129, SER160, 
ALA127, ASN70, LEU128, 

GLY69 
ZIKV NS3 

Helicasa 5MFX -5,30 ± 0,00 1 ASP410 3,02 2,00 PHE289, HIS486 
DENV Envoltura 3UZV -4,40 ± 0,00 1 GLY349 2,83 2,00 MET301, LEU351 

 
DENV 

 
NS5-pol 

 
5K5M 

 
-5,57 ± 0,06 

 
1 

 
SER796 

 
3,28 

 
7,00 

LEU512, HIS711, 
MET761, LEU734, 
ARG737, TYR758, 

THR794 
DENV NS5-GTP 2P41 -4,80 ± 0,00 N/A N/A N/A 3,00 PHE25, SER150, LEU17 
DENV NS5-SAM 2P41 -5,97 ± 0,06 2 THR104, 

LYS105 2,81 - 3,10 3,00 ILE147, Phe133, GLU149 

DENV NS2B/NS3 2FOM -5,77 ± 0,06 N/A N/A N/A 6,00 LEU18, PHE46, HIS60, 
LEU58, ILE25, TYR23 

CHIKV E2B 3N44 -5,33 ± 0,06 1 ALA41 2,90 6,00 ASP132, ASN39, LYS245, 
HIS130, LYS241, PRO134 

CHIKV C proteasa 5H23 -4,33 ± 0,06 N/A N/A N/A 2,00 GLU163, PHE154 
CHIKV NS2P 

proteasa 3TRK -5,20 ± 0,00 2 TYR1047, 
TRP1084 2,82 - 3,07 4,00 ALA1046, LEU1205, 

MSE1242, TYR1079 
CHIKV NSP2 

helicasa 6JIM -5,50 ± 0,00 N/A N/A N/A 5,00 ALA165, VAL92, HIS258, 
PHE286, GLU95 

CHIKV NSP3 
macrodominio 3GPG -5,63 ± 0,23 N/A N/A N/A 6,00 ALA22, VAL113, GLY30, 

ASN24, TYR114, ASP31 
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Por otro lado, en la figura 7 se muestran las representaciones de las posibles interacciones in silico del compuesto YDB-3M con 
las poses del compuesto y las proteínas con las cuales se obtuvo las mejores energías de unión en cada modelo viral.  

 

 

 
Figura 7 Interacciones in silico entre algunas proteínas virales y el ligando YDB-3M. Imágenes obtenidas con PMV 
(izquierda) y LigPlot2+ (derecha), donde se muestran las representaciones de las posibles interacciones in silico del compuesto 
YDB-3M con las poses del compuesto y las proteínas con las cuales se obtuvo las mejores energías de unión en cada modelo 
viral, siendo NS5 dominio SAM en el caso de DENV-2 (A), NS3 dominio helicasa y NS5 dominio polimerasa en el caso de ZIKV (B 
y C, respectivamente) y NSP3 macrodominio en el caso de CHIKV (D). 
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6 DISCUSION 

 
Los virus DENV, ZIKV y CHIKV representan una preocupación en la salud pública a nivel mundial [142]. Se ha reportado la capacidad 
de estos virus de co-infectar permitiendo que a nivel asistencial sea complejo el diagnostico basado en sintomatología [8, 143]. A lo 
anterior, se le suma la falta de un tratamiento antiviral específico por lo que es necesario el estudio de compuestos con posible 
actividad antiviral [127]. En este estudio se evaluaron ocho compuestos sintetizados químicamente derivados de la tiramina (figura 1) 
como posibles candidatos a la inhibición de la infección por DENV, ZIKV y CHIKV. 

 
Para la identificación de los compuestos con potencial antiviral y su posible mecanismo de acción se realizaron diferentes 
estrategias antivirales reportadas previamente [134]. En un primer momento, se determinó la viabilidad celular de los ocho 
compuestos en células VERO para elegir la concentración de uso. Posterior a esto, se realizó un tamizaje antiviral mediante una 
estrategia combinada donde se seleccionaron los compuestos que tuvieron una actividad antiviral para cada modelo viral. Estos 
se evaluaron usando estrategias antivirales individuales: tratamiento previo a la infección (estrategia PRE-tratamiento) tratamiento 
posterior a la infección (estrategia POST-tratamiento), o un efecto directo a la partícula viral o actividad viricida (estrategia TRANS-
tratamiento). Se usaron técnicas como ensayo de placa, RT-qPCR y CELL-ELISA para la cuantificación del porcentaje de infección. 
Por último, se realizaron estrategias in silico de cada compuesto con diferentes proteínas virales previamente descritas. 
 
Se obtuvieron porcentajes de viabilidad en células VERO mayor al 80% evaluada por MTT a una concentración de 250µM 
descartando la posibilidad de un efecto citotóxico significativo de los compuestos como explicación a la inhibición viral en las 
estrategias antivirales usadas. Por otro lado, a esta misma concentración, se ha reportado que compuestos análogos 
estructuralmente derivados de la L-tirosina la viabilidad fue superior al 90% en células VERO y mayor al 78% en células U937 
[134]. En células U937- MAGI, el compuesto 3,5-dibromoN,N,N,O-tetramethyltyraminium que es estructuralmente similar a YDB-3M 
obtuvo un porcentaje alrededor del 50 % a concentraciones de 40 µM [144]. Evidenciando que la viabilidad de estos compuestos 
es dependiente del modelo celular evaluado. 

 
Para el tamizaje antiviral mediante la estrategia combinada, el compuesto YDB-3M inhibió la partícula viral infecciosa en células VERO 
en los tres modelos virales evaluados. Para los modelos virales de flavivirus Flavivirus evaluados se reportó el aumento del 
porcentaje de infección con un compuesto análogo estructural derivado de la L-tirosina [134]. Posiblemente la ausencia del grupo 
carboxilo en la estructura química esté implicado en el mecanismo antiviral de este compuesto frente a la infección de Flavivirus. 
Sin embargo, estudios previos demostraron la participación del grupo carboxilo influye positivamente en la actividad antiviral en 
DENV, debido a la interacción entre las cargas negativas proporcionada por los grupos carboxilos con las cargas positivas de la 
glicoproteína viral [145]; por lo que la relación de estructura y la actividad antiviral no se podría determinar basado en este grupo 
funcional. 

 
En este estudio se reportó por primera vez la actividad antiarboviral del compuesto YDB-3M frente a DENV- 2/S16803, ZIKV/Col y 
CHIKV/Col. De la misma forma, se determinó una CC50 superior a la CE50, por lo que se espera que, en un contexto terapéutico, se 
necesite una concentración muy alta para generar un efecto citotóxico en las células. Hasta el momento existe reporte de IS de 
compuestos derivados sintetizados derivados de la tiramina, sin embargo, como se mencionó previamente, compuestos 
estructuralmente similares obtuvieron concentraciones CC50 menores a las obtenidas en este estudio [146]. Lo anterior pudo haber 
sido por el uso de una línea celular diferente a VERO. 

 
El tratamiento previo con el compuesto YDB-3M frente a la infección por DENV-2/S16803 y ZIKV/Col aumentó significativamente 
el número de partículas virales infecciosas y de copias genómicas. Cabe resaltar que esta estrategia evalúa la posibilidad de interacción 
del compuesto con proteínas celulares implicadas en el ciclo replicativo de cada modelo viral. Teniendo en cuenta lo anterior, se ha 
descrito que la enzima L-dopa descarboxilasa está implicada en la biosíntesis de trazas de aminas, como lo son las tiraminas [147]. En 
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el ciclo replicativo de DENV, se reportó que la inhibición de esta proteína favorece la replicación y síntesis de la progenie viral [148]. 
Por lo que el compuesto YDB-3M probablemente está interactuando con la proteína DCC dando una posible explicación a los resultados 
obtenidos en los modelos de Flavivirus evaluados. Como control positivo de inhibición se usó la Cloroquina, dado que su principal 
mecanismo de acción es dirigido al hospedero (HDA), relacionado al aumento del pH afectando pasos iniciales al ciclo replicativo como 
lo es la fusión de la envoltura viral con la membrana de la endosoma descrita previamente para los tres modelos virales [149-
151] 

 
En cuanto a CHIKV/Col, se ha reportado previamente la disminución del título viral en células VERO tratadas previamente con arbidol 
[126], un compuesto de tipo molécula pequeña como lo es YDB-3M, La inhibición de las partículas virales infecciosas previas al 
tratamiento también ha sido reportado por compuestos derivados de la L-tirosina, donde los compuestos TDC-2M-ME y TDB-2M-ME 
obtuvieron un porcentaje de inhibición del 9,6% UFP/mL en células VERO; mientras que en otras líneas celulares como U937 
estos compuestos relacionados estructuralmente con YDB-3M, no mostraron inhibición de las partículas virales infecciosas [134]. 
En ese sentido, sería interesante y necesario evaluar el comportamiento del compuesto YDB-3M en líneas células humanas. Por otra 
parte, se observó la inhibición no estadísticamente significativa de copias genómicas mientras que hay una acumulación significativa 
de proteína viral cuantificada. Esta diferencia puede estar basada en el blanco de cada metodología usada, en la que se detectó 
NSP4 para evaluar la síntesis de genoma viral mientras que el blanco a detectar en la cuantificación viral es una proteína estructural 
(E2). Ambas proteínas se expresan a partir de dos ORF diferentes por lo que el compuesto YDB- 3M podría estar modulando la actividad 
de la RdRp sin afectar la síntesis de proteínas estructurales como la E2 [152]; Estas diferencias encontradas entre la replicación de 
genoma y síntesis de proteína se ha reportado para CHIKV/Col con otros compuestos pequeños como la rupicolina, donde en células 
A549 infectadas por CHIKV inhibió la síntesis de la proteína viral E2 sin afectar la replicación del genoma viral [140]. 

 
En la evaluación del compuesto YDB-3M posterior a la infección por estos tres modelos virales, se encontró inhibición en la formación 
de partículas virales infecciosas y en la síntesis de proteína viral en células VERO infectadas por DENV-2/S16803, observado de 
igualmente en ZIKV/Col y CHIKV/Col donde estos dos últimos incluyen la inhibición de copias genómicas intracelulares. Por lo que 
se podría postular que el principal mecanismo de acción de este compuesto está en pasos posteriores a la entrada y liberación 
del genoma viral. Como control de inhibición se usó la Ribavirina, dado que su mecanismo es la inhibición de la guanilación ARN 
mensajero viral disminuyendo las reservas de los nucleótidos, afectando la traducción y posterior síntesis de proteínas del virus 
[153, 154]. 

 
Se determinaron las interacciones y energías de unión entre el compuesto más promisorio y proteínas virales mediante acoplamiento 
molecular con el fin de postular un posible mecanismo de acción que se relacionara con los resultados in vitro obtenidos hasta el 
momento. Las energías menos favorables en los tres modelos virales fueron con las proteínas estructurales (tabla 2), lo cual estaría 
relacionado con los resultados del ensayo de actividad virucida, donde el compuesto con ninguno de los modelos virales evidenció 
una acción directa sobre la partícula (figura 2). 

 
Se evidenció que la mejor energía de unión de YDB-3M en el modelo viral de DENV-2 fue con la proteína NS5 dominio 
metiltransferasa específicamente con la región SAM (figura 7), lo cual podría relacionarse con la actividad antiviral que fue evidenciada 
tanto en estrategia combinada y como en el post-tratamiento. Dicha interacción simuló la formación de puentes de hidrógenos con 
aminoácidos como Thr104 y Lys105 que previamente han sido reportados en el sitio de unión de esta proteína [155]. En cuanto a 
ZIKV, las mejores energías de unión fueron con las proteínas NS3 dominio Helicasa y NS5 dominio RdRp (figura 7), esta afinidad, 
así como las interacciones moleculares predicha (puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas) podrían estar relacionadas 
con los resultados in vitro obtenidos en los cuales en el postratamiento se inhibió la producción de partículas virales infecciosas 
y que se encuentra una relación posiblemente con la disminución de la replicación del viral y traducción de proteína viral in vitro 
(figura 6) ambos procesos moleculares relacionados con las proteínas virales mencionadas y que entre los tres modelos virales, 
en esta estrategia fueron las mejores inhibiciones obtenidas [156]. Finalmente, para CHIKV, las mejores energías de unión fueron 
con proteínas del complejo de replicación del virus como el macrodominio NSP3 y la NSP2 dominio helicasa (Tabla 2). Lo anterior 
podría relacionarse al igual que en el modelo viral de ZIKV con los resultados obtenidos en el post-tratamiento, donde el compuesto 
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también afecta la síntesis de proteína viral, así como de genoma viral y a su vez la producción de partículas virales infecciosas 
[157]. 

 
En conclusión, podría decirse que, los resultados obtenidos in silico podrían relacionarse con los obtenidos in vitro y soportan la 
hipótesis de un mecanismo de acción relacionado con la inhibición del ciclo replicativo posterior a la infección en los tres modelos 
virales, siendo más enfocado en el caso de DENV, en pasos posteriores a la replicación del genoma contrario al caso de ZIKV más 
relacionados con la inhibición de la replicación del genoma a pesar de ambos ser flavivirus. 

 

7 CONCLUSIÓN 
 

En este estudio reportamos por primera vez que el compuesto sintetizado YDB-3M, dibromado derivado de la tiramina, tiene 
potencial en tres modelos arbovirales de importancia en salud pública. Los resultados obtenidos in vitro, demuestran que esté 
compuesto afecta el ciclo replicativo en pasos posteriores a la entrada viral, afectando la liberación de partículas virales 
infecciosas y procesos fundamentales para la formación de las mismas. Finalmente, se resalta la necesidad de la evaluación de otras 
líneas celulares, y el uso de otras metodologías para esclarecer más a fondo el mecanismo de acción de este compuesto 
promisorio. 
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