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RESUMEN

La infeccion por el virus dengue es la arbovirosis mas importante del mundo. Sin embargo,
no se han aprobado medicamentos antivirales para su tratamiento. Como un nuevo enfoque
de investigacion antiviral, los denominados antivirales dirigidos al hospedero (HTA, por sus
siglas en inglés) aparecen como una estrategia prometedora, principalmente por su alta
barrera genética y su baja probabilidad de seleccionar cepas virales resistentes a los
medicamentos. Utilizando ensayos de unidades formadoras de placa, acoplamiento
molecular, microscopia de fluorescencia cuantitativa y analisis de imégenes, encontramos
que el compuesto18-(ftalimida-2-il)-ferruginol, un analogo semi-sintético del ferruginol, se
acopla con alta afinidad a la GTPasa RhoA (-9.8 kcal/mol) y a la proteina NS5 de DENV-2
(-9.6 kcal/mol). Ademas, esta molécula reduce drasticamente la formacion de filamentos de
actina e induce cambios en la morfologia celular cuando se agrega a los cultivos celulares
antes o después de la infeccién por DENV-2, pero no tiene efecto sobre los microtibulos o
filamentos intermedios. La activacion de RhoA en células infectadas se vio afectada cuando
el compuesto se adiciond después de 6 h.p.i. Asimismo, esta molécula disminuye la
intensidad de fluorescencia de la proteina de la envoltura viral, la proteina NS3 y el dsRNA,
generando alteraciones en el patron de distribucion de estos componentes virales, asi como
la reduccion del rendimiento del virus, especialmente cuando se adiciond después de 6 y 12
h.p.i. Los ensayos de Western blot y RT-qPCR revelan que este andlogo disminuye la
traduccion de la poliproteina viral cuando se utilizd6 una linea celular que expresa
establemente un replicon de DENV-2 y el virus recombinante, RLuc-tagged DENV-2. El
tratamiento antes y en las primeras etapas de la infeccion no afecta la adhesién y/o entrada
viral. Por otra parte, los experimentos de citometria de flujo y wound-healing sugieren que
los efectos celulares provocados por este compuesto no se relacionan con eventos apoptoticos
tempranos y que podrian ser reversibles. En general, estos hallazgos sugieren que el
compuesto 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol tiene un mecanismo de accion relacionado con
HTA, posiblemente interrumpiendo la traduccion de la poliproteina de DENV-2 a través de
la alteracion de la remodelacion de actina y alterando otros procesos celulares y virales

relacionados con la formacion de los complejos replicativos.
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ABSTRACT

Dengue virus infection is the most important arbovirosis around the world. However, no
antivirals drugs have been approved for its treatment. As a new antiviral research approach,
the named Host-Targeted Antivirals (HTA) appears as a promising strategy, mainly by its
high barrier to resistance and low probability to select drug-resistant viral strains. Using
plaque-forming units assays, molecular docking, fluorescence microscopy and image
analysis, we found that the 18-(phthalimide-2-yl)-ferruginol, a semi-synthetic ferruginol
analogue, couples with high affinity to RhoA GTPase (-9.8 kcal/mol) and to DENV-2 NS5
protein (-9.6 kcal/mol). Also, this molecule dramatically reduces actin filament formation
and induces cellular morphological changes when it was added to cell cultures prior to or
after DENV-2 infection but has no effect on microtubules or intermediate filaments. RhoA
activation in infected cells was affected when the compound was added after 6 h.p.i. Further,
this molecule decreases the fluorescence intensity of viral envelope protein, NS3 protein and
dsRNA, with alterations in the distribution pattern of these viral components, as well as
reducing the yield of the virus, especially when it was added after 6 and 12 h.p.i. Western
blot and RT-gPCR assays reveal that this analog decreases viral protein translation when a
DENV-2 replicon stable cell line and recombinant RLuc-tagged DENV-2 were used.
Treatment before and in the early stages of infection does not affect viral attachment and/or
entry. Additionally, flow cytometry and wound-healing experiments hint that cellular effects
prompted for this compound do not relate to early apoptotic events and it could be reversible.
Overall, our findings strongly suggest that 18-(phthalimide-2-yl)-ferruginol has an HTA-
related mechanism of action, possibly disrupting the polyprotein translation of DENV-2 via
alteration of actin remodeling and other related cellular and viral processes involved on

replicative complexes formation.

11



1. INTRODUCCION

La enfermedad del dengue es la infeccion viral transmitida por mosquitos més prevalente en
todo el mundo, causando aproximadamente 60 millones de casos sintomaticos y 13,000
muertes (1). Actualmente, las estrategias de erradicacion, incluido el control quimico o
bioldgico de los mosquitos, no son suficientes para contrarrestar esta enfermedad, ya que el
uso continuo de insecticidas puede seleccionar vectores resistentes (2,3); por otra parte, la
vacuna recientemente autorizada tiene una eficacia limitada y podria aumentar el riesgo de
enfermedad grave (4). Por esta razon, la investigacion antiviral es un enfoque necesario para
considerar.

De manera similar a otros virus de RNA monocatenario de sentido positivo ((+) ssSRNA), la
replicacion del virus dengue (DENV) ocurre en el citoplasma de las células hospederas y es
altamente dependiente de ciertos organulos, proteinas, vias de sefializacion y complejos
macromoleculares para llevar a cabo un ciclo replicativo exitoso (5-7). Entre estos factores
celulares, se ha descrito ampliamente que los elementos del citoesqueleto y algunas proteinas
de transduccién de sefiales relacionadas desempefian un papel esencial en muchos pasos del
ciclo de replicacion viral, incluyendo: la entrada, el tréfico, la replicacion del genoma, la
liberacion y la diseminacién de célula a célula (8-11).

El citoesqueleto contiene tres elementos principales: filamentos de actina, microtdbulos y
filamentos intermedios; todos ellos cruciales para el mantenimiento de la morfologia,
division, tréfico intracelular y sefializacion celular. Especificamente, las Rho GTPAsas
(Cdc42, Racl y RhoA), actuan como interruptores moleculares que regulan estas funciones
del citoesqueleto (12). Durante la infeccién por DENV, el virus modula la via de sefializacién
de los filamentos de actina y Racl, durante la entrada y salida en diferentes lineas celulares
endoteliales (13-16). Ademas, la activacion de las GTPasas Cdc42 y Racl inducida por la
unién de DENV en células HMEC-1(17), desencadena la reorganizacion de actina y la
formacion de filopodios para permitir la entrada del virus (18). En esta misma linea celular,
la infeccion por DENV vy el tratamiento directo con la proteina NS1, aumentan la
permeabilidad transendotelial. Dicho efecto se debe principalmente a que hay fosforilacion
de RhoA vy pérdida de la proteina VE-Cadherina, encargada de mantener las uniones inter-

endoteliales (19).
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En células fibroblasticas infectadas con DENV, los microtubulos y sus proteinas motoras
asociadas, dinamina y dineina, mostraron ser esenciales para la entrada viral y el trafico
retrogrado, respectivamente (15). Asimismo, la integridad de los microttbulos se considera
necesaria para la entrada, replicacion y salida del DENV, ya que estos pasos de la infeccion
se interrumpen cuando las células se tratan con inhibidores de microtabulos (13,15). Por otro
lado, algunos hallazgos indican que los filamentos intermedios de vimentina co-localizan con
el reticulo endoplasmico, la proteina NS4A y el RNA bicatenario viral (dSRNA), lo que
sugiere que el reordenamiento de vimentina inducido por la infeccion por DENV es
importante para la formacion de los complejos replicativos (RC) (20). Ademas, se ha
reportado que los cambios de vimentina inducidos por este virus podrian estar mediados por
la activacion de la quinasa ROCK (21).

En la busqueda de nuevas alternativas antivirales para el control de la infeccion por DENV,
la investigacion de los denominados antivirales dirigidos al hospedero (HTA, por sus siglas
en inglés) ha demostrado ser muy relevante. Estos compuestos no inducen la seleccion de
mutantes resistentes a los farmacos, pueden mostrar una actividad antiviral de amplio
espectro y tendrian mecanismos de accion complementarios a los antivirales de accion directa
(22,23). Ademas, existen evidencias de una lista extensa de productos naturales, moléculas
sintéticas y semi-sintéticas como posibles HTA contra DENV (23-25), algunas de las cuales
ya se encuentran en ensayos clinicos (26). Siguiendo esta misma linea de investigacion,
previamente hemos publicado que el compuesto semi-sintético 18-(ftalimida-2-il)-
ferruginol, también denominado compuesto 8 (numeracion dada en el articulo original, ver
estructura en la figura 6), tiene actividad contra DENV-2 en etapas post-infectivas (ECso=1,4
uM), ademas de una reduccion dramatica en el tamafo de la placa viral y un indice de
selectividad elevado (1S=57,7) en células Vero (27). Estos efectos podrian estar relacionados
con disminucion del efecto citopatico, alteraciones en la eficiencia de la replicacion viral y
reduccion de la liberacion y/o la propagacion intercelular, eventos donde, entre otros, la
reorganizacion del citoesqueleto es fundamental. De manera adicional, el amplio espectro de
accion antiviral de este compuesto se ha demostrado, ya que inhibe la infeccion de los
Herpesvirus Humanos tipo 1y 2 (27), el virus Zika (28) y el virus Chikungunya (datos no
publicados), motivo por el cual se hace elemental conocer como dicha molécula ejerce tal

efecto antiviral.
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En este estudio, se encontrd que el analogo del ferruginol, 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol,
tiene un mecanismo de accion relacionado con HTA, posiblemente asociado a la interrupcion
de la traduccion de la poliproteina de DENV-2 a través de la alteracion de la remodelacion
de actina y alterando otros procesos celulares y virales relacionados con la formacién de los

complejos replicativos.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Arbovirus

Los virus transmitidos por artropodos, o arbovirus, son un diverso grupo de virus transmitidos
por vectores (mosquitos, garrapatas o flebdtomos) (29). Si bien la mayoria de las infecciones
causadas por estos virus son consideradas zoonosis, el virus Dengue es una excepcion, ya
que los humanos son el principal vertebrado hospedero, siendo esta infeccion fundamental
para mantener el ciclo de transmision viral.

Los principales arbovirus que causan enfermedades en humanos pertenecen a tres familias;
Togaviridae (género Alphavirus), Flaviviridae (género Flavivirus) y Bunyaviridae (géneros
Bunyavirus, Orthobunyavirus, Nairovirus y Phlebovirus) (30). En las ultimas dos décadas,
se ha detectado una gran expansion en el rango territorial de dichos virus, lo que ha generado
un aumento significativo en la actividad epidémica global y provocado importantes
problemas de salud internacional.

La propagacion y efectiva transmision de los arbovirus en varias regiones se debe
principalmente a tres elementos: el vector, el hospedero vertebrado y las condiciones del
entorno ambiental (30). No obstante, los cambios demogréficos y sociales en la poblacién
humana han tenido el mayor impacto en la reactivacion de estas infecciones.

2.2 Género Flavivirus: generalidades

El género flavivirus, perteneciente a la familia Flaviviridae, esta conformado
aproximadamente por un grupo de 50 arbovirus. Desde la perspectiva de las enfermedades
humanas, entre los flavivirus que son motivo de preocupacion para la salud mundial se
encuentran: virus dengue (DENV), virus del Nilo Occidental (WNV), virus Zika (ZIKV) y
virus de la fiebre amarilla (YFV) (31). Otros, incluido el virus de la encefalitis japonesa
(JEV), virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV), virus de la encefalitis equina
venezolana (VEEV) y el virus de la encefalitis de St. Louis (SLEV) suelen estar restringidos

a regiones especificas.
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Estructuralmente, estos virus son pequefias particulas esféricas (~ 50 nm), que contienen una

cadena simple de RNA genomico de polaridad positiva ((+) ssSRNA), el cual codifica tres
proteinas estructurales (C, PrM/M y E) y siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B y NS5). Como se ilustra en la figura 1, el ciclo replicativo general de los

flavivirus inicia con la union de la proteina E a los receptores (TIM-1, AXL, DC-SING,

receptor de manosa o heparan sulfato) presentes en la membrana celular. Una vez adheridas

las particulas virales, se desencadena el proceso de endocitosis seguido de la fusion de

membranas (dependiente de pH) en el endosoma, lo que facilita la liberacién del RNA viral

en el citoplasma (32).
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Figura 1. Ciclo replicativo de los flavivirus.

(Tomado de: Pierson and Diamond. Nat Microbiol. 2020;5(6):796-812)
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El complejo de replicacion (RNA viral, proteinas no estructurales y factores celulares) se
forma en asociacion con membranas intracelulares y se ha reportado que los eventos de
traduccion y replicacion del genoma viral se realizan en paquetes vesiculares derivados del
reticulo endoplasmatico (ER) (33). El ensamblaje de la capside con los nuevos genomas
ocurre en el lumen del ER, seguido del paso de las nuevas particulas virales a través del
aparato de Golgi; en este proceso el virus obtiene su envoltura, en la que estan ancladas el
precursor de la proteina de membrana (prM) y la proteina E. El proceso de maduracion viral
inicia en la red trans-Golgi donde la prM es separada por proteasas celulares (34).
Finalmente, cuando el virus es liberado, el pH neutro del espacio extracelular induce el
desprendimiento del péptido pry la proteina E adquiere su conformacion final, que puede ser
reconocida por los receptores de otra célula susceptible e iniciar un nuevo ciclo de infeccion.
2.3. Virus Dengue: clasificacion clinica

El virus dengue (DENV) es actualmente uno de los causantes de arbovirosis mas importantes
del mundo y su incidencia ha aumentado aproximadamente 30 veces en las ultimas décadas
debido a la expansion geogréfica de los mosquitos responsables de su transmision, Aedes
aegypti y A. albopictus. A la fecha, se han identificado cuatro virus dengue estrechamente
relacionados, pero antigénicamente distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3y DENV-4), que
causan un espectro de enfermedad muy similar en humanos (35).

La enfermedad del dengue se clasifica clinicamente como dengue con o sin signos de alarma
y dengue grave. Esta clasificacién fue emitida por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 2009 con el propdsito de mejorar el manejo clinico. Ademas, esta enfermedad
también se puede dividir en tres fases diferentes: fase aguda (febril), fase critica
(extravasacion plasmatica) y fase de convalecencia (36). El riesgo de infeccién por DENV
se presenta principalmente en areas tropicales y subtropicales de América Central, América
del Sur, Africa, Asia y Australia, con nuevos casos que ocurren y se propagan hacian areas
no endémicas como Estados Unidos y Europa (37) .

Se han realizado diversos esfuerzos para contrarrestar la propagacion del DENV mediante el
control bioldgico y quimico de los mosquitos y la reciente implementacion de una vacuna
tetravalente. No obstante, estas estrategias pueden causar ciertas consecuencias, como la
seleccidn de vectores resistentes (3) y un mayor riesgo de progresion de la enfermedad a

estados mas graves (4). Ademas, al no existir un tratamiento antiviral disponible para el
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manejo de estas infecciones, las epidemias de dengue imponen altos costos a los servicios de

salud y a los sistemas economicos de los paises afectados.
2.3.1 Epidemiologia

Segun lo reportado en la Plataforma de Informacion en Salud para la Américas (PLISA) de
la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y la OMS, en el transcurso del afio 2020 se
han reportado en total 2,201,350 casos de Dengue en las Américas, de los cuales 5,262 se
diagnosticaron como dengue grave, dejando un saldo de 900 defunciones (38).

En el territorio colombiano, durante la semana epidemioldgica 49 de 2020 se notificaron 576
nuevos casos probables de dengue. En el sistema se encuentran reportados hasta el momento
76,518 casos, 37,646 (49,2%) sin signos de alarma, 38,005 (49,7%) con signos de alarma y

867 (1,1%) de dengue grave; con co-circulacion de los cuatro serotipos en el pais (39).

2.3.2 Interaccion virus-célula: importancia del sistema de endomembranas v el

citoesqueleto

Los virus son mucho mas simples que incluso los microorganismos mas pequefios y carecen
de sistemas biosintéticos y generadores de energia necesarios para su existencia
independiente; por esta razon, los virus son parasitos intracelulares obligados que requieren
infectar organismos vivos para llevar a cabo una infeccidn exitosa (40).

En el curso de su ciclo replicativo, los virus pueden modular una amplia variedad de procesos
celulares que abarcan: remodelacion del sistema de endomembranas (41) cambios en la
dinamica del citoesqueleto (42), modulacion de expresion de genes y proteinas del hospedero
(43), induccion de apoptosis y autofagia (44,45), activacion del ciclo celular (46), evasién de
la respuesta inmune (47), induccion de la transicion epitelial a mesenquimal (EMT) (48) y
regulacion del metabolismo lipidico (49).

Especificamente, los virus con genoma de RNA requieren la participacion de estos factores
celulares para lograr practicamente todos los pasos del ciclo replicativo, incluida la entrada
y liberacion del material genético, la traduccién, el procesamiento de poliproteinas, la
replicacion del genoma, el ensamblaje y la liberacion de la nueva progenie viral (50).

Para adherirse e ingresar al hospedero, los virus necesitan emplear receptores celulares. Los

receptores de Heparan sulfato son los mas empleados por varias familias de virus, incluido
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el DENV (51). El virus dengue utiliza diferentes vias de entrada segun el serotipo y el tipo
de célula que infecta; algunos de los mecanismos empleados son: endocitosis mediada por
receptores, endocitosis dependiente de clatrina, dependiente de dinamina (independiente de
clatrina, caveolas o balsas lipidicas) y macropinocitosis (52).

Aunque casi todas las estructuras celulares son esenciales para la traduccion/replicacion del
genoma, ensamblaje, maduracion y liberacion de estos virus, el sistema de endomembranas
es el més notable. Después de la internalizacion de los viriones y la liberacion del genoma
viral en el citoplasma, por regla general, todos los virus sSRNA (+) modifican el sistema de
endomembranas (53), con el fin de asegurar un ambiente adecuado para la traduccion y
sintesis del material genético y evitar ser reconocidos por los mecanismos de defensa del
hospedero.

Los virus de RNA, forman varias estructuras derivadas del sistema de endomembranas
conocidas como fabricas virales (54). Particularmente para el género Flavivirus (DENV y
WNV), se han descrito al menos dos estructuras de membranas intracelulares inducidas por
virus: paquetes vesiculares (VP) y membranas convuladas (CM), donde ocurre la replicacion
del genoma viral y la traduccién del RNA/ procesamiento de poliproteinas, respectivamente
(33).

Segun lo informado por los autores (33), las CM se forman por remodelacién de la membrana
del reticulo endoplasmico, y los VP posiblemente se derivan del aparato de Golgi. La
formacion de estas estructuras puede ser inducida por cambios en la composicion lipidica,
influencia de las proteinas integrales de la membrana, actividad de las proteinas del
citoesqueleto y proteinas motoras de los microtibulos (41). Ademas, el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi proporcionan a los virus diferentes conjuntos de proteinas
celulares necesarias para el procesamiento, el plegamiento y funcionamiento de las
glicoproteinas virales, como las a-glucosidasas del ER (55) y enzimas como la furina que
escinden las proteinas virales para que alcancen su forma madura/activa (56).

Se conoce que muchos virus pueden provocar una reorganizacion del sistema de
endomembranas y del citoesqueleto para generar las fabricas virales mencionadas
anteriormente. Si bien algunos estudios indican que los virus no utilizan los componentes del
citoesqueleto (filamentos de actina y microtlbulos) para sus ciclos replicativos (57), esta

ampliamente aceptado y conocido el papel crucial de este complejo macromolecular para
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garantizar la entrada, trafico (de particulas, genomas y proteinas virales), liberacion y
diseminacion intercelular de nuevos viriones (8,11).

ElI DENV es el flavivirus mas estudiado respecto a su interaccion con la red del citoesqueleto
(figura 2) y se ha encontrado que los filamentos de actina son el componente mas destacado.
Las Rho GTPasas Racl, Cdc42 y RhoA son los principales reguladores del ensamblaje,
dindmica y formacion de estructuras (lamelipodios, filopodios y fibras de estrés), del
citoesqueleto de actina. En células endoteliales se ha reportado que la sefializacion mediada
por Racly Cdc42 asi como la reorganizacion de actina son esenciales para la internalizacion
y liberacion de DENV-2 (13,16,18). Asi mismo, se ha reportado que en células epiteliales el
tratamiento con Citocalasina D, un inhibidor de la polimerizacién de actina, afecta la entrada
de DENV-2 (15).

En células HMEC-1, la infeccion por DENV, asi como el tratamiento directo con la proteina
NS1 de este virus, aumentan la permeabilidad transendotelial. Este efecto se debe
principalmente a que hay fosforilacion de RhoA y pérdida de la proteina VE-Cadherina,
encargada de mantener las uniones inter-endoteliales (19). Por lo tanto, es probable que la
internalizacion de VE-Cadherina y la contractilidad del citoesqueleto mediada por RhoA
contribuyan a la permeabilidad vascular durante la enfermedad del dengue.

De manera consistente, se ha demostrado que durante la infeccién por DENV-2 en una linea
celular de hepatocitos se desencadena la activacion de la ruta PI3K/Akt/Rho GTPasas. Como
resultado, se genera la activacion simultinea de las Rho GTPasas Racly Cdc42, produciendo
un fenotipo combinado de lamelipodios y filopodios a partir de la remodelacion de actina
(14). Ademas, la alteracion de la via de sefializacion PI3K/Akt/Rho GTPasas y de los
filamentos de actina empleando inhibidores quimicos, redujo significativamente la nueva
progenie viral (14).

En células P388D1 de tipo macro6fago, se ha evidenciado que la potenciacion dependiente de
anticuerpos (ADE, por sus siglas en inglés) inducida por DENV depende de la actina y de
Rab5 en el endosoma. Empleando imagenologia de células vivas, se detectaron
protuberancias en la membrana celular mediadas por actina para facilitar la captacion del
virus unido a los anticuerpos (58). Otro trabajo identificé una interaccion entre la actina de
43 kDay el dominio 111 de la proteina E de DENV-2, en donde la red de actina se reorganiz6

después de 1 hora de infeccion en células ECV304, lo que indica que un contacto directo
20



entre estas dos proteinas puede tener una funcion crucial en la infeccion (59). Estos hallazgos
sugieren que el citoesqueleto de actina es importante durante la infeccion por DENV y
posiblemente induce un cambio fenotipico comparable al reportado en la EMT, siendo una
de las causas de la permeabilidad endotelial que conduce a la pérdida de plasma durante los
casos graves de la infeccion.
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Figura 2. Esquema de la regulacion del citoesqueleto durante la infeccion por flavivirus.

(Tomado de: Zhang et al. Virol Sin. 2019; 34(1): 30-41)

Un estudio centrado en el papel de los microtibulos y su proteina motora dineina en eventos
iniciales de la infeccion por DENV-2 en células BHK-21, revela una asociacion de la
proteina E con la subunidad a-tubulina a partir de las 8 horas post-infeccion (h.p.i), lo que
indica que la proteina recién traducida es transportada por los microttbulos (60). De igual
forma, la integridad de los microtubulos se considera necesaria para la entrada, replicacion y
salida del DENV, ya que estos pasos de la infeccion se interrumpen cuando las células se
tratan con inhibidores de los microtabulos (13,15).

La participacion de los filamentos intermedios del citoesqueleto en la replicacion de DENV

ha sido menos explorada, no obstante, se cree que los filamentos intermedios de vimentina
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estan involucrados en la infectividad y replicacion de este virus. Se ha evidenciado una
interaccion directa entre la vimentina y la proteina no estructural 4A (NS4A) de DENV, un
componente importante del complejo del replicacion (20). Por otra parte, se ha demostrado
que la vimentina esta involucrada en el ensamblaje de particulas DENV-2 (61). Ademas, se
encontré que la proteina NS1 de DENV tiene una fuerte asociacion con vimentina, jugando
un papel crucial tanto en la replicacion como en la liberacion del virus (62).

En las ultimas dos décadas, el estudio y la investigacion de la célulay los virus se ha enfocado
de manera diferente, considerando a la célula como la unidad estructural y funcional de la
infeccion viral (15). Por tanto, este panorama permite apreciar la importancia de los factores,
compartimentos y estructuras celulares, asi como su interaccidn con los virus para permitir
una infeccion exitosa. Asimismo, aporta conocimiento sobre una gran cantidad de
posibilidades terapéuticas que permiten abordar, desde otro frente de batalla, la constante
lucha en el desarrollo de nuevos antivirales; especialmente ahora que el mundo esta
enfrentando la pandemia causada por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2.

2.4 Estrategias antivirales para el control del virus dengue
2.4.1 Potencial de las pequefias moléculas como medicamentos

Desde el descubrimiento de las pequefias moléculas para bloquear eventos fisiopatoldgicos,
sus ventajas han sido notables, incluyendo buena absorcién, biodisponibilidad y distribucion
(63). Las propiedades particulares de estas moléculas como el pequefio tamafio (del orden de
1 nm) y el bajo peso molecular (menos de 900 daltons) les permiten atravesar membranas
celulares, buena permeabilidad intestinal, rapida disolucién en agua y metabolismo
moderado a bajo (64,65).

Debido al sitio de accion altamente especifico de estos compuestos, pueden usarse como
sondas moleculares para diseccionar la fisiologia celular y, por lo tanto, podrian ser Utiles
como agentes terapéuticos. Por lo general, desde el punto de vista farmacolégico, una
molécula pequefia actia como un efector al unirse a biomacromoléculas especificas,
alterando su actividad/funcion (66).

La mayoria de los medicamentos aprobados actualmente por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) son pequefias moléculas y solo algunos de

ellos son proteinas o péptidos. Esto es importante considerando que una de las ventajas de
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esta clase de farmacos, es que estos se pueden ingerir por via oral y no es necesaria la

administracion parenteral (67).
2.4.2 Antivirales dirigidos al hospedero vs antivirales de accion directa

Desde una perspectiva evolutiva, los virus RNA mutan a un ritmo mucho més rapido que las
células que infectan (figura 3), siendo esta caracteristica fundamental en el proceso de
patogénesis. La principal razon por la que esto ocurre esta relacionada con la tasa de error de
la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) y la transcriptasa inversa (RT) utilizadas
por estos virus, que es aproximadamente tres 6rdenes de magnitud mas alta que las DNA
polimerasas dependientes de DNA (68).

Ademas, los virus RNA existen en la naturaleza como cuasiespecies, es decir, como
distribuciones dinamicas de genomas virales no idénticos, pero estrechamente relacionados
entre si sometidos a un proceso continuo de variacion genética, competicion y seleccion.
Estas caracteristicas otorgan a las poblaciones virales cierta capacidad de adaptacion que les
permite escapar de las presiones del hospedero, como la respuesta inmune, los tratamientos

antivirales y la vacunacién (69).
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Figura 3. Relacion entre la tasa de error y el tamafio del genoma en diferentes sistemas genéticos,

incluidos los virus.

(Tomado de: Holmes EC. J Virol 2011;85:5247-5251).

Desde el inicio de la busqueda y desarrollo del primer farmaco antiviral en la década de 1970,

el principal enfoque para encontrar antivirales ha consistido en alterar proteinas o genes

virales. Este camino se ha empleado para asegurar la selectividad y especificidad antiviral,
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debido a que, como se ha descrito previamente, los virus tienen una gran dependencia de su
hospedero lo que limita el nimero de dianas disponibles para la terapia (70). Actualmente,
esta afirmacion esta bajo revision, ya que existe amplia evidencia sobre el potencial de los
factores del hospedero como dianas antivirales, especialmente para prevenir y tratar
infecciones causadas por virus RNA.

Los antivirales de accién directa (DAA, por sus siglas en inglés) se emplean tradicionalmente
para tratar infecciones causadas por virus como el virus de inmunodeficiencia humana (HIV),
el virus de la hepatitis C (HCV) y el virus de la influenza (IV), lo que resulta en la
erradicacion de variantes susceptibles a estos medicamentos; sin embargo, esta terapia deja
espacio para la seleccion y expansion de poblaciones menores que pueden desarrollar
resistencia, lo que lleva al fracaso del régimen antiviral (69). Asimismo, y con muy pocas
excepciones, esta terapia es especifica de virus y, por lo tanto, solo algunos DAA tiene
actividad antiviral de amplio espectro. Lo anterior, representa una estrategia poco eficaz en
cuanto al tiempo de desarrollo y el dinero invertido, ya que requiere la produccion de varios
farmacos para el tratamiento de diferentes serotipos de virus (incluso si pertenecen a lamisma
familia viral), siendo este proceso lento y costoso.

Por otro lado, los antivirales dirigidos al hospedero (HTA, por sus siglas en inglés)
proporcionan una estrategia interesante y novedosa contra los virus RNA, ya que los factores
del huésped tienen una alta barrera genética a la resistencia (son genéticamente mas estables
que los factores virales) (22). Ademas, los HTA tienen actividad antiviral de amplio espectro,
ya que los virus que pertenecen a la misma o diferentes familias virales pueden emplear los
mismos factores del hospedero. Otra ventaja importante, es que estas moléculas tienen
mecanismos de accion diferentes y complementarios a los DAA que ya se encuentran en
desarrollo clinico y, por tanto, pueden actuar de forma sinérgica apoyando la terapia antiviral
combinada (71). Por ultimo, muchos compuestos catalogados como HTA son medicamentos
aprobados por la FDA para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, inflamatorias
y el cancer, lo que asegura que estos tengan minimos o nulos efectos adversos (72). En la

figura 4 se muestra una lista comparativa de caracteristicas entre HTA y DAA.
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(Adaptado de: Roa-Linares et al. 2020. En revision)
Muchos de los antivirales dirigidos hacia el hospedero avalados por la FDA son

medicamentos basados en interferén (INF) y han sido desarrollados para el control de
enfermedades cronicas como HIV, virus del papiloma humano (HPV), virus de la hepatitis
B (HVB) y HCV (74).

Para el tratamiento de enfermedades agudas como el dengue, algunos compuestos como
Modipafant, un antagonista de la activacién del receptor del factor activador de plaquetas
(PAFR), el cual se cree esta implicado en la patogenia del dengue grave a través de la
inflamacidn, y celgosivir un derivado natural que inhibe la proteina a-glucosidasa I, necesaria
para el plegamiento de las glicoproteinas virales, se encuentran actualmente en ensayos
clinicos fase Il (75). Estos dos compuestos se seleccionaron para el desarrollo clinico por la
seguridad que han demostrado previamente en humanos y porque inhiben la replicacion del

virus dengue in vitro y mejoran la supervivencia en modelos in vivo (76,77).
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2.4.3 Derivados de plantas como antivirales de amplio espectro

Los productos naturales derivados de plantas son utilizados como primera opcion de
tratamiento por alrededor del 80% de la poblacion mundial, principalmente en los paises en
desarrollo. Su papel en la medicina tradicional ha sido reconocido desde la antiguedad,
teniendo en cuenta que estos productos proporcionan opciones ilimitadas para encontrar y
desarrollar nuevos agentes terapéuticos debido a su amplia disponibilidad y diversidad
quimica (78). Como se puede observar en la figura 5 diversas publicaciones han descrito una
extensa lista de derivados de plantas y otros productos naturales con amplio espectro

antiviral.
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Figura 5. Productos naturales con sus principales dianas y espectros de actividad antiviral.
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(Tomado de: Martinez et al. Nat Prod Rep. 2015;32(1):29-48).

Lin y colaboradores informaron que el acido chebuldgico y la punicalagina, dos taninos
hidrolizables aislados a partir de Terminalia chebula han mostrado ser activos contra DENV,
(79). Se ha descrito que la castanospermina, un alcaloide aislado del castafio
Castanospermum australe y su derivado, el celgosivir, inhiben la replicacion de multiples
virus in vitro e in vivo, incluidos los flavivirus DENV y WNV. En células de mamiferos,
estos compuestos bloquean la funcion de las a-glucosidasas | y Il de ER; por lo tanto, se
sugiere el mecanismo antiviral puede ser la alteracion del plegamiento de algunas
glicoproteinas virales, lo que afecta la maduracion de los viriones y reduce la infectividad
(77) .

La curcumina (Curcuma longa) tiene efectos sobre varios sistemas celulares como el
citoesqueleto, el sistema ubiquitina-proteasoma o la induccion de apoptosis, interfiriendo en
diferentes procesos de la infeccion por DENV-2 (80). La baicalina, un flavonoide derivado
de Scutellaria baicalensis y el principal metabolito de la baicaleina liberado tras su
administracion en diferentes modelos animales y humanos, interfiere e inhibe la replicacion
in vitro en diferentes estadios del ciclo replicativo de DENV-2 (81).

2.5 Actividad antiviral del ferruginol y analogos

El ferruginol (figura 6), es un fenol diterpenoide aislado a partir de plantas pertenecientes a
las familias Podocarpaceae, Cupressaceae, Lamiaceae y Verbenaceae. Esta molécula tiene
un amplio espectro de actividad bioldgica, tales como antibacteriana, antifingica y
antimicrobiana, acaricida, cardioactiva, antioxidante, antiplasmodio antileishmania,
nematicida, antiulcerosa y citotdxica sobre células tumorales, entre otras (82). Sin embargo,
existen pocos reportes relacionados con la actividad antiviral del ferruginol y sus analogos.
Previamente hemos reportado que dos analogos del ferruginol (figura 6), el 18-(ftalimida-2-
il) ferruginol (compuesto 8) y el 18-oxoferruginol (compuesto 9), controlan la infeccién in
vitro por los Herpesvirus Humanos tipo 1 y 2 y dengue serotipo 2, cuando se adicionan en
etapas posteriores a la infeccion. Ademas, el compuesto 8 redujo significativamente el
tamafo de la placa viral cuando se trataron células infectadas con DENV-2 (27). Estos
hallazgos derivaron en la publicacion de una patente (82) debido a que este fue el primer

reporte de actividad antiviral de esta clase de compuestos.
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El compuesto el 18-(ftalimida-2-il) ferruginol, presenta una sustitucion con un grupo
ftalimida en el anillo A del ferruginol, especificamente en el carbono 18, tal como se sefiala
en la figura 6. La ftalimida, con formula quimica CeH4(CO)2NH, es una imida derivada del
acido ftalico con dos grupos carbonilo unidos a una amina secundaria. Estos compuestos son
hidrofobicos y neutros, y por tanto, puede atravesar membranas bioldgicas in vivo con
facilidad (83). Entre las estructuras heterociclicas, las ftalimidas son de particular interés
biolégico y se han reportado como herbicidas, insecticidas y agentes antiinflamatorios.
Ademaés, estas moléculas y algunos de sus derivados se caracterizan por tener actividad
antibacteriana, antifungica, analgésica, antitumoral, ansiolitica, hipolipemiante y analgésica,
asi como por presentar bajos efecto toxicos en ensayos con animales (84).

Estudios adicionales realizados por la Linea de Actividad Bioldgica de Productos Naturales
del GMMT, sugieren el potencial amplio espectro antiviral del compuesto 8, ya que inhibe
la infeccion por virus Zika en células Vero (células epiteliales de rifion de mono verde
africano) (28), PC3 (adenocarcinoma de préstata) y HelLa (adenocarcinoma de cérvix) a
concentraciones de 12,5 uM y 6,25 uM, respectivamente (datos no publicados). Asi mismo,
esta molécula tiene actividad antiviral en células Vero infectadas con CHIKV (género
Alphavirus) a una concentracion de 10 uM (datos no publicados).
OH

18-(ftalimida-2-il) ferruginol
(compuesto 8)

/III-

Ferruginol

18-oxoferruginol
(compuesto 9)
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Figura 6. Estructura quimica del ferruginol y de dos de sus analogos, 18-(ftalimida-2-il) ferruginol

(compuesto 8) y 18-oxoferruginol (compuesto 9).

Por otra parte, se ha demostrado el efecto antiviral de ciertos diterpenos tipo abietano, entre
ellos el ferruginol, durante la infeccién in vitro por el coronavirus causante del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV) (85). Lo anterior hace promisorio el uso de este tipo

de moléculas para combatir las infecciones por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 (86).
2.5.1 Mecanismos de accion reportados

Estudios previos sugieren que el mecanismo antitumoral del ferruginol en la linea celular de
leucemia K562, esta relacionado con su capacidad de potenciar la expresion de la proteina
proapotdtica BAX. Se ha reportado que este compuesto inhibe dos vias de sefializacion
implicadas en la supervivencia y proliferacion celular (Ras/PI3K y Jak/STAT) y que
disminuye la expresion de ciclinas dependientes de quinasas, conllevando a la detencion del
ciclo celular especificamente en la fase GO/G1 (87).

También se ha descrito que la actividad gastroprotectora de esta molécula es debida a la
reduccion de la acidez estomacal y a la mejora de la capacidad antioxidante en la mucosa
gastrica (88,89). De forma adicional, se ha evidenciado que el mecanismo antioxidante del
ferrruginol esté relacionado con la inhibicion de la oxidacion al atrapar radicales libres y
evitar su propagacion (90). No obstante, la base celular o molecular por la cual el ferruginol

0 sus analogos presentan actividad antiviral aun no ha sido descrita.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar el potencial mecanismo de accion antiviral del compuesto 18-(ftalimida-2-il)-

ferruginol durante la infeccion in vitro por el virus dengue serotipo 2.

3.2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto antiviral del 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol sobre uno o varios ciclos
replicativos.

Identificar la interaccién in silico del 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol con dianas
celulares y virales necesarias para la infeccion viral.

Determinar el efecto del 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol en la sintesis de proteinas
virales y en la replicacion del genoma viral durante el curso temporal de la infeccion.
Evaluar el efecto morfolégico y molecular del 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol sobre
elementos del citoesqueleto y el reticulo endoplasmatico.

Describir el efecto del compuesto 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol sobre la integridad

celular en presencia o ausencia de la infeccidn viral.
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4. HIPOTESIS Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

4.1. Hipdtesis nula

El andlogo del ferruginol, 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol, no inhibe factores celulares y virales
durante la infeccion in vitro por el virus dengue.

4.2. Hipdtesis alternativa

El anélogo del ferruginol, 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol, inhibe factores celulares y virales
durante la infeccion in vitro por el virus dengue.

4.3 Planteamiento del problema

En las dltimas dos décadas, el aumento de enfermedades causadas por arbovirus ha
aumentado considerablemente, por factores concernientes al cambio climatico,
desplazamiento continuo de la poblacién humana, fallas en el control del vector, elevada tasa
de mutacion viral, entre otros (91). Una de las principales arbovirosis en el mundo es la
causada por el virus dengue. EIl dengue se presenta en los climas tropicales y subtropicales
de todo el planeta, sobre todo en las zonas urbanas y semiurbanas. Si bien esta es una
enfermedad aguda y que en la mayoria de los casos se auto resuelve, la infeccion grave es
una complicacién potencialmente mortal porque cursa con extravasacion de plasma,
acumulacién de liquidos, dificultad respiratoria, hemorragias graves o falla organica (1).

A pesar de las estrategias de prevencion implementadas hasta el momento (erradicacion del
mosquito vector y aprobacion de una vacuna tetravalente), aln existen muchas dificultades
para evitar la expansion del virus. Por otra parte, no hay medicamentos disponibles para el
tratamiento de esta enfermedad cuando ya se ha establecido la infeccion. Tradicionalmente,
la busqueda de antivirales se ha dirigido a alterar proteinas o genes especificos de los virus,
no obstante, el uso de esta estrategia contra virus con genoma de RNA, puede derivar en la
seleccion de mutantes resistentes a dichos farmacos (69). Considerando este problema, la
investigacion antiviral se ha redireccionado al estudio de pequefias moléculas (derivadas de
productos naturales, sintéticas o semi-sintéticas) que afecten blancos del hospedero (25), ya
que los virus son altamente dependientes de la maquinaria metabdlica de las células que

infectan.
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Los antivirales dirigidos hacia blancos celulares, se caracterizan por tener un amplio espectro
de accion, y por ende controlan la infeccion de virus pertenecientes a diferentes géneros y
familias virales; tal es el caso del compuesto celgosivir, un derivado natural que afecta la
proteina a-glucosidasa I, necesaria para el plegamiento de las glicoproteinas de DENV y que
ya se encuentran en fase Il de estudios clinicos (75).

Siguiendo esta misma linea estudio, en nuestro grupo de investigacion se ha determinado la
actividad antiviral de una pequefia molécula semi-sintética, el compuesto 18-(ftalimida-2-il)
ferruginol, cuyo potencial amplio espectro antiviral ha sido demostrado (27,28), ya que
inhibe la infeccion de virus DNA (Herpesvirus) y RNA: Flavivirus (DENV, ZIKV) y
Alphavirus (CHIKV), lo que hace necesario determinar el mecanismo de accion por el cual
ejerce dichos efectos.

El presente trabajo de investigacion tiene como propdsito explorar el potencial mecanismo
de accidn antiviral del compuesto 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol durante la infeccién in vitro
por el virus dengue serotipo 2. Para tal fin, se llevaran a cabo ensayo in vitro, empleando
lineas celulares de hamster y humanas para evaluar el efecto de esta molécula sobre uno y
varios replicativos del virus, asi como en procesos especificos que incluyen la sintesis de
proteinas y replicacion del genoma viral. Ademas, se identificara la interaccion in silico del
compuesto en estudio con dianas celulares y virales requeridas para la infeccién por DENV.
Las interacciones encontradas se confirmaran evaluando el efecto morfoldgico y molecular,
asi como el impacto del compuesto sobre la integridad celular en presencia o ausencia de la
infeccion.

Lo anterior, permitira esclarecer el interrogante sobre si esta molécula altera factores
celulares (actuando como un HTA), lo cual explicaria su potencial amplio espectro de accién
antiviral, o si afecta tanto factores celulares y virales que potencien su actividad.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Compuestos y reactivos

El anélogo del ferruginol, 18- (ftalimida-2-il)-ferruginol (compuesto 8), fue sintetizado por
el Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Valencia-Espafia, siguiendo la
ruta se sintesis previamente reportada por Gonzalez-Cardenete & Pérez-Guaita, 2012 (92).
La ribavirina (Riba) se adquiri6 de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA.). El acido
micofendlico (MPA), la citocalasina D (CytD), el nocodazol (NZ) y el taxol (TX) se
obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA.). El NITDO008 y la
cicloheximida (CHX) fueron proporcionados por el Dr. Mariano Garcia-Blanco (Department
of Biochemistry and Molecular Biology, UTMB, Galveston). Las soluciones stock de todos
los compuestos se prepararon en dimetilsulfoxido (DMSO, Merck KGaA, Alemania) y se
congelaron a -20°C hasta su uso. La concentracién de DMSO en los ensayos biologicos fue
igual al 0,05%. Controles celulares con DMSO (0,05%) fueron incluidos en todos los
experimentos.

El Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), el medio Leibovitz (L-15), el
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) y el reactivo X-
tremeGENE™ HP DNA Transfection Reagent fue suministrado por Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, USA). EIl suero bovino fetal (FBS) y el antibi6tico Penicilina-
Estreptomicina (PS), fueron provistos por Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, USA). El
FluorSave se obtuvo de Calbiochem (La Jolla, USA).

El anticuerpo anti-envoltura de DENV producido en células 4G2 de hibridoma (anti-ENV
policlonal) fue donado por la Dra. Eva Harris y Robert Beatty (Universidad de California,
Berkeley). El anti-dsSRNA mAb J2 se obtuvo de Scicons (Budapest, Hungria). El anticuerpo
monoclonal anti-a/p-tubulina, el anti-NS3 mAD, los anticuerpos secundarios (Alexa Fluor
488 y Alexa Fluor 594), la micotoxina faloidina conjugada con Alexa Fluor 594 y la sonda
Hoechst 33258 se adquirieron de Molecular Probes Invitrogen Life Technologies (Carlsbad,
USA). Los anticuerpos anti-vimentina y anti-KDEL fueron suministrados por la empresa
Abcam. El kit de anexina V conjugada a ficoeritrina (PE) fue suministrado por la casa

comercial BD Pharmingen (USA).
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5.2 Virusy lineas celulares

El virus dengue tipo 2 (DENV-2, cepa de Nueva Guinea), donado por Maria Elena Pefiaranda
y Eva Harris (Universidad de California, Berkeley) y el virus DENV-2 recombinante (cepa
de Nueva Guinea) disefiado para expresar Renilla luciferasa (RLUC DENV-2), suministrado
por Mariano Garcia-Blanco (Department of Biochemistry and Molecular Biology, UTMB,
Galveston), se amplificaron en células C6/36 HT (Aedes albopictus-ATCC® CRL-1660 ™)
y fueron titulados en células BHK-21 (rifidn de hamster -ATCC® CCL-10 ™) de acuerdo
con nuestras condiciones de laboratorio (27). Para la determinacién de potenciales
mecanismos de accion, se emplearon células Huh-7 (carcinoma hepatocelular humano) y
Huh-7 que expresan establemente un replicn subgendémico de DENV-2 y que contienen el
gen reportero de luciferasa (Huh-7 Rep DENV-2).

Las células BHK-21, Huh-7 y Huh-7 Rep DENV-2, se mantuvieron en DMEM suplementado
con 10% de FBS inactivado y las células C6/36 HT se mantuvieron con medio L-15
suplementado al 10% de FBS inactivado. Los medios de cultivo se suplementaron ademas
con penicilina (100 unidades/mL) y estreptomicina (100 mg/mL). Las células BHK-21 se
incubaron a 37 °C y las células C6/36 HT a 34 °C en atmosfera humidificada de CO; al 5%.
5.3 Amplificacion y cuantificacion de stocks virales

Para la replicacion y amplificacion viral, se sembraron células C6/36 HT (70% de
confluencia) en medio L-15 suplementado al 10% de FBS y antibioticos en frascos de 75¢cm?,
y se infectaron con una multiplicidad de infeccién (MOI: 0,01 PFU/célula) de DENV-2 en
un volumen final de 1mL. Luego, las células se incubaron a 34°C en atmdsfera de CO- al 5%
durante 2 horas y cumplido el tiempo de incubacion, se adicionaron 6mL de L-15 al 2% de
FBS sin retirar el indculo viral. Transcurridos 6 dias de infeccidn y tras observar sincitios en
un 50% de la monocapa celular, los sobrenadantes fueron colectados y almacenados a -70°C
hasta su posterior cuantificacién (27).

Con el fin de cuantificar el virus en los sobrenadantes colectados, se emple6 el método de
Unidades Formadoras de Placas (PFU) (93). Para ello, se sembraron 5.5 x 10* células BHK-
21 en platos de 24 pozos en DMEM suplementado al 2% de FBS. Al dia siguiente, se
prepararon siete diluciones seriadas (1:10) de los sobrenadantes y se adicion6 cada dilucion
por triplicado. Los platos se incubaron a 37°C en CO- al 5% durante 2 horas y posteriormente

se descarto el inoculo viral de todos los pozos y se agregé Carboximetilcelulosa (CMC) de
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mediana viscosidad al 1.5%. Al sexto dia de la infeccion, se realizo la fijacion y coloracion
de los platos con una solucion de 3.5% de formaldehido/0.2% de cristal violeta y se
cuantificaron las unidades formadoras de placas. Los titulos virales fueron expresados en
PFU/mML (27).

5.4 Evaluacién de la actividad antiviral
5.4.1 Ensayos de inhibicion

Para evaluar el efecto antiviral del compuesto 8, se utilizaron cuatro protocolos
experimentales diferentes teniendo en cuenta las condiciones previamente estandarizadas en
nuestro de laboratorio (27,94).

Pre-infeccion: Células BHK-21 (5,5 x10* células/pozo) se trataron con varias
concentraciones (1,8uM-14,5uM) de la molécula durante 24 horas. Luego, el compuesto fue
removido, las células se lavaron dos veces con PBS 1X y se infectaron con una MOI:0,01
PFU/célula de DENV-2 por 1 hora a 37°C (5% de CO,) para asegurar la entrada del virus.
Inmediatamente, se retiro el indculo viral y se afiadié CMC al 1,5 % y se incubaron durante
6 dias a 37°C.

Adherencia: Células BHK-21 previamente incubadas durante 1 hora a 4°C, se infectaron con
una MOI:1 PFU/célula de DENV-2 en presencia del compuesto (7,5uM-60uM) y se
incubaron durante 1 hora (4°C). Después de la incubacion, la molécula y los virus no
adheridos se removieron con PBS 1X frio; posteriormente, las| células se cubrieron con CMC
al 1,5 % y se incubaron durante 6 dias a 37°C.

Entrada: Células BHK-21 previamente incubadas durante 1 hora a 4°C, fueron inoculadas
con una MOI:1 PFU/célula de DENV-2 y se incubaron durante 1 a 4°C. Pasado este tiempo,
los virus no adheridos se eliminaron con PBS 1X frio, las células se trataron con diferentes
concentraciones de compuesto (7,5uM-60uM) y se incubaron durante 1 hora (37°C). Los
virus que no ingresaron se inactivaron usando buffer citrato (pH = 3,0) y luego se lavaron
con PBS 1X; finalmente, las células se cubrieron con CMC al 1,5% y se incubaron durante
6 dias a 37°C.

Cumplido el tiempo de incubacion, las células se fijaron y tifieron y se realizo el conteo de
las placas. Para los ensayos de adherencia y entrada se incluyo la heparina como control

positivo.
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Post-infeccion: Células BHK-21 (5,5 x10* células/pozo) se inocularon con DENV2 (MOI:
0,01 PFU/célula) durante 1 hora a 37°C. Luego se realizé lavado con PBS (pH=7,0) y se
adiciond el compuesto 8 (1,8uM-14,5uM) previamente preparado en CMC al 1,5%. Después
de 6 dias de incubacién, las células se fijaron y tifieron para llevar a cabo el conteo de las

placas. La ribavirina se incluyé como control positivo para este ensayo.
5.4.2 Curvas de crecimiento viral

La dindmica de crecimiento de DENV-2 en células BHK-21 durante uno o varios ciclos
replicativos, se determind realizando curvas de un solo paso y multiples pasos,
respectivamente (93).

Curva de un solo paso (One-step growth curve): Células BHK-21 (5,5 x10* células/pozo) se

inocularon con DENV-2 (MOI:5 PFU/célula) durante 1 hora a 4°C para permitir la
adherencia de los viriones y posteriormente, se incubaron a 37°C para asegurar la entrada.
Transcurrido este tiempo, las células se lavaron dos veces con PBS 1X, se adicion6 DMEM
1X al 2% de FBS e incubaron a 37°C durante 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24 y 36 horas post-infeccion
(h.p.). Los sobrenadantes se colectaron en los tiempos previamente definidos y se
almacenaron a -80°C hasta su posterior titulacion.

Curva de multiples pasos (Multi-step growth curve): Células BHK-21 (5,5 x10* células/pozo)
se infectaron con DENV-2 (MOI:0,01 PFU/celula) durante 1 hora a 4°C para permitir la

adherencia de los viriones y posteriormente, se incubaron a 37°C para asegurar la entrada de
los virus. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron dos veces con PBS 1X, se adiciond
DMEM 1X al 2% de FBS e incubaron a 37°C durante 24, 48, 72, 96 y 120 horas post-
infeccion (h.p.i). Los sobrenadantes se colectaron una vez cumplidos los tiempos

previamente definidos y se almacenaron a -80°C hasta su posterior titulacion.
5.4.3 Ensayos de tiempo-adicién

Para elucidar en cual etapa del ciclo replicativo se produce el efecto antiviral del compuesto
8, células BHK-21 (5,5 x10* células/pozo) se infectaron a una MOI: 5 PFU/célula o MO1:0,01
PFU/célula de DENV-2, se incubaron durante 1 hora y posteriormente se trataron (una vez)
con la molécula en diferentes momentos: 6, 12, 24 (curva sincronizada) y 24, 48, 72, 96 y

120 (curva no sincronizada) horas post infeccion (h.p.i). En todos los casos, los sobrenadantes
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fueron colectados después de 24 horas adicionales de tratamiento y los viriones se
cuantificaron mediante titulacion por unidades formadoras de placa (PFU/mL). El &cido
micofendlico (MPA) y la Ribavirina (Riba) se incluyeron como controles positivos.

5.5 Ensayos in silico

5.5.1 Acoplamiento (Docking) molecular

La parametrizacion de los ligandos, proteinas celulares y virales se realizo utilizando el
software AutoDock Tools (95). Atomos de hidrégeno se adicionaron a las cadenas laterales
polares y las cargas parciales se calcularon mediante la metodologia de Gasteiger. Luego, se
delimit6 un area de interaccion en los sitios de union previamente informados con algunos
inhibidores de las proteinas de estudio. EI acoplamiento molecular se ejecuté empleando el
programa AutoDock Vina (96), utilizando una exhaustividad (nimero de repeticiones) de 20
para cada par proteina-compuesto, con el fin de obtener las interacciones (enlaces de
hidrogeno e interacciones hidrofébicas) y los valores de energia libre de unién en kcal/mol.

La visualizacion de los resultados se gener6 con el paquete Discovery Studio.
5.5.2 Prediccion de los pardmetros ADME y drug-likeness

El compuesto 8 se sometid a un analisis in silico con el fin de valorar su toxicidad y seguridad,
empleando la plataforma informéatica SwissSADME disponible en el servidor

http://www.swissadme.ch/. Esta herramienta, permite predecir un conjunto de parametros

relacionados con la lipofilicidad, biodisponibilidad, y el metabolismo de la molécula, entre
otros (97). Ademas, para predecir las caracteristicas farmacoldgicas de este compuesto, se
Ilevd a cabo un andlisis de la similitud con los farmacos y de sus propiedades moleculares
usando la herramienta on line Molsoft (98).

5.6 Determinacion del mecanismo de accién antiviral
5.6.1 Efecto en la replicacion del genoma y/o traduccion de proteinas virales

Células Huh-7 Rep DENV-2 previamente sembradas en platos de 12 pozos fueron incubadas
con dos concentraciones del compuesto 8 (11,2uM y 22,5uM) o NITDO008 (20 uM), durante
24,48y 72 horas (37°C-5% de CO2). Una vez finalizado el tiempo de exposicion, la molécula
se retird, se realizaron dos lavados con PBS 1X y se afiadio Passive Lisys Buffer 1X
(Biotium, USA), Buffer RIPA 1X (Cell Signaling Technology, USA) o TRIzol reagent

37


http://www.swissadme.ch/

(Invitrogen Life Technologies, USA) a los pozos teniendo en cuenta el disefio experimental.
Las muestras se congelaron inmediatamente a -80°C hasta que se efectuaron los ensayos de
luciferasa, Western Blot y RT-qPCR.

5.6.2 Efecto en la entrada y traduccién inicial de proteinas virales

Células Huh-7 (6 x 10* células/pozo) se sembraron en platos de 24 pozos. Un dia después,
fueron tratadas con el compuesto 8 (45 uM) por un periodo de 24 horas. Cumplido el tiempo
de exposicidn, las células se lavaron dos veces con PBS 1X y se trataron con NITD008 (20
pM) durante 2 horas y CHX (200 uM) por 5 minutos, de acuerdo con el disefio experimental.
Posteriormente, se llevd a cabo la infeccion empleando el virus recombinante RLUC DENV-
2 (MOI:1 PFU/célula) durante 1 hora a 37°C (5% de COz), en presencia de los compuestos
previamente mencionados. Luego, el virus y los tratamientos se removieron, se realizaron 5
lavados con PBS 1X y se adicion6 DMEM 2% FBS en presencia de los compuestos; 10s
platos se incubaron durante 3 horas adicionales. Finalmente, las células se lavaron 5 veces
con PBS 1X y se adicionaron 50 pL de Passive Lisys Buffer 1X (Biotium, USA) agitando
suavemente hasta cubrir la monocapa celular. Las muestras se congelaron inmediatamente a

-80°C hasta que se realiz6 la lectura de la luciferasa.
5.6.3 Efecto post-infeccion sobre traduccion de proteinas virales

Células Huh-7 (8x 10* células/pozo) se sembraron en platos de 24 pozos. Luego, el medio se
removio, las células se lavaron dos veces con PBS 1X y se trataron con NITD008 (20 uM)
durante 2 horas y CHX (200 uM) por 5 minutos, de acuerdo con el disefio experimental.
Terminado el periodo de incubacion, las células se inocularon con RLUC DENV-2 (MOI:1
PFU/célula) durante 1 horaa 37°C (5% de COz), en presencia de los compuestos previamente
mencionados. Posteriormente, el virus y los tratamientos se removieron, se realizaron 5
lavados con PBS 1X y se adicion0 DMEM 2% FBS en presencia de los compuestos, segun
el caso. Los pozos correspondientes, se trataron con dos concentraciones del compuesto 8
(11,2uM y 22,5uM) vy los platos se incubaron durante 3 horas adicionales. Finalmente, las
celulas se lavaron 5 veces con PBS 1X 'y se agreg0 Passive Lisys Buffer 1X (Biotium, USA),
Buffer RIPA 1X (Cell Signaling Technology, USA) y TRIzol reagent (Invitrogen Life

Technologies, USA) a los pozos considerando el disefio experimental. Las muestras se
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congelaron inmediatamente a -80°C hasta que se efectuaron los ensayos de luciferasa,
Western Blot y RT-qPCR.
e Ensayo de luciferasa

Las muestras conservadas en Passive Lisys Buffer, fueron transferidas (20uL) a una
microplaca de 96 pozos. Luego, se prepard la solucidn de trabajo empleando el kit Renilla
Luciferase Assay Kit 2.0 (Biotium, USA) y se ubico en el inyector de reactivos del lector de
placas EnSpire (PerkinElmer). Un volumen de 100 pL de dicha solucion fue depositada en
cada pozo y la actividad de la luciferasa fue determinada de acuerdo con el protocolo
previamente establecido en el equipo.

e Western blot
Las células lisadas en buffer RIPA, se centrifugaron y la concentracién de proteina presente
se cuantific6 empleando el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay). Las proteinas se
fraccionaron en condiciones desnaturalizantes en geles de acrilamida del 4 al 12% (GenScript
SurePAGE, USA). Posteriormente, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se
realiz6 el marcaje (overnight) utilizando los siguientes anticuerpos: anti-DENV-2 NS4B
(GTX113375, GeneTex), anti-DENV-2 NS3 (GTX124252, GeneTex), y a-tubulina (2144S,
Cell Signaling Technology). Al dia siguiente, se agregaron los colorantes infrarrojos IRDye
800 CW o IRDye 680 CW y la membrana se escaneo empleando el equipo Odyssey® CLx
Imaging System (LI-COR, USA).

e PCR entiempo real (RT-gPCR)
El RNA se extrajo utilizando el kit Direct-zol RNA Miniprep (Zymo Research) y la
transcripcion inversa (RT) se efectué empleando el kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Thermo Fisher Scientific). La gPCR se realiz6 con una mezcla de SYBR
Green PCR Master Mix en el instrumento StepOne Plus (Applied Biosystems) para medir el
RNA de DENV-2 y el RNA del gen constitutivo GAPDH. Se utiliz6 el método AACT para
calcular los niveles de expresion relativos. Los cebadores (primers) utilizados se indican en
la tabla 1.
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Primer Secuencia 5°=> 3’

DENV-2 forward GAAATGGGTGCCAACTTCAAGGCT
DENV-2 reverse TCTTTG TGCTGC ACTAGA GTGGGT
GAPDH forward AGCCACATCG CTCAGACAC
GAPDH reverse GCCCAATACG ACCAAATCC

Tabla 1. Primers empleados para realizar el ensayo de gPCR.

5.6.4 Efecto sobre elementos celulares y componentes virales

Células BHK-21 (5.5 x10 células/pozo) y Huh-7 (6 x 10* células/pozo) se sembraron sobre
laminas cubreobjetos y después, se realizaron diferentes esquemas de infeccion y tratamiento
(tiempo-adicion) como se ha descrito previamente. Luego, los cristales se lavaron con
tampdn de citoesqueleto (CBS) y se fijaron con paraformaldehido (3,8 % peso/vol) preparado
en CBS por 30 minutos (14,15). Posteriormente, las células fueron permeabilizadas con
Triton X-100 (0,2 % vol/ vol), posibles sitios de unién no especificos se bloquearon con PBS
(5% FBS) y se incubaron con los siguientes anticuerpos primarios: proteina de envoltura viral
(anti-ENV; 1:500), proteina NS3 (anti-NS3; 1:500), RNA de doble cadena (anti-dsRNA J2;
1:500), anti-a/B-tubulina, anti-vimentina y anti-KDEL (1:500). Luego, se adicionaron los
anticuerpos secundarios (Alexa fluor 488 o Alexa fluor 594; 1:1000), asi como faloidina
conjugada a Alexa fluor 488 0 594 (marcaje de actina;1:1000) y Hoechst 33258 (marcaje de
nacleos; 1:10.000). Los anticuerpos secundarios se utilizaron para el marcaje de los
elementos celulares y componentes virales, empleando las combinaciones adecuadas para
diferenciar los marcajes en cada experimento. Por ultimo, las células se lavaron con PBS y
los cristales se observaron en un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX83P2ZF). Las
imagenes fueron procesadas con el software Image J con el fin de cuantificar la intensidad
media de fluorescencia (IMF).

5.6.5 Ensayo de activacion de RhoA

Células Huh-7 (1.8 x10° células/pozo) se sembraron en platos de 12 pozos. Al dia siguiente,
el medio fue removido, se realizaron dos lavados con PBS 1X y se incubaron durante 24
horas adicionales con DMEM sin FBS. Cumplido este tiempo, las células se lavaron una vez
con PBS y se realizé la infeccion con DENV-2 a MOI:1 PFU/célula durante 1 hora a 37°C.
Luego de 6 y 12 h.p.i, se adicion6 el compuesto 8 (11,2 uM), y se incub6 durante 24 horas
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adicionales. Una vez finalizado el tratamiento, se retir6 el compuesto, se realizaron tres
lavados con PBS 1X y se adiciond buffer RIPA para realizar la lisis de las células. Una vez
obtenidos los lisados, se cuantificd la concentracion de proteina utilizando el kit Pierce™
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) y todas las muestras se ajustaron a una
concentracion de 0,4 mg/mL. La activacion de la proteina RhoA se determind empleando el
kit G-LISA® RhoA Activation Assay Biochem Kit™ (Absorbance Based) de
Cytoskeleton,Inc.

5.7 Ensayos de integridad metabdlica y celular
5.7.1 3-(4,5-dimethylthiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT)

Para determinar las concentraciones no citotoxicas del compuesto 8, se llevo a cabo el ensayo
del MTT, realizando dos diferentes esquemas de tratamiento. Brevemente, células BHK-21
(1.0 x 10* células/pozo) se sembraron en platos de cultivo de 96 pozos hasta la formacidn de
la monocapa celular. Luego, las células fueron expuestas a varias concentraciones de la
molécula durante 24 horas o 6 dias. Transcurrido este tiempo, el compuesto se retird y se
afiadio una soluciéon MTT (4 mg/mL), la cual se incubd por 2 horas a 37° C. Después, se
adicion6 DMSO para disolver los cristales de formazan y se realizo la lectura de absorbancias
en un lector de Elisa (Microplate reader, BioRad). La lectura espectrofotométrica se llevo a
cabo a 570 nm para determinar la concentracion inhibitoria 50 (ICso), definida como la
concentracion de compuesto que inhibe el 50% del crecimiento celular. Los valores de 1Cso
se obtuvieron mediante analisis de regresion lineal de curvas de concentracion-respuesta
generadas a partir de los datos de absorbancia, con el software estadistico GraphPad Prisma
5.0 y se expresaron como la media geométrica + la desviacion estandar (M + DE) de dos

experimentos independientes realizados por cuadruplicado (27).
5.7.2 Deteccion de apoptosis empleando anexina V

Células BHK-21 (2 x 10* células/pozo) previamente infectadas con DENV-2 y tratadas con
el compuesto 8, se tripsinizaron y centrifugaron para inmediatamente ser resuspendidas en
250pL de una solucion de buffer de union y anexina V. Dicha mezcla se incubo durante 15
minutos a 4°C; posteriormente se adicionaron 600uL de buffer de union y se centrifugaron a

2500 rpm durante 5 minutos. Finalmente, se descart6 un volumen de 500uL del sobrenadante,
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se resuspendio el pellet y se realizé la lectura empleando un citometro BD Facs Canto 11, de
Becton Dickinson (99). Por otro lado, se determiné la complejidad (tamafio y granularidad)
de las células infectadas y tratadas, considerando los pardmetros FSC (Forward SCatter) y
SSC (Side SCatter).

5.7.3 Ensayo de migracion celular (wound healing assay)

Células BHK-21 (5.5 x10* células/pozo) previamente sembradas en platos de 24 pozos fueron
tratadas e incubadas por 24 horas y 6 dias con la molécula 8. Cuando se cumpli6 el tiempo
de exposicion, el compuesto se retird, se adiciond medio fresco (DMEM al 2% FBS) y los
platos se incubaron por 24 horas mas. Luego, se realizd una incision sobre la monocapa
celular, las células se incubaron durante 24 horas adicionales y posteriormente, la migracion
celular fue evidenciada (100). En cada etapa del proceso, se monitored el estado de las células
usando un microscopio Olympus CKX41 (objetivo de 10X) acoplado a una cdmara Nikon
DS-L1.

5.8 Andlisis estadisticos

Para comparar los titulos virales (PFU/mL) y la IMF de los componentes virales se empled
la prueba T Student de datos no apareados. La comparacion de los genomas virales (RT-
gPCR) y proteinas virales (Western Blot), se llevo a cabo usando la prueba de ANOVA de

una via.
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6. RESULTADOS

6.1 Evaluacion de la actividad antiviral
6.1.1 El compuesto 8 no afecta la adherencia y/o la entrada de DENV-2

La capacidad del analogo del ferruginol para inhibir las etapas iniciales de la infeccion viral
se determin6 empleando un ensayo de unidades formadoras de placa. Como se observa en la
figura 7, el compuesto 8 no afecta la adherencia y/o entrada de los viriones, ya que no hubo
reduccion estadisticamente significativa de los titulos virales en ninguna de las
concentraciones evaluadas, respecto al control sin tratamiento. Como se esperaba, la heparina
empleada en estos ensayos como control positivo, redujo de manera significativa (p<0,001)

la formacién de placas.

1x10° BHK-21
Compuesto 8
1x10°" 4 Compuesto 8
E — =3 DMSO
=) | 7.5 uM
o B 15 uM
&~ 1002
ok =3 30 HM
o 60 uM
o, § SN Heparina
1x10°° o

L) L]

Adherencia Entrada
Figura 7. Efecto del compuesto 8 en etapas iniciales de la infeccion viral.
Diferentes concentraciones del compuesto 8 (7,5-60 uM) se adicionaron a las células con el fin de evidenciar
su capacidad de controlar la adherencia y/o entrada del virus a las células. Las barras representan la media +
s.e.m de tres experimentos independientes realizados por duplicado. (***): valor de p <0,001. DMSO:
dimetilsulfoxido.

6.1.2 Los tratamientos antes y después de la infeccion con la molécula 8, inducen

actividad antiviral y cambios en la morfologia celular

El tratamiento con el compuesto 8 por 24 horas previo a la infeccion viral, disminuye
significativamente el nimero de placas en comparacion con el control de células infectadas
(figura 8A). El calculo de la concentracion efectiva 50 (ECso), se realizd empleando curvas

de concentracion-respuesta siendo equivalente a 2,2 uM (figura S1A). Ademas, en las
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concentraciones de 7,2 uM y 14,5 uM se observaron cambios drasticos en la morfologia
celular en comparacion con el control de infeccion y el mock (figura 8B). En condiciones
normales, las células BHK-21 tienen una morfologia similar a un fibroblasto con una forma
alargada (figura 8B, flecha), mientras que, durante el tratamiento con el andlogo del
ferruginol, las células cambian a una forma poligonal con dimensiones mas regulares (figura

8B, punta de flecha), relacionada con una morfologia de tipo epitelial.
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Figura 8. La molécula 8 induce actividad antiviral y cambios en la morfologia celular cuando se adiciona

antes y después de la infeccion.

Diferentes concentraciones del compuesto 8 se agregaron 24 horas previo a la infeccion induciendo actividad
antiviral relevante (A) y cambios drasticos en la morfologia celular (B). Caso similar se observo cuando el
tratamiento se realizé después de la infeccion durante 24 horas en células BHK-21 (C) y Huh-7 (D). Las barras
representan la media = s.e.m de tres experimentos independientes realizados por duplicado. (*): valor de p
<0,05; (**): <0,01; (***): <0,001. DMSO: dimetilsulféxido.

Cuando el tratamiento se adiciond después de la infeccion, se observé una inhibicion
estadisticamente significativa en células BHK-21 (figura 8C) y Huh-7 (figura 8D)
infectadas con DENV-2, lo cual coincide con los datos previamente reportados en células
Vero (27). Los valores de ECso determinados en células BHK-21 (figura S1B) y Huh-7
fueron equivalentes a 3,5 UM y 7,7 uM (figura S1C), respectivamente. Por otra parte, el
porcentaje de infeccion en células Huh-7, definido en este caso como la cantidad de proteina
de envoltura viral, asi como el nimero de nudcleos presenten en los diferentes campos
estudiados se cuantificd por microscopia de fluorescencia (figura S2A y S2B); lo anterior
con el propoésito de descartar cambios morfolégicos y potenciales efectos toxicos del

compuesto en las concentraciones evaluadas.

6.1.3 ElI compuesto 8 posiblemente altera la traduccion de proteinas y/o la

replicacion del genoma viral, asi como la propagacion del virus.

Para identificar el efecto del compuesto 8 sobre uno o varios ciclos de replicacion viral, se
llevd a cabo un ensayo de tiempo de adicion. Inicialmente, se realizaron curvas de uno y
maultiples pasos, para determinar la cinética de crecimiento del DENV-2 en células BHK-21.
La curva de un paso mostré que el virus ingresa a las células durante las primeras 4 horas de
infeccion, tiempo donde posiblemente se da la union a los receptores de la superficie celular
y se desencadenan las vias endociticas (52). Entre las 4 y 16 h.p.i. se observa una extensa
fase de eclipse, intervalo en el cual no se pueden cuantificar particulas infecciosas, ya que
probablemente se esta efectuando la traduccion de la poliproteina, replicacion del genomay
el ensamblaje de la progenie viral (93). Finalmente, la liberacion de nuevos viriones
comienza a las 20 h.p.i. y aumenta después de 24 y 36 h.p.i (figura 9A). La curva de

crecimiento de maultiples pasos, que es indicativa de las tasas de propagacion del virus (40),
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revela que el primer periodo de liberacion se da a las 24 h.p.i y una segunda ronda replicativa
ocurre a partir de las 72 h.p.i (figura 9B).

Los experimentos de tiempo-adicion, muestran que el compuesto 8 induce una reduccion
importante (entre 10 y 1000 veces) de los titulos de DENV-2 en comparacion con los
controles no tratados, independientemente del tiempo en el cual fue agregado (figura 9C).
No obstante, el efecto mas evidente se observo cuando la molécula se afiadio después de 6y
12 h.p.i (p <0,001). Cabe destacar que, a diferencia del acido micofendlico (MPA) vy la
ribavirina (Riba), reportados previamente como inhibidores de la replicacion del genoma
viral (101), la molécula 8 disminuye los titulos virales cuando se agrega a las 24 h.p.i (p
<0,05), lo que indica que dicho compuesto probablemente reduce la liberacion de nuevos
viriones o interrumpe la propagacion viral.

Para comprobar si estos eventos tardios se estan viendo afectados, se realiz6 un ensayo de
tiempo-adicion usando el esquema de la curva de multiples pasos. La figura 9D muestra que
el analogo del ferruginol reduce significativamente (p <0,01) la produccion de viriones
cuando se adiciono en diferentes puntos de la infeccion, especialmente a las 72 h.p.i, lo cual
confirma la capacidad de este compuesto de inhibir la diseminacion viral.
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Figura 9. El compuesto 8 posiblemente altera la traduccién de proteinas y/o la replicacion del genoma
viral, asi como la propagacion de DENV-2.

Las curvas de crecimiento (A) y (B) se realizaron para conocer la dindmica de crecimiento del virus dengue en
células BHK-21. Empleando estos esquemas de infeccién, se realizaron ensayos de tiempo-adicion para
evidenciar el efecto del compuesto 8 durante uno (C) o varios (D) ciclos replicativos. Los tiempos donde se
adiciond el tratamiento, asi como el momento en que los sobrenadantes se colectaron para la posterior
cuantificacién, se encuentran esquematizados en las figuras C y D. En todos los casos, el tiempo total de
exposicion al compuesto fue de 24 horas. Las barras representan la media + s.e.m de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. (*): valor de p <0,05; (**): <0,01; (***): <0,001. DMSO:
dimetilsulfoxido; MPA: acido micofendlico; Riba: Ribavirina; CNP: Castanospermina.

6.2 Ensayos in silico

6.2.1 El anélogo del ferruginol se acopla de forma predictiva con elementos del
citoesqueleto, proteinas implicadas en la sefializacion de la polimerizacion de

actina y proteinas virales.

Para predecir la interaccion del compuesto 8 con proteinas celulares y virales requeridas para
llevar a cabo la infeccion por DENV-2, se realizé un analisis de acoplamiento molecular
utilizando el software Autodock Vina. La tabla 2 resume las dianas celulares y virales, el
cddigo de identificacion en el Protein Data Bank, las funciones y las puntuaciones de energia
libre de union (kcal/mol) predichas por Vina para el andlogo del ferruginol, asi como para

algunos inhibidores previamente reportados.
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Cédigo Afinidad (kcal/mol)

Blanco celular/viral PDB Funcion Compuesto Inhibidores
8 reportados
RhoA 5C4M Pequefia GTPasa; formacion de fibras de tension de actina -9.8 Rhosin (-9.2)
Subunidad B-tubulina 1JFF Polimerizacion de microtibulos -9.7 Taxol (-10.0)
NS5 RdRp 3VWS  Replicacion del genoma viral; sintesis de RNA de cadenas (-) y (+) -9.6 NITD-107 (-8.1)
NS5 Metiltransferasa 3P97 Actividad enzimatica de metiltransferasa y guanidiltransferasa -95 SAH analogo (-7.8)
NS3 helicasa 2BMF Desenrolla el dsRNA formado durante la sintesis del genoma viral -9.4
G-actina 3EKS Proteina globular que forma microfilamentos -9.3 Citocalasina D (11.3)
PI3Ky 1E7U Enzima transductora de sefiales intracelulares -8.8 Wortmanina ( -9.2)

Nucleador de nuevos filamentos de actina; ensambla matrices de

Complejo Arp2/3 3UKR filamentos ramificados -8.6 CK-666 (-9.4)
NS3 proteasa de serina U1l Escinde la poliproteina viral en \ﬁgas posiciones entre las proteinas 83 Bz-nKKR-H (-7.1)
Cdc42 1KI1 Pequefia GTPasa; protrusion de actina (filopodios) -6.8 ZCL278 (-6.5)
Racl 3TH5 Pequefia GTPasa; protrusion de actina (lamelipodios) -6.3 NCS23766 (-6.3)

Tabla 2. Afinidad de union del compuesto 8 con elementos del citoesqueleto, proteinas implicadas en la
sefializacién de la polimerizacion de actina y proteinas virales.

La parametrizacion de proteinas y ligandos se llevo a cabo utilizando la herramienta Autodock tools y el
acoplamiento molecular se realiz6 con el software Autodock Vina utilizando una exhaustividad de 20 para cada
interaccion proteina-ligando. Los blancos celulares y virales empleados, los c6digos consignados en el Protein
Data Bank (PDB) y sus respectivas funciones se indican en la tabla. Ademas, las puntuaciones de energia libre
de union (kcal/mol) predichas por Vina para el compuesto 8, asi como para algunos inhibidores de las proteinas
estudiadas, se informan entre paréntesis.
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Figura 10. Principales interacciones del compuesto 8 con elementos del citoesqueleto, proteinas

implicadas en la sefializacion de la polimerizacidn de actina y proteinas virales.
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Las interacciones predichas por Autodock Vina fueron visualizadas empleando el software Discovery Studio.

Comparado con los controles, la molécula 8 se une con afinidad alta a moderada a la GTPasa
RhoA (-9.8 kcal/mol), la subunidad B de la tubulina (-9,7 kcal/mol), el dominio RdRP (-9,6
kcal/mol) y el dominio metiltransferasa (-9,5 kcal/mol) de la proteina no estructural 5 (NS5)
de DENV, el dominio helicasa de la proteina NS3 (-9,4 kcal/mol) y la actina globular (-9,3
kcal/mol). Las interacciones especificas del ligando con los amino&cidos de estas proteinas
se observan en la figura 10. El acoplamiento con las proteinas PI3Ky, el complejo Arp2/3,
NS3 proteasa de serina, Cdc42 y Racl se representan en la figura S3.

Entre las proteinas celulares, el compuesto 8 interactla con mayor afinidad con la GTPasa
RhoA, conformando puentes de hidrégeno con Asp59 y uniones tipo hidrofébicas con Val38,
Leu57, Tyr42, Thr60, Ala6l, Tyr66, Arg70, Lue72, Ser73. Ademas, el apilamiento entre los
anillos aromaticos del aminoacido Trp58 de RhoA y la molécula 8 también fue evidenciado.
El compuesto 8 interactia con la B-tubulina formando enlaces de hidrégeno con Thr276 y
Ser277 e interacciones hidréfobas con Val23, Glu27, Ala233, Phe272, Pro274, Pro360,
Arg369y Leu371 (figura 10B). Asimismo, se establecieron contactos hidrofébicos (Tyr133,
lle136, Tyrl43, Tyrl69, Prol72, Leu346, Met355, Cys374, Phe375) entre la actina
monomeérica y el ligando estudiado; no obstante, no se evidencio formacién de enlaces de
hidrégeno (figura 10F).

Referente a la interaccidn con proteinas virales, la molécula 8 forma principalmente enlaces
hidrofobicos (Phe398, Val402, Asn405, Val411, Phe485, Asn492, Gly604, Thr605, Asn609)
con el dominio RdRp (figura 10C) de la proteina NS5. Las uniones formadas entre el
compuesto y el dominio metiltransferasa (figura 10D) de esta proteina son aparentemente
mas estables, ya que se establecieron dos puentes de hidrégeno con los aminoécidos Thr104
y Lys105, asi como contactos hidrofébicos con los residuos Ser56, Gly81, Gly83, Gly106,
His110, Glulll, Aspl31, Phel33, Aspl46, Gly148, Glul49 y Lys180. La helicasa NS3
forma un enlace de hidrogeno con Asp290 y las uniones restantes fueron de tipo hidrofébico
(Met267, Pro291, Lys399, Leu494, Val544, 11e600, Ser602, Asp603, Ala606).

Es importante sefialar que las interacciones mas destacadas entre el compuesto 8 y las

proteinas previamente descritas fueron contactos de tipo hidrofébico, lo que sugiere que la
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posible asociacién in vivo de esta molécula y dichas proteinas es potencialmente reversible y

menos estable que la reportada para sus inhibidores.

6.2.2 El compuesto 8 presenta similitud con los fArmacos (drug-likeness) y podria

postularse como potencial farmaco antiviral

Con el fin de conocer el potencial farmacoldgico del compuesto 8, se realizé una prediccion
computacional de las propiedades moleculares y la similitud con los farmacos de esta
molécula, utilizando la herramienta en linea de Molsoft. En la figura 11A se muestran las
propiedades quimicas del andlogo del ferruginol, tales como: férmula y peso molecular, asi
como los parametros establecidos en la regla de cinco de Lipinski (64). La regla establece
que un principio activo no debe infringir mas de uno de los criterios descritos y encontramos
que la molécula en estudio solo incumple uno de estos parametros (Log P> 5), relacionado
con el caracter hidréfilo o hidrofobo de una sustancia.

Ademas, la prediccién computacional mostré que la puntuacién del modelo de drug-likeness
para el compuesto 8 fue de 0,63, similar a la puntuacion informada para los farmacos
disponibles actualmente (figura 11B).

A. B.

Drug-likeness model score: 0.63

Molecular formula: C28 H33 N 03
Molecular weight: 431.25 —=—Druge
. ~— Non-drugs
Number of HBA: 3 ~— Your compound
Number of HBD: |
P MolLogP : 7.12 (>5)

MolLogS : -8.05 (in Log(moles/L)) 0.00 (in mg/L)
MolPSA : 45.88 A%

/ MolVol : 492.03 A®
Number of stereo centers: 3

T T T T T T
-6.00 -4.00 =2.00 0.00 2.00 4.00 6.00

Figura 11. El compuesto 8 presenta similitud a los farmacos (drug-likeness) y podria postularse como

potencial farmaco antiviral.

Las propiedades moleculares (A) y drug-likeness (B) del compuesto 8 se predijeron empleando la herramienta

en linea de Molsoft.
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Por otra parte, las propiedades farmacocinéticas de este compuesto fueron analizadas usando
la plataforma on line SwissADME. En la tabla 3 se aprecian los parametros estudiados y la

prediccion obtenida.

Propiedades farmacocinéticas

Parametro Prediccion
Absorcion gastrointestinal Elevada
Permeabilidad de la barrera hematoencefélica Puede atravesar la barrera
Sustrato de la glicoproteina de permeabilidad Positivo

Actlia como inhibidor de las isoformas: CYP2C19,
Interaccién con citocromos P450 CYP2C9, CYP3A4
No inhibe las isoformas: CYP1A2, CYP2D6

Tabla 3. Prediccion de las propiedades farmacocinéticas del compuesto 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol

6.3 Determinacion del potencial mecanismo de accion antiviral

6.3.1 El compuesto 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol afecta la traduccion de

proteinas y/o replicacion del genoma de DENV-2

La capacidad de la molécula 8 para controlar la sintesis de proteinas virales, asi como de
nuevas cadenas de RNA, se evalud empleando células Huh-7 que establemente expresan un
replicon para DENV-2 (Huh-7 Rep DENV-2). Las celulas se incubaron con dos
concentraciones del compuesto (11,2uM y 22,5uM) por 24, 48 y 72 horas, y una vez
finalizado cada tiempo de tratamiento, fueron colectadas para realizar los ensayos de
luciferasa, Western blot y RT-gPCR. Como se observa en las figuras 12A 'y 12B, la actividad
de la enzima luciferasa, asi como la cantidad de genomas virales se reduce significativamente
luego de 48 y 72 horas de exposicion al compuesto.

La cuantificacién de la proteina viral NS4B indica una disminucién significativa de la sintesis
proteica en todos los tiempos y concentraciones evaluadas (figuras 12C y 12D). No obstante,
este sistema experimental no permite discernir sobre cual evento especifico del ciclo viral

(traduccion o replicacidn) tiene efecto la molécula.
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Figura 12. La molécula 8 reduce la cantidad de proteina y RNA viral de DENV-2.
Células Huh-7 Rep DENV-2 fueron expuestas al compuesto 8 (11,2uM y 22,5uM) por 24, 48 y 72 horas, para
evaluar su potencial actividad sobre la traduccion de proteinas y la replicacion del genoma de DENV-2. La
actividad de la enzima Renilla luciferasa (A), la cantidad de RNA viral (B) y de proteina viral (C y D), fue
determinada para tal fin. Las barras representan la media £ s.e.m de tres experimentos independientes realizados
por duplicado. (**): valor de p <0,01; (***): <0,001. DMSO: dimetilsulféxido. NITD: NITDO0OS.

6.3.2 El tratamiento post-infeccion con la molécula 8 disminuye la sintesis de

proteinas virales

Con el proposito de confirmar el si el compuesto 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol afecta eventos
tempranos, como la entrada o la sintesis de proteinas virales del virus dengue, dos diferentes
esquemas de tratamiento de llevaron a cabo usando el virus recombinante RLuc-tagged
DENV-2. Inicialmente, células Huh-7 se trataron por un periodo de 24 horas previo a la
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infeccion para determinar la posible alteracion de la entrada, al igual que de la sintesis inicial
de proteinas virales. En la figura S4 se puede observar que la actividad de la proteina
luciferasa no disminuye, en comparacién al control no tratado, cuando el compuesto 8 se
probd a una concentracion de 45 uM; lo que indica que este esquema de tratamiento no afecta

las etapas antes descritas.
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Figura 13. El tratamiento post-infeccion con la molécula 8 disminuye la sintesis de proteinas virales.

Células Huh-7 se infectaron durante 1 hora con el virus recombinante RLUC DENV-2 y luego se trataron con
el compuesto 8 (11,2uM y 22,5uM) por 3 horas adicionales. La actividad de la enzima Renilla luciferasa (A),
la cantidad de RNA viral (B) y de proteina viral (C y D), fue determinada para evaluar el efecto sobre la
traduccién de proteinas virales. Las barras representan la media * s.e.m de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. (*): valor de p <0,05; (**): <0,01; (***): <0,001. DMSO: dimetilsulféxido. NITD:
NITDOO0S.

Posteriormente, se comprob6 la accidon de la molécula especificamente sobre la sintesis

proteica, para lo cual se realizd el tratamiento (11,2uM y 22,5uM) después de 1 hora de
infeccion y se dej6 actuar por 3 horas adicionales. Pasado este tiempo, las células se lisaron
para cuantificar la actividad de la enzima luciferasa, los genomas y proteinas virales. En la
concentracion de 22,5 UM se observd una reduccion estadisticamente significativa de RLUC
(figura 13A) y de la proteina NS3 (figuras 13C y 13D). Por el contrario, la molécula 8 no
generd ningun efecto sobre la produccién de nuevas copias de RNA (figura 13B), lo que

confirma un impacto especifico sobre la sintesis de proteinas de DENV-2.
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6.3.3 La molécula 8 induce cambios drasticos en la reorganizacion de los

filamentos de actina y reduce la cantidad de envoltura viral

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en el analisis de docking molecular y con el fin de
validar dichos resultados, se realiz6 el marcaje de elementos del citoesqueleto, incluyendo
microfilamentos de actina, microtdbulos y vimentina. El tratamiento por 24 horas con el
analogo 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol después de 6, 12 y 24 h.p.i induce cambios drasticos
en la remodelacion de los filamentos de actina. Segln lo observado, la molécula 8 reduce la
cantidad de filamentos y genera agregados en la membrana celular, tanto en células BHK-21
(figura 14A, punta de flecha) como en la linea celular Huh-7 (figura 14C, punta de flecha).
En los controles de infecciobn (DMSO) y mock, se observa la presencia notable de los

microfilamentos atravesando el citoplasma (figura 14A y 14C, flecha).

A BHK-21
Mock Células infectadas
A
\y
A
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BHK-21

Células infectadas

N\

MPA (1 pM) Riba (40 pM) CytD (5 pnM)

Caso similar se detecta durante los tratamientos con el &cido micofendlico y ribavirina, ya
que, tal como se esperaba, estos compuestos no alteran la remodelacion de actina (figura
14B, flecha). Por otro lado, la exposicién de las células al compuesto 8 no afecta la
distribucion de los microttbulos o de los filamentos de vimentina, como se puede evidenciar

en las figuras S5A-C.
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Figura 14. La molécula 8 reduce la formacion de filamentos de actina.

Células BHK-21 (A) y Huh-7 (C) se infectaron con DENV-2 y luego se trataron con el compuesto 8 a las 6, 12

y 24 h.p.i, por un periodo de 24 horas. Pasado este tiempo, las células se fijaron y se tifieron con anticuerpos
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para evaluar el efecto de la molécula en la reorganizacion de actina (rojo) y sobre la infeccién viral, marcando
la proteina de envoltura (verde); los nucleos (azul) también se tifieron. Se empleo citocalasina D (5 pM) como
control positivo de la interrupcidn de la polimerizacién de actina. Las imagenes son representativas de tres
experimentos independientes realizados por duplicado y fueron capturadas con el objetivo de 60X. La
cuantificacién de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de la proteina de la envoltura (D y E) se hizo
empleando el software Image J. Las barras representan la media £ s.e.m de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. (*): valor de p <0,05; (**): <0,01. DMSO: dimetilsulféxido; MPA: &cido

micofenolico; Riba: ribavirina; CytD: citocalasina D.

Ademas, la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de la proteina de
envoltura, durante los diferentes esquemas de tratamiento, confirma que esta molécula reduce
lainfeccion viral en células BHK-21 (figura 14D) y Huh-7 (figura 14E), tal como se observé

en los ensayos de tiempo-adicion.

6.3.4 El compuesto 8 inhibe la activacion de la Rho GTPasa RhoA durante la
infeccion por DENV-2

Considerando que la reorganizacion de actina para la formacion de filamentos y fibras de
tension esta mediada por la sefializacion de la Rho GTPasa RhoA, el efecto de la molécula 8
sobre la activacion de esta proteina fue evaluado. Células Huh-7 en condiciones de inanicion
de FBS, se infectaron y se trataron con el compuesto después de 6 y 12 h.p.i, por un periodo
de 24 horas. La figura 15A muestra que después de 6 horas, el virus (DMSO) induce
activacion de RhoA cuando se compara con el control de células no infectadas. Ademas, el
compuesto 8 (11,2 uM) y el inhibidor de RhoA (Rhosin- 30 uM) reducen significativamente
la activacion de esta proteina en células infectadas con DENV-2.

De otra parte, no se observan diferencias en el estado de activacion de RhoA luego de 12
horas de infeccion con respecto al control no infectado (figura 15B); lo anterior podria
sugerir que la activacion de esta proteina se da principalmente en etapas tempranas de la

infeccion.
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Figura 15. El compuesto 8 inhibe la activacion de RhoA durante la infeccion por DENV-2.
El efecto de la molécula 8 en la activacion de RhoA fue determinada cuando se adicioné después de 6 horas
(A) y 12 horas de infeccion (B). Las barras representan la media + s.e.m de dos experimentos independientes
realizados por duplicado. (*): valor de p <0,05. ns: no significativo. Control positivo: RhoA constitutivamente
activa; DMSO: dimetilsulfoxido.
6.3.5 El tratamiento con el compuesto 8 reduce la intensidad media de
fluorescenciay altera la distribucién de componentes virales que hacen parte de

los complejos replicativos

Para evidenciar el efecto la molécula 8 sobre elementos virales esenciales para la
conformacién de los complejos replicativos, condiciones de tratamiento similares a las
empleadas en el ensayo de tiempo-adicién (curva de un solo paso) se realizaron en células
BHK-21 y Huh-7 infectadas con DENV-2. Indistintamente del tiempo en el que se agrega el
compuesto, se observa que hay una menor cantidad, asi como un cambio en el patron de
distribucion de los intermediarios de replicacion (dSRNA) y de la proteina NS3. En el control
de infeccion se puede reconocer que el dSRNA 'y la NS3 se distribuyen como focos citosélicos
puntiformes localizados principalmente en la region perinuclear (figuras 16Ay 16D, flecha).
En presencia del compuesto 8 se evidencié una disminucion notable de la sefial de dSRNA 'y
NS3 a niveles apenas detectables. Ademas, el dSRNA y la NS3 se dispersan especialmente
en la periferia celular (figuras 16A y 16D, punta de flecha) y solo unas pocas células
conservan la distribucion de focos puntiformes perinucleares. La cuantificacion de la IMF de
estos componentes virales corrobora una reduccion estadisticamente significativa tanto en
celulas BHK-21 (figuras 16B y 16C) como en Huh-7 (figuras 16E y 16F) durante el
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tratamiento con la molécula. Caso similar se observé con los controles antivirales incluidos
en el ensayo (MPA y Riba).

A BHK-21

Células infectadas

DMSO Comp 8 (5,6 pM) DMSO Comp 8 (5,6 pM)
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Figura 16. La molécula 8 altera componentes virales que hacen parte de los complejos replicativos.
Células BHK-21 (A) y Huh-7 (D) se infectaron con DENV-2 y luego se trataron con el compuesto 8 a las 6, 12
y 24 h.p.i, por un periodo de 24 horas. Pasado este tiempo, las células se fijaron y se tifieron con los anticuerpos
anti-dsRNA (verde) y anti-NS3 (verde o rojo) para evaluar el efecto de la molécula sobre componentes de los
complejos replicativos; los nicleos (azul) también se tifieron. Las imagenes son representativas de tres
experimentos independientes realizados por duplicado y fueron capturadas con el objetivo de 60X. La
cuantificacién de la intensidad media de fluorescencia (B-C y E-F) se hizo empleando el software Image J. Las
barras representan la media + s.e.m de tres experimentos independientes realizados por duplicado. (*): valor de
p <0,05; (**): <0,01. DMSO: dimetilsulféxido; MPA: &cido micofendlico; Riba: ribavirina.

6.3.6 El tratamiento con el compuesto 8 no tiene efectos notables sobre el reticulo

endoplasmatico

Debido a la importancia que tiene el reticulo endoplasmatico para la formacion de los
complejos replicativos, y, por ende, durante la sintesis de proteinas y nuevas cadenas de RNA
viral en la infeccion por DENV, el efecto del compuesto 8 sobre dicha organela fue testeado.
En comparacion con los controles no infectados/infectados y no tratados, el compuesto 8 no
genera cambios morfoldgicos importantes en este componente celular en ninguna de las
lineas celulares empleadas, BHK-21 (figura 17A) o Huh-7 (Figura 17B),

independientemente del momento de la infeccion en el cual se adiciond.
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B. Huh-7
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Figura 17. El tratamiento con el compuesto 8 no tiene efecto sobre el reticulo endoplasmatico.

Células BHK-21 (A) y Huh-7 (B) se infectaron con DENV-2 y luego se trataron con el compuesto 8 a las 6, 12
y 24 h.p.i, por un periodo de 24 horas. Pasado este tiempo, las células se fijaron y se tifieron con los anticuerpos
anti-KDEL (rojo) y anti-dsRNA (verde) para evidenciar el efecto de la molécula sobre el ER; los nicleos (azul)
también se tifieron. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes realizados por

duplicado y fueron capturadas con el objetivo de 60X. DMSQO: dimetilsulféxido.
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6.4 Caracterizacion de la integridad celular

6.4.1 La molécula 18-(ftalimida-2-il) ferruginol no afecta el funcionamiento

celular durante tiempo cortos de exposicion

En vista de que el compuesto 8 tiene efectos sobre la morfologia celular, especificamente
sobre la remodelacion de actina, se hizo necesario evaluar el si esta molécula afectaba la
funcién célular durante diferentes tiempos de exposicion. Inicialmente, se realizé un ensayo
de MTT, que permite medir la actividad metabolica, principalmente de la enzima succinato
deshidrogenasa mitocondrial. Las figuras 18A y 18B muestran la concentracion que inhibe
el 50% (ICso) de la actividad enzimética después de 24 horas y 6 dias de tratamiento, que
corresponden a 320,5 uM y 20,6 UM, respectivamente.

Asi mismo, se detect6 la cantidad de células que expresan fosfatidilserina en la superficie
celular (una caracteristica observada en la apoptosis y otras formas de muerte celular), en
células infectadas y no infectadas tratadas con la molécula 8. Luego de 24 horas (figura 18C)
y 6 dias (figuras 18D) de exposicion al compuesto se evidencia que el tratamiento por 6 dias
altera el funcionamiento de la célula desencadenando eventos tempranos de muerte celular.
Por el contrario, un tratamiento durante 24h no ocasiona un desequilibrio en la célula que

conlleven a un fendmeno de muerte y, asimismo, puede controlar la infeccion de dengue.
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Figura 18. El tratamiento con el compuesto 8 no genera disrupcion de la integridad metabdlica o celular.
Células BHK-21 se expusieron por 24 horas (A) y 6 dias (B) a diferentes concentraciones de la
molécula y se realiz6 el ensayo de MTT. Asi mismo, se calcul6 el nimero de células positivas para
anexina V, como indicativo de exposicion de la fostatidilserina e induccion de muerte celular, tanto
en células infectadas y no infectadas (C y D). La capacidad de migracion de las células luego de
remover el compuesto se determind a través del ensayo de wound healing (E).
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6.4.2 Los cambios morfoldgicos y moleculares inducidos por la molécula 8 son

potencialmente reversibles

Para evidenciar si la alteracion en la remodelacion de actina causada por el analogo 8 es un
efecto permanente, se efectué un ensayo de wound healing, que tiene como objetivo evaluar
la capacidad migratoria de las células, la cual es altamente dependiente de la dinamica de
citoesqueleto de actina. En la figura 18E, se puede observar que una vez se retira el
compuesto 8 (después de 24 horas y 6 dias de tratamiento) y se adiciona medio fresco a las
células, estas recuperan su morfologia, siendo similar a la observada en células no tratadas.
Ademas, cuando se hace una incision sobre el monocapa celular, las células tienen la
capacidad de migrar y sellar la herida (wound healing), lo que indica que cualquier efecto
morfologico y molecular inducido por la molécula en la dindmica de la actina, no es

permanente y por lo tanto, se revierte una vez se elimina el tratamiento.
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7. DISCUSION
En los Gltimos 5 afios, las enfermedades emergentes, incluidas las causadas por ciertos
arbovirus (Dengue, Zika, Chinkunguya, Mayaro, etc) se han convertido nuevamente en un
foco de atencidn para la comunidad médica, epidemioldgica y cientifica, debido a su répida
expansion global y la diversidad de sintomas y complicaciones con que pueden cursar. Los
brotes causados por el virus dengue, son especialmente importantes en zonas tropicales y
subtropicales, sobre todo en las areas urbanas y semiurbanas (91); por lo cual, la principal
estrategia para evitar la trasmision es el control del mosquito vector, empleando insecticidas,
evitando los depdsitos de agua en los hogares y recientemente, con la introduccion de
poblaciones de mosquitos portadores de la bacteria Wolbachia (2).
Por otra parte, en 2019 la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas
en inglés) aprobd la primera vacuna tetravalente (DENGVAXIA) para la prevencion del
dengue en regiones endémicas (4); no obstante, estas medidas siguen sin ser suficientes para
contrarrestar los altos costos a los servicios de salud y a los sistemas econémicos de los paises
afectados, lo que hace imperativo profundizar en la investigacidn y potencial implementacién
de farmacos antivirales que controlen la infeccion por este virus.
Dentro de los principales retos al momento de desarrollar un nuevo farmaco antiviral se
encuentran: 1) la posibilidad de seleccion de mutantes de escape resistentes al medicamento,
2) el tiempo y costo de la investigacion (basica, fases preclinica y clinica) y 3) la translacién
del compuesto a humanos debido principalmente a problemas de toxicidad.
Como tactica para superar el problema de la resistencia antiviral, recientemente se ha
explorado el enfoque de antivirales dirigidos al hospedero (HTA, por sus siglas en inglés), el
cual proporciona una buena estrategia contra los virus RNA, ya que los factores del
hospedero tienen una alta barrera genética a la resistencia, actividad antiviral de amplio
espectro, y mecanismos de accion diferentes y complementarios a los antivirales de accion
directa (DAA). El cribado de alto rendimiento de compuestos clinicamente probados permite
identificar funciones antivirales no descubiertas para terapias bien caracterizadas y el
reposicionamiento de estos medicamentos puede evitar parte del costo inicial y el tiempo
necesario para la validacion y autorizacion (102).Por ejemplo, algunos compuestos

catalogados como HTA son medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento de
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enfermedades cardiovasculares, inflamatorias y el cancer, lo que asegura que estos tengan
minimos o nulos efectos adversos (73).

Asi mismo, se ha reportado una amplia lista de productos naturales derivados de plantas, los
cuales exhiben actividad antiviral y debido a su origen, se espera que tengan buena
tolerabilidad y minimos efectos secundarios. Muchos de estos principios activos han sido
estudiados como potenciales HTA, debido a su amplio espectro de accion, que incluye, entre
otros, virus transmitidos por vectores artrépodos (25,103).

Teniendo en cuenta estas ventajas, previamente determinamos la actividad antiviral de los
dos anélogos del ferruginol, los compuestos 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol (compuesto 8) y
18-oxoferrruginol (compuesto 9). Los resultados mostraron que el compuesto 8 tiene efecto
antiviral contra dos cepas Herpesvirus Humanos (HHV-1 y HHV-2) y DENV-2, cuando el
tratamiento se llevo a cabo después de la infeccion y empleando la linea celular Vero (27).
Ademas, esta molécula inhibe la infeccidn por ZIKV(28) (células PC3, HelLa y Vero) y de
CHIKYV (células Vero), (datos no publicados), lo cual sugiere un amplio espectro de accién
antiviral.

En la presente investigacion nos enfocamos en dilucidar el potencial mecanismo de accion
antiviral del compuesto 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol durante la infeccion in vitro por el virus
dengue serotipo 2, con el fin de comprobar si esta molécula actia como un DAA o HTA. La
efectividad antiviral de esta molécula se confirmd en varios puntos de la infeccion incluyendo
la adherencia y entrada, ademéas se realizaron ensayos pre y post infeccion mediante la
metodologia de Unidades Formadoras de Placa (PFU/mL). Asi mismo, curvas de crecimiento
viral y experimentos de tiempo-adicion se llevaron a cabo a fin de conocer la dindmica de
crecimiento viral y tener una aproximacion de las ventanas temporales donde el analogo
podria ejercer un mayor efecto.

Se comprob6 que la molécula 8 no afecta la adherencia y/o entrada del virus y que es activa
cuando se adiciona antes de la infeccidn o post-infeccién en células BHK-21 y Huh-7. Dicha
actividad se vio acompariada de cambios notables en la morfologia celular (figura 8). Entre
las diversas funciones del citoesqueleto, el mantenimiento o induccion de cambios en la
forma celular es la mas destacable. Esta funcion estd mediada por la dindmica de
polimerizacion y despolimerizacién de los filamentos de actina y los microtabulos, que

generan cambios en la forma celular y regulan la integridad de los compartimentos
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intracelulares (104). Ademas, una extensa lista de estudios indican que el género Flavivirus,
incluido el DENV, requiere de la dinamica del citoesqueleto para completar un ciclo de
infeccion exitoso (11). Teniendo en cuenta los datos obtenidos, el compuesto 8 podria
interrumpir la dindmica del citoesqueleto, afectando la forma celular y, por lo tanto,
disminuyendo la infeccién por DENV-2.

La dinamica de replicacion, durante uno o varios ciclos se estudié en la linea celular BHK-
21, empleando curvas de crecimiento viral. Acorde con lo reportado en la literatura, las
curvas muestran un comportamiento clasico esperado para un virus con envoltura como
DENV, teniendo en cuenta la multiplicidad de infeccion empleada en cada caso (40) . Los
ensayos de tiempo-adicion usando la curva de un solo paso, permiten establecer que la
molécula 8 interrumpe eventos del ciclo viral que ocurren durante la etapa de eclipse
(traduccidn de proteinas, replicacion del genoma y ensamblaje) ya que reduce de manera
significativa los titulos virales cuando se adiciona después de 6 y 12 h.p.i (figura 9C).
Usando la curva no sincronizada (evaluacion del efecto en maltiples ciclos de infeccion y
sobre la dispersion intercelular), fue posible confirmar la capacidad del compuesto de alterar
la diseminacion viral, especialmente cuando se adiciona a las 72 h.p.i (figura 9D), momento
en el cual, se esta iniciando la segunda ronda de replicacion.

Actualmente, la medicina in silico ha adquirido un gran valor para el prondéstico y validacion
de técnicas y estrategias que permiten predecir los efectos de un compuesto sobre la salud
humana, siendo deseable tener acceso a los diferentes modelos toxicos relacionados
mecanicamente, metabolicamente y predicciones ADME (Absorcion, Distribucion,
Metabolismo y Excrecion) (105). De igual forma, técnicas computacionales como el docking
molecular ganan importancia al momento de predecir la fuerza de asociacion o afinidad de
enlace entre dos moléculas (ligando-proteina). Considerando los datos hasta el momento, se
decidié realizar docking molecular del analogo 8 con elementos del citoesqueleto, proteinas
implicadas en la sefializacidn de la polimerizacion de actina y proteinas virales importantes
para la formacion de los complejos replicativos.

Con base en el puntaje de afinidad (scoring function entre 0 y -16) del programa Autodock
Vina (96), se puede inferir que hay una interaccién alta a moderada del compuesto 8 con las
proteinas celulares: RhoA (-9.8 kcal/mol), B-tubulina (-9.7 kcal/mol), G-actina (-9.3

kcal/mol) y de DENV-2: NS5 RdRp (-9.6 kcal/mol) NS5 Metiltransferasa (-9.5 kcal/mol) y
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NS3 Helicasa (-9.4 kcal/mol). Teniendo en cuenta que este programa no contempla
interacciones de tipo covalente, los enlaces méas estables que se reportan corresponden a
puentes de hidroégeno. En su mayoria, las interacciones encontradas entre el ligando y las
proteinas previamente mencionadas son contactos de van de Waals y uno, maximo dos,
puentes de hidrégeno en cada caso (figura 10), sugiriendo que la posible asociacion de esta
molécula con dichas proteinas es potencialmente reversible y menos estable que la reportada
para sus inhibidores.

La presencia de una interaccion de apilamiento (pi-pi stacking) entre el aminoacido Trp58 de
la proteina RhoA y el anillo C del andlogo 8 es relevante teniendo en cuenta que este tipo de
unién es un poco mas fuerte que otras no covalentes. Ademas, este mismo tipo de interaccion
se ha reportado con Rhosin, un inhibidor especifico de esta GTPasa, el cual se une al area de
superficie del Trp58 de RhoA, conllevando a la inhibicion eficaz de la activacion de esta
proteina (106), sugiriendo que la molécula 8 podria actuar mediante un mecanismo similar.
La “regla de cinco” de Lipinski establece que para que un compuesto pueda ser suministrado
de forma oral, debe cumplir con al menos tres de las siguientes condiciones: poseer un peso
molecular por debajo de 500, no tener mas de 5 4&tomos donadores de enlaces de hidrégeno,
poseer un coeficiente de particién octanol-agua debajo de 5 y no tener mas de 10 atomos
aceptores de enlaces de hidrogeno. Si dos 0 mas de estos parametros se encuentran fuera de
rango, entonces es muy probable que el compuesto presente, o bien escasa solubilidad o bien
una baja absorcion y permeabilidad (64). De acuerdo con el resultado arrojado por el
programa Molsoft, la molécula 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol solo incumple uno de estos
parametros (Log P> 5), relacionado con una escasa solubilidad. Ademas, el modelo de drug-
likeness indica que este compuesto tiene un puntaje de 0,63 y por tanto es similar al de ciertos
farmacos ya aprobados (figura 11). Los parametros farmacocinéticos analizados con la
herramienta SwissADME, permiten apreciar que el compuesto estudiado tiene elevada
absorcion gastrointestinal, y capacidad de traspasar la barrera hematoencefalica, sin inhibir
las isoformas CYP1A2, CYP2D6 del citocromo P450. Esto podria estar directamente
relacionado con la habilidad de esta molécula para actuar como sustrato de la glicoproteina
de permeabilidad (P-gP) ya que se ha sugerido que CYP y P-gp pueden procesar pequefas

moléculas de forma sinérgica para mejorar la proteccion de tejidos y organismos (97). Todo
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lo anterior, permite deducir que, de manera predictiva, la molécula 8 tiene las caracteristicas
requeridas para postularse como un potencial farmaco antiviral.

Para validar bioldgicamente los resultados obtenidos empleando acoplamiento molecular y
tener un acercamiento sobre cuél es el mecanismo de accion antiviral de la molécula 8, se
realizaron técnicas basadas en microscopia (microscopia cuantitativa de fluorescencia) y en
biologia celular/molecular (actividad de la enzima luciferasa y GTPasa RhoA, WB y RT-
gPCR).

El efecto del compuesto 8 sobre los tres tipos de filamentos que componen el citoesqueleto:
microfilamentos, filamentos intermedios y microtdbulos, se evidencié mediante el marcaje
con anticuerpos especificos para cada elemento. En la figura 14 se aprecia que el analogo
18-(ftalimida-2-il)-ferruginol induce cambios evidentes en la remodelacion de actina, ya que
hay una reduccion dréstica de los filamentos en las células infectadas y tratadas. De igual
forma, se puede notar una aparente acumulacion de la actina en la membrana celular. Un
efecto similar sobre los filamentos intermedios y microtubulos fue descartado, ya que no se
evidenciaron cambios notorios en su distribucién en presencia de esta molécula.

La reorganizacién de actina se encuentra regulada por medio de la sefializacion de las Rho
GTPAsas, que actian como interruptores moleculares para que se formen protrusiones en la
membrana celular como filopodios y lamelipodios (Cdc42 y Racl, respectivamente) y fibras
de tension (RhoA) (12). Durante la infeccién por DENV vy otros flavivirus, la remodelacion
de actina ha sido ampliamente reportada en las etapas iniciales (entrada) y tardias (liberacion)
del ciclo de replicacion, asi como la sefializacién mediada por Rac-1 y Cdc42 (11,14). Sin
embargo, poco se conoce sobre la participacidén del citoesqueleto de actina durante los
eventos que ocurren en la fase de eclipse, incluidos la sintesis de proteinas y la replicacion
del genoma viral.

Para intentar esclarecer este interrogante, la activacion de la GTPasa RhoA durante la
infeccion por DENV-2 fue evaluada en células Huh-7, considerando: 1) la energia libre de
unién del compuesto 8 con esta proteina (-9.8 kcal/mol), asi como su similitud en cuanto a
interacciones con el inhibidor especifico de RhoA (Rhosin) y 2) la importancia de la
activacion de RhoA para la formacion de los filamentos de actina. El ensayo realizado
permite detectar que hay diferencias estadisticamente significativas en la activacion de esta

GTPasa en células infectadas con DENV-2 luego de 6 h.p.i, al compararse con el control de
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células no infectadas. Cuando se adiciond en este punto de la infeccion, el compuesto 8 redujo
de manera relevante dicha activacion. Por otra parte, luego de 12h de infeccion, no se observo
un cambio representativo en la activacion de esta proteina (figura 15).

Durante la infeccién viral, en la denominada fase de eclipse (llamada asi porque no se
detectan particulas virales en el medio extracelular), se llevan a cabo los procesos de
traduccion de proteinas, sintesis de RNA y ensamblaje de nuevos viriones (40). Los
flavivirus, entre ellos el DENV, se caracterizan por realizar estos procesos de manera
estrechamente coordinada tanto en el tiempo como en el espacio, ya que no pueden ocurrir
de manera simultanea y, por lo tanto, son mutuamente excluyentes (107). Tales eventos,
ocurren en estructuras derivadas de las membranas de ER, denominadas fabricas virales (54)
que, a su vez, estan constituidas por varias subestructuras: membranas convuladas (CM),
paquetes vesiculares (VP), y bolsas de virus (VB), en donde se ha reportado ocurren la
traduccion proteica, la sintesis de nuevos genomas, y el ensamblaje viral, respectivamente
(108-110).

La sintesis de proteinas virales ocurre en la superficie del ER y da como resultado la
produccion de una poliproteina anclada a la membrana del ER. Una primera ronda de
traduccion debe tener lugar para producir todas las proteinas virales (incluyendo la
polimerasa viral-NS5), la cual estd ausente en la particula infecciosa. Por lo tanto, la
traduccion es un paso critico para la iniciacion de la sintesis del RNA viral y su posterior
amplificacion (107). Algunos investigadores han reportado que ciertos flavivirus, incluyendo
todos los serotipos de DENV, generan una interrupcion (shut-off) de la traduccion de
proteinas de la célula hospedera en la linea celular Huh-7, especificamente de aquellas
asociadas al ER (111) .

La replicacién del RNA viral es el paso central que conduce a la amplificacion del virus y
consta de la sintesis de novo del RNA. Durante la replicacion de DENV, dicho proceso esta
mediada por la dindmica y ensamblaje de multiples proteinas unidas a la membrana del ER
conformando el complejo de replicacion (RC) (112). Las nuevas moléculas de RNA se
utilizaran posteriormente para la formacion de mas RC, la produccion de proteinas virales
mediada por la traduccion y para el ensamblaje de nuevos viriones (107). EI RC esta
compuesto por proteinas virales y de la célula hospedera que se ensamblan dentro de

vesiculas derivadas del ER (cerca del ntcleo) y de los intermediarios de replicacion (dsRNA).
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Las principales proteinas virales que conforman en el RC son: NS4B, una proteina integral
de membrana que juega un papel en la virulencia y en la respuesta inmune innata, que se une
a la proteasa-helicasa NS2B-NS3 y que a su vez interactia con la polimerasa metil-
transferasa NS5 (112).

Los ensayos empleando el virus recombinante RLUC DENV-2, permitieron esclarecer que
el evento mas afectado por el tratamiento con el compuesto 8 cuando se adiciono6 después de
la infeccion por un periodo de 3 horas es la traduccidn proteica, lo que se hace evidente en la
cuantificacion de proteinas virales empleando WB, sin que se induzca una reduccién
significativa de las copias de RNA viral (figura 13). Ademas, este dato se confirmé cuando
se midio la intensidad media de fluorescencia (IMF) de las proteinas de envolturay NS3, en
células BHK-21 y Huh-7 infectadas y tratadas con el compuesto por un periodo de 24 horas
(figuras 14 y 16).

En la figura 16 se puede evidenciar que durante el tratamiento con el compuesto 8 hay una
disminucion significativa de la cantidad de dsRNA y NS3 en las dos lineas celulares
empleadas para este ensayo. Asi mismo, se observa un cambio claro en el patron de
distribucion de estos componentes virales cuando las células infectadas se exponen al
compuesto, considerando que de acuerdo a lo reportado en la literatura, el dsSRNA y la
proteinas NS3 se localizan principalmente en la region perinuclear (112); lo opuesto a lo
generado por nuestra molécula, en donde la localizacion de estos elementos del RC se
perfilan mas hacia la periferia celular. Estos hallazgos indican que la molécula 8 tiene un
efecto importante sobre la formacion y distribucién de los RC, lo cual probablemente esté
mediado por la reduccidn en la sintesis de proteinas virales que induce el compuesto en etapas
tempranas de la infeccion (4 h.p.i).

Teniendo en cuenta que el ER es la plataforma empleada por los flavivirus a partir de la cual
se generan los compartimentos membranosos requeridos para que el virus realice la
traduccion, sintesis de RNA y ensamblaje, el efecto de la molécula 8 sobre este importante
organulo fue determinado. En la figura 17 se denota que no hay cambios morfologicos
relevantes sobre ER en presencia del tratamiento con el compuesto. Esto podria explicarse,
entre otras cosas, porque la interdependencia del ER y el citoesqueleto estd mediada
principalmente por los microtibulos (113,114), y como se menciond previamente, la

molécula 8 no tiene efectos relevantes sobre este componente celular.
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Aunque no existen reportes relacionados con la participacion de los filamentos de actina en
la formacidn de complejos de replicacion, sintesis de proteinas y/o transcripcion del genoma
de DENV, se ha informado que otros virus de RNA aprovechan la actina para llevar a cabo
algunos de estos procesos. Utilizando microscopia de fluorescencia, transferencia de energia
por resonancia de fluorescencia (FRET) y ensayos de microscopia electronica, Lai y
colaboradores informaron que el complejo de replicacion de HCV se forma través de la
interaccion de las proteinas NS3 y NS5 con los filamentos de actina (115).

Para la sintesis del RNA del virus del sarampién (MV) se ha encontrado que la cofilina, una
proteina de unién a actina, soporta la formacién del complejo de ribonucleoproteina (RNP)
en la region perinuclear y mejora la replicacion del genoma (116). Ademas, la inhibicion del
complejo ARP2/3, implicado en la polimerizacion de G actina, reduce drasticamente la
replicacion del HIV-1, considerando que este complejo proteico es necesario para el trafico
de particulas virales hacia al nacleo (117). Por otra parte, se ha demostrado que Racl es
importante durante la replicacion del genoma del virus de la influenza (1V), ya que el
tratamiento de células infectadas con el inhibidor NSC23766, afecta el complejo de la
polimerasa viral y reduce la expresion de proteinas virales (118).

El papel de la actina en el ciclo replicativo del virus sincitial respiratorio (RSV) esta bien
documentado. Se ha reportado que la forma monomeérica y asi como los filamentos de actina
activan la transcripcion viral, mientras que sélo la forma de microfilamento puede participar
en la morfogénesis y/o liberacion (119). Durante la infeccion con este virus, se ha encontrado
ademas que la activacion de RhoA estd asociada con la morfologia del virus (virus
filamentosos) y la formacién de sincitios, pero que es prescindible para la infeccion y
produccion eficiente de virus infecciosos in vitro (120).

Por ultimo, teniendo en cuenta los efectos morfoldgicos encontrados en la célula, se hizo
imperativo caracterizar el impacto del compuesto 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol sobre la
integridad metabdlica y celular en presencia o ausencia de la infeccién viral. Esto es
particularmente importante, ya que en células tumorales el ferruginol, molécula a partir de la
cual se disefid nuestro compuesto, potencia la expresion de la proteina proapotdtica BAX e
inhibe dos vias de sefializacion implicadas en la supervivencia y proliferacion celular
(Ras/PI3K y Jak/STAT) (87).
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Los resultados de los ensayos de MTT y deteccidn de células positivas para anexina V,
indican que la molécula no presenta efectos relacionados con alteraciones metabdlicas o
induccién de muerte celular (figura 18), cuando el tratamiento se deja en las células por un
periodo corto de tiempo (24 horas). De igual manera, la capacidad de la célula para recuperar
su morfologia normal y de migrar luego de remover el compuesto 8 (figura 18E), es un
indicativo de que las interacciones in vivo que realiza con los componentes celulares son
poco estables y que los efectos ocasionados por el mismo son reversibles. La informacion
arrojada por estos experimentos representa un valioso indicio de que este compuesto no
genera efectos toxicos sobre las células en las concentraciones y tiempos en los que se
encontré actividad antiviral, y, por lo tanto, podria escalar a una siguiente etapa de
investigacion pre-clinica. El resumen de los principales hallazgos obtenidos en este trabajo
que hacen referencia al potencial mecanismo de accion antiviral del compuesto 8, se

encuentran representados en la figura 19.

Figura 19. Potencial mecanismo de accion antiviral del compuesto 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol.

En el panel A, se representa el ciclo replicativo de DENV-2, asi como la organizacién y distribucion normal de
los elementos del citoesqueleto (filamentos de actina, filamentos intermedios y microtibulos) y la activacién
de la GTPasa RhoA. En el zoom, se pueden apreciar los procesos de traduccidn de la poliproteina viral, asi
como la formacién de los complejos replicativos derivados de las membranas del ER. Como se ilustra en el
panel B, el tratamiento post-infeccién con el compuesto 8 afecta la remodelacién de actina (reduccidn de los
filamentos de actina y acumulacion de actina cortical) y reduce el estado de activacion de RhoA; no obstante,
esta molécula no altera la reorganizacion de los microttbulos ni de los filamentos intermedios. El acercamiento
del efecto sobre los procesos que ocurren en la fase de eclipse de la infeccion, indica que el analogo 18-
(ftalimida-2-il)-ferruginol reduce significativamente la sintesis de nuevas proteinas virales y por ende, la
formacién de los complejos replicativos podria estar siendo afectada. FC:factores celulares;C:Capside;
PrM/M:precursor de la proteina de membrana/membrana;E:Envoltura;NS:proteinas no estructurales;RC:
complejos replicativos; (+) sSRNA: RNA monocatenario de sentido positivo; dSRNA: RNA de doble cadena

(intermediarios replicativos); ER: reticulo endoplasméatico. MTOC: centro organizador de microtdbulos.
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8. CONCLUSIONES

Se reporta por primera vez el potencial mecanismo de accion por el cual el
analogo de ferruginol, 18-(ftalimida-2-il)-ferruginol, induce actividad antiviral
durante la infeccion in vitro por DENV-2, demostrandose que este compuesto
afecta principalmente la traduccion de proteinas virales y la remodelacion de
actina.

Si bien no es posible aseverar que hay una relacion directa entre el efecto del
compuesto 8 sobre la remodelacion de actina, la reduccion de la sintesis de
proteina viral y los cambios observados en los complejos replicativos, este estudio
representa un punto de partida para ahondar en una investigacion que permita
confirmar o refutar si la dindmica de actina, especificamente aquella mediada por
la GTPasa RhoA, juega un rol crucial en la traduccion proteica o en otro etapa de
la infeccion por DENV-2.

Los datos obtenidos empleando herramientas in silico promueven la realizacion
de un analisis sobre los estudios de relacion estructural, de indole cuantitativo
llamados “estudios de estructura-actividad” (QSAR, por sus siglas en inglés).
Estos analisis podrian permitir que se lleve a cabo la sintesis de andlogos de
ferruginol mas lipofilicos y con mejores propiedades farmacol6gicas.

La evidencia de los pocos efectos toxicos y potencialmente reversibles sobre la
célula inducidos por el compuesto 8, motivan la realizacién de ensayos
biofarmacéuticos y preclinicos con esta molécula, con el fin de postular un

antiviral promisorio para el tratamiento de las infecciones por DENV.
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9. PERSPECTIVAS

Estudiar dinamicamente, usando imagenologia de células vivas (Live Cell Imaging),
la fase de eclipse durante el ciclo replicativo de DENV para evidenciar la posible
relacion entre la dindmica de actina, la traduccion de proteinas, replicacion del
genoma y ensamblaje del virus.

Evaluar funcionalmente y en periodos de tiempo mas cortos, la participacion de RhoA
durante la infeccion por DENV, especificamente durante los eventos que ocurren en
la fase de eclipse tales como: traduccion, replicacion y ensamblaje del genoma viral.
Comprobar biolégicamente, empelando modelos in vivo, las predicciones
farmacocinéticas de la molécula 8 con el fin de comprobar si este compuesto tiene

caracteristicas de “druglikeness”.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO
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Figura S1. Concentracion efectiva 50% en células BHK-21 y Huh-7.
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remodelacion de actina.
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Figura S4. El tratamiento previo a la infeccion con el compuesto 8 no afecta la entrada viral ni la sintesis

inicial de proteinas.
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Figura S5. El anélogo 8 no induce cambios relevantes en la distribucion de tubulina y vimentina.
Células BHK-21 (A) y Huh-7 (D) se infectaron con DENV-2 y luego se trataron con el compuesto 8 a las 6, 12
y 24 h.p.i, por un periodo de 24 horas. Pasado este tiempo, las células se fijaron y se tifieron con los anticuerpos
anti-tubulina (rojo), anti-vimentina (rojo) y anti-dsRNA (verde) para evidenciar el efecto de la molécula sobre
estos componentes del citoesqueleto; los nicleos (azul) también se tifieron. Las imé&genes son representativas
de tres experimentos independientes realizados por duplicado y fueron capturadas con el objetivo de 60X.
DMSO: dimetilsulfoxido.
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