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Resumen

Introduccion: Los virus Zika (ZIKV), Chikungunya (CHIKV) y Dengue (DENV) son agentes virales
trasmitidos por mosquitos del género Aedes. El tratamiento disponible para estas virosis es inespecifico,
por lo que la busqueda de compuestos antivirales de origen natural ha cobrado importancia en los ultimos
afos. Objetivo general: Evaluar la actividad in vitro e interacciones in silico de tres alcaloides indélicos
aislados de T. cymosa frente la infeccion por ZIKV, CHIKV y DENV. Metodologia: Las infecciones se
realizaron con cepas de referencia de DENV-2/NG y DENV-2/16681 y aislados clinicos de ZIKV-Acol y
CHIKV-Acol. La toxicidad de cada compuesto se evalubé mediante el método MTT en VERO (desde 8,1
UM hasta 271,4 uM); en células U397 y A459 se evalud la concentracion de uso para Voacangina de
17,1 uM y para Voacangina-OH y Rupicolina de 16,4 uM. Se determiné el potencial antiviral de los
alcaloides inddlicos mediante estrategia antiviral combinada y se hicieron diferentes estrategias
experimentales para identificar el posible paso del ciclo replicativo que esta siendo afectado (Pre-
tratamiento, Trans-tratamiento y Post-tratamiento). Las particulas virales infecciosas se determinaron por
titulacion en placa, las copias gendmicas se cuantificaron por PCR en tiempo real y la cuantificacion de
proteina viral se realizé por Cell-ELISA. Se hizo acoplamiento molecular para evaluar la interaccidn con
una proteina estructural (Envoltura) y otra proteina no estructural (NS5 para ZIKV, DENV y NSP2 para
CHIKV). Resultados: los compuestos tuvieron baja toxicidad a concentraciones menores de 16,4 uM
para Voacangina-OH y Rupicolina, y a 17,1 uM para Voacangina en VERO, U937 y A549. Los alcaloides
inddlicos evaluados demostraron un potencial antiviral contra DENV-2/NG, DENV-2/16681, ZIKV y
CHIKV al ser capaz de inhibir las particulas virales infecciosas mediante estrategia antiviral combinada
con porcentajes de inhibicion superiores a 79,7%. Voacangina inhibié pasos iniciales del ciclo repliactivo
de CHIKV en la linea celular VERO en un 76,8%, tuvo un posible efecto virucida frente a la cepa DENV-
2ING en la misma linea celular al inhibir particula viral infecciosa en un 88,7% y ademas inhibi6 la
infeccion de ZIKV en pasos previos a la replicacion viral en un 86,2%, 100% y 84,8% en VERO, U937 y
A549 respectivamente, y en pasos posteriores a la replicacion viral en un 80,8% en VERO y en un 100%
para U937 y A549, disminuyendo a su vez la sintesis de proteina en las tres lineas celulares evaluadas.
Voacangina-OH disminuyé la infeccion de CHIKV y DENV-2/NG en un 89% y 83,5% en Pre-tratamiento,
respectivamente. Ademas, inhibié particulas virales infecciosas de ZIKV en VERO en un 89% en Pre-
tratamiento, 92,4% en Trans-tratamiento y 88,4% Post-tratamiento, adicionalmente disminuy6 la
infeccién en Pre-tratamiento en un 100% en U937 y en un 98,2% en A549, y en un 100% en Post-
tratamiento en U937 y A549. Voacangina-OH fue capaz de disminuir la sintesis de proteina de ZIKV en
las tres lineas celulares evaluadas. Por su parte, Rupicolina fue capaz de inhibir en post-tratamiento a
CHIKV en células VERO en un 90,9% sin afectar la sintesis de proteina y a DENV-2/NG en etapas
iniciales del ciclo replicativo en VERO 70,4% y en A549 en un 60%. In silico, la proteina E de ZIKV,
CHIKV y de DENV interactu6 con Voacangina, Voacangina-OH y Rupicolina con energias de unién entre
-5,1'y -6,9 Kcal/mol. Con la proteina NS5 de ZIKV y DENV y NSP2 de CHIKV con energias de unidn
entre -6,4 y -7,4 Kcal/mol. El mejor complejo de interaccién de la proteina E de DENV y Voacangina fue
estable durante 10 ns de simulacion en NAMD.

Conclusion: Los resultados in vitro obtenidos han demostrado que la Voacangina, la Voacangina-OH y
la Rupicolina son antivirales promisorios contra la infeccion por ZIKV, CHIKV y DENV-2, destacando el
efecto antiviral de Voacangina-OH frente a la infeccion por ZIKV en multiples pasos del ciclo replicativo
e independiente de linea celular.



Abstract

Introduction: Zika (ZIKV), Chikungunya (CHIKV) and Dengue (DENV) viruses are viral agents
transmitted by Aedes mosquitoes. The treatment available for these virosis is nonspecific, so the search
for naturally occurring antiviral compounds has gained importance in recent years. General aim: To
evaluate the in vitro activity and in silico interactions of three isolated indolic alkaloids from T. cymosa
against ZIKV, CHIKV and DENV infection. Methodology: Infections were performed with reference
strains of DENV-2 / NG and DENV-2/16681 and clinical insolation of ZIKV-Acol and CHIKV-Acol. The
toxicity of each compound was evaluated by the MTT method in VERO (from 8.1 uM to 271.4 uM); in
U397 and A459 the use concentration for Voacangina of 17.1 uM and for Voacangina-OH and Rupicolina
of 16.4 uM was evaluated. The antiviral potential of indole alkaloids was determined by combined antiviral
strategy and different experimental strategies were made to identify the possible stages of the replicative
cycle that is being affected (Pre-treatment, Trans-treatment and Post-treatment). Infectious viral particles
were determined by plaque titration, genomic copies were quantified by real-time PCR and viral protein
quantification was performed by Cell-ELISA. Molecular docking was made to evaluate the interaction with
a structural protein (envelope) and another non-structural protein (NS5 for ZIKV and DENV and NSP2 for
CHIKV). Results: the compounds had lower toxicity at concentrations less than 16.4 uM for Voacangina-
OH and Rupicolina, and 17.1 uM for Voacangina on VERO, U937 and A549. The indole alkaloids
evaluated demonstrated an antiviral potential against DENV-2 / NG, DENV-2/16681, ZIKV and CHIKV by
being able to inhibit infectious viral particles by combined antiviral strategy with inhibition rates greater
than 79.7%. Voacangin inhibited initial steps of the CHIKV replicative cycle in the VERO cell line by 76.8%;
had a possible virucidal effect against the DENV-2 / NG strain in the same cell line by inhibiting infectious
viral particle in 88.7%; It also inhibited ZIKV infection in steps prior to viral replication in 86.2%, 100% and
84.8% in VERO, U937 and A549 respectively, and in subsequent steps to viral replication in 80.8% in
VERO and 100% for U937 and A549, in turn decreasing protein synthesis in the three cell lines evaluated.
Voacangina-OH decreased the infection of CHIKV and DENV-2 / NG by 89% and 83.5% in Pre-treatment,
respectively. In addition, it inhibited ZIKV infectious viral particle in VERO by 89% in Pre-treatment, 92.4%
in Trans-treatment and 88.4% Post-treatment, additionally decreased infection in Pre-treatment by 100%
in U937 and in 98.2% in A549, and in 100% in Post-treatment in U937 and A549. Voacangina-OH was
able to decrease the synthesis of ZIKV protein in the three cell lines evaluated. For its part, Rupicolina
was able to inhibit CHIKV in VERO cells by 90.9% in post-treatment without affecting protein synthesis
and DENV-2 / NG in the early stages of the VERO 70.4% replicative cycle and in A549 by 60%. In silico
protein E of ZIKV, CHIKV and DENV interacted with Voacangina, Voacangina-OH and Rupicolina with
binding energies between -5.1 and -6.9 Kcal / mol. With the NS5 protein of ZIKV and DENV and NSP2 of
CHIKV with binding energies between -6.4 and -7.4 Kcal / mol. The best interaction complex of DENV
and Voacangin E protein was stable during 10 ns of simulation in NAMD. Conclusion: The in vitro results
obtained have shown that Voacangina, Voacangina-OH and Rupicolina are promising antivirals against
ZIKV, CHIKV and DENV-2 infection, highlighting the antiviral effect of Voacangina-OH against ZIKV
infection in multiple steps of the replicative cycle and independent of cell line.
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1. MARCO TEORICO

Los Arbovirus son aquellos que requieren de la presencia de un artrépodo hematdfago hembra para
transmitirse entre hospederos vertebrados [1]. Algunas de las familias de importancia clinica que
pertenecen a esta categoria son Bunyaviridae, Reoviridae, Togaviridae y Flaviviridae. En los Ultimos
afios se ha reportado un aumento en la aparicién de enfermedades causadas por tres arbovirus de
importancia clinica: Zika, Chikungunya y el Dengue, las cuales son enfermedades trasmitidas por el
vector del género Aedes, especialmente el Ae. aegypty y Ae. albopictus, siendo el Ae. aegypty el mas
ampliamente distribuido en zonas tropicales y subtropicales del mundo [2].

Debido a la expansion territorial del vector en las Ultimas décadas, se ha hecho evidente su importancia
en salud publica, por factores macrodeterminantes que aumentan su presencia a nivel mundial, en donde
el cambio climatico ha llevado a que el insecto colonice nuevas areas. Ademas, de factores sociales
como la urbanizacion no controlada en lugares con condiciones favorables para el desarrollo del mosquito
e incluso el movimiento poblacional que provoca que la enfermedad se desarrolle en muchos lugares del
mundo, ya que mas de 400 millones de viajeros de Europa y Norteamérica cada afio cruzan las fronteras
y regresan a sus paises procedentes de Asia, Africa y América Latina [3]. En este sentido, alrededor de
la mitad de la poblacién mundial es susceptible de sufrir las enfermedades trasmitidas por el género
Aedes; de hecho, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo considera uno de principales problemas
de salud para la humanidad [4].

Para que se pueda desarrollar la transmisidn del agente viral deben converger de manera simultanea el
virus, el vector y el huésped susceptible, la cual ocurre cuando la hembra del género Aedes al requerir
sangre humana, pica al ser humano y de este modo puede garantizar la reproduccion de los mosquitos,
descendencia que se desarrolla en depésitos de agua limpia o semi-limpia [5]. Los huevos se convierten
en larvas y posteriormente en pupas hasta emerger en forma adulta. La hembra infectante puede vivir
hasta dos meses y picar varias veces al dia por lo que su capacidad de transmitir los virus es mayor.

Dada la importancia del vector en la transmision, actualmente su control a través del trabajo social
constituye una estrategia importante para la prevencion de la enfermedad causada por los virus Zika
(ZIKV), Chikungunya (CHIKV) y de Dengue (DENV). Una de las estrategias para controlar la tranmision
es la que interviene la reproduccion del mosquito mediante el uso de Wolbachia [6]. Sin embargo, la
presencia del vector sigue muy distribuida, por lo que no es viable delimitar las estrategias unicamente
al trabajo social, teniendo en cuenta ademas el patron epidemiolégico de reemergencia que se ha
demostrado [7]. Otra estrategia en el control de la transmisién es la busqueda de compuestos con
actividad antiviral frente al DENV, CHIKV y ZIKV, a través del desarrollo de experimentos que permitan
la evaluacion del potencial antiviral. Son varios los enfoques antivirales que se han desarrollado en las
ultimas décadas, entre los que destaca aquellos basados en compuestos naturales que puedan servir de
base para la produccién de nuevos tratamientos contra estos arbovirus.

11 Virus Dengue

La infeccién causada por el DENV es la enfermedad transmitida por artrépodos mas comun en todo el
mundo con aproximadamente 50 a 100 millones de casos de infecciéon anualmente. Alrededor de 2.500
millones de personas viven en areas endémicas que reciben alrededor de 120 millones de viajeros cada
afio, por lo que la incidencia mundial del DENV y consecuentemente de la enfermedad que produce ha
aumentado durante los Ultimos 40 afios, especialmente en América Latina [8].

Durante la década de 1960 y principios de la de 1970, la transmisién del DENV se interrumpi6
parcialmente en el continente Américo debido a una camparia de erradicacion de mosquitos Ae. aegypti
disefada para prevenir en este momento la fiebre amarilla [9] y colateralmente al DENV. Sin embargo,
las medidas de vigilancia vectorial y de control de vectores no tuvieron continuidad y se produjo una



reaparicién de gran magnitud de mosquitos que provocaron brotes, especialmente por DENV-2 y DENV-
3 en el Caribe, América Central y América del Sur [10]. A finales de los afios 70 y principios de los 80, el
DENV-1y DENV-4 se introdujeron con fuerza en algunos paises de América Latina y el Caribe, causando
epidemias de gran importancia [11]. Desde entonces, la region ha reportado la mayor incidencia de casos
en el globo terraqueo (68% de todos los casos en todo el mundo) con brotes periodicos cada 3 a 5 afios,
siendo uno de los méas grandes el ocurrido en 2002, con mas de 1 millén de casos notificados [12]. Los
costos directos e indirectos de la enfermedad y los programas de control de vectores representan una
carga econdmica sustancial tanto para el sector de la salud como para la economia general de la region.
Por ejemplo, un estudio informoé un costo promedio de US $ 2,1 mil millones debido a la epidemia de
dengue en el continente americano por afo [13], lo cual demuestra que la alta morbilidad y mortalidad
asociada a esta enfermedad conduce a un gasto importante en la economia y en los sistemas de salud
de los paises afectados.

Estructura genémica y proteica de DENV. El DENV, el cual pertenece a la familia Flaviviridae, es un
virus cuyo genoma es el acido ribonucleico (ARN), con polaridad positiva y una longitud aproximada de
11 Kb. Su genoma codifica inicialmente para una poliproteina de la que se originan tres proteinas
estructurales las cuales son Capside (C), Pre-Membraba/Membrana (prM/M) y Envoltura (E), éstas
representan un tercio del genoma desde el extremo 5. Posteriormente, se encuentra la regidén que
codifica para siete proteinas no estructurales que son NS1, NS2 que se divide en NS2a - NS2b, NS3,
NS4 que también posee 2 dominios NS4a - NS4b y finalmente la NS5 [14]. Una de las principales
caracteristicas del DENV y en general de la familia a la que pertenece, es que posee envoltura viral, cuya
bicapa lipidica se compone de 180 copias de la glicoproteina E y 180 copias de la glicoproteina preM/M
[15]. La envoltura viral recubre la nucleocépside que es la suma del ARN y la proteina C.

Con relacion a las funciones del componente proteico del DENV, la proteina E es aquella que se une al
receptor de la célula hospedera y que ademas se convierte en el principal elemento antigénico capaz de
producir inmunidad protectora por parte del hospedero [16]. Esta proteina posee tres dominios. El
dominio | es el encargado de organizar la estructura uniendo los otros dos dominios; el dominio Il contiene
el péptido encargado de la fusiéon con la membrana endosomal una vez ha ingresado a la célula; el
dominio Ill es aquel que posee una estructura similar a una inmunoglobulina encargada de la union con
el receptor de la célula diana [17]. La importancia que la proteina E representa para la comprension en
las interacciones con la célula hospedera, radica en que es la responsable de diferenciar los cuatro
serotipos mas prevalentes (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4). Cabe mencionar que en la actualidad
se ha habla de un nuevo serotipo DENV-5, cuyo genoma completo fue secuenciado a partir de un caso
grave identificado inicialmente como DENV-4 en Malasia, encontrandose posteriormente que ocupa un
nuevo lugar en el arbol filogenético del DENV [18]. Cada serotipo posee genotipos que a partir de
diferencias en ciertos nucledtidos dan origen a distintas cepas virales que pueden incluso implicarse en
manifestaciones mas severas de la enfermedad [19]. De los cuatro serotipos, el DENV-2 es aquel que
se aisla de manera mas frecuente y se relaciona mas continuamente con casos de dengue severo [20],
de hecho dos de las cepas pertenecientes a este serotipo son las mas usadas en estudios de laboratorio,
la cepa DENV-2/NG y la cepa DENV-2/16681).

La proteina M puede encontrarse en dos conformaciones dependiendo del momento dentro de la
maduracion viral, como prM en los viriones inmaduros y como M en viriones maduros. En el virion
inmaduro prM y E forman 90 heterodimeros que se extienden como 60 puntos triméricos desde la
superficie de la particula viral. En el virién maduro, la proteina E se encuentra como 90 homodimeros
que se encuentran en posicion plana contra la superficie viral formando una capa mas lisa, mientras que
el péptido 'pr' se escinde de prM durante la maduracion por una proteasa celular y M permanece en la
particula madura como una proteina transmembrana debajo de la cubierta de la proteina E.

En cuanto a la proteina C, se sabe que es un dimero, donde cada subunidad (monémero) tiene como



composicion dos hélices alfa que, se unen al reticulo endoplasmatico y otras dos que se unen al genoma
viral para conformar un complejo ribonucleoproteico, esto con el fin de proteger de una posible
degradacion por parte de la célula. Ademas, actua en la fase de ensamblaje y por tanto en la formacién
de la particula viral [18].

Con relacion a las proteinas no estructurales, se sabe que la NS1 puede hallarse en el citoplasma y en
el espacio extracelular, por lo que puede llegar a estimular al sistema inmune y explicar en parte, el
sangrado y la extravasacion plasmatica por el dafio que produce en el endotelio [21]. También esta
presente en balsas lipidicas de la membrana plasmatica [22] lo que sugiere que puede hacer parte de
dominios membranales importantes en el proceso replicativo.

Aunque la funcion de la proteina NS2 no esta del todo clara, se cree que coordina si el ARN recién
sintetizado se usa como cadena molde en el proceso replicativo o si se introduce dentro de la
nucleocapside en la fase de ensamblaje, sin embargo se sabe que tanto el dominio NS2a como el NS2b
son importantes en el ensamblaje de la particula viral [18].

La proteina NS3 por su parte tiene dos dominios de gran importancia en la replicacién viral, el primero
en el extremo N-terminal con actividad proteasa similar a tripsina y otro en el extremo C-terminal que
actia de dos formas, como trisfosfatasa (NTPase) y como helicasa de ARN (NS3Hel) [23].
Recientemente, se ha estudiado que la NS3 tiene un papel importante en el reclutamiento de la enzima
acido graso sintasa cerca del reticulo endoplasmatico, lo que crea un ambiente lipidico adecuado en las
etapas iniciales del ensamblaje [24].

La funcion especifica tanto de la NS4a como de la NS4b no esta aun bien definida, no obstante se ha
descrito que estas dos proteinas funcionan como co-factores de la polimerasa viral y como componentes
importantes en la formacion del complejo de replicacion [25].

Finalmente, la proteina mas conservada entre los flavivirus, la NS5 posee varias funciones en el extremo
N-terminal actuando como metiltransferasa y guanidiltransferasa, mientras que en el extremo C-terminal
se encuentra el dominio de ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRps), lo que la convierte en la
polimerasa durante la replicacion y transcripcion viral [26]. La RdRp posee una arquitectura similar en

diferentes familias de polimerasas, con tres subdominios denominados "dedos", "palma" y "pulgar" [27,
28].

Ciclo replicativo de DENV. Para que el ciclo replicativo del virus sea un hecho, el primer paso es la
entrada a la célula hospedera ya sea del mamifero o del mosquito, esto ocurre cuando el DENV se acerca
a la célula y la proteina E del virus se une con componentes de la membrana celular que contribuyen
adicionalmente en la endocitosis mediada por clatrina, endocitosis no clasica independiente de clatrina o
macropinocitosis [29]. Estudios previos han descrito que el dominio Ill de la proteina E interactia con
LAMR1 (receptor para laminina) [31], con proteinas de adhesion celular como ICAM-3 o DC-SIGN
(CD209) [32], con proteoglucanos entre los cuales esta el heparan sulfato [33], entre otras moléculas que
pueden variar dependiendo del tipo de célula [34]. Es importante destacar que existen estudios que
describen una interaccidon con un posible correceptor que favorece la habilidad de DENV para infectar
diferentes células, al parecer haciendo contacto inicialmente con heparan sulfato y luego al unirse con
un receptor para iniciar la endocitosis [39].

Una vez ha ocurrido la endocitosis, se forma el endosoma temprano el cual se convierte en un endosoma
tardio fusionandose con un lisosoma para promover de este modo, la acidificacién del pH y por ende un
cambio conformacional en la proteina E que favorece la fusion de la membrana del endosoma con la
membrana viral y asi poder liberar la nucleocapside del virus al citoplasma [36]. Una vez alli, y dada la



naturaleza del ARN viral que le confiere la misma propiedad de un ARN mensajero, se da origen a la
traduccion de proteinas en los ribosomas asociados a reticulo endoplasmatico (RE), produciendo un
polipéptido completo debido a que el genoma viral posee un solo marco de lectura abierto. Este
polipéptido sufre modificaciones en el RE y gracias a la accion de proteasas celulares como furina y
adicionalmente por la proteina viral proNS3, se escinde la poliproteina dando origen tanto a las tres
proteinas estructurales como a las siete no estructurales, las cuales participan en la replicacion del ARN
viral y posterior ensamblaje de la particula viral [37].

Con relacion a la replicacion, in vitro se ha determinado la presencia de tres tipos de ARN que difieren
en su coeficiente de sedimentacion, siendo éstos 20S, 20/28S y 40S [38]. EI ARN 20S esta constituido
por una cadena de ARN de polaridad positiva y otra negativa, lo que sugiere que los intermediarios
negativos que actuan como molde para la generacion de ARN positivo estan presentes aqui. Los otros
dos tipos son ARN intermediarios de sentido positivo que se encuentran en proceso de elongacion. La
nucleocapside es la que da comienzo el proceso de ensamblaje, éste debido a la interaccion del ARN, la
proteina C y la presencia de lipidos [39]. Posteriormente, ocurre una asociacion entre la proteina prM/M
y proteina E, las cuales estan presentes en la membrana del RE. La maduracidn del virion sucede en
dos etapas; la primera se basa en la organizacion de heterodimeros de prM/My E, aqui sobresale prM/M
por lo que el aspecto de la superficie es rugosa, también se da el transito del virion inmaduro desde RE
hasta el aparato de Golgi (regiones cis y trans) lo que promueve modificaciones postraduccionales; la
segunda consiste en cambios conformacionales de la proteina E donde se producen homotrimeros
antiparalelos, otorgando una apariencia lisa a la superficie del virus, seguido de una protedlisis sobre
prM/M por la proteasa furina, la cual separa el péptido “pr” y la proteina M. Finalmente, ocurre la exocitosis
al espacio extracitoplasmatico, donde el pH neutro induce la liberacién del péptido “pr”, lo que provoca
la conformacién final de la proteina E que puede ser reconocida nuevamente por receptores de otra
célula [40].

Manifestaciones clinicas y patogénesis de DENV. La infeccion que ocasiona el DENV produce un
numero de casos importantes tanto de morbilidad como de mortalidad, por lo que el dengue es una
enfermedad de amplio espectro clinico que incluye desde cuadros asintomaticos hasta cuadros que
pueden terminar en la muerte, por este motivo se debe considerar al Dengue como una sola enfermedad
que puede desarrollarse de multiples formas. Es precisamente este aspecto de la enfermedad tan
variado, lo que explica la aparicion de diferentes cuadros clinicos que se pueden hallar en una comunidad
durante epidemias, en las cuales gran parte de la poblacion posee sintomatologia leve y posiblemente
no buscan atencion médica [41]; otra parte desarrolla sintomas inespecificos que sin la atencion
adecuada pueden evolucionar desfavorablemente y cuyo deterioro puede desembocar en ocasiones a
la muerte. La existencia de cuadros clinicos atipicos que pueden llegar a afectar de manera especifica
ciertos oOrganos, tal es el caso de la insuficiencia renal aguda, hepatopatias, miocardiopatias,
encefalopatias [42], asociadas a mortalidad.

En la enfermedad se puede diferenciar tres etapas clinicas; la primera se caracteriza por la presencia de
fiebre, cefalea, dolor retro ocular, artralgias y/o mialgias, sintomas que hacen parte de la denominada
etapa febril y se considera como un dengue sin signos de alarma; los pacientes cuya fiebre desciende
pero en los cuales existe derrame pleural o ascitis, vomitos con dolor abdominal intenso, son aquellos
que entran en la etapa critica de le enfermedad, convirtiéndose en un dengue con signos de alarma ya
que la probabilidad de desarrollar un sindrome de choque aumenta [43]. Si los signos de alarma se
identifican a tiempo, el paciente puede recibir atencidn, la cual se basa en la reposicion de liquidos para
restaurar las perdidas por extravasacion de plasma y vigilancia médica para evitar una inestabilidad
hemodinamica mayor; por Ultimo, |a etapa final es la de recuperacion en la cual comienza a normalizarse
las funciones vitales.

Las células diana de DENV son los monocitos, los macréfagos, las células dendriticas y los linfocitos
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CD4+ y CD8+. Estudios in vitro también reportan células hepaticas, neuronales, fribroblasticas y
endoteliales como dianas [35]. La infeccion comienza a través de la picadura de un mosquito, el cual
infecta inicialmente células de Langerhans inmaduras que luego se dirigen a ganglios linfaticos, donde
se infectan monocitos y macrofagos, las cuales son las dianas principales de la infeccion. Luego ocurre
una diseminacion del virus por el sistema linfatico y como consecuencia de esta viremia primaria, se
infectan monocitos, macréfagos esplénicos y hepaticos [44].

Los diferentes serotipos de DENV y los anticuerpos que reconocen distintas proteinas virales son un
factor determinante en la patogénesis. En el caso de los anticuerpos dirigidos a NS1 se ha demostrado
que causan una reaccién cruzada con células endoteliales y plaquetas, de este modo la perdida de
funcionalidad del endotelio puede provocar perdida de plasma en la cavidad pleural y peritoneal, ademas
de la agregacion plaquetaria y la fragilidad capilar que se asocian al desarrollo de petequia y hemorragias
[45] [46]. Por otro lado, los anticuerpos contra la proteina E generan reaccion cruzada con el precursor
de la plasmina (plasminégeno), lo que esta relacionado con el desarrollo de trombosis y Coagulacion
Intravascular Diseminada (CID) [47]. Debido a que existen varios serotipos de DENV, hay pacientes que
sufren una segunda infeccién por un serotipo diferente al serotipo inicial, lo que provoca una estimulacion
y exacerbacion de la respuesta inmune debido principalmente al fendmeno de Potenciacion Dependiente
de Anticuerpos o ADE por sus siglas en inglés (Antibody-dependent enhancement). Esto se presenta
cuando los anticuerpos de la primera infeccion reconocen el segundo serotipo de manera cruzada
formando un complejo, el cual se une a monocitos y macrofagos por medio del recetor Fc, favoreciendo
la internalizacion del nuevo serotipo infectante a través de receptores Fc (FcyR) [48].

Si bien el DENV produce una enfermedad de corta duracion que oscila alrededor de una semana para la
mayoria de los casos, es también una muy dinamica que como ya se planted, puede agravarse de
manera subita, por lo que la recomendacién es monitorear clinicamente la evolucion para evitar
complicaciones, es por ello que la necesidad de tratamiento especifico es un tema prioritario en la
actualidad.

1.2 Virus Zika

El ZIKV es el agente causal de la fiebre del Zika. En el 2016 la OMS declar6 la infeccion por el ZIKV
como una emergencia para la salud publica internacional [49], debido al aumento del numero de casos
relacionados con secuelas graves a raiz de la infecciéon por este virus como la microcefalia y las
calcificaciones cerebrales [50] [51], el sindrome de Guillain-Barré [52] y otras manifestaciones
autoinmunes.

El ZIKV se aislé por primera vez en 1947 en el Bosque Zika situado cerca de Uganda cuando se
estudiaban monos Macaco Rhesus con sospecha de fiebre amarilla. Inicialmente la infeccién por ZIKV
en humanos se consider6 ocasional hasta 1952, afio en el cual estudios seroldgicos validaron al ser
humano como hospedero ocasional [53]. Sin embargo, en 1968 se aislo por primera vez el virus de dos
pacientes Nigerianos y se demostrdé que el 40% de los habitantes de este pais tenian anticuerpos
neutralizantes del ZIKV [54], por lo que el paradigma frente a la presencia de este virus comenzoé a
cambiar. En tiempos mas recientes, se detect6 un brote en Micronesia que afectd el 73% de las personas
en el 2007 con un reporte de 185 casos confirmados sin complicaciones [55]. Desde octubre del 2013
hasta abril del 2014 se identificd un brote en la Polinesia Francesa con un nimero de casos leves de
32.000 afectados y ya para 2015 el ZIKV lleg6 al continente americano, cuando se reportaron los primeros
casos en Brasil [56]. Segun la OMS 61 paises han notificado la trasmisién por mosquito (vectorial) de
manera constante para junio de 2016, siendo Brasil el primer pais en alertar sobre una posible asociacion
del ZIKV con malformaciones congénitas debido a un aumento de casos de fetos y neonatos con
microcefalia, hecho a partir del cual el Ministerio de Salud de Brasil declaré una emergencia nacional de
salud publica. En abril de 2016 se realizd un estudio retrospectivo en Polinesia Francesa que afirma la
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relacion de sufrir microcefalia en aquellos fetos cuyas madres contrajeron la enfermedad en el primer
trimestre de embarazo [57]. Adicionalmente, el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
CDC de Estados Unidos confirmé como causa de microcefalia la infeccién por ZIKV [58], debido a que
el virus puede infectar células progenitoras humanas especificamente de tipo neuronal en el embrién
[59]. En este sentido, la busqueda de posibles farmacos que prevengan la enfermedad es un gran punto
de interés, debido a la falta de antivirales especificos y efectivos contra ZIKV, sumando adicionalmente
la complejidad en el control del vector.

Estructura genémica y proteica de ZIKV. El ZIKV esta relacionado con el virus Spondweni el unico
otro miembro de su clado [55]. Los parientes mas cercanos incluyen el virus de la encefalitis de San Luis,
encefalitis japonesa, virus del Nilo Occidental, fiebre amarilla, DENV, virus llheus y virus Rocio [60]. Al
ser un flavivirus, el ZIKV posee una membrana lipidica, su geometria es de tipo heicosaédrica y su
genoma es ARN de cadena simple y polaridad positiva, el cual se compone de 2 regiones no codificantes
(5'y 3') que flanquean un Unico marco de lectura abierto, éste codifica para una poliproteina [61] que se
escinde en tres proteinas estructurales de capsida (C), el precursor de membrana (prM), la proteina de
envoltura (E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3 NS4a y NS4b y NS5) [62]. Las
funciones de las proteinas tienen una gran relacion entre flavivirus, aunque se desconoce si los hallazgos
pueden generalizarse, se asumen funciones similares; por su parte la proteina C participa en la union al
ARN para formar la nucleocapside; la proteina prM/M contribuye en el plegamiento y secrecion de la
proteina E, ademas se ha observado que los anticuerpos contra esta proteina estructural podrian estar
implicados en el desarrollo de dengue severo en las infecciones secundarias, todo esto debido a la
similitud entre ambos flavivirus, ademas la proteina E es la encargada de la unién al receptor y posterior
fusidn de membranas con el endosoma; la proteina NS1 interviene en la replicacion del genoma viral; la
NS2a participa en la sintesis de ARN y el ensamblaje de la particula viral, mientras que la NS2b forma
complejos con la NS3 para promover la actividad de la proteasa de serina; la NS3 posee actividad
helicasa y trifosfatasa, y como ya se dijo funciona como proteasa de serina unida a NS2B; la NS4a y
NS4b actuan en la replicacion de ARN; por su parte la NS5 posee actividad metiltransferasa,
guanidiltrasnferasa y polimerasa dependiente de ARN [63].

El analisis filogenético muestra que el ZIKV puede clasificarse en dos linajes, el africano y el asiatico;
ambos surgieron en Africa oriental a finales del siglo XIX o principios del XX. El linaje asiatico se origind
durante la migracién del virus de Africa al sudeste de Asia donde fue detectado por primera vez en
Malasia. A partir de ahi, el ZIKV se extendio a las Islas del Pacifico (Yap y Polinesia Francesa) y luego a
Nueva Caledonia, Islas Cook, Isla de Pascua y posteriormente al continente Americano [64]. Un estudio
de la evolucion molecular del virus, basado en cepas virales recogidas de 4 paises en Africa Occidental
durante 1947-2007, identifico varios sitios dentro del genoma viral que estaban bajo fuerte presién de
seleccion negativa. Este hallazgo sugiere la purga frecuente de polimorfismos deletéreos en genes
funcionalmente importantes y la posibilidad de recombinacién que rara vez ocurre entre los flavivirus [65]
pero que al parecer en ZIKV son mas frecuentes, de hecho, se han reportado alrededor de 13 eventos
de recombinacién [66]. Las implicaciones de este hallazgo podrian incluso sugerir una evaluacion
adicional con respecto a la propagacion viral, el mantenimiento zoonotico y el potencial epidemioldgico.
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Ciclo replicativo de ZIKV. El ZIKV puede ingresar a la célula a través de varios receptores que se
sospecha son probablemente similares a otros flavivirus. Entre ellos han descrito el DC-SIGN (dendritic
cell-specific ICAM-grabbing non-integrin), el AXL (Tyrosine-protein kinase) y el TIM-1 (T cell
immunoglobulin mucin domain) que contribuye a la eficacia de AXL para mediar la entrada. El virus entra
por la picadura del mosquito hembra y hace una primera ronda replicativa en fibroblastos dérmicos,
queratinocitos epidérmicos y células dendriticas inmaduras, lo que permite la migracion a los ganglios
linfaticos y el torrente sanguineo [67]. Una vez el virus entra a la célula, la replicacion ocurre dentro de
las vesiculas derivadas del RE, sin embargo un estudio demostrd que el anticuerpo MAb 541 dirigido a
la proteina E del ZIKV se encontr6 de manera sorprendente en los nucleos de las células infectadas, este
hallazgo sugiere una ubicacién para la replicacién que difiere de la de otros flavivirus y merece méas
investigacion [68]. Del RE se transportan al aparato de Golgi gracias a la maquinaria ESCRT (complejo
de clasificacion endosomal requerido para el transporte), alli la prM/M se escinde y el virion madura. Los
viriones adquieren su membrana de la célula hospedera enriquecida de proteinas virales para la
formacién de su envoltura y el virus maduro sale por gemacion.

El virus Zika al igual que otros flavivirus, es transmitido por mosquitos principalmente del género Aedes
(Stegomyia). Varios Aedes spp han sido implicados, incluyendo Ae. aegypti, Ae. africanus, Ae. hensilli y
Ae. albopictus [69, 70]. El Ae. aegypti parece ser el principal vector en Asia y fue el vector primario
sospechoso para el brote de la Polinesia Francesa [71]. Los mosquitos Ae. hensilli se implicaron en el
brote de las islas Yap, sin embargo no ha sido posible aislar el virus Zika de estos mosquitos [72]. En
Africa, el vector predominante de la especie Aedes no ha sido definitivamente identificado, aunque los
estudios de aislamiento viral sugieren que Ae. albopticus fue el vector probable en el brote de virus Zika
del 2007 en Gabdn [70]. Otros modos de transmision del ZIKV en los que no esta involucrado el vector
incluyen la transmision congénita [73], la perinatal [74], la sexual [75] y por transfusion de sangre [76].

Manifestaciones clinicas y patogénesis de ZIKV. El periodo de incubacion desde que se adquiere la
infeccidn hasta el inicio de los sintomas en seres humanos es de aproximadamente 2 a 7 dias y en un
80 % de los casos la infeccion es asintomatica, especialmente en regiones endémicas como Africa.
Cuando los sintomas se hacen presentes suelen ser auto-limitados, leves e inespecificos. Los reportados
de manera frecuente incluyen sarpullido, fiebre, artralgia, mialgia, fatiga, cefalea y conjuntivitis, éstos sin
embargo pueden llegar a confundir el diagnostico clinico con otras infecciones virales (dengue,
Chikungunya, Mayaro, Rubeola, Sarampién, entre otros), infecciones bacterianas (Rickettsias,
Leptospira), infecciones parasitarias (Malaria), entre otras como meningitis y artritis post-infecciosa. Sin
duda el diagndstico diferencial de mayor interés es el tipo viral y mas especificamente con DENV. Los
casos sospechosos deben ser confirmados por un laboratorio de referencia mediante la deteccion del
ARN viral por RT-PCR (durante la fase aguda); también puede usarse serodiagnéstico, aunque éste es
limitado por el alto grado de reacciones cruzadas con otros flavivirus [77].

Una de las caracteristicas prominentes en la infeccion por ZIKV es la presencia de sarpullido el cual es
maculopapular y pruriginoso en la mayoria de los casos, comenzando cerca del sitio de la picadura del
mosquito y extendiéndose a las extremidades con resolucion esponténea entre el dia 1y 4 del inicio de
la enfermedad. La fiebre es de baja intensidad (37,4°C - 38,0°C) e incluso en un gran nimero de casos
puede estar ausente. Las adenopatias son escasas pero puede haber afectacion de los ganglios retro-
auriculares [78] y los sintomas desaparecen normalmente en 2 semanas. Sin embargo, las secuelas
clinicas mas graves se han asociado cada vez mas con el ZIKV. Desde el brote en Brasil, los informes
de recién nacidos con microcefalia han aumentado notablemente (20 casos / 10.000 nacidos vivos frente
a 5.5/10.000 nacidos vivos en afios anteriores) [79].

Las malformaciones congénitas del sistema nervioso central (SNC) se han relacionado al ZIKV por una
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parte, debido al neurotropismo viral lo que afecta preferentemente a los tejidos del cerebro y el tallo
cerebral del feto en desarrollo [80] y por otra, al papel del virus en la interferencia de la autofagia durante
la replicacion viral que obstruye la estabilidad del centrosoma, el cual es importante para el desarrollo del
cerebro. En ratones infectados con ZIKV se ha demostrado un aumento de los centrosomas que
conllevan al desarrollo de la microcefalia. Por lo tanto, se ha planteado la hipétesis de que la interferencia
del ZIKV en la autofagia conduce a un aumento del nimero de centrosomas y por ende al desarrollo de
la microcefalia [81]; este posible papel en las malformaciones del SNC merece una investigacion mas
profunda. También se han descrito secuelas neurolégicas graves en adultos debido a la alta afinidad por
el tejido cerebral, incluyendo meningitis, meningoencefalitis y sindrome de Guillain-Barré; esta ultima
afectacion es producida por un dafio en las células nerviosas lo cual conduce a debilidad muscular y en
ocasiones a la paralisis, donde en casos severos pueden afectar a los musculos que controlan la
respiracion. Los sintomas pueden durar semanas o meses y la mayoria de las personas se recupera
completamente [82]. No obstante, se han informado casos de debilidad residual después de tres afios,
mientras que aproximadamente el 3% de las personas pueden experimentar una recaida de debilidad
muscular y sensaciones de hormigueo muchos afios después del ataque inicial. En Brasil, Colombia, El
Salvador, Suriname, Venezuela y Polinesia Francesa se ha observado un aumento en los casos de
sindrome de Guillain-Barré durante los brotes. Las secuelas no neuroldgicas incluyen pérdida auditiva
transitoria, hipotension y sintomas genitourinarios. Se han reportado casos de fransmision por esperma
[75, 83].

Actualmente, no esta disponible ningun farmaco o vacuna anti-ZIKV especifico y debido al creciente
numero de casos de anomalias congénitas graves en el desarrollo del cerebro por causa del ZIKV y a su
asociacion como desencadenante del sindrome de Guillain-Barré, se hace necesario la busqueda de
compuestos activos frente al virus, lo que requiere el desarrollo de farmacos antivirales eficaces y
seguros para el tratamiento y la prevencién a nivel mundial de la infeccion por ZIKV.

1.3 Virus Chikungunya

El CHIKV es un alfavirus perteneciente a la familia Togaviridae, el cual se propaga por mosquitos
culicidos [83, 84]. La enfermedad que produce fue reportada por primera vez en 1952 entre las fronteras
de Tanzania y Mozambique cerca de las mesetas de Makonde y se aislé en 1953 en medio de la epidemia
de Newala [85]. La palabra “Chikungunya” de la lengua Makonde traduce "el que se dobla", significado
que hace referencia al dolor articular caracteristico de la enfermedad causada por el virus [86]. El virus
se ha mantenido en un ciclo selvatico que involucra primates silvestres y mosquitos Ae. furcifer, Ae.
luteocéfalo, o Ae. taylori que habitan los bosques africanos, para luego pasar al continente asiatico desde
donde es transmitido principalmente por Ae. aegypti y Ae. albopictus por medio de ciclo de urbano [87].

El agente viral de la fiebre del Chikunguya es endémico en Asia, subcontinente indio y Africa donde hubo
un brote en 2007 en Gaboén. A comienzos del afio 2005 se reporté un brote en las islas del Océano indico
que se relaciond con posibles casos reportados en 2006 en Europa. En 2007 se hizo oficial la transmision
de la enfermedad en el viejo continente con 197 casos registrados en ltalia, cuya transmision se relaciono
principalmente con Ae. albopictus. Para el afio 2013 se confirmé por laboratorio en la isla de St. Martin
dos casos autoctonos [88], evento que marcd el comienzo del primer brote con trasmision autdctona en
las Américas y a partir del cual, se confirmé la distribucion a cerca de 43 paises del hemisferio occidental.
A finales del 2014 se informaron brotes en las islas del Pacifico, ocasionando un niimero de casos
sospechosos de chikungunya hasta abril de 2015 de 1°379.788 en las islas del Caribe, paises de América
Latina y los Estados Unidos. En ese mismo afio se notificé a la Organizacion Panamericana de la Salud
[89], 693.489 casos sospechosos y 37.480 confirmados, donde la mayoria pertenecia a Colombia. En
2017 se reportd un brote en las islas del pacifico Cook y Marshall [90].

La virosis comparte algunas manifestaciones con la enfermedad causada por el DENV y ZIKV, como la
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fiebre, cefalea, escalofrios, nduseas y/o erupciones cutaneas, lo cual puede dificultar el diagnéstico
clinico diferencial al momento de la consulta. En el panorama clinico, el compromiso articular es el
sintoma mas caracteristico de la fiebre del Chikunguya, ademas de efectos mas criticos como
encefalopatia, miocarditis y compromiso hepatico que han sido causa de muerte [91]. Pese a lo anterior
y al igual que los flavivirus ya mencionados, no existe un tratamiento especifico para CHIKV, por lo que
en concordancia con los objetivos de la OMS en la busqueda farmacos de origen natural ya sea para uso
profilactico o terapéutico, se hace necesario identificar moléculas aisladas de material vegetal de nuestro
pais que puedan tener un efecto antiviral.

Estructura genoémica y proteica de CHIKV. Se han descrito tres genotipos para CHIKV (Asia, Africa
occidental y Este central de Sudafrica) [92]. EI genoma viral es un ARN monocatenario de polaridad
positiva, cuya longitud es de aproximadamente 12 Kb y posee dos marcos de lectura abiertos (ORF), del
extremo 5’ al 3'. El primero da origen a las cuatro proteinas no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4)
a partir de un ARN gendmico y el segundo codifica para cinco proteinas estructurales (proteina C de
capside, glicoproteinas E1, E2, E3 y 6K) que se traducen a partir de un RNA llamado subgenomico [93].

Es un virus envuelto de simetria icosaédrica con un diametro de 60 a 70nm. Las proteinas estructurales
se sintetizan como una poliproteina larga, que luego se escinde por proteasas tanto de origen viral
como celular, obteniéndose las cinco proteinas estructurales. La proteina de (C) conforma la region
central de la envoltura viral compuesta por cerca de 240 copias y por su lado, las glicoproteinas E2 'y E1
conforman el heterodimero, cuyas proyecciones son importantes en el reconocimiento con el receptor
celular, por lo que poseen gran capacidad antigénica [94]. La proteina E3 participa en la sefializacion
requerida para enviar el resto de las proteinas no estructurales al RE, desempefiando adicionalmente un
papel en la regulacion del pH a lo largo de todo el ciclo replicativo [93]. La proteina 6K, también conocido
como peéptido sefial nativo, parece tener un papel como secuencia sefial para el procesamiento de la
proteina E1, ya que se ha demostrado que sustituciones en la secuencia de 6K resultan en niveles
inferiores intracelulares de E1 [95].

Las proteinas no estructurales se originan a partir de la escision del ARN gendmico. NSP4 (polimerasa
dependiente de ARN o RdRp) y una proteina intermediaria llamada P123, son capaces de realizar la
sintesis de ARN molde (polaridad negativa). Sin embargo, su eficiencia se ve disminuida para la sintesis
de ARN de polaridad positiva, por lo que ocurre una protedlisis adicional de P123 que proporciona las
proteinas NSP1 y NSP2. Por su parte NSP1 posee actividad enzimatica de guanina-7-metiltransferasa y
guanidiltransferasa, motivo por el cual juega un papel importante en la maduracién del mRNA viral recién
sintetizado. En el extremo N-terminal de la proteina NSP2 se sittian las funciones de helicasa, nucledsido
trifosfatasa (NTPasa) y ARN dependiente de las actividades 5' trifosfatasa y en el extremo C-terminal se
encuentra su accion proteolitica, importante en la escision de poliproteinas [96]. Finalmente, las funciones
de la proteina NSP3 aun no estan del todo claras, sin embargo se sabe que tiene tres dominios (macro
dominio N-terminal con actividad fosfatasa y unién al RNA, dominio central de unién a dedos de zinc y
un grupo altamente fosforilado) [97]. También se sabe que se localiza en los complejos replicativos y en
ciertos focos citoplasmaticos [98].
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Ciclo replicativo de CHIKV. Los receptores en la célula diana que se han descrito en el reconocimiento
del virus son DC-SIGN, L-SIGN, sulfato de heparina, laminina, integrinas y actualmente, se ha evaluado
el papel de la prohibitina como proteina receptora [99]. Luego de la adherencia, se promueve la
endocitosis mediada por receptor, formandose asi un endosoma en el cual la disminucion del pH fomenta
una disociacion del heterodimero E2-E1 promoviendo la exposicién de E1 y, por ende, la fusién entre la
envoltura viral y la membrana del endosoma con el fin de liberar el material genémico al citoplasma. El
ARN viral, al igual que con los flavivirus, es reconocido por los ribosomas como un mARN y se traduce
en una poliproteina que, al ser escindida, da origen a las cuatro proteinas no estructurales que
contribuyen con la sintesis de un RNA intermediario de cadena negativa el cual, a su vez, es la plantilla
para la sintesis de RNA gendémico (49S) y subgenomico (26S); éste ultimo codifica el precursor de las
proteinas estructurales. El proceso replicativo se lleva a cabo con la participacion de proteinas celulares,
las cuales junto con las proteinas no estructurales del virus, conforman complejos de replicacion en la
membrana del RE [100].

La proteina C se libera inicialmente de la poliproteina, la cual hara parte de la nucleocapside viral ademas
de tener sefiales de exportacion e importacion nucleares. Luego se escinden las glicoproteinas E1y pE2,
ésta Ultima al ser procesada, origina E2 y E3 [101]. Las glicoproteinas E1-E2 conforman el heterodimero,
fundamental para la union y entrada de la particula viral a la célula por medio del reconocimiento del
receptor. Finalmente, y luego de la replicacion del genoma viral y del ensamblaje con las proteinas
estructurales, se conforma la nucleocépside en el citoplasma para luego salir de la célula hospedera por
gemacion, proceso en el cual se adquiere la bicapa lipidica que envuelve la nucleocapside [102].

Manifestaciones clinicas y patogénesis de CHIKV. La infeccién por CHIKV es una enfermedad
debilitante, que puede dejar secuelas cronicas y que desafortunadamente puede llevar a la muerte. Al
ser inoculado por medio de la picadura del mosquito, el virus entra a los capilares y se puede replicar en
macrofagos, fibroblastos y células endoteliales. Las natural killer (NK) son las primeras células del
sistema inmune innato en actuar contra la infeccion. Se ha documentado que las NK también causan
inflamacién al infiltrarse en las articulaciones, especialmente en el tejido sinovial, lo que conduce artritis
cronica que también se fomenta gracias a un componente de persistencia viral [88].

Ademas, en la fase virémica de la enfermedad hay replicacion del virus tanto en hepatocitos como en
miocitos. Los pacientes con edades extremas pueden desarrollar encefalopatia, insuficiencia
cardiorrespiratoria, insuficiencia renal y hepatitis, ademas los neonatos pueden adquirir el virus al
momento del parto si sus madres tienen la infeccion activa, dando como resultado sepsis,
trombocitopenia, coagulacion intravascular diseminada, edemas y hemorragias cerebrales. Se ha
documentado también, infeccion a través de barrera placentaria lo que provoca un inadecuado desarrollo
neurolégico [93].

De manera global, la infeccién puede dividirse en una enfermedad de dos etapas: etapa aguda y etapa
cronica. La etapa aguda se desarrolla generalmente de 2 a 6 dias después de la picadura del mosquito
infeccioso y los primeros sintomas tienen una aparicion repentina, cuya duracién es usualmente de una
semana antes de una mejoraria espontanea. En esta etapa puede existir una manifestacion subclinica
de la enfermedad, pero la fiebre del Chikungunya se caracteriza principalmente por hipertermia cercana
a 39°C, cefalea, fatiga intensa, anorexia, nauseas y una erupcion petequial 0 maculopapular, cuya
manifestacion clinica mas caracteristica es la poliartralgia intensa, debido en gran medida a la infiltracion
de células monocucleares que causan intenso dolor muscular y articular (103). Las articulaciones
proximales también pueden inflamarse con grandes derrames articulares en las rodillas y los codos. La
intensidad de los sintomas hace que la mayoria de los pacientes busquen un tratamiento eficaz.
Desafortunadamente, ningun farmaco antiviral ha demostrado ser eficaz contra la infeccion por CHIKV
[103], por lo tanto, el tratamiento de la etapa aguda se limita a los analgésicos y los antiinflamatorios no
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esteroideos (AINE).

La etapa cronica comienza luego de una mejoria de corta duracidén (etapa aguda), con recaidas
inflamatorias, reumatismo duradero y una pérdida significativa en la calidad de vida. Este deterioro es
mas frecuente en pacientes mayores de 40 afios o con enfermedades subyacentes, en particular
enfermedades reumaticas o traumaticas [104]. Con el tiempo, las complicaciones reumaticas se pueden
manifestar afios después de la infeccion aguda por CHIKV, especialmente con el desarrollo de
reumatismos potencialmente destructivos [105].

14 Antivirales

Como en cualquier otro tipo de infeccion, controlar las infecciones virales pueden abordarse desde un
punto de vista profilactico (protector) o terapéutico (con el fin de combatir una infeccion que ya se ha
establecido en el hospedero). Sin embargo, a diferencia de otras infecciones bacterianas, parasitarias o
fungicas, los virus no son un organismo auténomo, por lo que es fundamental la presencia de células
vivas en las cuales se pueda llevar a cabo el proceso de replicacion viral. En este sentido, el ciclo
replicativo viral involucra vias metabdlicas de las células, lo que hace dificil el disefio de un tratamiento
sin efecto adversos sobre la células hospedera [106]. Con base en el aumento de casos a nivel mundial
de los virus ZIKV, CHIKV y DENV vy la falta de opciones terapéuticas para las arbovirosis, se hace
necesario el hallazgo de moléculas que puedan ser usadas como posibles farmacos antivirales.

Muchos analogos de nucledsidos son inhibidores de las polimerasas viricas y se han descrito como
moléculas prometedoras contra virus ARN, su accion recae en la incorporacion de nucledsidos
modificados al genoma viral lo que provoca una infectividad reducida [107]. Se ha explorado el efecto del
BCX4430, el cual es un analogo de nucledsido de adenosina como inhibidor selectivo de ARN polimerasa
para ZIKV que ha demostrado una reduccion del efecto citopatico y del rendimiento viral en células VERO
(provenientes de rifidn de mono verde africano Cercopithecus aethiops), Huh7 (derivada de carcinoma
hepatico de Homo sapiens) y RD (derivadas de musculo de Homo sapiens), asi como el aumento en la
supervivencia de ratones AG129 luego de ser inoculados, los cuales carecen de receptores para IFN tipo
| y Il [107]. Otro estudio que incluy6é el 6MMPr (tiopurina 6-metilmercaptopurina riboside) demostré
actividad eficaz frente a la replicacion de ZIKV en células VERO y SH-SYSY (linea neuronal de Homo
sapiens), ademas del hecho de que los nucledsidos de tiopurina también inhiben la sintesis de novo de
la purina que reduce la disponibilidad de nucleétidos y por ende favorece una menor tasa de replicacién
del virus [108].

Algunas pequefias moléculas también han sido blanco de estudios como el caso de 7-Deaza-2'-C-
Metiladenosina, que gracias a los ensayos de adicion del farmaco en diferentes tiempos en células
VERO, se reveld que el compuesto actua en el momento en el cual se da inicio la replicacion viral
intracelular, ademas in vivo se demostrd que el tratamiento con 7DMA en ratones AG129 infectados por
ZIKV, redujo significativamente la viremia y retrasé la morbimortalidad [109]. Un sustituyente 2'- C -metilo
(nucleosidos metilados 2'- C) demostré ser un elemento estructural importante para la inhibicién
altamente selectiva de ZIKV, al permitir la terminacién de la cadena de ARN viral con una citotoxicidad
reducida en VERO [110]. Es importante demostrar de manera mas extensa la seguridad de las pequefias
moléculas especialmente para las mujeres embarazadas y comprobar su efectividad para traspasar la
barrera placentaria y cerebral con el fin de evitar las consecuencias mas graves que se han registrado
por parte de ZIKV (microcefalia y el SGB).

El Balapiravir es un profarmaco de un analogo de nucleosido (llamado R1479) que fue llevado a ensayos
clinicos para el posible tratamiento contra el DENV, sin embargo este ensayo, el primero de su tipo para
este virus, no admite el balapiravir como farmaco candidato, ya que tiene un efecto sobre la proteina
celular quinasa durante la infeccion y por tanto no alcanzé el punto final de eficacia en estas pruebas
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[111].

Dentro de los inhibidores de la replicacion del genoma viral para CHIKV se ha descrito el acido
micofendlico, un inhibidor competitivo de la enzima inosina monofosfato deshidrogenasa, la cual cataliza
un paso esencial en la biosintesis de novo del nucleétido de guanina. El acido micofenolico inhibe la
replicacion del CHKV por un mecanismo similar a la de Ribavirina con una reduccién dosis dependiente
del numero de copias gendmicas [112].

El uso de algunos farmacos aprobados inicialmente para otros propdsitos por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA), han tenido un efecto inhibitorio del ZIKV tales como PHA-690509 y la
Niclosamida, ambos fueron reportados como inhibidores efectivos en la infeccion por ZIKV cuando se
afiadieron 1 h antes 0 4 h después de la inoculacion del virus, lo que indica que pueden tener un actividad
tanto en etapas iniciales como en etapas posteriores a la entrada del virus, especificamente la
Niclosamida que ha demostrado su capacidad para neutralizar el pH endolisosomal e interferir
posiblemente con la fusién dependiente del pH [113]. Por otro lado, el &cido micofendlico que también se
ha probado para CHIKV, se evalué en la infeccion por ZIKV en células HuH-7 demostrando que a partir
de 0,1 uM hay una reduccién del porcentaje de infeccion dependiente de la concentracion ; la mefloquina
que es un antiparasitario capaz de alterar el pH lisosomal redujo la infeccion por ZIKV a partir de 1 uM;
la Daptomicina, un antibidtico lipopeptidico que se inserta en las membranas celulares ricas en
fosfatidilglicerol (PG) también se identificé como inhibidor en la infeccion por ZIKV, sugiriendo un efecto
en las membranas endosomales tardias ricas en PG, criticas para la entrada viral [114]- La Bromocriptina
demostré actividad en un ensayo de adicion a las 12 horas después de la inoculacion con ZIKV, al
interactuar con varios residuos del sitio activo de la cavidad proteolitica de NS2B-NS3, y posiblemente
ocupar el sitio activo e inhibir la actividad proteasa de ZIKV [115].

Un estudio llevado a cabo en 2010 investigo los efectos profilacticos y terapéuticos in vitro de la
cloroquina en la replicaciéon de CHIKV en células VERO, demostrando que el mecanismo de inhibicion
de la cloroquina para el alfavirus se centr6 en la entrada de virus al alterar la disminucion del pH en el
endosoma [116]. En 2008 Ozdeny y colaboradores demostraron in vitro reduccién de la infeccion por
CHIKV en células musculares humanas al ser tratadas con decanoil-RVKR-clorometilcetona (D-RVKR-
CMC), el cual es un inhibidor de la furina y restringi6 el procesamiento de la glicoporitena E3E2 [117]. Se
ha descrito que compuestos con un nucleo 10 H-fenotiazinas tales como clorpromazina, metdilazina,
perfenazina, tioridazina, etopropazina y tietilperazina, inhiben la entrada de CHIKV, estas fenotiazinas
son antipsicoticos clinicamente aprobadas [118]. La Niclosamida y la Nitazoxanida también han
demostrado limitar la entrada del CHIKV, ademas de inhibir la liberacion de la particula viral infecciosa
en U20S y BHK-21.

1.5 Tabernaemontana cymosa

La farmacognosia ha permitido estudiar los principios activos 0 moléculas obtenidas de productos
naturales que pueden tener un potencial terapéutico, lo que se traduce en una aplicacion en la industria
farmacéutica [119]. Particularmente el estudio de las plantas, ha sido una fuente muy importante para el
aislamiento y caracterizacion de moléculas que pueden ser sometidas a etapas iniciales de evaluacion
in vitro y conocer asi, su potencial frente a un agente causal de enfermedades, para este caso particular
los virus ZIKV, CHIKV y DENV.

A raiz de los resultados obtenidos de una encuesta etnobotanica realizada en la Regién Caribe
colombiana [120], se recolectd y proceso la planta Tabernaemontana cymosa (T. cymosa), cuya
clasificacion taxonomica es [121]:

o Clase: Equisetopsida C. Agardh

. Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.

o Superorden: Asteranae Takht.
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Orden: Gentianales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Apocynaceae Juss.

Género: Tabernaemontana L.

Especie: T. cymosa

La planta posee cerca de 15 pies de altura, seis de los cuales corresponden al tronco. Las hojas poseen
una morfologia ovalada con una terminacién lanceolada aguda de 6 pulgadas de largo. Posee flores de
color blanco con tonalidades rojizas con cinco sépalos lanceolados-oblongos sin enrollamiento intrincado.
Ademas, sus frutos son estambres con una cresta lateral con un color rojizo oxidado que contiene las
semillas parcialmente envueltas en funiculos suculentos amarillentos o naranjados [122]. Diferentes
partes de la planta se han identificado en el herbario del Jardin Botanico Guillermo Pifieres (Cartagena,
Colombia) bajo el Voucher No. JBC 3243.

El género Tabernaemontana posee actividades biologicas documentadas y validadas con relacion a su
efecto anticancerigeno, antioxidante, anticonceptivo, antiinflamatorio y antimicrobiano [123]. Sin
embargo, T. cymosa es una especie que ha sido poco explorada a nivel de la farmacognosia, aunque se
ha descrito el uso de la sus raices en el tratamiento del reumatismo [124], para tratar areas afectadas
por aguijones y espinas [125], enfermedades dermatoldgicas y diabetes [126], ademas sus flores se han
usado para padecimientos cardiacos [127]. Existen reportes de la actividad larvicida de los extractos
etandlicos de las semillas los cuales mostraron una buena actividad en larvas de Ae. aegypti en estadios
lIl'y IV [128]. También se ha demostrado que el acetato de lupeol y la Voacangina, dos compuestos
aislados de T. cymosa, inhiben eficientemente la replicacion por el DENV-2 [102].

1.6 Alcaloides de T. cymosa

Las especies que pertenecen a la familia Apocynaceae son plantas ricas en alcaloides indolicos [129],
los cuales son compuestos nitrogenados producto del metabolismo secundario de la planta, que al ser
de tipo inddlicos y tener un pirrol junto con un anillo bencénico, son originados del metabolismo del
aminoécido triptéfano. Un estudio realizd la identificaciéon del transcriptoma que se requiere para la
sintesis de Ibogaina, compuesto del cual, y gracias a la accién de dos enzimas (ibogamina 10- hidroxilasa
(110H) y la Noribogaine-10-O-metilltransferasa), se logra la adicién de un grupo metoxicarbonil en
carbono 16 que produce finalmente la Voacangina [130]. La Voacangina es estructuralmente similar a
otro alcaloide indélico cuyo nombre es la Voacangina hidroxi-indolenina, la diferencia mas importante
entre ambos compuestos es la hidroxilacién en el carbono 7. Por su parte, la Rupicolina o también
llamada Voacangina pseudoindoxil, difiere de los alcaloides anteriores por la oxidacion que ocurre en el
anillo de siete carbonos (Figura 2) [131]. Si bien todos estos compuestos han sido aislados de las
especies de Tabernaemontana, aun no es claro si los cambios que se identifican entre los tres alcaloides
ocurren de manera espontanea en la planta o si hay enzimas implicadas [130].

1.7.  Compuestos tipo Indol

Los compuestos que poseen un nucleo indol en su estructura se encuentran presentes en productos de
origen natural, plantas y animales [132]. La procedencia como metabolitos secundarios del aminoacido
esencial Triptofano, hace que muchos sean moléculas que participan en diversos procesos bioldgicos
esenciales, tal es el caso del &cido Indol-3-acético que es considero una fitohormona [133]; la serotonina
que es un neurotransmisor fundamental en el funcionamiento del sistema nervioso central en animales
bilaterales o la Melatonina una hormona que interviene en el ciclo del suefio y se encuentra presente
tanto en animales como plantas y microrganismos [134]. Los compuestos que posee un indol también
han sido un bloque importante para el descubrimiento de farmacos, entre los que se encuentran el Indol-
3-carbinol (I3C) y su derivado natural 3,3 diindolilmetano (DIM), los cuales han sido objeto de estudio
como anticancerigenos y antioxidantes [135, 136]. Otro ejemplo es el alcaloide indélico Ajmalicina, el
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cual es un medicamento antihipertensivo que actia como antagonista del receptor adrenérgico a2 [137]
y de manera similar, la Reserpina otro alcaloide indélico que también se usa para tratar la hipertension
[138]. La Vinblastina es un alcaloide que se ha usado como anticancerigeno, para tratar el sarcoma de
Kaposi y linfoma no Hodgkin [139].

En la investigacion antiviral el Arbidol es un farmaco desarrollado en Rusia que se encuentra
comercialmente disponible desde la década de 1990, posee un indol y es un farmaco altamente activo
que se usa para tratar y prevenir el virus de la gripe Ay B, el virus sincitial y el SARS [140]. EI mecanismo
de accidn se centra en evitar la entrada del virus a la célula al inhibir la fusién de envoltura viral con la
membrana de la célula [141], ademas de inducir interferén, lo que disminuye la frecuencia de
complicaciones asociadas con infecciones virales. El Arbidol demostro también accidn inhibitoria sobre
la entrada y fusion del virus de la hepatitis C (HCV) en células Huh-7 [142]. La Delavirdina es un inhibidor
de la transcriptasa reversa aprobado por la FDA en 1997 como parte de la terapia antirretroviral del VIH-
1[143]. La Atervirdina también se ha perfilado como un inhibidor de la transcriptasa reversa para VIH,
demostrando in vitro inhibicién de la replicacion en leucocitos de sangre periférica, sin embargo un
estudio en fase | no demostro actividad antirretroviral por si sola [144]. El Golotimod es un péptido
sintético que fue evaluado en monoterapia y en combinacion con la Ribavirina para el tratamiento de
HCV en un ensayo clinico y se determiné que es seguro y bien tolerado en ambas dosis administradas
[145]. MK-8742 es un inhibidor tetraciclico de NS5 a base de Indol, que actualmente se encuentra en
ensayos clinicos de fase 2b como parte de un régimen totalmente oral, libre de interferén para el
tratamiento de la infeccidn por el HCV [146]. Dado que la proteina NS5 juega un papel critico en la
replicacion del flavivirus HCV y sus inhibidores han mostrado resultados favorables in vitro en los ensayos
para VHC, los inhibidores de NS5 son componentes atractivos para su inclusién en estudios antivirales
sobre todo si se administra en combinacion con inhibidores de la proteasa NS3/4A como el MK-5172
[147]. TMC647055 es un indol macrociclico que se ha identificado como inhibidor potente y selectivo del
NS5 de VH) [148] y se esta evaluando en ensayos clinicos de fase Il en combinacion con simeprevir
[149].

2. ANTECEDENTES
21. Productos naturales

En la actualidad no existe un tratamiento especifico para las arbovirosis causadas por ZIKV, DENV o
CHIKV, Unicamente se limita al manejo de la sintomatologia en pacientes que presentan enfermedad
febril, los cuales normalmente son farmacos analgésicos o antipiréticos. La Dipirona es un
antiinflamatorios no esteroideos que segun la Organizacidn Panamericana de la Salud debe
suministrarse bajo prescripcion médica ya que ha causado ciertas alteraciones hematicas en pacientes,
por lo que se ha retirado del mercado en paises como Estados Unidos [150]. Por otro lado, si bien existe
una vacuna contra DENV, Dengvaxia® (CYD-TDV), Sanofi-Pasteur, la OMS solo recomienda su uso en
paciente que hayan tenido una primo-infeccion por DENV ya que existe el riesgo de desarrollar dengue
grave en personas susceptibles y seronegativos [151]; hasta el momento otros candidatos vacunales se
encuentran en distintas fases de desarrollo [152] [153]. Aun no existen vacunas contra ZIKV, en estudio
fase | se encuentra la VRC5283 la cual ha mostrado buena respuesta inmune por anticuerpos cuatro
semanas después de su aplicacion [154] aunque aun se deben comprender mejor la posible reaccion
cruzada con otros flavivirus que co-circulan como DENV y su impacto en la salud humana. En el caso de
CHIKV, al igual que en ZIKV, no hay vacunas aprobadas para uso en seres humanos, si bien desde el
2016 ya registran 16 vacunas candidatas en estudios preclinicos y clinicos, es dificil ain cumplir con
requerimientos de fase lll, ya que se debe pronosticar un lugar y periodo de alta incidencia, lo cual es un
reto [155].

El desarrollo de farmacos basados en compuestos naturales ha atraido una atencion creciente debido
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que son fuente de compuestos con nucleos quimicos que no se han sintetizado antes. Aunque la
informacidn aun sigue siendo poca para ZIKV, naturalmente los compuestos derivados de las plantas
son una fuente importante para el descubrimiento y el desarrollo de nuevos farmacos antivirales. La
Quercetina, un flavonoide presente en una inmensa variedad de frutas y verduras también demostro
inhibicidn y actividad contra las proteinas NS2b-NS3pro del ZIKV [156], lo que la convierte en un
importante foco de estudio ya que las proteinas no estructurales representan (como ya se ha citado
anteriormente), una funcién importante en la replicacion viral. El polifenol galato de epigalocatequina
demostr6 actividad anti ZIKV [157] y también ha demostrado tener un efecto inhibitorio en las etapas
iniciales del ciclo viral de otro flavivirus, al actuar en la entrada del virus de la hepatitis C, donde se
presume una interaccion de esta molécula con la proteina E [158].

En el caso de DENV numerosos fitoquimicos se informan como compuestos antivirales con gran
potencial tal como polisacéridos sulfatados con residuos lineales de galactopiranosilo extraidos de algas
rojas comestibles que interfieren en las primeras etapas de la infeccion del DENV-2 y DENV-3 en células
VERO y HepG2 [159]. Otro estudio demostrd que polisacaridos del alga Caulerpa cupressoides, que son
ademas una potencial herramienta frente a varios virus incluyendo el VIH, tienen actividad antiviral frente
DENV-2 en las etapas de la adherencia e internalizacién de la particula viral en células C6/36 y VERO
[160]. Otros polisacaridos sulfatados aislados de las algas rojas Gymnogongrus griffithsiae y Cryptonemia
crenulata, han demostrado actividad antiviral in vitro frente a los cuatro serotipos de DENV, siendo
también los principales objetivos de estos compuestos las etapas de adherencia e internalizacion [161].
La Baicaleina, una flavona que evidencié actividad virucida directa, tuvo efectos en la adherencia del
virus y la replicacion, particularmente de DENV-2 [162]; la Naringenina y Fisetina ambas de la familia de
los flavonoides, demostraron actividad virucida y actividad en etapas tardias de la infeccion,
respectivamente [163].

Los extractos etandlicos de diferentes plantas también han sido fuente de gran interés. En un estudio
donde se incluy6 el extracto de las hojas de Vernonia cinérea y extractos de los tallos de Tridax
procumbens se detectd un efecto antiviral frente al DENV; en estos extractos se identificaron cerca de 27
fitoconstituyentes siendo el més abundante el acido gélico y las lactonas sesquiterpénicas, las cuales
han mostrado actividad inhibitoria contra las proteinas NS2b y NS3pro, ademas estos componentes
muestran actividad antiviral alta frente al Rhinovirus, Herpes simple tipe-1 y la Parainfluenza [164], el
hecho de que tengan propiedades antivirales frente a otro virus pueden dar robustez a los ensayos y una
base para la escogencia en futuros estudios. También se ha evaluado el extracto de Phyllanthus, el cual
posee varios compuestos activos incluyendo el acido galico, el geraniol, la siringina y la corilagina, los
cuales demostraron una fuerte actividad frente DENV-2 en diferentes puntos del ciclo viral, por lo que ha
sido postulado como un potencial agente al inhibir la unién del virus a la célula, la entrada viral, la
produccion de poliproteinas virales, la replicacion del ARN viral, asi como el ensamblaje viral y
maduracion de la infeccion en células VERO [165]. Los extractos de Andrographis paniculata y
Momordica charantia han evidenciado la capacidad para inhibir especialmente la actividad de DENV-1
en VERO principalmente en las etapas iniciales de la infeccion, efecto que se atribuye a la presencia de
cantidades significativas de ciertos flavonoides como luteolina, kaempferol y quercetina [166]. Los
extractos de Uncaria guinanensis tuvieron en células Huh-7 efectos antivirales para DENV-2,
adicionalmente se detect6 inmunomodulacion de citocinas y quimiocinas muy probablemente por efectos
de un compuesto, el flavonoide kaempferitrina, al cual se le han descrito bondades antiinflamatorias y
frente al dolor [167], por lo que la modulacion de la respuesta de hospedero también es un punto de
interés en la busqueda de posibles antivirales.

Estudios describen efectos antivirales del Galato de epigalocatequina y la Delfinidina frente a ambos
flavivirus, demostrando que el mayor efecto es ejercido en etapas tempranas de la infeccion, lo que
sugiere que interfiere con la unién del virus al receptor de la célula [168]. El producto natural
cavinafungina fue evaluado en una serie de ensayos genéticos, proteémicos y bioquimicos frente al
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DENV y ZIKV, concluyéndose que es un agente antiviral selectivo a estos dos virus ya que interfiere con
una peptidasa de sefial asociada al reticulo endoplasmatico (SPase), su importancia radica en que es en
el RE donde la SPase maodifica las proteinas virales prM y E para la maduracion del virus (comun para
ZIKV, DENV y en general para flavivirus), interfiriendo finalmente con el ciclo replicativo [169]. Otras
estrategias se han enfocado en la inmunomodulacion con moléculas que promuevan una respuesta por
parte del hospedero, tal es el caso del tratamiento de células humanas con AV-C (1- (2-fluorofenil) -2- (5-
isopropil-1,3,4-tiadiazol-2-il) -1,2-dihidrocromeno [2,3- ¢] pirrol-3,9-diona), una molécula pequefia que
activa la respuesta innata y junto con la asociacion al interferdn tipo |, inhiben fuertemente la replicacion
de ZIKV y DENV [170].

Existen trabajos con aceites esenciales obtenidos de Lantana grisebachii cuya actividad antiviral por
inhibicion directa (posibles virucidas) se estudi6 en dos flavivirus de interés médico, el DENV y la Fiebre
amarilla [171]. Los aceites esenciales derivados de Lippia alba y Lippia citriodora demostraron una
reduccion en la formacion de unidades formadoras de placa para los cuatro serotipos de dengue antes
de la adherencia del virus en la célula, al parecer causando inactivacion directa del virus [172].

Dentro de los compuestos con potencial de inhibir pasos iniciales del ciclo replicativo esta la Baicaleina,
la cual posee un efecto virucida, es capaz de inhibir la adhesién del CHIKV en células VERO, replicacion
y sintesis de proteinas [173]. Se ha comprobado que el Galato de epigalocatequina es capaz de inhibir
tanto pasos previos como posterior a la replicacion de CHIKV en sinergia con Suramina, al interferir con
la entrada, replicacion y la liberacién de particulas virales infecciosas [174]. La Berberina es un alcaloide
de origen natural y con el cual se ha demostrado in vitro su capacidad inhibitoria en la replicacién CHIKV
al regular negativamente la activacién de MAPK inducida por el virus y reducir notablemente la infeccion
[175]. Una toxina marina aislada de Trichodesmium erythraeum, |la aplysiatoxina ha demostrado actividad
frente al CHIKV en etapas posteriores a la entrada viral [176]. Otro compuesto con potencial de inhibir
el genoma viral de CHIKV es la Silimarina, la cual también demostro la reduccidn tanto la eficiencia de
replicacion del CHIKV como la regulacién negativa de la produccion de proteinas virales NSP1, NSsP3
y E2E1[177]. La Curcumina es capaz de interferir en etapas tempranas de la infeccion, la cual en estudios
in vitro, evit6 la union de la envoltura viral con la membrana celular de una manera dependiente de la
dosis, ademas que también ha inhibido a DENV y ZIKV [178].

2.2. Células

Para determinar el efecto antiviral in vitro se hizo uso de tres lineas celulares. La linea celular VERO
establecida a partir de células de rifién del mono verde africano (Cercopithecus aethiops) [179] las cuales
se han usado durante afios en Virologia, siendo una linea celular adherente que ha permitido el desarrollo
de estudios de replicacion viral y ensayos de placas, ademas las células VERO son deficientes de
interferén [180] lo que las hace susceptibles y permisivas a varias infecciones virales y por ende, al
estudio y desarrollo de posibles agente antivirales, siendo la primera linea de analisis para muchos
modelos virales. Si bien las VERO son fundamentales para ensayos iniciales in vitro, fue importante
poder evaluar una linea celular epitelial de origen humano, que permitiera comparar los resultados
obtenidos en VERO. En este sentido, A549 es una linea epitelial derivada de adenocarcinoma alveolar
de pulmén humano [181], al igual que VERO son células adherentes en las cuales se ha demostrado su
capacidad para soportar la infeccion, replicacion y liberacion de particulas virales infecciosas de ZIKV
[182], DENV [183] y se ha informado que a CHIKV se une de manera eficiente a receptores presentes
en A549, existiendo una buena correlacion entre la eficiencia de la unién viral y la sensibilidad a la
infeccidn [184]. Finalmente, fue interesante demostrar el comportamiento de las inhibiciones obtenidas
en VERO en una linea humana que ademas estuvieran relacionas con un blanco principal de las
infecciones, en este caso células de linfoma histiocitico, las cuales se han estudiante ampliamente para
caracterizar el comportamiento y la diferenciacién de los monocitos [185]. Las U937 aqui usadas son
células tratadas con forbol-12-miristato-13-acetato [186] que induce un cambio a fenotipo adherente,
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como se ha descrito anteriormente [187]. Las U937 se han usado en ensayos in vitro para DENV al
demostrar el potencial antiviral de la Cloroquina [188], se ha demostrado infeccién productiva con ZIKV
[189] y de varios linajes de CHIKV [190].

2.3.  Antecedentes del grupo de investigacion

La OMS en 2006 ante el impacto en salud humana de la enfermedad causada por DENV, conformé una
agenda en la cual, habia puntos enfocados en la busqueda de farmacos anti-DENV, que pudieran tener
un uso profilactico o terapéutico, los cuales podian ser farmacos licenciados o productos naturales. En
ese contexto, la unidad de virosis tropicales del PECET, en ese mismo afio, inicia una linea de
investigacion en antivirales. Inicialmente, se comienza con la evaluacion de la Lovastitina como antiviral,
cuyos resultados in vitro, indicaron que este farmaco afecta el ensamblaje del virus y disminuye
significativamente la liberacion del mismo [191], ademas estudios in vivo demostraron que este farmaco
disminuye significativamente la viremia en ratones AG129 aumentando el tiempo de supervivencia de los
mismos [192].

Por otro lado, pero sin dejar las prioridades de la OMS, los resultados obtenidos del proyecto "Estudio
quimico y actividad citotdxica de especies promisorias pertenecientes al género Tabebuia en la Costa
Atlantica Colombiana", liderado por el Laboratorio de Investigaciones Fitoquimicas y Farmacolégicas de
la Universidad de Cartagena, donde se identificaron aquellas plantas utilizadas por habitantes de la
region para el tratamiento de sindromes febriles, entre ellos el Dengue [193] abrié el camino en el de
desarrollo de investigaciones encaminadas al descubrimiento de las bondades de compuestos aislados
de plantas con uso en la medicina ancestral de la comunidad del Caribe colombiano. Adicionalmente,
se inicidé un proyecto con financiacién de COLCIENCIAS, en el cual se identificaron 32 extractos
derivados de la Regién Caribe Colombiana con potencial antiviral en diferentes lineas celulares y con
varias cepas virales de DENV. Los extractos de la planta Cassia grandis y de la planta Tabernaemontana
cymosa indujeron porcentajes de inhibicién viral mas altos en los cultivos infectados con la cepa
DENV2/NG (cepa asociada a cuadros clinicos de Dengue) que en los cultivos infectados con la cepa
DENV2/16681 (cepa asociada a cuadros clinicos de Dengue Severo). Adicionalmente, los extractos
derivados de la planta Cassia grandis indujeron una inhibicién mas alta en una linea celular de origen
monocitico (U937), mientras que el extracto derivado de la planta Tabernaemontana cymosa, indujo
porcentajes de inhibicidn mas altos en células VERO [194]. Posteriormente, se desarrolld una
investigacion en la cual se identificd la Cumarina A y la Cumarina B de Mammea americana con actividad
promisoria frente a la infeccion por CHIKV y Acetato de Lupeol de T. cymosa con inhibiciones
significativas de la infeccién por DENV-2/NG [102].

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los medicamentos antivirales son una necesidad cada vez mas creciente en epidemias de rapida
propagacion. En este sentido, sigue existiendo la necesidad no satisfecha de fortalecer la busqueda de
compuestos con potencial antiviral en aquellas virosis en las cuales no existe un tratamiento especifico.
Adicionalmente y a pesar de que existen muchas moléculas con un nucleo indol, son limitados los
estudios en el area como agentes antivirales y sus posibles beneficios terapéuticos en el tratamiento de
enfermedades arbovirales, las cuales han cobrado un especial interés en salud publica durante los
ultimos afios debido a los brotes, re-emergencia e introduccién como agentes virales endémicos en
ciertas zonas de Latinoamérica [195].

En este sentido, el ZIKV luego de su aparicién en Brasil a principios del 2015 y la rapida propagacidn por
el continente en areas donde se encuentra presente el vector, se asoci6 a enfermedades congénitas
como microcefalia y al aumento de casos del sindrome de Guillain-Barré, que llevé a declarar en 2016
[196] emergencia internacional para la salud publica durante un periodo de 9 meses y sin embargo se
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han reportado desde entonces 31.576 casos en 2018 de Zika solo en América [89]. Por su parte, el
CHIKYV fue el actor principal de una re-emergencia ocurrida en 2005 en el continente Americano y desde
entonces el causante de 25.627 casos confirmados aproximadamente, siendo el causante de un marcado
compromiso articular que en algunos casos resulta ser cronico [197]. Otra de las arbovirosis de mayor
importancia a nivel mundial es la causada por el DENV, el cual es endémico en mas de 100 paises e
infecta cerca de 390 millones de personas cada afio, causando una variedad de cuadros clinicos, entre
el que destaca el Dengue grave debido al riesgo vital que éste supone al causar un posible choque
hipovolémico. Adicionalmente, los tres virus pueden confundirse clinicamente ya que también presentan
cuadros similares en la fase aguda de la enfermedad.

Con base al aumento de casos a nivel mundial por parte del ZIKV, CHIKV y DENV y la falta de opciones
terapéuticas para estas virosis, se hace necesario la identificacién de moléculas que puedan ser usadas
como posibles farmacos antivirales, cuyo mecanismo de accion pueda inhibir alguna o varias de las
etapas dentro del ciclo replicativo viral sin tener efecto toxico sobre las células del hospedero. En
concordancia con el potencial que nuestro pais posee sobre la gran variedad de flora y el conocimiento
de la misma con usos medicinales, urgen los estudios que incluyan evaluar productos naturales en la
busqueda de nuevos agentes antivirales que sean seguros, eficaces y econdmicos, de esta manera
promover su posible uso en los paises endémicos que usualmente estan en via de desarrollo.

4, PREGUNTA DE INVESTIGACION

. Es posible identificar efecto inhibitorio de alcaloides inddlicos derivados de T. cymosa contra ZIKV,
CHIKV y DENV?

5. HIPOTESIS

Hipétesis nula: los alcaloides indolicos aislados de T. cymosa no son capaces de inhibir la infeccién por
ZIKV, CHIKV y DENV in vitro.
Hipétesis alterna: los alcaloides indolicos aislados de T. cymosa son capaces de inhibir la infeccién por
ZIKV, CHIKV y DENV in vitro.

6. OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar la actividad in vitro e interacciones in silico de tres alcaloides inddlicos aislados de T. cymosa
recolectada en la Regién Caribe colombiana frente la infeccion por ZIKV, CHIKV y DENV.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar la toxicidad de los compuestos sobre células VERO, U937 y A549.

2. Evaluar el efecto antiviral de los compuestos sobre la infeccion por ZIKV, CHIKV, DENV-2
mediante la estrategia antiviral combinada.

3. Determinar el posible paso del ciclo replicativo que esta siendo afectado por los alcaloides
inddlicos en células mediante estrategias antivirales individuales

4. Evaluar la actividad antiviral de los compuestos el efecto en POST-tratamiento sobre replicacion
del genoma viral y sintesis de proteina viral.

5. Determinar la afinidad de interaccion de los compuestos alcaloides indolicos con una proteina
estructural y una no estructural de los tres modelos virales por medio de acomplamiento
molecular

6. Evaluar la estabilidad conformacional del compuesto con mejor efecto virucida y mejor energia
de unién con la proteina de envoltura de DENV, mediante dindmica molecular.

24



8. ENFOQUE METODOLOGICO
Para el enfoque metodoldgico in vitro se sigue el flujo de la Figura 1.
Para evaluar la toxicidad de alcaloides inddlicos en las lineas celulares VERO, U937 y A549 se cultivaron

|las lineas celulares de mamifero (9.1) y se trataron con Voacangina, Voacangina-OH y Rupicolina con el
fin de hacer el ensayo de viabilidad (9.5).

Para determinar el efecto antiviral de alcaloides indélicos mediante tamizaje antiviral se obtuvieron los
stocks virales de ZIKV, CHIKV y las dos cepas de DENV (9.2), siguiendo las indicaciones de la estrategia
tamizaje antiviral (10.1). Se determinaron las particulas virales infecciosas por el ensayo en placa (15.6)
de sobrenadantes.

Para establecer el efecto antiviral de tres alcaloides indélicos en diferentes pasos del ciclo replicativo de
los virus en la linea celular VERO se realizé tratamiento a las células antes de la infeccion (10.2), durante
la infeccion (10.3) y después de la infeccion (10.4). Los sobrenadantes colectados se procesaron por la
técnica de plaqueo (11.1) y las monocapas post-tratadas se sometieron a RT-qPCR (11.2). Las
diferencias en la inhibicién de particulas virales infecciosas y de copias gendmicas fue determinado por
un analisis estadistico (11.4)

Para “Comparar el efecto antiviral de tres alcaloides indélicos que dieron promisorios en VERO en dos
lineas de origen humano U937 y A549” se realiz6 tratamiento a las células antes de la infeccién (10.2) y
después de la infeccion (10.4). Los sobrenadantes colectados se procesaron por la técnica de plaqueo
(11.1) y las monocapas se sometieron a RT-qgPCR (11.2). Las diferencias en la inhibicién de particulas
virales infecciosas y de copias gendmicas fue determinado por un analisis estadistico (11.4)

Para determinar el efecto sobre la replicacion del genoma viral y la sintesis de proteina de los compuestos
promisorios de Post-tratamiento (10.4), se colectaron las monocapas y se procesaron RT-qPCR (11.2) y
se cuantifico proteina viral por técnica de CELL-ELISA (11.3)

Para evaluar la interaccion de los compuestos con una proteina estructural y una no estructural se realiz6
acoplamiento molecular (12.3). Ademas, se realiz6 dinamica molecular para conocer la estabilidad de un
complejo segun se describe en la metodologia (12.4)

9. METODOS

Para propdsitos practicos todos los resultados se muestran en porcentaje de infecciéon asumiendo el
100% de infeccion un control de células no tratado pero infectado con el virus evaluado. El presente
trabajo se desarrolld con la aprobacion del MINAMBIENTE Contrato 130 de 2016 RGE0176 y la
financiacion de Colciencias.

9.1. Mantenimiento de las células

VERO/U937/A549: Se cultivé la linea celular derivada de mamifero VERO, que fueron obtenidas de la
American Type Culture Collection (ATCC®) CCL-81™'y dos lineas de origen humano, U937 adherentes
y A549 cultivadas con Dulbecco Modified Eagles Minimal (DMEM) suplementado con 10% con suero
fetal bovino (SFB) suplementado con 0,25 pg/mL de Anfotericina B ( GIBCO), 100 pg/mL
de Estreptomicina (GIBCO), 100 U/mL de Penicilina (GIBCO). Las células fueron incubadas en
atmosfera de CO, al 5%, 37°C y humedad relativa, a no ser que se especifique algo diferente. Una vez
alcanzaron confluencia, el pasaje de las células fue realizado con tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich) al
0,25%. Se adicion6 500 pL de tripsina a botella de 25¢cm?2 y luego de maximo 10 minutos (min) a 37° C,
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se adicion6 1500 uL de DMEM 10%SFB para detener la accién de la tripsina. El contenido se adicioné a
tubo falcon estéril de 15 mL y se centrifugd 1800 rpm durante 5 min. Se descarté el sobrenadante para
eliminar los residuos de tripsina y se resuspendié el boton celularen 1 mL de DMEM 10% SFB. Se realiz6
conteo de células para las siembras requeridas. C6/36: Se cultivo la linea celular derivada de larvas de
mosquitos Ae. albopictus que fueron donadas por Donadas por la Dra. Raquel Ocazionez, cultivadas con
medio Leibovitz (L-15) suplementado con 10% con SFB, 20 mM HEPES y suplementado con 0,25 ug/mL
de Anfotericina B ( GIBCO), 100 pg/mL de Estreptomicina (GIBCO), 100 U/mL de Penicilina (GIBCO).
Las células fueron incubadas a 28° C sin requerimiento de CO2. Una vez alcanzaron confluencia, el
pasaje de las células fue realizado por desprendimiento mecanico con ayuda de un raspador. El
contenido se adiciond a tubo estéril de 15 mL y se centrifugd 1800 rpm durante 5 min. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el precipitado celular en 1 mL de medio. Se realizé conteo de células
para las siembras requeridas.

9.2. Virus

Stock trabajo ZIKV: Se obtuvo el aislamiento clinico de ZIKV/Acol (Anexo 1), con el cual se inoculd 1
mL junto con 1 mL L-15 al 2% de SFB sobre monocapas de C6/36 con un 90% de confluencia en botella
de 75 cm?, durante 2 horas. Luego del tiempo de incubacion, se adiciond 13 mL de medio L-15 al 2% de
SFB y se llevé nuevamente a incubacion durante 7 dias o hasta observar la formacion de sincitios. Se
recolectd el contenido de la botella y se centrifugd a 2000 rpm durante 10 min a 4° C. El sobrenadante
se recolect6 en un tubo con 30% de SFB y se alicuot en viales de 1,5 mL. Los stocks se almacenaron
a -80° C hasta su uso.

Stock trabajo CHIKV: El aislamiento clinico CHIKV/ACol, el cual fue donado por el PECET, (Universidad
de Antioquia), y que pertenece al linaje asiatico. Se usaron células VERO con una confluencia de
aproximadamente 95% en botellas con area de 75 cm? con filtro. Las células fueron inoculadas con 1 mL
del stock de uso del virus junto con 1 mL de medio DMEM 2% SFB vy llevadas a incubacién a 37° C
durante 2 horas con 5% CO>. Luego de este tiempo se adicionaron 13 mL de DMEM suplementado con
2% de SFB y se llevaron a incubacion nuevamente. Entre 3 y 4 dias post-infeccion (dpi) se recolectd el
contenido de la botella y se centrifugd a 2000 rpm durante 10 min a 4° C. El sobrenadante se recolecto
en un tubo con 30% de SFB y se alicuotd en viales de de 1.5 mL. Los stocks se almacenaron a -80° C
hasta su uso.

Stock trabajo DENV: Las cepas de referencia DENV-2/NG y DENV-2/16681 (aisladas de un paciente
con Dengue, y Dengue Grave, respectivamente) fueron donadas amablemente por el Doctor Jorge Emilio
Osorio (Department of Pathobiological Sciences, School of Veterinary Medicine, University of Wisconsin,
Wisconsin-Estados Unidos) y se produjeron en células C6/36 para los diferentes ensayos. Se usaron
células con una confluencia de aproximadamente 90% en botellas con area de 25 ¢cm? sin filtro. Las
células fueron inoculadas con 1 mL del stock de uso de cada virus y llevadas a incubacion a 37° C durante
2 horas. Luego de este tiempo se adicionaron 4 mL de L-15 al 2% de SFB y se llevé la botella a incubacion
a 28° C sin presencia de CO>. Entre 3 y 4 dpi se recolecta el contenido de la botella promoviendo el
desprendimiento celular, el contenido se adicion6 a tubo falcon estéril y se centrifugd a 2000 rpm durante
10 min a 4° C. El sobrenadante se recolect6 en un tubo con 30% de SFB y se alicuoté en viales de 1,5
mL. Los stocks se almacenaron a -80° C hasta su uso.

9.3. Compuestos
El Laboratorio de Investigaciones Fitoquimicas y Farmacoldgicas de la Universidad de Cartagena
(LIFFUC) (Cartagena, Colombia) fue el encargado de realizar el aislamiento, purificacion e identificacion

de los compuestos Voacangina, Voacangina hidroxi-indolenina (Voacangina-OH) y Rupicolina obtenidos
de T. cymosa. Las estructuras se muestran en la Figura 2.
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Para los diferentes ensayos se realizd un stock madre de cada compuesto. Para el caso de la
Voacangina, 2 mg se diluyeron con 300 uL de Dimetilsulfoxido (DMSO) y 200 pL de etanol para una
concentracion final de 2000 pg/mL. Por su parte, 1mg de Voacangina-OH y un 1mg Rupicolina se
diluyeron en 1000 L de etanol, ambos a una concentracion final de 1000 pug/mL. Teniendo en cuenta el
peso molecular de cada compuesto (368,477 g/mol para Voacangina y 384,476 g/mol para Vocangina-
Oh y Rupicolina), se trabajo con su equivalente en uM.

9.4. Controles positivos de inhibicion

En el presente trabajo se usé la Heparina como control positivo de inhibicion en la estrategia de Pre-
tratamiento para las cepas de DENV-2 evaluadas ya que este compuesto fue el primer polisacérido que
demostro efectividad para inhibir la replicacion de DENV-2 en VERO, BHK y células hepéticas humanas
[33] [198] al unirse al receptor Heparan Sulfato y bloquear la entrada del virus a la célula [199]. Otro
compuesto polisulfatados, la Suramina fue usado como control positivo de inhibicion en la estrategia de
Trans-tratamiento para DENV y en pre-tratamiento y trans-tratamiento para ZIKV y CHIKV/ACol, basados
en el descubrimiento que Suramina es capaz de inhibir significativamente la infeccion por ZIKV en las
células VERO al unirse a la proteina de envoltura y a la NS3 [200], también demostrando su unién al
dominio Il de la envoltura DENV y a la NS3 [201, 202], representando para ambos flavivirus una inhibicion
incluso de multiples pasos del ciclo replicativo. Ademas, en el caso de CHIKV la Suramina interfirié con
la unién del virus in vitro, ademas se demostré in silico que es capaz de interactuar con el heterodimero
E1/E2 [203]. Debido a los mecanismos descritos en multiples pasos del ciclo replicativo, la Suramina
también se us6 en tamizaje antiviral con inhibiciones significativas para los cuatro virus evaluados en
células VERO. En el caso de la estrategia de post-tratamiento se eligié Ribavirina como control positivo
de inhibicion, un analogo de nucledsido que ha demostrado inhibir la replicacion In vitro de ZIKV [204],
DENV-2 [205] y CHIKV [206]. Cabe mencionar que al comparar los resultados de los compuestos
obtenidos en pre-tratamiento para CHIKV/Acol en A549, la Suramina no inhibié de manera significativa
las particulas virales infecciosas en este modelo viral, lo que si ocurrié con la Heparina demostrando que
los posibles mecanismos antivirales también dependen en gran medida de la linea celular usada.

9.5. Ensayo de viabilidad

La técnica de MTT (Sigma-Aldrich), mide la viabilidad celular basada en la reduccién metabdlica de la
sal 3-4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-2H-bromuro de tetrazol (tetrazolio) realizado por la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa, lo cual lleva a la formacién de un compuesto coloreado de color
azul (formazén). A mayor capacidad metabdlica, mayor viabilidad y por ende mayor produccion de
formazan [207]. Fueron sembradas 30000 células VERO por pozo con DMEM 2% SFB, en placa de 96
pozos. A las 24 horas posteriores a la siembra, se adicionaron concentraciones seriadas de cada
compuesto que van desde 8,4 uM hasta 271,4 uM para Voacangina y de 8,1 uM hasta 260,1 uM para
Voacangina-OH y Rupicolina, diluidas DMEM 2% SFB. Las placas se incubaron durante 48 horas, luego
de este tiempo se retird el medio y se realizaron dos lavados con PBS 1X 'y luego se adicion6 50 uL de
MTT/pozo a una contraccion de 0.5 mg/mL. Se protegié la placa de la luz y se llevé a incubacién 37° C,
5% de CO2 durante 2 horas. Una vez pasado el tiempo, se adicion6 100 L de DMSO. Se dejé incubando
durante 15 min a temperatura ambiente. Se leyé la placa en un espectrofotémetro a Densidad Optica
(DO) [208] de 450 nm en un equipo Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific), con
agitacion de 20 segundos (s) antes de la lectura. En todos los casos se obtuvo la DO de controles sin
compuestos a las mismas condiciones de incubacién que los pozos experimentales que representan el
100% de viabilidad. Cada experimento fue realizado en dos unidades experimentales independientes,
con tres replicas cada una (n:6).

9.6. Analisis estadistico:
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La normalidad de los datos se determind usando la prueba Shapiro Wilk. Las diferencias
estadisticamente significativas se identificaron usando una prueba paramétrica t-Student (datos con
distribucion normal) o la prueba no paramétrica U de Mann Whitney (datos con distribucion no normal),
considerando para todos los casos diferencias estadisticamente significativas un valor p menor a 0.05
(p<0.05).

10.  ESTRATEGIAS ANTIVIRALES IN VITRO
10.1. Estrategia antiviral combinada

El objetivo fue determinar si algun alcaloide indélico poseia un efecto antiviral general sobre el ciclo
replicativo de DENV-2/NG, DENV-2/16681, CHIKV/Acol y ZIKV/Acol, sin discernir en cual etapa
especifica se presenta el efecto. Para ello, se sembraron 3x104 células VERO por pozo en una placa de
96 pozos con DMEM al 2% SFB'y se incubaron a 37° C con 5% CO> durante 24 horas. Luego del tiempo
de incubacion, se retird el medio con ayuda de bomba peristaltica y se adicionaron los compuestos en
concentraciones no citotoxicas sobre las monocapas, y se llevaron a incubacion durante 24 horas mas;
este paso corresponde a la estrategia pre-tratamiento o antes de la infeccion. Al dia siguiente, se realiz6
una mezcla 1:1 del compuesto a la concentracion de uso con el virus seleccionado a una multiplicidad
de infeccion de 1 (MOI 1), para un volumen de 50 pL en total por cada pozo, y se incubd por 1 hora a
temperatura de refrigeracion (2 — 8°C). Luego de la incubacién, en la misma unidad experimental, se
retird el sobrenadante y se adiciono la mezcla sobre las monocapas para llevarlas a incubacién durante
2 horas a 37° C con 5% COo; este paso representa el trans-tratamiento y evalta el posible efecto virucida
que pueda tener el compuesto sobre la particula viral infecciosa. Luego de 2 horas de infeccion, se retird
el indeulo y se adiciond una nueva preparacion de los compuestos a la misma concentracion de uso en
los pasos anteriores, y se incubd durante 24 horas a 37° C con 5% CO»; este paso representa el post-
tratamiento y evalua la capacidad del compuesto para interferir en pasos posteriores a la entrada del
virus. Luego del tiempo de incubacion se recolectaron los sobrenadantes y se almacenaron a -80° C
hasta la cuantificacion de particulas virales infecciosas por la técnica de titulacién por plaqueo. En cada
unidad experimental se evaluaron controles sin compuesto (CSC) como control positivo de infeccién, que
corresponde a pozos con las mismas condiciones de incubacién e infectados con el virus a MOI 1 sin
presencia de ningn compuesto. Adicionalmente se uso6 un control positivo de inhibicion bajo las mismas
condiciones experimentales de los alcaloides inddlicos, la Suramina (Sigma Aldrich ®), compuesto
reportado previamente como inhibidor de DENV, ZIKV y CHIKV [200, 202, 203]. Las diferentes
condiciones tuvieron tres réplicas y dos unidades experimentales (n:6). La estrategia antiviral combinada
permite concluir si el compuesto tiene algun efecto antiviral, sin contribuir en el esclarecimiento del paso
del ciclo replicativo especifico que pudiera estar siendo afectado. Para ellos es necesario realizar las
estrategias antivirales individuales.

10.2. Pre-tratamiento

En esta estrategia de tratamiento, se evalua la efectividad del compuesto sobre las células antes de estar
en contacto con el indculo viral, es decir una posible asociacion a receptores lo que podria crear un
impedimento estérico con la glicoproteina de envoltura del virus, o modificaciones a nivel celular que
posiblemente inhiban la internalizaciéon u otros pasos del ciclo replicativo viral. Se sembraron 6x104
células U937 y 8x104 células VERO y A549 en placa de 48 pozos, con DMEM al 2% SFB, se incub6 en
atmosfera al 5% CO; a 37°C durante 24 horas. Luego del tiempo de incubacion, se retir6 el sobrenadante
con ayuda de la bomba peristaltica. Luego se adiciond el compuesto a una concentracion no citotoxica y
posteriormente se incubd la placa nuevamente por 48 horas en atmdsfera al 5% CO2 a 37°C. Posterior
al tiempo de incubacion con el tratamiento, se retird el sobrenadante de los pozos y se adiciond el virus
auna MOI 1, luego se incubd la placa a 37°C en atmosfera al 5% CO, durante dos horas. Luego se retird
el inoculo viral y nuevamente se incubd la placa a 37°C en atmésfera al 5% CO- durante 48 horas. A las
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48 horas, se recolectaron los sobrenadantes y se almacenaron a -80° C hasta cuantificacion de particulas
virales infecciosas por titulacion.

10.3. Trans-tratamiento

Se sembraron 6x104 células VERO por pozo en placa de 48 pozos, con DMEM al 2% SFB, se incubaron
en atmosfera al 5% CO, a 37°C durante 24 horas. Al dia siguiente se realizé6 una mezcla por partes
iguales de inoculo viral a una MOI de 1y de los compuestos a la concentracion no citotéxica (1:1). Esta
mezcla se incub6 por una hora a temperatura de refrigeracion (2 - 8° C). Se retiré el medio de las células
y se adiciond la mezcla en un volumen de 100 pL por pozo y se llevé a incubacion por dos horas a 37°
C. Posteriormente, se retird el inoculo viral y se adicion6 medio DMEM al 2% SFB fresco. Se incub
nuevamente a 37° C en atmosfera al 5% CO2 durante 48 horas. Luego se recolectaron los sobrenadantes
y se almacenaron a -80° C hasta su procesamiento, por técnica de titulacion en placa para particula viral
infecciosa.

10.4. Post-tratamiento

El objetivo de esta estrategia individual es evaluar el efecto antiviral de los compuestos en los pasos
posteriores a la internalizacion del virus en la célula (procesos que pueden incluir traduccidn, replicacion,
ensamblaje, maduracion y liberacion (REF)). Se sembraron 6x104 células U937 y 8x104 células VERO y
A549 en placa de 48 pozos, con DMEM al 2% SFB, se incubaron en atmésfera al 5% CO2 a 37°C durante
24 horas. Luego, se retir6 el medio de las células y se adicioné el inoculo viral a MOI 1, y se llevo a
incubacion durante dos horas a 37° C en atmosfera al 5% CO.. Posteriormente, se retir6 el inoculo viral
y se adicion6 cada compuesto a concentraciones no citotoxicas de uso y se llevd nuevamente a
incubacion por 48 horas en atmdésfera al 5% CO2 a 37°C. Tras las 48 horas de incubacion, se recolectaron
los sobrenadantes y monocapas y almacenaron a -80° C hasta su procesamiento, por RT-qPCR para
determinar copias genémicas en monocapas y técnica de titulacion en placa para particula viral infecciosa
en sobrenadante.

10.5. Analisis estadistico

La normalidad de los datos se determind usando la prueba Shapiro Wilk. Las diferencias
estadisticamente significativas se identificaron usando una prueba paramétrica t-Student (datos con
distribuciéon normal) o la prueba no paramétrica U de MannWhitney (datos con distribucion no normal),
considerando para todos los casos diferencias estadisticamente significativas con un valor p menor a
0.05 (p<0.05).

11. CUANTIFICACION VIRAL
11.1. Titulacion

Para cuantificar las particulas virales infecciosas se realizé titulacidn viral por la técnica de plaqueo. Se
sembraron células VERO en placas de 24 pozos para la titulacion de ZIKV/Col y CHIKV/Col, 1,2x105 y
1,8x105 células por pozo, respectivamente. Para la titulacion de DENV-2/NG y DENV-2/16681, se
sembraron 8x104 células VERO en placa de 48 pozos. La siembra se realiz6 con DMEM 2% de SFB.
Luego de 24 horas de incubacion, se realizaron diluciones seriadas en base 10 de los sobrenadantes
obtenidos del tamizaje y las estrategias de tratamiento individuales. Se adicioné 200 L de cada dilucién
sobre las monocapas de la placa de 24 pozos y 100 uL, en la placa de 48 pozos, y se llevaron a
incubacion durante 2 horas. Luego de este tiempo, se removid el indculo viral con ayuda de bomba
peristaltica y se adicion6 1 mL de carboximetilcelulosa (CMC) (Sigma-Aldrich) al 3%, mezclado en parte
iguales con medio DMEM 2X suplementado con SFB 4%, para obtener una concentracién final de
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CMC/DMEM 1.5%/1X SFB al 2%. Luego, se incubaron nuevamente a 37°C en atmosfera al 5% CO», 7
dias para ZIKV/Col, 3 dias para CHIKV/Acol, y 12 dias para DENV-2/NG y DENV-2/16681. Luego del
tiempo de incubacion, se retir el medio semisdlido y se lavaron 2 veces los residuos de CMC con PBS1X.
Posteriormente, se adicion6 paraformaldehido [209] (Sigma-Aldrich®) al 4% preparado en PBS1X, 400
ML/pozo y 200 pL/pozo, para las placas de 24 y 48 pozos, respectivamente, y se incubd a temperatura
ambiente por 30 min. Finalmente, se retird el PFA y se adicion6 Cristal violeta por 10 min. Se retir6 el
colorante y luego se lavé la placa con agua corriente. Se secaron las placas a temperatura ambiente,
para posteriormente contar el numero de placas por pozo y determinar las unidades formadoras de placa
por mililitro (UFP/mL).

11.2. PCR en tiempo real (RT-qPCR)

Se realiz6 extraccion del ARN viral de monocapas recolectadas en el post-tratamiento con el kit Zymo
Quick-RNA Viral R1035, de acuerdo a las indicaciones del fabricante y se cuantifico el ARN a 260 nm en
NanoDrop One ® de Thermo Scientific ®. El DNA copia (cDNA) se obtuvo haciendo uso del kit M-MLV
Reverse Transcriptase PROMEGA ® siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez obtenido el
cDNA, se almacen6 a -20° C hasta su uso.

Para la RT-gPCR se us6 el kit PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific
Amplification ®). El Protocolo usado en el quipo QuantStudio design para CHIKV y ZIKV fue: Un ciclo de
50°C por 2 min'y 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15 sy 60°C por 1 min [210]. El protocolo para
DENYV fue 95°C por 5 min, 35 ciclos (95°C por 30 s, 55°C por 45 s, 72 °C por 45 s) con una extension
final a 72°C por 10 min.

Los cebadores utilizados para CHIKV amplifican un fragmento de 125 pb de la NSP4 [211]

. 6856F 5 TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA 3

. 6981c 5 TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC 3

Los cebadores de ZIKV amplifican un fragmento de 76 pb de la proteina E [55]

. 1086F 5'-CCGCTGCCCAACACAAG-3'

. 1162¢ 5-CCACTAAYGTTCTTTTGCAGACAT-3';

Los cebadores usados para DENV-2 amplifican una regién de 119 pb de la region C/prM [212]
. mD1-F-5-TCA ATA TGC TGA AAC GCG AGA GAA ACC G-3’

. mTS2-F-5-CGC CAC AAG GGC CAT GAACAG TTT-3'

Se almacenaron los amplificados a -20° C. Los resultados se analizaron en el program QuantStudio
design & analysis software.

Se realiz6 cuantificacion absoluta de copias gendmicas con los resultados obtenido de la RT-qPCR, para
lo cual se construyeron plasmidos recombinantes de los virus CHIKV y ZIKV utilizando el kit CloneJET
PCR Cloning, que amplificaron los mismos fragmentos de los cebadores previamente descritos. Los
plasmidos usados para DENV-2 se obtuvieron previamente [212]. Se realizan diluciones seriadas en
base 10 desde 10" hasta 108 Los coeficientes de correlacion de las curvas fueron 0,987 para el plasmido
con el fragmento de CHIKV; 0,996 para ZIKV, y 0.993, para DENV-2.

11.3. Cuantificacion de proteina viral intracelular

La determinacién de la cantidad de proteina viral se realizd con el ensayo del Cell-ELISA descrito
previamente [191]. Para el proceso se realizé la siembra en placa de 96 pozos de 3x104 células VERO o
A549 por pozo y de 2x104 células U937 por pozo. A las 24 horas posteriores a la siembra se infectaron
las monocapas a MOI 1 con CHIKV/ACol y ZIKV/Col. Luego de 2 horas de incubacién se retiré el indculo
viral y se adicionaron los diferentes tratamientos que demostraron una inhibicion significativa en etapas
posteriores a la infeccion viral. El lavado con PBS 1Xy la fijacién con PFA 4% de las monocapas por 30

30



min a temperatura ambiente, se realizd 24 hpi para CHIKV/ACol y 48 hpi para ZIKV/Col. Luego de la
incubacion con PFA se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se permeabilizaron las monocapas con 0.1
de Triton X-100 durante 30 min. Posterior a este paso, se inactivaron las peroxidasas endogenas con 0.3
% de H202 en 10% metanol diluido en PBS incubando 30 min mas. El bloqueo de sitios inespecificos se
realiz con 10% de SFB diluido en PBS para incubar durante 30 min a temperatura ambiente. Se
adicionaron los anticuerpos primarios de raton anti-ZIKV y anti-CHIKV de Thermo Fisher Scientific ®
diluidos en Buffer 5% de SFB, y se incubaron durante toda la noche a temperatura de refrigeracion. Al
dia siguiente, se lavaron las monocapas y se adicioné anticuerpo secundario anti-raton IgG acoplado a
peroxidasa de BioRad y se incubd por 30 min. Se realizé un ultimo lavado de las monocapas y se adicion6
el sustrato TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina). Se realizd lectura de las absorbancias a 450 nm y 620
nm en el lector de ELISA Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific). Posterior a la
lectura, los datos fueron normalizados con la concentraciéon de proteina total de cada pozo, que se
determind por ensayo de Bradford. Se realizaron dos experimentos independientes con 3 repeticiones
para cada ensayo (n = 6).

11.4. Analisis estadistico:

La normalidad de los datos se determind usando la prueba Shapiro Wilk. Las diferencias
estadisticamente significativas se identificaron usando una prueba paramétrica t-Student (datos con
distribucion normal) o la prueba no paramétrica U de Mann Whitney (datos con distribucion no normal),
considerando para todos los casos diferencias estadisticamente significativas con un valor p menor a
0.05 (p<0.05).

12. ESTRATEGIAS PARA LAS EVALUACIONES IN SILICO

12.1. Seleccion de la proteina diana
De cada agente viral se descargaron estructuras tridimensionales en la base de datos Protein Data Bank
(PDB) de una proteina estructural y una no estructural cuya resolucion fuera menor a 2.5 A.

. Proteina estructural: para DENV se selecciond el dominio IIl de la envoltura que pertenece al
serotipo 2 bajo el codigo PDB 3UZV [213]. Para ZIKV, el dominio Il de dimerizacion de envoltura con el
codigo PDB 5JHM de la cepa asiatica de linaje SZ01 de ZIKV [214]. En el caso de CHIKV se selecciono
la glicoproteina de envoltura E2 codificada en PDB como 3N44 [215]

o Proteina no estructural: Se selecciond el dominio catalitico de la polimerasa de DENV-3 con el
codigo PDB 2J7U ya que este dominio polimerasa es uno de los mas conservados e importantes en el
proceso de replicacion del genoma viral [27] y de la polimerasa de ZIKV de la cepa MR/766 con el codigo
PDB 5U04 [216]. Para CHIKV se seleccioné el dominio hidrolasa de la NSP2 de la cepa africana S27
con el codigo PDB 3TKR [217].

Las estructuras se prepararon con el software Python Molecular Viewer (PMV). Se eliminaron las
moléculas de agua del sistema, se agregaron los hidrégenos polares (para favorecer posibles puentes
de hidrégeno) y calcular las cargas Gasteiger-Marsili y minimizar de esta manera la energia del sistema.
La estructura minimizada se guardd como un archivo PDBQT para los experimentos de acoplamiento
molecular.

12.2. Seleccion del ligando
Se accedié a la base de datos de PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) para obtener las

estructuras correspondientes a los tres alcaloides inddlicos. Voacangina con el codigo 10361692, la
voacangina-OH con el codigo 328232 y Rupicolina con el codigo 101593056. Se le otorg6 flexibilidad al
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ligando con la herramienta PMV que determina las torsiones del ligando. El archivo se guardé como
PDBQT para los experimentos de acoplamiento.

12.3. Acoplamiento molecular

Para estudiar las interacciones de las proteinas dianas con los ligandos se utilizé el software AutoDock
Vina ® [218]. Se determind el mejor sitio de unidn o punto caliente en la superficie de la proteina diana
con la herramienta en linea PeptiMap (https://peptimap.cluspro.org/) (Tabla 1y 2). Con base a los sitios
predichos, se definié una caja con dimensiones X-Y-Z igual a 30 y una exhaustividad de 10. Se eligieron
las mejores energias libres de union en términos de Kcal/mol que cumplieran con el criterio de aceptacién
entre 0y -16. Adicionalmente, se analizaron las interacciones intermoleculares (puentes de hidrégeno e
interacciones hidréfobas) en los esquemas de dos dimensiones a partir del software LigPlot
(https://lwww.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LIGPLOT/).

12.4. Dinamica molecular

Para evaluar la estabilidad en el tiempo (10 ns) se eligié un complejo que tuviera efecto inhibitorio sobre
la particula viral infecciosa (virucida) y la mejor energia de unién en AutoDock Vina ® en la evaluacion
con la proteina de E. La dinamica molecular se realizé en una caja de agua usando el software NAMD
[219] para lo cual se minimiz6 el complejo, se establecio las condiciones de borde de caja y se us6 un
ensamblaje NVT( numero de particulas, el volumen y la constate T de 310K) Los resultados obtenidos
incluyen evaluacién de las trayectorias resultantes y grafica de distancias durante el tiempo evaluado.

12.5. Secuenciacion cepas de DENV-2

Se amplifico fragmentos de envoltura de ambas cepas , DENV-2/NG y DENV-2/16681, usando los
cebadores reportados previamente [220] segun las instrucciones del kit SuperScript™ Ill One-Step RT-
PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific). El ciclo usado fue de
53°C 30 min, 94°C 2 min, 40 ciclos (94°C 30 s, 50°C 45 s, 68°C 2 min) y 68°C 5 min. Se envia cDNA
obtenido a Macrogen Inc. (Seoul, Korea) para secuenciacion por el método de Sanger. Las secuencias
obtenidas fueron ensambladas y editadas usando el software MEGA X y se subieron en la plataforma
Dengue Virus Typing Tool, la cual esta disefiada para realizar BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) e identificar las cepas de DENV-2 a partir de la secuencia de nucleétidos. Usando otras dos cepas
de referencia obtenidas de la base de datos de nucleétidos de NCBI, las secuencias se alinearon en
MEGA y por el método de Clustal Wy se obtuvieron 1308 nucleétidos que corresponden 435 aminoacidos
de las cepas a identificar y las cepas de referencia.

13. RESULTADOS
13.1. Viabilidad celular.

La Voacangina arrojé una viabilidad de 77,5 % en células VERO a concentraciones inferiores del 17,1
UM, la cual decreci6 a 34,9% a la méxima concentracion evaluada de 271,4 uM, siendo la concentracion
33,9 uM estadisticamente significativa frente al control de células no tratado (valor p<0.05). La viabilidad
que se obtuvo con la Voacangina-OH fue superior a 82,3% en concentraciones iguales o menor a 16,4
UMy de 35,2% en la concentracion mas alta usada para el ensayo de 260,1 uM. Las células VERO
tuvieron una viabilidad del 92,4% en presencia de 16,4 uM de Rupicolina, la cual disminuy6 hasta el
40,6% a la concentraciéon de 260,1 M. Para los dos ultimos alcaloides la concentracién 32,5 puM fue
estadisticamente significativa frente al control de células no tratado (valor p<0.05) (Figura 3).

Se eligieron las concentraciones de trabajo cuya viabilidad fuera cercana o superior al 80% sobre células
VERO y que no representara diferencias estadisticas frente al control no tratado; para el caso de la
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Voacangina se eligié por 17,1 yMy para Voacangina-OH y Rupicolilna de 16,4 uM. Debido a la limitante
en la cantidad de compuesto, solo fue posible evaluar las concentraciones de uso elegidas sobre células
U937 y A549, las cuales tuvieron viabilidades superiores del 80% en todos los casos (datos no
mostrados). Los controles positivos de inhibicion (Suramina, Heparina y Ribavirina) y los solventes no
fueron toxicos (datos no mostrados).

13.2. Estrategia antiviral combinada

Se determinaron porcentajes de infeccién de particulas virales infecciosas a partir de sobrenadantes
obtenidos mediante la estrategia de tamizaje antiviral. En presencia de Voacangina se obtuvo porcentaje
de infeccion para ZIKV/Col de 10,5%, para CHIKV/Col de 20,3%, para DENV-2/NG de 2,8% y para
DENV-2/16681 de 3,8 (Figura 4). Las inhibiciones fueron estadisticamente significativas con un valor
p<0.05

Por su parte, la Voacangina-OH fue capaz de disminuir mediante tamizaje las particulas infecciosas al
presentar porcentajes de infeccidn para ZIKV/Acol de 0%, para CHIKV/Acol de 7,6%, para DENV-2/NG
de 5,6% y para DENV-2/16681 de 11,5% con respecto a cultivos sin tratamiento, pero infectados con
cada uno de los virus que representan el 100% de infeccion (Figura 4).

Finalmente, se obtuvieron porcentajes de infeccion de Rupicolina para ZIKV/Acol de 5,9%, para
CHIKV/Acol de 9,5%, para DENV-2/NG de 2,8% y para DENV-2/16681 de 1,2% con respecto a cultivos
sin tratamiento, pero infectados con cada uno de los virus que representan el 100% de infeccion (Figura
4). Las inhibiciones fueron estadisticamente significativas con un valor p<0.05

El control positivo de inhibicién usado en la estrategia antiviral combinada fue Suramina, con la cual se
obtuvieron porcentajes de infeccion de 0% para los virus evaluados (Figura 4).

13.3. Pre-tratamiento en células VERO

Se obtuvo un porcentaje de infeccidn por parte Voacangina para ZIKV/Col en un 13,8% y para CHIKV/Col
en un 23,1% en un en etapas iniciales del ciclo replicativo. El porcentaje de infeccion para DENV-2/NG
fue del 99,6% y para DENV-2/16681 fue del 134,5% (Figura 5).

Los porcentajes de infeccidn obtenidos en presencia de Voacangina-OH para ZIKV/Col, CHIKV/Col y
DENV-2/NG fueron de 10,9%, 8,2% y 16,4%, respectivamente. Contrario a lo anterior, en el caso de la
cepa DEN-2/16681 se obtuvo un porcentaje de infeccion superior al 100% (157%)(Figura 5).

Se obtuvo un porcentaje de infeccion por parte de la Rupicolina para ZIKV/Col de 119%, para CHIKV/Col
de 107,5% y para DENV-2/16681 de 115,9%. En el caso de DENV-2/NG hubo un porcentaje de infeccion
del 29% (Figura 5).

El control positivo de inhibicién Suramina disminuyé las particulas virales infecciosas de ZIKV/Col en un
90,6% y de CHIKV/Col en un 95%; el control de Heparina usado para DENV-2/NG y DENV-2/16681
inhibié en un 56% y 55%, respectivamente (Figura 5).

13.4. Pre-tratamiento en células U937

Los compuestos con inhibicion de la produccion de particulas virales sobre células VERO
estadisticamente significativa en Pre-tratamiento se evaluaron en U937 y A549 para saber si este efecto
se mantiene sobre lineas celulares de origen humano.

En la linea celular U937, la Voacangina obtuvo porcentajes de infeccion para ZIKV/Col de 0%, mientras
que la infeccién de CHIKV/Col fue de 83,7%. La Voacangina-OH arrojé porcentajes de infeccion para
ZIKV/Col y CHIKV/Col en un 51% y 4,2% respectivamente. El mismo alcaloide no disminuyo las
particulas virales infecciosas de DENV-2/NG para el cual hubo un porcentaje de infeccion del 108,5%.
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No hubo disminucién en la infeccion de DENV-2/NG por parte de la Rupicolina (84,3%) (Figura 6).
Los controles positivos de inhibicion Heparina tuvo porcentajes de infeccion para DENV-2/NG de un 7,2%
y Suramina de un 27% y 51% para ZIKV/Col y CHIKV/Col respectivamente (Figura 6).

13.5. Pre-tratamiento en células A549

En el caso de la linea celular A549 se determind un porcentaje de infeccién de la Voacangina para
ZIKV/Col en un 15,2% Por otro lado, el mismo compuesto tuvo un porcentaje de infeccion para CHIKV/Col
de 102,2%. La Voacangina-OH tuvo un porcentaje de infeccion para ZIKV/Col de un 1,8%, y de manera
similar al compuesto anterior, no presenté inhibicion significa para CHIKV/Col ya que se obtuvo un
porcentaje de infeccion de 95,8%. En el caso de DENV-2/NG se obtuvo un porcentaje de infeccidn del
114,3 con la Voacangina-OH.

Por su parte la Rupicolina tuvo un porcentaje de infeccion de la cepa DENV-2 evaluada de un 40,1%. El
control positivo de inhibicion Suramina tuvo un porcentaje de infeccion para ZIKV/Col de 18,8%. Heparina
tuvo porcentajes de infeccion para DENV-2/NG de 27,9% y para CHIKV/Col de 24,6% (Figura 7).

13.6. Trans-tratamiento en células VERO

El alcaloide inddlico Voacangina tuvo porcentajes de infeccion para ZIKV/Col de 115,2%, para CHIKV/Col
de 82,6%, para DENV-2/16681 de 73,7%, mientras que tuvo un posible efecto virucida sobre DENV-2/NG
al obtenerse un porcentaje de infeccion de 11,2%.La Voacangina-OH tuvo un porcentaje de infeccion
para ZIKV/Col en un 7,6% sin embargo, no tuvo porcentajes de infeccion estadisticamente significativos
para CHIKV/Col al infectar en un 112,3%, DENV-2/NG en un 80,3% y DENV-2/16681 en un 74% (Figura
8).
El control positivo de inhibicién Suramina tuvo porcentajes de infeccion estadisticamente significativos
de ZIKV/Col (4,6%), CHIKV/Col (25,4%), DENV-2/NG (28%) y DENV-2/16681 (8,4%) (Figura 8).

13.7. Post-tratamiento en células VERO

En presencia de la Voacangina se obtuvo porcentaje de infeccion para ZIKV/Acol de 19,2%, el cual fue
estadisticamente significativo frente a un control de células sin compuesto que representa el 100% de
infeccidn con un valor p<0.05; para CHIKV/Acol de un 94,8%, para DENV-2/NG de 111,1% y para DENV-
2/16681 de 107,6% %. Al igual que con el alcaloide anterior, la Voacangina-OH tuvo porcentaje de
infeccion para ZIKV/Acol un porcentaje de infeccion de 11,6% siendo estadisticamente significativo frente
a un control de células sin compuesto que representa el 100% de infeccion con un valor p<0.05; para
CHIKV/Acol de 98,2%, para DENV-2/NG de 113,8% y DENV-2/16681 de 93,4%. La Rupicolina tuvo
porcentajes de infeccion para ZIKV/Acol de 82,6%, para CHIKV/Acol de 9% con el cual tuvo diferencias
estadisticamente significativas frente a un control de células sin compuesto que representa el 100% de
infeccién con un valor p<0.05, para DENV-2/NG de 117,9% y DENV-2/16681 de 94,5%.

El control positivo de inhibicion usado fue Ribavirina, la cual tuvo porcentajes de infeccién
estadisticamente significativos para ZIKV/Acol (0%), CHIKV/Acol (0,5%), DENV-2/NG (31,3%) y DENV-
2/16681 (16,5%) con un valor p<0.05 (Figura 9)

13.8. Post-tratamiento en células U937 y A549

Se obtuvo un 0% de infeccién de ZIKV/Col al realizar el post-tratamiento en monocapas de U937 con
Voacangina y Voacangina-OH. La Rupicolina no fue capaz de inhibir significativamente la infeccién de
CHIKV/Col cuyo porcentaje fue de 88,9%. El control positivo de inhibicidn Ribavirina tuvo porcentajes de
infeccidn para ZIKV/Col y CHIKV/Col en un 27,2% y un 52,5% respectivamente (Figura 13).

En la linea células A549 el porcentaje de infeccion para ZIKV/Col fue del 0% por parte de la Voacangina
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y la Voacangina-OH en monocapas post-tratadas. Por su parte, se obtuvo un porcentaje de infeccion
para CHIKV/Col de un 63% por la Rupicolina. El control positivo de inhibicion Ribavirina tuvo porcentajes
de infeccion para ZIKV/Acol de un 38,4% y para CHIKV/Acol de 43% (Figura 11).

13.9. Copias genémicas en monocopas post-tratadas

Para saber si el efecto inhibitorio obtenido para ZIKV/Col con Voacangina (80,7 %) y Voacangina-OH
(88,3 %), y de CHIKV/Col con Rupicolina (90,9 %) en la estrategia de post-tratamiento en células VERO
esta relacionada con el proceso de replicacion del genoma viral, se procesaron las monocapas para
determinar las copias gendmicas intracelulares. Se obtuvo acumulacién del numero de copias genémicas
de CHIKV/Col en un 234,0 % mediante el tratamiento con Rupicolina; mientras que para ZIKV/Col se
obtuvieron porcentajes de infeccidn del 115,9 % y 67,3 % cuando las células se post-trataron con la
Voacangina y la Voacangina-OH, respectivamente. El control positivo de inhibicion Ribavirina disminuy6
las copias gendmicas de CHIKV/Col (94,8 %) y ZIKV/Col (96 %) (Figura 12).

Se obtuvo en U937 un 3,2% y en A549 un 1,8% de copias gendmicas de ZIKV/Col en presencia de
Voacangina. El control positivo de inhibicion Ribavirina tuvo 43,6% en U937 de copias genomicas y
16,1% en A549 con significancia estadistica (Figura 13).

13.10. Proteina viral en monocapas post-tratadas

Se identificé la inhibicion de la infeccion por ZIKV/Col en el ensayo de Post-tratamiento con dos de los
alcaloides evaluados y en tres lineas celulares diferentes, por tanto, se determin si la sintesis de proteina
estaba siendo afectada. Se encontré que los porcentajes de infeccion relacionados con la sintesis de
proteina fueron del 0% en células VERO y U937 para Voacangina y Voacangina-OH. En el caso de las
células A549 se determinaron porcentajes de infeccion de 0% con Voacangina y 6,6% para Voacangina-
OH. El porcentaje de infeccion en relacién a la proteina de CHIKV/Col en presencia del alcaloide
Rupicolina fue de 97,5% en VERO. En presencia de la Ribavirina se obtuvieron porcentajes de infeccién
para ZIKV/Acol de 0% en VERO y U937 y 10% en A549; para CHIKV/Acol se obtuvieron porcentajes de
infeccion de 24% en VERO (figura 14).

13.11. Resultados de las evaluaciones In silico

13.11.1. Acoplamiento molecular proteina estructural.

Al predecir la interaccion entre el dominio Il de la proteina de envoltura de DENV (PDB: 3UZV) con los
alcaloides inddlicos se obtuvieron energias libres de unién entre -5.1y -6.0 Kcal/mol. La Voacangina tuvo
una energia de unién de -6.0 Kcal/mol con la presencia de dos puentes de hidrogeno (con Phe337)
(Figura 15), la Voacangina-OH de -5.4 Kcal/mol con dos puentes de hidrogeno (Lys334 y Asn355) (Figura
15) y Rupicolina de -5.1 Kcal/mol con un puente de hidrogeno (Phe337) (Figura 15). Todos los puentes
de hidrégeno tuvieron una distancia mayor a 3 A (Tabla 1 y Figura 15). Las energias libres de union entre
el dominio Il de la proteina de envoltura de ZIKV (PDB: 5JHM) fueron similares, siendo de -5.4 Kcal/mol
para Voacangina con interacciones exclusivamente hidrofobicas (Figura 16), de -5.5 Kcal/mol para
Voacangina-OH con un puente de hidrogeno (Thr366) (Figura 16), y de -5.5 Kcal/mol para Rupicolina
con la formacidn de un puente de hidrogeno (Lys373) (Figura 16). Tras el acoplamiento molecular de los
compuestos con la proteina E2 de CHIKV (PDB: 3N44) se obtuvo energias de union entre -6.6 y -6.9
Kcal/mol. La interaccion con la Voacangina tuvo una energia libre de union de -6.8 Kcal/mol con un
puente de hidrogeno (Asn72), con la Voacangina-OH de -6.9 Kcal/mol con dos puentes de hidrogeno
(Leu16 y His29), y la Rupicolina de -6.6 Kcal/mol con un puente de hidrogeno (His29) (Figura 17). El
control seleccionado Suramina, se acoplé con cada una de las proteinas estructurales virales
mencionadas, y se obtuvo energias libres de union de -7.8 Kcal/mol, -8.8 Kcal/mol y -8.0 Kcal/mol para
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DENV, ZIKV y CHIKV, respectivamente (Tabla 1) (Figuras 15, 16 y 17).
13.11.2. Acoplamiento molecular proteina no estructural.

Para la evaluacion in silico del posible acoplamiento molecular con proteinas no estructurales virales, se
escogié para los flavivirus la NS5 y para el alfavirus NSP2, como fue descrito previamente. Las energias
de union obtenidas con las proteinas no estructurales en todos los casos fueron mayores a las obtenidas
con las estructurales, oscilando entre -6.0 y -7.4 Kcal/mol. Para el caso de la proteina NS5 de DENV
(PDB: 3TRK) las energias fueron de -7.4 Kcal/mol con Voacangina con la formacién de tres puentes de
hidrogeno (Asn609, His798 y Cys709), de -7 Kcal/mol y -7.4 Kcal/mol con Voacangina-OH y Rupicolina,
respectivamente, ambas con la formacién de un puente de hidrogeno con Arg729 (Figura 18). Para la
polimerasa NS5 de ZIKV (PDB: 5U04) las energias de union fueron de -6.4, -7.1 y -6.8 Kcal/mol, para
Voacangina, Voacangina-OH y Rupicolina, respectivamente (Figura 19). En el caso de Voacangina no
hubo formacién de puentes de hidrégeno y solo interacciones hidrofobicas, mientras Voacangina-OH y
Rupicolina, tuvieron tres puentes de hidrogeno (Arg623, Gly320 y Asp665; y lle797, Ser712 y Trp797;
respectivamente). Para la NSP2 de CHIKV (PDB: 3TRK) las energias de union estuvieron entre -6.0 y -
7.0 Kcal/mol. El Ginico compuesto con formacién de puentes de hidrégeno fue la Voacangina-OH, con 4
puentes con los aminoacidos uno con Tyr1079, dos con Ser1048, y uno con GIn1241, la energia de union
obtenida fue de -6.7 Kcal/mol. Los otros dos compuestos, Voacangina y Rupicolina, tuvieron energias de
unién de -7.0 y -6.0 Kcal/mol, respectivamente (Figura 20) (Tabla 2).

13.11.3. Dinamica molecular

Se realizd dinamica molecular entre el mejor complejo de interaccién de DENV con la proteina de
envoltura. El sistema fue de 945 moléculas aproximadamente y el analisis incluy6 la distancia entre el
ligando y la proteina diana durante el tiempo evaluado (10ns) la cual oscilo entre 1.5 Ay 2.5 A. (1 A).
Para que el complejo se considere biolégicamente posible, la distancia debe ser menor a 1.2 A (Figura
19)

13.11. 4. Resultados secuenciacion

Teniendo en cuenta los resultados diferenciales obtenidos para DENV-2/NG y DENV-2/16681 en las
estrategias individuales, se secuenciaron las proteinas de envoltura de ambos virus. Se encontré un
porcentaje de identidad del 99.69% con la cepa Nueva Guinea C (1944) (ID Genbank: AB609589), la
cual pertenece al genotipo Asia Il y del 99,93 % con la cepa DENV-2/16681 aislada en Tailandia (2007)
(ID Genbank: NC001474) perteneciente al genotipo Asia |, ambas secuencias tuvieron una cobertura del
100%.

Luego del alineamiento de 1308 nucledtidos entre ambas cepas se identificaron 40 transiciones y 3
transversiones para un total de 43 cambios nucleotidicos. Para conocer la relevancia de estos cambios
a nivel aminoacidico, se analizaron los 435 aminoécidos correspondientes a la secuencia nucleotidica y
se identificaron dos cambios sinénimos (Thr120Arg y Ser478Thr) y cuatro cambios no sindnimos
(Ser112Gly, lle124Asn, Lys126Glu y Alad54Thr), tres de éstos ultimo cambios indican diferencias en la
polaridad de los aminoacidos de la cepa DENV-2/NG a DENV-2/16681 y otro una diferencia en la carga
de la cadena lateral. Cabe destacar que los cambios en la posicién 112, 124, 126 y 454 fueron exclusivos
de la cepa nuestra DENV-2/NG (Figura 15).

14. ANALISIS, DISCUSION E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Segun reportes del Instituto Nacional de Salud a la semana epidemioldgica a semana epidemioldgica 13
de 2020 se han notificado 118 casos de CHIKV, 105 casos de enfermedad por ZIKV y 1. 890 casos
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probables de dengue [221], haciendo de estos arbovirus los mas prevalentes del pais y con mayor
impacto en la Salud Publica [223]. Las estrategias implementadas hasta el momento para el control de
estas arbovirosis han sido insuficientes [224], y hasta el momento solo puede ser tratada la
sintomatologia presentada tras la infeccion, pues no hay medicamentos antivirales con indicacion
especifica para tratarlos [225] [226] [227]. En este sentido, en el presente trabajo fueron evaluados tres
compuestos de tipo alcaloide con nucleo indol debido a su efecto biolégico previamente reportado
(Seccion 1.7), por lo que la actividad antiviral in vitro de estos compuestos en los arbovirus DENV, ZIKV
y CHIKV pudiera ser bastante prometedora. Se definié, que un compuesto tiene potencial antiviral, si
disminuye la cuantificacién de particulas virales infecciosas, el genoma viral o la sintesis de proteinas
virales, a través de los resultados obtenidos en al menos, una de las estrategias experimentales usadas
[163].

En este sentido, los compuestos de tipo indol, pueden imitar estructuras peptidicas, especialmente
aquellas que contengan el aminoacido triptéfano del cual deriva, y se pueden unir de forma reversible a
ciertas enzimas [228], en el presente trabajo se evaluaron tres alcaloides indolicos y para los diferentes
ensayos antivirales fue utilizada una unica concentracién no citotoxica de cada compuesto (figura 3),
siendo este aspecto un limitante metodoldgico en trabajos de bio-prospeccion donde la disponibilidad del
material vegetal y por ende de los compuestos derivados es poca [229]. Ha sido descrito previamente
que a concentraciones menores de 50uM, alcaloides indolicos no generan una citotoxicidad significativa
en una linea celular de fibroblastos de primates no humanos [148], lo cual es concordante con los
resultados obtenidos en células VERO, a las concentraciones de uso seleccionadas (Figura 3). Asi
mismo, se ha descrito que tampoco generan citotoxicidad en lineas celulares humanas [142, 148], similar
a lo obtenido en U937 y A549 (Datos no mostrados). Por otra parte, a concentraciones mayores, se ha
descrito citotoxicidad, al igual que lo evidenciado en este estudio (Figura 3), tanto asi que, compuestos
con nucleo indol han sido utilizados en la terapia antineoplasica [230].

La primera estrategia utilizada para la evaluacion antiviral fue estrategia combinada , el cual se realizd
con cada compuesto individual para uno de los cuatro virus evaluados, en la cual todos los alcaloides
indélicos evaluados tuvieron inhibiciones significativas (Figura 4). Se ha descrito previamente que un
mismo compuesto como la atovacuona [231], un derivado de quinolonas [232], y las cumarinas A 'y B
[102] pueden tener tanto actividad antiviral para un flavivirus y como para un alfavivirus, lo cual es
biolégicamente relevante debido a que, DENV, ZIKV y CHIKV son transmitidos por el mismo vector [233],
se ha reportado su co-circulacion en las mismas areas [210] y presentan sintomatologia similar al
momento de la consulta [234]. Si bien el tamizaje antiviral es una estrategia que indica si el compuesto
tiene un efecto inhibitorio de manera general, no contribuye al esclarecimiento de un posible mecanismo
antiviral y tampoco es util en un contexto clinico en el cual lo mayoria de los pacientes consultan cuando
ya se encuentran enfermos.

De acuerdo con lo anterior para dilucidar el posible mecanismo de accidn antiviral fueron evaluadas las
estrategias de tratamiento in vitro (pre, trans y post) de manera individual con todos los compuestos,
contra todos los virus en células VERO; los compuestos con inhibicidn significativa en pre y post-
tratamiento fueron evaluadas en células humanas (U937 y A549) (Figura 1).

En relacién con los resultados obtenidos con DENV-2/16681, a pesar de obtener actividad en la
estrategia antiviral combinada, ningun alcaloide inhibid6 de manera significativa en las estrategias
individuales evaluadas (Figura 5, 8 y 9), sugiriendo que para esta cepa el efecto antiviral se debe a la
presencia constante de los compuestos. Esto puede relacionarse con los resultados obtenidos con otro
compuesto derivado del triptdfano, la melatonina, contra DENV2/16681, donde al evaluar solo en Pre y
Post-tratamiento, es decir, sin presencia durante la infeccién, tampoco se evidencié actividad antiviral
[235].
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Luego, para la cepa DENV-2/NG, ademas del tamizaje, se obtuvo actividad antiviral en pre-tratamiento
con dos de los compuestos en células VERO (Voacangina-OH y Rupicolina, figura 5), dicha actividad
solo se mantuvo con la Rupicolina en la linea celular humana de fibroblastos (Figura 7), mas no en la de
monocitos (Figura 6). Esta actividad anti-flavivirus dependiente de linea celular ha sido descrita para el
compuesto inddlico Isatina sobre la infeccion por West Nile Virus (WNV) [236]. Ahora bien, al evaluar la
Voacangina, no hubo actividad pre-tratamiento como con sus anélogas estructurales, pero si se evidencio
efecto virucida (Figura 8).

En un modelo de infeccién con el virus Coriomeningitis linfocitica, un virus envuelto, se ha demostrado
que una sola modificacion en la secuencia de aminoacidos en la glicoproteina de envoltura puede
provocar cambios en el establecimiento de la infeccion [237]. Tras la secuenciacién de un fragmento del
Gen E de DENV-2 de ambas cepas utilizadas, se evidencio cambios no sinénimos (tabla 3), lo cual pueda
explicar los diferentes efectos entre las cepas a pesar de los tratamientos con los mismos compuestos.
Este tipo de cambios aminoacidicos en diferentes cepas de DENV-2 ha sido abordado previamente en
evaluaciones in silico, donde se determind que cambios en un solo aminoacido en la proteina de envoltura
entre DENV-2/NG y DENV-2/16681 pudiera estar relacionado con la patogénesis [208], lo que cual es
concordante con las diferencias en la asociacién epidemioldgica de los reportes de casos de infeccion
por DENV-2/NG con Dengue [238], y DENV-2/16681 con Dengue grave [239]. Por tanto, estudios in silico
a futuro, donde sean evaluados los cambios en estructura y funcionalidad de las cepas, podrian dilucidar
el motivo de las diferencias en la respuesta antiviral.

Considerando todos estos resultados, y que DENV-2 puede usar la ruta endocitica no clasica
independiente de clatrina y/o caveola como mecanismo de internalizacion en fibroblastos [240], se podria
sugerir que, en los compuestos evaluados el posible mecanismo de accidn antiviral contra DENV-2, se
basa en la inhibicién de etapas tempranas de la infeccién del virus, sea interactuando con componentes
celulares (Figura 5y 7), o con la glicoproteina viral de envoltura (Figura 8). La inhibicién de la entrada
viral por este tipo de compuestos con nucleo indol, como el arbidol, ha sido descrita previamente en VHC,
demostrando la inhibicion de la fusion de la membranas posterior a la internalizacion [241], lo que refuerza
la hipotesis planteada. Estudios de protedmica han demostrado diferencias en la expresion de proteinas
en células VERO [242] y en células de origen humano U937 [243] tras la infeccion con las cepas de
DENV-2 evaluadas en el presente estudio. Estos cambios pueden modificar vias de sefializacion celular
que pudieran estar relacionadas con el ciclo replicativo viral. Adicionalmente, Evans y colaboradores han
descrito este tipo de compuestos como “andamios privilegiados” ya que tienen el potencial de tener
diferentes mecanismos de accion al actuar como posibles ligandos y unirse a receptores celulares 'y
modificar posiblemente vias de sefializacién intracelular ya sea de forma positiva o negativa [244].

Por otra parte, la melatonina, también derivada del triptéfano al igual que los compuestos evaluados, ha
demostrado reducir la permeabilidad vascular e inhibir la fuga plasmatica [245].Se ha demostrado que la
lovastatina, puede tener diferentes mecanismos de control contra la infeccion por DENV-2, tanto antiviral
in vitro [191], como inmunomoduladora in vivo [192]. Por lo cual estudios a futuro in vivo de estos
compuestos podrian indicar posibles efectos benéficos frente a la inmunopatologia por DENV. Por tanto,
con los resultados obtenidos hasta el momento, el posible uso de estos compuestos podria plantearse
unicamente como un tratamiento profilactico, hasta las evaluaciones in vivo a futuro.

CHIKV es otro de los arbovirus de importancia en la salud publica en Colombia que ha sido evaluado en
el presente estudio. Previamente se ha determinado el efecto de la Voacangina sobre CHIKV [102]. Este
reporte previo, no encontrd efecto inhibitorio de las particulas virales infecciosas de CHIKV/Acol cuando
las células son expuestas al compuesto por 24 horas. Sin embargo, en el presente trabajo se encontrd
que la Voacangina y la Voacangina-OH, son capaces de disminuir significativamente la infeccién por
CHIKV/Acol exclusivamente en pasos iniciales del ciclo replicativo (Figura 5), cuando las células son
expuestas no por 24 horas, sino por 48 horas previas a la infeccion viral, lo que sugiere que el efecto
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antiviral, al menos de la Voacangina es dependiente del tiempo de exposicion. Dado que se ha descrito
que el tiempo de pre-exposicion de los fibroblastos a estimulos como citoquinas en un modelo de VSV
es dependiente del tiempo [246], que en compuestos como la lovastatina con DENV-2 [191], el tiempo
de recoleccion de los sobrenadantes para la cuantificacion del titulo viral y evaluacion de la actividad
antiviral fue crucial, y que en los modelos de Virus de la estomatitis vesicular (VSV), la rivabirina [247] y
en CHIKV, el favipiravir [248], disminuyeron los titulos virales mejor a las 48 horas que a las 24 horas, la
realizacion de una curva de crecimiento viral en presencia y ausencia del compuesto a futuro podran
dilucidar el motivo de este cambio de actividad de CHIKV con Voacangina.

Los resultados anti-CHIKV exclusivos de la estrategia pre-tratamiento solo fueron obtenidos con
Voacangina y Voacangina-OH, mas no con Rupicolina (Figura 5). La presencia del anillo de 7 carbonos
que esta presente en la estructura de la Voacangina y la Voacangina-OH podrian actuar en este caso,
como el farmacoforo responsable de la actividad antiviral, dado que la Rupicolina no posee este anillo
(Figura 5). Ante los resultados descritos y también teniendo en cuenta que la infeccion de CHIKV depende
de la presencia de receptores celulares que medien su internalizacion [99], se pudiera plantear como
posible mecanismo de accion, la inhibicién en el proceso de adherencia o fusién de membranas, lo que
indicaria que los compuestos pueden actuar como antagonistas de un receptor celular y bloquear la
interaccidén con la proteina E de CHIKV. Este es un mecanismo antiviral ya conocido que se ha
desarrollado en el modelo viral de VIH con el uso de pequefias moléculas, como BMS663068 [249] y
Maraviroc [246] que ocupan una regién especifica dentro del bolsillo de union del receptor celular, 0 como
el caso de la enfuvirtida, péptido sintético que se une a gp41, inhibiendo la fusion de membranas [250].
Teniendo en cuenta lo anterior, se debe considerar que la expresion de proteinas de membrana puede
ser diferente en cada tipo de célula [251], motivo por el cual puede que estos compuestos no replicaran
su actividad antiviral en A549 (Figura 7), y solo Voacangina-OH en U937 (Figura 6), lo que hace que su
actividad sea dependiente de linea celular y por tanto soportaria esta hipdtesis. Evaluaciones
metabolomicas y transcriptdmicas comparativas entre las lineas celulares ante la infeccion por CHIKV, y
los tratamientos evaluados podran dilucidar mejor el motivo de estas diferencias.

En cuanto a la estrategia de post-tratamiento en CHIKV/Acol, el alcaloide indolico Voacangina fue
probado previamente sin demostrar actividad antiviral [102], lo cual fue confirmado en el presente estudio.
Por otro lado, el tercer alcaloide indélico de este estudio, la Rupicolina, fue capaz de reducir las particulas
virales infecciosas de CHIKV/Acol en células VERO en pasos posteriores a la entrada viral (Figura 9),
mas no en las otras lineas celulares (Figuras 10 y 11). La dependencia de linea celular para la respuesta
anti-CHIKV de compuestos como ribavirina y favipiravir, ha sido probada previamente [248], lo cual
pudiera indicar modificaciones a nivel celular relacionadas con el ciclo replicativo del virus, mas aun
cuando se ha descrito que los arbovirus pueden manipular el metabolismo celular [252], el perfil de
expresion de proteinas [253], y por tanto, los procesos celulares como por ejemplo apoptosis y autofagia
para favorecer su replicacion [254].

Ha sido identificada la importancia de multiples vias de sefializacién que pueden afectar el estrés celular
y la superviviencia como la via de sefializacion de la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK)
[255], las vias UPR [256] y por tanto la activacion de procesos como la apoptosis [257] y la autofagia
[258] ante la infeccidn por CHIKV. Por ejemplo, se ha demostrado que CHIKV induce la fosforilacion de
p38 y JNK, y aunque aun no es claro el objetivo especifico, se sabe que es importante para la infeccién
de este virus [259]. En un estudio previo, se demostré que el alcaloide Berberina es capaz de reducir la
activacion de MAPK, usada por CHIKV para conferir un estado de supervivencia a las células y mantener
un ciclo de infeccién productivo [175]. Podria plantearse que la presencia del alcaloide Rupicolina esté
alterando vias de sefializacion que afecten los procesos celulares implicados en el ciclo replicativo viral.
Dos de los procesos principales posteriores a la internalizacion de la particula asociados a una infeccién
productiva son la replicacién del genoma y la traduccién de proteinas virales [67, 100]. Células VERO
infectadas por CHIKV/Acol y posteriormente tratadas con Rupicolina acumularon RNA viral (Figura 12) y
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no inhibieron la produccién de proteina viral E (Figura 14), por lo que se sugiere que el efecto de la
Rupicolina se encuentra en pasos posteriores a la replicacion del genoma viral y la traduccion de
proteinas virales, como el ensamblaje, maduracién o liberacion, mas aun, cuando este tipo de
mecanismos ha sido previamente reportado en otro modelo de arbovirus [191].

El dltimo arbovirus evaluado en el presente estudio fue ZIKV/Acol, el cual, tras su emergencia en las
Américas ha generado complicaciones graves a largo plazo, con un particular impacto en la salud publica
de la regidn (seccién 1.2 Manifestaciones clinicas y patogénesis de ZIKV).

Los tres alcaloides evaluados, inhibieron significativamente la infeccion por ZIKV/Acol en el tamizaje
(Figura 4), sin embargo, la Rupicolina fue el Unico alcaloide que no tuvo actividad antiviral en las
estrategias individuales (Figuras 5, 8 y 9), similar al resultado obtenido con este mismo compuesto contra
otro de los flavivirus evaluados en el presente estudio, DENV-2/16681.En relacion con los otros dos
alcaloides, Voacangina y Voacangina-OH, demostraron una actividad antiviral independiente de la linea
celular en la estrategia pre-tratamiento (Figura 5, 6 y 7), que fue también evidenciada en post-tratamiento
(Figura 9, 10 y 11), tal como ha sido descrito en este virus con la cloroquina [260]. Asi mismo, se ha
demostrado que la actividad anti-ZIKV puede generarse tanto en pasos previos como posteriores a la
infeccién viral con un mismo compuesto, como es el caso de la suramina [261].

Se ha descrito que la produccion de particulas virales infecciosas de ZIKV depende en parte de procesos
que toman lugar en el RE, como la replicacion, la traduccion de proteinas virales y el ensamblaje de la
particula [37] [262], por tanto, asi como en CHIKV/Acol, fueron evaluadas las copias genémicas y la
cuantificacion de la proteina viral para tratar de dilucidar si alguno de estos dos aspectos se encontraban
alterados.

La inhibicién del ARN viral fue dependiente de linea celular. En las lineas celulares de origen humano,
U937 y A549 (Figura 13), hubo inhibicion del genoma, la cual no fue evidenciada en células VERO.
Teniendo en cuenta que VERO es una linea celular que no produce INF-alfa, componente fundamental
en la repuesta antiviral innata, podria ser este el motivo de la diferencia encontrada. El INF se produce
en respuesta a la presencia e identificacion de ARN viral dentro de la célula, a través de la activacion de
Genes Estimulados por INF (ISGs), como PKR, 2-5’ oligoadenilatosintetasas y RNAsa L, entre otros
[263], este Ultimo con actividad RNAasa podria degradar el ARN del virus [264]. Se ha demostrado que,
compuestos tipo indol son capaces de activar el INF tipo | [265]. Ante estos planteamientos se sugiere
que, uno de los posibles mecanismos de Voacangina y Voacangina-OH por los cuales se genera la
inhibicion del genoma viral en U937 y A549, se encuentre relacionado con la activacion de las vias de
INF. Estudios a futuro de modulacién de la respuesta de INF por parte de estos compuestos podrian
esclarecer la hipotesis.

Contrario a la cuantificacion de genoma viral, en presencia de Voacangina y Voacangina-OH, la
cuantificacion de la proteina viral de ZIKV/Acol demostro inhibicion significativa (Figura 14), ademas fue
independiente de la linea celular. La inhibicion en diferentes lineas celulares ha sido evidenciada en otro
estudio en células infectadas con ZIKV y tratadas con cloroquina por la técnica de inmunofluorescencia
[260]. Asi mismo, el alcaloide Hemanthamina aislado de Amaryllidaceae es capaz de inhibir la sintesis
de proteinas al interferir con la formacion de enlaces peptidicos, demostrando que los compuestos con
presencia de un indol pueden formar interacciones de apilamiento 1 con las bases de nucleétidos [266].
En este sentido, el alcaloide Omacetaxine mepesuccinate aislado de la planta Cephalotaxus harringtonii
esta aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) desde 2012 para el tratamiento
de la leucemia mieloide cronicas [267] inhibiendo también la formacién de enlaces peptidicos en el
complejo de iniciacion. La disminucion de proteina viral obtenida en el presente trabajo podria indicar
que procesos de traduccidn estarian alterados.

Adicional a la actividad antiviral en pre y pos-tratamiento de Voacangina-OH, también este compuesto
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tuvo un posible efecto virucida para ZIKV/Acol (Figura 8), por lo que un tratamiento con esta molécula
resulta prometedor dada su inhibicién por multiples mecanismos de accion.

Con la finalidad de contrastar los resultados in vitro mencionados, y en busqueda de reforzar los
mecanismos de accion discutidos, por ultimo, se realizé la evaluacion de la actividad in silico de los tres
alcoloides indolicos del estudio con una proteina estructural y una no estructural de cada uno de los tres
virus. El uso de herramientas bio-computacionales, como el acoplamiento molecular se ha convertido en
un soporte cada vez mas importante no solo para el descubrimiento de farmacos [268] , sino también
para modelar la interaccion entre una molécula y una proteina a nivel atdmico, permitiendo caracterizar
el comportamiento en referencia a la posicion y la orientacion del ligando en el bolsillo de interaccion y
la evaluacién de la afinidad de union [269], dilucidando posibles mecanismos de accién.

La proteina estructural E es fundamental en la entrada de un virus a la célula anfitriona [270]. El dominio
Il de la proteina E de DENV es imprescindible en la interaccion con receptores celulares como Heparan
Sulfato [33], Laminina LAMR1 [31] y DC-SIGN [271], por lo cual fue la proteina seleccionada para el
acoplamiento. En los resultados obtenidos, la Voacangina obtuvo la mejor energia libre de union de los
alcaloides evaluados (Tabla 1), lo cual pudiera correlacionarse con el posible efecto virucida de este
compuesto encontrado en la estrategia trans-tratamiento contra DENV-2/NG (Figura 8). A pesar de la
prediccion de formacion de puentes de hidrogeno en este complejo, para que la interaccién sea
bioldgicamente factible, se ha descrito que la distancia debe ser menor a 3A [272], y en este caso, todas
fueron mayores, por tanto, posiblemente las interacciones hidrofébicas sean las mas importantes en la
estabilizacién de esta unién (Figura 15). La estabilidad en el tiempo de este complejo fue probada por
dindmica molecular (Figura 21), reforzando aun més la hipétesis planteada de interaccion del compuesto
con el virus, ya que la oscilacion del complejo no supero 1,2 A [273]. Dentro de las interacciones
estructuralmente relevantes modeladas in silico, se puede destacar las definidas con el aminoacido
fenilalanina, el cual se ubica preferiblemente al interior del bolsillos hidréfobos de interaccion de las
proteinas por ser un aminoacido no polar, y que, al tener una cadena lateral aromatica puede formar
enlaces Tr-1r [274], mejorando la unidn del compuesto.

Contrario a lo observado con la Voacangina, la Voacangina-OH y la Rupicolina, a pesar de tener energias
de unién favorables con la proteina E de DENV, fueron mayores y no se obtuvo una posible correlacion
con su actividad in vitro (Figura 8). Por su parte, la glicoproteina de E2 de CHIKV es responsable de las
interacciones con receptores celulares [94] y adicionalmente, debido a su papel como determinante
antigénico mayor, ha sido propuesta como un candidato vacunal promisorio [275]. A pesar de obtener
con esta proteina viral las mejores energias de union, ninguno de los alcaloides tuvo actividad en trans-
tratamiento (figura 8). Esto es relevante, dado que a pesar de la amplia utilizacién de las herramientas
bio-computacionales en los tamizajes antivirales in silico [276], no siempre energias de union favorables
se correlacionaran con un posible efecto antiviral virucida.

En este orden de ideas, también fue evaluado el dominio Il de la proteina E de ZIKV. Asi como fue
descrito en la interaccion de la proteina E de DENV con Voacangina, la interaccién mas favorable fue
ZIKV'y Voacangina-OH, y también tuvo un posible efecto virucida in vitro (Tabla 1y Figura 8). Contrario
a lo descrito con DENV, el puente de hidrégeno formado entre ZIKV y Voacangina-OH tendria una
distancia menor a 3A, lo que aumenta la probabilidad de que la interaccion sea bioldgicamente factible
[272].

En ambos flavivirus evaluados, Rupicolina no tuvo actividad antiviral en trans-tratamiento. De los tres
alcaloides como fue mencionado previamente, es el Ginico que no tiene el anillo de 7 carbonos presente
en la Voacangina y Voacangina-OH, lo que pudiera plantear la hipotesis de que, la posible actividad
virucida de estos compuestos esté relacionado con dicha estructura, y que ademas, estaria relacionada
explicitamente con la actividad anti-flavivirus, dado que se pudo correlacionar las energias de union
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obtenidas con la actividad anti-DENV y anti-ZIKV, mas no con actividad anti-CHIKV en trans-tratamiento.

En cuanto a las proteinas no estructurales para los flavivirus se seleccioné el dominio polimerasa de
NS5, y para el alfavirus, el dominio hidrolasa la proteina NSP2, fundamentales en el ciclo replicativo de
cada virus [277]. A pesar de que las energias libres de union fueron favorables para NS5 DENV, ninguno
de los compuestos tuvo una actividad significativa en pasos posteriores a la entrada viral en ninguna de
las cepas de DENV evaluadas.

En el caso de CHIKV, las mejores energias de unién obtenidas con los compuestos Voacangina y
Voacangina-OH no se correlacionaron con la actividad in vitro en post-tratamiento, dado que la Rupicolina
con la energia de unién mayor, fue el Unico alcaloide activo en esta estrategia (Tabla 2 y Figura 9). A
pesar de esto no hubo inhibicidn de las copias genoémicas, ni de la proteina viral de CHIKV, por lo cual
otros posibles procesos pudieran ser afectados (Figura 12 y 14). Estudios in silico a futuro con otras
proteinas podran complementar el posible mecanismo de accion de la Rupicolina en etapas posteriores
a la internalizacion de la particula.

Finalmente, todos los resultados in silico obtenidos para la polimerasa NS5 de ZIKV fueron interacciones
favorables. Contrario a lo evidenciado en CHIKV, con Voacangina y Voacangina-OH, hubo correlacion
entre la energia de union obtenida y la actividad post-tratamiento, mas no con la Rupicolina (Tabla 2 y
figuras 9, 10y 11). A pesar de esto, no se encontr6 una correlacion funcional de esta evaluacion in silico,
pues no hubo disminucién de copias gendmicas en células VERO (Figura 12), pero si en otras lineas
celulares (Figura 13). Al verificar la interaccion in silico directa con el sitio activo del cristal de polimerasa,
se pudo evidenciar que mientras el control de inhibicidn ribavirina tenia contacto directo con este sitio,
los dos alcaloides no, (datos no mostrados). Estos resultados soportan la teoria previamente planteada
en la cual uno de los posibles mecanismos anti-ZIKV de Voacangina y Voacangina-OH pueda
relacionarse con procesos celulares. Por ofra parte, la disminucién de la proteina viral, pudiera
relacionarse con la actividad de los compuestos tipo indol sobre otra de las proteinas virales, tal como la
proteasa NS3, dado que en el modelo de HCV, la NS3 ha sido utilizada como un blanco terapéutico en
la busqueda de inhibidores de tipo indol por medio de simulaciones computacionales (acoplamiento
molecular y modelacién de farmacoforos) [278]. Por lo cual evaluaciones in silico con esta proteina viral
y otras, pudiera ser fundamental para complementar el posible mecanismo de accién de los alcaloides
Voacangina y Voacangina-OH contra ZIKV.

En conclusion, si bien las estrategias in silico son utiles para predecir interacciones entre proteinas y
ligandos [279], se hace necesario estudios in vitro que acomparien estas observaciones y soporten las
conclusiones en un contexto experimental, para hacer una correlacion entre las estrategias y otorgar de
este modo un significado bioldgico al posible mecanismo antiviral [280].
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15.  CONCLUSION GENERAL

Los alcaloides inddlicos evaluados en el presente estudio demostraron un potencial antiviral contra
DENV-2/NG, DENV-2/16681, ZIKV y CHIKV al ser capaz de inhibir las particulas virales infecciosas
mediante tamizaje antiviral. Voacangina inhibié pasos iniciales del ciclo replicativo CHIKV en la linea
celular VERO, tuvo un posible efecto virucida frente a la cepa DENV-2/NG en la misma linea celular,
ademas inhibio a ZIKV en las tres lineas celulares tanto en pasos previos como posteriores a la
replicacion viral. Voacangina-OH fue capaz de disminuir la infeccion por ZIKV en multiples pasos del ciclo
replicativo y ser independiente de la linea celular evaluada, mientras que el mismo alcaloide inhibié a
CHIKV y DENV-2/NG en pre-tratamiento sobre VERO. Por su parte, Rupicolina fue capaz de inhibir en
post-tratamiento a CHIKV en células VERO y a DENV-2/NG en etapas iniciales del ciclo replicativo en
VERO y A549.

Conclusiones especificas

o Se validd la hipétesis alterna al determinar el potencial antiviral de Voacangina, Voacangina-OH
y Rupicolina mediante la estrategia antiviral combinada contra la infeccién de ZIKV, CHIKV y DENV.
o Se identifico como candidato antiviral a la Voacangina al inhibir pasos previos y posteriores de la

replicacion viral de ZIKV en diferentes lineas celulares, pasos previos a la replicacion de CHIKV en VERO
y al tener un posible efecto virucida sobre DENV.

. Se identifico a la Voacangina-OH como candidato antiviral al inhibir significativamente la infeccion
por ZIKV en mdltiples pasos del ciclo replicativo y en diferentes lineas celulares, a CHIKV en pasos
previos en VERO y U937, y a DENV en pasos previo en VERO.

. Rupicolina inhibié significativamente la infeccion de DENV en Pre-tratamiento en VERO y A549,
ademas de disminuir la infeccion de CHIKV en Post-tratamiento en VERO.
. Los diferentes controles positivos de inhibicién tuvieron inhibiciones significativas en cada una

de las estrategias antivirales que se estudiaron en el presente trabajo, validando a su vez los resultados
obtenidos.

o Las estrategias in silico son utiles en el estudio de antivirales al identificar energias libres de
union favorables y predecir interacciones entre los ligandos y las proteinas blanco.

16.  PERSPECTIVAS

o Estudios en metabolomica que permitan dilucidar las posibles rutas metabdlicas que se alteran
en presencia de cada uno de los compuestos en condiciones de infeccién con los virus aqui evaluados.
o El uso de lineas celulares de origen neuronal como SH-SY5Y que pueda determinar el potencial
antiviral in vitro de los alcaloides que presentaron resultados promisorios para la infeccion por ZIKV.

. Evaluar la concentracion efectiva 50 y la concentracion citotdxica 50 en varias lineas celulares y
determinar de este modo el indice de selectividad.

. Realizar un tamizaje antiviral en las diferentes lineas celulares (U937 y A549)

o Evaluar in sililco todas las proteinas virales de cada uno de los virus evaluados para poder
correlacionar el posible mecanismo antiviral obtenido in vitro.

J Realizar ensayos in vivo para llevar a fases clinicas de las moléculas evaluadas como posible

agente antiviral.
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Figura 1. Flujo grama metodolégico.
A partir de concentraciones no citotdxicas se realiza el tamizaje antiviral en células VERO y las inhibiciones significativas se evaluaron a través de las estrategias antivirales de Pre-

tratamiento en células VERO, cuyos resultados de inhibiciones significativas se comparan con dos lineas de origen humano; Trans-tratamiento para determinar el posible efecto
virucida; Post-tratamiento en células VERO, cuyos resultados de inhibiciones significativas se comparan con dos lineas de origen humano, ademas de determinar inhibiciones de

copias gendmicas o proteina viral.
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Voacangina

Rupicolina

Figura 2. Estructura quimica de los alcaloides inddlicos.

A. Estructura de Voacangina. B. Estructura de Voacangina Hidroxi-indolenina (Voacangina-OH). C. Estructura de
Rupicolina

45



0,0 8,1 16,4 32,5 65,0 130,0 260,1
120,0

100,0

80,0

60,0

40,0 \:

20,0

Porcentaje de viabilidad

—@—Voacangina - A - Voacangina-OH --i-- Rupicolina

0,0

0,0 84 171 339 67,8 135,7 2114

Concentracion (uM)

Figura 3. Evaluacion de la toxicidad en células VERO

Se evallan en concentraciones desde 8,4 UM hasta 271.4 uM para Voacangina y desde 8.1 uM hasta
260.1 uM para Voacangina-OH y Rupicolina. Se obtienen viabilidades dependientes de concentracion en
todos los casos.
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Figura 4: Tamizaje antiviral de alcaloides indélicos.

Inhibiciones significativas de ZIKV, CHIKV, DENV-2/NG y DENV-2/16681 en presencia de Vocangina,
Voacangina-OH y Rupicolina a MOI 1 en células VERO respecto al control sin compuesto (CSC) (p<0.05;
t-Student).
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Figura 5. Estrategia Pre-tratamiento en células VERO.
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Figura 6. Estrategia Pre-tratamiento en células U937.

A. resultados de DENV-2/NG con porcentajes de infeccion por encima del 80% en U937. B: porcentajes
de infeccién para ZIKV por parte de la Voacangina y Voacangina-OH en U937. C: porcentajes de
infeccién de CHIKV en presencia de la Voacangina-OH en U937. Para el caso de DENV-2/NG el control
positivo de inhibicion fue Heparina y para ZIKV y CHIKV fue Suramina. Los asteriscos representan las
diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin compuesto (CSC) (p<0.05; t-Student).
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Figura 7. Estrategia Pre-tratamiento en células A549.

A: porcentaje de infeccién de DENV-2/NG en presencia de Voacangina-OH y Rupicolina en A549 B:
porcentaje de infeccién de ZIKV en presencia de, la Voacangina y Voacangina-OH en A549 C:
Porcentajes de infeccion de CHIKV en presencia de Voacangina y Voacangina-OH en A549. Para el caso
de DENV-2/NG y CHIKV el control positivo de inhibicién fue Heparina y para ZIKV fue Suramina. Los
asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin compuesto
(CSC) (p<0.05; t-Student).
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Figura 8. Estrategia de Trans-tratamiento en células VERO.

Porcentajes de infeccion obtenidos por técnica de plaqueo a partir de sobrenadandtes de células VERO
Trans-tratadas con cinco alcaloides inddlicos para la infeccion por ZIKV, CHIKV, DENV-2/NG y DENV-
2/1668 a MOI 1. La Suramina fue utilizada como control positivo de inhibicién para los cuatro virus
evaluados. Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas respecto al control
sin compuesto (CSC) (p<0.05; t-Student).
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Figura 9. Estrategia de Post-tratamiento en células VERO.

Porcentajes de infeccidn obtenidos por técnica de plaqueo a partir de sobrenadantes de células VERO
Post-tratadas con cinco alcaloides indélicos para la infeccidn por ZIKV, CHIKV, DENV-2/NG y DENV-
2/1668 a MOI 1. La Ribavirina fue utilizada como control positivo de inhibicién para los cuatro virus
evaluados. Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas respecto al control
sin compuesto (CSC) (p<0.05; t-Student).
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Figura 10. Estrategia Post-tratamiento en células U937.
A: porcentaje de infeccién de ZIKV por Voacangina y Voacangina-OH, B: porcentaje de infeccion de
CHIKV por Rupicolina. En todos los casos el control positivo de inhibicion fue la Ribavirina. Los asteriscos
representan las diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin compuesto (CSC)

(p<0.05; t-Student).
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Figura 11. Estrategia Post-tratamiento en células A549.

A: porcentaje de infeccién de ZIKV en presencia de Voacangina y Voacangina-OH. B: porcentaje de
infeccién de CHIKV en presencia de Rupicolina. En todos los casos el control positivo de inhibicion fue
la Ribavirina. Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas respecto al
control sin compuesto (CSC) (p<0.05; t-Student).
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Figura 12. Copias genémicas intracelulares en células VERO.

A: acumulacion del genoma viral de CHIKV en células VERO al ser post-tratadas con Rupicolina. B:
Voacangina y Voacangina-OH no disminuyen de manera significativa el genoma viral de ZIKV en células
VERO. En todos los casos el control positivo de inhibicién fue la Ribavirina. Los asteriscos representan
las diferencias estadisticamente significativas respecto al control sin compuesto (CSC) (p<0.05; t-
Student).
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Figura 13. Copias gendémicas intracelulares de ZIKV en células U937 y A549.

A: Disminucion de copias genomicas en presencia de Voacangina y Voacangina-OH en células U937.
B: reduccion de copias genémicas en A549 en presencia de Voacangina y Voacangina-OH. En todos los
casos el control positivo de inhibicion fue la Ribavirina. Los asteriscos representan las diferencias
estadisticamente significativas respecto al control sin compuesto (CSC) (p<0.05; t-Student).
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Figura 14. Cell-ELISA en monocapas post-tratadas.

A. porcentaje de infeccion de ZIKV en tres lineas celulares determinado por ensayo de Cell-ELISA en
monocapas post-tratadas. Se obtuvo porcentajes de infeccidn bajos y estadisticamente significativos
frente a un control no tratado en VERO, U937 y A549. B: porcentaje de infeccién de CHIKV en dos lineas
celulares determinado por ensayo de Cell-ELISA en monocapas post-tratadas. No se obtuvieron
diferencias significativas frente a un control no tratado en VERO, y A549. En todos los casos Ribavirina
fue usado como control positivo de inhibicion (p<0.05; t-Student).
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Figura 15 Complejo de interaccion ligando y proteina diana con LigPlot.

A. Ligando Voacangina en interaccién con los aminoacidos del bolsillo de la proteina E de DENV.B.
Ligando Voacangina-OH en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina E de DENV. C.
Ligando Rupicolina en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina E de DENV. D. Ligando
Suramina en interaccion con los aminoécidos del bolsillo de la proteina E de DENV
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Figura 16 Complejo de interaccion ligando y proteina diana con LigPlot.

A. Ligando Voacangina en interaccion con los aminoécidos del bolsillo de la proteina E de ZIKV.B.
Ligando Voacangina-OH en interaccidn con los amino&cidos del bolsillo de la proteina E de ZIKV. C.
Ligando Rupicolina en interaccidn con los aminoacidos del bolsillo de la proteina E de ZIKV D. Ligando
Suramina en interaccion con los aminoécidos del bolsillo de la proteina E de ZIKV
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Figura 17 Complejo de interaccion ligando y proteina diana con LigPlot.

A. Ligando Voacangina en interaccién con los aminoacidos del bolsillo de la proteina E de CHIKV.B.
Ligando Voacangina-OH en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina E de CHIKV. C.
Ligando Rupicolina en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina E de CHIKV D. Ligando
Suramina en interaccion con los aminoécidos del bolsillo de la proteina E de CHIKV
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Figura 18 Complejo de interaccion ligando y proteina diana con LigPlot.

A. Ligando Voacangina en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NS5 de DENV.B.
Ligando Voacangina-OH en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NS5 de DENV. C.
Ligando Rupicolina en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NS5 de DENV D.
Ligando Ribavirina en interaccién con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NS5 de DENV
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Figura 19 Complejo de interaccion ligando y proteina diana con LigPlot.

A. Ligando Voacangina en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NS5 de ZIKV.B.
Ligando Voacangina-OH en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NS5 de ZIKV. C.
Ligando Rupicolina en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NS5 de ZIKV D. Ligando
Ribavirina en interaccién con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NS5 de ZIKV
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Figura 20 Complejo de interaccion ligando y proteina diana con LigPlot.
A. Ligando Voacangina en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NSP2 de CHIKV.B.
Ligando Voacangina-OH en interaccién con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NSP2 de CHIKV.
C. Ligando Rupicolina en interaccion con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NSP2 de CHIKV D.

Ligando Ribavirina en interaccién con los aminoacidos del bolsillo de la proteina NSP2 de CHIKV
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Figura 21: Dinamica molecular del complejo de DENV y la proteina de envoltura.
La desviacion de la media cuadratica (RMSD) entre los carbonos alfa del ligando y la proteina diana no
supera los 1.2 A durante 10 picosegundos.
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18. TABLAS

Tabla 1. Acoplamiento molecular con proteina estructural.
Se indican la energia libre de union obtenida por AutoDockVina, la cantidad de puentes de hidrégenos que se predicen, los &tomos involucrados en los mismos, la

distancia del puente y los puntos calientes definido en PeptiMap.

Resultado acoplamiento molecular Informacion de la proteina diana
Ligando Kcal/mol | Puentes H Atomos en Puentes H Distancia A Proteina | Codigo Cadena Sitio de union (Basadoen Dominio Reso!umon
blanco PBD PeptiMap) A
Envoltura DENV
Voacangina -6,0 2 Phe337 (x2) (3,21-3,14)
Voacangina-OH 5,4 2 Lys334-Asn355 3,20-3,25 Met301, Lys334, lle335, Pro336,
o Envoltura| 3UZV A |Phe337, Glu338, Leu3s1, Val3s4, Il} 2,1
Rupicolina -5,1 1 Pheld37 3,07 Asn355. Pro356
Suramina -1,8 4 Phe337-Glu338-GIn386 (x2) |3,13-3,22-(3,11-3,26
Envoltura ZIKV
Voacangina 5,4 0 N/A N/A
Voacangina-OH -5,5 1 IThr366 2,71 Pro39, Thrd0, Val143, His144,
Rupicolina 5,9 1 Lys373 2,97
" *' et san | a (O See htt Late) |
lle1, Arg2 (x2), Gly5, Glu162, [3,02-(3,24-3,33)3,02- roo%, V"m i Ms"m " roses,
Suramina -8,8 13 IAsn163, Lys373 (x2)-Thr366- [3,13-3,04-(3,06-3,03)- alons, e
IArg164-lle4-Cys3-Valé 3,04-3,19-3,32-2,97-3,31
Envoltura CHIKV
Voacangina -6,8 1 Asn72 2,85 Arg13, Tyr15, Leut6, Alat7,
Voacangina-OH -6,9 2 Leu16-His29 3,18-3,21 His18, His29, Met70, Pro173,
Rupicolina 56 1 is29 311 Envoltural N8 1 B |aspt74, Thri75, Gin236, Leu2st,| =2 23
Suramina 8 1 |Ala24s 3,27 Val242, Pro243
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Tabla 2. Acoplamiento molecular con proteina no estructural.

Se indican la energia libre de union obtenida por AutoDockVina, la cantidad de puentes de hidrégenos que se predicen, los a&tomos involucrados en los mismos, la
distancia del puente y los puntos calientes definido en PeptiMap.

Resultado acoplamiento molecular Informacion de la proteina diana
Ligando Kcal/mol | Puentes H Atomos en Puentes H DistanciaA Proteina | Codigo Cadena Sitio de unlo.n(Basadoen Dominio Resolucion
blanco | PBD PeptiMap) A
NS5 DENV
Vi i -1,4 3 Asn609-His798-Cys709 2,99-3,08-3,34
oacangina ’ SO S-TisIEi-Lys TS, Arg279, Trp302, Ser317,
Voacangina-OH -7 1 Arg729 2,99 -

. Met340, Gly3508, Glu309, Dominio
Rupicolina -7,4 1 Arg729 3,24 RdRp 2J7U A GIv510. Leu511. His512 catalitico 1,8
Ribavirina 61 6 Ser600-GIn602 (x2)-Gly601- |2,72-(3,03-3,25)-2,90- yori Ala79§ ’

’ Arg481-Trpd77 3,08-3,03
NS5 ZIKV
Voacangina -6,4 0 N/A N/A
Voacangina-OH 71 3 rg623-GIn620-Asp665 [2,91-3,28-3,12 ﬁ:@r’a‘r’fg* :::‘;%A\j:g% olimeras
Rupicolina -6,8 3 le797, -Ser712-Trp797 3,09-3,05-3,13 RdRp 5004 A GInGZOJ Gly664 ’Asp665’ a 1,9
Ribavirina 59 7 sn612-Asp665(x4)-Thr608- (3,07 (3,00-2,89-3,31- LeL683 Ly13688 ’
’ Ser798 2,99)-3,18-2,75 '
NSP2 CHIKV
Voacangina -7,0 0 N/A N/A Asn1011. Cys1013. Tro1014
i . sn1011, Cys1013, Trp1014,
Voacangina-OH 6,7 4 L‘fﬂm Ser1048(x2) 2,86-(2,89-3,25)-2,96 Ala1046, Tyr1047, Ser1048,

T Pro1049, Glu1050, Val1051

R | -6 0 ’ ’ ’

tipicolina NSP2 | 3TRK | A | Asn1054, Leu1065, Val1077, |Hidrolasa| 2,3
Tyr1047-Trp1084- Tyr1079, Asn1082, His1083,

Ribavirina 6 7 |Asptad(cdhGintaar. oSS O6AE Trp1084, Lys1091, Glu1204,
Mse1242 ,96)-2,983, Leu1205
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Tabla 3. Cambios aminoacidicos en el gen de la envoltura de las cepas DENV-2/NG y DENV-
2/16681.

El alineamiento obtenido en MEGA de los fragmentos del gen de la envoltura para las DENV-2/NG
indicada como muestra 1 y DENV-2/16681 indicada como muestra 2, y dos secuencias de referencia de
ambas cepas obtenidas en la base de datos de nucleotidos de NCBI GenBank, muestra 6 cambios
aminoacidicos.

Secuencia alineadas fragmento de envoltura
112 120 124 126 454 478

DENV-2 New Guinea C (AB609589)
DENV-2/NG (Muestra 1)

DENV-2 16681 (NC001474)
DENV-2/16681 (Muestra 2)

oo ln|6
oo
Zlz"— |z
Im|mjlx|m
=>4
H|[d[ln|w

67



19.  ANEXO

19.1. Aislamiento de ZIKV/Col a partir de suero de paciente del Norte de Santander.

Se inoculd 200 uL de suero de paciente masculino identificado como #94 con 800 pL de L-15 2% SFB
sobre una monocapa de C6/36 con confluencia del 80% en placa de 6 pozos. Se realizaron
comparaciones diarias de la muestra inoculada con el control negativo de inoculacién para identificar
cambios morfolégicos en las células, indicativo de la presencia del posible agente viral. Se observo
formacion de sincitios a partir del 5 dpi, el cual es el efecto citopatico caracteristico del aislado sobre esta
linea celular (Figura 22).

Figura 22. Efecto citopatico de ZIKV-Acol: a la izquierda el control negativo de inoculacién al 7 dpi, a
la derecha células infectadas con el suero del paciente #94 al 7 dpi.

Se recolecto el sobrenadante promoviendo la lisis celular por congelacidn-descongelacion tres veces. Se
centrifugd el contenido a 2000rpm por 10 min a 4° C y se almacen6 el sobrenadante a -80. Luego se
hicieron pruebas moleculares para identificar por PCR convencional utilizando los primers ZIKVF9027-
ZIKVR9197¢ [281] que flanquean un fragmento de envoltura de 367 pb y RT-gPCR usando los primers
1086 y 1162c [55] con sonda 1107-FAM que se dirigen a una region de la proteina de la envoltura (FIG
23).
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Figura 23. Pruebas molecular stock de trabajo ZIKV-Acol: A. Gel electroforético con presencia de
banda Muestra # 94 de 367 pb junto con el Marcador de peso molecular (MP). B amplificacion por Tag-
Man de la Muestra # 94.

Se realiza el descarte de co-infecciones con otros arbovirus (CHIKV y DENV) (FIG 24)
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Figura 24 RT-qPCR para descarte de co-infecciones de ZIKV-Acol. Ausencia de amplificacion de
CHIKV y DENV en la Muestra #94
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