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Resumen

Introduccion: No existe un tratamiento antiviral especifico disponible contra los virus Dengue (DENV),
Chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV). El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antiviral in vitro e
interacciones in silico de cuatro compuestos isoprenoides aislados a partir de las plantas T. cymosa Jacq., C.
ambrosioides L. y C. odoratissima Jacq. recolectadas en la Region Caribe colombiana contra DENV-2, CHIKV
y ZIKV. Metodologia: Se evalud la viabilidad de células VERO en presencia de Alfa-Espinasterol, Lupeol,
Estigmasterol y Friedelina por la técnica de MTT (7,3 — 242,3 pM). Una vez definida una concentracion no
citotoxica en células VERO, esa Unica concentracion se evaluo en células U937 y A549 por la técnica de MTT.
Inicialmente, el efecto antiviral de los isoprenoides se evalué mediante cuatro estrategias diferentes en células
VERQO: (i) tamizaje antiviral, (i) PRE-tratamiento, (ii)TRANS-tratamiento y (iv) POST-tratamiento, usando los
aislados clinicos CHIKV/ACol y ZIKV/Col y las cepas de referencia DENV-2/NG y DENV-2/16681 (MOI 1). Los
porcentajes de infeccion fueron calculados mediante tres técnicas: Ensayo de plaqueo, RT-gPCR (Quantitative
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) y CELL-ELISA. Posteriormente, y de acuerdo a los
resultados obtenidos en células VERO, se evaluaron algunas estrategias en células U937 y A549. Como control
positivo de inhibicién se us6 Suramina, Heparina y/o Ribavirina. Por otro lado, se secuencié el gen de la
envoltura de DENV-2/NG y DENV-2/16681 por el método de Sanger y se establecieron las diferencias
nucleotidicas y aminoacidicas por el método de Clustal W. Para las evaluaciones In silico, se evalud la
interaccién de los isoprenoides con las proteinas E y NS5 de DENV y ZIKV, y E y NSP2 de CHIKV, mediante
docking molecular y dindmica molecular. Resultados: La viabilidad de células VERO en presencia de los cuatro
isoprenoides fue superior al 70,0 % a concentraciones menores o iguales de 117,2 uM de Alfa-Espinasterol,
Lupeol y Estigmasterol y 29,3 uM de Friedelina. Se demostro el potencial antiviral del Alfa-Espinasterol contra
DENV-2/NG (porcentaje de infeccidn del 40,9 %) mediante el tamizaje antiviral en VERO, el potencial virucida
contra DENV-2/NG y DENV-2/16681 (porcentajes de infeccion del 65,6 % y 44,1 %, respectivamente) y la
actividad antiviral contra ZIKV/Col mediante la estrategia de PRE- tratamiento en VERO y U937 (Porcentaje de
infeccion del 44,8 % y 42,9 %, respectivamente). Lupeol demostrd un potencial virucida contra DENV-2/NG y
DENV-2/16681 (porcentajes de infeccion del 43,0 % y 54,2 %, respectivamente), un efecto antiviral contra
CHIKV/Acol mediante las estrategias de PRE- tratamiento, TRANS-tratamiento y POST-tratamiento en VERO
(porcentajes de infeccion del 32,7 %, 11,7 % y 0,8 %, respectivamente) y provocd disminucion del nimero de
copias genémicas de CHIKV en A549 (porcentaje de infeccidn del 37,1 %), pero no afectd proteina viral
(porcentaje de infeccidn del 81,7%). Lupeol afect6 etapas iniciales del ciclo replicativo de ZIKV/Col en VERO
(porcentaje de infeccién del 30,7 %). Estigmasterol demostrd un potencial virucida contra DENV-2/16681
(porcentaje de infeccion del 50,2 %), afectd etapas iniciales del ciclo replicativo de CHIKV/Acol y ZIKV/Col en
VERO (porcentajes de infeccion del 12,8 % y 39,3 %, respectivamente) y U937 (porcentajes de infeccion del
44,2 % contra CHIKV y 50,9 % contra ZIKV). Friedelina demostré un posible efecto virucida contra DENV-2/NG
y CHIKV (porcentajes de infeccion del 62,4 % y 15,7 %, respectivamente). Se identificaron seis cambios
nucleotidicos entre las secuencias del gen de envoltura de DENV-2/NG y DENV-2/16681, y cuatro mutaciones
no sinénimas. Finalmente, las proteinas E y NS5 de DENV y ZIKV, y E y NSP2 de CHIKV, interactuaron con los
cuatro isoprenoides con una energia de libre de unién entre -5.3 y -9.6 Kcal/mol. EI mejor complejo de
interaccion de la proteina E de DENV y Lupeol, fue estable durante 6,5 ns de simulacién. Conclusiones: Los
cuatro isoprenoides evaluados en este estudio demostraron potencial antiviral in vitro contra DENV-2, ZIKV y/o
CHIKV. El efecto antiviral fue dependiente de linea celular, modelo viral y cepa infectante. Este es el primer
trabajo que reporta actividad antiviral del Alfa-Espinasterol y Friedelina. EI Lupeol demostr6 actividad contra
todos los virus evaluados, mediante las diferentes estrategias usadas, por lo que es el isoprenoide con potencial
antiviral mas promisorio de este trabajo, principalmente contra CHIKV.



Abstract

Introduction: There is no specific antiviral treatment available against Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV)
and Zika (ZIKV) viruses. The aim of this work was to evaluate the in vitro antiviral activity and in silico interactions,
of four isoprenoid compounds isolated from the plants T. cymosa Jacq., C. ambrosioides L. and C. odoratissima.
Jacq collected in the Colombian Caribbean Region against DENV-2, CHIKV and ZIKV. Methodology: The
viability of VERO cells in presence of Alpha-Spinasterol, Lupeol, Stigmasterol and Friedelin was assessed by
the MTT assay (from 7.3 to 242.3 pM). Once a non-cytotoxic concentration in VERO cells was defined, that
single concentration was evaluated in U937 and A549 cells by the MTT assay. Initially, the antiviral effect of the
four isoprenoids was evaluated by four different strategies in VERO cells: (i) antiviral screening, (ii) PRE-
treatment, (i) TRANS-treatment and (iv) POST-treatment, using thet clinical isolates CHIKV/ACol and ZIKV/Col,
and reference strains DENV-2/NG and DENV-2/16681 (MOI 1). The infection percentages were calculated using
three techniques: plaque assay, RT-qPCR (Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)
and CELL-ELISA. Subsequently, and according to the results obtained in VERO cells, some strategies were
evaluated in U937 and A549 cells. Suramine, Heparin and/or Ribavirin were used as positive inhibition control.
The envelope gene of DENV-2/NG and DENV-2/16681 was sequenced by Sanger method and the nucleotide
and amino acid differences were established by the method of Clustal W. For the in silico evaluations, the
interaction of the isoprenoids with proteins E and NS5 of DENV and ZIKV, and E and NSP2 of CHIKV was
evaluated by molecular docking and molecular dynamics.

Results: The viability of VERO cells in the presence of the four isoprenoids was greater than 70.0 %, at
concentrations less than or equal to 117.2 uM of Alpha-Spinasterol, Lupeol and Stigmasterol, and 29.3 uM of
Friedelin. The antiviral potential of Alpha-Spinasterol was demonstrated by the antiviral screening against DENV-
2ING (percentage of infection of 40.9 %), the virucidal potential against DENV-2/NG and DENV-2/16681
(percentages of infection of 65.6 % and 44.1 %, respectively) and the antiviral activity against ZIKV/Col through
a PRE-treatment strategy in VERO and U937 cells (percentages of infection of 44.8 % and 42.9 %, respectively).
Lupeol demonstrated a virucidal potential against DENV-2/NG and DENV-2/16681 (percentages of infection of
43.0 % and 54.2 %, respectively), and an antiviral effect against CHIKV/ACol through PRE-treatment, TRANS-
treatment and POST-treatment in VERO cells (percentages of infection of 32.7 %, 11.7 % and 0.8 %,
respectively), and Lupeol caused a decrease in the number of genomic copies of CHIKV/ACol in A549 cells
(percentages of infection of 37.1 %); but it did not affect viral protein (percentages of infection of 81.7 %). Lupeol
also affected initial stages of the replicative cycle of ZIKV/Col in VERO cells (percentages of infection of 30.7%).
Stigmasterol demonstrated a virucidal potential against DENV-2/16681 (percentages of infection of 50.2 %),
affected initial stages of the replicative cycle of CHIKV/ACol and ZIKV/Col in VERO (percentages of infection of
of 12.8 % and 39.3 %, respectively) and U937 cells (percentages of infection of 44.2 % against CHIKV/ACol and
50.9 % against ZIKV/Col, respectively). Friedelina demonstrated a possible virucidal effect against DENV-2/NG
and CHIKV/ACol (percentages of infection of 62.4% and 15.7%, respectively). Six nucleotide changes were
identified between the envelope gene sequences of DENV-2/NG and DENV-2/16681, and four non-synonymous
mutations. Finally, the E and NS5 proteins of DENV and ZIKV, and E and NSP2 of CHIKV/ACol, interacted with
the four isoprenoids with a binding-free energy between -5.3 and -9.6 Kcal/mol. The best DENV and Lupeol
protein E interaction complex was stable for 6.5 ns of simulation. Conclusions: The isoprenoids evaluated
demonstrated in vitro antiviral potential against DENV-2, ZIKV and/or CHIKV. The antiviral effect was dependent
on cell line, viral model and viral strain. This is the first work that reports antiviral activity of Alpha-Spinasterol
and Friedeline. Lupeol demonstrated activity against all viruses evaluated, through the different strategies used,
making it the most promising isoprenoid with antiviral potential of this work, mainly against CHIKV.
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1. MARCO TEORICO

Los virus del Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV) son arbovirus transmitidos por
vectores del género Aedes, principalmente A. aegypti y A. albopictus, distribuidos actualmente en
todos los paises tropicales y subtropicales del mundo [1-3]. Se caracterizan estructuralmente por ser
virus envueltos, de nucleocapside icosaédrica, conformados genéticamente por una Unica hebra de
RNA (Ribonucleic acid|) de polaridad positiva, que en el caso de DENV y ZIKV codifica para tres
proteinas estructurales (C, prM / My E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B y NS5) [4]; mientras que en CHIKV se traduce en cinco proteinas estructurales (C, E3,
E2, 6 Ky E1) y cuatro proteinas no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3 y NSP4) ([2, 5]; cada una de
ellas con una participacion representativa dentro del ciclo replicativo viral.

Estas arbovirosis producen un cuadro clinico similar, especialmente, durante la fase aguda de la
enfermedad, lo que ha provocado dificultades para un diagnéstico clinico certero [6]. Especificamente,
el DENV se asocia con cuadros clinicos graves, tales como extravasacion del plasma y choque
hipovolémico, manifestaciones hemorragicas, compromiso cardiaco y hepatico, que pueden llevar a
la muerte [7, 8]. La fiebre del Chikungunya, por su parte, se ha asociado, principalmente, a compromiso
articular (mayor a 90 dias, en casos cronicos) [9]. Sumado a lo anterior, y a pesar de que en los tres
casos se pueden provocar complicaciones neuroldégicas como sindrome de Guillain-Barré,
encefalopatias y neuritis dptica, son mas frecuentes en la enfermedad causada por ZIKV vy,
particularmente, este virus es el unico asociado con malformaciones congénitas como microcefalia [6].
Pese a lo expuesto, no existe un tratamiento antiviral especifico disponible contra estos tres arbovirus
[10-12], por lo que la atencion médica se limita al manejo de los sintomas presentados por el paciente
[13]; lo que evidencia la necesidad de continuar las investigaciones que permitan el reconocimiento
de compuestos con actividad antiviral contra DENV, CHIKV y ZIKV.

En conexidn con lo anterior, durante los Ultimos afios, los productos naturales se han utilizado como
un recurso para el desarrollo de nuevos farmacos antivirales, que incluyen productos de origen natural,
anélogos semisintéticos derivados de productos naturales y compuestos sintetizados que fueron
disefiados usando productos naturales como modelos [14]. Ademas, las herramientas bioinformaticas
han proporcionado una mejor comprension de las interacciones entre una proteina y compuestos
promisorios [15], asi como la optimizacion de los farmacos, para mejorar su efectividad y reduccion de
efectos adversos [16].

A continuacién, se describira el marco tedrico de las caracteristicas de la enfermedad, epidemiologia,
patogénesis, caracteristicas estructurales, ciclo replicativo y avances en antivirales contra estos tres
arbovirus, asi como una descripcion de las plantas y compuestos de interés en nuestro estudio.

1.1. Dengue

111 Enfermedad del dengue. El dengue es considerado como la enfermedad arboviral mas
importante a nivel mundial, causada por la infeccion de alguno de los cuatro serotipos de DENV
(DENV-1 a DENV-4) [17]. La infeccion por DENV puede provocar un amplio espectro de
manifestaciones clinicas [18]. En este sentido, después del periodo de incubacién, los pacientes
pueden experimentar fiebre de inicio repentino, con una duracién de 2 a 7 dias y a menudo se
acompafa de sintomas como mialgia, artralgia, anorexia, cefalea y erupcion cutanea macular. Aunque
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la mayoria de pacientes experimentan un curso clinico autolimitado [17]; algunos de ellos pueden
presentar signos de alarma como dolor abdominal intenso, vémito persistente, epistaxis,
hepatomegalia y acumulacion de liquidos, evolucionando a dengue grave, caracterizado por sindrome
de choque, hemorragias y compromiso grave de 6rganos, que puede llevar a la muerte [7].

Su etiologia viral y transmision por mosquitos se determinaron en el siglo XX [17]. El nombre "dengue"
significa "afectado" y fue usado en el Caribe para describir estos brotes. Durante la Segunda Guerra
Mundial, debido al movimiento masivo de tropas, se propagé dramaticamente. Después de la Segunda
Guerra Mundial, el crecimiento econémico en ciudades asiaticas condujo a un rapido crecimiento de
la poblacion y prepard el escenario para epidemias por “dengue hemorragico”; la primera de ellas
registrada en Filipinas (1953-54), seguida de Tailandia (1958), luego Malasia, Singapur, Vietnam,
Indonesia y Myanmar (Birmania) en los afios sesenta y setenta. En la década de 1980, el dengue
hemorragico fue una de las principales causas de enfermedad y muerte infantil en algunas naciones
del sudeste asiatico [19]. En la actualidad, esta enfermedad es endémica en mas de 100 paises de
las regiones de Africa, América, el Mediterraneo Oriental, Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental
[20]. Cada afio se producen 390 millones de infecciones por DENV, de los cuales 96 millones se
manifiestan clinicamente [20]. Para la Region de las Américas, se notificaron 2.029.342 casos de
dengue, de los cuales, 846.342 casos (42%) fueron confirmados por laboratorio, 12.268 casos (0,6%)
clasificados como dengue grave, con una letalidad de 0,04%, entre la semana uno (1) y treinta (30) de
2019 [21].

1.1.2 Patogénesis de DENV. La infecciéon por DENV inicia con la picadura de mosquitos a los
humanos, infectando las células de Langerhans y queratinocitos. Estas células se dirigen a los
ganglios linfaticos, sitio donde se amplifica la infeccién en monocitos. El virus se disemina a través del
sistema linfatico, y luego a capilares sanguineos. Como resultado de esta viremia primaria, se infectan
células del linaje mononuclear, incluidos los monocitos, macrofagos esplénicos y hepaticos [22]. La
patogénesis de DENV esta influenciada por el serotipo y cepa infectante, y por la presencia de
anticuerpos dirigidos a proteinas virales que generan reaccion cruzada contra factores del hospedero
[23].

En primer lugar, los anticuerpos anti-NS1 generan reaccion cruzada con células hepaticas, células
endoteliales y plaquetas [22]. Especificamente, las células endoteliales son alteradas funcionalmente,
y en los tejidos pulmonar e intestinal, puede conllevar a casos fatales por pérdida del plasma en
cavidad pleural y peritoneal [22]. En el caso de las plaquetas, provoca agregacién plaquetaria y
fragilidad capilar, asociada a la aparicion de petequias y hemorragias [22]. Ademas, la proteina NS1
induce la activacion del complemento y la produccion del complejo C5b-C9, que estimula la produccion
de citoquinas inflamatorias asociadas con el desarrollo de las manifestaciones graves de la
enfermedad [24, 25]. Por otra parte, los anticuerpos dirigidos a la proteina E de DENV, pueden generar
reaccion cruzada con el plasminégeno (precursor de plasmina), lo que favorece la aparicion de signos
clinicos como trombosis y Coagulacion Intravascular Diseminada (CID) [22].

Uno de los principales mecanismos patogénicos de DENV es la Amplificacion dependiente de
Anticuerpos (ADE) [26, 27]. Este mecanismo ocurre cuando los anticuerpos producidos contra un
serotipo especifico de DENV (infeccién primaria) generan reaccion cruzada contra otro serotipo
infectante (infeccion secundaria) a una concentracion incapaz de neutralizarlo, favoreciendo la
internalizacion del nuevo serotipo infectante en fagocitos mononucleares que expresan en su
superficie receptores Fc (FcyR) [28]. Este fendmeno se ha asociado con anticuerpos dirigidos a la
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proteina prM, los cuales pueden favorecer el ingreso de particulas virales inmaduras a células que
expresan receptores Fc, contribuyendo al desarrollo de la enfermedad grave durante la infeccion
secundaria [27].

Ademas, durante la fase aguda de una infeccion secundaria con un DENV heterologo, las células
T CD8 +, altamente reactivas cruzadas por el serotipo infectante, producen altas concentraciones de
citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias como IFN-y, TNF-a e IL-13 y posteriormente, mueren por
apoptosis [22].

1.1.3 DENV. EI DENV es el representante méas importante de la familia Flaviviridae y el género
Flavivirus [29]. Forma parte de un serocomplejo en el que se reconocen 4 serotipos (DENV-1 a DENV-
4), que a pesar de ser filogenéticamente diferentes, comparten analogias estructurales y patogénicas
con una homologia de secuencia cercana al 65% [30]. Aunque todos lo serotipos tienen la capacidad
de producir formas graves de la enfermedad, se ha reportado mayor severidad en el cuadro clinico de
pacientes infectados con DENV-2, seguido por DENV-3, DENV-1 y en ultima instancia DENV-4 [31].

Estructuralmente, el DENV se compone de una capside icosaédrica (diametro de 50nm), que contiene
en su interior el genoma viral y esta rodeada por una envoltura adquirida de la célula hospedera [32].
El RNA viral se caracteriza porque posee en su extremo 5" una Cap tipo 1y el extremo 3' carece de
cola poliA [33, 34]; con un ORF, que codifica para tres proteinas estructurales (proteina de capside -
C, Envoltura- E y proteina precursora de membrana -prM) y siete proteinas no estructurales (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) [35, 36]. Las proteinas estructurales son la proteina de capside
(C), proteina precursora de membrana (prM), y proteina de envoltura (E) [37].

La proteina C cumple una participacion esencial en el ensamblaje del viribn mediante la formacién de
un complejo riboproteico (nucleocapside) con el RNA recién sintetizado, protegiéndolo de la
degradacion. Esta proteina se acumula en gotas lipidicas durante el ciclo replicativo, favoreciendo la
modulacion del metabolismo de los lipidos durante la infeccion (triglicéridos y ésteres de esterol
rodeadas por una monocapa de fosfolipidos, recubiertos por diferentes proteinas) y regulando la
respuesta antiviral e inflamatoria del hospedero (generacion de prostaglandinas y leucotrienos). Posee
ademas un dominio hidrofébico interno que media su asociacién con la membrana del RE, permitiendo
la translocacidn de prM en la luz ER [38].

La proteina precursora de membrana (prM), por su parte, se encuentra presente en los viriones
inmaduros y al igual que la proteina M, cumple una funcion representativa en la maduracion de la
particula viral. La proteina prM actla como chaperona para el correcto plegamiento y ensamblaje de
la proteina E [39]. PrM protege a la proteina E de una reorganizacion inducida por el pH acido y una
fusion prematura durante la secrecion, mediante la formacién de heterodimeros prM - E [28], que se
extienden como picos triméricos en la superficie de la particula viral, confiriéndole una estructura
puntiaguda [35]. El virién que expresa prM es inmaduro, ya que la presencia de esta proteina obstruye
los cambios conformacionales inducidos por el pH bajo en la proteina E requerida para la fusion de la
membrana del virus [30]. Por el contrario, cuando DENV pasa a través de la Red Trans-Golgi (TGN)
para sufrir el proceso de maduracion, la proteasa celular furina cliva a prM en el péptido pry la proteina
M, induciendo cambios conformacionales en la superficie del virién, dado que, en ausencia de la
proteina precursora de membrana, la glicoproteina E se organiza como homodimeros en posicion
contraria a la superficie viral, formando de esta manera una estructura lisa (virion maduro) [40].
Adicional a lo expuesto, la glicoproteina E es el principal antigeno que induce inmunidad protectora y

10



determina el tropismo de DENV [28]. Se compone de tres dominios, un dominio estructural central
(dominio 1), uno de dimerizacién (dominio I1), que median la fusién de membranas, y el dominio ll, que
media la interaccion con los receptores celulares, favoreciendo la entrada a la célula [40].

Por otro lado, el RNA de DENV codifica para siete proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B y NS5. Especificamente, la proteina NS1 se asocia a balsas lipidicas presentes en la
membrana plasmatica de la célula hospedera [28]. Ademas, es secretada al espacio extracelular
estimulando la lisis mediada por complemento dependiente de anticuerpos o la unién a proteinas del
hospedero [41]. Los anticuerpos anti-NS1 estan involucrados en la patogénesis de DENV [42].

NS2A define si el RNA producido en cada ciclo de replicacién se utiliza como nueva plantilla para
duplicar su genoma o se asocia dentro de la nucleocapside durante el ensamblaje viral. Por su parte,
NS2B, al igual que NS4A actuan como cofactores de NS3, promoviendo su actividad proteolitica en la
escision de poliproteinas en proteinas funcionales necesarias para la propagacion viral.
Igualmente, NS3 actua como trifosfatasa de nucleétidos estimulada por RNA (NTPasa) y helicasa del
RNA (NS3Hel), desenrollando las estructuras secundarias que se forman en el extremo 3" del RNA
viral, favoreciendo asi la unién de la polimerasa NS5 sobre el RNA y el inicio de la replicacion [43]. Si
se afecta la actividad de la NS3 helicasa, DENV pierde la capacidad para replicarse. Por esta razén,
los inhibidores 0 moduladores de estas enzimas son de gran interés como agentes terapéuticos
[14]. La proteina NS3 se compone de un dominio C-terminal con actividad RNA trifosfatasa y
helicasa, y un dominio N-terminal con actividad serin proteasa; sin embargo, su actividad
proteolitica de NS3 depende de la interaccion con el cofactor NS2B [28]. NS4B es una proteina con
alta hidrofobicidad que se integra en la membrana del RE induciendo rearreglos para la formacion
de complejos replicativos [28].

Por ultimo, NS5 actua como la unica polimerasa durante la replicacion y transcripcion virales. En el
extremo N-terminal posee actividad enzimatica de metiltransferasa y guanidiltransferasa,
responsables del capping y la metilacion del extremo 5° del RNA gendmico, mientras que, en el
extremo C-terminal, se ubica el dominio de RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRps) [14],
encargado de sintetizar el RNA viral de novo [37].

1.1.4 Ciclo replicativo de DENV. DENV comienza por la unién del virus a receptores en la superficie
celular a través de la glicoproteina E [44], mediante la interaccion con los receptores celulares DC-
SIGN (dendritic  cell-specific  ICAM-grabbing non-integrin), TIM (T cell/transmembrane,
immunoglobulin, and mucin), receptores de manosa y AXL (AXL Receptor Tyrosine Kinase), HSP70,
HSP90 (heat shock proteins 90 and 70), y GRP78 (Glucose regulated protein 78); e involucra
diferentes mecanismos de internalizacion, incluyendo endocitosis dependiente de clatrina, vias no
clasicas de clatrina, caveolas o balsas lipidicas, macropinocitosis 0 penetracion directa, que varian
con base en la célula blanco [45]. Como consecuencia de variaciones en el pH, se fusiona la proteina
E con la membrana endosomal, liberando la nucleocépside, y posteriormente, el RNA viral al
citoplasma [46].

Luego, por accion de proteinas virales, como NS4A, se provocan rearreglos membranales en el
reticulo endoplasmico que permiten la formacion de complejos de replicacion del genoma viral [47],
generando RNAs intermediarios negativos, que sirven de molde para la formacion de una cadena de
RNA de sentido positivo [1]; a partir de la cual se inicia en los ribosomas el proceso de traduccion,
dando lugar a una poliproteina, que posteriormente es escindida en el reticulo endoplasmico por
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accién de proteasas celulares y virales, tales como NS2B / NS3, para la formacion de tres proteinas
estructurales (C, prM y E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5) [42]. El ensamblaje del RNA recién sintetizado y la proteina de la capside ocurre dentro de gotas
lipidicas. Luego, la nucleocapside entra en el lumen del reticulo endoplasmico para producir particulas
virales inmaduras que contienen proteinas E y prM viricas. Estas particulas son transportadas al
aparato de Golgi, donde producto de la exposiciéon un pH &cido se da la maduracién de la particula
viral, por la escision de prM a M mediada por la proteasa celular furina. Esta etapa se acompafia de
reordenamientos estructurales de la glicoproteina E que conllevan a una modificacién estructural de
la superficie viral. Finalmente, la particula infecciosa es liberada por gemacion al exterior de la célula
hospedera, adquiriendo de esta manera, la bicapa lipidica que rodea la nucleocapside [35, 48].

1.2 Chikungunya

1.2.1 Fiebre del Chikungunya. La fiebre del Chikungunya es una enfermedad viral reemergente
causada por CHIKV [49], a menudo autolimitada y con una tasa de mortalidad inferior a 0,1 %, [50].
El CHIKV fue aislado por primera vez en Tanzania en 1952. La palabra “Chikungunya” en el idioma
Makonde significa “Caminar inclinado”, haciendo referencia a la postura encorvada de los pacientes
que manifiestan dolor articular [51]. Luego de su descubrimiento, fue endémica para Asia y Africa. En
las Américas, fue reportado el primer caso en San Martin (2013), y desde entonces se ha extendido a
45 paises y territorios en el Norte, Centro y Sudamérica [51], presentandose aproximadamente en las
Américas 1.118.578 casos sospechosos y 25.627 casos confirmados entre 2013 y 2014 [52].

A pesar de que aproximadamente el 15 % de los casos son asintomaticos; la enfermedad se puede
clasificar en tres fases (aguda, post-aguda y crénica), de acuerdo con la duracién de los signos y
sintomas [53]. Las manifestaciones clinicas que caracterizan la etapa aguda (inferior a 21 dias) son
fiebre superior a 39°C, rigidez, fotofobia, cefalea, erupcion petequial o maculopapular, y poliartralgia
intensa; siendo este Ultimo, el principal sintoma de la enfermedad causada por CHIKV, especialmente
en extremidades como tobillos, mufiecas y falanges, aunque también puede extenderse a grandes
articulaciones [49]. Por otra parte, se considera que los pacientes estan en la fase post-aguda cuando
la duracién de las manifestaciones clinicas supera los 21 dias y puede extenderse a tres meses;
mientras que la etapa crénica se caracteriza por la persistencia de artralgia superior a tres meses [53],
acompafiada de otras manifestaciones como hinchazén local, sintomas cutaneos, mialgia y dolor
osteoligamentario; que pueden provocar un impacto en la calidad de vida de los pacientes, generando
dependencia para realizar actividades diarias [54]; asi como consecuencias econdmicas [59)].

Aunque poco frecuente, se pueden presentar cuadros clinicos graves con manifestaciones como
encefalopatia, encefalitis, alteraciones cardiovasculares y trastornos respiratorios, insuficiencia renal,
hepatitis y miocarditis, pero que generalmente estan asociadas a pacientes con afecciones médicas
subyacentes como hipertension o enfermedades respiratorias y cardiovasculares [56, 57]. Se han
notificado ademas casos de transmisién vertical por barrera placentaria y durante el parto, cuya
transmisién antes de las 16 semanas de gestacion puede provocar muerte fetal sin malformaciones,
y en el periodo perinatal puede provocar alteraciones neuroldgicas (meningoencefalitis) [58].

1.2.2 Patogénesis. La infeccidén por CHIKV inicia por la inoculacién del virus a través de la piel, por
la picadura de mosquitos infectados, donde el virus realiza la primera ronda de replicacién en
fibroblastos, macréfagos dermales o células endoteliales, para luego diseminarse a érganos linfoides
secundarios, donde infectan células migratorias y se diseminan rapidamente a través de los ganglios
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linfaticos para posteriormente ser liberados a circulacion, alcanzando tejido hepatico, muscular,
sistema nervioso central y articulaciones, dando lugar a la fase virémica de la enfermedad (2-10 dias)
[59]. Esta fase se caracteriza por la replicacién viral, alcanzando titulos de 3,3 x 10° copias
gendmicas/mL [60]. En esta etapa, el virus es transmisible por la picadura del mosquito. Durante la
fase aguda, se activa una respuesta inflamatoria en tejidos infectados, provocando una infiltracién de
macroéfagos y monocitos, neutréfilos, células Natural Killer (NK) y linfocitos, y se liberan quimiocinas y
citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8 y MCP-1), provocando mialgia y poliartralgia en las articulaciones
distales [50].

En las etapas posteriores de la enfermedad, la infiltracion de tejidos sinoviales y el mantenimiento de
un entorno inflamatorio contribuyen probablemente al desarrollo de artritis cronica [50], manifestacion
que también podrian estar provocada por la persistencia del virus infeccioso o del RNA viral,
predisposicién genética o induccién de enfermedades autoinmunes (reumatismos inflamatorios
cronicos como Artritis Reumatoidea) [61]. Ademas, la gravedad de la enfermedad en la fase aguda
también esta relacionada con el riesgo de desarrollar poliartralgia en la fase crénica [62].

1.2.3 CHIKV. EI CHIKV hace parte de la familia Togaviridae y el género Alphavirus [63]. Se conocen
tres genotipos: Asia (Asia), Este, Centro y Sur de Africa (ECSA), y las cepas del Africa Occidental
(WA) [64]; siendo Asia, el genotipo presente en América [65]. Genéticamente, se compone de un RNA
monocatenario de polaridad positiva ssRNA (+), con una longitud de aproximadamente 11 kb, que se
caracteriza por una Cap en la posicién 5’y una cola de poli-A en su extremo 3’, ademas de comprender
dos ORFs (open reading frame): uno en el extremo 5 que codifica para cuatro proteinas no
estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4) y otro en el extremo 3’ traducido en un precursor de la
poliproteina que contiene las proteinas estructurales (proteina precursora de E2 -PE2, E1, C y 6K) |2,
5].

El virion de CHIKV esta formado por una envoltura de bicapa lipidica adquirida de la célula hospedera
y glicoproteinas virales E1 y E2 dispuestas en trimeros, que rodea la nucleocépside de simetria
icosaédrica que aloja el RNA gendmico [66]. Las glicoproteinas E1 y E2 forman parte de la envoltura
viral y median el reconocimiento del receptor de las células hospederas para facilitar la union y
entrada de CHIKV [67]. Adicionalmente, las proteinas 6K y E3, son péptidos lideres para E1y E2,
respectivamente, que se observan con poca frecuencia en el virion maduro. En el caso de 6K, es una
proteina pequefia cuya participacion en el proceso de replicacion no ha sido definida con claridad,
pero se ha evidenciado su accién como una secuencia sefial para el procesamiento de la proteina
E1. Finalmente, la proteina E3 es importante para dirigir las proteinas estructurales al reticulo
endoplasmico, y desempefia un papel en la regulacion del pH durante el ciclo viral [59] [67].

CHIKV se compone de cuatro proteinas no estructurales: NSP1, NSP2, NSP3 y NSP4 con actividades
enzimaticas relacionadas con la sintesis del genoma del RNA viral, la metilacion del cap 5 'del
genoma viral y el procesamiento de proteinas [68]. Especificamente la proteina no estructural
NSP1 esta implicada en la maduracion del mRNA viral recién sintetizado a través de la actividad
enzimatica de guanina-7-metiltransferasa y guanililtransferasa, por lo que su inhibicion suprime la
replicacion de CHIKV y, por tanto, representa un obijetivo terapéutico [69] . Por su parte, NSP2 incluye
funciones de RNA helicasa, nucleosido trifosfatasa (NTPasa) y RNA dependiente de las actividades
5trifosfatasa (extremo N-terminal de la proteina), y actividad proteolitica (extremo C* terminal),
necesaria en la escision de poliproteinas no estructurales, criticas para la replicacion viral. Ademas,
NSP3 es una proteina accesoria implicada en la sintesis de RNA y finalmente, NSP4 actia como RNA
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polimerasa dependiente de RNA (RdRp) [69].

1.2.4 Ciclo replicativo de CHIKV. El ciclo replicativo de CHIKV comienza por la interaccion de la
proteina E2 con receptores celulares, tales como glucosaminoglucanos, prohibitina, fosfatidilserina,
DC-SIGN y L-SIGN (Liver/lymph node-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing integrin).
Posteriormente, este virus utiliza la endocitosis mediada por clatrina como mecanismo de
internalizacion [56, 70].Una vez entra a la célula, la envoltura viral experimenta cambios
conformacionales, dentro del endosoma, ocasionados por la exposicién a pH acido, exponiendo la
glicoproteina E1 para fusionar la envoltura de CHIKV con la membrana endosomal de la célula
hospedera [50, 70]. Como resultado, se libera la nucleocapside en el citoplasma, y posteriormente el
RNA gendmico, el cual se traduce en una poliproteina que se escinde en cuatro proteinas no
estructurales: NSP1, NSP2, NSP3, y NSP4; que se asocian junto con proteinas del hospedero para
formar el complejo de replicacion viral, necesario para la sintesis de dos tipos de RNA, subgenémico
y gendmico [69]. EI RNA subgenémico codifica para el precursor de la poliproteina, que se cliva en las
proteinas estructurales C, pE2, 6Ky E1[71]. La proteina de capside se libera, y las proteinas pE2 y E1
asociadas sufren modificaciones post-traduccionales en la red Trans-Golgiy son exportadas a la
membrana plasmatica, donde pE2 se escinde en E2 y E3 [72]. Luego, en el citoplasma, se ensambla
la proteina de capside con el RNA gendmico para formar la nucleocapside, y finalmente las particulas
virales se liberan de la célula hospedera por gemacidn, adquiriendo en este paso la bicapa lipidica de
la membrana celular que contiene heterodimeros de las proteinas E1y E2 [73].

1.3 Zika

1.3.1 Enfermedad del Zika. La enfermedad del Zika es causada por el virus ZIKV, y es transmitida
por la picadura de mosquitos infectados, contacto sexual, transmision vertical, transfusiones
sanguineas y atencion hospitalaria [74]. El periodo de incubacion para ZIKV varia de 3 a 14 dias. Las
manifestaciones clinicas son leves y se caracterizan por fiebre, erupcion cutanea, cefalea, artralgias,
conjuntivitis, mialgia y pueden provocar complicaciones como el sindrome de Guillain-Barré en adultos
y microcefalia, desarrollo cerebral deteriorado, pérdida auditiva, convulsiones, movimiento articular
deteriorado, deformidades faciales y problemas de vision en recién nacidos [75, 76].

ZIKV se aislé por primera vez de un macaco Rhesus del bosque Zika en Uganda (1947), y en 1952 a
partir de un ser humano [74]. La distribucion geografica del ZIKV entre 1969 y 1983 se limitd a Asia y
Africa, con casos esporadicos y sintomas leves en humanos. Sin embargo, en 2007, ZIKV se propagd
hasta la isla de Yap, en el Pacifico, y causé el primer gran brote en humanos, identificandose 185
casos sospechosos [77], de los cuales 49 fueron confirmados por laboratorio. Luego, se informaron
brotes en la Polinesia Francesa, Isla de Pascua, Islas Cook y Nueva Caledonia durante 2013-2014 y
en 2015 se confirmé la circulacion del ZIKV en Brasil. La transmision asociada a mosquitos se ha
informado en 48 paises de las Américas desde su introduccion [78], llegandose a presentar en las
Américas hasta 31.576 casos en 2018 [79].

1.3.2 Patogénesis. La patogénesis de ZIKV inicia por la picadura de mosquitos infectados. Hace su
primera ronda de replicacion en fibroblastos dérmicos, queratinocitos epidérmicos y células dendriticas
inmaduras; y se propaga a ganglios linfaticos, donde se replica, y llega a capilares sanguineos,
diseminandose a tejidos periféricos [80]. Se ha demostrado tropismo por células de Hofbauer
(placenta), trofoblastos, células endoteliales, espermatogonias, células de Sertoli y células de Leydig,
espermatozoides, epitelio vaginal y fibroblastos uterinos. ZIKV infecta células neuronales, incluidas las
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células progenitoras neurales, las neuronas maduras y astrocitos, induciendo liberacion de citoquinas
proinflamatorias que provocan apoptosis de células progenitoras neurales, lo cual afecta el desarrollo
neuroldgico y provoca complicaciones como microcefalia congénita [81].

Se ha asociado a casos de sindrome de Guillain-Barré en adultos, durante o después de la infeccion
aguda, lo que sugiere que la desmielinizacion de los nervios periféricos se debe a un efecto mediado
por el virus o produccién de anticuerpos contra las neuronas y las células gliales. Por otro lado, el virus
infecta células del nervio Optico y se propaga a través de la retina infectando las células ganglionares
y células de Mdller, provocando adelgazamiento de la capa plexiforme externa e inflamacién local, lo
que conlleva a la cicatrizacion cronica de la retina [76]. El ZIKV se puede transmitir via vertical en el
utero o después del nacimiento (placenta, leche materna o contacto directo), y se detecta en fluidos
corporales como lagrimas, semen, moco cervical, saliva y orina [81].

1.3.3 ZIKV. ZIKV pertenece a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus [29]. Se han reportado dos
linajes distribuidos de manera geografica con una similitud del 90 % de la secuencia nucleotidica y 59
aminoacidos de la poliproteina: el linaje africano (incluyendo cepas aisladas en Africa occidental y
central), y el asiatico [82], que incluye cepas del Sudeste de Asia, region del Pacifico y cepas aisladas
en América [80].

La particula viral posee un didmetro de 50 nm, la cual expone en su envoltura heterodimeros de las
proteinas E y M [83]. Comparte la misma naturaleza gendmica de DENV, pero se diferencian en que
poseen en su extremo 5’ una Cap tipo 1y el extremo 3' carecen de cola poliA [33]; con un ORF, que
codifica para tres proteinas estructurales (proteina de capside - C, Envoltura- E y proteina precursora
de membrana -prM) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5)
[35, 84]. La proteina C de ZIKV participa en el ensamblaje viral mediante la formacién de un complejo
de nucleocapside con el RNA viral, protegiéndolo ademas de la degradacion [85]. La proteina prM se
ha asociado a la microcefalia fetal [86]. La proteina E se compone de tres dominios. EI dominio | central
de la estructura de la envoltura, y el dominio Il y lll, que participan en la fusion de membranas e
interaccion con los receptores celulares, respectivamente [85].

Las proteinas no estructurales de ZIKV forman un complejo replicativo y tienen una participacion
importante en el antagonismo de la inmunidad innata del hospedero [84]. En este sentido, la proteina
NS1 participa en el complejo de replicacion junto con las proteinas transmembrana (NS2A, NS4A y
NS4B) y con las proteinas citoplasmaticas NS3 helicasa, cofactor NS2B y NS5. Sumado a lo anterior,
NS1 es secretada al espacio extracelular, modulando la respuesta inmune del hospedero y la
patogénesis al interactuar con los factores y componentes del sistema inmunitario innato y adaptativo;
ademas de interactuar con otras proteinas de flavivirus como proteinas prM y E [87]. NS2A participa
en la modulacién de la respuesta antiviral del hospedero [80]. La proteina NS3, por su parte, es
esencial para la replicacion viral y el procesamiento de la poliproteina [84], Se conforma por un dominio
helicasa, que tiene actividad nucledsido trifosfatasa (NTPasa), y un dominio serina proteasa que forma
un complejo con su cofactor (NS2B), para el procesamiento de la poliproteina [87]. NS4A y NS4B son
componentes esenciales del complejo de replicacion de flavivirus [80].

Finalmente, NS5 cumple un papel esencial en la replicacion viral. Esta proteina se compone por dos
dominios estructurales y funcionales: un dominio de RNA metiltransferasa (dominio MTasa) y un
dominio de RNA polimerasa dependiente de RNA (dominio RdRp) [87]. También, suprime la
sefalizacion de IFN a través de la degradacion dependiente de proteasoma de STAT2 humano [84].
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1.3.4 Ciclo replicativo de ZIKV. El ciclo replicativo de ZIKV comienza por la interaccion del dominio
Il de la glicoproteina E viral [44], con receptores celulares (DC-SIGN, TIM, receptores de manosa y
AXL) [88]. Posteriormente, el virus ingresa a las células por endocitosis dependiente de clatrina [89],
se fusiona a través del Dominio Il de la proteina E de ZIKV con la membrana endosomal, para la
liberacion de la nucleocapside y el RNA viral al citoplasma [90]. Después, se forman los complejos de
replicacion viral por interaccion de la proteina NS4A con la membrana del reticulo endopléasmico (RE)
[47]. En este sitio, ocurre la sintesis de RNA de sentido positivo, que sirve de molde para el inicio de
la traduccion de una poliproteina, que luego, es escindida en el RE por accion de proteasas celulares
y virales, en tres proteinas estructurales (C, prM y E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5)[42, 91]. Luego, se ensambla el RNA viral con proteinas de capside;
para producir particulas virales inmaduras que contienen proteinas E y prM viricas y se transportan a
través de la red trans-Golgi para su maduracion. En este transporte, prM protege a la proteina E de la
fusion prematura en condiciones de pH bajo [92]. Después, la furina celular media la escisién de prM
a M [93], y finalmente, la particula viral adquiere su envoltura en el proceso de gemacion [48, 91].

1.4 Plantas de la Region Caribe colombiana de interés en nuestro estudio

Dado que las plantas son una importante fuente de compuestos con propiedades terapéuticas,
incluyendo el potencial antiviral [94], en este trabajo se incluyeron tres plantas recolectadas de la
Regién Caribe colombiana: Tabernaemontana cymosa Jacq., Chenopodium ambrosioides L. y
Capparis odoratissima Jacq. A continuacion, se hara una breve descripcién de cada una de estas.

1.4.1 Tabernaemontana cymosa Jacq. T. cymosa Jacq. (conocida como cabo de hacha, huevo de
toro, cojon de burro, huevo de perro [95]), se caracteriza por alcanzar hasta 15 pies de altura, ramas
provistas de hojas ovadas-lanceoladas agudas, enteras o apenas onduladas, cimas axilares con
alrededor de 40 flores color blanco rojizo [96]. Para esta especie se ha reportado la presencia de
alcaloides, flavonoides y derivados antracénicos, saponinas, triterpenos, esteroides y quinonas [97].

Taxondmicamente, T. cymosa Jacq. se clasifica en [98]:
Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.

Superorden: Asteranae Takht

Orden: Gentianales Juss. ex Bercht. & J. Presl|.
Familia: Apocynaceae Juss.

Género: Tabernaemontana L.

Especie: T. cymosa Jacq

El género Tabernaemontana incluye alrededor de 100 especies distribuidas en el Neotropico y
Paleotropico [96], para las cuales se han descrito actividades bioldégicas como antioxidante,
antitumoral, antinflamatoria y antimicrobiana [99]. En particular, para la especie T. cymosa Jacq., se
ha reportado la actividad larvicida contra A. aegypti, [100], antiviral contra DENV y CHIKV [46] [101] y
su uso en el tratamiento de enfermedades epiteliales [95].

1.4.2 Chenopodium ambrosioides L. El género Chenopodium, comprende 250 especies
aproximadamente [102]. De manera especifica, C. ambrosioides L. es una planta herbacea,
perteneciente a la familia Chenopodiaceae (conocida cominmente como paico, epazote, hierba santa,
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hierba de Santa Maria, hierba hedionda, pichin y té de los jesuitas). Es natural de América Central,
con una altura alrededor de 100 cm, tallos ramificados, hojas ovales y dentadas, flores en racimos y
semillas negras. Se encuentra adaptada a climas calido, semicalido, seco y templado [102, 103].

La clasificacion taxondmica de esta planta es [103]:
Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Caryophyllanae Takht.

Orden: Caryophyllales Juss.ex Bercht. & J. Presl
Familia: Amaranthaceae Juss.

Género: Chenopodium L.

Especie: C. ambrosioides L.

Para C. ambrosioides L., se ha demostrado previamente sus propiedades antioxidantes [104],
antifingica [1035], antibacteriana (Staphylococcus aureus), antihelmintica y antiprotozooaria contra
Tripanosoma cruzi, Plasmodium, Leishmania amazonensis, Ancylostoma duodenale, Trichuris
trichuria y Ascaris lumbricoides, antiviral contra el virus del mosaico del tabaco [106, 107], y para el
tratamiento de trastornos gastrointestinales [108],

1.4.3 Capparis odoratissima Jacq. El género Capparis se conforma de 250 especies [109].
Especificamente, C. odoratissima Jacq. se encuentra presente en la Regién Caribe Colombiana [110]
y crece en el monte espinoso tropical, respondiendo de manera negativa al incremento en las
temperaturas y de manera positiva al incremento en las precipitaciones [111]. Se caracteriza por
arbustos perennifolios 0 arboles medianos, de 4 a 15-20 metros de altura, troncos entrecruzados,
hojas arregladas en espiral, iguales, elipticas a oblongas u obovadas y abundantes flores. Sus frutos
son puntiagudos en ambos extremos, lisos, irregularmente contraidos alrededor de las semillas, pulpa
rojo-anaranjado brillante y semillas cubiertas por un arilo rojo brillante, aceitoso y embebidas en la
pulpa o colgando de un hilo fino [112].

Esta planta se clasifica taxondmicamente en [112]:

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Rosanae Takht.

Orden: Brassicales Bromhead

Familia: Capparaceae Juss.

Género: Capparis L.

Especie: C. odoratissima Jacq.

Para el género Capparis se han reportado previamente actividades biolégicas como
antihipercolesterolémica, antiinflamatoria, analgésica, antidiabética, antimicrobiana, antihipertensiva y
antihelminticas. Ademas, se han aislado a partir de esta planta flavonoides, glucésidos, compuestos
fendlicos, triterpenoides, saponinas, vitaminas, pigmentos de color y compuestos intermedios de
diferentes especies [109]. Para C. odoratissima Jacq. se report6 el potencial antiviral de sus extractos
etanolicos contra DENV [113], actividad anticancerigena y su uso en el tratamiento de afecciones
dermatoldgicas [97].
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1.5 Isoprenoides

Los isoprenoides o terpenoides son compuestos derivados del isopreno (2-metil-1,3-butadieno), un
hidrocarburo de cinco carbonos (Cs) [114]. Se clasifican en monoterpenos (C1o), sesquiterpenos (C1s),
diterpenos (Cao), triterpenos (Cso), tetraterpenos (Cao) y politerpenos (> Cao), de acuerdo al nimero de
isoprenos presentes en su estructura [114]. Los triterpenos pueden ser lineales o ciclados, dentro de
este ultimo grupo se ubican los esteroles y triterpenoides pentaciclicos [115]. Las dos vias biosintéticas
de los isoprenoides son la via del &cido mevalonico (MVA) y la via no mevaldnica (2- C -metil-D-eritritol
4-fosfato - MEP) [114]. La via MVA se encuentra en animales, plantas (citosol), hongos y arqueas,
mientras que la via MEP se ha identificado en eubacterias, algas verdes y plantas superiores. Las
plantas pueden usar las vias MEP y MVA, aunque con una segregacion compartimental entre ellas.
Cabe resaltar que el isopentenil difosfato 2 (IPP - 2) y el dimetilalil difosfato 3 (DMAPP - 3) son los
precursores de los isoprenoides en todos los organismos vivos [114].

Este grupo incluye mas de 30.000 compuestos conocidos, con un amplio espectro de actividades
bioldgicas, como pigmentos fotosintéticos, funcion reguladora del crecimiento y desarrollo,
glicosilacion de proteinas, o elementos estructurales y funcionales de la membrana celular (esteroles)
[116]. Ademas, se les ha descrito diferentes propiedades terapéuticas como antimicrobianas,
antifingicas, antivirales, antihiperglucémicos, antiinflamatorios, antioxidantes, antiparasitarios e
inmunomoduladoras [117].

En este trabajo se incluyeron dos esteroles, Alfa — Espinasterol, derivado de T. cymosa Jacq. y
Estigmasterol derivado de C. odoratissima Jacq.; y dos triterpenoides pentaciclicos, Lupeol derivado
de C. ambrosioides L. y Friedelina derivado de C. odoratissima Jacq. aislados a partir de extractos de
plantas de la Region Caribe colombiana. Los esteroles estan formados por cuatro anillos aromaticos
derivados del Esterano, con un grupo hidroxilo polar en el carbono 3, mientras que la estructura
restante es no polar [118, 119] . En el caso de los triterpenoides pentaciclicos, Lupeol esta compuesto
por un esqueleto de Lupano, con una modificacién en la posicién 3 Beta del Hidrégeno por un grupo
Hidroxilo [120]; mientras que Friedelina, es un perhidropiceno con sustitucién por un grupo oxo en la
posicion 3, y con ocho grupos metilo [121].

Tanto los fitoesteroles como los triterpenoides pentaciclicos comparten como Ultimo intermediario en
su ruta biosintética el 2,3 — oxidoescualeno [122] [123]. Este compuesto puede ciclarse en
conformacién silla-bote-silla para la formacién del Lanosterol (precursor del colesterol) o Cicloartenol
(precursor de fitoesteroles como el Alfa- Espinasterol y Estigmasterol) o, para el caso de los
triterpenos, ciclarse en conformacion silla- silla- silla, dando lugar a una amplia variedad de estructuras
dentro de las que se encuentran los triterpenoides pentaciclicos como el Lupeol y la Friedelina [115,
122].

2. ANTECEDENTES

Actualmente no se cuenta con un tratamiento antiviral especifico disponible contra CHIKV, ZIKV y
DENV [10] [11] [12] , sin embargo, se han realizado investigaciones durante los Ultimos afios
enfocadas en la busqueda de agentes con potencial antiviral contra estos arbovirus, dentro de los que
se destacan los compuestos de origen natural, semisintéticos, sintéticos [124-126] y farmacos de
segundo uso aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) [124, 125, 127-129].

En este contexto, la naturaleza ha tenido una importante participacion en la generaciéon de agentes
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terapéuticos [130]; siendo desarrollados por compaiiias farmacéuticas aproximadamente el 35 % de
los medicamentos a partir de compuestos de origen natural (plantas, microorganismos o animales)
[131], que incluyen productos naturales, analogos semisintéticos derivados de productos naturales y
compuestos sintéticos disefiados utilizando como modelo productos naturales [132]. Sumado a lo
anterior, y de acuerdo con la OMS (Organizacion Mundial de la salud), el 80 % de la poblacién en
paises de Asia y Africa depende de la medicina tradicional como atencién primaria en salud, debido a
las limitaciones economicas y geogréficas [130].

Adicional a lo expuesto, los antivirales pueden estar dirigidos a todos los pasos del ciclo replicativo
viral, bien sea de accion directa sobre el virus (DAA, Direct-Acting Antiviral), o dirigidos a moléculas o
rutas metabolicas de la célula hospedera (HTA, Host Targeted Antiviral) [69]. La evaluacion de la
actividad antiviral sobre diferentes etapas del ciclo replicativo de cada modelo viral, incluyen
estrategias como el tratamiento antes a la infeccion viral (PRE -tratamiento), para la identificacién de
compuestos con capacidad de inhibir la entrada del virus a la célula (union, internalizacién, fusion y
decapsidacion) [46, 133], tratamiento durante la infeccidn viral (TRANS — tratamiento) para identificar
un posible efecto virucida [133] y el tratamiento posterior a la infeccién viral (POST-tratamiento) en la
busqueda de compuestos con potencial de afectar etapas del ciclo replicativo posteriores a la entrada
del virus a la célula (replicacion viral, sintesis de proteinas, maduracion, ensamblaje, liberacion) [46,
134, 135].

Por otra parte, una manera de complementar y optimizar la identificaciéon de un antiviral es mediante
la implementacion de la metodologia in silico. Las herramientas biocomputacionales permiten predecir
el acoplamiento (docking) de un compuesto (ligando) con un blanco viral o celular de interés (receptor),
generando varias poses (orientaciones) del compuesto y asignando puntuaciones para clasificar las
poses del compuesto mas prometedoras, estimando la afinidad de union del compuesto por el blanco
seleccionado [125]. Es asi como se pueden elegir compuestos que hacen parte de bibliotecas
quimicas de acuerdo con la probabilidad de tener afinidad de unién por un blanco viral o celular,
necesarios en el ciclo de replicacion viral, seleccionando moléculas con la puntuacién mas alta para
ser evaluadas mediante ensayos in vitro o, predecir posibles sitios de interaccién de un compuesto
que previamente ha demostrado potencial antiviral in vifro contra un virus en particular [136].
Asimismo, permite la optimizacion de farmacos mediante el reemplazo de grupos moleculares que
mejoren su afinidad por el blanco elegido para evaluar la interaccion [16].

A pesar de que las investigaciones en antivirales contra estos arbovirus son extensas, a continuacion,
se enmarcara el estado del arte en compuestos de origen natural o extractos de plantas con actividad
antiviral contra CHIKV, ZIKV y DENV, dado que esta es la naturaleza de los compuestos evaluados
en este trabajo.

2.1 Antivirales contra DENV

Estudios previos han evaluado la actividad antiviral de compuestos de origen natural contra DENV.
Tal es el caso de Talarico et al., quienes identificaron el potencial antiviral in vitro de polisacaridos
sulfatados naturales aislados de algas rojas de los géneros Gymnogongrus griffithsiae y Cryptonemia
crenulata contra los cuatro serotipos de DENV; demostrando que el galactano hibrido C2S-3y
carragenano G3d inhibieron la adsorcidn e internalizacion principalmente contra DENV-2 en células
VERO, HepG2 (carcinoma hepatico humano) y fibroblastos de prepucio humano [137]. Se demostro
ademas el potencial antiviral contra DENV-2 de la Baicalina, una flavona cominmente aislada de las
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raices de Scutellaria baicalensis, mediante inhibicion de la adsorcion viral, la replicacion intracelular,
y un efecto virucida [133] [138]. Por otro lado, se reporto la actividad antiviral mediante un posible
efecto virucida de EGCG (Epigallocatechin Gallate) y Delfinidina contra DENV-2 [139].

Fisetina inhibié in vitro el RNA intracelular de DENV-2, mediante la estrategia de tratamiento antes,
durante y después de la infeccion, en células VERO [133]. Por otra parte, en macréfagos infectados,
Fisetina provoco inhibicién de la infeccién por DENV-2 y DENV-3, e inhibicion de la infeccion por
DENV-2 en presencia de anticuerpos monoclonales contra la proteina E de DENV-2, mediante la
estrategia de tratamiento posterior a la infeccion viral [140]. Este compuesto, regul6 negativamente IL-
10 en células infectadas con DENV-2 y DENV-3 en ausencia y presencia de anticuerpos anti-DENV-
2,y un incremento en la secrecién de INF-y en células infectadas con DENV-3 [140]. Ademas, A. Mir
et al. demostraron mediante herramientas bioinformaticas la afinidad de interaccion de la Fisetina con
la proteina E de DENV-2 (-9.19 Kcal/mol) [141] y Qadir et al. demostraron la afinidad de la Silimarina
por la NS4B de DENV-4 (>8.0 Kcal/mol) [142].

La Quercetina es un flavonoide previamente aislado de Euonymus alatus [143] Toona sinensis [144]
y Aesculus indica [145]. Este compuesto provoco inhibicion del RNA viral de DENV-2 y DENV-3,
mientras que Naringenina inhibié DENV-2 mediante un efecto virucida [133]. La Quercetina provoc
disminucion de la secrecion de IL-6 y TNF- a en células infectadas con DENV-2 y DENV-3 en ausencia
y presencia de anticuerpos anti-DENV-2 [140]. Se demostro la regulacion negativa de IL-1B en las
células HepG2 infectadas con DENV-2 tratadas con Quercetina antes y después de la infeccion viral
[146].

Por otra parte, se ha reportado que la Luteolina, un compuesto que ha sido aislado de flores de
Lonicera japdnica, inhibe in vitro etapas posteriores del ciclo de vida de DENV a través de la inhibicidn
de la proteasa furina del hospedero y, como consecuencia podria haber una escision ineficiente de la
proteina prM, interrumpiendo el proceso de maduracion del virus, disminuyendo posteriormente la
viremia y la secrecion de citoquinas inflamatorias asociadas con la infeccion por DENV. Pese a esto,
este compuesto no mostré eficacia para evitar la muerte de ratones infectados, lo que ha cuestionado
su potencial antiviral frente a esta infeccion [147].

También, se demostro el potencial antiviral in vitro de Curcumina, un polifenol que ha sido aislado de
la especie Curcuma longa, para inhibir la actividad proteasa de NS2B/NS3 de DENV-2 y la inhibicién
de la expresion génica de ACC (acetyl-CoA carboxylase) y FASN (fatty acid synthase), e inhibe la
polimerizacién de actina en células BHK-21 (células derivadas de riion de Mesocricetus auratus)
infectadas con DENV-2 [148], acumulacion intracelular de proteinas virales, incremento de proteinas
conjugadas con ubiquitina en la Lys48 y cambios en la morfologia celular y nuclear [149]. Ademas,
Curcumina mediante herramientas biocomputacionales demostro afinidad por las proteinas E y
NS2B/NS3 de DENV (-6.12 Kcal/mol y -6.9 Kcal/mol, respectivamente) [150]. Adicionalmente, se
identifico el potencial antiviral del Harmol (B-carbolina natural) contra DENV-2, y en menor
proporcién contra DENV-1, DENV-3 y DENV-4 [151].

2.2 Antivirales contra CHIKV

Algunos de los compuestos de origen natural identificados con potencial antiviral contra CHIKV son
el Benzene-1-carboxylic acid-2-hexadeconate, aislado de extractos etanolicos de las hojas de Tectona
grandis, el cual fue efectivo contra la cepa asiatica y ECSA de CHIKV (concentracidn inhibitoria 50
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(Clso) de 7,5 uM y 189,02 uM, respectivamente), ademas de demostrar afinidad de unién con la
glicoproteina E1 de CHIKV, mediante herramientas bioinformaticas [152]. Por otro lado, un estudio
sistematico con 820 extractos de plantas recolectadas en Madagascar, permitié el aislamiento de dos
triterpenoides (Lupenona y [-amirona) con una actividad antiviral moderada contra CHIKV
(concentracion efectiva 50 (CEso) de 77 y 86 uM, respectivamente) [153].

La Curcumina, inhibi6 la infeccion por CHIKV y ZIKV, mediante el bloqueo de la adhesién viral en
células HelLa (derivadas de adenocarcinoma de cérvix humano) [154]. Ademas, se identificd que
EGCG, un flavonoide abundante en el té verde, bloquea la adsorcion de CHIKV en células HEK293T,
derivadas de rifion embrionario humano [155]. Se demostré la actividad antiviral de EGCG en etapas
posteriores a la infeccion viral en células U20S (derivadas de osteosarcoma humano), mediante la
inhibicion del RNA 'y liberacion de particulas virales infecciosas de CHIKV [156]. Sumado a lo anterior,
se demostro el efecto sinérgico de EGCG y Suramina contra la infeccion por CHIKV [156].

La Naringenina, una flavanona presente en uvas, limones y mandarinas, fue un compuesto promisorio
contra NSP3 de CHIKV, mediante herramientas bioinformaticas (-8.4 Kcal/mol) [157]. Por otra parte,
la Harringtonina, un compuesto aislado del arbol japonés Cephalotaxus harringtonia, inhibi6 la
replicacion viral y la sintesis de las proteinas NSP3 y E2 de CHIKV [158]. Ademas, la cianobacteria
marina Trichodesmium erythraeum, ha sido fuente de productos naturales bioactivos, como
Debromoaplysiatoxin y 3-Methoxydebromoaplysiatoxin, los cuales demostraron potencial antiviral
mediante la estrategia de tratamiento posterior a la infeccion por CHIKV [159].

Fisetina, un compuesto que ha sido aislado de Elaeagnus indica Serv. [160] y Silimarina, componente
de semillas de Silybum marianum (L) Gaertn [161], provocaron inhibicion del RNA intracelular de
CHIKV y disminucion de la sintesis de proteinas E2, NSP1 y NSP3 de CHIKV [162] [163].
Adicionalmente, las Trigocherrinas A, B y F, aisladas de la corteza y madera de Trigonostemon
cherrieri inhibieron la replicacion de CHIKV en células VERO [164].

La Baicaleina demostr6 que inhibe la infeccion por CHIKV en etapas iniciales del ciclo replicativo,
bloquea la adsorcion de CHIKV en VERO (derivadas de rifién de Cercopithecus aethiops), un efecto
virucida, inhibe la replicacién intracelular (tratamiento antes, durante y posterior a la infeccion) y afecta
la sintesis de proteinas E2, NSP1, y NSP3 [165]; mientras que, su metabolito (Baicalina) demostrd
potencial antiviral contra CHIKV mediante diferentes mecanismos antivirales [166].

Berberina, un compuesto que ha sido aislado de plantas de los géneros Coptis sp. y Berberis sp.
inhibi6 la sintesis de RNA viral, la expresion de proteinas de CHIKV en las lineas celulares HEK293T,
HOS (osteosarcoma humano) y CRL-2522 (piel de prepucio humano), sin afectar la entrada viral ni la
actividad enzimatica de la replicasa viral. Se identificé ademas que las rutas de sefializacion de MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinases), ERK (extracellular-signal-regulated kinase), p38 MAPK'y JNK (c-
Jun N-terminal kinase), asi como la ruta PI3K-Akt (Phosphatidylinositol 3-kinase) se activaron tras la
infeccion con CHIKV y se redujeron luego del tratamiento de células infectadas con Berberina [167].
Al mismo tiempo, en ratones C57BL/6 infectados con CHIKV, la Berberina provocé una disminucién
de la carga viral y reduccion de la inflamacion de articulaciones, aunque no fueron estadisticamente
significativas respecto a los ratones infectados no tratados [167].

2.3 Antivirales contra ZIKV
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Uno de los compuestos de origen natural para los que se ha descrito actividad antiviral contra ZIKV es
Nanchangmicina, un poliéter producido por Streptomyces nanchangensis, que ha demostrado
potencial para inhibir la infeccién por ZIKV en células VERO, HBMEC (células endoteliales
microvasculares de cerebro humano), Jeg-3 (coriocarcinoma humano) y U20S, mediante el bloqueo
de etapas iniciales del ciclo replicativo diferentes a endocitosis mediada por clatrina, tales como la
absorcién, mediante el bloqueo de la interaccién de ZIKV con receptores especificos [168].

Por otro lado, se reporté la actividad antiviral mediante un efecto virucida de EGCG y Delfinidina contra
ZIKV [169]. La Isoquercitrina (quercetina-3- O —glucdsido), un compuesto que puede ser aislado de
Bauhinia longifolia, inhibi6 ZIKV en etapas iniciales del ciclo replicativo (internalizacion del virus) sin
afectar la integridad de la particula viral [170]. Ademas, se demostré in vitro el potencial virucida de
Berberina contra ZIKV [171] y mediante herramientas bioinformaticas demostré afinidad de union con
la proteina NS3 de ZIKV (-8.03 Kcal/mol) [172].

La Emodina, un derivado de la antraquinona, aislado de las hierbas chinas Rheum
palmatum, Polygonum multiflorum, Aloe vera y Cassia obtusifolia inhibi6 la infeccion por ZIKV
mediante la estrategia de PRE-tratamiento en células VERO E6 [171] y el potencial virucida de
Emodina contra ZIKV [171]. También, se evaluo el efecto antiviral contra ZIKV de los extractos F-6
(principal componente: cicloxeniano acetilado) y FAc-2 (mezcla de diterpenos acetilados) del
alga Dictyota menstrualis. La fraccion FAc-2 demostrd potencial virucida contra ZIKV (> 90%);
mientras que F-6 bloqueo la adsorcidn viral en células VERO mediante la inhibicion de la formacion
de particulas virales infecciosas de ZIKV [173].

2.4 Actividad bioldgica de los Isoprenoides incluidos en este estudio

El Alfa-Espinasterol mostro actividad antiproliferativa contra las lineas celulares tumorales HeLa, MCF-
7 (glandula mamaria humana), A431 (carcinoma epidermoide humano) y MRC-5 (fibroblastos de
pulmén fetal humano) [174, 175], antinflamatoria [176], antidepresiva y ansiolitica [177], mediante la
inhibicion de la actividad enzimatica de las ciclooxigenasas COX-1y COX-2 [178], y el antagonismo
con TRPV1 (transient receptor potential cation channel) [179]; no obstante, no se ha reportado su
actividad antiviral. Por otro lado, el Lupeol, Estigmasterol y Friedelina, exhiben actividades
antinflamatorias [180-182], anticancerigenas [183-185] y antibacterianas [186-188]. Lupeol y
Estigmasterol han demostrado previamente actividad antiviral contra HSV-1 (Herpes Simplex Virus-1)
[189, 190], y en el caso del Lupeol, contra la infeccion por DENV-2 en células derivadas de rifidn de
Macaca mulatta LLC-MK2 (indice de selectividad (IS) de 13.07) [191] y virus de Hepatitis B (HBV)
[192].

2.5 Antecedentes de nuestro grupo de trabajo

Dada la alta diversidad de plantas en Colombia, el Laboratorio de Investigaciones Fitoquimicas y
Farmacolégicas de la Universidad de Cartagena (LIFFUC) (Cartagena, Colombia), recolecté 27
plantas de la Region Caribe colombiana (de una o varias partes de la planta, incluyendo
semillas, tallo, corteza, hojas y o flores). EI material vegetal fue seleccionado basados en una
encuesta etnobotanica disefiada previamente, busqueda bibliografica en bases de datos electrénicas
sobre extractos de plantas con actividad antiviral contra flavivirus, fiebre del dengue, o fiebre amarilla,
y plantas con actividad antiviral contra virus con genoma RNA, principalmente contra el virus de
inmunodeficiencia humana (HIV). La identificacién del material vegetal fue realizada por el Herbario
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del Jardin Botanico Guillermo Pifieres (Cartagena, Colombia), y la preparacién de los extractos de las
plantas por el LIFFUC.

Posteriormente, gracias a la cooperacion del Grupo de Investigacion en Ciencias Animales (GRICA)
de la Universidad Cooperativa de Colombia y el Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales (PECET) de la Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia) se evalu6 la actividad
citotoxica y antiviral de 32 extractos derivados de las plantas recolectadas de la Region Caribe
colombiana. Se identificd el potencial antiviral contra las infecciones por DENV-2/NG y DENV-2/16681
de los extractos de las plantas Cassia grandis L.y T. cymosa Jacq., con un efecto antiviral dependiente
de cepa de DENV y de linea celular. En este contexto, los extractos de las plantas C. grandis L.
inhibieron la infeccién por DENV-2/NG y DENV-2/16681 en porcentajes mayores a 97,5 y 90,5%,
respectivamente, mientras que, los extractos de T. cymosa Jacq. inhibieron DENV-2/NG y DENV-
2/16681 (porcentaje de inhibicion mayor a 80,3 y 98,9%, respectivamente) en la linea celular VERO.
En la linea celular U937, los extractos de C. grandis L. inhibieron DENV-2/NG y DENV-2/16681 en
porcentajes mayores a 99,7 %y 79,4%, respectivamente, y los extractos de T. cymosa Jacq. inhibieron
DENV-2/NG y DENV-2/16681 en porcentajes mayores a 67,9% y 98,3%, respectivamente [101].

De acuerdo con los resultados obtenidos, se seleccionaron 5 extractos etanolicos (Psidium Guajava
L., Mammea americana L., T. cymosa Jacq., C. odoratissima Jacq. y C. ambrosioides L.) para hacer
fraccionamiento biodirigido, identificando dos compuestos derivados de las plantas M. americana L.,
las Cumarinas A y B, y dos compuestos derivados de T. cymosa Jacq., el Acetato de Lupeol y la
Voacangina. Adicionalmente se identificé que las Cumarinas A y B inhibieron significativamente las
infecciones por CHIKV (44.0 y 92.5%, respectivamente) y DENV-2/ING (37.1 y 99.2. 5%,
respectivamente); mientras que, el Acetato de Lupeol y Voacangina inhibieron significativamente la
infeccién por DENV-2/NG (67.7 y 70,1%, respectivamente) en la linea celular VERO [46].

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de la propagacion, elevada tasa de morbilidad y que DENV, CHIKV y ZIKV son los arbovirus
de mayor incidencia estimada en Colombia [193], no existe un tratamiento antiviral especifico
disponible contra estos virus [10-12]. El tratamiento indicado para pacientes que desarrollan
enfermedad febril esta basado principalmente en farmacos antipiréticos, antihistaminicos, analgésicos
y antiinflamatorios no esteroideos [128, 194]. Para el caso de ZIKV, la Unica estrategia para prevenir
infecciones congénitas consiste en prevenir la infeccion materna [76].

Adicionalmente, a la fecha no se cuenta con una vacuna comercializada contra CHIKV y ZIKV [11,
12]; mientras que, para DENV fue aprobada por primera vez una vacuna viva atenuada (Dengvaxia®
- CYD-TDV), no obstante, la eficacia reportada para esta vacuna varia entre el 25y 59 % [195], y su
uso se restringe a personas entre 9 y 45 afios de edad, que viven en areas endémicas y para los que
se haya confirmado una infeccion previa, puesto que en pacientes que cursan con una primera
infeccion, puede aumentar el riesgo de desarrollar dengue grave [196].

Ante la ausencia de una vacuna o un tratamiento antiviral especifico se han disefiado estrategias
dirigidas al control de la transmision vectorial [197]; sin embargo, estas medidas ademas de promover
la evolucion y propagacion de la resistencia a insecticidas [198], han sido ineficientes e insostenibles
a largo plazo para evitar la transmision viral [199], puesto que se ha observado la expansion geogréfica
tanto del vector y los arbovirus, y consecuentemente, el incremento de epidemias y paises afectados
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por DENV, ZIKV y CHIKV [10-12]. Asimismo, se han disefiado estrategias de control genético dirigidas
a reducir la poblacion de vectores o reemplazar las existentes con poblaciones que no tengan la
capacidad de transmitir los arbovirus, investigaciones que se encuentran en ensayos de laboratorio y
en campo [28]; pero que, en el caso de obtener resultados satisfactorios, no son suficientes, por si
solas, para controlar las enfermedades transmitidas por mosquitos, sino que requiere de la
combinacion con otras estrategias existentes, para lograr un control vectorial efectivo, seguro y
sostenible [200].

Frente a estas limitaciones, se evidencia la necesidad de continuar con investigaciones enfocadas en
la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas contra DENV, CHIKV y ZIKV. Asimismo, y de acuerdo
con los resultados obtenidos previamente por nuestro equipo de trabajo en que se demostro el
potencial antiviral de extractos y compuestos aislados de plantas de la Regién Caribe colombiana [46]
[101], se refleja la pertinencia de evaluar la actividad antiviral in vitro contra DENV-2, CHIKV y ZIKV,
de cuatro isoprenoides aislados de las plantas T. cymosa Jacq., C. ambrosioides L. y C. odoratissima
Jacq., para los cuales se ha reportado previamente actividad biolégica y, apoyando los resultados
obtenidos con herramientas biocomputacionales para predecir interacciones de dichos compuestos
con blancos virales.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe actividad antiviral de compuestos isoprenoides, aislados a partir de las plantas T. cymosa
Jacq., C. ambrosioides L. y C. odoratissima Jacq. recolectadas en la Regién Caribe Colombiana contra
DENV-2, CHIKV y ZIKV?

5. HIPOTESIS

5.1 Hipétesis nula

Los compuestos isoprenoides, aislados a partir de las plantas T. cymosa Jacq., C. ambrosioides L. y
C. odoratissima Jacq. recolectadas en la Regién Caribe colombiana no ejercen un efecto antiviral in
vitro contra los virus DENV-2, CHIKV y/o ZIKV.

5.2 Hipétesis alterna

Los compuestos isoprenoides, aislados a partir de las plantas T. cymosa Jacq., C. ambrosioides L. y
C. odoratissima Jacq. recolectadas en la Region Caribe colombiana ejercen un efecto antiviral in vitro
contra los virus DENV-2, CHIKV y/o ZIKV.

6. OBJETIVOS

6.10bjetivo general

Evaluar la actividad antiviral in vitro e interacciones in silico de cuatro compuestos isoprenoides
aislados a partir de las plantas T. cymosa Jacq., C. ambrosioides L. y C. odoratissima Jacq.
recolectadas en la Region Caribe colombiana contra DENV-2, CHIKV y ZIKV.

6.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto toxico de cuatro compuestos aislados a partir de Tabernaemontana
Cymosa Jacq., Chenopodium ambrosioides L. y Capparis odoratissima Jacq. sobre las lineas
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celulares VERO, U937 y A549, mediante un ensayo de viabilidad.

2. Evaluar el efecto inhibitorio de cuatro compuestos isoprenoides contra las infecciones por
DENV-2, CHIKV y ZIKV, mediante tamizaje antiviral.

3. Evaluar el potencial antiviral de los compuestos isoprenoides sobre las diferentes etapas del
ciclo replicativo de DENV-2, CHIKV y ZIKV en la linea celular VERO, mediante las estrategias
PRE, TRANS y POST-tratamiento.

4. Comparar la actividad de los compuestos isoprenoides con efecto antiviral en las estrategias
PRE y POST-tratamiento en células VERO, en otras dos lineas celulares humanas (U937 y
A549).

5. Evaluar la actividad antiviral de los isoprenoides con efecto inhibitorio en la etapa de POST-
tratamiento, sobre la replicacion del genoma viral y sintesis de proteinas virales.

6. Evaluarla afinidad de interaccion de los compuestos isoprenoides con una proteina estructural
y una proteina no estructural de los tres modelos virales, mediante docking molecular.

7. Evaluar la estabilidad conformacional de uno de los compuestos con efecto virucida y mejor
energia de union con la proteina E de DENV mediante dinamica molecular.

7. METODOLOGIA

Este trabajo abarco dos componentes metodoldgicos: una metodologia in vitro para dar cumplimiento
a los primeros cinco objetivos especificos, y una metodologia in silico para el sexto y séptimo objetivo
especifico. En la figura 1 se esquematiza la secuencia de la metodologia implementada para evaluar
la actividad antiviral in vitro de los cuatro isoprenoides contra DENV-2/NG, DENV-2/16681,
CHIKV/ACol y ZIKV/Col.

Para el cumplimiento del primer objetivo las células VERO, U937 y A549 fueron cultivadas (item 7.1.1),
los stocks de los compuestos fueron preparados (7.1.6) y la toxicidad de los compuestos se evalu6
mediante el ensayo de MTT (7.1.7). Para el segundo objetivo especifico, las células VERO fueron
mantenidas (7.1.1), los stocks de los compuestos fueron preparados (7.1.6), las infecciones se
realizaron usando los virus DENV-2/NG, DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col (7.1.2), con stocks
virales producidos a partir de condiciones especificas (7.1.3, 7.1.4, 7.1.5) y el tamizaje antiviral se
realizd de acuerdo a como se describe en el item 7.2.1. La cuantificacion viral se realizé usando la
técnica de plaqueo (7.3.1) a partir de los sobrenadantes recolectados.

El tercer objetivo se cumplio mediante el mantenimiento de células VERO (7.1.1), la preparacion de
los stocks de trabajo de los compuestos isoprenoides (7.1.6) y las infecciones con los virus DENV-
2ING, DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col (7.1.2), a partir de stocks virales previamente
producidos (7.1.3, 7.1.4, 7.1.5). La actividad antiviral de los isoprenoides Alfa-Espinasterol, Lupeol,
Estigmasterol y Friedelina se evalué mediante tres estrategias in vitro denominadas PRE- tratamiento
(tratamiento antes de la infeccion) (7.2.2), TRANS-tratamiento (tratamiento durante la infeccion) (7.2.3)
y POST-tratamiento (tratamiento después de la infeccion viral) (7.2.4). Se utilizé la técnica de plaqueo
(7.3.1) para la cuantificacion viral. Se recolectaron ademés las monocapas de VERO tratadas
mediante la estrategia de POST-tratamiento para el cumplimiento del quinto objetivo.

Para el cumplimiento del cuarto objetivo las células U937 y A549 fueron cultivadas (7.1.1), los
compuestos fueron preparados (7.1.6) y las infecciones se realizaron con DENV-2/NG, DENV-
2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col (7.1.2), usando stocks virales previamente producidos (7.1.3, 7.1.4,
7.1.5). La actividad antiviral de los isoprenoides efectivos en la linea celular VERO, fue evaluada en
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las lineas celulares U937 y A549 se evalu6 mediante las estrategias PRE- tratamiento (7.2.2) y POST-
tratamiento (7.2.4). A partir de los sobrenadantes recolectados, se cuantifico particula viral infecciosa
por técnica de plaqueo (7.3.1). Se recolectaron las monocapas de U937 y A549 tratadas mediante la
estrategia de POST-tratamiento para el cumplimiento del quinto objetivo.

La metodologia implementada para el cumplimiento del quinto objetivo fue la recoleccion de
monocapas de VERO, U937 y A549 tratadas mediante la estrategia de POST-tratamiento (7.2.4) para
evaluar la actividad antiviral de los isoprenoides sobre la replicacion viral (s6lo los compuestos que
demostraron potencial antiviral al cuantificar las particulas virales infecciosas de DENV-2, CHIKV/ACol
ylo ZIKV/Col en los objetivos tres y cuatro, mediante la estrategia de POST-tratamiento). Se cuantificd
el numero de copias gendmicas por RT-qgPCR (7.3.2).

Ademas, para evaluar la actividad antiviral de los isoprenoides sobre la sintesis de proteinas virales
(objetivo cinco), se seleccionaron los isoprenoides que fueron efectivos mediante la estrategia POST-
tratamiento (7.2.4) en los objetivos tres y cuatro. Para lo anterior, se mantuvieron las células VERO,
U937 y A549 (7.1.1), las infecciones se realizaron con los stocks virales producidos (7.1.3, 7.1.4,
7.1.5), se prepararon los compuestos isoprenoides (7.1.6) y se cuantificd proteina viral por la técnica
de CELL-ELISA (7.3.3).

Para establecer las diferencias nucleotidicas y aminoacidicas que pudieran explicar actividad antiviral
diferencial de los isoprenoides contra las cepas DENV-2/NG y DENV-2/16681, en los objetivos dos,
tres, cuatro y cinco, se secuenciaron por método de Sanger fragmentos del gen de envoltura de las
cepas DENV-2/NG y DENV-2/16881, y se alinearon usando software MEGA X, tal como se describe
en el item 7.5. Para el cumplimiento del sexto objetivo, se evalu6 in silico la afinidad de la interaccién
entre las proteinas estructurales y no estructurales de los virus DENV, CHIKV y ZIKV con los 4
compuestos isoprenoides, por docking molecular (item 7.4.1). Finalmente, para el cumplimiento del
séptimo objetivo, se evaluo la estabilidad conformacional de la mejor pose de interaccion entre el
isoprenoide con mayor afinidad de unién con la proteina E de DENV (obtenida por docking molecular),
y que demostré in vitro actividad virucida contra DENV-2, mediante dinamica molecular, de acuerdo
con la metodologia descrita en el item 7.4.2

7.1 Metodologia in vitro

7.1.1 Mantenimiento de células. Las células VERO (Cercopithecus aethiops) se adquirieron de
American Type Culture Collection (ATCC® CRL-1587 ™). Por otro lado, las células U937
(monocitos humanos derivados de linfoma) y las células C6 / 36 (derivadas de larvas de Aedes
albopictus) fueron donadas por el Doctor Jaime Castellanos en la Universidad de EIl Bosque (Bogota,
Colombia). Las células A549 (células epiteliales derivadas de adenocarcinoma alveolar humano)
fueron donadas por el Doctor Sergio Orduz en la Universidad Nacional de Colombia (Medellin,
Colombia).

Las lineas celulares VERO, U937 y A549 se cultivaron en Dulbecco Modified Eagles Minimal - DMEM
(GIBCO), con alto contenido de glucosa, L-Glutamina, tamponado con 3,7 g/L de Bicarbonato de Sodio
(NaHCOs3) (Sigma- Aldrich) y suplementado con 0,25 pg/mL de Anfotericina B ( GIBCO), 100 yg/mL
de Estreptomicina (GIBCO),100 U/mL de Penicilina (GIBCO) y 2 % de suero bovino fetal (SBF)
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(GIBCO). Las condiciones de incubacion fueron 37°C, 5 % de CO2 y humedad relativa. Las lineas
celulares VERO, U937 y A549 se utilizaron para los ensayos de citotoxicidad y antivirales. Ademas,
las células VERO se usaron para la produccion de stocks virales de CHIKV/ACol.

Las células C6 / 36 se mantuvieron en medio L-15 (Leibovitz), suplementado HEPES (GIBCO) y SBF
al 5 %, y se incubaron a 28°C. Esta linea celular fue usada para la produccion de stocks virales de
ZIKV/Col, DENV-2/NG y DENV-2/16681.

7.1.2 Virus. Las infecciones se realizaron usando las cepas de referencia de DENV-2/NG y DENV-
2/16681, las cuales fueron donadas por el Doctor Jorge Osorio del Department of Pathobiological
Sciences, University of Wisconsin (WI, Estados Unidos). Ademas, se usaron los aislados clinicos
CHIKV/ACol (PECET, Universidad de Antioquia) y ZIKV/Col (GRICA, Universidad Cooperativa de
Colombia).

7.1.3 Produccion de cepas DENV-2/NG y DENV-2/16681. La produccion de las cepas de DENV-
2ING y DENV-2/16681 se realizo infectando 4,0 x 106 células C6 / 36 en botellas de cultivo de 25 cm?
con un indculo de 1 mL de DENV-2/NG o DENV-2/16681. Se incubaron durante 2 h, a 37°C para luego
completar a 5 mL de L15 al 2 % SBF, e incubar nuevamente las células infectadas a 28° C durante 3-
4 dias hasta evidenciar la formacion de sincitios, en el caso de DENV-2/NG, y la formacion de células
alargadas, en el caso de DENV-2/16681. Pasado el tiempo de incubacion, los cultivos infectados se
sometieron a 3 ciclos de congelacion y descongelacion a -80°C, para posteriormente centrifugar el
contenido de la botella a 2000 rpm, 4°C, durante 10 minutos. Luego, se recolect6 el sobrenadante con
30% de SBF y se almacen¢ a -80°C. La cuantificacion del numero de copias gendmicas y formacion
de particulas virales infecciosas se realizd mediante RT-gPCR y ensayo de plaqueo, respectivamente.

7.1.4 Produccién de stocks virales de CHIKV. La producciéon de los stocks virales de CHIKV/ACol
se realizd infectando 4,5 x 108 células VERO en botellas de cultivo de 75 cm? mezclando 650 uL de
CHIKV/ACol y completando a 4 mL con DMEM al 2 % SBF. Se incubaron durante 2 h, 37°C, 5 % CO,
para luego completar a 15 mL de DMEM al 2 % SBF, e incubar nuevamente las células infectadas a
37° C, 5 % CO. hasta evidenciar el efecto citopatico (ECP) de CHIKV/ACol (lisis celular y
desprendimiento). La recoleccion de lo sobrenadantes se realizé a los 3-4 dias de incubacion,
centrifugando a 2000 rpm, 4°C, durante 10 minutos. Los sobrenadantes se mezclaron con 30 % de
SBF y se almacenaron a -80°C, cuantificando por RT-qgPCR y ensayo de plaqueo, el niumero de copias
gendmicas y formacidn de particulas virales infecciosas, respectivamente.

7.1.5 Produccion de stocks virales de ZIKV. La produccion de ZIKV/Col se realizé infectando 8,0 x
108 células C6 / 36 en botellas de cultivo de 75 cm?2 con 1 mL de ZIKV/Col y completando a 3 mL con
L15 2 % SBF. Se incubaron durante 2 h, 28°C, para luego completar a 15 mL de L15 al 2 % SBF, e
incubar nuevamente las células infectadas a 28°C hasta evidenciar como ECP la formacion de sincitios
a los 10-12 dias de incubacion. Los cultivos infectados se sometieron a 3 ciclos de congelacion y
descongelacion a -80°C, para posteriormente recolectar los sobrenadantes centrifugando a 2000 rpm,
4°C, durante 10 minutos. Luego, se mezclaron con 30 % de SBF, para luego ser almacenados a —
80°C. La cuantificacion del numero de copias genémicas y formacion de particulas virales infecciosas
se realizd mediante RT-qgPCR y ensayo de plaqueo, respectivamente.

7.1.6 Compuestos. El aislamiento e identificacion de los compuestos Alfa-Espinasterol, derivado de
T. cymosa Jacq., Lupeol, derivado de C. ambrosioides L., y Estigmasterol y Friedelina, derivado de C.
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odoratissima Jacq. fue realizado por el Laboratorio de Investigaciones Fitoquimicas y Farmacologicas
de la Universidad de Cartagena (LIFFUC) (Cartagena, Colombia). Las estructuras se muestran en la
figura 2. Los compuestos derivados de las plantas T. cymosa Jacq., C. ambrosioides L. y C.
odoratissima Jacq. estan sujetos al Contrato de Acceso a Recursos Genéticos y sus Productos
Derivados No. 130 of 2016 (RGE0176) del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de la
Republica de Colombia.

Los stocks de trabajo del Alfa-Espinasterol se prepararon disolviendo 1 mg del compuesto en 300 pL
de Dimetilsulféxido (DMSO), se sometio a sonicacion por 4 h y se completé a 1000 uL con DMEM sin
suero; para una concentracion final de 1000 pg/mL (2423,1 uM). Lupeol se preparé disolviendo 1 mg
en 300 L de DMSO y se someti6 a sonicacion por 4h, para una concentracion final de 3333 pg/mL
(7810,6 pM). Por su parte, el Estigmasterol fue disuelto en 400 pL de Etanol al 100%, se sometio a
sonicacion por 4 h'y se adicionaron 600 uL de DMEM sin suero, para una concentracion final de 1000
Mg/mL (2423,1 uM). Finamente, la Friedelina se disolvié en 500 uL de DMSO y 200 uL de Etanol, se
sometio a sonicacion, y se completd con 300 uL DMEM sin suero, para una concentracion final de
1000 pg/mL (2343,4 pM).

7.1.7 Ensayo de citotoxicidad. Se evalu6 la toxicidad de los compuestos isoprenoides Alfa-
Espinasterol, Lupeol, Estigmasterol y Friedelina en células VERO, por la técnica de MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich)[46]. Para lo anterior, se
sembraron 3,0 x 104 células/pozo en placas de 96 pozos, las cuales se incubaron a 37°C y 5 % CO>
durante 24 h. Pasado este tiempo, se realizaron diluciones seriadas de los compuestos usando
concentraciones de 7,6 a 242,3 uM para Alfa-Espinasterol y Estigmasterol, y concentraciones de 7,3
a 234,33 uM para Lupeol y Friedelina, se agregaron sobre la monocapa celular y se incubaron durante
48 h (n= 6). Posteriormente, se realizaron 2 lavados con PBS, se adicion¢ la solucion de MTT (0,5
mg/mL) y se incub6 durante 2 h a 37°C, en un cultivo protegido de la luz. Luego, se agregé DMSO
(Fisher BioReagent) para disolver los cristales de formazan, y se realizd la lectura de la absorbancia
a 450 nm, utilizando el Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific). Adicionalmente, se
evaluo la toxicidad de los controles de inhibicion Suramina (concentraciones de 16 — 500 uM),
Heparina (18 -564 uM) y Ribavirina (6 -200 uM).

Se evalud ademas la toxicidad celular en presencia de los compuestos Alfa-Espinasterol (7,6 uM),
Lupeol (7,3 uM), Estigmasterol (7,6 uM) y Friedelina (7,3 uM) en las lineas celulares U937 y A549,
sembrando 2,0 x 104 células U937 y 3,0 x 104 células A549 por pozo en placas de 96 pozos, y
siguiendo el protocolo descrito para las células VERO. Para el analisis estadistico se calcul6 la
normalidad de los datos usando la prueba Shapiro Wilk y las diferencias estadisticamente significativas
se identificaron usando una prueba paramétrica t Student (datos con distribucién normal) o la prueba
no paramétrica U de MannWhitney (datos con distribucion no normal), considerando para todos los
casos diferencias estadisticamente significativas con un valor p menor a 0.05 (p<0.05).

7.2. Estrategias para las evaluaciones antivirales In vitro

7.2.1 Tamizaje antiviral. Se realiz6 un screening antiviral durante 48 horas para los compuestos Alfa-
Espinasterol, Lupeol, Estigmasterol y Friedelina. Se sembraron 3,0 x 104 células VERO/pozo en placas
de 96 pozos, se incubaron a 37°C, 5 % CO2 y humedad relativa, durante 24 h. Se adiciond sobre la
monocapa de células VERO una concentracion no citotdxica de los compuestos (7,6 UM, para Alfa-
Espinasterol y Estigmasterol, y 7,3 uM, para Lupeol y Friedelina), y se incubaron durante 24 h. Luego,
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se removio el sobrenadante, y se adicionaron mezclas en cantidades iguales de cada virus (MOI: 1) y
los compuestos sobre la monocapa, incubandose durante 2 h. Después, se removio el indculo viral,
se agregaron nuevamente los compuestos y se incubaron durante 24 h adicionales. Finalmente, se
recolectaron los sobrenadantes de cultivo, se almacenaron a -80°C y se procesaron por ensayo de
plaqueo (n=4). Como control positivo de inhibicidn se usd Suramina (concentracién 500 M,
respectivamente), compuesto reportado previamente con actividad antiviral contra DENV [201], CHIKV
[202] y ZIKV [203, 204]. Los porcentajes de infeccidn se determinaron comparando el nimero de
particulas virales infecciosas presentes en los sobrenadantes de las células tratadas respecto a un
control de células infectadas sin tratamiento (control considerado el 100,0 % de infeccion).

7.2.2 Estrategia PRE-Tratamiento. Se evalu6 la actividad antiviral de los compuestos isoprenoides
en pasos previos a la entrada de los virus a la célula (union, internalizacidn, fusion y decapsidacion)[46,
133]. Para lo anterior, se sembraron 6,0 x 10° células VERO, 6,0 x 10° células U937 por pozo, y 8,0 x
105 células A549 por pozo en placas de 48 pozos, se incubaron a 37°C, 5 % CO, y humedad relativa,
durante 24 h. Se adicionaron los compuestos, a una concentracién no citotdxica (7,6 uM, para Alfa-
Espinasterol y Estigmasterol, y 7,3 uM, para Lupeol y Friedelina), y se incubaron durante 48 h [46].
Luego, se adiciond el inéculo viral (MOI 1) durante 2 h. Después de la incubacién, se removio el inoculo
viral, se adicion6 medio DMEM al 2 % SBF y se incubaron durante 48 h. Los sobrenadantes
recolectados se almacenaron a -80°C, y se procesaron por ensayo de plaqueo. Se realizaron 4
réplicas por cada condicion experimental (n=4). Suramina (250 uM) (Sigma- Aldrich) se utilizé como
control de inhibicién de la infeccion por CHIKV (lineas celulares VERO y U937) [202] y ZIKV (lineas
celulares VERO, U937 y A549) [205] y Heparina (17,6 uM) como control de inhibicion de la infeccién
por DENV-2/NG y DENV-2/ 16681 en VERO [206], y de CHIKV en la linea celular A549 [207]. Los
porcentajes de infeccién se determinaron comparando el numero de particulas virales infecciosas
presentes en los sobrenadantes de las células tratadas respecto a un control de células infectadas sin
tratamiento (control considerado el 100,0 % de infeccion).

7.2.3 Estrategia TRANS-Tratamiento. Se evalud el posible efecto virucida del Alfa- Espinasterol,
Lupeol, Estigmasterol y Friedelina. Se sembraron 6,0 x10° células VERO/pozo en placas de 48 pozos,
seincubaron a 37°C, 5 % CO, y humedad relativa, durante 24h. Posteriormente, se realizaron mezclas
en cantidades iguales de los compuestos (concentracién de 7,6 pM, para Alfa-Espinasterol y
Estigmasterol, 7,3 uM para Lupeol y Friedelina), y de los virus (MOI: 1); y se incubaron durante 1 h a
4°C. Después, se adicionaron las mezclas sobre la monocapa celular, y se incubaron durante 2 h,
37°C, 5 % COa. Finalmente, se removio el indculo viral, y adicioné medio DMEM al 2% SBF, se incub6
durante 48 horas adicionales [208]. Se recolectaron los sobrenadantes, los cuales fueron almacenados
a -80°C, y se procesaron por ensayo de plaqueo (n=4). Se utilizd Suramina (concentracién 250 uM)
como control de inhibicion de DENV-2/NG y DENV-2/16681 [206], CHIKV [202] y ZIKV [205]. Los
porcentajes de infeccién se determinaron comparando el numero de particulas virales infecciosas
presentes en los sobrenadantes de las células tratadas respecto a un control de células infectadas sin
tratamiento (control del 100,0 % de infeccion).

7.2.4 Estrategia POST-Tratamiento. Se evalu6 la actividad antiviral de los compuestos isoprenoides
en pasos posteriores a la entrada de los virus a la célula (Replicacion viral, sintesis de proteinas,
maduracién, ensamblaje, liberacion) [46]. Se sembraron 6,0 x 10° células VERO, 6,0 x 105 células
U937 y 8,0 x 105 células A549 por pozo en placas de 48 pozos, se incubaron a 37°C, 5 % COy y
humedad relativa, durante 24 h. Luego, se adicion el inéculo viral (MOI: 1) durante 2 h. Después de
la incubacién, se removid el indculo viral, y se adicionaron los compuestos, a concentracién de 7,6 yM
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para Alfa Espinasterol y Estigmasterol, y de 7,3 uM, para Lupeol y Friedelina. Se incubaron durante
48 h. Luego, se recolectaron los sobrenadantes y monocapa celular, se almacenaron a -80°C, y se
procesaron por ensayo de plaqueo y RT-gPCR. Se realizaron 4 réplicas por cada condicion
experimental. Se utilizd Ribavirina (Sigma- Aldrich) como control de inhibicion DENV-2 [209], ZIKV
[210]y CHIKV en VERO y A549 (concentracion 200 pM) [211], y Suramina (concentracion de 250 uM)
se usd como control de inhibicién de particulas virales infecciosas de CHIKV en U937 [202]. Los
porcentajes de infeccidn se determinaron comparando el numero de particulas virales infecciosas
presentes en los sobrenadantes de las células tratadas respecto a un control de células infectadas sin
tratamiento (control considerado el 100,0 % de infeccion).

Ademas, se evaluo el efecto antiviral sobre la replicacion y sintesis de proteinas virales de los
compuestos isoprenoides que inhibieron la formacién de particulas virales infecciosas, mediante la
cuantificacion del numero de copias genémicas presentes en las monocapas tratadas respecto a un
control de células infectadas sin tratamiento por RT-gPCR, usando la Ribavirina (200 uM) como control
de inhibicién [211]; y Suramina y Ribavirina mediante la cuantificacion de proteinas virales por ensayo
de CELL-ELISA.

7.3. Cuantificacion viral

7.3.1 Cuantificacion de particulas virales infecciosas: ensayo de plaqueo. Se realizd la
cuantificacion de particulas virales infecciosas por ensayo de plaqueo. Se sembraron 1,8 x 105y 1,2
x 105 células VERO/pozo en placas de 24 pozos, para la titulacién de los sobrenadantes de cultivos
infectados con CHIKV/ACol y ZIKV/Col, respectivamente; y 6,0 x 104 células VERO/pozo en placas de
48 pozos, en el caso de DENV-2-NG y DENV-2/16681. Se incubaron durante 24 ha 37°Cy 5 % CO2.
Luego, se realizaron diluciones seriadas de los sobrenadantes de cada virus, agregando un volumen
de indculo viral de 200 uL, para CHIKV/ACol y ZIKV/Col, y de 100 uL, para DENV-2/NG y DENV-
2/16681. Se realiz6 incubacién durante 2 h. Posteriormente, se removio el indculo viral y se adicion6
Carboximetilcelulosa (Sigma-Aldrich) al 1,5 % con DMEM al 2 % SBF. Se incub6 durante 3-4 dias, en
el caso de CHIKV/ACol, 7 dias para ZIKV/Col, y 12 dias para DENV-2. Luego de la incubacién, las
placas fueron lavadas con PBS, fijadas con Paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 4 % vy tefiidas con
Cristal Violeta (Sigma-Aldrich). El nimero de placas formadas se multiplico por el factor de dilucion 'y
se dividio por el volumen de indculo viral usado [212], y el resultado se expres6 en UFP/mL. Cada
titulacion se realizd por duplicado. Para el analisis estadistico, se determind la normalidad de los datos
usando la prueba Shapiro Wilk. Las diferencias estadisticamente significativas se identificaron usando
una prueba paramétrica t Student (datos con distribucién normal) o la prueba no paramétrica U de
MannWhitney (datos con distribucion no normal), considerando para todos los casos diferencias
estadisticamente significativas con un valor p menor a 0.05 (p<0.05).

7.3.2 Cuantificacion de copias genémicas: PCR en tiempo Real. Se obtuvo el RNA viral a partir de
monocapa celular, usando el protocolo de Quick RNA viral Kit (ZYMO), y el cDNA, utilizando el kit M-
MLV Reverse Transcriptase, de acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante (PROMEGA). La
cuantificacion de copias genémicas virales fue evaluada mediante RT-qPCR usando el kit PowerUp™
SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific Amplification). El ciclo térmico usado para CHIKV
y ZIKV fue: 50°C durante 2 minutos, 95°C 10 minutos, 40 ciclos de 95°C 15 segundos y 60°C 1 minuto.
El ciclo térmico de DENV fue 95°C 5 minutos, 35 ciclos (95°C 30 seg, 55°C 45 seg, 72 °C 45 seq), y
una extension final a 72°C 10 minutos. Las amplificaciones se realizaron en el Applied Biosystems
QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) y el analisis de resultados usando
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QuantStudio design & analisis software.

Los primers utilizados fueron 6856F 5 TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA 3’ y 6981c 5
TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC 3, que amplifican un fragmento de 125 pb que codifica para
NSP4 de CHIKV [213]; 1086F 5-CCGCTGCCCAACACAAG-3' vy 1162c 5"
CCACTAAYGTTCTTTTGCAGACAT-3'; los cuales amplifican un fragmento de 77 pb de la proteina E
de ZIKV [214]; y los primers 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', que amplifican un fragmento de 119 pb de la region
C-prM de DENV-2 [215]. Para la cuantificacién absoluta, se construyeron plasmidos recombinantes
de los virus CHIKV y ZIKV utilizando el kit CloneJET PCR Cloning (Anexo 1), y en el caso de DENV-2
se usaron plasmidos obtenidos previamente [215]. Se construyeron las curvas estandar para cada
virus, realizando diluciones seriadas desde 102 hasta 108. Los coeficientes de correlacion de las curvas
fueron 0,987 para el plasmido con el fragmento de CHIKV; 0,996 para ZIKV, y 0.993, para DENV-2.

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos de la cuantificacion del nimero de copias
genomicas de cada virus, se determind la normalidad de los datos se determind usando la prueba
Shapiro Wilk. Las diferencias estadisticamente significativas se identificaron usando una prueba
paramétrica t Student (datos con distribucién normal) o la prueba no paramétrica U de MannWhitney
(datos con distribuciéon no normal), considerando para todos los casos diferencias estadisticamente
significativas con un valor p menor a 0.05 (p<0.05).

7.3.3 Cuantificacion de proteina viral: CELL-ELISA. La proteina viral se cuantificé6 mediante un
ensayo de ELISA espectrofotométrico de células, de la manera previamente descrita [208]. Se
sembraron 3 x 104 células VERO y A549 en placas de 96 pozos, se incubaron durante 24 h, 37 °Cy
5 % CO.. Luego, se sometieron a tratamiento con Lupeol (7,4 uM) posterior a la infeccién de
CHIKV/ACol (MOl 1) durante 24 h. Posteriormente, se lavaron con PBS, se fijaron con
Paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 4 % de durante 30 minutos, a temperatura ambiente y se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1 % durante 30 minutos adicionales. La peroxidasa endégena
se extinguié con 0,3 % de H202 en metanol al 10 % en PBS, y los sitios no especificos se saturaron
con tampdn de bloqueo (SBF al 10% en PBS) [216]. El anticuerpo primario anti-E de CHIKV de ratén
(Thermo Fisher Scientific) dirigido a proteina E de CHIKV se diluy6 en el tampon de bloqueo (SBF al
5 %) y se incubaron durante 12 h a 4°C. Luego, se removieron y se lavaron con PBS para incubar las
células con IgG anti-ratén acoplado a peroxidasa durante 60 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, la reaccidn se reveld utilizando 3,3',5,5"-Tetrametilbenzidina -TMB (Invitrogen). La lectura
de la absorbancia se realizd a 450 nm en un lector Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo
Scientific). Para la normalizaciéon de los datos, la concentracién de proteina en cada pozo fue
determinada utilizando un ensayo de Bradford. Se realizaron dos experimentos independientes, con 3
repeticiones para cada ensayo (n = 6). El analisis estadistico de los resultados obtenidos incluyé la
determinacion de la normalidad usando la prueba Shapiro Wilk. Las diferencias estadisticamente
significativas se identificaron usando una prueba paramétrica t Student (datos con distribucién normal)
0 la prueba no paramétrica U de MannWhitney (datos con distribucion no normal), considerando para
todos los casos diferencias estadisticamente significativas con un valor p menor a 0.05 (p<0.05).

7.4. Estrategias para las evaluaciones in silico

7.4.1 Evaluacion de la afinidad de los isoprenoides con proteinas virales mediante docking
molecular. Se evalué la interaccion del Alfa- Espinasterol, Lupeol, Estigmasterol y Friedelina con una

31



proteina estructural y una no estructural de DENV, CHIKV y ZIKV, mediante docking molecular. Para
lo anterior, se realizd la busqueda de las estructuras cristalograficas de las proteinas virales (resolucion
inferior a 2,5 A) en Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/ ), seleccionando para el caso de las
proteinas estructurales el dominio Ill de la proteina E de DENV-2 (PDB: 3UZV) [217], la proteina E2
de CHIKV (PDB: 3N44) [218] y el dominio Il de la proteina E de ZIKV (PDB: 5JHM) [219]. Para las
proteinas no estructurales, se selecciond el dominio polimerasa de NS5 de DENV-3 (PDB: 2J7U) [220],
el dominio proteasa de NSP2 de CHIKV (PDB: 3TRK) [221] y NS5 de ZIKV (PDB: 5U04) [222]. El
acondicionamiento de las proteinas blanco (eliminacién de moléculas de agua, la adicién de
Hidrégenos polares y la adicién de cargas de Gasteiger) se realizé usando el software Python
Molecular Viewer (PMV).

Por otra parte, se utilizd PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.qgov/) para la busqueda de las
estructuras quimicas de los compuestos Alfa-Espinasterol (Compound identifier CID: 5281331), Lupeol
(CID: 259846), Estigmasterol (CID: 5280794) y Friedelina (CID: 91472). Luego, se le otorgé flexibilidad
al ligando usando PMV. Posteriormente, se definio el sitio de interaccion de la proteina blanco
utilizando el servidor PeptiMap (https://peptimap.cluspro.org/) (tablas 1 y 2) y se corrié el docking
molecular usando el software AutoDock Vina (http://autodock.scripps.edu/). Las energias libres (A G)
entre cero (0) y -16 Kcal/mol correspondieron a los puntajes de las poses interaccion, siendo los
mejores puntajes aquellos cercanos a -16 Kcal/mol. Para el analisis de resultados, se usaron los
softwares PyMOL (https://pymol.org/2/), AutoDock tools y LigPlot (https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/software/LIGPLOT/). Los resultados se registraron en cuanto al puntaje de las energias de unién,
y los enlaces intermoleculares (puentes de Hidrdgeno e interacciones hidrofébicas) que participaron
en el acoplamiento (tablas 1y 2). Como controles de la interaccion se utilizd Suramina y Ribavirina
con las proteinas de DENV [16, 223], CHIKV [224] y ZIKV [205] [210].

7.4.2 Evaluacion de la estabilidad conformacional por dinamica molecular. Se evalu6 la
estabilidad conformacional del mejor complejo de interaccion de la proteina E de DENV y Lupeol
obtenido mediante docking molecular, durante 6,5 nanosegundos (ns) solvatando en una caja de agua
y usando el software NAMD (http://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/). Se tuvieron en cuenta las
siguientes caracteristicas dentro del sistema: Minimizacion del complejo, establecimiento de
condiciones de borde de caja, y un ensamble NVT (NUmero constante de particulas, Volumen y
Temperatura constante = 310K). El sistema cuenta con aproximadamente 30.000 moléculas. El
analisis incluyd evaluacion de las trayectorias resultantes y grafica de distancias entre los Carbonos

o

Alfa del sistema (A), durante el tiempo evaluado.

7.5 Secuenciacion de cepas DENV-2/NG y DENV-2/16681

Debido a que se identificaron diferencias en la actividad antiviral de los isoprenoides entre las cepas
DENV-2/NG y DENV-2/16681, se amplificaron los fragmentos del gen de la envoltura de ambas cepas,
usando primers previamente reportados [225] y el kit SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System with
Platinum™ Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific). El perfil térmico utilizado fue 53°C 30
min, 94°C 2 min, 40 ciclos (94°C 30 seg, 50°C 45 seg, 68°C 2 min) y 68°C 5 min. Los amplicones se
verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %, los cuales se sometieron a purificacion y
secuenciaciéon a Macrogen Inc. (Korea) por método de Sanger. Los datos de las secuencias fueron
ensamblados y editados usando el software MEGA X'y la identificacion de las cepas DENV-2/NG y
DENV-2/16681 se realizd usando Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), para explorar la similitud con secuencias de referencia de
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cada cepa de DENV-2 disponibles en la base de datos de nucleétidos de NCBI. Se alinearon 1308
nucledtidos usando el software MEGA X, por el método de Clustal W, los cuales se tradujeron en 435
aminoacidos y se analizaron las diferencias entre ambas cepas comparando con secuencias de
referencia.

8. RESULTADOS
8.1 Resultados de Citotoxicidad en VERO, U937 y A549

Al evaluar la viabilidad de células VERO en presencia de los cuatro compuestos isoprenoides (Alfa-
Espinasterol, Estigmasterol, Lupeol y Friedelina) (7,6 a 242,3 uM) durante 48 h, se obtuvieron
porcentajes de viabilidad superiores al 70,0 %, a concentraciones menores o iguales a 121,2 yM y
117,2 uM del Alfa-Espinasterol y Lupeol, respectivamente; y a concentraciones menores o iguales a
242,3 UM de Estigmasterol y de 29,3 uM de Friedelina (figura 3). La viabilidad de los cuatro
isoprenoides fue dependiente de concentracion (Figura 3). Se identificaron diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de viabilidad de células VERO en presencia de todas
las concentraciones evaluadas del Alfa-Espinasterol, y a concentraciones mayores o iguales a 14,6
UM del Lupeol, 60,6 uM de Estigmasterol y 58,6 uM de Friedelina, respecto al control de células VERO
sin compuesto. La viabilidad de células VERO fue superior al 84,0 % en presencia de los controles de
inhibicion Suramina, Heparina y Ribavirina, a todas las concentraciones evaluadas (6,0-564 uM). No
se identificaron diferencias estadisticamente significativas a las concentraciones evaluadas de
Suramina (15,6 — 500 uM) y Ribavirina (6,3 — 200 uM), con relacién al control de células VERO sin
compuesto. Por su parte, se presentaron diferencias estadisticamente significativas a concentraciones
superiores 0 iguales de 35,2 uM de Heparina (Datos no mostrados).

Ademas, se obtuvieron porcentajes de viabilidad de las células U937 y A549 superiores o iguales al
76,0 % en presencia de los cuatro compuestos isoprenoides (durante 48 horas) a concentracion de
7,3 UM para Lupeol y Friedelina, y de 7,6 uM para Alfa-Espinasterol y Estigmasterol (tabla 2). Se
identificaron diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de viabilidad de U937 y
A549 en presencia de todos los isoprenoides respecto al control de células sin compuesto. Por otro
lado, la viabilidad de células U937 y A549 fue superior al 87,0 % en presencia de los controles
Suramina (250 uM), Ribavirina (200 uM), y Heparina (20 uM) (tabla 2).

8.2. Resultados de las evaluaciones In Vitro

8.2.1. Resultados de la estrategia de tamizaje antiviral. Al evaluar el efecto antiviral de los cuatro
isoprenoides mediante un tamizaje antiviral durante 48 h en células VERO, se identifico el potencial
antiviral del Alfa-Espinasterol contra DENV-2/NG (porcentajes de infeccion del 40,9 %), con diferencia
estadisticamente significativa (p <0,05, t Student), respecto al sobrenadante de células infectadas sin
tratamiento (figura 4). Ademas, se obtuvieron porcentajes de infeccidn del nimero de particulas virales
infecciosas de DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col del 104,6 %, 852 % y 90,3 %,
respectivamente, mediante el tratamiento con Alfa-Espinasterol. El Lupeol provoco porcentaje de
infeccion del nimero de particulas virales infecciosas del 121,1 %, 133,2 %, 99,4 % y 107,4 % para
DENV-2/NG, DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col, respectivamente, con relacion al control de
sobrenadante de células infectadas sin tratamiento. Ademas, mediante el tratamiento con
Estigmasterol se obtuvieron porcentajes de infeccion del 83,5 % y 92,9 % para DENV-2/NG y DENV-
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2/16681, respectivamente, y del 181,6 % y 85,6 % para CHIKV/ACol y ZIKV/Col, respectivamente. El
tamizaje antiviral con Friedelina provocé un 162,8 %, 92,9 %, 99,9 %y 111,0 % de infeccion de DENV-
2ING, DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col, respectivamente, respecto al control de
sobrenadantes de células infectadas sin tratamiento (figura 4).

El tratamiento con Suramina (control positivo) provoc6é porcentajes de infeccion del nimero de
particulas virales infecciosas del 13,3 %, 10,3 %, 0,0 % y 0,0 %, para DENV-2/NG, DENV-2/16681,
CHIKV/ACol y ZIKV/Col, respectivamente, con diferencias estadisticamente significativas, respecto al
sobrenadante de células infectadas sin tratamiento (p <0,05, t Student) (Figura 4).

8.2.2. Resultados de la estrategia PRE- tratamiento. Al evaluar el potencial antiviral del Alfa-
Espinasterol mediante la estrategia de PRE- tratamiento en células VERO, se obtuvieron porcentajes
de infeccion del numero de particulas virales infecciosas del 108,1 %, 146,6 % y 63,5 % para DENV-
2ING, DENV-2/16681 y CHIKV/ACol, respectivamente, y se demostrd el potencial antiviral de este
compuesto contra ZIKV/Col (porcentaje de infeccion del 44,8 %, p <0,05, t Student), respecto al control
de sobrenadantes de células infectadas sin tratamiento (figura 5). Para Lupeol, se obtuvieron
porcentajes de infeccion del 87,2 % y 225,2 % para DENV-2/NG y DENV-2/16681, respectivamente,
y se identifico el potencial antiviral de este compuesto contra CHIKV/ACol y ZIKV/Col (porcentajes de
infeccion del 32,7 %y 30,7 %, respectivamente, respecto al control de sobrenadantes de células VERO
infectadas sin tratamiento, p <0,05, t Student). Mediante el tratamiento con Estigmasterol, se
obtuvieron porcentajes de infeccion del nimero de particulas virales infecciosas del 145,4 %y 121,7
% para DENV-2/NG y DENV-2/16681, respectivamente, y se identific el efecto antiviral contra
CHIKV/ACol y ZIKV/Col (porcentajes de infeccion del 12,8 % y 39,3 % para CHIKV/ACol y ZIKV/Col,
respectivamente, con relacién al control de sobrenadantes de células infectadas sin tratamiento, p
<0,05, t Student). Se obtuvieron porcentajes de infeccion del 97,3 %, 94,4 %, 101,0 % y 141,8 %, para
DENV-2/NG, DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col, respectivamente, mediante el tratamiento con
Friedelina (figura 5). La Heparina (control positivo) provoco un efecto antiviral contra DENV-2/NG y
DENV-2/16681 (porcentajes de infeccion del 41,2 % y 69,6 %, respectivamente, p<0.05, t Student),
respecto al control de sobrenadantes de células VERO infectadas sin tratamiento (figura 5). Para la
Suramina (control positivo) se obtuvieron porcentajes de infeccién del numero de particulas virales
infecciosas de CHIKV/ACol y ZIKV/Col del 19,4 %y 6,1 %, respectivamente (p<0.05, t Student) (figura
5).

Dado el efecto antiviral del Lupeol y Estigmasterol en la formacion de particulas virales infecciosas de
CHIKV/ACol, y del Alfa-Espinasterol, Lupeol y Estigmasterol contra ZIKV/Col en células VERO, se
evaluo el potencial antiviral de estos isoprenoides contra ambos virus, en las lineas celulares humanas
U937 y A549, demostrando el potencial antiviral del Lupeol y Estigmasterol contra CHIKV/ACol en la
linea celular U937 (Porcentajes de infeccion del 52,9 % y 44,2 %, respectivamente, p<0.05, t Student).
Por otra parte, se evidencié un aumento en los porcentajes de infeccidon de particulas virales
infecciosas de CHIKV/ACol obtenidos mediante la estrategia de PRE- tratamiento en células A549
(porcentajes de infeccion del 357,4 % y 2351,9 %, para Lupeol y Estigmasterol, respectivamente) con
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05, t Student) respecto al control de sobrenadantes de
células infectadas sin tratamiento (figura 6 A). La Suramina (control positivo) provocd un porcentaje
de infecciéon del nimero de particulas virales infecciosas del 29,0 % (p<0.05, t Student) para
CHIKV/ACol en la linea celular U937, y Heparina provocé un porcentaje de infeccion de CHIKV/ACol
del 6,9 % en las células A549, con diferencias estadisticamente significativas respecto al control de
sobrenadante de células infectadas sin tratamiento (p<0.05, t Student) (figura 6 A).
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Para el caso de ZIKV/Col, se identifico el potencial antiviral del Alfa-Espinasterol y Estigmasterol contra
ZIKV/Col en la linea celular U937, obteniendo porcentajes de infeccién del niumero de particula viral
infecciosa de ZIKV/Col del 42,9 % y 50,9 % para el tratamiento con Alfa-Espinasterol y Estigmasterol,
respectivamente, con diferencia estadisticamente significativa respecto al control de sobrenadante de
células U937 infectadas sin tratamiento (p<0.05, t Student); mientras que para Lupeol se obtuvo un
porcentaje de infeccion de ZIKV/Col del 75,4 % en esta linea celular (figura 6 B). En las células A549,
se obtuvieron porcentajes de infeccion de ZIKV/Col del 88,6 % para Alfa-Espinasterol, 117,3 % para
Lupeol y 138,9 % para Estigmasterol, respecto al control de sobrenadantes de células A549 infectadas
sin tratamiento (figura 6 B). Suramina (control positivo) provoco porcentajes de infeccion de ZIKV/Col
del 0,0 % para las lineas células U937 y A549, con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05,
t Student), respecto al control de sobrenadante de las células infectadas sin tratamiento (figura 6 B).

8.2.3. Resultados de la estrategia TRANS-tratamiento. Al evaluar el posible efecto virucida de los
cuatro isoprenoides contra CHIKV/ACol en la linea celular VERO, mediante la estrategia de TRANS-
tratamiento, se identifico el potencial antiviral del Alfa-Espinasterol contra DENV-2/NG y DENV-
2/16681 (porcentajes de infeccion del 65,6 % para DENV-2/NG y 44,1 % para DENV-2/16681, p<0.05,
t Student). Ademas, mediante el tratamiento con Alfa-Espinasterol se obtuvieron porcentajes de
infeccion del 96,2 % para CHIKV/ACol y del 116,9 % para ZIKV/Col, con relacién al control de
sobrenadante de células infectadas sin tratamiento. Lupeol provocd un efecto antiviral contra DENV-
2/ING, DENV-2/16681 y CHIKV/ACol (porcentajes de infeccién del 43,0 %, 54,2 % y 11,7 %,
respectivamente, p<0.05, t Student), respecto al control de sobrenadantes de células VERO infectadas
sin tratamiento; y este compuesto provoco un porcentaje de infeccion del nimero de particulas virales
infecciosas de ZIKV/Col del 101,4 %, con relacion al control de sobrenadante de células infectadas sin
tratamiento (figura 7).

Mediante el TRANS-tratamiento con Estigmasterol, se identificd el potencial antiviral de este
isoprenoide contra DENV-2/16681 (porcentaje de infeccidn del 50,2 %, p<0.05, t Student); pero no
contra DENV-2/NG, CHIKV/ACol y ZIKV/Col (porcentajes de infeccion del 68,4 %, 93,7 % y 78,7 %,
respectivamente), respecto al control de infeccion sin tratamiento. Se identificé el potencial antiviral de
Friedelina contra DENV-2/NG y CHIKV/ACol (porcentajes de infeccidén del 62,4 % y 15,7 %,
respectivamente, p<0.05, t Student) pero no contra DENV-2/16681 y ZIKV/Col (porcentajes de
infeccion del 111,1 % y 285,6 %, respectivamente), respecto al control de sobrenadantes de células
VERO infectadas sin tratamiento (figura 7). Suramina (control positivo) provocd porcentajes de
infeccion del numero de particulas virales infecciosas del 34,6 %, 52,5 %, 10,7 %y 2,4 % para DENV-
2ING, DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col, respectivamente, con diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05, t Student) respecto al control de sobrenadantes de células infectadas sin
tratamiento (figura 7).

8.2.4. Resultados de la estrategia POST-tratamiento. Al evaluar la actividad antiviral de los cuatro
isoprenoides contra infeccion por DENV-2/NG, DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col, mediante la
estrategia de POST-tratamiento en la linea celular VERO, ninguno de los compuestos isoprenoides
demostré potencial antiviral contra DENV-2/NG, DENV-2/16681 y ZIKV/Col (figura 8). Mediante el
tratamiento con Alfa-Espinasterol, se obtuvieron porcentajes de infeccion del nimero de particulas
virales infecciosas de DENV-2/NG del 110,9 %, para DENV-2/16681 del 254,0 % (p<0.05, t Student),
y para CHIKV/ACol y ZIKV/Col del 38,2 % y 82,3 %, respectivamente, respecto al control de
sobrenadante de células VERO infectadas sin tratamiento. Para el Lupeol, los porcentajes de infeccidn
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fueron del 110,2 % para DENV-2/NG, del 237,0 % para DENV-2/16681 (p<0,05, t Student) y del 141,5
% para ZIKV/Col, mientras que para CHIKV/ACol, se identifico el potencial antiviral del Lupeol
(porcentaje de infeccion del 0,8 %), con diferencias estadisticamente significativa (p<0.05, t Student)
respecto al control de células VERO infectadas sin tratamiento (figura 8). Se obtuvieron porcentajes
de infeccion del numero de particulas virales infecciosas del 82,7 % para DENV-2/NG, del 226,9 %
para DENV-2/16681 (p<0,05, t Student), del 118,4 % para CHIKV/ACol y del 86,3 %, mediante el
tratamiento con Estigmasterol. Para el caso de Friedelina, se obtuvieron porcentajes de infeccion del
numero de particulas virales infecciosas del 312,7 % y 168,4 % para DENV-2/NG y DENV-2/16681,
respectivamente, con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05, t Student), respecto al
control de sobrenadantes de células infectadas sin tratamiento, y para CHIKV/ACol y ZIKV/Col, se
obtuvieron porcentajes de infeccion del 93,5 % y 108,0 %, respectivamente, mediante el tratamiento
con este isoprenoide (figura 8). Ribavirina (control positivo) provocéd porcentajes de infeccion del
numero de particulas virales infecciosas de DENV-2/NG, DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col del
35,7 %, 20,8 %, 2,0 % y 0,0 %, respectivamente, con diferencias estadisticamente significativas
respecto al control de células VERO infectadas sin tratamiento (p<0.05, t Student) (figura 8).

Debido a que se identifico el potencial antiviral del Lupeol para disminuir el nimero de particulas virales
infecciosas de CHIKV/ACol en células VERO (porcentaje de infeccidn del 0,8 %, p<0.05, t Student),
se evalug la actividad antiviral de este isoprenoide mediante la estrategia de POST-tratamiento en las
lineas celulares U937 y A549. Se obtuvo un porcentaje de infeccidn del nimero de particulas virales
infecciosas de CHIKV/ACol en U937 del 81,0 %, respecto al control de sobrenadantes de células U937
infectadas sin tratamiento. En la linea celular A549, se identificé el potencial antiviral del Lupeol contra
CHIKV/ACol (porcentaje de infeccion del 37,1 %, p<0.05, t Student) con relacion al control de
sobrenadantes de células infectadas sin tratamiento (figura 9). Ribavirina (control positivo) provocé un
efecto antiviral contra CHIKV/ACol en la linea celular A549 (porcentaje de infeccién del nimero de
particulas virales infecciosas del 3,2 %, p<0.05, t Student); mientras que para el tratamiento con
Suramina (control positivo), se obtuvieron porcentajes de infeccion del 0,0 % para CHIKV/ACol en la
linea celular U937, con diferencias estadisticamente significativas para ambos controles positivos
(p<0.05, t Student) respecto al control de sobrenadantes de células infectadas sin tratamiento (figura
9).

8.2.5. Resultados de la cuantificacion del RNA viral en monocapas tratadas con Lupeol. Dado
que en las lineas celulares VERO y A549 el Lupeol provocé una disminucion del nimero de particulas
virales infecciosas de CHIKV/ACol, mediante la estrategia de POST-tratamiento, se cuantifico el RNA
de CHIKV/ACol presente en las monocapas de VERO y A549 tratadas con Lupeol durante 48 h,
evidenciando acumulacion intracelular del RNA viral (175,4 % de infeccion), en la linea celular VERO,
y una disminucion del nimero de copias genémicas de CHIKV/ACol en la linea celular A549
(porcentaje de infeccion del 41,8 %), con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05, t Student)
respecto a monocapas infectadas con CHIKV/ACol sin tratamiento. La Ribavirina (control positivo)
provocd una disminucién del nimero de copias genémicas de CHIKV/ACol en las lineas celulares
VERO y A549 (Porcentajes de infeccion del 2,0 % y 48,2 %, respectivamente, p<0.05, t Student), con
diferencias estadisticamente significativas respecto al control de células infectadas sin tratamiento
(figura 10).

8.2.6. Resultados de la cuantificacion de proteina viral en monocapas tratadas con Lupeol. Se
evalud si el mecanismo antiviral del Lupeol fue la inhibicion de la sintesis de proteinas virales mediante
el ensayo de CELL-ELISA en VERO y A549, identificando que Lupeol no afectd la sintesis de proteina
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E de CHIKV en las lineas celulares VERO y A549 (porcentajes de infeccion del 110,6 % y 81,7 %,
respectivamente, respecto a la cuantificacion obtenida en células infectadas con CHIKV que no
recibieron tratamiento con Lupeol). Suramina (control positivo) demostrd potencial antiviral sobre la
sintesis de proteina E de CHIKV en células VERO y A549 (porcentajes de infeccion del 20,3 % y 26,9
%, respectivamente, p<0.05, t Student) y, para la Ribavirina (control positivo) se obtuvieron porcentajes
de infeccion del 24,0 % en VERO y del 30,8 % en A549 con diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05, t Student), respecto al control de células infectadas sin tratamiento (figura 11).

8.3. Resultados de las evaluaciones in silico

8.3.1 Interaccion por docking molecular entre los isoprenoides y las proteinas estructurales de
DENV, CHIKV y ZIKV. La interaccion de la proteina E de DENV (PDB: 3UZV) arrojo energias libres
de union de -5.9 Kcal/mol para Alfa-Espinasterol, mediante la formacién de interacciones hidrofébicas
con los residuos Met301, lle335, Pro336, Phe337, Glu338, lle379, Val382 y GIn386 de la proteina viral.
Lupeol interactué con una afinidad de unién de -6.8 Kcal/mol, formando interacciones hidrofébicas con
los residuos Met301, Lys334, lle335, Pro336, Phe337, Glu338, Leu351y lle379 presentes en el bolsillo
de la proteina E de DENV elegido para evaluar la interaccion. La energia libre de union obtenida entre
E de DENV y Estigmasterol fue de -6.0 Kcal/mol mediante la formacion de dos puentes de Hidrégeno
con GIn386 (distancias de 2.96 y 3.07 A) e interacciones hidrofébicas con Met301, Pro336, Phe337,
Glu338, Met340, Leu351, Val354, 1le379, Gly381, Val382, GIn386. Finalmente, Friedelina interactud
con E de DENV con una afinidad de union de -6.7 Kcal/mol y formé interacciones hidrofobicas con
lle379, Glu338, Met340, Pro336, Phe337, Met301, Leu351 de la proteina viral (tabla 1 y figura 12).

La mejor conformacion de acoplamiento de la proteina E2 de CHIKV (PDB: 3N44) con Alfa-
Espinasterol, Lupeol, Estigmasterol y Friedelina gener6 energias de union de -6.8, -8.0, -6.6 y -8.2
Kcal/mol, respectivamente, mediante interacciones hidrofébicas. Alfa-Espinasterol formé interacciones
hidrofobicas con los residuos Arg13, Tyr15, Leu16, His29, Asn 72, Pro172, Pro173, Thr175, Pro176,
Asp177, Arg178 y GIn236, Lupeol interactué con los residuos Arg13, Leu16, His29, Asn72, His73,
Pro173, Thr175, Pro176, Val242 y Pro243, Estigmasterol interactud con los residuos Leu16, His29,
Asn72, His73, Thr175, Pro176, GIn236 y Val242; mientras que, Friedelina interactud con los residuos
Arg13, Tyr15, Leu16, His29, Pro173, Thr175, Pro176, GIn236, Val242 y Pro243 de la proteina E de
CHIKV (figura 13).

Adicionalmente, para la interacciéon de la proteina E de ZIKV (PDB: 5JHM) con los compuestos
isoprenoides se obtuvieron energias de union de -5.3 Kcal/mol para Alfa — Espinasterol, -5.6 Kcal/mol
para Lupeol, -6.1 Kcal/mol para Estigmasterol y de -6.5 Kcal/mol para Friedelina (tabla 1). Alfa-
Espinasterol interactud con los residuos lle4, Lys316, lle317, Ala319, Thr327 y Met375 (figura 14).
Lupeol (-5.6 Kcal/mol) formé un puente de Hidrégeno con el residuo lle1 de la proteina E de ZIKV
(distancia 3.11 A) e interacciones hidrofébicas con lle4, Gly5, Lys316 y Ala319 (figura 14).
Estigmasterol form¢ interacciones hidrofébicas con los residuos lle1, Val143, Gly145, Ser146, Asn163,
Phe183, Ly301, Val364, Thr366, Lys373, Met374, Met375 y no formé6 puentes de Hidrdgeno con la
proteina E de ZIKV (figura 14), y Friedelina formé interacciones hidrofébicas con los residuos

lle1, Cys3, lled, Gly5, Val6, Lys316, Ala319, Thr327 y Met375 (figura 14).

Se obtuvieron energias libres de unién favorables entre el complejo de Suramina con las proteinas E
de CHIKV (-8.0 Kcal/mol), ZIKV (-8.8 Kcal/mol) y DENV (-7.8 Kcal/mol), con presencia de uno o0 mas
puentes de Hidrdgeno e interacciones hidrofobicas (tabla 1y figuras 12,13 y 14).
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8.3.2 Interaccion por docking molecular entre los isoprenoides y las proteinas no estructurales
de DENV, CHIKV y ZIKV. Las energias libres de union para la NS5 de DENV (PDB: 2J7U) y los
isoprenoides fueron del -7.9 y -8.5 kcal/mol, para Alfa-Espinasterol y Lupeol, respectivamente (tabla
2). Alfa-Espinasterol formd tres puentes de Hidrogeno, uno con el residuo Ser661 (distancia de 3.04
A), y dos con el residuo Asp663 (distancias de 3.27 y 2.86 A) e interacciones hidrofobicas con residuos
Trpd77, Argd81, Gly601, GIn602, Val603, Thr605, Tyr606, Asn609, Ser661, Gly662, Asp663 e lle797
(figura 15). Lupeol formé un puente de Hidrégeno con Thr794 (distancia 3.22 A) e interacciones
hidrofébicas con los residuos Thr605, Tyr606, Asn609, Ser661, Asp663, Gly662, Ser710, Ser796,
lle797 (figura 15). Por otro lado, la energia de union de NS5 de DENV (PDB: 2J7U) con Estigmasterol
y Friedelina fue de -8.1y -9.6 Kcal/ mol, respectivamente (tabla 2). Estigmasterol formé tres puentes
de Hidrégeno con los residuos Gly601, Argd81 y Trp477 (distancias de 2.91, 2.80 y 2.77 A,
respectivamente), e interacciones hidrofébicas con residuos Phe354, Val358, Trp477, Arg481, Gly536,
Thr539, Val577, Arg598, Gly599, Ser600 y Gly601; mientras que, Friedelina formé interacciones
hidrofébicas con los residuos Lys401, Val402, Asn 405, Ala421, Trpd74, Trpd77, Leud78, Phe485,
Asn492 y Val603 (figura 15).

Para la proteina NSP2 de CHIKV (PDB: 3TRK) se obtuvieron energias libres de union del -7.1, -7.2, -
7.4y -7.8 Kcal/mol con Alfa-Espinasterol, Lupeol, Estigmasterol y Friedelina, respectivamente (tabla
2). Alfa-Espinasterol formé interacciones hidrofobicas con los residuos Ser1048, Glu1050, Val 1051,
Val1077, Tyr1079, Trp1084, Gly1089, Gly1090, GIn1241, Thr1268, Arg1271 y Val1275 de NSp2 de
CHIKV (figura 16). Lupeol formé interacciones hidrofébicas con Ser1048, Tyr1078, Tyr1079, Trp1084,
Gly1089, Gly1090, Lys1091, GIn1241 y Met1242 de NSP2 de CHIKV. Estigmasterol formé un puente
de Hidrégeno con el residuo Tyr1079 (distancia 3.21 A) e interacciones hidrofébicas con residuos
Ser1048, Glu1050, Val1077, Tyr1078, Tyr1079, Trp1084, Gly1089, Gly1090, Lys 1091, GIn1241 y
Met1242 de NSP2 de CHIKV (figura 16). Friedelina formd interacciones hidrofobicas con los
aminoacidos Ser1048, Val1077, Tyr1079, Trp1084, Gly1089, Gly1090, Lys1091 y Met1242 y no formé
puentes de Hidrégeno con NSP2 de CHIKV (tabla 2 y figura 16).

Finalmente, la proteina NS5 de ZIKV (PDB: 5U04) interactu6 con energias libre de union favorables
con Alfa-Espinasterol (-6.4 Kcal/mol), Lupeol (-8.1 kcal/mol), Estigmasterol (-6.6 Kcal/mol) y Friedelina
(-8.0 Kcal/mol) (tabla 2). Alfa-Espinasterol formo interacciones hidrofébicas con los residuos Val606,
Thr608, Asn612, Tyr609, Trp797 e lle799. Lupeol interactud con esta proteina mediante la formacién
de tres puentes de Hidrégeno con los residuos Asp665, Asp666 y Ser663 (distancias de 2.80, 2.78 y
2.78 A, respectivamente) e interacciones hidrofébicas con residuos Val606, Asn612, Ser663, Gly664,
Asp665, Asp666, Trp797 e 11e799 de NS5 (figura 17). Estigmasterol interactud con NS5 de ZIKV
mediante la formacidn de dos puentes de Hidrégeno con los residuos Asp666 y Asp665 (distancia 3.18
y 3.22 A, respectivamente) e interacciones hidrofébicas con los residuos Val606, Tyr609, Gly664,
Asp665, Trp797 e lle799. Friedelina formd interacciones hidrofébicas con los residuos lle543, Glu551,
Thr573, Tyr574, Ans576, Thr608 y Asn612 (figura 17).

Las energias libres de union de la Ribavirina (control positivo) fueron de -6.0, -6.1y -5.9 Kcal/mol con
las proteinas NSP2 de CHIKV (PDB: 3TRK), NS5 de DENV (PDB: 2J7U) y NS5 de ZIKV (PDB: 5U04),
respectivamente. La formacion de enlaces intermoleculares tipo puentes de Hidrégeno e interacciones
hidrofébicas se encuentran en la tabla 2 y figuras 15, 16y 17.

8.3.3. Resultados obtenidos de la simulacion por dinamica molecular. Las simulaciones por
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dindmica molecular fueron usadas para evaluar la estabilidad en el tiempo de uno de los isoprenoides
con mayor afinidad de union con la proteina E de DENV obtenida por docking molecular (Lupeol, -6.8
Kcal/mol, tabla 3) y con potencial virucida in vitro contra DENV-2 (porcentaje de infeccion del 43,0 %
y 54,2 %, contra DENV-2/NG y DENV-2/16681, respectivamente, p<0.05, t Student) (figura 7). La
figura 18 representa la desviacion de la media cuadratica (RMSD) correspondiente a la distancia entre
los Carbonos Alfa del sistema (A) en funcion del tiempo de simulacién en picosegundos (ps). Durante
los primeros 2000 ps de simulacion se evidencié una fluctuacion entre 0,7 y 2,5 A en el valor RMSD,

pero luego el complejo fue estable durante 6,5 ns de simulacién.

8.4. Resultados de la secuenciacion del gen de envoltura de las cepas DENV-2/NG y DENV-
2/16681. Con base en las diferencias encontradas in vitro en el potencial virucida de los isoprenoides
contra las cepas DENV-2/NG y DENV-2/16681 (Figura 7), se secuencié el gen que codifica para la
proteina de Envoltura de ambas cepas usadas en los ensayos antivirales, con el objetivo de identificar
diferencias relacionadas con el mecanismo antiviral diferencial de los isoprenoides. Se identificaron
las cepas DENV-2/NG y DENV-2/16681 usando la herramienta BLAST para nucleétidos. El porcentaje
de identidad de la cepa de DENV-2/NG que se envi6 a secuenciar con la cepa de referencia Nueva
Guinea C (1944) (ID de secuencia: AB609589.1) fue del 99,7 %, con una cobertura del 100,0 %. Por
otra parte, la cepa DENV-2/16681 correspondié con una identidad del 99,9 % y 100,0 % de cobertura,
con la cepa DENV-2/16681 aislada en Tailandia (1964) (ID de secuencia: NC_001474.2). La cepa
DENV-2/NG pertenece al genotipo Asia Il y DENV-2/16681 al genotipo Asia |I. Sumado a lo anterior,
al realizar el alineamiento entre las cepas DENV-2/NG y DENV-2/16681 (1308 nucledtidos alineados),
se identificaron 43 cambios nucleotidicos (40 transiciones y 3 transversiones). Ademas, se tradujeron
las secuencias y se alinearon 435 amino&cidos, identificando 6 cambios nucleotidicos, de los cuales
dos cambios correspondieron a mutaciones sindnimas, y cuatro cambios correspondieron a
mutaciones no sinoénimas (tabla 4), con 3 cambios en la polaridad de los aminoacidos de la cepa
DENV-2/NG a DENV-2/16681 (S112G, 1124N y A454T), y un cambio en la carga de la cadena lateral
de los aminoacidos (K126E) (Posiciones dentro de la secuencia de aminoacidos de la proteina de
envoltura).

9. ANALISIS, DISCUSION E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En las Ultimas cinco décadas, ha surgido una epidemia a nivel mundial de enfermedades arbovirales,
dentro de las que se destacan el Dengue, Zika y Chikungunya. Lo anterior, evidencio la necesidad de
reevaluar las prioridades de investigacion e intervencion en salud publica, con el objetivo de identificar
determinantes sociales y ambientales, medidas de control vectorial, diagnostico oportuno, desarrollo
de vacunas y busqueda de antivirales especificos [226]. A pesar de los avances, no se cuenta a la
fecha con un tratamiento antiviral especifico disponible contra estos arbovirus [10-12].

En el presente trabajo se evalu el potencial antiviral de cuatro compuestos isoprenoides (Alfa-
Espinasterol, Lupeol, Estigmasterol y Friedelina) contra las infecciones por los virus DENV-2, CHIKV
y ZIKV; en etapas previas o posteriores a la entrada de los virus a la célula, y su posible efecto virucida;
en tres lineas celulares. Se eligio la linea celular VERO dado que son células altamente permisivas a
la infeccion por los tres virus, ademas de ser usadas para el estudio de la cinética de la infeccion [227,
228, perfil protedmico [229, 230], respuesta inmune [231, 232], produccion de candidatos de vacuna
[233], asi como para las evaluaciones antivirales [46, 211, 234, 233]. Los isoprenoides que
demostraron potencial antiviral en esta linea celular, mediante las estrategias de PRE- tratamiento y

39



POST-tratamiento, fueron evaluados posteriormente en las lineas celulares U937 (linfoma histiocitico
humano) y A549 (adenocarcinoma alveolar humano). Ambas son derivadas de tejido humano y
soportan la replicacion de DENV [229, 236], ZIKV [234, 237] y CHIKV [211, 238]. Adicionalmente, las
U937 son células usadas en estudios sobre respuesta inmune y patogenicidad [237, 239, 240].

En este trabajo se obtuvieron porcentajes de viabilidad dependientes de la concentracion de los
compuestos evaluados (figura 3). Con relacion a la toxicidad celular provocada por los isoprenoides,
Parvez et al. no obtuvieron citotoxicidad en células HepG2.2.15 (linea celular de hepatoblastoma
humano HepG2) en presencia del Lupeol y el B-Sitosterol, un fitoesterol estructuralmente similar al
Alfa- Espinasterol y Estigmasterol [241], a concentraciones de 2,5 a 50 pg/mL [192]. Ademas, y similar
a lo reportado por Gong et al. [242], en este trabajo se identificd que, a pesar de la similitud estructural
de los isoprenoides, la citotoxicidad puede diferir dependiendo del compuesto evaluado y la linea
celular seleccionada (tabla 3 y figura 3). En este sentido, a la maxima concentracion evaluada en
VERO, el compuesto que afecté en mayor porcentaje la viabilidad celular fue la Friedelina (figura 3) v,
al comparar la viabilidad de células VERO, U937 y A549 en presencia de la misma concentracion de
cada compuesto, las células U937 se ve mas afectadas que las demas lineas celulares (tabla 3 y figura
3).

Es importante precisar que, en el marco de este trabajo, un compuesto con potencial antiviral in vitro,
se podria definir como aquel con la capacidad de inhibir la formacidn de particulas virales infecciosas,
replicacion viral y/o la sintesis de proteinas de los virus DENV-2, CHIKV y/o ZIKV mediante al menos
una de las cuatro estrategias experimentales utilizadas (tamizaje antiviral, PRE-tratamiento, TRANS-
Tratamiento y POST-tratamiento), a una concentracion no toxica para las células, compuesto que en
este caso fue un isoprenoide. Estos antivirales pueden ser de accion directa (dirigidos a blancos
virales) o dirigidos al hospedero, actuando sobre factores celulares o rutas metabdlicas, necesarias
en el ciclo replicativo viral [69, 243].

Los isoprenoides son compuestos cuya actividad antiviral ha sido evaluada previamente [189] [190].
En este contexto, los compuestos Alfa-Espinasterol (Figura 2 A) y Estigmasterol (Figura 2 C) son
fitoesteroles, que difieren estructuralmente del colesterol en la cadena lateral, por la presencia de un
grupo etilo adicional y un doble enlace [244]. Ademas, el Alfa-Espinasterol difiere del Estigmasterol y
el colesterol en la posicion del doble enlace ubicado en el sistema de anillos tetraciclico [241, 244].
Lupeol (Figura 2 B) y Friedelina (Figura 2 D), por su parte, son triterpenoides pentaciclicos que
comparten con los fitoesteroles y el colesterol, el 2,3 — oxidoescualeno como ultimo intermediario
durante su sintesis [122]. Ademas, el Alfa — Espinasterol, Lupeol y Estgimasterol, al igual que el
colesterol, en su carbono 3 contienen un hidroxilo (figura 2 A, 2By 2 C) [241].

La similitud estructural de los cuatro isoprenoides con el colesterol se asocia con su actividad bioldgica.
Al respecto, se ha reportado la capacidad del Alfa-Espinasterol y Estigmasterol para modular algunas
propiedades de la membrana celular que regula el colesterol como la alteracion de la permeabilidad,
condensacion de acidos grasos de los fosfolipidos y formacion de balsas lipidicas, aunque con menor
eficiencia que el colesterol [241, 244-246]. Asimismo, se ha reportado el efecto hipolipidémico o
hipocolesterolémico del Estigmasterol, Friedelina y Lupeol en modelos animales [247-249]; sugiriendo
que el efecto hipocolesterolémico puede deberse a la competencia con el colesterol en el proceso de
absorcién intestinal [119, 250]. Ademas, se ha reportado que la similitud entre el Lupeol y el colesterol
podrian facilitar que el Lupeol atraviese la barrera cutanea y penetre a través del estrato cérneo [251].
De acuerdo con lo anterior, y con base en investigaciones previas que demuestran la importancia del
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colesterol dentro del ciclo replicativo de los flavivirus [252] y alfavirus [253], se sugiere que los
compuestos isoprenoides podrian ejercer un efecto antiviral contra los arbovirus evaluados, en las
etapas del ciclo replicativo en que se encuentra involucrado el colesterol, informacion que sera descrita
en los proximos apartados, para cada virus evaluado.

9.1 DENV

9.1.1 Actividad antiviral in vitro de los isoprenoides contra DENV. Se identifico el efecto antiviral
del Alfa-Espinasterol contra DENV-2/NG, mediante un tamizaje antiviral en células VERO (Figura 4).
El mecanismo antiviral de este compuesto contra DENV-2, podria estar relacionado con la importancia
del colesterol dentro del ciclo replicativo de los flavivirus [135, 252] [254]. Para ilustrar esta idea,
algunos receptores celulares como HSP70 y HSP90 (presentes en macréfagos y linea celular U937)
[45] o DC-SIGN (presente en células dendriticas) [255] residen en microdominios membranales ricos
en colesterol (balsas lipidicas), que actiian como plataforma para facilitar la entrada de DENV a las
células [256, 257]. Asimismo, las balsas lipidicas pueden estar involucradas en la formacion de
complejos de replicacion y procesamiento de poliproteinas, mediante la interaccion con las proteinas
NS1[258] y NS3 de DENV [259]. Por otra parte, se ha reportado la importancia del colesterol presente
en la envoltura de los flavivirus para la infectividad viral [135, 260, 261].

Ademas, se ha demostrado que en etapas iniciales y durante la replicacion de DENV, hay un
incremento del colesterol en las células infectadas debido al aumento de la expresion del receptor de
lipoproteina de baja densidad (LDLr), encargado de la captacién del colesterol extracelular, vy, al
aumento de la actividad enzimatica de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA
reductasa), involucrada en la sintesis de colesterol [47, 262, 263]. Por otro lado, durante el ensamblaje
de la nucleocapside de DENV, es necesaria la acumulacién de proteina C alrededor de gotas lipidicas
[47, 264].

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, los cuatro isoprenoides demostraron un
posible efecto virucida contra DENV-2 (Figura 7), siendo el primer estudio que demuestra potencial
antiviral del Alfa-Espinasterol y Friedelina. Para el caso de Lupeol, Silva et al. identificaron el potencial
de este compuesto para inhibir la infeccion por DENV-2 en células LLC-MK2, (IS = 13,07) [191]. Cabe
aclarar que, los compuestos con actividad virucida pueden interactuar o alterar fisicamente la particula
viral [265]; provocando, bien sea, la destruccion o inactivacion del virion, o interactuar con proteinas
virales, induciendo cambios conformacionales que afectan la adsorcion e internalizacion del virus
[266], o alterando la infectividad de la particula viral sin provocar cambios morfoldgicos aparentes
[265]. Teniendo en cuenta lo anterior y que, Carro et al. demostraron que la presencia de colesterol
en la envoltura viral de DENV es necesaria para la etapa de fusién [260, 261], y que, Lee et al.
identificaron que la etapa de fusién de DENV-2 podria verse afectada por el tratamiento con colesterol
exogeno durante la infeccion en células de neuroblastoma de raton N18, sugiriendo que la
intercalacién del colesterol exdgeno en la envoltura del viridn podria provocar una barrera energética
para la fusion de la envoltura viral y la membrana de la célula hospedera [135]; se sugiere como
mecanismo antiviral para los cuatro isoprenoides contra DENV-2, la competencia de los isoprenoides
con el colesterol presente en la envoltura viral, 0 una intercalacion de los isoprenoides junto con el
colesterol en la envoltura viral, lo que podria provocar un aumento en la rigidez de la particula viral y
por ende, afectar la capacidad infecciosa de DENV-2 [135, 262)].

El potencial antiviral del Estigmasterol y Friedelina fue dependiente de la cepa viral. En este contexto,
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Estigmasterol demostrd un efecto antiviral contra DENV-2/16681; y Friedelina contra DENV-2/NG
(Figura 7). Respecto a esto, clinicamente, la cepa DENV-2/NG se ha asociado con el desarrollo del
dengue [267]; mientras que DENV-2/16681, se ha relacionado con dengue grave [268]. Previamente
se ha sugerido que las diferencias genéticas entre las cepas de un mismo serotipo de DENV podrian
afectar la virulencia, atenuacion y potencial epidémico [23]. Ademas, estudios previos han demostrado
que la respuesta antiviral [101], susceptibilidad a la infeccion [269], perfil de expresion de proteinas
celulares [229, 270] y tasas de replicacion viral [271] pueden diferir segun la cepa de DENV infectante
y la linea celular utilizada [272].

Adicional a lo expuesto, se han reportado variaciones genéticas dentro de un mismo serotipo de DENV
[273]. A partir de los resultados de la secuenciacion del gen de envoltura de las cepas DENV-2/NG y
DENV-2/16681, se identifico que la cepa DENV-2/NG usada en este estudio pertenece al genotipo
Asia Il, mientras que la cepa DENV-2/16681 al genotipo Asia |. Con base en los resultados del
alineamiento, se identifico un 98,6 % de identidad entre las secuencias de aminoacidos de las cepas
DENV-2/NG y DENV-2/16681 y cuatro mutaciones no sinénimas, tres de ellas con cambios en la
polaridad de los aminoacidos (S112G, 1124N, y A454T), y un cambio en la carga del radical de los
aminoacidos (K126E) de DENV-2/NG respecto a DENV-2/16681 (tabla 4). Lo anterior, se correlaciona
con evidencia previa que demuestra que pocas sustituciones de aminoacidos pueden asociarse con
una mayor escala epidémica y gravedad de la enfermedad causada por los arbovirus [273].

Especificamente, se han identificado similitudes de secuencia de nucleétidos de 98,1 a 99,6% y de
aminodcidos de 99,4 a 99,9% en las cepas de DENV-2 circulantes en Tailandia [274]. También, se
han descrito cambios en la virulencia in vitro e in vivo provocadas por sustituciones de un solo
aminoacido en la proteina de envoltura de otros flavivirus como virus de la encefalitis japonesa (EJ) y
virus de encefalitis transmitida por garrapatas (TBE) [275]. Ademas, Hapuarachchige y colaboradores
identificaron seis sustituciones aminoacidicas en la proteina E de DENV-2 (aislado de muestras de
pacientes con Fiebre hemorragica por Dengue), distribuidas en los tres dominios de la proteina E, pero
ninguno afectd el dominio de fusion, epitopes de neutralizaciéon o motivos virulentos [276]. De acuerdo
con lo anterior, se hace necesario evaluar in silico los efectos estructurales y funcionales de dichos
cambios aminoacidicos en la proteina de envoltura de las cepas DENV-2/NG y DENV-2/16681, que
permitan establecer una relaciéon con la respuesta antiviral diferencial de los isoprenoides en los
ensayos in vitro entre ambas cepas.

Se ha reportado ademas que las cepas DENV-2/NG y DENV-2/16681 se diferencian en el mecanismo
de internalizacion. A pesar de que ambas cepas se transportan a endosomas tempranos de una
manera Rab5-dependiente, el transporte de DENV-2/16881 a endosomas tardios es dependiente
Rab7, mientras que DENV-2/NG, utiliza un mecanismo de transporte de clasificacién desconocida a
compartimentos de reciclaje perinuclear [277]. Esta diferencia podria estar relacionada con el
mecanismo antiviral diferencial del Estigmasterol contra DENV-2/16681 y de la Friedelina contra
DENV-2/NG. No obstante, mediante la estrategia de PRE- tratamiento y POST-tratamiento en células
VERO, ninguno de los isoprenoides inhibi6 DENV-2/NG y DENV-2/16681, lo que sugiere que el
mecanismo antiviral de estos compuestos contra ambas cepas no involucra factores de la célula
hospedera (figuras 5y 8).

Por otro lado, debido a que la Heparina y Suramina son glucosamiglucanos solubles que actuan como
antagonistas competitivos de unién con proteinas E de DENV en células VERO [206], se utilizaron
como controles de inhibicion para las evaluaciones in vitro. En este contexto, para la estrategia de
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PRE- tratamiento se us6 Heparina (figura 5), mientras que Suramina para la estrategia de TRANS-
tratamiento de DENV-2/NG y DENV-2/16681 (figuras 5y 7). Sumado a lo anterior, la Suramina inhibid
ambas cepas de DENV-2 mediante el tamizaje antiviral (figura 4), resultado que se correlaciona con
lo reportado por Basavannacharya et al. quienes identificaron que esta molécula, ademéas de
interactuar con la proteina E de DENV [223], puede afectar etapas posteriores a la entrada del virus a
la célula, mediante la inhibicion de la funcién helicasa de la NS3 de DENV, proteina necesaria para la
replicacion viral de este virus [201]. Por otro lado, la Ribavirina es un analogo de nucledsido que
interfiere con la replicacion y liberacién de particula viral infecciosa de DENV-2 en células VERO (CEso:
106.6 mg / L) [209], y de acuerdo con lo esperado, en este trabajo inhibi6 in vitro las cepas DENV-
2/ING y DENV-2/16681 en la estrategia de POST-tratamiento (figura 8).

9.1.2 Interacciones in silico de los compuestos isoprenoides con las proteinas de DENV. La
glicoproteina E, expuesta en la envoltura de DENV participa en la adhesion, internalizacién, fusion y
el ensamblaje de la particula viral, ademas, es el principal antigeno viral que induce la formacién de
anticuerpos neutralizantes y que, por tanto, confiere respuestas inmunitarias protectoras para el
hospedero [275]. Al evaluar in silico la interaccidn de los cuatro isoprenoides con el Dominio Il de la
proteina E de DENV-2 (dominio de interaccion con los receptores celulares) se obtuvo en todos los
casos, energias de union favorables, pero diferentes, a pesar de la similitud estructural de los
compuestos (tabla 1). Lo anterior podria ser explicado por las interacciones tipo puente de Hidrégeno
formadas por s6lo uno de ellos y las interacciones hidrofébicas con distintos aminoacidos de la
proteina viral para todos los compuestos (figura 12). Estas diferencias podrian sugerir una posible
explicacion ante las diferentes actividades virucidas evidenciadas contra DENV-2 (figura 7). En
concordancia con lo esperado, las interacciones principales fueron de tipo hidrofobico, dada la
estructura quimica de los compuestos tipo isoprenoide (figura 2) y el bolsillo de interaccién
seleccionado en la proteina viral (tabla 1). La naturaleza alifatica o aromatica de los aminoacidos
presentes en este bolsillo hidrofobico [278] favorecid que los cuatro compuestos tuvieran interaccion
con Met301, Pro336, Phe337 e lle379 (Figura 12). Los resultados obtenidos para los cuatro
isoprenoides se correlacionan con lo reportado por Chandrasekaran et.al. quienes obtuvieron una
energia de unién favorable con el Escualeno con la proteina E de DENV (-5.55 Kcal/mol), el cual es
un precursor de los triterpenos y esteroles [279].

En este trabajo, el Lupeol fue el isoprenoide con el cual se obtuvo la mejor energia de unién con la
proteina E de DENV (tabla 1). Lo anterior se podria relacionar con los resultados obtenidos in vitro, en
los que con este compuesto se obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion contra DENV-2 mediante la
estrategia TRANS-tratamiento contra la cepa DENV-2/NG, y que ademas demostro potencial virucida
contra DENV-2/16681 (figura 7). Por estos motivos, se eligié el complejo proteina E de DENV con el
Lupeol para evaluar la estabilidad de este por dinamica molecular. Esta herramienta complementa la
prediccion de la energia libre de union obtenida por docking molecular [280], puesto que incorpora
flexibilidad del receptor, el efecto de los solventes y permite evaluar la estabilidad y confiabilidad del
complejo formado a lo largo del tiempo [281]. Se identificd que el complejo formado por la proteina E
de DENVy el Lupeol cambi6 ligeramente en comparacion con la estructura inicial durante la simulacion
(figura 18), indicando la estabilidad del complejo en el tiempo y que la presencia de solventes no afecta
esta interaccion [282] , lo que podria sugerir que el Lupeol podria ser un potencial ligando de la proteina
E de DENV [281], y por ende, un antiviral promisorio contra este virus.

Se ha descrito previamente que el compuesto de origen natural Naringenina, mediante la metodologia
in silico, interactu6 con una energia de union favorable con la proteina E de DENV (-7.64 Kcal/mol)
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[141], y demostré in vitro un potencial virucida contra DENV-2 [133]. Con base en lo anterior, y en los
resultados obtenidos mediante docking y dinamica molecular, se podria sugerir como uno de los
posibles mecanismos antivirales de los cuatro isoprenoides evaluados en este trabajo, la interaccion
con el dominio Ill de la proteina E de DENV, lo que podria afectar el reconocimiento del receptor
presente en la superficie de las células hospederas, bloqueando la entrada viral y la capacidad
infecciosa de DENV-2 [283].

Por otra parte, la proteina no estructural NS5 de DENV tiene dos dominios (metiltransferasa y RdRp),
destacando la funcién polimerasa dado que es especifica para la replicacidn viral y carece de
contraparte enzimatica en las células de mamiferos [16]. A diferencia del dominio hidrofébico evaluado
en la proteina E, el sitio de union seleccionado para la proteina NS5 de DENV (dominio RdRp), tiene
aminoacidos polares como Arg279, Ser317, Glu509 e His512 (tabla 2). Dada la naturaleza de estos
aminoacidos, fueron formados puentes de Hidrégeno con tres de los isoprenoides (Alfa-Espinasterol,
Lupeol y Estigmasterol) (tabla 2 y figura 15). Se debe tener en cuenta que AutoDock Vina favorece un
mayor puntaje para los puentes de Hidrdégeno [284], y por tanto las energias de union obtenidas fueron
mayores que con la proteina E de DENV. Por su parte, la Friedelina, a pesar de no formar puentes
de hidrégeno tuvo la energia de unién mas alta, basada en las interacciones hidrofébicas (Tabla 2 y
Figura 15).

Contrario a lo analizado con la proteina E de DENV, las energias de union para los cuatro isoprenoides
con NS5 de DENV, a pesar de ser favorables, no se correlacionan con los resultados antivirales in
vitro, pero pudiera relacionarse con el aumento en la cuantificacion de particulas virales infecciosas
de este virus mediante la estrategia de POST-tratamiento (tabla 2 y figura 8).

En resumen, de acuerdo con los resultados in vitro e in silico obtenidos para DENV-2, se sugiere que
el mecanismo antiviral de los cuatro isoprenoides no involucra etapas posteriores a la entrada del virus
a la célula, y demuestra que, si bien las herramientas computacionales son utiles en la identificacion
de moléculas con actividad antiviral al predecir posibles interacciones ligando - receptor [285], se hace
necesario, posteriormente, realizar una verificacion experimental de su actividad bioldgica [286].

Cabe mencionar que la Suramina se us6 como control de la evaluacion in silico con la proteina E de
DENV, puesto que previamente se ha demostrado que tiene la capacidad de interactuar con esta
proteina viral [223]. Similar a lo reportado, en este trabajo se obtuvo una afinidad de unién favorable
entre la Suramina y la proteina E de DENV (Tabla 1 y figura 12). Por otra parte, la Ribavirina fue
elegida como control para evaluar la interaccion con la NS5, obteniéndose una energia de unién
favorable (tabla 2 y figura 15), puntaje que se correlaciona con lo reportado por Nncube et al, quienes
obtuvieron una afinidad de unién entre la Ribavirina y el dominio RdRp de NS5 de DENV de -5.0
Kcal/mol [16].

9.2 CHIKV

9.2.1 Actividad antiviral in vitro de isoprenoides contra CHIKV. Cambiando de modelo viral, en
este trabajo no se identifico potencial antiviral in vitro de los cuatro isoprenoides contra CHIKV/ACol,
mediante la estrategia de tamizaje antiviral (figura 4). En particular, el Alfa-Espinasterol no provoco un
efecto antiviral contra este virus mediante las estrategias utilizadas (figuras 4, 5, 7'y 8). En contraparte,
mediante la estrategia de PRE- tratamiento se demostro el efecto antiviral del Lupeol y el Estigmasterol
contra CHIKV/ACol en las células VERO y U937 (figuras 5y 6 A), lo que sugiere que la actividad
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antiviral contra este alfavirus podria estar dirigida a etapas iniciales del ciclo replicativo como adhesioén,
internalizacion, decapsidacion o fusion viral [46, 133]. De acuerdo con lo anterior, y que al igual que
para los flavivirus, el colesterol juega un papel importante en el ciclo replicativo de los alfavirus, incluido
CHIKV [253, 287], se ha descrito que alteraciones en el metabolismo del colesterol pueden afectar la
velocidad y la eficiencia de la produccion de viriones CHIKV en multiples etapas del ciclo replicativo
[288].

En este contexto, previamente se demostré que CHIKV requiere de la acidificacién del pH y la
presencia de colesterol en la membrana de las células HEK293T [253], lo que podria sugerir que la
interferencia en la sintesis o captacion de colesterol, podria provocar un bloqueo de la etapa de
internalizacion de CHIKV. Respecto a esto, se ha demostrado previamente que el Lupeol (1- 10 uM)
afecta la secrecion de triglicéridos y colesterol mediante la inhibicion de la expresion de genes
necesarios en la sintesis de lipidos como SREBP-1c (Sterol regulatory element-binding protein 1) y
SREBP-2, FAS (Fatty acid synthase), HMG-CoA sintasa-1 y FDFT (farnesyl-diphosphate
farnesyltransferase) [289]. Ademas, el Estigmasterol ha demostrado capacidad para interferir con la
biosintesis de colesterol en lineas celulares de origen humano [290], e inhibir in vivo la actividad de
HMGCR vy la absorcién de colesterol [291]. Todo anterior sugiere que uno de los mecanismos
antivirales de estos dos compuestos podria estar dirigido a la etapa de internalizacién viral.

Con relacion a la etapa de fusion, se ha reportado que el colesterol es necesario para la interaccion
hidrofébica de la proteina E1 de los alfavirus con la membrana de la célula hospedera [292], y que
para el caso de los alfavirus SFV (Semliki Forest virus) y SIN (Sindbis virus) esta dependencia no esta
relacionada con balsas lipidicas en las células BHK-21 [287]. Para CHIKV, se reportd que la
Imipramina, un compuesto que provocd la acumulacion de colesterol en endosomas tardios o
lisosomas, ejercié un efecto antiviral contra CHIKV mediante la inhibicién de las etapas de fusion y
replicacion en fibroblastos de la piel humana HFF1 [288]. A partir de lo anteriormente mencionado, y
con base en los resultados obtenidos para el Lupeol y Estigmasterol, se sugiere que estos compuestos
podrian estar afectando también la etapa de fusion de CHIKV, por disminucién de los niveles
intracelulares de colesterol, mediante la modulacién de la captacion y/o sintesis de este esterol.

Es preciso aclarar que, el efecto antiviral del Lupeol y Estigmasterol contra etapas tempranas del ciclo
replicativo de CHIKV, fue dependiente de linea celular (Figuras 5y 6 A), similar a lo reportado por
Franco et al. quienes identificaron que la efectividad de los antivirales contra este virus puede diferir
de acuerdo con el tipo de célula infectada [211]. En la linea celular U937, se obtuvo una actividad
antiviral de los dos isoprenoides contra CHIKV/ACol mediante la estrategia de PRE- tratamiento, pero
no en POST-tratamiento, en el caso del Lupeol (figuras 6 Ay 9). EI mecanismo antiviral sugerido contra
para estos dos compuestos en la linea celular humana U937, podria estar relacionado con el hecho
de que estas células son deficientes en una de las enzimas necesarias para la sintesis de colesterol
(3-ketosteroid reductase), por lo que requieren de la captacion de LDL para la sintesis de nuevas
membranas y proliferacion celular [293, 294]. Esta dependencia de captacion del colesterol exdgeno,
podria estar favoreciendo que el Lupeol y Estigmasterol afecten las etapas tempranas del ciclo
replicativo del CHIKV, esto debido al efecto modulador de los dos isoprenoides sobre la captacion del
colesterol [289, 291] y a la importancia de este Ultimo esterol en ciclo replicativo de los alfavirus descrita
[253][287]. No obstante, se hace necesario realizar estudios complementarios que permitan dilucidar
la etapa inicial del ciclo replicativo viral que esta siendo afectada.

Para el caso de la linea celular VERO, el efecto antiviral del Lupeol contra CHIKV/ACol mediante las
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estrategias de PRE- tratamiento y POST- tratamiento (figuras 5 y 8), podria ser explicado porque este
es un compuesto bioactivo, lo que le confiere la propiedad de ingresar a la célula y afectar etapas
tempranas y/o modificar rutas de sefializacion celular que interfieren con etapas posteriores del ciclo
replicativo del virus [295, 296]. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para esta linea celular, la
importancia del colesterol previamente descrita tanto para los alfavirus [253] [287] como para las lineas
celulares de origen mamifero [297] y la capacidad del Lupeol para inhibir la sintesis de colesterol [289],
se sugiere que el mecanismo antiviral del Lupeol contra CHIKV en las células VERO podria estar
afectando de manera simultanea varias etapas del ciclo replicativo de CHIKV en las que participa el
colesterol, como las descritas anteriormente. Adicional a lo expuesto, algunos de los mecanismos
antivirales reportados para los triterpenoides pentaciclicos, grupo al que pertenece el Lupeol, contra
otros modelos virales como HIV, virus de la hepatitis C (HCV), virus de la Influenza, SARS-CoV
(Severe Acute Respiratory Sindrome - associated coronavirus) incluyen la inhibicion de la etapa de
adhesion y fusion, de la actividad proteasa, bloqueo en la etapa de maduracion, o mecanismos
antivirales simultaneos [298]. Ademas, la Lupenona y la B-amirona, dos triterpenoides con esqueleto
de Lupano, al igual que el Lupeol, han demostrado potencial antiviral contra CHIKV (CEso de 77 yM y
86 UM, respectivamente) en células VERO, mediante la adicién simultanea del virus y los compuestos
[153].

Por otra parte, se evidencié también un efecto antiviral del Lupeol dependiente de linea celular
mediante la estrategia de POST-tratamiento (figuras 8 y 9). Contrario a lo obtenido para la linea celular
U937, en las células A549 este compuesto demostré potencial antiviral contra CHIKV/ACol, mediante
la estrategia de POST-tratamiento, pero no mediante el PRE- tratamiento (figuras 6 A y 9). Estas
diferencias entre las lineas celulares humanas podrian estar relacionadas con lo reportado por
Gueddari et al., quienes evidenciaron que el bloqueo de la sintesis de colesterol enddgeno regula
positivamente el gen LDLr en células A549, de manera diferencial respecto a otras lineas celulares
(fibroblastos humanos) [299]. Ademas, y dado que se evidencidé un mecanismo antiviral en la linea
celular VERO y A549 dirigido a etapas posteriores a la entrada del CHIKV, se podria sugerir que a
pesar de que estas dos lineas celulares difieren de su origen (mamifero y humano, respectivamente),
ambas comparten una morfologia epitelial, lo que podria sugerir que estas lineas celulares comparten
rutas metabdlicas que afectan el ciclo replicativo de CHIKV [300, 301].

Dado que previamente se ha reportado que la disminucion de los niveles intracelulares de colesterol
pueden también afectar la replicacion del CHIKV en fibroblastos de la piel humana [288], y para ampliar
la comprensién del mecanismo antiviral del Lupeol contra etapas posteriores a la entrada, se evalu6
el efecto antiviral sobre la replicacion del CHIKV. Se evidencio que el Lupeol provocd acumulacion
intracelular del RNA de CHIKV/ACol en células VERO; mientras que en la linea celular A549, una
disminucion del nimero de copias gendmicas (Figura 10). Respecto a esto, Grace et al. demostraron
que las células A549 soportaron niveles de replicacion de CHIKV inferiores a los obtenidos para las
células VERO E6 y HelLa [302]. Sumado a lo anterior, en un estudio previo, se reportd que el
tratamiento con INF —a exdgeno en la linea celular A549 provocd un efecto antiviral mayor contra
CHIKV (CE50: 4.235 Ul / mL), respecto a las células VERO (CEso: 1344.6 Ul / mL). Ademas,
previamente se reportd que el compuesto ME3738 (223-methoxyolean-12-ene-33,24(43)-diol), un
derivado de saponina triterpenoide, inhibio la replicacién de HCV, un virus perteneciente a la familia
flaviviridae, que comparte la naturaleza gendémica de CHIKV (RNAss (+)), mediante la induccion de la
expresion génica de oligoadenilato sintetasa 1, incrementando el efecto del IFN-a, en las células de
origen humano HepG2 [303]. El mecanismo antiviral identificado para el compuesto ME3738 contra
HCV, podria estar relacionado con el efecto antiviral del Lupeol contra CHIKV, puesto que este
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isoprenoide podria estar provocando un incremento del efecto del INF tipo | en la linea celular humana
A549, afectando vias de la inmunidad innata durante la infeccidn viral, como la escision del RNAss
mediante la activacion de RNAsa L [304]; efecto que no puede ejercer en las células VERO, debido a
que estas células carecen de genes responsables de la sintesis de INF enddégeno [305], lo que podria
estar impidiendo una respuesta antiviral robusta contra la replicacion de CHIKV (como la evidenciada
en A549) [211].

Ademas, se evaluo el efecto antiviral contra la etapa de traduccién, obteniendo que el Lupeol no afecté
la traduccion de proteina E de CHIKV en VERO y A549 (Figura 11). En concordancia con lo anterior,
los triterpenoides pentaciclicos Lupeol, Betulina y Acido Betulinico demostraron previamente potencial
antiviral contra otro modelo viral (HSV-1) en células RC-37, afectando etapas tempranas del ciclo
replicativo, pero no la sintesis de proteinas virales [190]. Con base en estos resultados, se evidencia
la necesidad de evaluar el efecto antiviral del Lupeol sobre etapas posteriores a la traduccion, tales
como el ensamblaje, maduracion y liberacidn, con el objetivo de dilucidar con mayor claridad las
diferencias en el mecanismo antiviral diferencial contra CHIKV en las lineas celulares VERO y A549.

Con relacién a las etapas posteriores a la traduccion, se ha sugerido para otros alfavirus que el
colesterol presente en la membrana de la célula hospedera no provoca un efecto sobre la etapa de
ensamblaje ni la capacidad infecciosa del virus [306]. Ademas, se ha sugerido que los virus que
requieren de colesterol en la etapa de fusion, también lo requieren en la gemacion [307]. De acuerdo
con lo anterior, los resultados obtenidos para el Lupeol y la dependencia de colesterol para la fusion
del CHIKV, se sugiere como el bloqueo de la etapa de gemacion como un posible mecanismo antiviral
para este isoprenoide.

Adicionalmente, se ha identificado que para el virus Sindbis, el contenido de colesterol presente en la
envoltura viral podria estar afectando el proceso de plegamiento de las glicoproteinas virales,
alterando indirectamente la estabilidad estructural del virién [306]. En conexion con lo anterior, en este
trabajo se identificé el posible efecto virucida del Lupeol y la Friedelina contra CHIKV/ACol (figura 7).
Respecto a esto, se ha demostrado que la particula viral de los alfavirus tiene una mayor composicion
lipidica (30,0 %) que los flavivirus (composicion lipidica del 17,0 %) [308], caracteristica que podria
estar relacionada con el mecanismo de accidn de los isoprenoides. Especificamente, se ha reportado
para el MAYV (virus Mayaro) el contenido lipidico presente en la envoltura viral de virus producidos en
células de mamifero es necesario para el mantenimiento de las glicoproteinas virales en
conformaciones funcionales o para proporcionar una estructura rigida que proteja la nucleocapside
del virién del medio extracelular, por lo que el agotamiento del colesterol en la envoltura del alfavirus
podria afectar la composicion lipidica de la envoltura viral, o que conduce a una alteracién de la
estabilidad de la particula viral y una pérdida de la infectividad [309]. Basados en estos hallazgos, en
la similitud estructural de los isoprenoides con el colesterol, y en el mecanismo antiviral sugerido para
DENV, se podria sugerir como posibles mecanismos antivirales del Lupeol y la Friedelina contra
CHIKV, la competencia de los compuestos con el colesterol presente en la envoltura viral lo que podria
cambiar las propiedades de la envoltura viral y afectar su estabilidad, o en segundo lugar, la
intercalacion junto con el colesterol, incrementando de esta manera la rigidez de la particula viral vy,
por ende, la infectividad de CHIKV. Cabe mencionar que, el resultado obtenido para el Lupeol
mediante la estrategia de TRANS-tratamiento podria estar relacionado con el efecto antiviral
evidenciado mediante la estrategia de PRE- tratamiento (figura 5 y 6 A), sugiriendo que uno de los
mecanismos antivirales de este isoprenoide podria ser un bloqueo de la entrada del CHIKV a la célula,
en un efecto dependiente de la particula viral. Lo anterior respalda la hipétesis sugerida que el Lupeol
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podria afectar al menos dos etapas del ciclo replicativo del CHIKV de manera simultanea.

Ademas de la actividad antiviral, se ha descrito para el Lupeol multiples actividades biologicas [186],
destacando su efecto antiinflamatorio y antiartritico [310] [311]. Estas propiedades bioldgicas
adquieren gran relevancia dado que el compromiso articular es la principal manifestacion clinica de la
Fiebre por Chikungunya, que puede afectar por meses, e incluso afios, la calidad de vida de los
pacientes, por lo que el estudio de la actividad antiviral del Lupeol en etapas preclinicas y clinicas
contra CHIKV, para su posterior uso en pacientes infectados, podria no sélo provocar un efecto
antiviral, sino contribuir al manejo y control de los sintomas provocados por la enfermedad.

Por otro lado, Suramina, también conocido como Germanin o Bayer-205, estd autorizado en el
mercado para el tratamiento de la tripanosomiasis [312]. Este compuesto, se utilizd como control de
inhibicion de particula viral infecciosa de CHIKV; puesto que, previamente, inhibié in vitro la adsorcién
e internalizacion de CHIKV, liberacion de particula viral infecciosa [224] y la sintesis de RNA de CHIKV
[202]. Ademas, el tratamiento con Suramina redujo la carga viral, alivié la inflamacion del pie y lesiones
musculoesqueléticas en ratones infectados con CHIKV [313]. En concordancia con lo reportado, en
este trabajo se obtuvo inhibicién de CHIKV/ACol mediante el tratamiento con Suramina mediante las
estrategias PRE- tratamiento, TRANS-tratamiento y tamizaje antiviral en VERO, respectivamente
(figuras 4, 5, 6A), ademas de inhibir la sintesis de proteina E de CHIKV/ACol (figura 11). Por otra parte,
dado que se report6 previamente la actividad antiviral de Ribavirina contra CHIKV en VERO y A549
[211], este compuesto se usd como control de inhibicion de la replicacion viral de CHIKV/ACol,
obteniendo inhibicion tanto de RNA viral como particula viral infecciosa en ambas lineas celulares
(figuras 8,9 y 10).

9.2.2 Interacciones in silico de compuestos isoprenoides con proteinas de CHIKV. La
glicoproteina de envoltura (E2) de CHIKV participa en la etapa de adhesién viral [67], por lo que se
eligié para evaluar la posible interaccion del virus con los cuatro isoprenoides mediante docking
molecular, obteniéndose energias de union favorables para todos los compuestos evaluados (tabla 1).
En el bolsillo de unidn seleccionado para E2 de CHIKV hay mayor presencia de amino&cidos polares
(tabla 1), y a pesar de esto, por la naturaleza de los compuestos no hubo formacién de puentes de
Hidrégeno, pero si interacciones hidrofébicas (figura 13), lo que permite inferir que estas ultimas son
suficientes, por si solas, para permitir la interaccidn in silico de estos compuestos con la proteina E de
CHIKV.

En este contexto, las mejores energias de union obtenidas para la proteina E2 de CHIKV fueron con
Lupeol y Friedelina (tabla 1). Esto se podria relacionar con el posible efecto virucida de estos dos
isoprenoides contra CHIKV (figura 7). Lo anterior sugiere como un posible mecanismo antiviral para
estos dos compuestos la interaccidn con la proteina E2, lo cual podria bloquear la etapa de adhesion
de CHIKV.

Por otra parte, la Suramina fue seleccionada como control positivo de inhibicion contra la infeccion por
CHIKV, en la evaluacién in vitro su actividad antiviral contra CHIKV fue comprobada (Figura 7).
Asimismo, mediante herramientas bioinformaticas se ha identificado que esta molécula interactta con
el complejo de glicoproteina E1 (Dominio Il) y E2 de CHIKV (puntuacion més alta de Patchdock 9266)
[224], por lo que también fue usado como control en la evaluacion in silico (tabla 1). Al comparar los
puntajes obtenidos de la energia de unién de los dos isoprenoides con posible efecto virucida (Lupeol
y Friedelina) respecto al control Suramina, fueron similares (tabla 1), a pesar de que la Suramina formé
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un puente de Hidrogeno con la proteina E de CHIKV, mientras que el Lupeol y la Friedelina formaron
unicamente interacciones hidrofobicas en las que participaron aminoacidos de tipo no polar [278]
(figura 13). Esto se correlaciona con los resultados in vitro obtenidos en este trabajo, donde la actividad
de estos tres compuestos fue similar contra CHIKV (Figura 7).

Por otra parte, la proteina NSP2 de CHIKV cumple multiples funciones incluyendo la actividad
proteolitica, RNA helicasa, nucledsido trifosfatasa (NTPasa) y RNA dependiente de las actividades 5°
trifosfatasa (extremo N-terminal de la proteina) [69]. Especificamente, el dominio proteasa es
necesario para el procesamiento de las poliproteinas virales [69], por lo cual fue definido para evaluar
la afinidad de interaccién con los cuatro isoprenoides. Se obtuvieron energias de union favorables
(tabla 2), en las que se formaron interacciones hidrofébicas (figura 16).

Los resultados obtenidos in silico para Lupeol podrian estar relacionados con el potencial antiviral in
vitro identificado para este compuesto contra CHIKV en etapas posteriores a la entrada del virus a la
célula. Con relacion a lo anterior, un estudio previo evalu la afinidad de interaccion de la Hesperetina,
un flavonoide de origen natural, con la proteina NSP2 de CHIKV, obteniendo una energia libre de
union favorable (-6.9 Kcal/mol) [314], de manera consistente con el efecto antiviral in vitro de este
compuesto contra la replicacion intracelular de CHIKV en células VERO (CEsoe= 8500 pM) [315].
Teniendo en cuenta este reporte, ademas de los resultados obtenidos in vitro e in silico para Lupeol
contra CHIKV, se sugiere que uno de sus posibles mecanismos antivirales podria ser la interaccion
con el dominio proteasa de NSP2, afectando de esta manera el procesamiento de los polipéptidos
virales [316].

Por otro lado, y debido al efecto antiviral reportado para la Ribavirina contra CHIKV [211], se utilizo
como control en las evaluaciones in silico con la NSP2 de CHIKV, obteniéndose una energia de unién
favorable con esta proteina viral (tabla 2 y figura 16), resultado que se correlaciona con la actividad
antiviral evidenciada contra CHIKV mediante la estrategia de POST-tratamiento (figura 8).

9.3 ZIKV

9.3.1 Actividad antiviral in vitro de isoprenoides contra ZIKV. En este trabajo, Friedelina no
demostrd potencial antiviral contra ZIKV/Col mediante ninguna de las estrategias utilizadas (figuras 4,
5, 7 y 8). En contraparte, se evidencié el potencial antiviral del Alfa-Espinasterol, Lupeol y
Estigmasterol contra ZIKV/Col mediante la estrategia de PRE- tratamiento en células VERO (figura 5).
Con base en lo anterior, y basados en la hipotesis de que el mecanismo antiviral de los isoprenoides
contra los flavivirus podria estar relacionado con la modulacién de rutas metabodlicas en que se
encuentra involucrado el colesterol, previamente se demostrd que el tratamiento de células VERO con
inhibidores de la HMGCR, mediante un ensayo de tiempo de adicion del farmaco, provocd una
reduccion significativa en el numero de particulas virales infecciosas de ZIKV, dependiente del
momento de adicion de las estatinas [235]. En este sentido, se demostrd que el punto maximo de
inhibicién del ZIKV fue cuando las células se trataron con las estatinas entre cero (0) y 0,5 horas post-
infeccion (h.p.i), y su efecto antiviral fue disminuyendo de manera constante en los siguientes tiempos
de adicién de las estatinas (tratamiento a las 3, 12, 24 h.p.i), sugiriendo que el mecanismo antiviral
podria estar involucrando las primeras etapas del ciclo replicativo de ZIKV, y afectando parcialmente
la etapa de internalizacion [235]. Este hallazgo para las estatinas se correlaciona con los resultados
obtenidos para los isoprenoides evaluados, por el hecho de que el efecto antiviral del Alfa-Espinasterol,
Estigmasterol y Lupeol fue dependiente de la estrategia de tratamiento utilizada, afectando etapas
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iniciales del ciclo replicativo de ZIKV; pero sin evidenciarse potencial antiviral contra este virus
mediante las estrategias de tamizaje antiviral (figura 4), TRANS-tratamiento (figura 7), POST-
tratamiento (figura 8).

El efecto antiviral del Alfa-Espinasterol, Lupeol y Estigmasterol contra ZIKV podria estar relacionado
con la actividad antiviral del 25-Hidroxicolesterol (25HC), un producto de la oxidacion enzimatica del
colesterol que bloquea la replicacién viral [317]. En este contexto, el tratamiento con 25HC provocé la
inhibicion de ZIKV en células VERO mediante el tratamiento previo o posterior a la infeccion, siendo
el PRE - tratamiento, la estrategia con que provocd mayor inhibicién de ZIKV (Clso = 188), afectando
la internalizacion viral en BHK-21 (1'y 5 M) [317]. Ademas, se reporté que en hepatocitos primarios
humanos previamente tratados con 25HC (10-40 uM) se modul6 la expresion de LDLr y se inhibié la
replicacion del HCV, otro miembro de la familia Flaviviridae, sugiriendo que la modulacion de los LDLr
es necesaria en etapas iniciales del ciclo replicativo de los flavivirus [318]. En concordancia con lo
anterior, Soto et al. reportaron que el aumento en los niveles de colesterol en las primeras etapas de
otro flavivirus (DENV), se correlaciona con un aumento en la absorcion de particulas de LDL, por un
incremento del nimero de LDLr presente en la superficie de células Huh-7 y en la actividad de la
HMGCR [262]. Con relacion al Estigmasterol, se conoce que este compuesto afecta la biosintesis de
colesterol a través de la inhibicion de DHCR24 (3f-hydroxysterol A24-reductase) en las lineas
celulares Caco-2 (adenocarcinoma colorectal humano) y HL-60 (derivadas de leucemia promielocitica
aguda humanas) [290], mientras que en modelos animales afecto la sintesis hepatica de colesterol
por inhibicién de la actividad de HMGCR, redujo los niveles de colesterol plasmatico, inhibi6 la
absorcion intestinal del colesterol y suprimi¢ la sintesis de acidos biliares, con incorporacion plasmatica
y hepatica baja [291]. A partir de lo anteriormente mencionado, se sugiere que el Alfa-Espinasterol,
Estigmasterol y el Lupeol podrian estar modulando la expresion de LDLr o la actividad de la HMGCR,
provocando una disminucién en la absorcion y/o sintesis de colesterol y, en consecuencia, afectando
etapas como adhesion, internalizacion, fusion o decapsidacion de ZIKV.

Es importante aclarar que, aunque la importancia del colesterol ha sido poco evaluada en ZIKV, se ha
propuesto la participacion del colesterol en el ciclo replicativo de los flavivirus basados, principalmente,
en los estudios para otros modelos virales como DENV y virus del Nilo Occidental (WNV, West Nile
Virus) [252]. Respecto a las etapas iniciales del ciclo replicativo, Carro et al. demostraron que la
presencia de colesterol en la envoltura viral de DENV no es necesario para la adsorcion e
internalizacion viral, pero si para la etapa de fusién de la envoltura viral y la membrana endosomal
bloquean la liberacién de la nucleocapside al citoplasma [260, 261]. Para el caso de ZIKV, Rocker et
al. reportaron el potencial antiviral de CLRO1 contra ZIKV [319], una molécula que interactua con la
bicapa lipidica con alto contenido de colesterol y esfingomielinas presentes en la envoltura de virus
envueltos [320]. No obstante, en este trabajo, no se identificd potencial virucida de los cuatro
isoprenoides contra ZIKV (figura 7), lo que sugiere que mecanismo antiviral para Alfa-Espinasterol,
Estigmasterol y Lupeol esta dirigido a factores de la célula hospedera involucrados en la entrada de
ZIKV alas células, y no a la particula viral, afectandose probablemente una etapa diferente a la fusion,
tales como adhesion o internalizacion.

Con relacién a la importancia del colesterol en las etapas de adhesién e internalizacién, se reportd
para WNV, que el agotamiento de colesterol en la membrana plasmatica de células VERO, HelLa y
SK-N-MC (derivadas de neuroblastoma humano) afecto la internalizacion viral mediada por balsas
lipidicas (ricas en esfingolipidos y colesterol) [321]. Este mecanismo de entrada también ha sido
reportado para DENV en células de origen humano [256]; dado que la internalizacién viral puede diferir
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de acuerdo a la linea celular infectada [260-262]. En el caso de las células de mamiferos, Rodal et al.
reportaron que la concentracién de colesterol en la membrana plasmatica es esencial para la
endocitosis dependiente de clatrina [322], siendo este el mecanismo de internalizacion reportado hasta
la fecha para ZIKV [323], lo que podria sugerir que esta etapa esta siendo afectada por el tratamiento
con Alfa-Espinasterol, Estigmasterol y Lupeol. Sin embargo, es necesario evaluar el efecto antiviral de
estos compuestos sobre las etapas de adsorcion e internalizacion especificas, para poder aclarar el
mecanismo antiviral de ambos isoprenoides.

Por otra parte, y similar a lo obtenido para CHIKV/ACol, el efecto antiviral de los isoprenoides contra
ZIKV/Col fue dependiente de la linea celular, evidenciando que Alfa-Espinasterol y Estigmasterol
provocaron disminucién del nimero de particulas virales infecciosas de ZIKV/Col en la linea celular
U937, pero no en A549 (Figura 6 B). Esta respuesta antiviral dependiente de linea celular, ha sido
reportada previamente para ZIKV [324], y respalda la hipotesis sugerida de que el mecanismo antiviral
de estos isoprenoides podria estar dirigido a la modulacion de rutas metabdlicas celulares en las que
participa el colesterol. Especificamente, el Lupeol no inhibié ZIKV/Col en las lineas celulares humanas
evaluadas (Figura 6 B), lo que sugiere que el mecanismo antiviral del Lupeol involucra rutas necesarias
para infeccion por ZIKV en linea celular de origen mamifero, pero no en células de origen humano,
evidenciando la pertinencia de estudios complementarios, que permitan establecer las rutas
metabdlicas que estan siendo alteradas en células tratadas con los isoprenoides durante la infeccion
por ZIKV.

Adicionalmente, Petrera et al. identificaron el potencial antiviral de dos derivados del Estigmasterol
((22S,23S)-22,23-dihydroxystigmast-4-en-3-one y (22S,23S)-3- bromo-5a,22,23-
trihydroxystigmastan-6-one) contra otro modelo viral (HSV-1) en células nerviosas PC-12 (derivada de
tumor medular suprarrenal de Rattus norvegicus), Neuro-2a y SH-SYSY (neuroblastoma humano),
mediante la estrategia de tratamiento posterior a la infeccién viral [189]. Sumado a esto, el 25HC,que
como se describié previamente, ejerce un efecto antiviral mediante la modulacién del colesterol, redujo
el numero de células infectadas por ZIKV en la corteza cerebral y protegid de la microcefalia en
embriones de ratones [317]. Estos resultados resultan particularmente interesantes dado que las
complicaciones neuroldgicas asociadas a las infecciones por ZIKV, estan relacionadas con el tropismo
de ZIKV por células neuronales [81], por lo que seria importante evaluar en células como SH-SY5Y,
que han demostrado previamente susceptibilidad a la infeccion por ZIKV [210], el efecto antiviral del
Estigmasterol contra este virus.

De manera similar a lo reportado por Albulescu et al. [203] la Suramina (control positivo) inhibié in vitro
la liberacion de particula viral de ZIKV/Col mediante el PRE- tratamiento, TRANS-tratamiento y
tamizaje antiviral (figuras 4,5,6 B y 7). Por otra parte, se ha reportado para la Ribavirina la capacidad
de inhibir in vitro la replicacion del ZIKV en células VERO y SH-SY5Y [210]. En concordancia con lo
anterior, en este trabajo se obtuvo para la Ribavirina (control de inhibicion) un efecto antiviral contra
ZIKV/Col mediante la estrategia de POST-tratamiento (figura 8).

9.3.2 Interacciones in silico de isoprenoides con proteinas de ZIKV. El dominio Il de la proteina E
de ZIKV se encuentra involucrado en la fusién de la envoltura del virus con la membrana endosomal
de la célula hospedera [85], motivo por el cual se eligié para evaluar la interaccién de los cuatro
isoprenoides con la proteina E de ZIKV, obteniendo energias libres de unién favorables para todos los
compuestos (tabla 1), a través de la formacion de interacciones hidrofébicas (figura 14).
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El control utilizado para evaluar la interaccion de la proteina de envoltura de ZIKV fue la Suramina,
identificandose una energia de union favorable (tabla 1y figura 14). Similar a los resultados obtenidos
en este trabajo, previamente se evalud la interaccion de Suramina con la proteina E de ZIKV,
obteniéndose una afinidad de unién de -217.63 kcal/mol, mediante herramientas bioinformaticas, con
un sitio de la proteina cerca del bucle de fusién y mediante la simulacién por dinamica molecular se
reveld que solo interactua el extremo anionico de la Suramina con la proteina E de ZIKV con energia
libre de union de -32.9 kcal/mol [203].

Por otra parte, las herramientas bioinformaticas han sido utilizadas para identificar antivirales dirigidos
a proteinas no estructurales de ZIKV [125], como es el caso del dominio RdRp de NS5 de ZIKV [309],
el cual es necesario para la sintesis de nuevas cadenas de RNA viral [87]. Al evaluar in silico la
interaccion de los cuatro isoprenoides con el dominio RdRp de NS5 de ZIKV se obtuvieron energias
libres de union favorables para todos los compuestos (tabla 2). Para esta proteina viral se utiliz como
control la Ribavirina, dado que es un analogo de nucleosido que inhibe la replicacion de ZIKV [210],
evidenciando que esta molécula interactu6 con una afinidad de unién de favorable con NS5 de ZIKV
(Dominio RdRp) (Tabla 2 y figura 17).

A pesar de los resultados obtenidos in silico para las proteinas E y NS5 de ZIKV, los isoprenoides nos
demostraron un efecto antiviral sobre etapas posteriores a la entrada de ZIKV (figura 8) o un efecto
virucida (figura 7), lo que reitera, que a pesar de obtener resultados favorables mediante herramientas
bioinformaticas, es necesario confirmar la actividad bioldgica de los compuestos usando metodologia
in vitro e in vivo [136].

Consideraciones finales

En un contexto clinico, el potencial antiviral de los isoprenoides contra estos arbovirus mediante la
estrategia de tratamiento antes de la infeccion, sugiere que estos compuestos podrian usarse como
tratamiento preventivo, en el caso de viajeros a areas epidémicas e individuos que conviven con
pacientes infectados por alguno de estos arbovirus [325] [326], previniendo la transmisién, incluyendo
la via vertical [326], asi como los signos y sintomas propios de cada enfermedad [327] [328];
especialmente, para poblaciones con mayor riesgo de infeccién (recién nacidos expuestos, adultos
mayores 0 infectados con afecciones subyacentes) [329]. Dado que estos arbovirus co-circulan en
areas geograficas y comparten el mismo vector, un antiviral con actividad contra dos 0 mas arbovirus
permitiria el control de co-infecciones que pueden asociarse a mayor severidad de la enfermedad
[129]. No obstante, esta estrategia terapéutica es sensible al tiempo, ya que la eficacia disminuye a
medida que la enfermedad progresa [330].

Una vez la persona estd infectada, el tratamiento entre las 48 y 72 horas del inicio de la fiebre,
permitiria reducir la carga viral y la gravedad de la enfermedad [325]. Sin embargo, las personas con
enfermedad febril suelen automedicarse y posponer la consulta médica hasta etapas posteriores de
la enfermedad, en que la fase virémica ha pasado [325]; por lo que en este punto el tratamiento
posterior a la infeccion seria una estrategia Util para controlar la diseminacién viral y la evolucion a
formas graves (dengue grave), complicaciones (como sindrome de Guillain-Barré y microcefalia en el
caso de la enfermedad del Zika [328] o el desarrollo de la fase crénica (artritis o artralgia, en el caso
de la enfermedad causada por Chikungunya [327], que podrian estar asociadas con la gravedad de la
fase aguda de la enfermedad [62, 331].

Se ha sugerido que el medicamento ideal contra una infeccién viral seria virucida; puesto que provocan
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la inactivacion directa e irreversible del indculo viral o la progenie viral; sin interactuar con factores
celulares, siendo la toxicidad celular asociada a su uso la principal limitante en esta estrategia [332].
La busqueda de compuestos virucidas se ha enfocado, principalmente, en el control de la trasmision
viral a través del uso de soluciones desinfectantes o transmision por contacto sexual [333], como en
el caso de ZIKV [334]. En este sentido, se demostro previamente in vitro e in silico el potencial de
nanoparticulas de oro recubiertas con ligandos que contienen acido undecanesulfonico para imitar
proteoglicanos del heparan Sulfato (receptor celular), provocando deformacion de la particula viral
irreversible de DENV, HSV, virus de papiloma humano (HPV) y virus sincitial respiratorio (RSV), sin
provocar un efecto citotoxico, e in vivo previnieron la diseminacion de la infeccion por RSV en ratones
infectados [332]. Ademas, se reportd que CLRO1 inhibié mediante la estrategia virucida la infeccion
por ZIKV en células derivadas del tracto anogenital y el sistema nervioso central, y se mantuvo
antiviralmente activo en presencia de semen, saliva, orina y liquido cefalorraquideo [319]. Todo lo
anteriormente mencionado, evidencia la relevancia en un contexto clinico de las estrategias antivirales
implementadas en este trabajo.

Conclusiones

Los cuatro isoprenoides evaluados en este estudio demostraron potencial antiviral in vitro contra
DENV-2, CHIKV y/o ZIKV, validando la hipétesis formulada al inicio de este trabajo. Alfa-Espinasterol
inhibi6 las cepas DENV-2/NG y DENV-2/16681 mediante un posible efecto virucida, a DENV-2/NG
mediante el tamizaje antiviral, y a ZIKV/Col en etapas iniciales del ciclo replicativo. Estigmasterol, por
su parte, ejercio un efecto virucida contra la cepa DENV-2/16681 e inhibio ZIKV/Col y CHIKV/ACol en
etapas tempranas del ciclo replicativo en células VERO y U937. Por otro lado, Lupeol demostré un
posible efecto virucida contra DENV-2/NG y DENV-2/16681, afect6 multiples etapas del ciclo
replicativo de CHIKV, en un efecto dependiente de linea celular e inhibi6 etapas iniciales del ciclo
replicativo de ZIKV/Col. Finalmente, Friedelina demostro un potencial virucida contra DENV-2/NG y
CHIKV/ACol.

Finalmente, el efecto antiviral de los isoprenoides fue dependiente de linea celular, modelo viral y cepa
infectante. Este es el primer trabajo que reporta actividad antiviral del Alfa-Espinasterol y Friedelina.
El Lupeol, por su parte, demostré actividad contra todos los virus evaluados, mediante las diferentes
estrategias usadas, por lo que es el isoprenoide con potencial antiviral mas promisorio de este trabajo,
justificando una continuacién del estudio de su actividad antiviral, que permitan dilucidar con mayor
claridad su mecanismo de accion contra CHIKV, ZIKV y DENV-2. Ademas, la metodologia in silico es
una herramienta de apoyo util para el estudio de antivirales.

Perspectivas y limitaciones

Estudios posteriores permitiran identificar el potencial antiviral de los isoprenoides contra los cuatro
serotipos de DENV (DENV-1 a DENV-4). Ademas, se podria evaluar el efecto antiviral de Alfa-
Espinasterol, Lupeol y Estigmasterol sobre las etapas de adsorcidn, internalizacion y fusion de ZIKV'y
CHIKV. Sumado a lo anterior, el uso de técnicas de metabolémica podria ayudar a dilucidar con mayor
claridad el mecanismo antiviral dependiente de linea celular. Adicionalmente, se podria evaluar el
efecto antiviral de los isoprenoides que demostraron potencial antiviral en otras lineas celulares o
cultivos primarios como monocitos 0 macréfagos (cultivos primarios) y en la linea celular SH- SY5Y,
especialmente, en el caso de ZIKV.

La principal limitacién del trabajo fue la cantidad de compuesto disponible para los ensayos antivirales
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in vitro, que impidieron el calculo de la concentracion efectiva 50 (CE50) e indice de selectividad, dado
que la actividad antiviral se evalud con una unica concentracion de cada compuesto. Ademas, y por
esta misma causa, no se pudieron utilizar estrategias antivirales adicionales que permitieran dilucidar
con mayor claridad el mecanismo de accion de los isoprenoides (tales como ensayos de adhesién e
internalizacion). Con relacidén a la metodologia in silico, no se evalué la interaccion de los cuatro
isoprenoides con otras proteinas virales como NS3 de DENV y ZIKV, y NSP4 de CHIKV, que pudieran
estar siendo afectadas por el tratamiento con estos compuestos.
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Tabla 1: Energia libre de unién obtenidas mediante docking molecular. y la proteina ENV de DENV, ZIKV y CHIKV, obtenidas por docking
molecular.

Proteina Sitio de union (Basado | Ligando Puentes de | Menor Distancia | Aminoacidos en Puentes
blanco en PeptiMap) Kcal/mol | Hidrégeno Puente de H (A) de Hidrégeno
Met301, Lys334, 1le335, | Alfa- Espinasterol | -5.9 0 No aplica No aplica
Pro336, Phe337, | Lupeol -6.8 0 No aplica No aplica
Glu338, Leudst, Val3dsa, ["Etiomasterol | 6.0 2 2,96 GIn386(*2)
DENV AsN325, Pro3sh Friedelina 6.7 0 No aplica No aplica
Suramina -7.8 4 3,11 Phe337, GIn386*2, Glu338
Arg13, Tyr15, Leu16, | Alfa- Espinasterol | -6.8 0 No aplica No aplica
Ala17, His18, His29, | Lupeol -8.0 0 No aplica No aplica
Met70, Pro173, Asp174, Egtigmasterol -6.6 0 No aplica No aplica
CHIKV Thr175, GIn236, Leu241, Friedel 82 0 No aoi No aoi
Val242, Pro243 rie eilna . 0 aplica o aplica
Suramina -8.0 1 3,27 Ala246
Pro39, Thr40, Val143, | Alfa- Espinasterol | -5.3 0 No aplica No aplica
His144, Gly145, Ser146, Lupeol 56 1 3,11 llet
Phe183, Leu300, ["Etigmasterol -6.1 0 No aplica No aplica
Thr360, Ala361, Asn362, Friedelina -6.5 0 No aplica No aplica
ZIKV Pro363, Val364, Met374 : :
Suramina -8.8 13 2,97 lle1,  Arg2(*2), Gly5,
Asn163, Ly373(*2),
Glu162, Thr366, Arg164,
Val6, Cys3, lle4

Resultados obtenidos de la interaccion entre las proteinas ENV (envoltura) de DENV, ZIKV y CHIKV con los 4 compuestos isoprenoides, por docking
molecular. La tabla incluye el sitio de union de la proteina blanco elegido para la interaccion, basado en la herramienta PeptiMap, las energias libres
de interaccion en Kcal/mol del mejor complejo de acoplamiento, el numero de puentes de Hidrogeno de la interaccion, aminoacidos involucrados en
este tipo de enlace, y menor distancia de los puentes de Hidrogeno formados entre las proteinas y los isoprenoides.
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Tabla 2: Energia libre de unién de las proteinas no estructurales de CHIKV, ZIKV y DENV y los compuestos isoprenoides, obtenidas
mediante docking molecular.

Proteina | Sitio de unién (Basado en | Ligando Puentes de | Menor Distancia | Aminoacidos en Puentes
blanco PeptiMap) Kcal/mol | Hidrégeno | Puente de H (A) de Hidrégeno
Arg279, Trp302, Ser317, | Alfa- -7.9 3 2,86 Ser661, Asp663(*2)
Met340, Gly508, Glu509, | Espinasterol
Gly510, Leub511, His512, | Lupeol -8.5 1 3,22 Thr794
Alar99 Estigmasterol | -8.1 3 2,77 Trp477, Argd81, Gly60!
NS5 Friedelina 9.6 0 No aplica No aplica
DENV Ribavirina 6.1 6 2,72 Ser600, GIn602(*2),
Gly601, Argd81, Trp477
Asn1011, Cys1013, Trp1014, | Alfa- -7.1 0 No aplica No aplica
Ala1046, Tyr1047, Ser1048, | Espinasterol
Pro1049, Glu1050, Val1051, | Lupeol -1.2 0 No aplica No aplica
NSP2 fr\8n110075;, keUJ 8225 \Aallgg Estigmasterol | -7.4 1 3,21 Tyr1079
yr1079, Asn , His R ST - . .
CHIKV Trp1084. Lys1091, Glut204. Fr.|edeflllna 7.8 0 No aplica No aplica
Leu1205 Ribavirina -6.0 7 2,87 Tyr1047, Trp1084,
Asp1246, GIn1241,
Met1242
Argb42, lle543, Asn612, | Alfa- -6.4 0 No aplica No aplica
Thr615, Asn616, Val619, | Espinasterol
GIn620, Gly664, Asp665, | Lupeol -8.1 3 2,78 Asp665, Aps666, Ser663
Leu683, Lys688 Estigmasterol | -6.6 2 3,18 Asp665, Aps666
;‘I?(SV Friedelina -8.0 0 No aplica No aplica
Ribavirina 5.9 7 2,75 Ser798, Asp665, Asn612,
Thr608
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Resultados obtenidos de la interaccion entre las proteinas NS5 de DENV y ZIKV, y NSP2 de CHIKV con los 4 compuestos isoprenoides, por docking
molecular. La tabla incluye el sitio de union de la proteina blanco elegido para la interaccion, basado en la herramienta PeptiMap, las energias libres
de interaccidn en Kcal/mol del mejor complejo de acoplamiento, el numero de puentes de Hidrogeno de la interaccion, aminoacidos involucrados en
este tipo de enlace, y menor distancia de los puentes de Hidrogeno formados entre las proteinas y los isoprenoides.
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Tabla 3: Evaluacion de la citotoxicidad de los 4 isoprenoides en las lineas celulares U937 y

A549.
U937 A549
Compuesto concentracion - 'viabilidad | EE (%) | Viabilidad | EE (%)
(M) (%) (%)
Control sin compuesto 0,0 100,0 1,3 100,2 1,1
Suramina 250,0 102,9 3,8 117,0 6,1
Heparina 20,0 91,7 1,8 92,9 4,2
Ribavirina 200,0 89,8 2,3 87,5 2,1
Alfa-Espinasterol 7,6 79,2 1,4 90,7 1,3
Lupeol 7.3 76,5 10 92,7 1,9
Estigmasterol 7,6 83,1 1,8 91,6 2,3
Friedelina 7,3 88,0 1,5 95,4 1,7

Porcentaje de viabilidad en lineas celulares humanas U937 y A549, durante 48h en presencia de los
compuestos Alfa-Espinasterol, Lupeol, Estigmasterol, y Friedelina a las concentraciones usadas en
las estrategias antivirales. Los controles positivos Suramina, Heparina y Ribavirina también fueron
evaluados. EE: Error Estandar. Los porcentajes de viabilidad fueron calculados comparando la media
de la absorbancia de las células expuestas a cada compuesto, respecto al control sin compuesto.
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Tabla 4: Alineamiento de secuencias de aminoacidos de la envoltura de las cepas DENV-2/NG

y DENV-2/16681.
Posicion aminoacidica 112 120 124 126 454 478
DENV-2/ NG (AB609589) G T N E T S
DENV-2/ NG (MS6) S* T I* K* A* S
DENV-2/16681 (NC 001474) | G R N E T T
DENV-2/16681 (MS5) G* R N* E* T* T

Resultados obtenidos del alineamiento multiple en MEGA X (método Clustal W) de los fragmentos del
gen de la envoltura de las cepas utilizadas en este trabajo DENV-2/NG (MS6) y DENV-2/16681 (MS5),
y dos secuencias de referencia de ambas cepas obtenidas en la base de datos de nucleétidos de NCBI
(DENV-2/ NG, ID de secuencia: AB609589) y DENV-2/16681 (ID de secuencia: NC 001474). La tabla
describe los cambios aminoacidicos en las secuencias comparadas (secuencias de 435 aminodcidos). El
asterisco indica las mutaciones no sinonimas identificadas entre las cepas DENV-2/NG y DENV-2/16681
usadas en este trabajo para la evaluacion de la actividad antiviral de los isoprenoides.
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Figura 1

Evaluacion de viabilidad celular en " ” o
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para isoprencides con actividad anfiviral en y 7.6 uM para Lupeol y Friedelina (Técnica de para isoprenoides con actividad anfiviral en VERO
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Estrategia POST-Tratamiento en VERO, U337 y
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viral infecciosa contra CHIKY, ZIKV, DENV-2ING ||
ylo DENV-2/16681 (Cuantificacion de RNA viral en
monocapa por RigPCR y de proteina viral por
CELL-ELISA).

Flujograma de metodologia in vitro implementada para evaluar actividad antiviral de cuatro
isoprenoides contra CHIKV, ZIKV, DENV-2/NG y DENV-2/16681. Inicialmente, se evalu la
viabilidad celular en la linea celular VERO usando concentraciones de 7,3 a 242,3 uM de cuatro
isoprenoides (Alfa-Espinasterol, Lupeol, Estigmasterol y Friedelina por técnica de MTT.
Posteriormente, se seleccioné una concentracion no citotdxica (7,3 uM para Alfa-Espinasterol y
Estigmasterol, y 7,6 uM para Lupeol y Friedelina), para evaluar el efecto antiviral de los compuestos.
Se realizd un tamizaje antiviral de los cuatro isoprenoides en células VERO contra CHIKV, ZIKV/Col,
DENV-2/NG y DENV-2/16681, cuantificando en sobrenadante el nimero de particula viral infecciosa
por ensayo de plaqueo. Después, se evalud la actividad antiviral de los cuatro isoprenoides en VERO
contra CHIKV, ZIKV/Col, DENV-2/NG y DENV-2/16681, mediante las estrategias PRE- tratamiento,
TRANS-tratamiento y POST-tratamiento, cuantificando en sobrenadante el nimero de particula viral
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infecciosa por ensayo de plaqueo. Ademas, se evalud la viabilidad celular de U937 y A549 de los
cuatro isoprenoides a concentracion no citotoxica, por técnica de MTT, para luego evaluar en estas
dos lineas celulares humanas, la actividad antiviral de los isoprenoides con actividad antiviral mediante
las estrategias de PRE- tratamiento y POST-tratamiento en VERO, cuantificando en sobrenadante las
particulas virales infecciosas por ensayo de plaqueo. Finalmente, se cuantifico RNA viral por RT-gPCR
y proteina viral por CELL-ELISA en monocapas de VERO, U937 y A549 tratadas después de la
infeccion con CHIKV, ZIKV, DENV-2/NG y/o DENV-2/16681 con los isoprenoides que inhibieron en
sobrenadante el nimero de particulas virales infecciosas.
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Figura 2

Estructura quimica de compuestos isoprenoides
A. Alfa-Espinasterol. B. Lupeol. C. Estigmasterol. D. Friedelina. En color rojo se enumeran los
carbonos que conforman los isoprenoides.
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Figura 3
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Evaluacion de la citotoxicidad de 4 compuestos isoprenoides en células VERO.

La gréafica representa el porcentaje de viabilidad en linea celular VERO en presencia de los
compuestos isoprenoides Alfa-Espinasterol, Lupeol, Estigmasterol y Friedelina, durante 48 h. Las
concentraciones de 7,3 uM a 234,3 uM corresponden a los compuestos Lupeol y Friedelina y las
concentraciones de 7,6 a 242,3 uM corresponden a los compuestos Alfa-Espinasterol y Estigmasterol.
Los porcentajes de viabilidad fueron calculados comparando la media de la absorbancia de las células
expuestas a cada compuesto, respecto al control sin compuesto.
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Figura 4
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Evaluacion de la actividad antiviral de los cuatro isoprenoides contra DENV-2/NG, DENV-
2/16681, CHIKV y ZIKV mediante tamizaje antiviral en células VERO

La grafica representa los porcentajes de infeccion obtenidos de la cuantificacion por técnica de plaqueo
de los sobrenadantes obtenidos del tamizaje antiviral de los cuatro isoprenoides contra DENV-2/NG,
DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col (MOI 1) durante 48h en VERO. Suramina se utilizd como
control de inhibicion de la estrategia. Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente
significativas respecto al control de células infectadas sin tratamiento (p<0.05; t-Student).
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Figura 5
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Evaluacion de la actividad antiviral de los cuatro isoprenoides contra DENV-2/NG, DENV-
2/16681, CHIKV y ZIKV, mediante estrategia de PRE-tratamiento en células VERO.

Porcentajes de infeccion obtenidos por técnica de plagqueo de sobrenadantes recolectados de la
estrategia de PRE- tratamiento de células VERO con los cuatro isoprenoides contra DENV-2/NG,
DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col (MOI 1). Suramina y Heparina fueron utilizadas como
controles de inhibicién de la estrategia. Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente
significativas respecto al control de células infectadas sin tratamiento (p<0.05; t-Student).
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Figura 6
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Evaluacion de la actividad antiviral de Lupeol y Estigmasterol contra CHIKV y ZIKV en dos
modelos celulares humanos (U937 y A549), mediante la estrategia de PRE- tratamiento.
Porcentajes de infeccion obtenidos por técnica de plaqueo de sobrenadantes recolectados de la
estrategia de PRE - tratamiento. A. Lupeol y Estigmasterol en células U937 y A549 con CHIKV/ACol
(MQOI 1). B. Alfa-Espinasterol, Lupeol y Estigmasterol en células U937 y A549 con ZIKV/Col (MOI 1).
Suramina y Heparina fueron utilizadas como control de inhibicion de la estrategia. Los asteriscos
representan las diferencias estadisticamente significativas respecto al control de células infectadas sin
tratamiento (p<0.05; t-Student).
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Porcentaje de infeccion

Figura7
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Evaluacion del efecto de cuatro compuestos isoprenoides contra DENV-2/NG, DENV-2/16681,
CHIKV y ZIKV, mediante estrategia TRANS-tratamiento en células VERO.

Porcentajes de infeccion obtenidos por técnica de plaqueo de sobrenadantes recolectados de la
estrategia de TRANS-tratamiento con cuatro compuestos isoprenoides en células VERO infectadas
con DENV-2/NG, DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col (MOI 1). Suramina fue utilizada como
control de inhibicion de la estrategia. Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente
significativas respecto al control de células infectadas sin tratamiento (p<0.05; t-Student).
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Figura 8
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Evaluacion de la actividad antiviral de 4 compuestos isoprenoides contra DENV-2/NG, DENV-
2/16681, CHIKV y ZIKV mediante estrategia POST-tratamiento en células VERO.

Porcentajes de infeccion obtenidos por técnica de plaqueo de sobrenadantes recolectados de la
estrategia de POST-tratamiento con cuatro compuestos isoprenoides en células VERO infectadas con
DENV-2/NG, DENV-2/16681, CHIKV/ACol y ZIKV/Col (MOI 1). La Ribavirina fue usada como control
de inhibicion de la estrategia. Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente
significativas respecto al control de células infectadas sin tratamiento (p<0.05; t-Student).
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Figura 9
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Evaluacion de la actividad antiviral del Lupeol contra CHIKV en etapas posteriores a la entrada
del virus a las células U937 y A549

Porcentajes de infeccion obtenidos por técnica de plaqueo de sobrenadantes recolectados de la
estrategia POST-tratamiento con Lupeol en células U937 y A549 infectadas con CHIKV/ACol (MOI 1).
La Suramina y la Ribavirina fueron utilizadas como control de inhibicion de la estrategia. Los asteriscos
representan las diferencias estadisticamente significativas respecto al control de células infectadas sin
tratamiento (p<0.05; t-Student).
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Figura 10
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Evaluacion de la actividad antiviral del Lupeol contra la replicacion de CHIKV en lineas celulares
VERO y A549

Porcentajes de infeccion obtenidos de la cuantificacion por RT-qgPCR del nimero de copias gendmicas
de CHIKV/ACol presentes en monocapas de VERO y A549 infectadas con CHIKV/ACol (MOI 1) y
tratadas mediante estrategia de POST-tratamiento con Lupeol (48 h). Ribavirina fue utilizada como
control de inhibicion de la replicacién viral. Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente
significativas respecto al control de células infectadas sin tratamiento (p<0.05; t-Student).
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Figura 111
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Evaluacion de la actividad antiviral del Lupeol contra la sintesis de proteinas de CHIKV en lineas
celulares VERO y A549

Porcentajes de infeccion obtenidos de la cuantificacion de proteinas de CHIKV por ensayo de CELL-
ELISA a partir de monocapas de VERO y A549 infectadas con CHIKV/ACol y tratadas con Lupeol
mediante POST-tratamiento (24 h). La Suramina y Ribavirina fueron utilizadas como controles de
inhibicion de la estrategia. Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas
respecto al control de células infectadas sin tratamiento (p<0.05; t-Student).
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Figura 12
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Interaccién in silico de la proteina E de DENV con los cuatro compuestos isoprenoides por
docking molecular. Se evalud la interaccion entre la proteina E de DENV con los cuatro isoprenoides
por docking molecular, usando el software AutoDock Vina. Las imagenes corresponden a la
representacion en 2D, obtenida por LigPlot, de la interaccion entre la proteina E de DENV con: A. Alfa-
Espinasterol, B. Lupeol, C. Estigmasterol, D. Friedelina, E. Suramina. Los arcos de color rojo,
corresponden a los aminoacidos presentes en la superficie del bolsillo de unidn de la proteina E de
DENV que formaron interacciones hidrofobicas con los compuestos. En color verde, se representan
los puentes de Hidrogeno ( Aminoacido de la proteina involucrado en la interaccion y distancia del
enlace). Los atomos se representan de color negro (Carbono), rojo (Oxigeno) y azul (Nitrégeno).
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Figura 13
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Interaccion in silico de la proteina E de CHIKV con los cuatro compuestos isoprenoides por
docking molecular.

Se evalué la interaccion entre la proteina E de CHIKV con los cuatro isoprenoides por docking
molecular, usando el software AutoDock Vina. Las imagenes corresponden a la representacion en 2D,
obtenida por LigPlot, de la interaccién entre la proteina E de CHIKV con: A. Alfa-Espinasterol, B.
Lupeol, C. Estigmasterol, D. Friedelina, E. Suramina. Los arcos de color rojo, corresponden a los
aminoacidos presentes en la superficie del bolsillo de unién de la proteina E de CHIKV que formaron
interacciones hidrofobicas con los compuestos. En color verde, se representan los puentes de
Hidrégeno (Aminoacido de la proteina involucrado en la interaccidn y distancia del enlace). Los dtomos
se representan de color negro (Carbono) y rojo (Oxigeno).
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Figura 14
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Interaccion in silico de la proteina E de ZIKV con los cuatro compuestos isoprenoides por
docking molecular.

Se evaluo la interaccion entre la proteina E de ZIKV con los cuatro isoprenoides por docking molecular,
usando el software AutoDock Vina. Las imagenes corresponden a la representacion en 2D, obtenida
por LigPlot, de la interaccién entre la proteina E de ZIKV con: A. Alfa-Espinasterol, B. Lupeol, C.
Estigmasterol, D. Friedelina, E. Suramina. Los arcos de color rojo, corresponden a los aminoacidos
presentes en la superficie del bolsillo de union de la proteina E de ZIKV que formaron interacciones
hidrofobicas con los compuestos. En color verde, se representan los puentes de Hidrégeno (
Aminoacido de la proteina involucrado en la interaccién y distancia del enlace). Los atomos se
representan de color negro (Carbono) y rojo (Oxigeno).
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Figura 15
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Interaccion in silico de la proteina NS5 de DENV con los cuatro compuestos isoprenoides por
docking molecular.

Se evalud la interaccién entre la proteina NS5 de DENV con los cuatro isoprenoides por docking
molecular, usando el software AutoDock Vina. Las imagenes corresponden a la representacion en 2D,
obtenida por LigPlot, de la interaccidn entre la proteina NS5 de DENV con: A. Alfa-Espinasterol, B.
Lupeol, C. Estigmasterol, D. Friedelina, E. Ribavirina. Los arcos de color rojo, corresponden a los
aminoacidos presentes en la superficie del bolsillo de union de la proteina NS5 de DENV que formaron
interacciones hidrofdbicas con los compuestos. En color verde, se representan los puentes de
Hidrégeno ( Aminoacido de la proteina involucrado en la interaccion y distancia del enlace). Los
atomos se representan de color negro (Carbono), rojo (Oxigeno) y azul (Nitr6geno).
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Figura 16
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Interaccion in silico de la proteina NSP2 de CHIKV con los cuatro compuestos isoprenoides
por docking molecular.

Se evaluo la interaccion entre la proteina NSP2 de CHIKV con los cuatro isoprenoides por docking
molecular, usando el software AutoDock Vina. Las imagenes corresponden a la representacion en 2D,
obtenida por LigPlot, de la interaccién entre la proteina NSP2 de CHIKV con: A. Alfa-Espinasterol, B.
Lupeol, C. Estigmasterol, D. Friedelina, E. Ribavirina. Los arcos de color rojo, corresponden a los
aminoacidos presentes en la superficie del bolsillo de unién de la proteina NSP2 de CHIKV que
formaron interacciones hidrofébicas con los compuestos. En color verde, se representan los puentes
de Hidrégeno ( Aminoacido de la proteina involucrado en la interaccion y distancia del enlace). Los
atomos se representan de color negro (Carbono) y rojo (Oxigeno).
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Figura 17
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Interaccion in silico de la proteina NS5 de ZIKV con los cuatro compuestos isoprenoides por
docking molecular.

Se evalud la interaccién entre la proteina NS5 de ZIKV con los cuatro isoprenoides por docking
molecular, usando el software AutoDock Vina. Las imagenes corresponden a la representacion en 2D,
obtenida por LigPlot de la interaccidn entre la proteina NS5 de ZIKV con: A. Alfa-Espinasterol, B.
Lupeol, C. Estigmasterol, D. Friedelina, E. Ribavirina. Los arcos de color rojo, corresponden a los
aminoacidos presentes en la superficie del bolsillo de unién de la proteina NS5 de ZIKV que formaron
interacciones hidrofébicas con los compuestos. En color verde, se representan los aminoacidos que
formaron puentes de Hidrégeno y distancia del enlace. Los atomos se representan de color negro
(Carbono), rojo (Oxigeno) y azul (Nitrdgeno).

83



Figura 18
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Evaluacion de la estabilidad en el tiempo del mejor complejo de interaccion de la proteina de
envoltura de DENV y Lupeol, por dinamica molecular. La grafica representa la simulacién de
dindmica molecular durante 6,5 ns del complejo de la proteina de envoltura de DENV y Lupeol en
términos de RMSD (escala de 0 a 3 A) en funcion del tiempo en picosegundos (ps) (Software NAMD).
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Anexo 1: Obtencion de plasmidos recombinantes

Se construyeron plasmidos recombinantes para CHIKV y ZIKV usando el kit CloneJET PCR Cloning
(Thermo Fisher Scientific). Inicialmente, se amplificaron fragmentos de 125 pb del gen de NSP4 de
CHIKV y fragmentos de 77 pb del gen de E de ZIKV (a partir de sobrenadante de cultivos celulares
infectados) por RT-qPCR, tal como se describié en el item 7.3.2. Los amplificados se corrieron por
electroforesis en gel de agarosa al 2% y las bandas obtenidas fueron cortadas y purificadas usando el
kit de purificacion de DNA (QIAGEN). Para la clonacién, se emple6 el plasmido pJET 1.2/blunt de 2974
pb (Thermo Fisher Scientific). Para la reaccion de ligacion de los fragmentos de ADNc amplificados y
el vector (relacién 3:1), se empled la enzima T4 DNA Ligasa y se incub6 durante 5 minutos a 22°C.

Posteriormente, las mezclas de ligacion fueron afiadidas sobre el bisel de células competentes
Escherichia coli DH5a para transformarlas mediante choque térmico (30 min 4 °C, 30 segundos 42 °C
en agitacion, 5 min 4 °C). A cada tubo se agregd medio LB precalentado y se incubaron a 37 °C, 700
rpm durante 60 minutos. Luego se centrifugaron los preparados a 5000 rpm durante 5 minutos, a
temperatura ambiente, se descartaron los sobrenadantes y se sembraron 200 uL del pellet en placas
con agar LB (Triptona 10g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L, pH 7, Ampicilina 100 pg/mL)
[335]. Se incubaron a 37 °C durante 12 h. Se observé crecimiento de colonias, se recolectaron, se
diluyeron en medio LB con AMP (Dilucion 1000X) y se incubaron a 37°C, 16h, 200 rpm. Se evidencio
la formacion de turbidez. El cultivo fue centrifugado por 15 min a 3015 rpm a 4 °C y el sedimento
resuspendido con CaCl, 100 mM. Esta mezcla fue centrifugada y el sedimento resuspendido en
CaCl, 100 mM- Glicerol 20% para su almacenamiento a -80 °C. Se aplicé el protocolo de purificacion
de DNA plasmidico por lisis alcalina (QIAPREP). EI DNA plasmidico fue almacenado a -20°C. Se
cuantificé el DNA plasmidico (3099 pb) usando Nanodrop y se confirmé la insercién de los fragmentos
de CHIKV por gPCR y electroforesis en gel de agarosa [336].
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