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RESUMEN

Durante los ultimos afos, el dengue se ha convertido en una de las infecciones
virales transmitidas por mosquitos que crecen mas rapidamente en el mundo, y se
estima que aproximadamente la mitad de la poblacién mundial esta en riesgo de
contraer la infeccion. Actualmente, no existe un tratamiento especifico contra la
infeccion por el virus dengue (DENV); sin embargo, en los ultimos afios se han
buscado inhibidores especificos de componentes virales, como la proteasa viral
NS3, que se considera un excelente objetivo para el disefio de antivirales, debido a
sus funciones cruciales en la replicacién viral y en el procesamiento de la
poliproteina. No obstante, el proceso de desarrollo de un nuevo farmaco es costoso
y largo, por lo tanto, se ha optado por emplear otras estrategias, como utilizar
farmacos ya autorizados por la FDA y evaluar si pudieran tener otro papel

terapéutico.

En este estudio, se identificaron tres farmacos aprobados por la FDA mediante
acoplamiento molecular, que es un método que permite encontrar nuevos
candidatos a farmacos de forma mas rapida y rentable. Los farmacos seleccionados
corresponden a glibenclamida, irinotecan y simvastatina que presentaron una alta
afinidad hacia el dominio de proteasa de la proteina NS3 de DENV-2. Los ensayos
de MTT mostraron que ninguno de los tres farmacos reduce de manera significativa
la viabilidad de las células Huh-7. Finalmente, para conocer su efecto durante la
infeccion por DENV-2 se cuantificd la progenie viral mediante ensayos de focos.
Particularmente, el tratamiento con glibenclamida y simvastatina mostro una
reduccion estadisticamente significativa de la progenie viral a partir de las
concentraciones 5 y 1 uM respectivamente; ademas, presentaron valores altos del
indice de selectividad (24.13 y 134.05 respectivamente). Estos datos sugieren que
ambos farmacos podrian ser candidatos potenciales para el tratamiento de la

infeccion por DENV.




ABSTRACT

In recent years, dengue has become one of the fastest growing mosquito-borne viral
infections in the world, and it is estimated that approximately half of the world's
population is at risk of contracting the infection. Currently, there is no specific
treatment against dengue virus infection (DENV); However, in recent years, specific
inhibitors of viral components have been sought, such as the viral NS3 protease,
which is considered an excellent target for antiviral design, due to its crucial functions
in viral replication and polyprotein processing. However, the process of developing
a new drug is expensive and long, therefore, it has been chosen to use other
strategies, such as drugs already authorized by the FDA, and to evaluate whether

they may have another therapeutic role.

In this study, three FDA-approved drugs were identified using molecular docking,
which is a method that allows finding new drug candidates more quickly and cost-
effectively. The selected drugs correspond to glibenclamide, irinotecan and
simvastatin that showed a high affinity towards the protease domain of the DENV-2
NS3 protein. The MTT trials showed that none of the three drugs significantly
reduced the viability of Huh-7 cells. Finally, in order to know its effect during DENV-
2 infection, the viral progeny was quantified by means of spot tests. In particular,
treatment with glibenclamide and simvastatin showed a statistically significant
reduction in viral progeny from concentrations of 5 and 1 uM respectively; In addition,
it presented high values of the selectivity index (24.13 and 134.05 respectively).
These data suggested that both drugs could be potential candidates for the

treatment of DENV infection.
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I. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de dengue

En la actualidad, el dengue es una de las enfermedades tropicales desatendidas
mas importantes en el mundo. La expansién de poblaciones urbanas, el crecimiento
del turismo, el comercio mundial, el calentamiento global y la escasez de programas
de control de mosquitos han ocasionado un aumento en la distribucién e incidencia
de la infeccién por el virus del dengue (DENV), principalmente en los paises en
desarrollo y subdesarrollados, donde la red de vigilancia de las enfermedades
infecciosas es limitada (Wilder-Smith et al., 2019). DENV, es el arbovirus mas
prevalente en el mundo y agrupa cuatro serotipos DENV 1-4 estrechamente
relacionados, pero antigénicamente distintos, ya que solo el 60-75% de sus
aminoacidos son conservados entre ellos. La infeccion por cualquiera de los cuatro
serotipos da lugar a una variedad de manifestaciones clinicas, que determinan la

gravedad y el curso de la misma (Barrows et al., 2018; Diamond & Pierson, 2015).

DENV, es transmitido por mosquitos hembras del género Aedes, principalmente
Aedes aegypti y en menor grado Aedes albopictus (Salles et al., 2018; Uno & Ross,
2018). Se estima que en el mundo 3600 millones de personas estan en riesgo de
infectarse, con una tasa de infeccion anual de 390 millones de nuevas infecciones
y una mortalidad de 21,000 personas. Ademas, se calcula que 96 millones de
pacientes seran sintomaticos, de los cuales 2 millones cursaran con dengue
hemorragico y sindrome de choque por dengue (Y.-W. Huang etal.,, 2018;

Murugesan & Manoharan, 2020).

Respecto, a la clasificacion de la enfermedad, la Organizacion Mundial de la Salud
en el 2009 establecio que el dengue se clasifica clinicamente como dengue con o
sin signos de alarma o dengue grave. Aunque la mayoria de las personas con
infeccion por DENV permanecen asintomaticas o desarrollan solo sintomas muy
leves, aproximadamente el 25% experimenta una enfermedad febril inespecifica
que se caracteriza por fiebre y la presencia de otros dos 0 mas sintomas, como

dolor de cabeza, erupcidén cutanea, dolor ocular o retro-orbital y mialgia. Una

11




pequefa proporcion de estos pacientes desarrollan complicaciones clinicamente
relevantes como dengue grave cuando experimentan una o mas de las siguientes
condiciones: (1) extravasaciéon de plasma que puede conducir a choque por dengue
o acumulacion de liquidos, con insuficiencia respiratoria, (2) hemorragia grave o (3)

deterioro de 6rganos grave (Guzman et al., 2016; C.-Y. Lin et al., 2013).

1.2 Diagnéstico y tratamiento

El diagndstico clinico del dengue es complicado, debido a la similitud de los
sintomas con otras enfermedades no relacionadas. Debido a esto, se requiere la

confirmacion por parte de pruebas de laboratorio.

Existen métodos seroldgicos y técnicas gendmicas disponibles que permiten
realizar el diagndstico, entre ellos, se encuentran: el aislamiento del virus en cultivo
celular, detecciéon de ARN viral mediante la técnica de transcripcion reversa y
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) en tiempo real, deteccién de
antigenos virales como NS1 mediante ELISA o pruebas rapidas, deteccion de
anticuerpos IgM e IgG e incluso deteccion combinada de antigeno / anticuerpo
(Guzman et al., 2016; Murugesan & Manoharan, 2020; Tang & Ooi, 2012; Wilder-
Smith et al., 2019).

Como no existe un tratamiento especifico para el dengue, los pacientes reciben
tratamientos de soporte, como el suministro de liquidos si hay signos de
deshidratacion, de suero si existe fuga plasmatica y de analgésicos y antipiréticos,
como paracetamol, para controlar algunos sintomas como la fiebre alta (Guzman
et al., 2016).

1.3 Biologia de DENV

1.3.1 Estructura

DENV pertenece al género Flavivirus y a la familia Flaviviridae, que también incluye
otros virus de importancia clinica como el virus de la fiebre amarilla (YFV), virus Zika
(ZIKV), virus de la encefalitis japonesa (JEV) y el virus del Nilo Occidental (Nitsche

12




et al., 2014). El virion de DENV mide aproximadamente 50 nm de diametro. Su
genoma es una molécula de ARN monocatenario de sentido positivo que contiene
un Cap de tipo | en su extremo 5’ y carece de una cola de poli A (Barrows et al.,
2018).

La longitud del ARN es de aproximadamente 11 kb y presenta un unico marco de
lectura abierto que codifica a una sola poliproteina que es procesada por la proteasa
viral NS3 y proteasas celulares, para dar lugar a tres proteinas estructurales
(Céapside (C), premembrana (prM) y la proteina de envoltura (E), que forman la
particula viral y siete proteinas no estructurales (NS) (NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b y NS5) que participan en la replicacién viral, el ensamblaje del viridén y
la evasidn de la respuesta inmune del hospedero (Y.-W. Huang et al., 2018; Kuhn
et al., 2002; Uno & Ross, 2018).

1.3.2 Ciclo viral

El ciclo viral del DENV ocurre en dos hospederos, el humano y el mosquito; durante
la infeccion en el humano, DENV tiene un tropismo celular variado, como las células
dendriticas (DC), endoteliales, fibroblastos, queratinocitos, macréfagos, mastocitos
y monocitos (Blight et al., 2019; Uno & Ross, 2018). No se ha identificado hasta el
momento un receptor especifico para DENV. Sin embargo, diversos estudios han
reportado diferentes candidatos como receptores tanto en mamiferos como en el
mosquito vector. En el caso particular de los mamiferos se encuentran como
candidatos a los glicosaminoglicanos como el heparan sulfato y las lectinas, la
molécula de adhesion de las células dendriticas (DC-SIGN), el receptor de manosa
de macrofagos, el receptor de lipopolisacarido CD14 y proteinas inducidas por
estrés, como las proteinas de choque térmico 70 y 90 y la chaperonina del reticulo
endoplasmico (RE) GRP78 (Cruz-Oliveira et al., 2015).

Una vez que la proteina E de DENV se une al receptor de la célula del hospedero
el virus entra a través de endocitosis mediada por receptores y dependiente de
clatrina. Después, de la internalizacion, el endosoma libera el ARN gendémico viral
debido al cambio conformacional que sufre la proteina E a consecuencia del pH bajo
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de los endosomas, que induce la fusién de la membrana viral con la membrana
endosomal. El ARN viral liberado al citoplasma al ser de sentido positivo, funciona
directamente como un ARNm, que puede traducirse inmediatamente por la
maquinaria celular en una poliproteina, que sera escindida autocataliticamente en
proteinas estructurales y no estructurales mediante el reclutamiento de la proteasa
NS2B / NS3 viral y proteasas del hospedero. La sintesis de las proteinas virales
ocurre en el RE y muchas de ellas quedan insertas en la membrana de este
organelo. Posteriormente, la replicaciéon del ARN del genoma viral ocurre en los
complejos de replicacidén (RCs) que contiene proteinas virales, ARN viral y factores
de la célula hospedera. El ensamblaje del virus se lleva a cabo en la superficie del
RE, cuando las proteinas estructurales y el ARN recién sintetizado geman en el
lumen del RE. Las particulas virales y subvirales inmaduras, no infecciosas se
transportan a través de la red trans-Golgi (TGN). Las particulas del virion inmaduro
son escindidas por la proteasa furina del hospedero, dando como resultado
particulas infecciosas maduras. Las particulas subvirales también son escindidas
por furina. Los viriones maduros y las particulas subvirales se liberan posteriormente
por exocitosis y pueden infectar otra célula del hospedero (Figura 1) (Y.-W. Huang
et al., 2018; Kato & Hishiki, 2016; Mukhopadhyay et al., 2005; Uno & Ross, 2018).
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Figura 1. Ciclo viral de DENV (Murugesan & Manoharan, 2020).
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El conocimiento actual que existe sobre la estructura molecular y el ciclo viral de
DENV ha permitido que la gran mayoria de las estrategias antivirales se centren en
el bloqueo de pasos especificos de componentes clave del ciclo viral. Entre las
principales estrategias de infeccidén anti-DENV se encuentra interferir la replicacion
viral, por lo tanto, la proteasa NS3 de DENV constituye un objetivo farmacolégico

prometedor para una terapia antiviral eficaz.

1.4 Proteina NS3 de DENV

La proteina NS3 de DENV, es una proteina multifuncional que comparte en
promedio un 77% de identidad de secuencia de aminoacidos con los cuatro
serotipos de DENV, presenta un peso de 69 kDa y contiene dos dominios que
poseen multiples actividades enzimaticas (Swarbrick et al., 2017). Un dominio de
serina proteasa (NS3pro) de tipo tripsina con la triada catalitica H51, D75 y S135
(Assenberg et al., 2009). NS3pro se localiza en el extremo N-terminal de NS3, con
una longitud de 180 aminoacidos. En el extremo C-terminal NS3 posee tres
actividades enzimaticas diferentes: una actividad de helicasa, una actividad de
nucledsido 5'-trifosfatasa (NTPasa) y una actividad de RTPasa (da Silva-Junior &
de Araujo-Junior, 2019; Yusof et al., 2000).

1.4.1 Proteasa NS2B-NS3 de DENV

NS3pro requiere la unidon con NS2B como cofactor para su actividad enzimatica y
su plegamiento correcto. NS2B es una proteina de membrana integral de 14 kDa
que se encuentra rio arriba de NS3pro y contiene tres dominios: una regién
hidrofilica central de 47 aminoacidos (que abarca los aminoacidos 49-96) que actua
como un cofactor de proteina esencial de NS3pro y dos segmentos transmembrana
ubicados en los extremos N-terminal y C-terminal (Figura 2) (Lescar et al., 2008;
Luo et al., 2015; Yusof et al., 2000).
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Figura 2. Representacion esquematica del genoma flaviviral, poliproteina y particion
de dominio funcional a lo largo del gen NS2B-NS3. (A) Genoma y poliproteina de
flavivirus. El genoma viral contiene un cap 5’ y regiones no traducidas en los extremos &’
y 3’. Las poliproteinas son procesadas por la proteasa NS2B-NS3 indicada como flechas
rellenas y las proteasas del hospedero por flechas sin rellenar. (B) La representacion
esquematica de los genes NS2B y NS3. La region del cofactor central de NS2B esta en
rojo, y las supuestas regiones asociadas a la membrana de NS2B se muestran como
bloques (Luo et al., 2015).

El complejo NS2B-NS3 es el encargado del procesamiento proteolitico de la
poliproteina viral en las uniones NS2A / NS2B, NS2B / NS3, NS3 / NS4A y NS4B /
NS5, que es importante para la replicacion viral y el ensamblaje del virion (Silva
et al., 2019).

Ademas, en nuestro laboratorio se reportdé que NS3pro de DENV y ZIKV alteran la
integridad del complejo del poro nuclear (NPC) al procesar diferentes nucleoporinas
(Nups), como Nup62, Nup98 y Nup153, componentes del NPC. Estas alteraciones
podrian afectar el transporte nucleo-citoplasma, el cual es necesario para el importe
de factores de transcripcion relacionados con la activacion de la respuesta inmune,

hacia el nucleo, favoreciendo la replicacion viral (De Jesus-Gonzalez et al., 2020).

Palacios-Rapalo y colaboradores en el 2021 reportaron que durante la infeccion por
DENV-2, NS3 se trasloca al nucleo del hospedero, lo que podria sugerir que su
presencia en el nucleo juega un papel importante en la patogénesis de la infeccion.
Por lo tanto, estos nuevos informes respaldan aun mas la importancia que
representa la proteina NS3 en diferentes etapas del ciclo viral de DENV, que la

hacen un objetivo farmacoldgico antiviral prometedor.
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Il. ANTECEDENTES

Hasta el momento, no existe un farmaco antiviral seguro y eficaz contra la infeccion

por DENV, esta situacion ha llevado a la busqueda de farmacos antivirales

derivados de productos naturales, péptidos sintéticos etc. Sin embargo, también se

ha adoptado otro tipo de estrategias como utilizar farmacos ya autorizados por la

Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), que pudieran tener un uso

profilactico y/o terapéutico frente al dengue y cuya aprobacion de uso podria ser

inmediata.

En la Tabla 1, se describen diferentes farmacos que se han evaluado en pacientes

con dengue, en ensayos clinicos de tipo aleatorizado, doble ciego y controlado con

placebo.

Tabla 1. Estudios clinicos sobre la terapéutica del dengue

Farmaco Funcion Resultados Referencias

Cloroquina Farmaco antipaludico, derivado  No hubo reduccion de la duracion de la (Tricou et al.,
lisosomotrépico de 4-aminoquinolina. viremia y la antigenemia NS1. 2010)
Interfiere con el mecanismo de entrada
del virus al inhibir la fusién entre el virus
y la membrana del huésped.

Prednisolona  Farmaco corticosteroide con No se encontr6 asociacion entre la (Tam et al.,
propiedades antiinflamatorias. asignacion al tratamiento y cualquiera de 2012)

los criterios de valoracion clinicos,
hematoldgicos o viroldgicos.

Balapiravir Es un profarmaco de un analogo de No se asocié con cambios mensurables (Nguyen et al.,
nucledsido (llamado R1479) y un en wuna variedad de criterios de 2013)
inhibidor de la replicacion del virus de  valoracion  virolégicos, clinicos o
la hepatitis C in vivo. inmunolégicos en  pacientes  que
comenzaron el tratamiento dentro de las
primeras 48 horas de su enfermedad.
Celgosivir Profarmaco 6-O butanoil producto No redujo significativamente la carga (J.G.Low et al.,
natural de castanospermina. Ejerce viral o la fiebre. 2014)
actividad antiviral inhibiendo la enzima o, o
; . El ensayo no cumplié con los criterios de (Sung et al.,
a-glucosidasa | asociada al RE. g . -
valoracién principales de reducir la 2016)

viremia o la fiebre.

Lovastatina

Farmaco miembro de la familia de
las estatinas también conocidas como
inhibidores de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A (HMG-coa)
reductasa, con propiedades reductoras
de lipidos, incluidos efectos sobre la
funcion endotelial.

No se encontré evidencia de un efecto
beneficioso sobre ninguna de las
manifestaciones clinicas o sobre la
viremia del dengue.

(Whitehorn et al.,
2016)

Actualmente, se encuentran en proceso dos ensayos clinicos de tipo aleatorizado,

doble ciego, controlado con placebo. El primero corresponde a un ensayo de fase Il
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/ 1ll, sobre la eficacia y seguridad de la ivermectina (NCT02045069) en nifios y

pacientes adultos y el segundo corresponde a un ensayo de fase 4 utilizando como

placebo ketotifeno (NCT02673840) en adultos con infeccidn por dengue; sin

embargo, aun queda por determinar su eficacia clinica a largo plazo.

Asimismo, en los ultimos afos también se han disefiado o sintetizado diversos tipos
de inhibidores dirigidos especificamente a la proteasa viral NS3 de los diferentes
serotipos de DENV. Ejemplo de ellos son los inhibidores basados en peptidil-
aldehidos (Schuller et al., 2011); en arilcianoacrilamidas (Nitsche et al., 2011); en
antranceno (Tomlinson & Watowich, 2011); en derivados de aminobenzamida
(Aravapalli et al., 2012); en conotoxina que es un péptido neurotdxico producido por
caracoles del género Conus (Xu etal.,, 2012); en analogos de dipéptidos de
metionina-prolina (Zhou et al., 2013); en derivados de 8-hidroxiquinolina (Lai et al.,
2013); en péptidos hibridos basados en 2,4-tiazolidindiona (Bastos Lima et al.,
2015); que contienen bencil éteres de 4-hidroxifenilglicina (Behnam et al., 2015); en
analogos de fenilalanina y fenilglicina (Weigel et al., 2015); en derivados de acido
bdrico (Nitsche et al., 2017); y en péptidos ciclicos (Takagi et al., 2017; Xu et al.,
2012). Sin embargo, son pocos los que han tenido un efecto sobre la actividad viral
y entre ellos se encuentran los derivados de a-cetoamidas (Steuer et al., 2011);
péptidos hibridos de tiazolidinona (Nitsche etal.,, 2013); basados en
imidazolidinonas y pirrolidinas biciclicas fusionadas (Weng etal.,, 2017) vy
compuestos basados en prolina (Millies et al., 2019). En la Tabla 2 se describen

otros ejemplos de inhibidores de proteasas con mas detalle.

Tabla 2. Inhibidores de la proteasa NS3 viral de DENV

Inhibidores Resultados Referencias

BP2109 Tuvo un efecto inhibidor eficaz sobre el rendimiento viral contra (Yang et al., 2011)
los cuatro serotipos de DENV a una concentracién no citotoxica
de 8 uM. Mostré un efecto inhibidor sobre la actividad de proteasa
de DENV-2 a una concentracién de 12 uM.

Protegrina-1 Inhibié la proteasa de DENV-2 con una ICsode 11.7 pM. Ademas  (Rothan, Abdulrahman,
redujo la replicacion viral de manera significativa principalmente etal., 2012)
alas 24 horas.

Retrociclina-1 Inhibié la actividad de la proteasa recombinante con diferentes (Rothan, Han, et al.,
valores de 1Csoque dependio de la temperatura (28°C, 46.1 £ 1.7 2012)
uM; 37 °C, 214 = 1.6 pM; 40°C, 14.1 = 1.2 pM) y redujo
significativamente la replicacion viral en células vero infectadas
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con DENV-2 en el tratamiento simultaneo después de 48 horas
(70 %) y 75 horas (85 %).

SK-12 Inhibi6 eficazmente la proteasa viral y la replicacién de todos los (Pambudi et al., 2013)
serotipos de DENV.

Tiadiazolopirimidinona1  Mostré una actividad inhibidora contra la proteasa viral con una (H et al.,, 2014)
ICs0de 6.09 pM.

Antraquinona Inhibi6 eficazmente la actividad de la proteasa viral de DENV-2 y (Chu et al., 2015)
redujo el titulo viral en células HuH-7 a una concentracion de 1
uM.

Policresulen Resulté ser un potente inhibidor de la proteasa de DENV-2, con (Wu et al., 2015)

una ICso de 0.48 pg/mL en las células BHK-21 e inhibi6 la
replicacion viral.

Flavonoides Agatisflavona fue el mas activo con una ICso de 15.1 £+2.2y 17.5 (de Sousa et al., 2015)
+ 1.4 uM contra la proteasa de DENV-2 y DENV-3.

Derivados de Mostraron ICso en un rango micromolar bajo para la proteasa viral. (Wu et al., 2015)
benzotiazol Ademas inhibieron significativamente la replicacion viral de los
serotipos de DENV 1, 2 y 3 a concentraciones submicromolares.

*ICs0: Concentracion inhibitoria media maxima.

A pesar de estos avances, aun existe una serie de limitaciones que dificultan el uso
de péptidos como farmacos terapéuticos; ejemplo de ello es su escasa estabilidad
y biodisponibilidad, ademas, se ha reportado que los péptidos no modificados
pueden degradarse rapidamente en el suero humano y como consecuencia pueden
presentar actividades bajas in vivo. No obstante, se pueden aplicar diversas
modificaciones quimicas para manipular las propiedades fisicoquimicas de los
péptidos, aumentando asi la estabilidad y biodisponibilidad de estos (Bruno et al.,
2013).

Sin embargo, los candidatos a farmacos aun no son aprobados para su uso como
tratamiento en humanos, por lo tanto, aun existe la necesidad de encontrar un
tratamiento eficaz contra dengue que pueda acortar la duracién de la enfermedad,
reducir la gravedad de los sintomas y prevenir el desarrollo de complicaciones
graves como el sindrome de choque por dengue. Entre las caracteristicas de un
farmaco ideal contra dengue se encuentran el que sea activo contra los 4 serotipos

de DENYV, de bajo costo, facilidad de administracion, considerando que existe una
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gran carga de enfermedad en la poblacién pediatrica y que ademas cuente con un

excelente perfil de riesgo-beneficio.

El proceso de desarrollo de nuevos farmacos lleva mucho tiempo, es laborioso y
costoso, ya que tiene que pasar por todas las fases del desarrollo desde su
descubrimiento hasta el registro del farmaco. Por lo tanto, diversos grupos de
investigadores han estado invirtiendo constantemente en el desarrollo de nuevos
métodos para aumentar la eficiencia del proceso de descubrimiento de farmacos.
En este contexto, el virtual screening basado en estructuras (SBVS) es
una técnica in silico util y prometedora para el disefio y busqueda de farmacos.
Ademas, se ha demostrado que el disefio de farmacos basado en estructura es mas
eficiente, ya que tiene como objetivo comprender la base molecular de una
enfermedad y utilizar el conocimiento de la estructura tridimensional del objetivo
biolégico en el proceso. Asimismo, el uso de SVBS tiene como ventajas: una
disminucién en el tiempo y costo involucrados en el cribado de millones de
moléculas; no es necesaria la existencia fisica de la molécula, por lo que se puede
probar computacionalmente incluso antes de sintetizarla y finalmente existen varias

herramientas disponibles para ayudar a SBVS (Maia et al., 2020).

Entre las técnicas de SBVS destaca el acoplamiento molecular, que se ha
convertido en una herramienta esencial en el descubrimiento de farmacos debido a
su bajo costo computacional. Esencialmente, el objetivo del acoplamiento molecular
es proporcionar una prediccion de la estructura del complejo proteina-ligando, el
cual va seguido de una puntuacién en SBVS para clasificar los compuestos con
mejor afinidad, utilizando métodos de calculo (Ferreira et al., 2015; Lionta et al.,
2014; Meng et al., 2011).

Por lo tanto, buscar inhibidores de la proteasa NS3 a partir de medicamentos
aprobados por la FDA, mediante estas estrategias bioinformaticas prometen una
seleccion de medicamentos con un alto potencial para inhibir la replicacion de
DENV.
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lNl. JUSTIFICACION

La infeccidn por DENV ha resurgido como un importante problema de salud publica,
ademas, es de las infecciones virales transmitidas por mosquitos que emergen mas
rapidamente en el mundo, generando un impacto socioecondmico significativo

principalmente en los paises subdesarrollados.

A pesar de los numerosos esfuerzos para identificar un compuesto antiviral seguro
y eficaz, actualmente, no existe un farmaco especifico aprobado contra DENV. Sin
embargo, se han realizado diferentes estudios en busca de blancos antivirales y las
proteasas virales han demostrado ser excelentes, debido a sus funciones en la
replicacion viral. Por lo tanto, los inhibidores de NS3pro son candidatos potenciales
a farmacos para el tratamiento de la infeccién por DENV. No obstante, el proceso
de investigacion y desarrollo de un nuevo farmaco es costoso y largo, ya que implica
diferentes fases, desde la identificacion del compuesto, hasta la fase de aprobacion

y registro, ademas la tasa de éxito en muchas ocasiones resulta ser muy baja.

Como consecuencia de estas limitaciones, se ha optado por emplear otras
estrategias, como utilizar farmacos pre-aprobados por la FDA y evaluar su papel
terapéutico en otros padecimientos. Entre los métodos mas utilizados actualmente
para la busqueda y el disefio de nuevos farmacos se encuentra el virtual screening
basado en estructura que ha contribuido a la aparicion de compuestos que se

encuentran ya en el mercado.

Entre el disefio de farmacos basados en su estructura se encuentra el acoplamiento
molecular que se considera también una herramienta clave en el disefio de
farmacos, ya que ofrece nuevos candidatos de forma mas rapida y rentable.
Entonces, resulta interesante, identificar nuevos candidatos que inhiban la
replicacion viral de DENV-2 dirigidos a la NS3pro, basandonos en compuestos ya
aprobados por la FDA utilizando herramientas bioinformaticas y validando su

utilidad en un modelo de infeccion con DENV.
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IV. HIPOTESIS

El analisis de candidatos inhibidores de la proteasa NS3 de DENV-2 mediante
acoplamiento molecular nos permitira identificar inhibidores de la replicacion viral de
DENV.

V. OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar in silico inhibidores de la proteasa NS3 de DENV-2 a partir de compuestos
aprobados por la FDA y probar su eficacia para reducir la replicacion de DENV-2 en

células Huh-7.
Objetivos particulares

- Modelar por homologia la proteina NS3 de DENV-2.

- Seleccionar los inhibidores con mejor afinidad hacia la proteasa NS3 de
DENV-2 a partir de los resultados del acoplamiento molecular.

- Evaluar in vitro la actividad antiviral de los inhibidores seleccionados en

células Huh-7.
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V1. DISENO EXPERIMENTAL

| Analisis isiico

Acoplamiento Acoplamiento
molecular focalizado molecular tipo ciego
I |

Modelado de Busqueda y
NS3 DENV-2 seleccion de

I farmacos

i6 Mejores DENV (1-4)

Ogéi:(:ﬁ;:e Base de datos candidatos

; ZINC15 I

(UniProt) | DENV-1

’ Base de datos I
Obtencion del DenvinD DETV'3
modelo (Swiss i

model) DENV-4 ‘ A Lisis iy Vilio

Evaluacion de la
calidad del
modelo Ensayo de Evaluar la actividad antiviral

viabilidad celular (DENV-2)

Ensayo MTT Ensayo de unidades
formadoras de foco

VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Analisis in silico de la proteina NS3

7.1.1 Busqueda y seleccion de farmacos

Para la busqueda y seleccion de farmacos se utilizé la base de datos ZINC15, que
contiene una coleccién curada de 230 millones de compuestos quimicos. Entre
estos, se filtraron aquellos aprobados por la FDA y de origen natural, y se
descartaron las sustancias con poca actividad farmacoldgica. Posteriormente, los
farmacos seleccionados fueron ingresados a la base de datos DenvinD (Dwivedi
et al., 2020), que compila todos los inhibidores disponibles que pueden actuar como
objetivos potenciales para el descubrimiento de farmacos contra DENV, esto con la

finalidad de evitar seleccionar farmacos ya reportados como inhibidores.
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7.1.2 Estructura de las proteinas NS3 y NS5 de DENV 1-4

La estructura terciaria de la proteasa-helicasa NS3 de DENV-1, DENV-2 y DENV-3
y la estructura terciaria de la proteina NS5 de DENV-1 y DENV-4 fueron modeladas
por homologia con el servidor SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018).

Se utilizoé la secuencia de la proteina NS3 y NS5 de DENV-1 cepa Nauru/West
Pac/1974 con numero de acceso UniProtKB: P17763, NS3 de DENV-2 cepa
Thailand/16681/1984 con numero de acceso UniProtKB: P29990 y NS3 de DENV-
3 cepa Philippines/H87/1956 con numero de acceso UniProtKB: P27915. Mientras
que para la estructura terciaria de la proteina NS5 de DENV-4 se utilizé la secuencia
de la cepa Singapore/8976/1995 con numero de acceso UniProtKB: Q5UCBS.

La estructura terciaria de NS3 de DENV-4 (ID: 2VBC), NS5 de DENV-2 (5ZQK) y de
DENV-3 (5CCV) se obtuvieron de la base de datos PDB.

Los archivos en formato PDB fueron analizados con el software UCSF CHIMERA
(Pettersen etal., 2004) y los modelos fueron validados mediante el grafico de
Ramachandran y el servidor VERIFY3D (Bowie et al., 1991; Luthy et al., 1992).

7.1.3 Alineamiento de secuencias

Se compararon las secuencias de la proteina NS3 de diferentes flavivirus (DENV,
WNV y ZIKV) utilizando el servidor Clustal Omega, Multiple Sequence Alignment
(Sievers et al., 2011).

7.1.4 Acoplamiento molecular focalizado y ciego de farmacos contra NS3 y
NS5 de DENV (1-4)

En primer lugar, se realiz6 el acoplamiento molecular de tipo focalizado para los 100
farmacos seleccionados dirigidos contra el dominio de proteasa de la proteina NS3
de DENV-2. Se utilizé la estructura cristalina de la proteina NS3 de DENV-2, |a cual
fue minimizada con el software PyMOL 2.4 y el editor de texto Kate Version 20.04.1.
Se eliminaron las moléculas de agua y otras moléculas asociadas en el archivo

PDB. El acoplamiento molecular se realiz6é con el software Autodock4 y AutoGrid4
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(Huey et al., 2007; Morris et al., 1998, 2009). Posteriormente, se eligieron los

mejores modelos de interaccion en funcion del AG calculado mas bajo.

La preparacion de la estructura de NS3 de DENV-2, y los ligandos se realizd
mediante el software AutoDockTools version 1.5.6 (Morris etal., 1996). Los
parametros de la cuadricula utilizados fueron 60 A, 60 Ay 60 A (X, Y y Z), el
espaciado de la cuadricula de 0.375 Ay la cuadricula central (X, Y y Z) de 68.507,
-3.250 y 51.986. Los parametros del algoritmo genético fueron: numero de series de
GA 100, tamano de poblacion 50, numero maximo de evaluaciones medianas

10000000, los demas valores se utilizaron por defecto.

Posteriormente, se seleccionaron tres farmacos, que corresponde a glibenclamida,
irinotecan y simvastatina y se realiz6 el acoplamiento focalizado para los tres
farmacos contra NS3pro de DENV-1, DENV-3 y DENV-4. En este contexto, los
unicos datos que variaron fueron los valores de la cuadricula central (X, Yy Z) para
los tres serotipos. En el caso de DENV-1 fueron: 4.632, 13.041 y -13.838; DENV-3:
-24.256, -0.084 y -10.011 y DENV-4: -24.323, -0.076, -9.993.

El acoplamiento ciego se realizd para los tres farmacos seleccionados contra las
proteinas NS3 y NS5 de DENV 1-4, donde los valores que variaron fueron el
parametro de la cuadricula que ahora correspondieron a 126 A, 126 Ay 126 A (X,
Y y Z). El valor de la cuadricula central también fue diferente para los 4 serotipos de
DENV.

7.2 Linea celular y cepa viral

En este trabajo se utilizé la linea celular de carcinoma hepatocelular humano Huh-
7 la cual se cultivdo en medio avanzado de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementado con glutamina 2 mM, suero bovino fetal (FBS) al 5%, fungizona (1 mL
/ L), penicilina (5x10* U / mL) y estreptomicina (50 pyg / mL) a 37 °C y atmdsfera
humidificada con CO> al 5%.

El virus empleado para los ensayos de infeccion fue DENV-2 cepa Tailandia. El virus
se propago utilizando cerebros de ratones lactantes CD-1 (proporcionados por la
Unidad de Proteccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL).
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Como control se utilizaron extractos cerebrales de ratones lactantes CD-1 no

infectados (Mock-infection). El titulo viral se calcul6 por ensayo de focos.

7.3 Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular se evalué con el método MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol).

Las células Huh-7 se cultivaron en placas de 96 pozos hasta alcanzar una
confluencia del 70-80 %. Posteriormente, se trataron durante 48 h a 37° C con el
vehiculo (DMSO) y los farmacos seleccionados a diferentes concentraciones. 1)
Para glibenclamida fueron: 1 pM, 5 uyM, 10 pM, 25 uM, 50 pM, 100 pM, 500 uM,
1000 pM, 1500 uM, 2000 uM y 2500 pM. 2) Para irinotecan fueron: 0.1 uM, 1 pM, 5
MM, 10 pM, 15 uM, 25 uM, 500 uM, 100 uM, 300 uM, 500 uM, 1500 uM y 2000 pM
y finalmente para simvastatina fueron: 0.1 uM, 1 uM, 2 uM, 3 uM, 5 M, 10 yM, 15
MM, 30 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM y 250 uM. A continuacion, se agregaron 14 uL
de MTT por pozo y se incubd por 3 h a 37°C segun las indicaciones del proveedor.
Finalmente, se retiré el MTT y se agregaron 100 yL de DMSO por pozo. La lectura
se realizé en el espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm. Para quitar el
fondo se leyod la placa a una longitud de onda de 620 nm y las absorbancias
obtenidas se restaron a las absorbancias obtenidas con la longitud de onda de 550

nm.

7.4 Ensayo de rendimiento viral

Las células Huh-7 se sembraron en placas de 24 pozos y cuando alcanzaron una
confluencia entre el 70 y 80 %, se infectaron con DENV-2 a una multiplicidad de
infeccion de 1 en medio Hanks con 1% de suero fetal bovino durante 2 horas a 37°.
Posteriormente, se realiz6 el ensayo de inhibicion, usando como vehiculo, DMSO y
los tres farmacos seleccionados, glibenclamida, irinotecan y simvastatina en medio
DMEM durante 48 h a 37° C. Las concentraciones empleadas de glibenclamida
fueron 1, 5, 10, 25, 50 y 100 pM, para irinotecan fueron 0.1, 1,5, 10, 15y 25 uM y
finalmente para simvastatina fueron 0.1, 1, 2, 3, 5y 10 uM.
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A continuacion, se recolectaron los sobrenadantes de células tratadas y no tratadas
con los farmacos infectadas con DENV-2 para determinar el rendimiento viral
usando un ensayo de unidades formadoras de focos (UFF). Brevemente, 1.5 x 10°
células de la linea celular Huh-7 se sembraron en placas de poliestireno de 96
pocillos durante 24 h hasta tener una monocapa semiconfluente. EI medio celular
Huh-7 se reemplazo e incubd con 50 uL de diluciones seriadas preparadas con 15
ML de sobrenadantes de células tratadas o no tratadas infectadas con DENV-2,
agregadas con 135 yL de medio HANKS (volumen final 150 pL) y se incubaron
durante 2 h a 37 °C para permitir la absorcion viral. Después del tiempo de
incubacion, se colocaron 100 uL de medio de soporte (Medio MEM 2X con 0,8% de
carboximetilcelulosa (CMC) anadida con 5% de FBS). Las placas con medio de
soporte (CMC) se dejaron incubando durante 48 h a 37 °C bajo atmésfera de CO»
al 5%, evitando movimientos bruscos. Posteriormente, el medio completo se retird
y se lavé 3 veces con PBS 1X, para después fijar las células con paraformaldehido
al 1% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Enseguida, se permeabilizaron
las células con solucion permeabilizadora (saponina 0.02%, SFB 1% en PBS 1X)
durante 20 minutos y se incubd con el anticuerpo monoclonal primario anti-DENV
2H2, dirigido a las proteinas virales prM-E, durante 1:30 h a 37° C. A continuacion,
se lavo 3 veces con solucion permeabilizadora y se coloco el anticuerpo secundario
anti-raton Alexa 488 (Life technologies) durante 1:15 h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, las placas se lavaron 3 veces con PBS 1X. Los focos se
contaron en un microscopio de fluorescencia. El titulo viral se expres6 como

unidades formadoras de focos por mililitro (UFF/mL).

7.5 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el software Graph Pad Prism version 8.0.2. Los
datos numéricos se expresaron con el valor de la media y desviaciéon estandar (SD).
Para determinar diferencias entre las concentraciones utilizadas en los ensayos de
viabilidad celular y los ensayos de focos de células tratadas y no tratadas con los
farmacos se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA de una via) usando las pruebas
de comparaciones multiples de Dunnett. Los resultados fueron normalizados y
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presentados en porcentajes considerando el 100% de las células infectadas sin

tratar.
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VIIl. RESULTADOS

Prediccion de la estructura terciaria de la proteina NS3 de DENV-2

Se realizé la busqueda de la estructura terciaria de la proteina NS3 de DENV-2 en
la base de datos de Protein Data Bank (PDB). Sin embargo, no se ha
reportado el cristal completo de dicha proteina, por lo cual su estructura se modeld
por homologia mediante el programa de Swiss model. Para la prediccion se utilizd
la secuencia de aminoacidos de la cepa Thailand/16681/1984 con numero de
acceso UniProtKB: P29990. El programa predijo una estructura terciaria con un
SeqlD: del 76.86% (Figura 3).

Dominio de proteasa

Triada catalitica

Figura 3. Prediccion de la estructura terciaria de la proteina NS3 de DENV-2
cepa Tailandia. Estructura predicha en el programa de Swiss model. Se observa
el dominio de proteasa (color hot pink) y el dominio de helicasa (color light sea
green). En el zoom se observa la triada catalitica caracteristica del dominio de
proteasa Ser 135, His 51y Asp 75.

El modelo fue validado a través del grafico de Ramachandran (Swiss model), donde
se pudo detectar que el 95.11% de los residuos se encuentran en la regién
favorecida (Figura 4). Ademas, este modelo 3D fue validado por el servidor de
verificacion Verify3D que se encuentra en https://saves.mbi.ucla.edu/?job=588036,
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el cual mostré que el 92.03% de los residuos de aminoacidos de la secuencia

utilizada es compatible con el modelo 3D.

Figura 4. Validacion del modelo 3D de NS3 de DENV-2. La parcela de
Ramachandran del modelo 3D se obtuvo del programa Swiss model, donde se pudo
detectar que el 95.11% de los residuos se encuentran en la region favorecida, el
3.58% en la regién permitida y el 2.15% de los residuos en la region atipica.

Ademas, se realizdé un alineamiento multiple de las secuencias del dominio de
proteasa de NS3 de los cuatro serotipos de DENV vy diferentes virus del género
Flaviviridae, como el virus del Nilo Occidental (WNV) y el virus Zika (ZIKV) con la
finalidad de evaluar si el sitio activo de la proteasa NS3 era conservado entre ellos.
A este respecto, encontramos que el sitio activo de proteasa de NS3 se encuentra

conservado en los diferentes virus utilizados para el analisis (Figura 5).
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DENV-2 AGVLWDVESEFPPMGKAELEDGAYRIKQKGILGY SQIGAGVYREGTFHTMWEVTRGAVLME &0

DENV-4 SGALWDVESPARROKATLTEGVYRIMORGLFGRTOVGVGIHMEGVFHTMWHVTRGSVICH &0
DENV-1 SGVLWDTPSPPEVERAVLDDGIYRILORGLLGRSOVGVGVEFQEGVFHTMWHVTRGAVLMY &0
DENV-3 SGVLWDVPSPPETORAELEEGVYRIRQQGIFGRTOVGVGVOREGVFHTMWHVTRGAVLTH &0
AIEV SGALWDVPAPREVEEGETTDGVYRVMTRRLLGSTOVGVGVMOEGVFHTMWHVTEGSALRS &0
WHV GGVLWDTPSPREYREGDTTTGVYRIMIRGLLGS YQAGAGVMVEGVFHTLWHTTEGAATMS &0
LR ERR Wk .. ok sosak ok Kk kr kW kR okk Wako -
DENV-2 EGERIEPSWADVERDLISYGGGWELEGEWRKEGEEVOVLALEPGENPRAVOTEPGLFETNA 120
DENV-4 ESGRLEPSWADVENDMISYGCGWRLGDEWDEEEDVOVLATEPGENPEHVOQTEFGLFETLT 120
DENV-1 QGERRLEPSWASVERDLISYGCGWRFOGEWNACEEVOVIAVERPGENPENVOQTAPGTFETEE 120
DENV-3 NGERLEPNWASVERDLISYGGGWRLSAQWORGEEVOVIAVEPGENPENFOTMPGIFOTTT 120
ZIEV GEGRLDPYWGDVEODLVSYCGEPWELDAAWDGHEEVOLLAVPPGERARNIQTLPGIFETED 120
WNV GEGRLDPYWGESVEEDRLCYGGEPWELOHEWNGODEVOMIVVERPGENVENVOTEPGVFETEE 120
Mok K Weak a2 Kk K ke ® R T T 2
DENV-2 GTIGAVELDFSPCTSGSPIIDEKGEVVGLYGNGVVTREGAYVSATAQTERSIEDN-PEIE 17%
DENV-4 GEIGAVTLDFEPGTSGSPIINRKGEVIGLYGNGVVTESGDYVSAITQAERIGEED-YEVD 17%
DENV-1 GEVGAIALDFEPCTSGSPIVNREGRIVGLYGNGVVTTSGTYVSAIAQRRASQEGELPEIE 180
DENV-3 GEIGATALDFEPGTSGSPIINREGEVVGLYGNGVVTENGGYVSGIAQTNAERPDGETPELE 180
AIEV GDIGAVALDYPAGTSGSPILDECGRVIGLYGNGVVIENGSYVSAITQGRREEETEVECEFE 180
WHV GEIGAVTLDFPTGTSGSPIVDENGDVIGLYGNGVIMPNGSYISAIVOQGERMDEPIPAGEFE 180
Wooekk e akke  kkkWkkkras K - kEWkRERs K Wek Kk . .

DENV-2 D 180

DENV-4 E 180

DENV-1 - 180

DENV-3 - 180

ZIEV - 180

WHV - 180

Figura 5. Alineamiento multiple de las secuencias del dominio de proteasa de
NS3 de diferentes virus del género Flaviviridae. Se observa en color amarillo que
el sitio activo de la proteasa NS3 (His 51, Asp 75 y Ser 135) se encuentra
conservado en los diferentes virus.

Candidatos a inhibidores de NS3 DENV-2 y acoplamiento molecular de tipo

focalizado

Se seleccionaron 100 farmacos de la base de datos de ZINC15, fueron ingresados
a la base de datos Denvind, para evitar seleccionar farmacos ya reportados como
inhibidores. Sin embargo, ninguno de los farmacos seleccionados ha sido reportado
(Anexo 1).

El acoplamiento molecular fue validado utilizando como referencia al farmaco
nelfinavir, que de acuerdo con Bhakat y colaboradores en el 2015, se une a la triada
catalitica Ser 135, His 51 y Asp 75 e inhibe en aproximadamente un 28% la
replicacion viral de DENV-2. Utilizando nuestras condiciones nelfinavir tuvo un valor
de energia de union de -9.13 kcal/mol con la proteina NS3 de DENV-2 y a partir de

este resultado se utilizé a nelfinavir como punto de referencia para seleccionar
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aquellos farmacos con mayor afinidad a la proteina NS3 de DENV-2, los cuales se

indican en color azul en la Figura 6.
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Figura 6. Acoplamiento focalizado de los candidatos a inhibidores de la
proteasa NS3 de DENV-2. El grafico representa los valores de energia de union del
acoplamiento de tipo focalizado para los 100 farmacos seleccionados.
En color vino, se observa a nelfinavir, el cual se utilizd como punto de referencia
para seleccionar el resto de los farmacos a evaluar (color azul).

Con los criterios antes especificados, se seleccionaron 3 farmacos que fueron
glibenclamida e irinotecan que presentan una energia de union de -9.23 y -9.15
kcal/mol, respectivamente. Ademas, se seleccioné el farmaco simvastatina que
presenta una energia de union de -8.54 kcal/mol. Este ultimo, se escogi6 ya que se
ha visto que las estatinas, por ejemplo, la lovastatina puede afectar el ensamblaje
viral de DENV-2 (Martinez-Gutierrez et al., 2011).

En la Tabla 4, se describe la actividad farmacolégica que presentan los tres
farmacos seleccionados y también a que componentes de la triada catalitica del

dominio de proteasa de NS3 se unieron en el acoplamiento focalizado.
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Tabla 4. Actividad farmacologica de glibenclamida, irinotecan y simvastatina

Farmaco Energia de Triada Actividad farmacolégica Referencias

union catalitica
kcal/mol

ZINC537805 Glibenclamida His 51 Tratamiento para pacientes  (Ryu et al., 2014)
Ser 135 con diabetes mellitus.

ZINC1612996 Irinotecan -9.15 His 51 Tratamiento para pacientes (de Man et al.,
con cancer colorrectal, de 2018)
pancreas y de pulmon.

ZINC3780893 Simvastatina -8.54 Ser 135 Agente hipolipemiante que (Al-Rasheed
se usa para tratar la et al., 2017)
hipercolesterolemia y

reducir el riesgo de
enfermedad cardiaca.

Cuando se produce la unién entre un ligando y el sitio activo de una proteina se
establecen una serie de interacciones especificas que son las responsables de la
estabilidad total del complejo. Para evaluar qué tipo de interacciones se pueden
generar entre los 3 farmacos seleccionados y el dominio de proteasa de NS3 de
DENV-2, se utilizé el software Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (Salentin

et al., 2015), que se observan en la Figura 7.

~ Hydrophobic Interactions **+*

GllbenCIamlda ‘ Index Residue AA Distance Ligand Atem Protein Atom
Tyr161 Ser131 1 36A ILE 3.78 5988 307
: 2 36A ILE 3.57 5989 309
Thr134 Frotl? 3 102A PRO 392 5998 948
4 132A PRO 3.74 5985 1215
bl 5 150A TYR 3.66 6012 1370
[} 161A TYR 3.4 6012 1466
Ser13 ) / e v Hydrogen Bonds —
Index Residue AA Distance Distance Donor Protein  Side  Donor  Acceptor
H-A D-A Angle  donor? chain  Atom Atom
1 133A GLY 1.93 295 17396 v x 1218 6006
[Nam]  [Nox]
2 134A THR 3.41 4.02 12014 v x 1223 6006
[Nam]  [Nox]
Tipo de interacciones 3 135A SER 3.15 4.03 14498 x 1232 6006
[Nam]  [Nox]
.+« Hydrophobic Interaction 4 135A SER 3.08 370 12427 v v 1237 6008 [03]
yarop
03
- Hydrogen Bond o3
Water Bridge + Halogen Bonds —

--.- T-Stacking (parallel)
- 1T-Stacking (perpendicular)
- m-Cation Interaction
Halogen Bond
Salt Bridge ‘\ndex Residue AA  Distance  Protein positive? Ligand Group  Ligand Atoms

-+« Metal Complexation 1 51A HIS 4.84 v Carboxylate 6004, 6005

‘\ndex Residue AA Distance Donor Angle Acceptor Angle Donor Atom Acceptor Atom

‘ 1 131A SER 3.2 13585 92.36 5993 [CI] 1208 [03]

~ Salt Bridges -+
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Irinotecan

} Pro132
\/\ Thr134

Simvastatina
Gly133

Ser135

"

Pro132

Val52

\_r_,-—i\_ - -

/"'"\b

~ Hydrophebic Interactions =+

Index Residue AL Distance Ligand Atom Protein Atom
1 S1A His 2.91 6024 450
2 132A PRO  3.88 6018 1216
3 161A TYR 3.86 5990 1465
~ Hydrogen Bonds —
Index Residue AA Distance Distance Donor Protein Side Donor Acceptor
H-A D-A Angle  donor?  chain Atom  Atom
1 54A ARG 1.82 2.66 136.88 v 486 6004
[Ng+]  [03]
2 134A THR 3.66 4.02 10564 o 1229 6010
[03] [Nox]
3 152A ASN 2.80 3.46 12256 = N 5999 1387
[N3] [02]
~ Salt Bridges
Index Residue AA Distance Protein positive?  Ligand Group  Ligand Atoms
1 129A ASP 3.59 x Tertamine 6016
~ Hydrophobic Interactions =+
Index  Residue AA Distance Ligand Atom Protein Atom
1 52A VAL 377 6011 465
2 132A PRO 371 5995 1216

~ Hydrogen Bonds —

Index Residue AA Distance Distance Donor Protein Side Donor Acceptor
H-A D-A Angle donor? chain Atom  Atom
1 1334 GLY 1.77 275 160.81 « x 1218 6005
[Nam] [03]
2 135A SER 2.09 3.03 15325 « x 1232 6007
[Nam] [O3]

Figura 7. Interacciones entre los farmacos glibenclamida, irinotecan y
simvastatina con NS3pro de DENV-2. En las figuras se observan las posibles
interacciones que pueden ocurrir entre los farmacos seleccionados y el dominio de
proteasa de NS3 de DENV-2. Los farmacos se encuentran en color rosa, mientras
que, los residuos de aminoacidos que forman parte de la triada catalitica (His 51,
Asp 75y Ser 135) se muestran en color verde, el resto de los residuos se observan

en color gris.

Ademas, se investigd que otros posibles efectos terapéuticos se han reportado para

los tres farmacos seleccionados. En el caso del irinotecan se ha propuesto a este

farmaco como una nueva opcidn terapéutica para el lupus eritematoso sistémico

humano (Keil et al., 2016).

Para glibenclamida y simvastatina se han propuesto diferentes usos terapéuticos

que se describen en la Tabla 5y 6.
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Tabla 5. Posibles usos terapéuticos para glibenclamida

Efecto
Antiparasitario

Tipo de estudio

Referencias

Echinococcus granulosus In vitro (Loos et al., 2017)

Leishmania donovani In vitro (Rub et al., 2019)

Antitumoral

Cancer de mama In vivo (Cocca et al., 2005)
In vitro (Nunez et al., 2013)

In vitro e in vivo

(Rong et al., 2013)

Carcinoma hepatocelular In vitro (Yan et al., 2017)
Tejido cerebral
Accidente cerebrovascular isquémico Pacientes (Sheth et al., 2014)
In vivo (Nakayama et al.,
2018)

Pacientes (K. Huang et al., 2019)
Edema cerebral severo Pacientes (Pergakis et al., 2019)
Encefalomielitis autoinmune experimental In vivo (Gerzanich et al., 2017)
murino (Esclerosis multiple)
Otros
Lesién aguda traumatica de la médula espinal Pacientes (Minnema et al., 2019)
Antiinflamatorio en infecciones por Pacientes (Koh et al., 2011)
Burkholderia pseudomallei In vivo (Koh et al., 2013)
Inhibidor potencial de las colagenasas In vitro (Bodiga et al., 2014)

Cicatrizacion de heridas

In vitro e in vivo

(Y.-W. Lin et al., 2018)

Tabla 6. Posibles usos terapéuticos para simvastatina

Efectos Tipo de estudio Referencias
Antitumoral
Cancer de tiroides anaplasico humano In vitro (Chen et al., 2017)
Carcinoma hepatocelular In vitro e in vivo (S.-T. Wang et al., 2017)
Cancer de mama In vitro (Bai et al., 2019)
Tumor éseo de células gigantes In vitro (Lau et al., 2020)

Antiviral

Virus de Epstein-Barr

In vitro e in vivo

(Katano et al., 2004)

VIH-1 In vitro (Andras et al., 2010)
Influenza A In vitro (MEHRBOD et al., 2014)
Hepatitis C In vitro (del Campo et al., 2018)
Antibacteriano

Chlamydia pneumoniae In vivo (Erkkila et al., 2005)
Streptococcus pneumoniae In vivo (Rosch et al., 2010)
Listeria monocytogenes In vitro e in vivo (Parihar et al., 2013)
Mycobacterium tuberculosis In vitro (Guerra-De-Blas et al.,

2019)

Otros

Alzheimer

In vitro e in vivo

(Roy et al., 2015)

Esclerosis multiple

Pacientes

(Chan et al., 2017)

Terapia para el trabajo de parto prematuro

In vitro e in vivo

(Boyle et al., 2019)
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Es de resaltar que una de las funciones adjudicadas para simvastatina es actuar
como antiviral, lo que soporta la idea de que podria tener utilidad contra la infeccion
por DENV.

Por otro lado, también se decidié evaluar por acoplamiento ciego (DENV 1-4) y
focalizado (DENV-1, 3 y 4), si los tres farmacos seleccionados tenian la capacidad
de unirse a componentes de la triada catalitica de NS3pro, con el fin de evaluar si
esta afinidad del dominio de proteasa se conserva y podrian funcionar contra la

infeccién de los cuatro serotipos de DENV.

Se realizd el mismo procedimiento de busqueda sobre la estructura terciaria de la
proteina NS3 para DENV-1, DENV-3 y DENV-4 en la base de datos PDB. Sin
embargo, solo se encuentra reportada la estructura completa de NS3 para DENV-
4.

Por lo tanto, la estructura de NS3 de DENV-1 y DENV-3 fueron modeladas por
homologia mediante el servidor Swiss model. Para la prediccién se utilizd la
secuencia de aminoacidos de la cepa de DENV-1 Nauru/West Pac/1974 con
numero de acceso UniProtKB: P17763, mientras que, para DENV-3 se utilizd la
cepa Philippines/H87/1956 con numero de acceso UniProtKB: P27915.

El programa predijo una estructura terciaria con un SeqlD: 75.89 % para DENV-1y
un SeqlD: 79.22% para DENV-3, donde estos valores estan dentro del rango de
calidad del modelo 3D (Figura 8).

Los modelos para DENV-1, DENV-3 también fueron validados mediante el grafico
de Ramachandran (Swiss model), donde se pudo detectar que el 95.31% de los
residuos se encuentran en la region favorecida para DENV-1 y el 91.49% para
DENV-3 (Figura 9).

Los modelos también fueron validados por el servidor Verify3D dando como
resultados que el 91.15% de los residuos de aminoacidos de la secuencia utilizada
es compatible con el modelo 3D para DENV-1, mientras que, para DENV-3, el
87.19% de los residuos de aminoacidos de la secuencia es compatible con el

modelo 3D.
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La estructura terciaria para DENV-4 reportada con el cddigo de acceso 2VBC se
observa en la Figura 10.

Dominio de proteasa

Ser135

Triada catalitica

Triada catalitica

Dominio de helicasa

Figura 8. Prediccion de la estructura terciaria de la proteina NS3 de DENV-1
y DENV-3. Estructura predicha en el programa Swiss model. Se observa
el dominio de proteasa (color hot pink) y el dominio de helicasa (color light sea
green). En el zoom se observa la triada catalitica caracteristica del dominio de
proteasa Ser 135, His 51y Aps 75.
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Figura 9. Validacion del modelo 3D de NS3 de DENV-1 y DENV-3. La parcela de
Ramachandran del modelo 3D se obtuvo del programa Swiss model, donde se pudo
detectar que el 95.31% de los residuos se encuentran en la region favorecida, 3.85
% de los residuos en la region permitida y el 0.84 % de los residuos en la region
atipica para DENV-1. Para DENV-3, el 91.49% de los residuos se encuentran en la
region favorecida, el 7.34% de los residuos en la regién permitida y el 1.17% en la
region atipica.

Dominio de proteasa

NS2B
(Cofactor)

Triada catalitica

Figura 10. Prediccion de la estructura terciaria de la proteina NS3 de DENV-4.
Estructuras obtenidas de la base de datos PDB. Se observa el dominio de proteasa
(color hot pink), el cofactor NS2B (color amarillo) y el dominio de helicasa (color light
sea green). En el zoom se observa la triada catalitica caracteristica del dominio de
proteasa Ser 135, His 51y Asp 75.
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Los resultados del acoplamiento focalizado de la proteina NS3 de DENV-1, DENV-
3 y DENV-4, asi como los componentes de la triada catalitica a los que se unen los
farmacos se observan en la Tabla 7, los cuales se obtuvieron del software
AutoDockTools y PLIP.

Tabla 7. Acoplamiento focalizado de DENV-1, DENV-3 y DENV-4

Farmacos Serotipos Energia de unién Componentes de la triada
kcal/mol catalitica
Glibenclamida DENV-1 -9.14 His 51, Ser 135
DENV-3 -7.66 His 51
DENV-4 -7.87 His 51, Ser 135
Irinotecan DENV-1 -9.17 His 51, Ser 135
DENV-3 -8.48 His 51, Asp 75, Ser 135
DENV-4 -9.13 His 51, Asp 75, Ser 135
Simvastatina DENV-1 -7.52 His 51, Ser 135
DENV-3 -6.92 Asp 75
DENV-4 -7.26 His 51, Ser 135

Los resultados del acoplamiento ciego (DENV 1-4) se observan en la Tabla 8, en la
cual podemos ver que los farmacos seleccionados tienen mejor afinidad hacia el

dominio de helicasa de la proteina NS3 para los 4 serotipos de DENV.

Tabla 8. Acoplamiento ciego para los cuatro serotipos de DENV

Farmacos Serotipos Energia de union kcal/mol

Glibenclamida DENV-1 -10.77
DENV-2 -13.00

DENV-3 -11.45

DENV-4 -11.05

Irinotecan DENV-1 -12.62
DENV-2 -12.18

DENV-3 -11.23

DENV-4 -12.44

Simvastatina DENV-1 -9.12
DENV-2- -10.12

DENV-3 -9.00

DENV-4 -9.10

Ademas, con la finalidad de conocer si los tres farmacos pueden unirse a otras

proteinas virales de DENV, se realizd un acoplamiento ciego dirigido hacia la
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proteina NS5 de los cuatro serotipos de DENV, porque es otra de las proteinas con

actividad enzimatica que la hacen un objetivo terapéutico prometedor.

Por lo tanto, también se realizé la busqueda de la estructura terciaria de la proteina
NS5 para DENV-1, 2, 3y 4 en |la base de datos PDB. Sin embargo, solo se encontré
reportada la estructura completa de NS5 para DENV-2 y DENV-3 reportadas con el
codigo de acceso 5ZQK 'y 5CCV respectivamente (Figura 11).

DENV-2 cédigo de acceso 5ZQK DENV-3 cédigo de acceso 5CCV

Dominio
MTasa

Dominio

Dominio RdRp Dominio RdRp

Figura 11. Prediccion de la estructura terciaria de la proteina NS5 de DENV-2
y DENV-3. Estructuras obtenidas de la base de datos PDB. Se observa el dominio
metiltransferasa (MTasa) en color azul marino, el dominio ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) el cual estd conformado por tres subdominios que
corresponden a RdRp dedos en color azul cielo, RdRp palma en color verde y RdRp
pulgar en color rosa.

Por otra parte, las estructuras de NS5 de DENV-1 y DENV-4 fueron modeladas
mediante el servidor Swiss model. Para la prediccion se utilizé la secuencia de
aminoacidos de la cepa de DENV-1 Nauru/West Pac/1974 con numero de acceso
UniProtKB: P17763, mientras que, para DENV-4 se utilizé la cepa
Singapore/8976/1995 con numero de acceso UniProtKB: Q5UCBS.

40




El programa predijo una estructura terciaria con un SeqID: 81.41% para DENV-1y
un SeqlD: 77.26% para DENV-3, donde estos valores estan dentro del rango de
calidad del modelo 3D (Figura 12).

DENV-1 DENV-4

Dominio ‘ Dominio
MTasa_ o/ SN & MTasa

Dominio RdRp Dominio RdRp

Figura 12. Prediccion de la estructura terciaria de la proteina NS5 de DENV-1
y DENV-4. Estructura predicha en el programa Swiss model. Se observa el dominio
metiltransferasa (MTasa) en color azul marino, el dominio ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp) el cual esta conformado por tres subdominios que
corresponden a RdRp dedos en color azul cielo, RdRp palma en color verde y RdRp
pulgar en color rosa.

Los modelos para DENV-1 y DENV-4 también fueron validados mediante el grafico
de Ramachandran (Swiss model), donde se pudo detectar que el 94.51% de los
residuos se encuentran en la region favorecida para DENV-1 y el 96.33% para
DENV-4 (Figura 13).
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Figura 13. Validacion del modelo 3D de NS5 de DENV-1 y DENV-4. La parcela
de Ramachandran del modelo 3D se obtuvo del programa Swiss model, donde se
pudo detectar que el 94.51% de los residuos se encuentran en la region favorecida,
4.8% de los residuos en la region permitida y el 0.69 % de los residuos en la region
atipica para DENV-1. Para DENV-3, el 96.33% de los residuos se encuentran en la
region favorecida, el 3.21% de los residuos en la regién permitida y el 0.46% en la
region atipica.

Los modelos también fueron validados por el servidor Verify3D dando como
resultados que el 85.06% de los residuos de aminoacidos de la secuencia utilizada
es compatible con el modelo 3D para DENV-1, mientras que, para DENV-4, el
88.79% de los residuos de aminoacidos de la secuencia es compatible con el

modelo 3D.

Ahora bien, los resultados del acoplamiento ciego se observan en la Tabla 9 y coémo
podemos ver en los resultados de acuerdo con la energia de union con la que se
unieron a la proteina NS5, podrian indicar que estos tres farmacos pueden ser

afines a otras proteinas virales de DENV.
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Tabla 9. Acoplamiento ciego de NS5 para los cuatro serotipos de
DENV

Farmacos Serotipos Energia de union kcal/mol
Glibenclamida DENV-1 -11.54
DENV-2 -12.45
DENV-3 -10.2
DENV-4 -11.56
Irinotecan DENV-1 -12.11
DENV-2 -12.72
DENV-3 -11.26
DENV-4 -12.09
Simvastatina DENV-1 -8.38
DENV-2 -10.06
DENV-3 -10.7
DENV-4 -8.9

Finalmente, estos resultados sugieren que los farmacos seleccionados pueden
inhibir la infeccidon con DENV al inhibir la actividad de la proteasa NS3 y de la

replicasa NS5.
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Efecto del tratamiento con glibenclamida, irinotecan y simvastatina sobre la

viabilidad celular en células Huh-7

Para poder analizar in vitro la capacidad de los farmacos seleccionados para inhibir
la infeccién por DENV, se determiné la viabilidad de la linea celular Huh-7 tratadas
con glibenclamida, irinotecan y simvastatina a diferentes concentraciones y se
identificaron aquellas concentraciones que no comprometen la viabilidad. Para
glibenclamida la concentracién mas alta fue de 100 uM, para irinotecan fue de 50

MM y para simvastatina fue de 30 uM (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de glibenclamida, irinotecan y simvastatina sobre la viabilidad
celular en la linea Huh-7. Las células Huh-7 se trataron con diferentes concentraciones
de glibenclamida (1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1000, 1500, 2000, y 2500 uM disuelto en
DMSOQO); irinotecan (0.1, 1, 5, 10, 15, 25, 50, 100, 300, 500, 1500 y 2000 uM) y
simvastatina (0.1, 1, 2, 3, 5, 10, 15, 30, 100, 150, 200 y 250 yM) durante 48 h. La
viabilidad celular se determiné mediante ensayos MTT. Los recuadros rojos indican las
concentraciones limites (CL) con viabilidad mayor al 80 %. Los resultados se expresaron
como la media + error estandar del porcentaje de células viables normalizadas con
respecto al control. *p=0.0332, **p=0.0021, ***p=0.0002, ****p=<0.0001.
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Efecto del tratamiento con glibenclamida, irinotecan y simvastatina sobre la
progenie viral en células Huh-7

Una vez establecidas las concentraciones de cada farmaco que no afectan la
viabilidad celular, analizamos su efecto en células Huh-7 infectadas con DENV-2 a
una MOI de 1. Se seleccionaron las siguientes concentraciones de glibenclamida
(1, 5, 10, 25, 50, 100 yM), irinotecan (0.1, 1, 5, 10, 15, 25 yM) y simvastatina (0.1,
1, 2,3, 5y 10 uyM). Las células se incubaron durante 48 h, para evaluar su efecto

sobre la produccion de la progenie viral.

Interesantemente, los resultados de los ensayos de focos a partir de sobrenadantes
de células infectadas y tratadas con glibenclamida y simvastatina mostraron que a
partir de las concentraciones de 5y 1 uM respectivamente, empieza a haber una
reduccion estadisticamente significativa en la produccién de la progenie viral
833333.33 UFF/mL y 566666.67 UFF/mL respectivamente, que es mas pronunciada
a las concentraciones de 100 y 10 pM, 186666.67 UFF/mL y 260000 UFF/mL

respectivamente (Figura 15).

La progenie viral en valores de porcentaje se traduce en una reduccion de hasta en
un 86% para glibenclamida a una concentracion de 100 uM y un 80 % en el caso
de simvastatina a una concentracién de 10 yM con respecto a sus controles. Estos
resultados confirman el posible efecto antiviral de glibenclamida y simvastatina; pero

no de irinotecan (Figura 16).

Para determinar el efecto de glibenclamida y simvastatina sobre la infeccion por
DENV, se calculo el indice de selectividad (IS) para ambos farmacos basado en la
relacion CCso/ ICso. Glibenclamida y simvastatina mostraron una CCso de 605 y
125.5 uM respectivamente, y para irinotecan fue de 568.5 uM. Posteriormente, se
calculé la ICsg para glibenclamida y simvastatina, los cuales inhibieron la infeccién
de DENV-2 dependiente de la dosis con valores de ICso de 25.07 yM y 1.392 uM
respectivamente. La ICso para el irinotecan no se calcul6 debido a que no se observo
una reduccion estadisticamente significativa en la produccion de la progenie viral

(Figura 17). Por lo tanto, los valores calculados del IS para glibenclamida y
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simvastatina fueron 24.13 y 134.05 respectivamente para las células Huh-7 (Tabla
10).
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Figura 15. Efecto de glibenclamida, simvastatina e irinotecan sobre la
progenie viral de DENV-2 en células Huh-7. El titulo viral se determiné por
ensayos de focos, los resultados se expresaron en log de UFF/mL de tres
ensayos independientes por duplicado. *p=<0.0332, **p=0.0021,
***p=0.0002 y ****p=< 0.0001.
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Figura 16. Efecto de glibenclamida, simvastatina e irinotecan sobre la
progenie viral de DENV-2 en células Huh-7 en porcentaje. El titulo viral se
determind por ensayos de focos. Los resultados se expresan como la media +
error estandar de tres experimentos independientes por duplicado. Los

resultados se normalizaron respecto al control. *p=<0.0332, **p=0.0021,
***p=0.0002 y ****p=< 0.0001.
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Figura 17. Concentracion citotoxica (CCsg), concentracion inhibitoria (ICs) e
indice de selectividad (IS) de glibenclamida, simvastatina e irinotecan en
células Huh-7 infectadas con DENV-2. La viabilidad celular se evalué mediante el
ensayo de MTT a 48 h y mediante un analisis de regresion lineal se calcul6 la
CCso. El 1Cs0 para glibenclamida y simvastatina se calculd en células Huh-7
infectadas con DENV-2 y el valor se estimo por un analisis de regresion lineal. Los
resultados se representaron graficamente con el software Graph Pad Prism version

8.0.2.

48




Tabla 10. indice de selectividad de glibenclamida y simvastatina

Farmacos Linea celular CCs ICs SI (CC 50/ IC 50)

Glibenclamida 605 25.07 2413
Huh-7

Simvastatina 186.6 1.392 134.05

Concentracion citotoxica (CCsg), concentracion inhibitoria (ICso), indice de selectividad (SI).

Estos resultados nos indican que la ICso de ambos farmacos esta por debajo de su
CCso, es decir, tienen un efecto antiviral a concentraciones bajas y su efecto
citotoxico es a concentraciones altas. Por lo tanto, se podria sugerir que ambos
farmacos resultan eficientes y seguros frente a la infeccion por DENV, siendo el mas

prometedor simvastatina, al tener un IS mas alto entre ambos.

49




IX. DISCUSION

La infeccion por dengue es un problema de salud, sumamente importante y
creciente en todo el mundo. Actualmente, no se dispone de un tratamiento, ni de
medicamentos, o vacunas efectivas para su control. Por lo tanto, sigue siendo
necesario el desarrollo e identificacion de nuevos farmacos como una alternativa de
tratamiento antiviral. De manera convencional, el desarrollo de nuevos farmacos
puede llevar varios anos, en promedio de 12 a 16, agregando a esto el costo de su
desarrollo, que requiere de 1 a 2 mil millones de ddlares o mas en algunos casos
(Garcia-Serradilla et al., 2019).

Por lo tanto, el reposicionamiento de farmacos se ha convertido en una estrategia
eficaz que puede conducir a una aprobacibn menos costosa y mas rapida
encontrando un nuevo uso a farmacos que ya se encuentran aprobados para tratar
otras enfermedades. La principal ventaja de esta estrategia es que la seguridad de
los farmacos reposicionados ya ha sido bien establecida en humanos y otros
modelos preclinicos, y ya han pasado por un numero significativo de pruebas
(Garcia-Serradilla et al., 2019; Torres et al., 2019).

En los ultimos afos se han desarrollado numerosos programas computacionales
para el reposicionamiento de farmacos, entre ellos, se encuentra el acoplamiento
molecular, que se ha convertido en uno de los métodos in silico basado en
estructuras, mas popular y exitoso. Esta estrategia permite predecir la conformacion
en el sitio de unién de un farmaco al receptor objetivo y analizar su funcionalidad
(Makhouri & Ghasemi, 2018).

El acoplamiento molecular es similar a un concepto de cerradura y llave, donde la
llave que seria el farmaco o el ligando encuentra la orientacion correcta para encajar
en la cerradura que seria el objetivo o receptor. Por lo tanto, el acoplamiento
molecular implica la prediccion de la conformacién del ligando con referencia a su
posicion y orientacion dentro de los objetivos, junto con la evaluacion de la afinidad
de unién. Este enfoque ayuda a identificar interacciones novedosas que podrian ser
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candidatas potenciales para el reposicionamiento de farmacos (Z. Y. Low et al.,
2020; Pinzi & Rastelli, 2019).

En este estudio se exploraron 100 compuestos aprobados por la FDA disponibles
en la base de datos ZINC15, y mediante acoplamiento molecular, se determiné su
potencial de reutilizacion para la inhibicion de la replicacion de DENV-2 al dirigirse
a la proteasa NS3, la cual se considera un objetivo terapéutico prometedor para el
descubrimiento y disefio de farmacos antivirales. Esto debido a que NS3 tiene un
papel importante en la replicacion del genoma y en la sintesis de ARN viral; esto a
través de la escisidén de su poliproteina para dar lugar a las proteinas estructurales
y no estructurales de DENV (Ahammad et al., 2019).

De los 100 farmacos analizados, se seleccionaron 3 candidatos como inhibidores
potenciales de NS3pro de DENV-2, basandonos en su afinidad hacia el dominio de
proteasa de NS3 de DENV-2, para explorar su efecto en un ensayo de infeccién;
estos farmacos corresponden a glibenclamida, irinotecan y simvastatina, que
tuvieron los siguientes valores de afinidad al sitio catalitico de la proteasa: -9.23, -

9.15y -8.54 kcal/mol, respectivamente.

Los posibles puentes de hidrégeno y las interacciones hidrofébicas que se
predijeron entre los tres farmacos seleccionados y los residuos de aminoacidos de
la triada catalitica (His 51, Asp 75 y Ser 135) de la proteasa NS3, podrian cambiar

su conformacion y alterar la funcion de la proteasa.

Por otra parte, un farmaco antiviral ideal para el dengue debe reducir
significativamente la carga viral para prevenir la progresion de la enfermedad a
dengue hemorragico o sindrome de choque por dengue e inhibir los cuatro
serotipos, ya que estos podrian co-circular en una misma area endémica. De
acuerdo con nuestros resultados del acoplamiento molecular de tipo focalizado, se
encontré que glibenclamida, irinotecan y simvastatina presentan una alta afinidad

sobre la NS3pro de los cuatro serotipos.

Por otro lado, los resultados del acoplamiento ciego dirigido a las proteinas NS3 y
NS5 de los cuatros serotipos de DENV, nos indicaron que en el caso de NS3, los

51




tres farmacos seleccionados mostraron una afinidad mas alta hacia el dominio de
helicasa, mientras que, para la proteina NS5, la afinidad de los farmacos fue mas
alta con respecto a NS3. NS5 también es considerado un objetivo terapéutico
prometedor debido a su actividad enzimatica de polimerasa dependiente de ARN.
Faltaria por determinar el efecto antiviral de los farmacos seleccionados para los
serotipos de DENV-1, DENV-3 y DENV-4 in vitro e identificar qué actividad
enzimatica de las proteinas NS3 y NS5 podria estarse inhibiendo, ya que los tres

farmacos fueron altamente afines a ambas proteinas virales.

Ahora bien, para explorar si los resultados in silico son predictivos de la actividad
antiviral contra DENV-2, se evalué el efecto de los farmacos sobre la infeccion con
DENV-2 in vitro. Como podemos observar en la Figura 16 tanto glibenclamida como
simvastatina mostraron un efecto antiviral pronunciado sobre la produccion de
particulas virales de DENV-2 en células Huh-7. El efecto antiviral de glibenclamida
tuvo un valor de CCso de 605 uM y un IS de 24.13 y disminuyd un 86 % la cantidad
de progenie viral a la concentracion mas alta, mientras que, los valores de
simvastatina fueron una CCsp de 186.6 uM y un IS de 134.05, con una disminucién
del 80 % de la progenie viral a la concentracion mayor. Sin embargo, queda por
determinar si este efecto antiviral se debe a la pérdida de la actividad de la proteasa
NS3 o bien, podria deberse, (sobre todo para el caso de la simvastatina), al
mecanismo de accion general que presentan las estatinas, que es inhibir de manera
reversible a la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa
(HMGCR), involucrada en la biosintesis del colesterol (Chia et al., 2018). En este
sentido, en los ultimos anos se ha demostrado que el colesterol es fundamental
durante la infeccion por flavivirus, ya que facilita la entrada viral, la formacién de
complejos replicativos, el ensamblaje, la salida y el control de la respuesta al
interferon tipo | (Osuna-Ramos et al., 2018; Welsch et al., 2009).

Ademas, en nuestro laboratorio, se ha reportado que la infeccion por DENV estimula
a las células huésped para aumentar la sintesis de colesterol intracelular regulando
al alza la actividad enzimatica de HMG-CoA reductasa (Soto-Acosta et al., 2017).

Por lo tanto, si ocurre un bloqueo en la sintesis del colesterol debido al tratamiento
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con simvastatina, es de esperarse que haya una disminucion en la infeccion de
DENV, como ha sido reportado en otros estudios in vitro (Bryan-Marrugo et al.,
2016; Martinez-Gutierrez et al., 2011) e in vivo (Martinez-Gutierrez et al., 2014).
Simvastatina, también ha mostrado tener un efecto antiviral contra otros virus entre
ellos, el virus del de Epstein-Barr (Katano et al., 2004), VIH-1 (Andras et al., 2010),
Influenza A (MEHRBOD et al.,, 2014), VHC (del Campo etal., 2018), y ZIKV
(Espanoles et al., 2019).

Un punto clave que hace aun mas interesante la posible reutilizacion de
simvastatina, es que, en general, las estatinas muestran un gran numero de efectos
pleiotrépicos (es decir, independientes del colesterol) que contribuyen a su eficacia
como agentes terapéuticos y al presentar un amplio rango de accion, las estatinas
presentan un gran potencial para ser reutilizadas para el tratamiento de otras
enfermedades como se describen en la Tabla 6 para el caso especifico de

simvastatina.

Por otro lado, glibenclamida también es un farmaco aprobado por la FDA para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, pertenece al grupo de las sulfonilureas y
posee un efecto hipoglucemiante al estimular la liberacion de insulina por las células
beta del pancreas. Su mecanismo de accidén consiste en inhibir al receptor 1 de
sulfonilurea (Sur1) que esta situado en la membrana de la célula beta, que junto con
una unidad interna Kir 6.2, forman parte de los denominados canales dependientes
de K" ATP. Esta union provoca un cierre de los citados canales, con despolarizacion
de la membrana celular y la ulterior apertura de canales de Ca** dependientes de
voltaje, lo que favorece el transito intracelular de este i6n hacia el citoplasma y la
posterior exocitosis de insulina (Jha et al., 2018; Shuster et al., 2014; X. Wang et al.,
2020). De acuerdo con la literatura consultada, hasta el momento no se ha reportado
un posible efecto antiviral para glibenclamida, por consiguiente, queda por dilucidar
el posible mecanismo por el cual glibenclamida indujo una reduccion de la progenie
viral de DENV-2 en hasta un 86 %, que como es el caso de simvastatina, podria ser

debido a la perdida de la actividad de NS3pro u otro.
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Por ultimo, irinotecan es un farmaco derivado de la camptotecina, y actualmente, se
usa ampliamente en el tratamiento del cancer colorectal, de pancreas y de pulmén
y otros tumores sélidos. Actua como un profarmaco que se activa a 7-etil-10-
hidroxicamptotecina (SN-38) por la carboxilesterasa 2 en la sangre y el higado. SN-
38 es un potente inhibidor de la ADN topoisomerasa |, una enzima esencial que
controla los cambios estructurales del ADN al relajar su superenrollamiento y religar
sus hebras escindidas durante su replicacion y transcripcién. SN-38 puede unirse al
complejo ADN-topoisomerasa | para formar un complejo ternario estable que
previene la religacion de las cadenas de ADN e interfiere con la horquilla de
replicacion en movimiento, lo que induce la detencién de la replicacion y roturas
letales del ADN de doble cadena y, en ultima instancia, la muerte celular (Bailly,
2019; Bao etal., 2019; de Man et al., 2018). Sin embargo, de acuerdo con los
resultados irinotecan no tuvo un efecto antiviral frente a la infeccién por DENV-2 con
las concentraciones empleadas (0.1, 1, 5, 10, 15 y 25 yM), a pesar de que en el
analisis in silico presenté una afinidad de -9.15 kcal/mol a NS3, por lo tanto,
quedaria por determinar si a concentraciones mas altas, que no comprometan el 80

% de la viabilidad celular, pudiera tener un efecto antiviral.

Finalmente, el desarrollo de farmacos terapéuticos a partir de herramientas
bioinformaticas como el acoplamiento molecular seguira siendo importante, ya que
desde su primer uso a mediados de la década de los 1970s (Pinzi & Rastelli, 2019),
ha demostrado ser una herramienta importante para ayudar a comprender como los
compuestos quimicos interactuan con sus objetivos moleculares y para el
descubrimiento y desarrollo de farmacos, ademas de que aun existen muchos
farmacos que pudieran tener un efecto antiviral no solo frente al DENV, sino

también, otras enfermedades virales de importancia clinica.
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X. CONCLUSIONES

El acoplamiento molecular de tipo focalizado nos permitio identificar tres farmacos:
glibenclamida, irinotecan y simvastatina, afines al dominio de proteasa de NS3 de
DENV-2.

Glibenclamida y simvastatina, fueron capaces de reducir significativamente la
produccion de la progenie viral. Siendo simvastatina el que presenta una toxicidad
mas baja (CCso= 186.6) y un indice de selectividad alto (134.05), que lo hacen un

excelente candidato potencial para el tratamiento de la infeccion por DENV.

Xl. PERSPECTIVAS

% Determinar si hay una disminucion de la replicacion de genoma viral,
mediante qRT-PCR en células tratadas y no tratadas con los farmacos.

% Determinar el porcentaje de células infectadas y los efectos en la distribucion
de proteinas virales tratadas con los farmacos.

s+ Comprobar si glibenclamida y simvastatina inhiben la actividad enzimatica de
NS3 o NS5.

s Explorar el efecto de la combinacion de glibenclamida y simvastatina,
considerando un posible efecto sinérgico que logre inhibir en un mayor
porcentaje la infeccion viral.

% Evaluar el efecto de glibenclamida y simvastatina en un modelo in vivo de
infeccion con DENV.

s Evaluar el efecto de glibenclamida y simvastatina en otros miembros de la

familia Flaviviridae.
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ANEXO

Tabla 3. Acoplamiento focalizado de los candidatos a inhibidores de la proteasa NS3 de DENV-2
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