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Resumen

Aunque los flavivirus como el dengue (DENV) y el virus del zika (ZIKV) son
patbgenos humanos importantes, no se dispone de una vacuna o tratamiento
antiviral eficaz contra ellos. Por lo tanto, la busqueda de nuevas estrategias
para controlar las infecciones por flavivirus es fundamental. Varios estudios
han demostrado que el metabolismo de los lipidos del huésped podria ser un
blanco antiviral. Se ha descrito que moléculas como el colesterol y otros lipidos
son necesarios durante el ciclo replicativo de diferentes miembros de la familia
Flaviviridae, por lo tanto, los farmacos con efectos hipolipemiantes aprobados
por la FDA se han propuesto como posibles candidatos para tratar infecciones
por flavivirus. En este estudio se evaluo el efecto anti-flavivirus de la Metfomina
(MET), un farmaco aprobado por la FDA para el tratamiento de la diabetes tipo
2, que ha mostrado un efecto anti-DENV in vitro al activar la AMPK y reducir
la actividad de la HMGCR. Nuestros resultados demostraron que MET tiene
un amplio espectro antiviral in vitro. MET inhibi6 la infeccién por ZIKV en
diferentes lineas celulares, pero fue mas eficaz para inhibir el DENV y el virus
de la fiebre amarilla (YFV) en células Huh-7. MET aumenté el tiempo de
supervivencia de los ratones infectados con DENV, reduciendo los signos
graves de la enfermedad. Sin embargo, no protegié ni atenu6 la enfermedad
causada por ZIKV en ratones inmunodeficientes AG129. Juntos, estos
hallazgos indican que la MET es un agente antiviral eficaz para inhibir la
infeccion por DENV. Por otro lado, se requieren mas estudios para determinar
el papel de la MET durante la infeccion de ZIKV in vivo.



Abstract

Although Flaviviruses such as dengue (DENV) and zika (ZIKV) virus are
important human pathogens, an effective vaccine or antiviral treatment against
them is not available. Hence, the search for new strategies to control flavivirus
infections is essential. Several studies have shown that the host lipid
metabolism could be an antiviral target because cholesterol and other lipids
are required during the replicative cycle of different Flaviviridae family members.
FDA-approved drugs with hypolipidemic effects could be an alternative for
treating flavivirus infections. In this sense, Metformin (MET), an FDA-approved
drug used for the treatment of type 2 diabetes, has shown an anti-DENV effect
in vitro by activating AMPK and reducing HMGCR activity. In this study, MET
treatment was evaluated during in vitro and in vivo ZIKV infection and
compared to MET treatment during DENV infection. Our results demonstrated
that MET has a broad in vitro antiviral spectrum. MET inhibited ZIKV infection
in different cell lines, but it was most effective in inhibiting DENV and yellow
fever virus (YFV) infection in Huh-7 cells. MET increased the survival time of
DENV-infected mice, reducing severe signs of disease. However, it did not
protect or attenuate the disease caused by ZIKV in immunodeficient AG129
mice. However, the drug failed to protect against ZIKV infection when AG129
immunodeficient mice were used as in vivo model. Interestingly, MET
increased DENV-infected male mice's survival time, reducing the severe signs
of the disease. Together, these findings indicate that MET is an effective
antiviral agent for inhibiting DENV. Moreover, further studies are required to

determine the role of MET during ZIKV infection in vivo.



1. INTRODUCCION

1.1 Flavivirus

La reaparicion de diferentes arbovirus (virus transmitidos por artropodos) en
todo el mundo ha generado una alerta sanitaria mundial. Entre estos
patdgenos destacan los virus que pertenecen a la familia Flaviviridae, que se
clasifican en 3 géneros. El género Flavivirus que incluye al virus del Nilo
Occidental (WNV), el virus del dengue (DENV) y el virus del zika (ZIKV); el
género Hepacivirus que incluye al virus de la hepatitis C (HCV); el género

Pestivirus que incluye al virus de la diarrea viral bovina (BVD)*.

El género Flavivirus comprende un grupo de virus envueltos que causan
numerosas enfermedades en animales y humanos?3® y con un tamafio
aproximado de 40 a 60 nandmetros de diametro. Estos virus cuentan con una
nucleocapside icosaédrica y una cadena sencilla de RNA de polaridad positiva,
ssRNA (+), de aproximadamente 11.000 bases como genoma. Su origen
etimologico proviene de la palabra flavus que significa amarillo en latin y se
debe al agente patégeno responsable de la fiebre amarilla, el virus de la fiebre
amarilla (YFV).

Existen mas de 50 especies virales diferentes dentro del género flavivirus, y
entre estos, muchos virus de importancia médica, tal es el caso del DENV y
ZIKV que pueden inducir diferentes cuadros clinicos que van desde la fiebre
hasta complicaciones graves e incluso la muerte. Ambos virus han emergido
en nuevas areas geograficas debido a una amplia variedad de factores como
la globalizacion de viajes y comercio, calentamiento global, cambios en el uso
del suelo, cambios en el comportamiento y expansion de vectores de flavivirus,

como Aedes aegypti y Aedes albopictus 4>.

A pesar de la importancia de estos patdgenos, no se dispone de terapias
especificas contra el DENV vy el ZIKV, y en la mayoria de los casos el

tratamiento es paliativo sin efecto antiviral®. Actualmente, contindan los



esfuerzos de la comunidad cientifica para desarrollar una vacuna o un farmaco

para el tratamiento de estas infecciones’?2,
1.2 Transmision

El mosquito es el animal que causa mas muertes humanas al afio en
comparacién con otros animales, debido a que puede transmitir muchas
enfermedades parasitarias y virales, incluyendo a los flavivirus*®. Tanto los
mosquitos hembra como los machos tienen una estructura especializada
llamada probdscide, que les permite alimentarse del néctar de las flores y los
jugos de las frutas. La probdscide del macho no es lo suficientemente fuerte
para penetrar la piel, por lo que solo las hembras se alimentan de sangre y

transmiten a los flavivirus (figura 1).

/

[ .—L Proboscide
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Torax
Mosquito Aedes aegypti.

Abdomen

Mosquito Aedes albopictus.

Figura 1. Anatomia de los mosquitos Aedes. Aedes aegypti y Aedes albopictu principales vectores de
transmision del ZIKV y DENV®10



El ZIKV y DENV son transmitidos por mosquitos infectados del género Aedes,
especificamente Aedes aegypti y Aedes albopictus (figura 1) 4°. A diferencia
de ZIKV, el virus DENV se transmite principalmente por mosquitos Aedes
aegypti, y a pesar de que otras especies del género Aedes también pueden
actuar como vectores, su contribucion es secundaria. La prevalencia y la
incidencia del ZIKV y DENV estan directamente ligadas al ciclo de vida de su
vector (Figura 2.), por lo que las condiciones geogréficas, climaticas y
ecolégicas favorables para la sobrevivencia del mosquito, definen las zonas
de riesgo de contagio de ambos virus. En este sentido, los mosquitos que
pueden transmitir al ZIKV y DENV por lo general habitan lugares que estan por
debajo de los 6500 pies de altitud, distribuyéndose geograficamente en las

regiones tropicales y subtropicales del mundo®?.

Los mosquitos hembra
ponen huevos en
recipientes con agua.

oW
s

<7’

(crisalida) Huevos

Las pupas viven en el
agua. En 2-3 dias, se
convierten en mosquitos
adultos que vuelan.

Cuando estan cubiertos con
agua, las larvas salen de los

huevos en unos pocos dias

0 meses.

Las larvas viven en el
agua. Se transforman en
pupas en apenas unos

5 dias.

Figura 2. Ciclo de vida de los mosquitos del género Aedes vectores de transmision del virus ZIKA
y DENV. Los mosquitos que pueden transmitir al ZIKV y DENV por lo general habitan lugares que estan
por debajo de los 6500 pies de altitud, distribuyéndose geogréaficamente en las regiones tropicales y

subtropicales del mundo'213 ,



Otros factores ambientales y ecoldgicos, como la época de lluvias y la llegada
de la primavera, propician la transmision de estos virus incrementando el

riesgo de brotes epidémicos, tal como ha ocurrido en las Ultimas décadas*®.

El ZIKV ademas tiene la capacidad de transmitirse sexualmente y se ha
sugerido que esta via contribuye aproximadamente con el 3% de los casos en
humanos'#?®, La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) confirmé la
transmision vertical del ZIKV considerando los casos confirmados de neonatos
con anomalias congénitas de los cuales se pudo aislar el virus (figura 3)6:17,
Ademas se ha reportado que el ZIKV puede ser transmitido por transfusion de

sangre y plaquetas?®.

ARBOVIRUS

’ Ciclo de transmision selvdtica ’ Aedes Ciclo de transmisién Urbano

) Q
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‘\\ - Persona infectada .
~ 1 con el virus zika fransmision:
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\*2% \\v
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8. 4R

Mosquito infectado Mosquito Aedes aegypti

pica a olra persona y pica a la persona infectada
trasmite el virus

Reservorios

Transmision Horizontal

Figura 3. Ciclo de transmision completo del ZIKV. EL ZIKV se puede transmitir horizontalmente, de
persona a persona, a través del vector Aedes o por contacto sexual; y verticalmente, de madre a hijo.
Ademas, existen reservorios en la naturaleza que permiten su prevalencia y propician la endemicidad de
esta enfermedad en ciertas zonas geogréaficas. Imagen modificada de Ali S, et. al. 2017 515

Respecto a DENV, se ha reportado la posibilidad de transmision vertical, sin
embargo, se requieren de mas estudios para confirmar la transmision materna
ya que las tasas de transmisibn parecen bajas y aparentemente esta

relacionado con el momento de la infeccion del dengue durante el



embarazo!®?0. Por dltimo, hay que destacar que estos virus no solo infectan a
humanos, sino también a otros primates y animales salvajes que fungen como
reservorios virales naturales (Figura 3). Esto complica su erradicacion vy
propicia su prevalencia y consolidacion como enfermedades endémicas en

ciertas zonas geograficas®.
1.3 Sintomas y diagndstico

El periodo de incubacién de la enfermedad por ZIKV es variable, sin embargo
un estudio estimo6 un periodo de incubacion no mayor a 15.4 dias con una
mediana del tiempo de 6,8 dias?!. Por otro lado, se estima que el tiempo de

incubacion del virus DENV es de 3-10 dias con una media de 5.9 dias??.

Sintomas del ZIKV Sintomas del DENV
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Figura 4. Sintomas del ZIKV y del DENV. Los sintomas de ambas infecciones son similares a otras
infecciones por flavivirus, sin embargo, algunos sintomas como la conjuntivitis no purulenta y las

erupciones cutaneas son representativos de la infeccion por ZIKV23:24,

Los sintomas de ambas infecciones son similares a otras infecciones por
flavivirus, siendo frecuente la fiebre, erupciones cutaneas, dolor muscular y

articular, malestar general y dolor de cabeza. Sin embargo, algunos sintomas



como la conjuntivitis no purulenta y las erupciones cutaneas, identificadas en
los primeros brotes del ZIKV en las islas Yap y Brasil, son representativos de
la infeccion por ZIKV 2528, Estos sintomas generalmente son leves y duran de
2 a 7 dias (Figura 4).

La prueba de oro para el diagnostico de infeccion para ambos virus se realiza
mediante un ensayo de RT-PCR utilizando primers especificos para la
deteccion del genoma de cada virus a partir del analisis de una muestra de
sangre, y en el caso del ZIKV, también mediante el andlisis de fluidos

corporales, como orina, saliva o semen 17:26-28,
1.4 Caracteristicas clinicas y patoldgicas de lainfeccion por ZIKVy DENV

El ZIKV fue aislado por primera vez en 1947 de un mono macaco Rhesus
infectado en la estacion de Investigacion Forestal Zika en Uganda®.
Posteriormente, fue aislado en humanos, provocando un cuadro clinico tipico
similar a la gripe o sindrome febril autolimitado, el cual se presenta en
aproximadamente 20% de las personas infectadas y se resuelve en pocos dias
2526 Hasta ese punto el virus parecia ser inofensivo, sin embargo, en las
Gltimas décadas, especificamente durante su resurgimiento en América del
Sur, América Central y el Caribe, comenz6 a asociarse con enfermedades
graves en adultos y en recién nacidos, como el sindrome de Guillan-Barré, la

falla multiorganica, la trombocitopenia®® y los defectos congénitos?:.

Las anomalias congénitas se confirmaron a partir de casos de mujeres
embarazadas sintomaticas infectadas con el ZIKV en Brasil (2015), de las
cuales el 42% de los fetos exhibi6 algun tipo de anormalidad en el
ultrasonido. El fenotipo clinico de la infeccidn congénita por ZIKV fue variable
e incluy6 calcificaciones cerebrales, microcefalia, restriccion del crecimiento
intrauterino y/o muerte fetal'6-31, Ademas, mediante tomografia computarizada
y resonancia magnética se identificoO hipoplasia del cerebelo y del tallo
cerebral, ventriculomegalia, mielinizacibn retrasada, cisterna magna

agrandada, anomalias del cuerpo calloso, calcificaciones y malformaciones

6



corticales, en cerebro de neonatos congénitamente infectados®2. Durante este
periodo el ZIKV provocé mas de 4 millones de infecciones y un sorprendente
aumento en el numero de casos relacionados con defectos congénitos graves
como microcefalia (Figura 5)!!. Esto llevo a la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) a declarar a la infeccién por ZIKV como "una emergencia de

salud publica de importancia internacional”?.

-~ 7 ™ _Tamafio adecuado
s N~ delacabeza

Bebé con microcefalia Bebé con cabeza de tamafio adecuado

Figura 5. Sindrome congénito del ZIKV. Durante los brotes en América Central y el Caribe, la infeccion
con zika comenzg a asociarse con enfermedades graves en adultos y recién nacidos. El principal defecto
congénito fue la microcefalia, una malformacion en la que el nifio nace con una cabeza pequefia o en la

que la cabeza deja de crecer después del parto®3.

Las evaluaciones retrospectivas de los brotes de ZIKA ocurridos en la
Polinesia Francesa confirmaron un mayor riesgo de microcefalia asociada con
la infeccion por ZIKV en mujeres infectadas en el primer trimestre3* y la
asociacion con casos de sindrome de Guillain-Barré en adultos3*-38, Estudios
retrospectivos de otros paises confirmaron que el sindrome de Guillan-Barré

se puede presentar durante la infecciéon aguda o inmediatamente después36-39,

Actualmente sabemos que el ZIKV es un virus menos neuro invasivo en

adultos, a diferencia de otros flavivirus encefalicos, por lo que rara vez causa



meningitis y encefalitis. Sin embargo, ZIKV infecta y dafia preferentemente a
las células progenitoras neurales afectando su crecimiento y promoviendo la
apoptosis?®4!, afectando asi el desarrollo del cerebro en la etapa embrionaria
y fetal.

Ademas, se ha reportado que el ZIKV puede infectar el ojo y causar uveitis en
adultos, una enfermedad potencialmente cegadora®?, mientras que la infeccion
congénita se asocia a lesiones maculares y perimaculares bilaterales, asi
como anomalias del nervio 6ptico en la mayoria de los casos*3. También se
ha reportado un anico caso de infeccion humana por ZIKV en asociacién con
una lesién hepatica grave y trastornos de la coagulacién#4, por lo que se
requiere de mas estudios para confirmar o descartar alguna asociacion

patolégica hepatica.

De la misma forma que el ZIKV, en las ultimas décadas se ha registrado un
aumento considerable de los casos de DENV en América®. En este sentido,
se estima que el DENV causa 390 millones de infecciones al afio*. Aunque
muchas infecciones por DENV se resuelven sin complicaciones, el dengue
grave es una causa importante de enfermedad y muerte en algunos paises de
Asia y América Latina®, por lo que es importante el manejo adecuado de los

casos Yy su evaluacion.

Segun los datos del ensayo de neutralizacion, se pueden distinguir cuatro
serotipos del virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) y cualquiera de
estos puede producir un amplio espectro de sintomas clinicos, que van desde
un sindrome pseudogripal leve, también conocido como dengue sin signos de
alarma (DSSA), hasta las formas mas graves de la enfermedad, dengue grave
(DG), que se caracterizan por coagulopatia, aumento de la fragilidad vascular
y permeabilidad (fiebre hemorragica del dengue, DHF) que puede progresar a
shock hipovolémico (sindrome de shock por dengue, DSS) y muerte (Figura
6)46.



Dengue sin signos de
alarma - DSSA

Dengue con signos de
alarma - DCSA

Persona que vive o ha
viajado en los dlfimos
14 dias a zonas con
fransmision de dengue
y presenta fiebre
habitualmente de 2 a 7
dias de evoluciony 2
o mas de las siguientes
manifestaciones:

1. Nauseas / vomitos

2. Exanlema

3. Cefalea / dolor
retroorbitario

4. Mialgia / ariralgia

5. Pelequias o pfuegbq del
torniquete [+)

6. leucopenia

También puede
considerarse caso fodo
nifo proveniente o
residente en zona con
fransmisién de dengue,
con cuadro febril agudo,
usualmente entre 2 @ 7
dias v sin foco aparente

Todo caso de dengue que
cerca de y prefereniemente
a la caida de la fiebre
presenta uno o mas de los
siguientes signos:

1. Doler abdominal
intenso o dolor a
la palpacién del
obgor?len
Vidmitos persistentes

. Acumulacién de
liquidos (ascitis,derrame
pleural, derrame
pericardico)
Sangrado de mucosas

. letargo / irritabilidad

. Hipotension postural
[lipotimia)

. Hepatomegalia =2 cm
Aumenio progresivo del
hematocrito

[V

o~ Ok

Todo caso de dengue que
tiene una o mas de las
siguientes manifestaciones:

1. Choque o dificuliad
respiratoria debido a
exfravasacion grave
de plasma. Choque
evidenciado por: pulso
débil o indeteciable,
foquicardia,
extremidades frias y
llenado capilar =2
segundos, presion de
EUlSO <20 mmHg:

ipotensién en fase
fardia.

2. Sangrado grave:
segin la evaluacién
del médico fratante
(ejemplo: hematemesis,
melena, mefrorragia
voluminosa, sangrado
del sistema nervioso
central (SNC)

3. Compromiso grave
de érganos, como
dafio hepdtico (AST
o ALT =1000 U,
SNC [alteracion de
conciencial, corazén
{miocarditis) u ofros
Srganos

)

V

Requieren observacion estricta e intervencidn
médica inmediata

Figura 6. Clasificacion de la gravedad del dengue y definiciones clinica. DSSA, Dengue sin signos
de alarma. DCSA, Dengue con signos de alarma. DG, Dengue grave. Organizacién Panamericana de la
Salud. Dengue: guias para la atencién de enfermos en la Region de las Américas. 2. ed. Washington,
DC: OPS, 20164748,

Un paciente puede entrar en fase critica entre el dia 3 y 7 después del inicio
de la enfermedad. Durante las 24-48 horas de la fase critica, una pequefia
parte de los pacientes puede manifestar un deterioro repentino de los
sintomas. Es en este momento se pueden manifestar los signos de alarma
asociados con el dengue grave, una complicacion potencialmente mortal
debido a la fuga de plasma, la acumulacion de liquido, la dificultad respiratoria,
el sangrado intenso y la alteracién de 6rganos?.



1.5. Epidemiologia

Como anteriormente se menciond, la distribucion de estos flavivirus se asocia
principalmente con la distribucion de su vector, mosquitos del género Aedes
que generalmente habitan en lugares por debajo de 6.500 pies. La
probabilidad de contraer una infeccion por picadura de mosquito en lugares

que se encuentran por encima de esa altitud son muy bajas!?0.

A diferencia de otros flavivirus que se restringen a una o dos especies de
mosquitos, el ZIKV puede ser transmitido por una variedad de mosquitos del
género Aedes. En la figura 7 se observan las areas de riesgo para contraer el
ZIKV reportadas por el Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) hasta el 4 de noviembre del 2019 %°.

Pais o territorio con brote actual de Zika®

- Pais o territorio que alguna vez ha notificado
casos de zika? (pasados o actuales)
Areas con baja probabilidad de infeccién por

Zika debido a la altura (>6500 pies/2000 m.)

Pais o territorio con mosquito ® pero sin casos de Zika ?

Pais o territorio sin mosquitos ° que propagan el Zika

! Ninguna area esta reportando actualmente brotes de Zika

2 Casos de Zika transmitidos por mosquitos adquiridos localmente

3 Aedes aegypti

Figura 7. Areas de riesgo de transmision de ZIKV. El Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) reporta las areas con riesgo de transmision de ZIK5,

En México se han confirmado 13, 003 casos autdctonos en un periodo que va
desde octubre del 2015 hasta marzo del 2023 (Tabla 1.), muestreando al 5 %
de los casos probales. Estos incluyen todos los grupos de edad,
principalmente en edad productiva. Entre estos, un total de 7,152 casos

corresponde a Mujeres embarazadas (Tabla 1.)%2.

El mayor numero de casos confirmados se presentd durante el periodo de
octubre del 2015 al cierre del 2019. Durante este periodo se confirmaron
12,935 casos de enfermedad por ZIKV distribuidos en casi toda la republica

mexicana, con una tendencia descendente a partir de la semana 41 del 2017
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hasta el 20193, Posteriormente, el confinamiento a causa de la pandemia del
virus SARS-CoV-2 impacto la transmision de enfermedades transmitidas por
mosquitos del género Aedes durante el periodo 2020-2023%2. Sin embargo, no
podemos descartar la posible subestimacion a causa del confinamiento. Por lo
anterior, México sigue siendo un pais de alto riesgo de contagio por ZIKV

segun la CDC (Figura 7).

Casos Confirmados Autéctonos de Enfermedad por Virus del Zika

Casos Confirmados Autéctonos de Enfermedad por Virus en Mujeres Embarazadas, por Entidad de Infeccion,
del Zika, México, 2015-2023* México 2015-2023*
Casos Casos Casos Casos
Entidad Federativa| Confirmados | Confirmados Total Entidad Federativa | Confirmados | Confirmados Total
2015-2022 2023 2015-2022 2023
Aguascalientes 1 0 1 Baja California Sur 12 0 12
Baja California 3 0 3 Campeche 55 0 55
Baja California Sur 115 0 115 Coahuila 177 0 177
Campeche o4 94 Colima 204 0 204
Coahuil 336 336
Colima 207 297 Chiapas 562 0 562
Chiapas 823 0 823 Durango 1 0 1
Durango 5 0 5 Guerrero 482 0 482
Guanajuato 5 0 5 Hidalgo 151 0 151
Guerrero 888 0 888 Jalisco 135 0 135
Hidalgo 285 0 285 México 4 0 1
Jalisco 682 0 682 Michoacin 21 [ 21
México 49 0 49
Michoacan 70 0 70 Morelos 343 u 343
Morelos 587 0 587 Nayarty 383 0 383
Nayarit 709 0 709 Nuevo Ledn 679 0 679
Nuevo Leén 950 0 950 Oaxaca 211 0 211
Qaxaca 540 0 540 Puebla 72 o 72
Puebla 225 0 225 Querétaro 5 0 5
Querétaro 17 0 17 Quintana Roo 335 0 335
Quintana Roo 391 0 391 San Luis Potosi 118 0 118
San Luis Potosi 534 0 534 Sinaloa 80 0 80
Sinaloa 340 0 340 Sonora 28 0 28
Sonora 448 0 448
Tabasco 376 0 376 Tabasco 287 0 267
Tamaulipas 802 0 802 Tamaulipas 692 0 692
Veracruz 2,105 0 2,105 Veracruz 888 0 888
Yucatin 1,325 0 1,325 Yucatin 926 0 926
Zacatecas 1 0 1 Zacatecas 1 0 1
Total 13,003 0 13,003 Total 7,152 0 7,152

Tabla 1. Casos confirmados autdctonos de enfermedad por el ZIKV. Periodo octubre 2015 a marzo
2023. México. Fuente, SINAVE/DGE/SS: Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Enfermedad por

virus zika®*.

Por su parte, el DENV al igual que ZIKV, esta presente en los trépicos, con
variaciones espaciales locales influenciadas por la lluvia, la temperatura y el
grado de urbanizacién*. Como se mencioné anteriormente, los modelos
estiman 390 millones de infecciones por el DENV al afio, de las cuales 96
millones (67-136 millones) se manifiestan clinicamente (con cualquier
gravedad de la enfermedad)*. Otro estudio sobre la prevalencia del dengue

estimé que 3.900 millones de personas estan en riesgo de infeccion®®.
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Antes de 1970, solo 9 paises habian experimentado epidemias graves de
DENV. La enfermedad ahora es endémica en méas de 100 paises de Africa,
las Américas, el Mediterrdneo Oriental, el Sudeste Asiatico y el Pacifico
Occidental (Figura 8).

I Frecuente o continuo
Esporadico o incierto

No hay evidencia de riesgo

Hawai

'\

Figura 8. Areas de riesgo de transmision de DENV. El Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) reporta a México como uno de los paises con &reas de riesgo de transmision de
Dengue %6,

La mayor cantidad de casos de dengue jamas notificados a nivel mundial fue
en 2019. Solo la regiébn americana reporté 3,1 millones de casos, con mas de
25.000 clasificados como graves y se cree gque el impacto combinado con el
COVID-19 podria tener consecuencias devastadoras para las poblaciones en
riesgo?®. México sigue siendo un pais con alto riesgo de contagio,
principalmente al sur de México®’. A pesar de la reduccién de casos, el DENV
se hizo presente en el 2022, con 12,671 casos confirmado (Tabla 2). Se prevé
gue los casos de dengue del 2023 superen por mucho a los reportados del
2022, como muestra la tabla 2 que compara la semana 9 de ambos afios, con
un incremento de hasta 5 veces en comparacion con la misma semana del afio
2022.
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2022 2022 2023

i SEMANA ~ SEMANA
DNG 7,200 124 656
DCSA 5,061 135 491
DG 410 18 34
DCSA + DG 5,471 153 525
TOTAL CONFIRMADOS 12,671 277 1,181
DEFUNCIONES 53 1 1
LETALIDAD& 0.97 0.65 0.19

Tabla 2. Panorama epidemiolégico de Dengue en México. Dengue no Grave. (DNG). Caso probable
de Dengue con Signos de Alarma (DCSA). Dengue Grave (DG). Informacion de casos de dengue a
marzo del 2023 comparados con la semana 9 del 2022. Fuente, SINAVE/DGE/SS: Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica de Enfermedad por virus Dengue®®,
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Il ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas moleculares de los flavivirus

El genoma de los flavivirus consta de una molécula de ssRNA (+) con un solo
marco de lectura abierto que codifica para una Unica poliproteina que se
escinde post-traduccionalmente en tres proteinas estructurales, Capside (C),
proteina precursora de Membrana (prM) y proteina de envoltura (E), y siete
proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5)
(Figura 9)2.

M protein

E dimer

, o3
- 9 Genomic polyprotein Z 88 3.0k
} ":“NS’B l NS4A
clpd] NST [NsA | NS3 NS5 |
A M A
{Signal peptidase {Golgi protease 7 NS3 protease
= \NS‘|
=V P =)
{f«i‘L’k, i }S A\hl{s_{A((.)\NSZB NS4A VNS4
) L_D \ U’\y"‘}zf " o

M ) SN T N
€ \@%3 NS5 &=

\:}Protease Polymerase g &z

Figura 9. Particula viral de los flavivirus. Particula viral y sus componentes (arriba): EI RNA sencillo
de doble cadena, ssRNA (+), la nucleocapside constituida por la proteina C, y la membrana de lipidos
que contienen a las proteinas estructurales M y E. El RNA del ZIKV (10,974 bases) se traduce en una
poliproteina de 3418 residuos (barra inferior) que se procesa en tres proteinas estructurales y 7 no

estructurales®.
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El viridn tiene un didmetro de ~50 nm y contiene una nucleocépside que esta
rodeada por una bicapa lipidica que contiene las proteinas estructurales
(prM/My E), que estan dispuestas con una simetria icosaédrica en la superficie
cuya disposicion confiere termo-estabilidad, principalmente a la particula viral
de ZIKIV (Figura 9) 60-62,

2.2 Organos y células blanco del DENV

Los receptores son los principales determinantes para la infeccién. Para el
DENV, y en general para los flavivirus, los receptores méas estudiados y
caracterizados son las integrinas av[3, los receptores de lectina tipo C (CLR);
y las familias de receptores de fosfatidilserina TIM y TAM®3, Sin embargo, se
ha determinado que los flavivirus no utilizan solo un receptor de entrada, sino

multiples receptores de forma especifica para cada tipo de célula®,

Definitive targets of
DENV

Spleen
1. Macrophages in red pulp
Bone 2. Splenic and sinusoidal

marrow

RARE/ OTHER
TARGETS

Ge: rs ir

lymphoid follicles

(A) (B)

Figura 10. Organos y células blanco del DENV. (A) Organos blanco-definitivos (en rojo) y 6rganos
menos frecuentes (en azul) del DENV. (B) Subconjuntos celulares especificos de los 6érganos definitivos
infectados por el DENV. Las células marcadas en rojo han demostrado sisteméticamente estar
infectadas por el DENV donde el virus también se replica. Las células marcadas en verde también han
resultado ser el objetivo del DENV, aunque de forma inconsistente. Las células marcadas en purpura
han resultado ser positivas al DENV en algunos estudios de autopsia, pero no han mostrado ningin
signo de replicacion del DENV®4,
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El DENV tiene la capacidad de replicarse en diferentes tipos celulares de
diferentes 6rganos humanos y animales, ademas, algunas de estas células
blanco contribuyen a la patogénesis y a la progresion de la gravedad de la
enfermedad. La evidencia recolectada de autopsias humanas en conjunto con
los ensayos in vitro e in vivo muestran una predileccion por ciertos 6rganos
blancos, especificamente por células del Higado, del Bazo y células de la piel
como se muestra en la figura 10, y en menor frecuencia érganos como el

cerebro, corazon, intestino, etc..54,
2.2.1 Organos y células blanco del ZIKV

Para el caso del ZIKV se desconoce aun cual es el principal receptor que
podria mediar la internalizacion viral y por tanto el tropismo viral. Al igual que
DENV, se cree que podrian ser varias moléculas involucradas durante este
proceso. El primer candidato es el receptor AXL, miembro de la familia del
receptor TAM tirosina cinasa, que interacciona con las proteinas de union a
fosfatidilserina Gas6 y Proteina S (Gas6/ProS), que a su vez se unen a la
superficie del virus, funcionando como moléculas puente®-, Otro receptor
candidato para ZIKV es TIM1, una glicoproteina que interactia con la
fosfatidilserina de la membrana viral, el cual se expresa ampliamente en varios
tipos de células de placenta humana susceptibles a la infeccién por ZIKV,

como Macréfagos Hofbauer, células endoteliales y citotrofoblastos®®.

La evidencia que ha permitido identificar los érganos blanco de ZIKV ha sido
recolectada a partir de muestras y biopsias en las que se ha podido aislar e
identificar al ZIKV. Actualmente se sabe que ZIKV infecta y se replica en una
gran variedad de o6rganos incluyendo el tracto genital femenino y sitios
inmunoprivilegiados como ojos, cerebro y testiculos. Ademas, se ha reportado
gue el virus infeccioso puede persistir en varios fluidos corporales tales como

semen, saliva, lagrimas y orina (Figura 11) 6 70,
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Hofbauer cells _ye

Trophoblasts Ganglion cells
Endothelial cells Bipolar neurons

Optic nerve
Comea
Anterior chamber aqueous humor

ZIKV
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Testis / Body
ey o ) fuids
Uterus el cabe

Spermatogonia /\
i (@) Semen
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Figura 11. Organos y tropismo de ZIKV. El ZIKV infecta y se replica en las células humanas de la piel,
en fibroblastos cutaneos, queratinocitos, macrofagos, células del endotelio vascular y otros tejidos. Tiene
la capacidad invasiva para poder traspasar e infectar tejidos inmunoprivilegiados como, testiculos, o0jos,
cerebro y placenta, ademas de replicarse de manera eficaz en estos®®.

También tiene la capacidad de infectar tejidos maternos y fetales, ya que se
ha detectado en sangre del corddn umbilical, varios tipos de células
placentarias, liquido amniético y en cerebro humano fetal y neonatal en
desarrollo, asi como en tejidos de abortos espontaneos del primer y segundo
trimestre’. Los estudios de infeccion de células placentarias humanas han
demostrado que ZIKV se replica en los macrofagos placentarios (células de

Hofbauer), trofoblastos y células endoteliales fetales®669,
2.3 Lipidos y el ciclo viral de los flavivirus

Si bien los receptores celulares son de suma importancia para la entrada viral,
existen otros factores celulares necesarios para el establecimiento de la
infeccion en la célula blanco. Especificamente en flavivirus, se ha
documentado la importancia del metabolismo de los lipidos celulares durante

su ciclo viral (Figura 12).
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Figura 12. Lipidos y el ciclo viral de los flavivirus A) Las membranas de los flavivirus muestran una
composicion diferente a la de otras membranas celulares. Los estudios lipidémicos, computacionales y
funcionales sugieren que las membranas de los flavivirus estan enriquecidas con glicerofosfolipidos,
esfingolipidos, acidos grasos y colesterol, dandole estabilidad y robustez al virién. Lipidos como la
fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina participan en los procesos de union, entrada y fusion viral.
Durante la entrada viral, se requiere el contacto receptores celulares que suelen estar acoplados a balsas
lipidicas enriquecidas con colesterol y otros lipidos estabilizadores de la membrana. B) La liberacion del
genoma viral se produce en las endosomas tardios utilizando lipidos especificos de cada compartimento.
C) El ARN viral se traduce en una poliproteina en el RE. La reprogramacion metabdlica inducida por la
infeccion conduce a la acumulacion de los lipidos necesarios para la replicacion viral que promueve
evaginaciones del RE para la formacién de los CRs que funcionan como plataformas de traduccion,
replicacién y morfogénesis viral. D) Se ha informado la participacion de las gotas de lipidos (LD) durante
la replicacion y el ensamblaje viral del WNV, DENV, JEV y ZIKV. E) Finalmente, las particulas virales
inmaduras viajan a través del aparato de Golgi para completar su proceso de maduracién (Tomada de
Farfan-Morales et al. 20217%)
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2.3.1 Entrada en flavivirus
2.3.1.1 Composicion de la membrana viral

Aunqgue los lipidos son el componente mas abundante de la particula flaviviral,
con aproximadamente ~8000 moléculas de lipidos’3, la composicién y la
bioguimica de la envoltura viral han sido poco exploradas en comparacion con
otros componentes. En general, las membranas de los virus con envoltura
muestran una composicion diferente a la de otras membranas celulares’*7".
Actualmente, no existen analisis lipidémicos de la envoltura viral del ZIKV y el
DENV; sin embargo, la mayor parte de las pruebas sobre la composicion de la
membrana de los flavivirus proviene del Virus del Nilo Occidental (VNO)’. La
envoltura del VNO presenta un aumento significativo del contenido de
glicerofosfolipidos (fosfatidilcolina, plasmalégenos vy lisofosfolipidos) vy
esfingolipidos (ceramida, dihidroceramida y esfingomielina). Ademas, estudios
con otros virus de la misma familia, como el virus de la hepatitis C (VHC) y el
virus de la diarrea viral bovina (VDVB), han reportado enriquecimiento de las
membranas virales con esfingolipidos y colesterol, sugiriendo que estas
moléculas podrian tener un papel relevante en la membrana viral””.79.80,
Considerando que los flavivirus adquieren su membrana secuestrando
fragmentos del RE, dicho enriquecimiento sugiere provenir a partir de las
modificaciones metabdlicas de las células infectadas, tal como fue reportado
por Reddy y colaboradores (2016) durante el analisis de la envoltura viral del
DENV, haciendo uso de un modelo computacional a partir de datos lipidomicos

de células C6/36 infectadas’3:81,

Este estudio reveld que los glicerofosfolipidos, los esfingolipidos y los acidos
grasos son componentes clave de la envoltura del DENV que podrian conferir
estabilidad y robustez al virion’3. Ademas, se ha descrito que lipidos como
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina enriquecidos en la membrana estan
involucrados en los procesos de unidn, entrada y fusion viral (Figura 12A,B)

788283 Sin embargo, el papel de los esteroles en la envoltura viral no se analizé
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en los estudios citados. Las pruebas de que el colesterol es un componente
de la envoltura de los flavivirus provienen de ensayos funcionales 884 donde
se ha documentado que la cantidad de esteroles en los viriones del DENV es
critica, ya que la reduccién®* y la saturacion® del contenido de colesterol en la
membrana viral da lugar a una pérdida de infectividad, similar a lo reportado

con el virus de la gripe®.
2.3.1.2 Unioén e internalizacion del virus

Como se describi6 anteriormente (Seccién 2.2, receptores y tropismos de
DENV y ZIKV), el primer paso en el ciclo replicativo viral es la union del virién
a la superficie celular a través de uno o0 mas receptores que se han propuesto
para los flavivirus. Algunos receptores pueden interactuar con lipidos y
promover la entrada viral por diferentes mecanismos®-9, Los receptores TIM
(1, 3,y 4)828390.92 TAM (Axl y Tyro3)829293 y |os receptores CD300a’* podrian
unirse a la fosfatidilserina (PS) y la fosfatidiletanolamina (PE) de la envoltura
de los flavivirus y contribuir a la internalizacién viral (Figura 12A), promoviendo
Su entrada como cuerpos apoptdticos en un proceso conocido como

mimetismo apoptotico®?88,

Por otra parte, la participacion del colesterol durante la entrada viral se ha
relacionado con las balsas lipidicas y los microdominios (Figura 12A). Las
balsas lipidicas son microdominios moleculares localizados en la membrana
plasmatica, que consisten en asociaciones estables entre esfingolipidos,
glicolipidos y colesterol. Desempefian un papel crucial en procesos celulares
como la transduccién de sefiales y el trafico de proteinas de membrana®®.
Estos microdominios proporcionan un entorno adecuado para agrupar los
receptores de flavivirus en la célula huésped y funcionan como plataformas
para la transduccion de sefiales celulares °6-°°. Curiosamente, los requisitos
de colesterol para la formacion de balsas lipidicas y microdominios parecen
depender del tipo de célula durante la infeccion por el DENV 8485100-103 Fn
general, las balsas lipidicas son esenciales durante la entrada del DENV
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85,96,98,103,104 y del WNV 19, mientras que para el ZIKV se desconoce su

relevancia.
2.3.2 Fusion de la membrana viral y liberacion del genoma

Tras la adhesion e internalizacion de la particula, el genoma debe ser liberado
al citoplasma mediante la fusién de la membrana viral con la de los endosomas
tardios, inducida por el pH bajo de los endosomas (Figura 12B)!%. Se ha
documentado que el DENV?7 y otros flavivirus9-19° aseguran su fusién en los

endosomas tardios utilizando lipidos especificos.

Debido a la complejidad del proceso, las membranas artificiales han sido una
herramienta fundamental para estudiar la importancia de la composicion
lipidica durante el proceso de fusion. Por ejemplo, SW Gollins y JS Porterfield
(1986) demostraron que la composicién lipidica de los liposomas influye tanto
en el pH 6ptimo para la fusién como en el grado maximo de fusién'1%, También
se ha demostrado que la fusion viral puede producirse incluso con membranas
artificiales libres de receptores compuestas por fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina, y la eliminacion de estos lipidos, incluido el colesterol,

reduce la fusion viral’8110,

En cuanto al papel del colesterol en la fusién de membranas, algunos autores
sefialan que la presencia de colesterol en la membrana diana es
requerida''l1? y otros sugieren que esta molécula no es relevante durante
este proceso, y por el contrario, la adicién de colesterol a las células puede
incluso reducir la infeccion por flavivirus®'13, Aunque se necesitan mas
estudios para determinar el papel del colesterol durante el proceso de fusion,
esta claro que la composicién lipidica de las membranas virales es relevante

para los procesos fusion viral.
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2.3.3 Replicacion de los flavivirus
2.3.3.1 Reordenamientos estructurales del RE

Unavez que el ARN viral se libera en el citoplasma de la célula huésped, actla
como un ARNm que se traduce en una poliproteina, la cual se somete a un
corte proteolitico por parte de las proteasas virales y del huésped para producir
diez proteinas maduras. Las proteinas recién sintetizadas se anclan al RE, que
funciona como plataforma para la traduccion, replicacion y morfogénesis
viral*'4115 En este punto la interaccién entre las proteinas virales y los lipidos
celulares es esencial para formar los CRs*'8. Sin embargo, la remodelacién de
las membranas se ha asociado principalmente a la expresion de NS2B, NS4A
y NS4B (Figura 12C)!17-119, En consecuencia, mientras se produce la
traduccion y la replicacion viral, la membrana del RE se remodela y
experimenta un considerable agrandamiento con la aparicion de estructuras
similares a organelos. Estas estructuras funcionan como fabricas de

replicacion viral 120-124,

Algunos de estos reordenamientos de la membrana pueden cambiar entre
flavivirus y entre tipos de células 121122124125 Sjn embargo, existe una notable
similitud en la remodelacion de las membranas intracelulares causada por los
flavivirus. Las principales estructuras de los CRs son las vesiculas de doble
membrana inducidas por flavivirus (Ve), en donde se ha reportado la
localizacion de las proteinas NS1, NS3, NS5 y la molécula ssRNA, sugiriendo
que la replicacion del ARN se produce dentro de estos

compartimentos!20:122.124,
2.3.3.2 Alteraciones en la composicién lipidica del RE

Las estructuras de membrana resultantes de la replicacion viral presentan una
composicion lipidica especifica responsable de la topologia de la membrana
en los CR (Figura 12C). Los analisis muestran que ciertos lipidos celulares se

modifican en las células infectadas por flavivirus en comparacion con las no
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infectadas?®::116.117.126.127 -~ por ejemplo, la infeccion por el DENV altera
aproximadamente el 15% de los lipidos celulares en los cultivos de células de
mosquito C6/36, asi como en las células del intestino medio de los mosquitos
infectados por el DENV 81:116,

Estas modificaciones se concentran en las fracciones de membrana asociadas
a la replicacion, donde el 85% de las especies de lipidos fueron
significativamente modificadas en comparacion con las membranas de las
células no infectadas®!. Se ha descrito que los lipiddmas de células C6/361%7,
de células de placenta fetal'?® y de diferentes lineas celulares humanas?!'’, se
han alterado durante la infecciéon por el ZIKV. Al igual que el DENV, el ZIKV
perturb6 el perfil de fosfolipidos e indujo un aumento de fosfatidilcolinas,
fosfatidiletanolaminas y fosfatidilserinas en las células de los mosquitos8%127,
Dichas alteraciones también se mantuvieron en las células de la placenta,
donde también aumento el fosfatidilinositol*?6. Ademas, se encontraron niveles
elevados de esfingolipidos en células C6/36 infectadas'?’ y en lineas celulares

humanas!?’.

En particular, el enriquecimiento de glicerofosfolipidos y esfingolipidos persiste
en DENV*6 y WNV78, |o que sugiere que estos cambios podrian mantenerse
en las infecciones por flavivirus. Sin embargo, los analisis comparativos de las
placentas infectadas por el ZIKV no revelaron alteraciones en las subespecies
de ceramidas o esfingolipidos'?®. Por lo tanto, los requisitos de esfingolipidos
durante la infeccion por el ZIKV podrian ser variables dependiendo del tipo de

célula.

En cuanto al colesterol, un estudio lipidomico de los intestinos de los mosquitos
infectados por el DENV mostro que, de las 111 moléculas de esteroles
analizados, 25 mostraban niveles diferentes de abundancia en comparacién
con los controles. De ellas, veintiuna moléculas aumentaron y cuatro
disminuyeron durante la infeccion. La mayoria de los cambios (10 moléculas)
se produjeron en el tercer dia post-infeccion, durante la infeccion temprana, y

en el séptimo dia post-infeccion (14 moléculas), un periodo de alta actividad
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de replicacion en el intestino medio del mosquito. Solo una molécula mostro
cambios significativos (disminuyd) el dia 11 post-infeccion, un periodo en el
que hay una alta actividad de replicacion en las glandulas salivales y otros
tejidos en comparacion con el intestino medio'8. Teniendo en cuenta que los
esteroles del mosquito provienen de la dieta, seria interesante comparar el
enriqguecimiento de esteroles en el lipidoma de las células humanas y del

mosquito en diferentes momentos de la infeccion por DENV.

Hasta donde sabemos, no existen otros estudios lipiddmicos con el DENV y el
ZIKV en los que se analice el contenido de esteroles y metabolitos
relacionados. Sin embargo, se ha informado del aumento del colesterol en las
células Huh-7 causado por la infeccion por el DENV en comparacion con las
células no infectadas'®®. El enriquecimiento se concentré en los sitios de
replicacion del DENV, y también fue evidente en las primeras horas de la
infeccién. En conjunto los ensayos in vitro% e in vivo!1® (modelo de mosquito),
sugieren que el colesterol es necesario durante las primeras etapas de

infeccion y durante la replicacion del DENV.

Por otra parte, el ZIKV también provoca varias adaptaciones en el metabolismo
de los lipidos de la placenta, incluido el aumento de los lipidos neutros:
colesterol, diacilgliceroles y triacilgliceroles. La reprogramaciéon metabdlica, en
consecuencia, desencadend la biogénesis de gotas lipidicas enriquecidas en
colesterol y la reorganizacion de la membrana intracelular para la replicacion

virall2s,

En conjunto, toda esta evidencia sugieren que el enriquecimiento de colesterol
y otros lipidos en las células infectadas es necesario durante las infecciones
por flavivirust02103.128: sin embargo, todavia se estd estudiando cémo

contribuye cada lipido a la replicacion viralt?°.

Se cree que el enriquecimiento de esfingolipidos, como la ceramida, durante
las infecciones por flavivirus, es importante para la topologia de la membrana

129,130 |a gemacion viral 131-134 y la arquitectura del virién 7378,
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Los fosfolipidos podrian estar implicados en la fluidez y curvatura de la
membranal3>136 mientras que el colesterol junto con la ceramida podrian dar
lugar a la formacion de microdominios en las membranas asociadas a la
replicacion del RE7-140  funcionando como plataformas para proteinas

virales1%4,
2.3.4 Ensamblaje de los flavivirus

Los procesos de replicacion y ensamblaje virales estan intimamente ligados;
las particulas virales se producen por la gemacion de las nucleocapsides
(proteina C asociada al ARN genomico saliente) asociadas a membranas
derivadas del RE que contienen proteinas prM y E. Las principales proteinas
virales implicadas en el ensamblaje del viridn son la NS2A y la proteina de la

capside (C)41-145,

Se ha informado la participacion de las gotas de lipidos (LD) durante la
replicacion y el ensamblaje viral (Figura 12D)!4!, Las LDs son estructuras
celulares que sirven como depdsito de colesterol y otros lipidos para la
formacién y mantenimiento de la membrana4614’, Estos organelos estan
compuestos por un nucleo lipidico neutro rodeado por una monocapa de
fosfolipidos; por lo tanto, pueden prevenir la lipotoxicidad celular convirtiendo
el exceso de acidos grasos en lipidos neutros para su almacenamiento48,
Recientemente han surgido otras funciones de las LD, como evitar el dafio
mitocondrial durante la autofagia'*® y su participacién en las respuestas

inmunitarias®°.

Durante la infeccion por flavivirus, funcionan como sitios de reclutamiento de
proteinas tanto celulares como virales. Por ejemplo, se ha descrito que la
proteina NS3 del DENV interactia con la proteina Rabl18, una pequefa
GTPasa implicada en el trafico de vesiculas en los LDs para reclutar la enzima
sintasa de acidos grasos (FASN) a los sitios de replicacion del DENV y

promover la biosintesis de acidos grasos!®?.
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También se ha descrito la co-localizacion e interaccion de la proteina C con
los LDs durante la infeccion por WNV, DENV, JEV y ZIKV (Figura 12D)
141,143,152-157 En este sentido, la disociacién de la proteina C de los LDs inhibe
la produccién de particulas infecciosas del DENV, pero no la replicacion del
ARN 1%2; por lo tanto, se ha sugerido que los LD funcionan como andamios

para la encapsulacion del genoma viral 42,

Ademas, los flavivirus pueden utilizar los lipidos de los LDs a través de la
lipofagia 1°® y la reabsorcién de estos organulos 23, Virus como el DENV 141,159,
el ZIKV 126 y el HCV 160 manipulan la biogénesis de los LDs para promover la

replicacion del genoma viral y la produccién de viriones 61,

En cuanto al ZIKV, hay posiciones diferentes; este virus induce grandes
cantidades de LDs en las células infectadas y estas LDs estan enredadas y se
acumulan alrededor de los focos infectados dentro de las vellosidades
placentarias infectadas para promover la replicaciéon del genoma viral*?®. Sin
embargo, también se ha informado de una disminucién del nimero y el
volumen de los LDs en las células Huh-7 infectadas por el ZIKV%2, Por lo tanto,
el papel de los LDs durante la infeccion por el ZIKV deberia estudiarse mas a
fondo.

2.4 Vias metabdlicas como objetivos terapéuticos

Con todo lo anterior podemos concluir que los flavivirus requieren un
microambiente lipidico favorable que aporte los recursos necesarios para crear
sus plataformas de replicacion y adquirir su envoltura viral con propiedades
Unicas. Considerando que lipidos como el colesterol y los acidos grasos son
indispensables durante su ciclo de replicacion, era de esperarse que estos
virus, ademas, puedan alterar ciertas vias metabdlicas para promover un

microambiente lipidico enriquecido®3,
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2.4.1 Alteracion de la biosintesis de acidos grasos por flavivirus

La biogénesis de acidos grasos parece ser una importante diana terapéutica
contra los flavivirus, ya que es necesaria para sintetizar lipidos complejos
como los que se enriquecen durante las infecciones virales 7881,116,117,126,127
Hay dos enzimas clave para la generacion de acidos grasos, la acetil-CoA
carboxilasa (ACC), la enzima limitante en la biosintesis de lipidos, y la sintasa
de acidos grasos (FASN). La ACC cataliza inicialmente la carboxilacion del
acetil Coenzima A a malonil-CoA®. En pasos posteriores, FASN cataliza la
sintesis de acetil-CoA palmitato y malonil-CoA en acidos grasos saturados de
cadena larga'®®, Se ha documentado que el DENV regula positivamente la
sintesis de acidos grasos mediante la interaccion de la proteina viral NS3 con
la enzima FASN para redirigirla a los sitios de replicacion viral y estimular su
funcion (Figura 12C)'%6, El ZIKV también aumenta la expresion de la FASN, la
translocasa de &cidos grasos (FAT/CD36) y la diacilglicerol aciltransferasa 1
(DGAT1)'?8, El transportador FAT/CD36 ayuda a la captacién de &cidos grasos
del entorno exdgeno, y la DGAT1, residente en el RE, una enzima esencial
para la biogénesis de los LDs, cataliza el ultimo paso de la biosintesis de

triglicéridos.

Por el contrario, la inhibicion de ACC67 o FASN81,166,168,169 redyce la infeccion
por flavivirus. Ademas de los acidos grasos, la sintesis de lipidos complejos,
como los esfingolipidos, también es necesaria durante las infecciones por
ZIKV, DENV y WNV78116117.127.170 " F| metabolismo de los esfingolipidos
consiste en una compleja red de numerosas enzimas que estan
interconectadas y reguladas a diferentes niveles. Sin embargo, en el centro del
metabolismo de los esfingolipidos residen las ceramidas sintasas (CerSs), un
grupo de enzimas que catalizan la formacién de ceramidas, los precursores de
los esfingolipidos!’t.

Durante la infeccién por el ZIKV, se ha documentado un marcado aumento de
los niveles de ceramida por multiples vias, que se redistribuye a los sitios de

replicaciéon y sensibiliza a las células para la infecciéon!!’. Por el contrario, la
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reduccion de la biosintesis de ceramida mediante la inhibicion de CerS, y de
la enzima descendente serina palmitoiltransferasa (SPTLC), puede inhibir la
infeccién por ZIKV y WNV117.172 Sin embargo, las placentas infectadas por el
ZIKV no revelaron ninguna alteracién en la ceramida o en las subespecies de
esfingolipidos'?®, lo que podria sugerir que los requisitos de ceramida durante

la infeccion por el ZIKV podrian variar en diferentes tipos de células.

Las ceramidas también estan enriquecidas en las membranas asociadas a la
replicacion del DENV®L. Sin embargo, se ha informado de que el DENV es
insensible a la interrupcion de la ceramida 173174; por el contrario, la inhibicién
de las enzimas CerS y SPTLC aumenta la replicaciéon del DENV 72, Estas
observaciones sugieren que los diferentes flavivirus tienen un requisito

diferencial de ceramida para la replicacion 172.

El catabolismo de esfingolipidos mas complejos probablemente contribuye al
aumento de lipidos; sin embargo, las pruebas sugieren que las infecciones por
flavivirus aumentan la biosintesis de esfingolipidos de novo 78817 Por |o
tanto, la inhibicion de la biosintesis de acidos grasos podria ser ventajosa
frente a la inhibicion de los lipidos complejos necesarios para la replicacién
viral, como se ha descrito en las infecciones por el WNV1%, ya que estos

altimos también contienen acidos grasos como parte de su estructura.
2.4.2 Alteracion de la biosintesis del colesterol por flavivirus

La biosintesis del colesterol se produce en el RE, pero el contenido de
esteroles en este organulo es bajo debido a la compleja regulacién de la
sintesis y el transporte celular’®. A pesar de los mecanismos de regulacion,
se ha documentado la biogénesis activa y la acumulacién de colesterol en los
CRs del DENV (Figura 12C)81:102.103.128 F| gqumento del colesterol en las
células del higado y en el intestino medio de los mosquitos en diferentes
momentos de la infeccion por DENV sugiere una interaccion dinamica entre el
metabolismo de los lipidos de las células del huésped y la replicacion viral

103116176 Se ha descrito que la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa
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(HMGCR), una enzima clave en la via del mevalonato que controla la tasa de
biosintesis del colesterol, se relocaliza a las membranas asociadas a la
replicacion viral y se sobreactiva durante la infeccién por DENV y WNV103.128,
Ademas, durante la infeccién por el DENV se ha notificado una regulacion
positiva de la mevalonato difosfodecarboxilasa (MVD), una enzima que

participa en los pasos intermedios de la via del mevalonato'©2,

Ademas, la biosintesis de este lipido no es la Unica fuente de esteroles; el
DENV también promueve la captacion de colesterol exdégeno al aumentar la
expresion del receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL)%® y del
receptor Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1)"7 en la superficie de las células
hepéticas infectadas. En las células de los mosquitos, el DENV modifica la
expresion de la proteina LRP-1 para impedir el eflujo celular de colesterol y
promover asi la acumulaciéon de colesterol intracelular'’®. Por lo tanto, la
inhibicion de las enzimas implicadas en la via del mevalonato, como la
HMGCR, la MVD, la escualeno sintasa (SQS) o la 7-dehidrocolesterol
reductasa (DHCR-7), puede reducir la multiplicacion del flavivirus
102,103,117,123,128,179,180 - Ademas, la inhibiciéon de la importaciéon de colesterol y
del trafico intracelular también ha demostrado ser eficaz para inhibir la
infeccién por el DENV03177 En general, estas pruebas demuestran que la via
del mevalonato ofrece una amplia gama de posibles objetivos terapéuticos

dirigidos al huésped para tratar las infecciones por flavivirus.
2.5 Farmacos hipolipemiantes como candidatos anti-flavivirus.

La falta de una vacuna o un farmaco para tratar las enfermedades por flavivirus
ha llevado a la comunidad cientifica a una busqueda exhaustiva de farmacos
con efecto anti-flavivirus. Existen dos tipos de farmacos antivirales: los
antivirales dirigidos a componentes virales; y los antivirales dirigidos al
huésped que inhiben moléculas celulares clave que contribuyen al ciclo
replicativo de los virus 181183, | os fArmacos que interfieren en diferentes vias

metabolicas para la sintesis de lipidos pertenecen a este ultimo grupo e
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inhiben eficazmente las infecciones por flavivirus. Por ejemplo, los farmacos
que inhiben la enzima que cataliza la conversion de esfingomielina en
ceramida, como GW4869, pueden inhibir la infeccién por ZIKV 8% |os
inhibidores de moléculas pequefias de ACC (PF-05175157, PF-05206574 y
PF-06256254) pueden contrarrestar la infeccion por ZIKV, DENV y WNV 18; y
los inhibidores de la sintesis, captacién y transporte de colesterol también
tienen un efecto anti-flavivirus!®®. Curiosamente, en este Ultimo grupo se
encuentran farmacos aprobados por la FDA como la imipramina (IMI), la
ezetimiba (EZE) y las estatinas (STA). La imipramina, un antidepresivo, inhibe
el ZIKV, el DENV y el WNV al interferir con el transporte intracelular de
colesterol'®; el EZE inhibe la infeccion por el DENV al bloquear el
transportador de colesterol NPC1L1'Y7, y las STA han demostrado tener un
amplio espectro anti-flavivirus al inhibir directamente la enzima HMGCR

responsable de la sintesis de colesterol de Novo 176:180,

Otro grupo de farmacos son aquellos que pueden interferir tanto la sintesis de
acidos grasos como la sintesis de colesterol, los cuales han demostrado una
fuerte actividad anti-flavivirus. Un claro ejemplo son los inhibidores de SREBP,
como el &cido nordihidroguayarético (ANDG) y su derivado acido tetra-O-metill
nordihidroguayarético, que pueden inhibir al DENV, al ZIKV y al WNV, ademas
del VHC, sugiriendo que la via de SREBP es un blanco terapéutico'®’-189,
Asimismo, los activadores de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK),
como PF-06409577, AICAR, y la Metformina (MET), han mostrado ser eficaces
contra el DENV, el ZIKV y el WNV en ensayos in vitro 176190191 - Dentro de este
altimo grupo, la MET es otro farmaco aprobado por la FDA con un amplio y

prometedor espectro antiviral 72,
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Il JUSTIFICACION

A falta de una vacuna eficaz para combatir infecciones causadas por el ZIKV
y el DENV, la busqueda de nuevas estrategias que ayuden a combatir dichas
infecciones es imprescindible. Debido a que el ciclo viral de los flavivirus esta
estrechamente ligado al metabolismo de lipidos celular, investigadores han
propuesto el uso de farmacos hipolipemiantes con efecto antiviral para tratar
dichas enfermedades. La metformina, un farmaco aprobado por la FDA
utilizado para tratar la diabetes tipo Il, ha mostrado tener propiedades
antivirales. Estudios in vitro realizados en nuestro laboratorio han reportado el
afecto anti-DENV de la metformina, sin embargo, poco se sabe de su eficacia
en modelos in vivo y de su efecto sobre otros flavivirus. Solo un estudio
retrospectivo ha sugerido menor riesgo de adquirir DENV grave en pacientes
diabéticos que controlan su enfermedad con metformina. Por lo tanto, éste
trabajo tiene por objetivo estudiar la eficacia antiviral de la metformina sobre

las infecciones causada por el ZIKV y el DENV en modelos in vitro e in vivo.

IV HIPOTESIS

La metformina es capaz de reducir eficazmente las infecciones causadas por
el ZIKVy el DENV in vitro e in vivo, indicando que este medicamento es seguro

para tratar infecciones causadas por flavivirus.

V OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

» Estudiar el efecto del tratamiento de la metformina durante la infeccién
con ZIKV y DENV in vitro e in vivo.
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5.2 Objetivos especificos
» Estudiar la eficacia anti-ZIKV de la Metformina en dos modelos in vitro,
células de linaje neuronal y hepatico.
+ Evaluar la eficacia anti-flaviviral de la Metformina in vitro.

+ Caracterizar la enfermedad del ZIKV y DENV en el modelo animal

“AG129”, ratones inmunodeficientes en IFN-a/B y -y.

» Evaluar el efecto antiviral del tratamiento con metformina en ratones
AG129 infectados con ZIKV y DENV.

VI METODOS

6.1 Cultivos celulares

Para evaluar el efecto anti-ZIKV de la Metformina, se utilizaron dos diferentes

lineas celulares susceptibles a la infeccién por ZIKV:
6.1.1 Células Huh-7 (Hepatocarcinoma humano)

Las células Huh-7, se cultivaron en placas de 12 pozos con medio DMEM
suplementado con glutamina al 2 mM, suero fetal bovino (SFB) al 7%,
penicilina (104 U/ml) y estreptomicina (50ug/ml), 1 mL/L de anfotericina B

(Fungizona) a 37 °C con 5% de CO2 atmosférico.
6.1.2 Células U-87 (Glioblastoma humano)

Células U-87 se cultivaron en placas de 12 pozos con medio DMEM Advanced
(SIGMA) suplementado con glutamina al 2 mM, SFB al 10%, penicilina (104
U/ml) y estreptomicina (50ug/ml), 1 mL/L de anfotericina B (Fungizona) a 37 °C

con 5% de CO2 atmosférico.

6.2 Virus
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La propagacion del ZIKV (MEX_CIENI551, amablemente facilitado por el Dr.
Jesus Torres, Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico
Nacional) y del DENV2 (cepa del serotipo 2 de Nueva Guinea) se realiz6 en
cerebros de ratones lactantes CD1 facilitados por la Unidad de Produccion y
experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL). La propagacion del
YFV 17D (vacuna viva atenuada) se realiz6 en células C6/36 de Aedes

albopictus adaptadas para crecer a 35 °C1%2,

Los titulos del DENV y del ZIKV se determinaron mediante el ensayo de
unidades formadoras de focos (FFU) en células Huh-7 (seccion 6.8), mientras
que los titulos del YFV se realizaron con ensayos de unidades formadoras de
placas (PFU)%. Los cerebros de ratones CD1 recién nacidos sin infectar o el

medio completo para las células C6/36, fueron utilizados como control (Mock).
6.3 Farmacos:

MET y LOV se obtuvieron de Abcam Biochemicals (nUmero de catdlogo
ab120847 y ab120614, respectivamente). MET se disolvi6 en agua para
preparar una solucion madre a 100mM. LOV se disolvi6 en DMSO para

preparar una solucion madre a 50uM.

6.4 Ensayos de citotoxicidad

Para evaluar la citotoxicidad de la MET vy calcular la concentracién citotdxica
gue causa el 50% de muerte celular (CC50), las células huh-7 y U-87 fueron
tratadas con vehiculo o con concentraciones crecientes de MET (O, 1, 2,5, 5,
7,5, 10, 12 5, 15, 20 y 25 mM) por 24 horas. Al término de este tiempo la
citotoxicidad se midi6 a través de un ensayo colorimétrico (ROCHE 11 465 007
001) basado en el método MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-
difenil tetrazolio), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente,
las muestras se leyeron en un espectrofotometro (BioTek ELx800) midiendo la
absorbancia a 540 nm. La misma metodologia se utilizé para calcular la CC50
de la LOV utilizando las siguientes concentraciones: CC50= 15, 25, 35, 75,
100, 150, 200 y 400 pM. Los resultados fueron analizados y graficados
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utilizando el software Graph Pad Prism (version 6.0), estimando el valor de la

CC50 mediante un analisis de regresion lineal.
6.5 Infeccion y tratamiento con MET

Las lineas celulares se sembraron en formato de placa de 12 pocillos (5,68x10°
Células) o de 24 pocillos (2,72X10* Células) al 70-80% de confluencia. Se
infectaron con el ZIKV, o el YFV, o el DENV a una multiplicidad de infeccién
(MOI) de 5, en medio suplementado con 1% de SFB durante dos horas a 37 °C.
Esto para permitir la adsorcion y la entrada viral. Posteriormente, las células
se lavaron tres veces con HANKS (Gibco) y se trataron con el farmaco. El
farmaco se diluy6é en medio completo para obtener la concentracion deseada.
Las células infectadas se incubaron con el farmaco durante 24 horas a 37 °C.
Agua estéril y DMSO fueron utilizados en los controles de infeccibn como
vehiculo de la MET y la LOV, respectivamente. Se realizaron tres

experimentos independientes por duplicado para cada ensayo.

6.6 Concentracion de inhibicién viral al 50% (IC50)

Células infectadas con el ZIKV o el DENV fueron tratadas con vehiculo o con
concentraciones crecientes de MET por un periodo de 24 horas: 0, 1, 2,5, 5,
7,5,10, 125, 15, 20 y 25 mM. Para el calculo de la IC50 de la LOV se utilizaron
las siguientes concentraciones: 1, 6, 12, 18, 25, 35, 50, 75, 100, 150, 200 uM.
Posteriormente, las células fueron analizadas por citometria de flujo y los
resultados fueron graficados con el software Graph Pad Prism (version 6.0)

para estimar el valor de la IC50 mediante un analisis de regresion lineal.
6.7 Citometria de flujo

El porcentaje de infeccion para cada linea celular se determin6 mediante
citometria de Flujo. Al término de cada ensayo, las células cultivadas en placas
de 12 pozos fueron recuperadas en tubos eppendorf de 1.5 mL y lavadas con
PBS. Este ultimo paso se realizé consecutivamente al término de cada

procedimiento. Las células fueron fijadas con Parafolmaldehido al 2% por 20
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minutos y posteriormente fueron bloqueadas con solucién permeabilizadora
(saponina al 0.2% y 1% SFB) durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA).
Para marcar la infeccion se utilizé el anticuerpo primario 4G2 (ratén) (Millipore)
diluido 1:200 en solucion permeabilizadora, incubando toda la noche a 4 °C.
Posteriormente, se retird el exceso de 4G2 y se incub6 con el anticuerpo
secundario acoplado a Alexa 488 anti-raton (Life technologies) diluido 1:1000
en solucién permeabilizadora durante 2 horas a TA. El conteo celular se realizé
en el citdbmetro de flujo CytoFLEX con el filtro (B525-FITC) considerando diez
mil eventos para cada muestra. El analisis del porcentaje de infeccion se

realizo en el programa FlowJo (vX 0.7).

6.8 Ensayo de focos

El rendimiento viral se cuantifico por medio de ensayos de focos. Brevemente,
se realizaron diluciones seriadas con 135 pL de medio Hanks y 15 pL del
sobrenadante problema. Células Huh-7, en placas de 96 pozos, se infectaron
con 50 pL de cada dilucion por duplicado, incubando por 2 hrs a 37 C°.
Posteriormente, se coloc6 150 pL de medio completo por un periodo de
incubacion de 48 horas a 37 °C. Al término de este tiempo, las células se
lavaron con PBS y se fijaron con PFA al 2 % por 20 minutos a TA. Las células
se permeabilizaron y blogquearon con 50 pL de solucion permeabilizadora
(saponinaal 0.2 %y 1 % SFB) durante 20 minutos a TA. El anticuerpo primario
4G2-raton (1:200) y el anticuerpo secundario anti-ratén Alexa 488 (1:1000), se

utilizaron para revelar los focos en un microscopio de Epifluorescencia.

6.9 Microscopia confocal

Las células infectadas no tratadas y tratadas se crecieron en cubreobjetos en
placas de 24 pozos. Al término de cada ensayo fueron lavadas con PBS y
fijadas con paraformaldehido al 2% (PFA) durante 20 minutos a 4°C. Los
lavados con PBS se realizaron al término de cada procedimiento. Se
bloquearon con solucién permeabilizadora (saponina al 0.02 % y 1 % SFB)

durante 20 minutos a TA. Para detectar la infeccion se incubé con el anticuerpo
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primario 4G2-raton (1:200) toda la noche. El anticuerpo policlonal de conejo
antiNS4A (GENETEX) fue utilizado para determinar la colocalizacion de las
proteinas virales en los complejos de replicacién. Posteriormente, se
incubaron por 2 horas con el anticuerpo secundario anti-raton Alexa 488
(1:1000) y un anti-conejo de cabra Alexa Flour 555 (1:1000) (Life
Technologies) diluidos en solucidbn permeabilizadora. Los ndcleos se
contratifieron con Hoechst 33342 (Life Technologies). Después de 5 lavados
con PBS los cubre objetos se montaron sobre portaobjetos con 4 yL de
Vectashield. Las células infectadas se observaron en un microscopio confocal
laser Zeiss LSM700 para determinar los ratios de colocalizacién entre las
proteinas virales, y las imagenes se analizaron con el software ZEN (v 2.3)

2010. Tres experimentos independientes por duplicados fueron analizados.
6.10 Western Blot

Las células se infectaron con ZIKV o DENV a una MOI de 5 y se trataron con
MET (O, 1, 7,5 y 15 mM) durante 24 h. Posteriormente, se obtuvieron lisados
celulares con tampdn RIPA y se utilizaron 35 ug de extracto proteico para los
ensayos de Western blot siguiendo la metodologia previamente reportada por
De Jesls-Gonzalez et al. (2020)°4. Se utilizé el anticuerpo policlonal de conejo
anti-NS3 (GTX124252) para detectar la infeccion por el ZIKV y el DENV, y
como anticuerpo secundario se utilizé el anti-conejo HRP (Cell Signaling). Los
anticuerpos anti-GAPDH de conejo y anti-Tubulina (Cell Signaling) se utilizaron
como control de carga. Las proteinas se detectaron utilizando el sustrato
quimioluminiscente Super Signal West Femto (Thermo Scientific). Se
realizaron tres experimentos independientes por duplicado. El andlisis
densitométrico se realiz6 con el software mylmageAnalysis (Thermo Fisher
Scientific, lllinois, EE.UU.), y los resultados se representaron con el software

Graph Pad Prism versién 6.0.
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6.11 Microscopia electronica de transmisién

Las células Huh-7 no infectadas, infectadas sin tratar y tratadas con MET se
incubaron durante 48 horas y se procesaron utilizando la metodologia
previamente comunicada por Reyes Ruiz et al. (2019)!%. La misma
metodologia fue utilizada para corroborar la presencia de los complejos
replicativos en los tejidos de ratones AG129 infectados con DENV o ZIKV.
Secciones delgadas (70 nm) se tifieron con acetato de uranilo y citrato de
plomo y se visualizaron en un microscopio electrénico de transmision Jeol

JEM-1011. Se realizaron dos experimentos independientes por duplicado.
6.12 Deteccion viral por RT-PCR

El RNA Total de =100mg de tejido se extrajo utilizando Trizol (Invitrogen)
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. EI RNA se resuspendio
en agua con DEPC con inhibidor de RNAsas. Posteriormente, el RNA fue
tratado con DNAasa (New England BiolLabs) utilizando 0.2 unidades por 1ug
de RNA total, incubando a 37°C por 10 minutos e inactivando con EDTA 5uM
a 70°C por 10 minutos. La sintesis de cDNA se realiz6 con 1 ug de RNA total
utilizando la enzima Improm Il (Promega) y Random Primers, durante 1 ciclo
de amplificacion en las siguientes condiciones: 25 ° C durante 5 min, 42 ° C
durante 60 min y 70°C durante 15 min (Veriti Thermal Cycler, Applied
Biosystems). Finalmente, la amplificacion por PCR en tiempo real se realizé
mediante  SYBR Fast universal (Kapa) utilizando el equipo Eco lllumina
System a partir de 2 pl (200ng) de cDNA para una reaccién de 20 microlitros
totales siguiendo las instrucciones del fabricante. Los primer para el virus
ZIKV?" y DENV?'% fueron los siguientes: ZFW CCGCTGCCCAACACAAG y
ZRV CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT; D2F CAATATGCTGAAACG
CGAGA y D2R TGCTGTTGGTGGGATTGTTA. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 2 min a 50°C, 2 Min a 95°C, 40 ciclos de
5 segundos a 95°C y 30 segundos a 55°C para DENV o 60°C para ZIKV.

Para confirmar la ausencia de dimeros de cebadores, se realiz6 una

37



curva de disociacion calentando los productos desde 55°C a 95°C. Para
realizar la qRT-PCR de ZIKV se realizaron diluciones seriadas 1x10*° copias
del un producto de PCR Punto final. Los resultados se expresaron en copias/
pg de RNA.

6.13 Ensayos de supervivencia en ratones AG129

Los ratones AG129 de 6 a 8 semanas de edad (Puestos a disposicion
amablemente por el Dr. Marco Antonio Meraz Rios y la Auxiliar Ma. del Pilar
Figueroa Corona del departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV-
IPN-México), proporcionados por la Unidad de Produccion y Experimentacion
Animal de Laboratorio (UPEAL) con el No de protocolo, 0305-19 fueron
infectados con 2x107 FFU de ZIKV o 4x108 FFU de DENYV por ratén. Los virus
se inocularon por via intraperitoneal en un volumen de 100 pyL de agua
inyectable. El grupo tratado con MET recibié 50mg/kg/dia del farmaco, segun
la bibliografial®’, mediante una sonda oral. Los tratamientos comenzaron a
partir del cuarto dia post-infeccion durante diez dias. El peso de los ratones y
los signos de la enfermedad se observaron diariamente hasta el dia de la
eutanasia. Los signos de la enfermedad se basaron en un puntaje clinico
reportado por Orozco et al. (2012)1%8, el cual se modificé para ratones AG129
infectados por el ZIKV (Tabla 5). Se realizaron ensayos independientes de 4
ratones cada uno, sin equidad de género. Se excluyeron los ratones que
murieron por causas distintas a la infeccion. Los resultados de supervivencia,
la puntuacion clinica y el peso de los ratones se trazaron y analizaron utilizando

el software Graph Pad Prism versién 6.0.
6.13 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, los datos numéricos se expresaron con medias y
desviaciones estandar (SD). Los resultados se normalizaron y se presentaron
en porcentajes considerando el 100% de las células infectadas sin tratar. Para

comparar las células tratadas y no tratadas, se realizé un analisis de la
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varianza (ANOVA) utilizando las pruebas de comparaciones mudiltiples de
Dunnett; para comparar los tratamientos entre ambos tipos de células, se
realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) utilizando las pruebas de
comparaciones multiples de Sidak. Para comparar los grupos tratados y no
tratados en microscopia confocal y electronica se utilizo la prueba t de student.
Para los ensayos in vivo, se trazaron las curvas de supervivencia de Kaplan-
Meier, y se utilizd la prueba de Wilcoxon y la prueba de Mantel-Cox para
comparar la supervivencia entre los grupos tratados y no tratados. Por ultimo,
para comparar las tasas medias de supervivencia entre los grupos tratados y
no tratados, se utilizé la prueba ANOVA-LSD. En todos los casos, una p<s 0,05

se considero estadisticamente significativa.
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VIl RESULTADOS

7.1 Células de linaje hepatico (Huh-7) y neuronal (U-87), como modelos
in vitro de infeccién para el ZIKV

Para determinar la eficacia infectiva del ZIKV en células Huh-7
(hepatocarcinoma) y en células U-87 (glioblastoma), ambas lineas celulares
fueron infectadas a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1 y 5, bajo las
mismas condiciones. Los resultados mostraron altos porcentajes de infeccion
= 50% en ambas lineas celulares a una MOI de 5, y por un periodo de 24 horas
(Figura 13). No hubo diferencias significativas de la eficacia infectiva del ZIKV
entre lineas celulares infectadas con el mismo inéculo. Por consiguiente, todos
los ensayos fueron realizados bajo estas mismas condiciones de infeccion,
incluyendo el calculo del indice de selectividad (IS) de MET y analisis de la

eficacia de MET entre tipos celulares.
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Figura 13. Eficacia infectiva del ZIKV in vitro. Porcentaje de células de hepatocarcinoma, Huh-7, y
células de glioblastoma, U-87, infectadas con ZIKV a una MOl de 1y 5 por 24 hrs. ****p < 0,0001.
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7.2 Citotoxicidad de la MET en células de linaje hepatico y neuronal

Para conocer las concentraciones citotoxicas de la MET, se evalud la viabilidad
de las células Huh-7 (Figura 14A) y U-87 (Figura 14C) tratadas con
concentraciones crecientes de MET, mediante la técnica de MTT y segun la
norma internacional para pruebas de citotoxicidad in vitro (ISO 10993-5), que
indica que la reduccién de la viabilidad celular en mas de un 30% se considera
un efecto citotéxicol®. La concentracion limite de MET fue de 35 mM y 20mM
en células Huh-7 y U-87, respectivamente. Por encima de estas
concentraciones la MET es altamente toxica. Las concentraciones utilizadas
en este trabajo fueron seleccionadas por debajo de la linea roja, que indica
una viabilidad mayor al 80% (Figura 14A y C).

7.3 Calculo de la concentracion citotoxica que causa el 50% de muerte
celular (CC50)

Para determinar la eficacia de la MET para inhibir al ZIKV fue necesario
calcular el indice de selectividad (Sl, por sus siglas en ingles selectivity index)
en un contexto de infeccion con el ZIKV. El Sl es un valor que indica la relacion
entre la citotoxicidad de un farmaco y su eficacia para realizar su efecto
bioldgico, en este caso su efecto anti-ZIKV. Para calcular el S| es necesario
determinar la concentracidon citotoxica que causa el 50% de muerte celular

(CC50) y la concentracion que inhibe la infeccion viral al 50% (1C50).

La CC50 se calcul6 utilizaron concentraciones crecientes de MET en células
Huh-7 y U-87. Como podemos ver en la Figura 14, el andlisis de regresion
lineal de las concentraciones crecientes de MET indica una toxicidad dosis
dependiente. La CC50 de la MET fue similar en ambas lineas celulares, 32.9
mM en células Huh-7 (Figura 14B) y 33.43 en células U-87 (Figura 14D).
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Figura 14. Citotoxicidad de la MET en células Huh-7 y U-87. Viabilidad de las células Huh-7 (A) y U-
87 (C) tratadas con MET. Por debajo de la linea roja (80%) las concentraciones de MET no comprometen
la viabilidad celular. (B) CC50 de MET en células Huh-7 y (D) en células U-87. Utilizando como vehiculo
(H20) o concentraciones crecientes de MET (1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20 y 25 mM), la citotoxicidad se evalu6
mediante la técnica de MTT alas 24 hrs. El valor de la CC50 se estimd realizando un analisis de regresion

lineal y los resultados se representaron con el software Graph Pad Prism version 6.0.

7.4 La MET puede inhibir la infeccion del ZIKV, con mayor eficacia en
células U-87 en comparacion con Huh-7.

Posteriormente, se calcul6 la concentracion de MET que inhibe la infeccion
viral del ZIKV al 50% (IC50) en ambas lineas celulares. Células Huh-7 y U-87
infectadas con ZIKV fueron tratadas con concentraciones creciente de MET (O,
1,25,5,7,5,10,125, 15, 20 y 25 mM) por 24 horas. El porcentaje de células
infectadas fue calculado por citometria de flujo. Los resultados muestran que
la MET inhibio la infeccion por ZIKV en ambas lineas celulares de forma
dependiente de la dosis con una IC50 de 9,0 mM (IC del 95 %= 7,36 a 11,25
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mM) en células Huh-7, y una IC50 de 5,84 (IC del 95 % = 4,96 a 6,87 mM) en
células U-87 (Figura 15A y B).

Esto indica que se requiere una menor concentracion para alcanzar la IC50 en
las células U-87. El indice de selectividad (Sl), basado en la relacién de los
CC50/1C50, citotoxicidad/efecto-antiviral, fue calculado para corroborar la
eficacia antiviral de la MET en ambas lineas celulares. Los valores del IS
calculados para la MET fueron 4.68 y 3.65, en células Huh-7 y U-87,
respectivamente (Tabla 3). Los resultados confirmaron mayor eficacia anti-

ZIKV de la MET en células de linaje neuronal.
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Figura 15. Concentracién de MET que inhibe la infeccion del ZIKV al 50% (IC50). Se calcul6 la IC50
para MET en células Huh-7 (A) y U-87 (B) infectados con ZIKV. Ambas lineas celulares se trataron con
MET (1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20 y 25 mM) o vehiculo (H20) durante 24 h. La reduccién de la infeccién por
MET se evaluo por citometria de flujo y la IC50 se estimé por andlisis de regresion lineal. Los resultados

se representaron con el software Graph Pad Prism version 6.0.
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7.5 La MET es menos eficaz para inhibir al ZIKV, pero no es toxica
comparada con la LOV.

Para comparar el efecto de la MET con otro farmaco hipolipemiante se calculo
el Sl de una de la Lovastatina (LOV), un farmaco aprobado por la FDA capaz
de inhibir al ZIKV en células Vero!®. Los valores de la CC50 y la IC50
calculados en células Huh-7 fueron de 231.9 uM y 20.78 uM, respectivamente,
con un Sl de 11.15 pM (Figura 16).
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Figura 16. CC50 y IC50 de LOV. Se calcul6 la CC50 y la IC50 de LOV en células Huh-7. Para los
ensayos de toxicidad y de inhibicidon concentraciones crecientes de LOV fueron incubadas durante 24 h.
La reduccion de la viabilidad y la infeccion se evalué por MTT y citometria de flujo, respectivamente.
Ambos valores se estimaron por andlisis de regresion lineal.

La CC50 de la LOV en las células U-87 no pudo calcularse debido a su alta
toxicidad a concentraciones bajas. En la tabla 3 se resumen los Sl calculados
durante la infeccion del ZIKV. Los resultados sugieren que a pesar de que la
MET es menos eficaz para inhibir al ZIKV en células Huh-7, en comparacién
con la LOV, puede ser utilizada de manera segura debido a su baja toxicidad

y eficacia antiviral en células de linaje neuronal (Tabla 3).
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Tabla 3. indice de selectividad de la MET y LOV

Flavivirus Farmaco Células CCso ICso Sl
(CCso/ICs0)
U-87 33.43 5.84 5.72
MET
Huh-7 32.9 9 3.65
ZIKV u-87 Altamente toxica
LOV
Huh-7 231.9 um 20.78um 11.15

Citotoxicidad (CCso), Anti-ZIKV (ICsq), indice de selectividad (SI).

7.6 MET reduce el porcentaje de infeccion y la produccidén de particulas
virales del ZIKV en células Huh-7 y U-87.

Para evaluar el efecto anti-ZIKV de la MET, se analizaron algunos de los pasos
importantes del ciclo replicativo viral. Ensayos independientes al calculo de la
IC50 fueron realizados para evaluar el porcentaje de infeccién, la produccién
de particulas virales y la sintesis de proteinas virales del ZIKV. Para esto, se
seleccionaron tres concentraciones que no comprometieran la viabilidad
celular de las células Huh-7 y U-87 (Figura 14A, C), para asi poder comparar
el efecto antiviral de la MET entre ambas lineas celulares: 1 mM (baja), 7,5
(media) y 15 mM (alta).

Células Huh-7 y U-87 fueron infectadas y tratadas con MET. Al final de los
tratamientos, los sobrenadantes se recolectaron para determinar el
rendimiento viral mediante el ensayo de unidades formadoras de focos (FFU),
mientras que el porcentaje de células infectadas se analiz6 mediante

citometria de flujo.
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El tratamiento con MET redujo el porcentaje de infeccion (-29,43% a 7.5 mM
y —42.59% a 15 mM) y el rendimiento viral (-38% a 7.5 mMy -74,00% a 15
mM) de forma dependiente de la dosis en células Huh-7 (Figura 17). De
manera similar, en las células U-87, MET redujo el porcentaje de células
infectadas (-30,36% a 7,5 mM y -67,59% a 15 mM) y el rendimiento viral (-
47,69% a 7,5 mM y -91,13% a 15 mM) (Figura 17) de manera dosis

dependiente.
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Figura 17. MET reduce el nimero de células infectadas y el rendimiento viral de ZIKV. Las células
Huh-7 y U-87 infectadas con ZIKV se trataron con MET (1, 7.5 y 15 mM) durante 24 hrs. (A) Porcentaje
de células infectadas. (B) Titulos virales de los sobrenadantes recolectados post-tratamiento. Los
resultados se presentan en porcentajes considerando como 100% las células infectadas sin tratar
(Control). Los graficos representan las medias + SD de n = 3 experimentos independientes realizados
por duplicado. *p = 0,0332, **p = 0,0021, ***p = 0,0002 ****p < 0,0001.
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El analisis de la varianza (ANOVA) para comparar los tratamientos entre
ambos tipos celulares demostré una diferencia significativa en el porcentaje de

infeccion y los titulos virales de ZIKV a la concentracion mas alta de MET.

7.7 El tratamiento con MET reduce los niveles de expresién de la
proteina NS3 del ZIKV en células Huh-7 y U-87.
La sintesis de proteinas virales se evalué mediante la cuantificacion de los

niveles de proteina NS3 por Western Blot (Figura 18).
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Figura 18. MET reduce la proteina NS3 del ZIKV. La proteina NS3-ZIKV en (A) células Huh-7 y (B)
células U-87; (c) el analisis densitométrico de ambas células. Se considera como 100% las células
infectadas sin tratar (Control). Los graficos representan las medias + SD de n=3 experimentos
independientes realizados por duplicado. *p = 0,0332, **p = 0,0021.
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Durante los tratamientos con MET los niveles de expresion de la proteina NS3
se redujeron (-24 %, -38,15 % y -48,95) con todas las concentraciones en
células Huh-7 al igual que en células U-87 (-40,80 % a 7,5 mMy -78,70 % a
15 mM) (Figura 18A y B). El andlisis estadistico entre ambos tipos de células
mostré mayor efecto antiviral en células U87 a la concentracion mas alta de
MET (Figura 18C).

7.8 La MET no afecta la adsorcion y la entrada del ZIKV en células Huh-7
y U-87

Para evaluar la capacidad de la MET para inhibir las primeras etapas de la
infeccion del ZIKV, se realizaron dos tratamientos distintos: 1) una hora previo
a la adsorcioén y, 2) durante la adsorcion y entrada viral. En cualquiera de los
casos el farmaco se retird, seguido de dos lavados, para continuar el proceso
de infeccion. Pasadas 24 horas se recolect6 el sobrenadante y se evalud la
produccion de particulas virales. Ninguno de los tratamientos provoco una
reduccion significativa de los titulos virales, en comparacion con el control sin

tratamiento (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de MET sobre la adsorcidn y entrada del ZIKV. El tratamiento con MET una hora
antes (1h pret) y durante la adsorcion (Ads) viral, no afectd la produccion de particulas virales en células

Huh-7 y U-87 comparado con las células no tratados.
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7.9 La MET inhibe eficazmente otros flavivirus en células Huh-7

7.9.1 Infectividad de DENV y YFV en células Huh-7

Para probar el efecto anti-flavivirus de la MET, utilizamos como modelo de
estudio las células Huh-7, que también son susceptibles a DENV 'y YFV. Previo
a los ensayos se comparo la infectividad de DENV y YFV en células Huh-7 a
una MOI de 1 y 5 (Figura 20). No hubo diferencias significativas en el
porcentaje de infeccion entre DENV y ZIKV, pero si entre ambos virus y YFV.
Se utilizé una MOI de 5 para realizar los ensayos con el DENV y el YFV, debido
a que no fue posible incrementar la MOI de YFV por el titulo del stock viral. Por

lo tanto, el DENV fue utilizado para comparar la eficacia anti-flavivirus de la
MET.
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Figura 20. Eficacia de infeccion de los flavivirus. Células Huh-7, infectadas a una MOl de 1y 5 con

ZIKV o DENV o YFV por 24 hrs. Los graficos representan las medias + SD de n = 3 experimentos
independientes. *p = 0,0332, **p = 0,0021, ***p = 0,0002 ****p < 0,0001.

7.9.2 LaMET inhibe lareplicacién del DENV con mayor eficacia que
la de ZIKV, en células Huh-7

Se calcul6 la IC50 y el Sl de la MET para DENV y se compar6 con ZIKV. MET
inhibid la infeccion de DENV de forma dosis-dependiente, con una IC50 de
3,82 (IC del 95 % = 3,350 a 4,362) (Figura 21A) y un Sl de 8.61 (Tabla 4).
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Figura 21. Efecto de MET en la infeccion por DENV. (A) La IC50 y el SI de MET fue calculado para
DENV en células Huh-7. (B) Porcentaje de infeccion, (C) rendimiento viral, y (D) los niveles de proteina
NS3 de DENV fueron avaluados y comparados con los de ZIKV bajo el mismo tratamiento con MET
(1,7,5,15 mM durante 24 h). (E) Muestra el analisis densitométrico que compara los niveles de proteina
NS3 de DENV y ZIKV después del tratamiento con MET. Los resultados se presentan en porcentajes
considerando como 100% las células infectadas no tratadas (Control). Los resultados se representaron
con el software Graph Pad Prism versién 6.0. Los gréficos representan las medias + SD de n = 3
experimentos independientes realizados por duplicado. *p = 0,0332, **p = 0,0021, ***p = 0,0002 ****p <
0,0001.

Posteriormente, utilizando las concentraciones descritas anteriormente (1, 7,5
y 15 mM), se evalud el efecto de MET sobre la infeccion de DENV y se
comparé con el de ZIKV. El tratamiento con MET redujo el porcentaje de

infeccion (- 13,46 %, - 72,24 % y - 78,65 %), las particulas virales (- 25,84 %,
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-80,42 % y - 99,38 %) y la proteina no estructural NS3 del DENV (-32,23%, -
95.31% y 99.65%) de forma dosis-dependiente (Figura 21B-D). El analisis
estadistico también mostré que MET inhibié con mayor eficacia al DENV en
comparacion con el ZIKV, cuando fueron tratadas a 7,5 y 15 mM (Figura 21B,
C, E).

7.9.3 La MET inhibe la replicacion del YFV en células Huh-7

Para determinar el efecto anti-Flavivirus de la MET, se calculé también la IC50
y el Sl de la MET en células huh-7 infectadas con el YFV. Al igual que con los
otros flavivirus, MET inhibi6 la infeccién del YFV de forma dosis-dependiente,
con una IC50 de 5,36 (IC del 95 % = 4,892 a 5,893) en células Huh-7 (Figura
22A).
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Figura 22. Efecto anti-YFV de MET. (A) IC50 de MET para el YFV en células Huh-7. (B) Comparacion
del IC50 de ZIKV, DENV y YFV. (C) Porcentaje de infeccion y (D) rendimiento viral de YFV de MET
(1,7,5,15 mM) durante 24 h. Los resultados se presentan en porcentajes considerando como 100% las
células infectadas no tratadas (Control). Los graficos representan las medias + SD de n = 3 experimentos
independientes realizados por duplicado. *p = 0,0332, **p = 0,0021, ***p = 0,0002 ****p < 0,0001.

50



La Figura 22B muestra la sobreposicion de las curvas de inhibicion de MET,
con un decaimiento de la infeccién y una IC50 similar en los tres flavivirus. El
valor Sl calculado para YFV fue de 6.13 (Tabla 4). El tratamiento con MET
redujo el porcentaje de infeccion (-12,47%, —-54,41% y -71,98%) y el
rendimiento viral de YFV (-25,84%, —80,42% y -99,38%) (Figura 22C, D). El
analisis estadistico entre flavivirus mostro diferencias significativas sugiriendo
una mayor eficacia por parte de la MET para inhibir al YFV en comparacion
con ZIKV, sin embargo, esta aseveracion no es concluyente debido a la
eficiencia de infeccion del YFV (Figura 20). El resumen de resultados de la

eficacia anti-flavivirus de MET se encuentra en la tabla 4.

Tabla 4. indice de selectividad (SI) de MET en flavivirus

Flavivirus Celulas CCso ICso SI (CCs0/1Cs0)
ZIKV U-87 33.43 5.84 5.72
ZIKV Huh-7 32.9 9 3.65
DENV Huh-7 32.9 3.82 8.61
YVF Huh-7 32.9 5.36 6.13

Citotoxicidad (CC50), Actividad anti-flavivirus (IC50), Indice de selectividad (SI).

7.10 MET inhibe la formacién de los complejos de replicacién de ZIKV,
DENV 'y YFV en células Huh-7

Posteriormente, se evaluaron los complejos replicativos (CR) del ZIKV
mediante microscopia confocal, utilizando la IC50 de MET. La integridad de
los CR se evalué mediante la presencia y colocalizacion de la proteina viral E
(verde) y NS4A (roja) (Figura 23A). El tratamiento con MET redujo la
fluorescencia de ambas proteinas (E y NS4A) en la region perinuclear de las
células Huh-7 infectadas con ZIKV (Figura 23A, B).
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Figura 23. Efecto de la MET sobre los complejos replicativos del ZIKV. (A) Distribucion de las
proteinas virales, E (verde) y NS4A (roja), en células Huh7 tratadas con MET e infectadas (MOI 5) con
ZIKV por 24 hrs. Los nucleos se tifieron con Hoechst (azul). Los cuadros rojos representan el area de
zoom. Barra de escala 10 ym. (B) Analisis semicuantitativo de la fluorescencia de E y NS4A. (C)
Correlacion de Pearson de E/NS4A de células tratadas y no tratadas; los graficos indican valores de
colocalizacién E/NS4A para la region de interés (ROI) de 30 células infectadas de tres imagenes
independientes expresadas como media + DE. **p = 0,0021, ***p = 0,0002 ****p < 0,0001.

El andlisis semicuantitativo de ambas proteinas mostr6 una diferencia
estadisticamente significativa en las células tratadas en comparacion con las

no tratadas, corroborando la reduccion de proteinas virales (Figura 23B).

Ademas, el tratamiento modifico la localizacion de las proteinas virales, de un
area perinuclear definida a un éarea dispersa (p<0,0001), mostrando
diferencias significativas en el analisis semicuantitativo del coeficiente de

correlacion de Pearson entre células tratadas y no tratadas (Figura 23C).

b2



Se analizaron también los complejos replicativos de DENV y YFV utilizando la
IC50 para cada virus. Los complejos replicativos fueron analizados mediante
microscopia confocal. Al igual que ZIKV, el tratamiento con MET redujo de
manera significativa la fluorescencia de las proteinas virales E y NS4A en
células tratadas en comparacion con las células no tratadas (Figura 24A, B, D,
E). El tratamiento también modifico la localizacion de ambas proteinas
disperséndolas de la region perinuclear, provocando asi su deslocalizacién (p
< 0,0001) (Figura 24C, F). En conjunto estos resultados sugieren que la MET

afecta directamente la formacion de complejos replicativos de los flavivirus.
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Figura 24. Efecto de la MET sobre los complejos replicativos de los flavivirus. (A) Infecciéon por
DENV en células Huh7 tratadas y no tratadas con MET por 24 hrs. (B) Andlisis semicuantitativo de la
fluorescencia de la proteina E y NS4A del DENV. (C) Correlacion de Pearson de E/NS4A del DENV. (D)
Infeccion por YFV en células Huh7 tratadas y no tratadas con MET por 24 hrs. (E) Andlisis
semicuantitativo de la fluorescencia de la proteina E y NS4A del YFV. (F) Correlacion de Pearson
E/NS4A del YFV. Los gréficos indican valores de colocalizacion E/NS4A para la region de interés (ROI)
de 30 células infectadas de tres imagenes independientes expresadas como media + DE. **p = 0,0021,
**p = 0,0002 ****p < 0,0001.

7.11 El tratamiento con MET reduce las estructuras membranosas de
los complejos de replicacién del ZIKV, DENV 'y YFV en células Huh-7.
La ultraestructura de los complejos replicativos de ZIKV fue analizada en
células Huh-7 durante los tratamientos con MET utilizando microscopia

electrénica de transmisién (TEM).
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Como era de esperar, las células no tratadas perdieron la estructura del
reticulo endoplasmico (ER) debido a la formacién de complejos replicativos de
ZIKV, caracterizados por numerosas invaginaciones Yy estructuras
membranosas (Figura 25 C, D; 25.1D). Ademas, se observo el crecimiento y
la expansion del RE, lo que consecuentemente alterd la localizacion y la

morfologia del nucleo a causa del ZIKV.

En contraste, el tratamiento con MET redujo las vesiculas inducidas por virus
(Ve), principales estructuras membranosas que forman a los complejos
replicativos, en células Huh-7 infectadas con ZIKV (Figura 25 E, F; 25.1F). No
se detectaron particulas similares a virus (Vi) durante los tratamientos con
MET. Ademas, las alteraciones morfolégicas provocadas por la infeccion del
ZIKV se revirtieron en células tratadas. Por ultimo, el andlisis semicuantitativo
de las Ve corrobor6 una reduccion significativa de los CR en células tratadas

con MET en comparacion con células no tratadas (p < 0,0001) (Figura 27).

La ultraestructura de los complejos replicativos de DENV y YFV en células
Huh-7 durante los tratamientos con MET también fueron evaluados mediante
TEM. Los resultados fueron similares a los obtenidos con ZIKV (Figura 26,
26.1, 26.2). Las alteraciones morfoldgicas y estructurales del RE causadas por
ambos virus (Figura 26 G, H, K, L; 26.1 H; 26.2 L) fueron revertidas por la MET
(Figura 26 1, J, M, N; 26.1 J; 26.2 N).

De la misma forma, no se detectaron particulas similares a virus (Vi) durante
los tratamientos y el andlisis estadistico de las estructuras membranosas (Ve)
inducidas por ambos virus mostré una reduccion significativa (p < 0,0001)
(Figura 27). En conjunto estos resultados sugieren que el tratamiento con MET
inhibe la formacion de las estructuras membranosas que forman a los

complejos de replicacion de ZIKV, DENV y YFV.
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Figura 25. Reduccién de estructuras asociadas a los complejos de replicacion de ZIKV durante
los tratamientos con MET. Microscopia electrénica de transmision de células Huh-7 infectadas con
Mock (A, B), infectadas con ZIKV (C, D) y tratadas con MET (E, F). Nucleo (Nu), citoplasma (Cy), reticulo
endoplasmico (ER), mitocondrias (M), vesiculas inducidas por virus (Ve), particulas similares a virus (Vi).
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ZIKV
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Figura 25.1. Ampliacion de los complejos replicativos: figura D (infectados con ZIKV) y F (infectados y
tratados con MET).
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Figura 26. Inhibicién de la formacion de los complejos de replicacion de DENV y YFV por MET.
Células Huh-7 infectadas con DENV: no tratadas (G y H) y, tratadas con MET (I y J). Células infectadas
con YFV: No tratadas (K y L) y, tratadas con MET (M. y N). Nucleo (Nu), citoplasma (Cy), reticulo
endoplasmico (ER), mitocondrias (M), vesiculas inducidas por virus (Ve), particulas similares a virus (Vi).
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DENV
MET 0 mM

Figura 26.1. Ampliacion de los complejos replicativos: figura H (infectados con DENV) y J (infectados y
tratados con MET).
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YFV
MET 0 mM

Figura 26.2. Ampliacion de los complejos replicativos: figura L (infectados con YFV) y N (infectados y
tratados con MET).
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Figura 27. MET reduce las vesiculas inducidas por flavivirus en células Huh-7. El grafico representa
el recuento de Ve de las células tratadas en comparacion con las células no tratadas, expresado como
la media + DE. n = 10 células por grupo. **** p < 0,0001.

7.12 Signos de la enfermedad del ZIKV y DENV en el modelo de raton
AG129

Con el objetivo de evaluar el efecto anti-ZIKV de la MET en un modelo in vivo,
estudiamos las manifestaciones clinicas y el desarrollo de la enfermedad del
ZIKV en el modelo animal AG129. El raton AG129 es un raton transgénico
triple knock-out para interferon alfa (INF-a), beta (INF-B) y el receptor del
interferén gamma (INFr-y), lo cual lo hace susceptible a la infeccion por
flavivirus, cuya enfermedad es letal. Por lo tanto, la supervivencia es
ampliamente utilizada como un pardmetro para evaluar la eficacia de vacunas
y fArmacos antivirales?°%2%1, | os ratones inmunodeficientes ofrecen la ventaja
de mostrar signos clinicos de la enfermedad, los cuales pueden ser

evaluados?98,

La enfermedad causada por DENV2 en ratones AG129, recientemente fue

caracterizada en nuestro laboratorio para la evaluacion de farmacos
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hipolipemiantes en monoterapia y combinacion, porque fue utilizado como un
pardmetro de comparacion. Ademas utilizamos como referencia la escala de
morbilidad reportado por Orozco et al. (2012)1%8, basada en un puntaje clinico
para monitorear la morbilidad promedio de los ratones infectados por el DENV
en una escala de 1 a 5, donde "1" representa ratones sanos y "5" moribundos
(Tabla 5).

Tabla 5. Escala de signos causadas por la enfermedad de DENV y ZIKV en ratones AG129

Score Signosde la enfermedad por DENV Signos de la enfermedad por ZIKV
Reportado por Orozco et al. (2012) Reportado por Farfan-Morales CN et. al. 2021.

(Modificado y adaptado a AG129)

1 Saludable Saludable

2 Pelo erizado o signos leves de letargo Pelo erizado

3 Pelo erizado y letargo con postura Pelo erizado y postura encorvada con
encorvada. irritabilidad (signos de estrés)

4 Caracteristicas anteriores mas debilidad Caracteristicas anteriores mas letargo,
muscular y movilidad reducida. acompafado de debilidad muscular y movilidad
Escasa respuesta a los estimulos reducida.

Frecuentemente paralisis en extremidades y/o
irritabilidad exacerbada (signos de estrés).
5 Moribundo: Incapaz de ponerse de pie, Moribundo: Incapaz de levantarse, con o sin

sin movilidad y sin respuesta a estimulos. movilidad ante estimulos.

Algunos presentan paralisis de En su mayoria paralisis de extremidades.

extremidades.

Los signos exacerbados pueden aparecer durante la enfermedad de ambos virus y se caracterizan por

ser signos neuroldgicos

Se presentan con mas frecuencia en infecciones por ZIKV
*Pardlisis de una extremidad

**Paralisis de dos o mas extremidades

*** Paralisis de una o mas extremidades con temblores o ataxia.

Los ratones AG129 fueron infectados con 3 inéculos de ZIKV, 2x107, 4x108 y
2x10° UFF, dentro de lo reportado en la literatura 292-294; el grupo control fue
inoculado con 4x10° FFU de DENV (previamente utilizado en nuestro
laboratorio). Los ratones infectados con DENV o ZIKV fueron monitoreados

diariamente y alimentados ad libitum.
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Los resultados mostraron similitudes, pero también diferencias en el curso de
la enfermedad entre el DENV y ZIKV. Los criterios descritos por Orozco et. al
Orozco et. al. (2012)'%8, se cumplieron en ratones AG129 infectados con DENV,
mientras que para el ZIKV se adecuaron nuevos criterios. La descripcion de

ambas enfermedades se muestra en la tabla 5.

Los signos del DENV aparecieron entre el dia 3-6 (Figura 28B), y se fueron
agravando segun lo reportado (tabla 5). El peso de los ratones se vio afectado
a partir del dia 8, con una caida notable a partir del dia 10 y hasta el dia de la
eutanasia (Figura 28D). Los ratones mostraron un tiempo de sobrevivencia

entre 13 y 15 dias con una mediana de sobrevivencia de 13 dias (Figura 28F).

Para el ZIKV, la aparicién de los signos fue dependiente de las dosis: entre el
dia 3 y 6 con la dosis mas alta; entre el dia 6 y 9 con la dosis intermedia; y
entre el dia 8 y 10 con la dosis mas baja (Figura 28A). Posterior a la aparicion
de los signos, la enfermedad sigui6é un curso similar a la causada por DENV.
Sin embargo, la paralisis de patas traseras (y/o extremidades) y los temblores
(ataxias) fueron signos mas recurrentes en la enfermedad por ZIKV en
distintas etapas de la enfermedad (tabla 5). El peso de los ratones decay6
drasticamente a partir del dia 10, 13 y 15, de forma dosis-dependiente (Figura
28C). La enfermedad se agravé hasta el evento de letalidad o eutanasia. El
tiempo de sobrevivencia fue de 15, 17 y 20 dias, dosis-dependiente (Figura
28E).

Para homogenizar los tiempos de tratamientos entre ZIKV y DENV, el inéculo
seleccionado para probar el efecto anti-ZIKV de la MET fue de 2x107, ya que

el curso de la enfermedad causada por ambos virus fue similar.

El genoma viral y los complejos replicativos (CRs) del ZIKV y DENV se
analizaron por gRT-PCR y TEM, a partir de 6rganos infectados extraidos al dia
8 post infeccidn. El higado, fue analizado para DENV y ZIKV; los testiculos y

el cerebro para ZIKV. Los érganos positivos por RT-PCR durante la infeccion
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del ZIKV o el DENV, se muestran en la tabla 6. Cerebro y testiculos fueron

positivos al ZIKV, mientras que en higado no se pudo detectar el genoma de

ambos virus. Sin embargo, el analisis por TEM reveld la presencia de CRs de
ZIKV y DENV en higado (Figura 29) y los complejos del ZIKV en testiculo. En

cerebro no se detectaron complejos probablemente por el procesamiento de

la muestra (Figura 30).
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Figura 28. Caracterizacion de la enfermedad causada por ZIKV y DENV en ratones AG129. ABy

C infeccién por ZIKV y B, D y E infeccion por DENV. Ay B Indican la aparicion y puntuacién de los

signos, Cy D, representan el decaimiento del Peso de los animales, y E y F representan el tiempo de

sobrevida.
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Mock

ZIKV

DENV

Figura 29. Complejos de replicacion de ZIKV y DENV en higados de raton. Nu, ndcleo; M, mitocondria,

ER, Reticulo endoplasmico, Ve, vesiculas inducidas por flaivivirus en ratones AG129 infectados con ZIKV
y DENV
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Testiculo

Mock

ZIKV

ZOOM (ZIKV)

Figura 30. Complejos de replicacién de ZIKV en testiculos de raton. Nu, ndcleo; M, mitocondria, ER,
Reticulo endoplasmico, Ve, vesiculas inducidas por ZIKV en ratones AG129.
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Mock

ZIKV

Figura 31. Microscopia electronica de cerebros de ratones AG129 infectados con ZIKV.
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Tabla 6. Deteccion de ZIKV y DENV en ratones AG129

Flavivirus Organo
Higado
ZIKV
Testiculo
Cerebro
DENV Higado

TEM

CRs y VE presentes

CRs y VE presentes

CRsy VE Ausentes

CRs y VE presentes

RT-PCR

Negativa

Positiva

Positiva

* 8 & 58 o =+ + =+ »

Negativa
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7.13 La MET no protege a los ratones AG129 del ZIKV

Para determinar el efecto antiviral de MET, ratones AG129 fueron infectados
via intraperitoneal con 2x107 FFU de ZIKV o 4x10° FFU de DENV por raton.
El grupo tratado recibié 50 mg/kg/dia de MET7205 a partir del cuarto dia
postinfeccion y durante diez dias o hasta el dia de la eutanasia. El tiempo de
supervivencia de ratones infectados con el ZIKV no mostré diferencias
significativas en comparacion con los tratados. Los signos de la enfermedad,
la pérdida de peso y las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier fueron
similares entre los ratones tratados y no tratados (Figura 32A-C), sugiriendo

que la MET no protege a los ratones AG129 infectados por ZIKV.
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Figura 32. Efecto de la MET en ratones AG129 infectados con ZIKV. Signos (A), peso (B) y porcentaje de
supervivencia (C). Los graficos representan grupos de ratones de ambos sexos, excepto la grafica (D), que
muestra el tiempo de supervivencia promedio de machos, hembras y ambos sexos, con y sin tratamiento MET.
El grupo "Control", esta formado por ratones no infectados y tratados con MET,; el grupo “ZIKV”, por ratones
infectados con ZIKV mas el vehiculo (H20); y el grupo “ZIKV + MET”, por ratones inoculados con ZIKV y
tratados con MET. Dias postinfeccion (Dias pi). (*) Indican diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos tratados y no tratados con MET; el resumen de resultado se muestra en la Tabla 7.
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Curiosamente, observamos una mediana de supervivencia mas corta (no
significativa) en ratones infectados y tratados con ZIKV (14 dias), en
comparacion con los no tratados (16 dias) y un tiempo de supervivencia media
significativamente menor en ratones tratados (tratados, 14.63+1.821; no
tratados, 14.00+£1.975). Ademas, observamos un incremento de los signos
clinicos graves (aumento de la paralisis en las extremidades) en ratones
hembra infectadas y tratadas con MET (Tabla 5 y 7). Por esta razén, las
hembras y los machos se analizaron como grupos separados (Figura 33). El

resumen de los analisis agrupados por sexos se muestra en la Tabla 8.
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Figura 33. Efecto del tratamiento con MET en ratones hembra y machos AG129 infectados con
ZIKV. Signos, peso y porcentaje de supervivencia de: (A) ratones hembra y macho infectados con ZIKV;
(B) ratones macho infectados con ZIKV y tratados con MET; (C) ratones hembra infectados con ZIKV y
tratados con MET. Dias postinfeccion (Dias pi); el resumen se muestra en la Tabla 8.

Los resultados de este analisis fueron los siguientes: 1) Existen diferencias en

la enfermedad causada por ZIKV entre machos y hembras (sin tratamiento).
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Las hembras presentaron retraso en la aparicion de los signos de la
enfermedad y en la pérdida de peso en comparacion con los machos (Figura
33A). La mediana de supervivencia y el tiempo de supervivencia media en
machos fue de 14 y 13.78 dias, respectivamente, mientras que en los ratones

hembra fue de 16 y 15.7, respectivamente (Figura 33A y tabla 8).

2) El tratamiento con MET no indujo cambios en la poblacién de machos,

tratados y no tratados (Figura 33B y tabla 8).

3) El tratamiento con MET provoc6 un aumento en la gravedad de los signos
de infeccion y una disminucion del tiempo de supervivencia media en hembras
tratadas e infectados con ZIKV en comparacion con hembras no tratadas
(Figura 33C y tabla 8).

7.14 MET retrasa la aparicion de los signos de la enfermedad,
incrementando el tiempo de supervivencia de los ratones AG129
infectados con DENV.

Para determinar el efecto anti-DENV de MET, ratones AG129 fueron
infectados via intraperitoneal con 4x10° FFU de DENV serotipo 2. El esquema
de tratamiento fue el mismo utilizado para ZIKV. El tratamiento mostré un
retraso en la aparicion de los signos y en el decaimiento del peso a causa de
la enfermedad de DENV (Figura 34A, B). MET fue capaz de incrementar el
tiempo de supervivencia con una mediana de 13 y 15 dias y un tiempo de
supervivencia media de 12.92+2.10 y 14.83+1.69 dias, para los grupos no
tratados y tratados respectivamente (Figura 34C, D y tabla 7). El analisis de
los resultados reagrupados por sexo reveldé que no existe diferencias en el
desarrollo de la enfermedad de DENV entre hembras y machos (no tratados).
La mediana de supervivencia fue de 13.5 y 13 dias para machos y hembras,
respectivamente, y el tiempo de supervivencia media de 13.13 £ 2.35y 12.50
+ 1.73; 2) (Figura 35A). Por lo anterior, el efecto de la MET en hembras y

machos fue el mismo.
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Figura 34. Efecto del tratamiento con MET en la supervivencia de ratones AG129 infectados con
DENV. Signos (A), peso (B) y porcentaje de supervivencia (C). Los graficos representan grupos de
ratones de ambos sexos, excepto la gréfica (D), que muestra el tiempo de supervivencia promedio de
machos, hembras y ambos sexos, con y sin tratamiento MET. El grupo "Control", estd formado por
ratones no infectados y tratados con MET; el grupo “DENV”, por ratones infectados con DENV mas el
vehiculo (H20); y el grupo “DENV + MET”, por ratones que fueron inoculados con DENV vy tratados con
MET. Dias postinfeccion (Dias pi). (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

tratados y no tratados con MET; el resumen de estos resultados se muestra en la Tabla 8.

La MET retras6é la aparicibn de los signos e incrementd el tiempo de
supervivencia en hembras y machos infectados con DENV. En ratones macho
infectados con DENV, la MET increment6 la mediana de supervivencia de 13.5
a 15 dias y el tiempo de supervivencia media de 13.13+2.35 a 15.11+1.69
(Figura 35B y tabla 8). En hembras infectadas con DENV, la mediana de
supervivencia se mantuvo en 13 dias, entre grupos tratados y no tratados, sin
embargo, el tiempo de supervivencia media incremento de 12.50+1.73 a
14+1.73 (Figura 35C y tabla 8).
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Figura 35. Efecto del tratamiento con MET en ratones hembra y machos AG129 infectados con

DENV. Porcentaje de supervivencia, signos y peso de: (A) ratones hembra y macho infectados con DENV

sin tratamiento. (B) Ratones macho infectados con DENV y tratados con MET. (C) Ratones hembra

infectados con DENV y tratados con MET. Dias postinfeccion (Dias pi); el resumen de los ensayos de

supervivencia se muestra en la Tabla 8.

Tabla 7. Efecto del tratamiento con MET en ratones AG129 infectados por ZIKV o DENV

Grupos de # eventaos (n) Mediana de Tiempo de 2Hay diferencia en las curvas de ¢Hay diferencia en el Observaciones
tratamientos supervivencia supervivencia supervivencia? tiempo de supervivencia
media (dias) media?
ZIKV 16 16 14.63+1.821 Exacerbacion de los signos clinicos del ZIKV
o (aumento de la paralisis de las patas
(64,73 NO NO traseras y/o extremidades) en ratones
hembra tratados con MET.
ZIKV + MET 21 14 14.00=1.975
(104,11 %)
]
DENV 12 13 12.92£2.10 Log-rank (Mantel-Cox) test Los ratones tratados con MET mostraron
8.39) * p=0,0339 g slgnﬂsllevssl de DtNY ¥ una mzl?dlana de
supervivencia y un tiempo de vida media
Sl ANOVA-LSD mavyor a la de los ratones no tratados.
Gehan-Breslow-Wilcoxan test *p=0.0197
DENV +MET 12 15 14.83+1.69
) * p=0.0358
94,49)
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Tabla 8. Efecto del tratamiento con MET en ratones AG129 infectados por ZIKV o DENV, analizados por sexo.

Ratén Grupos # eventos Mediana de ) Tiempo de ¢Hay diferencia  ¢Hay diferencia en el Observaciones
(n) supervivencia (dias) supervivencia en las curvas de tiempo de
media{dias) supervivencia?  supervivencia media?
Macho ZIKV 9 14 13.78+1.394 NO NO No hubo cambios entre los grupos
ZIKV + MET 10 15 14.40£1.713
Hembra ZIKV 7 16 15.71%#1.799 NO Sl Los ratones tratados con MET
ZIKV + MET 11 14 13.6412.203 ANOVA-LSD mostraron signos graves de infeccién
*p=0.0246 por ZIKV en comparacidn con los no
tratados
Macho DENV 8 135 13.13+2.35 NO S Los ratones tratados con MET
DENV + MET 9 15 15.11+1.69 ANOVA-LSD maostraron una enfermedad mas leve
20,0407 del DENV en comparacién con los no
tratados.
Hembra DENV 4 13 12.50+1.73 NO NO Los ratones tratados con MET
DENV + MET 3l 13 1411.73 mostraron una enfermedad mas leve

del DENV en comparacién con los no

tratados.

7.15 Efecto de la MET sobre la carga viral del ZIKV en cerebros de raton

AG129

Debido a las manifestaciones exacerbadas de la enfermedad de ZIKV durante

los tratamientos, decidimos analizar la carga viral del ZIKV en cerebros de

ratones AG129 infectados y tratados con MET. Curiosamente, encontramos

un ligero incremento (no estadisticamente significativo) de la carga viral del

ZIKV en cerebros de ratones infectados y tratados, mientras que en los

testiculos no hubo cambio aparente entre ambos grupos.

Copias virales/gg RNA

1.09810 °-
Hl Mock
5.
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2.59%10 54
. -_i B
Cerebro Cerebro Testiculos
Hembras Machos

Figura 36. Efecto de MET en la carga viral de ZIKV. Los testiculos y los cerebros de ratones hembra

y machos infectadas con ZIKV y tratados con MET fueron analizados por gRT-PCR.
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VIII DISCUSION

Las enfermedades causadas por flavivirus continlan siendo uno de los
problemas de salud més importantes a nivel mundial. Actualmente, no existe
vacuna o agente terapéutico especifico contra ZIKV y el uso de la vacuna
DENV se ha restringido solo para individuos seropositivos®2%. Por lo tanto, la
bdsqueda de nuevas estrategias para controlar las infecciones por flavivirus
es fundamental. El reposicionamiento de farmacos aprobados por la FDA con
propiedades antivirales para el tratamiento de infecciones causadas por
flavivirus, es una estrategia prometedora, ya que al ser seguros para su uso
en humanos, se evitan muchos de los procesos de desarrollo y produccion
farmacéutica, asi como los procedimientos administrativos y burocraticos para
su aprobacion?®’,

Los farmacos con propiedades antivirales se pueden clasificar en dos grandes
grupos: los dirigidos a componentes virales y los dirigidos al huésped que
inhiben moléculas celulares clave que contribuyen al ciclo replicativo de los
virus!8-183 Este Gltimo grupo alberga a los fArmacos hipolipemiantes, que se
caracterizan por interferir en diferentes vias metabdlicas para la sintesis de

lipidos, los cuales son requeridos para la replicacion de los flavivirus2.

La MET es el derivado de la biguanida mas utilizado alrededor del mundo para
tratar la diabetes de tipo Il, debido a sus efectos hipoglucemiantes??®-210  sin
embargo, este farmaco también puede interferir con la sintesis de colesterol
y &cidos grasos?'12'2, Previamente nuestro grupo demostré que la MET podia
inhibir la infeccién por DENV in vitrol’, sin embargo, su eficacia antiviral y su
espectro anti-flavivirus no habia sido estudiado. Aqui, demostramos que la
MET es eficaz para inhibir al ZIKV, el DENV y el YFV in vitro, pero solo es
eficaz contra el DENV en ratones AG129.

Primero, demostramos la eficacia de la MET para inhibir al virus ZIKV en
células U-87 (glioblastoma) y Huh-7 (hepatocarcinoma) (Figura 15 y tabla 3)

cada una de ellas representado un érgano blanco del virus en humanos. La
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eficacia infectiva del ZIKV en ambas lineas celulares (Figura 13), fue ideal para
calcular el indice de selectividad de la MET y para comparar su eficacia en

distintos tipos de célula.

El indice de selectividad (Sl), aplicado a la virologia, es la relacién entre la
citotoxicidad y la actividad antiviral de un farmaco, y se calcula dividiendo la
concentracion citotoxica que causa el 50% de muerte celular, entre la
concentracion que inhibe el 50% de la infeccién (CC50/IC50). El farmaco ideal
es aguél que causa toxicidad a concentraciones altas y un efecto antiviral a
concentraciones muy bajas. Cuanto mayor sea el valor del Sl, teéricamente el
farmaco es mas efectivo y seguro para su estudio en modelos in vivo. Por lo
tanto, el Sl es un parametro ampliamente utilizado para expresar la eficacia

antiviral in vitro de un compuesto?'3214,

Nuestros resultados mostraron que la concentracion de MET para inhibir al
50% la infeccion por ZIKV (IC50) fue menor en células U-87 (5,84mM), que en
las células Huh-7 (9.0 mM) (Figura 15); por consiguiente el S| de MET fue méas
alto en células U-87 (4.68) en comparacion con Huh-7 (3.65) (Tabla 3). Esto
sugiere una mayor eficacia anti-ZIKV en células de linaje neuronal, lo cual es

ventajoso debido al neurotropismo del ZIKV40.215,

Ademas, reportamos que la toxicidad de la MET en células de linaje neuronal
es baja, en comparacion con otro farmaco hipolipemiantes (LOV) con efecto
anti-ZIKV18 (Figura 16). Se sabe que las células neuronales suelen ser mas
sensibles a la deplecion de lipidos ya que estos juegan un papel importante en
el sistema nervioso central (SNC), como componentes estructurales de las
membranas neuronales y como moléculas de sefializacion bioactivas?®. Sin
embargo, los valores de CC50 de MET fueron similares en ambas lineas
celulares, 32.9 mM en células huh-7 y 33.43 mM en U-87 (Figura 14), lo que

sugeria baja toxicidad.
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Recientemente, se probd la eficacia in vitro de las estatinas (STA) durante la
infeccion con ZIKV en células Vero. A excepcion de la Cerivastatina, la mayoria
de los valores del S| se reportaron entre 2.66 y 4.27, similar a nuestros
resultados®®. Sin embargo, las células Vero no representan un érgano blanco
en humanos para el ZIKV, por lo que, para comparar la toxicidad y eficacia
antiviral de la MET, se calculd la IS de la Lovastatina (LOV), en células U-87 y
Huh-7.

Nuestros resultados mostraron que la LOV fue altamente toxica en las células
U-87, incluso a bajas concentraciones (1uM por 24 hrs), por lo tanto, no fue
posible calcular el SI (Tabla 3). Por otra parte, el tratamiento con LOV inhibi6
la infeccion del ZIKV en células hepaticas con mayor eficacia que MET, con
un Sl de 11,15 (Figura 16) (Tabla 3). Dos factores podrian explicar este

resultado:

1) Como se menciond anteriormente, la tolerancia celular a la deplecién de
lipidos es de suma relevancia para la toxicidad y eficacia antiviral. En este,
sentido, las células hepéticas, al especializarse en la sintesis y distribucién
de lipidos?17218 suelen ser menos sensibles a la deplecioén lipidica. Esto
permite que concentraciones relativamente altas del farmaco no generen
toxicidad, como se muestra en la Figura 16 (CC50=231.9 uM/IC50 20.78
uM), favoreciendo asi el efecto antiviral de la LOV en células hepaticas,
pero no en las células de linaje neuronal, en donde el farmaco es altamente
toxico a bajas concentraciones.

2) Un segundo factor podria estar basado en el mecanismo de accion de
ambos farmacos 21°. Tal como se describié en la seccién 2.3 “Lipidos y el
ciclo viral de los flavivirus” la evidencia cientifica ha demostrado que lipidos
como el colesterol son importantes en diferentes etapas del ciclo replicativo
de los flavivirus’%183, Por lo tanto, la inhibicién de las enzimas que catalizan
la biosintesis de isoprenoides y colesterol ha demostrado ser eficaz contra
el DENV y el ZIKV en modelos in vitro 192176.180 En este sentido, las STA

son los farmacos de eleccion para interferir con la via biosintética del
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colesterol?!®, y se ha demostrado que tienen un amplio espectro anti-
flavivirus al inhibir directamente la enzima HMGCR responsable de la
sintesis de colesterol de Novo??°. Estos farmacos son analogos
estructurales de la HMG-CoA, un metabolito intermedio en la via del
mevalonato, por lo que inhiben competitivamente la HMGCR, la enzima
limitante de esta via, con una afinidad aproximadamente 1.000-10.000
veces mayor que el sustrato natural®’,

A diferencia de las STA, la MET puede inhibir la sintesis de lipidos, como
el colesterol, de manera indirecta. Esto a través de la activacion de la
proteina quinasa activada por AMP (AMPK). El mecanismo de accion
molecular de MET permanece en parte desconocido; sin embargo, se ha
sugerido que al ser un cation, se acumula en la mitocondria por el gradiente
eléctrico de la membrana interna, inhibiendo el complejo | de la cadena
respiratoria mitocondrial 221222, Por lo tanto, MET inhibe la sintesis de ATP
mitocondrial y en consecuencia la activacion indirecta de AMPK, que es
sensible al agotamiento de ATP?!?, regulando asi negativamente la
actividad de la HMGCR. En este contexto, es posible que la inhibicion
directa de HMGCR por LOV sea responsable de un mayor efecto antiviral,

pero también de su alta toxicidad en comparacion con la MET.

En lo que respecta al tratamiento, la MET redujo el nimero de células
infectadas, el rendimiento viral y la sintesis de proteinas virales, pero no la
entrada viral del ZIKV en células Huh-7 y U-87 infectadas con ZIKV (Figura 17,
18 y 19). El efecto antiviral fue dosis dependiente, y la reduccion fue
estadisticamente significativa en ambas lineas celulares a concentraciones
iguales o superiores a 7,5 mM. Ademas, el analisis estadistico entre grupos
tratados de ambas lineas celulares correlacion6 con el SI, mostrando mayor
eficacia anti-ZIKV de la MET en células U-87 que en células Huh-7, a la

concentracion de 15 mM (Figura 17 y 18).

Por otro lado, el pretratamiento y el tratamiento con MET durante la adsorcion

y entrada viral no afecto la infeccion del ZIKV (Figura 19). En conjunto estos
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resultados sugieren que la MET afecta los pasos posteriores a la adsorcion y
entrada viral del ciclo replicativo del ZIKV, y que dicho efecto depende de la

presencia del farmaco y concentracion del farmaco.

La eficacia antiviral de la MET también fue probada con otros flavivirus,
demostrando que virus como el DENV y el YFV son altamente sensibles al
tratamiento con MET. Para este objetivo se utiliz6 como modelo in vitro las
células Huh-7, donde fue calculado el Sl de la MET para el DENV y YFV. Los
valores de las IC50 fueron de 3.82 y 5.36 mM, y los valores del S| fueron 8.61
y 6.13 para DENV y YFV, respetivamente (Figura 21A; 22A y Tabla 4). El
tratamiento inhibié los mismos parametros evaluados del ciclo replicativo de
ZIKV; porcentaje de células infectadas, rendimiento viral, y sintesis de
proteinas virales en DENV (Figura 21B-E) y en YFV (Figura 22C, D; 24E).
Ademas, se demostré6 mayor eficacia antiviral contra el DENV que contra el
ZIKV (Figura 21B, C, E y Tabla 4). No podemos estar seguros de que MET
haya sido mas eficaz para inhibir la infeccion por YFV en comparacion con
ZIKV, debido a la diferencia de infectividad entre ambos virus (Figura 20).

En conjunto estos resultados muestran que la MET tiene un amplio espectro
anti-flavivirus, probablemente al limitar los recursos lipidos necesarios para la
formacién de los complejos replicativos, como se ha sugerido actdan los
farmacos hipolipemiantes’?163176. Como se mencion6 anteriormente (seccion
2.3.3.1), posterior a la entrada y liberacién del genoma viral, inicia la traduccion
del ssRNA (+) que codifica diez proteinas, tres estructurales y siete no
estructurales, las cuales se anclan al RE a través de su dominio
transmembrana’!4. En este punto la interaccién entre las proteinas virales y
los lipidos celulares es esencial para formar los CR'16; especificamente, la
expresion de las proteinas no estructurales NS2B, NS4A y NS4B, se ha

asociado a la remodelaciéon de las membranas del RE7-119,

En este sentido, la reduccion de lipidos y la reduccidn de proteinas no
estructurales como NS4A a causa de los tratamientos con MET, podria
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dificultar la formacion de los CR, tal como se muestra en el analisis por
microscopia confocal, en donde se observo una reduccion significativa de la
marca fluorescente de la proteina NS4A en los complejos replicativos de ZIKV,
DENV y YFV, durante el tratamiento con MET (Figura 23B y 24B, E).

Conforme ocurre la traduccion del genoma viral las proteinas no estructurales
nacientes se concentran en estructuras similares a organelos que
forman los CR, los cuales funcionan como fabricas de replicacion del
genoma viral (seccion 2.3.3.1) en donde se localizan proteinas clave
para la replicacion, como la NS3, con actividad proteasa/helicasa, y la
NS5, con actividad RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp)
120.122,124  Por consiguiente, la reduccién de la proteina NS3 de ZIKV
(Figura 18) y de DENV (Figura 21D), sugiere que este farmaco también

afecta la replicacion del RNA viral.

La proteina estructural E también disminuyd (Figura 23B y 24B, E) y de
acuerdo con el indice del coeficiente de Pearson, los tratamientos con MET
provocaron la deslocalizacién entre E y NS4A en los tres flavivirus (Figura 23C
y 24C, F). Hay que destacar que la proximidad entre las proteinas virales
estructurales y no estructurales en los CR es relevante para la replicacion y
ensamblaje de los flavivirus'?4, por lo que la colocalizacion de estas proteinas
es un indicador de la integridad de los CR, tal como se observé en células
infectadas con ZIKV, DENV y YFV sin tratamiento (Figura 23,A,C y
24,A,C,D,F). Por tanto, la MET al comprometer la integridad de los complejos
replicativos, puede afectar indirectamente la replicacion y la morfogénesis viral
(Seccion 2.3.3y 2.3.4).

Ademas, el analisis ultraestructural por TEM de células Huh-7 infectadas con
ZIKV, DENV o YFV demostré que los tratamientos con MET evitaron las
alteraciones morfolégicas y estructurales causadas por flavivirus, como la
desorganizacion y el agrandamiento del RE, y las alteraciones morfolégicas
del nucleo (Figura 25y 26). El tratamiento con MET también redujo de manera
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significativa las Vesiculas inducidas por flavivirus (Ve) (Figura 27), principales
estructuras de los CR que se forman a partir de invaginaciones de membrana

del RE 120,121,124

En conjunto nuestros resultados demuestran que la MET afecta el
establecimiento y la formacion de los CR, y por consiguiente la replicacion, la
traduccion y la morfogénesis viral. Consecuentemente, la reduccion de
proteina y el bajo rendimiento viral provoca la reduccion del porcentaje de
células infectadas. Sin embargo, el mecanismo antiviral exacto de la MET se

desconoce hasta el dia de hoy.

Al igual que otros farmacos hipolipemiantes con efecto anti-flavivirus, el efecto
antiviral de la MET se ha atribuido principalmente a su capacidad para depletar
lipidos durante el establecimiento de la infeccion. Esto basado en la
participacion de los lipidos durante el ciclo replicativo de los flavivirus (Seccién
2.3)72163223 Como se menciono anteriormente, existe evidencia que muestran
que los flavivirus modifican el perfil lipidico de la células y la constitucion
lipidica de las membranas asociadas a los complejos (seccion
2.3.3.2)8L.116117,126,127 ' Estas alteraciones lipidicas son necesarias para la
replicacion (seccion 2.3.3) y la morfogénesis viral (seccion 2.3.4); asi como
para la adquisicion de una envoltura viral de composicién Unica (seccion
2.3.1.1), necesaria para los procesos de entrada y fusibn de membranas para

la liberacion del genoma viral (seccion 2.3.1).

En otras palaras, el reordenamiento estructural y morfolégico que sufre el RE
esta acompafnado de un cambio en su composicion lipidica, especificamente
en las membranas asociadas a los CR. Dicho cambio se logra a través de la
alteracion de las vias metabdlicas del huésped provocada por estos virus. Por
ejemplo, se ha informado que la formacion de complejos replicativos de DENV
requiere colesterol y otras especies de lipidos 84193 en consecuencia, los
tratamientos farmacologicos que reducen el colesterol disminuyen la infeccion

viralt’6.177 Asimismo, se ha confirmado la dependencia de la sintesis de lipidos
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para ZIKV 126:127.224-226 - Anjlisis lipiddmicos han mostrado alteraciones en el
perfil lipidico en células de mosquito!?’, células microgliales?** y células de
placenta fetal'?® debido a la reprogramacion metabdlica durante la infeccién
por ZIKV. En general, la biosintesis de &cidos grasos y la biosintesis de
colesterol, se encuentran alteradas en las infecciones por flavivirus, por lo que
dichas vias se han propuesto como objetivos terapéuticos para su tratamiento
del ZIKV y DENV (Seccidn 2.4)72163,

A diferencia de otros farmacos hipolipemiantes como las estatinas que inhiben
directamente la via de la sintesis de colesterol, la MET al activar a la proteina
AMPK puede inactivar enzimas clave de diferentes vias metabdlicas, como es
la HMGCR vy la ACC; ademés puede inhibir las diferentes isoformas de
SREBPs vy, por tanto, la expresion de genes relacionados con la biogénesis
del colesterol, acidos grasos y triglicéridos 212227, Por lo tanto, la MET podria
ejercer su efecto antiviral contra ZIKV al reducir la sintesis de acidos grasos
(seccion 2.4.1) o contra DENV al reducir los niveles de colesterol (seccion
2.4.2). Sin embargo, debido a la compleja regulacion rio debajo de AMPK,
responsable de los efectos pleiotrépicos de la MET, no descartamos otros

mecanismos que contribuyan al efecto antiviral de este farmaco.

Finalmente, se analizé el efecto del tratamiento con MET en un modelo de
ratones inmunodeficientes AG129. Previo a los ensayos, describimos la
enfermedad por ZIKV y DENV en ratones AG129, utilizando como referencia
la escala de morbilidad para DENV reportado por Orozco et al. (2012)1%8, Hay
que destacar que los criterios descritos por Orozco et. al Orozco et. al.
(2012)1%8, se cumplieron en los ratones AG129 infectados con DENV, mientras
que para el ZIKV se adecuaron nuevos criterios (Tabla 5).

Ratones infectados con 4x10% UFF del DENV2 por ratén, (estandarizado
previamente en nuestro laboratorio, datos no mostrados), fueron utilizados
como control para caracterizar la enfermedad de ZIKV y para evaluar el efecto
anti-DENV de MET. Los signos del DENV aparecieron entre el dia 4-7 (Figura
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28B) seguido de la caida del peso que comenzo entre el dia 6-8 y que continud
hasta el dia del deceso (Figura 28D). Después del dia 10, los signos se
agravaron rapidamente, al igual que la pérdida de peso. La mediana de
sobrevivencia fue de 13 dias (Figura 28F).

Aqui reportamos que la MET, retraso la aparicion de los signos de 2 a 3 dias
respecto al control de infeccion, dia 4-7 no tratados y dia 6-9 tratados (Figura
34A). Ademas, el tratamiento redujo los signos graves (Tabla 5y 7), en
comparacion con los ratones no tratados. La curva de decaimiento del peso
fue atenuada por el tratamiento con MET, siendo evidente hasta el dia 8-10
(Figura 34B), en comparacion con los ratones no tratados (dia 6-8). Ademas,
el tratamiento con MET aument6 significativamente la supervivencia (dos dias)
en comparacion con los ratones no tratados, con una mediana de 15y 13 dias,
y un tiempo de supervivencia media de 14.83+1.69 y 12.92+2.10 dias, en

ratones tratados y no tratados respectivamente (Figura 34C).

Por otro lado, el inoculo de 2x107 UFF del ZIKV, que se estandariz6 para
evaluar el efecto antiviral de la MET (Figura 28), provoco la aparicion de los
signos entre el dia 4 y 7 (Figura 28A), el decaimiento del peso entre el dia 7-
10 (Figura 28C), y una mediana de supervivencia de 15 dias (Figura 28E). Las
principales diferencias entre DENV y ZIKV fueron, la frecuente aparicion de
signos graves, como pardlisis de patas traseras/extremidades y temblores o
ataxias en ratones infectados con ZIKV, tal como los reportd Lazear H. y

colaboradores, 2016 202228

Curiosamente, el tratamiento con MET no logré prevenir ni retrasar la
mortalidad de ratones infectados con ZIKV y no contrarresté ningun signo de
la enfermedad (Figura 32). Una posible explicacion es que MET actua
principalmente en el higado, uno de los principales érganos diana de la
infeccion por DENV pero no de ZIKV 209210229 Contrario a lo esperado,

observamos signos de gravedad y una disminucion significativa del tiempo de
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supervivencia media en hembras tratadas con MET en comparacién con

hembras no tratadas (Figura 32, tabla 7).

El analisis de nuestros resultados por sexo revelo diferencias en la enfermedad
causada por el ZIKV entre machos y hembras, sin tratamiento (Figura 33A).
Aungue no fue estadisticamente significativo, el tratamiento con MET redujo 2
dias (de 16 a 14) la mediana de supervivencia en hembras y provoco un
aumento en la gravedad de los signos de infeccion. Esta exacerbacién de
signos neurolégicos podria explicarse al incremento del nimero de copias del
genoma viral en los cerebros de ratones infectados y tratados (Figura 36). Sin
embargo, este incremento no fue estadisticamente significativo,
probablemente por el nimero de ratones utilizados por cada grupo (2 ratones
por grupo). Curiosamente el tratamiento no ocasiond ningun cambio en la
carga viral de los testiculos (Figura 36). La explicacion de este hecho podria
estar relacionada con dos factores: (1) El efecto diferencial entre hembras y
machos en respuesta a las infecciones virales?3%23%; (2) y/o la regulacion

diferencial de AMPK en diferentes 6rganos por parte de los virus.

Por ejemplo, el sexo femenino se ha asociado con DENV severo?3? y una
mayor frecuencia de infecciones sintomaticas por ZIKV?33, En este contexto,
estudios con ratones han sugerido que las hembras son las mas afectadas por
ZIKV?34, Snyder-Keller et al. (2019) informaron un aumento de la muerte
celular en cerebros de ratones hembra 129S1 en comparacion con ratones
macho. Aunque no hubo evidencia de que los niveles de ZIKV fueran mas altos
en los ratones hembra que en los machos, los eventos neuropatolégicos que
desencadenaron una necrosis mas significativa y la acumulacion de
calcificaciones en el cerebro de los ratones hembra fueron notables?34. Sin
embargo, al igual que Snyder-Keller y colaboradores, nuestro estudio fue
realizado en un modelo inmunodeficiente, por lo que la respuesta diferencial
entre hembras y machos podria relacionarse también con factores
neuroendocrinos y su desregulacion durante la infeccion con el ZIKV, y durante

los tratamientos con MET.
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El segundo factor se basa en la proteina AMPK, que puede estar regulada
positiva 0 negativamente por diferentes virus. Se ha informado que el virus de
la hepatitis C (VHC) 23523%¢| virus de Epstein-Bar (EBV) 2’ y el DENV 176
pueden regular a la baja la forma activa de AMPK, fosforilada en Thr-172
(PAMPK). Tal inactivacion proporciona un entorno lipidico del huésped
favorable para la replicacion. Por el contrario, la infeccion por citomegalovirus
humano (HCMV) aumenta la activacibon de AMPK para la importacion de
glucosa y la via glucolitica, esenciales durante la replicacién del HCMV?234,

Curiosamente, se han informado diferentes efectos sobre la proteina AMPK
durante la infeccion por ZIKV. Chen et al. (2018) informaron que durante la
infeccion por ZIKV, hay una disminucion de pAMPK en las células HRVEC y
HUVEC. En este sentido, la activacion farmacoldgica de AMPK utilizando
GSK621, AICAR o MET induce la reduccién de la replicacion de ZIKV 190238 y
DENV1%9 en células HUVEC y Huh-7, respectivamente.

En contraste, Thaker y colaboradores (2019) han informado de un aumento en
la forma activa de pAMPK durante la infeccién por ZIKV en tejido cerebral de
ratones Infarl -/-, en HFF-1 humano (linea celular de fibroblastos del prepucio)
y células hFRPE (epitelio de pigmento retinal fetal humano). Este ultimo
estudio sugirié que la activacion de AMPK promueve la muerte celular mediada

por caspasa 2%,

Por lo tanto, queda por determinar si ZIKV puede modular diferencialmente la
proteina AMPK en diferentes 6rganos. En este caso, MET podria tener un
doble efecto, contrarrestando la infeccion en tejidos especificos y
contribuyendo a la patologia y muerte celular en otros. Teniendo en cuenta
todo lo anterior, el empeoramiento de los signos neurolégicos de ZIKV en
ratones hembra requerirA mas estudios. En conjunto nuestros resultados
sugieren que el tratamiento con MET podria atenuar y/o prevenir formas

graves de infeccion por DENV, pero no las del ZIKV.
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IX CONCLUSIONES

Aqui, informamos el potencial antiviral in vitro e in vivo de MET contra ZIKV en
comparacion con el efecto contra DENV. Los resultados in vitro mostraron que
MET inhibe la infeccién por ZIKV en diferentes lineas celulares, lo que sugiere
que este efecto persiste independientemente del tipo de célula. Al mismo
tiempo, hemos reportado que su eficacia depende de su toxicidad, la cual es
célula dependiente, y que muy probablemente esta relacionada con la
tolerancia de cada célula a la reduccion del colesterol. En este sentido,
demostramos que la baja toxicidad de la MET en célula de linaje neuronal pone
en ventaja a este farmaco comparado con otros farmacos hipolipemiantes que
se ha propuesto para tratar infecciones por flavivirus, tal es el caso de la
Lovastatina. También demostramos el amplio espectro anti-flavivirus de MET
y una mayor eficacia en la inhibicion del DENV, in vitro e in vivo. Curiosamente,
MET no contrarresté la enfermedad de ZIKV in vivo, por el contrario, se
observaron signos graves exacerbados en hembras, lo cual requiere de mas
estudios para determinar si la MET es un factor de riesgo en hembras. En los
ensayos in vivo con DENV, la MET aumenté el tiempo de supervivencia de los
ratones infectados con DENV y disminuyé la gravedad de la enfermedad.
Juntos, estos hallazgos indican que MET es un agente antiviral eficaz para
inhibir la infeccion por DENV. Hay que destacar que la MET tiene efectos
distintos sobre las infecciones causadas por ZIKV y DENV, aunque pertenecen
a la misma familia, por lo que es importante el estudio de los mecanismos
moleculares “farmaco-virus” para conocer la eficacia y el riesgo de los

tratamientos durante las infecciones por flavivirus.
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X PERSPECTIVAS

Mecanismos y patogenicidad de los virus

e Caracterizar la modulacién de la proteina AMPK a causa de las
infecciones por ZIKV y DENV en diferentes 6rganos blanco, utilizando

modelos in vitro e in vivo.
Efecto anti-DENV de la MET

e Analizar los mecanismos antivirales de la MET, AMPK-dependientes y
AMPK independientes.

e Estudiar in vitro e in vivo el efecto de la MET en combinacion con otros
farmacos con propiedades antivirales, como posible terapia para el
tratamiento de infeccion por DENV.

Posibles efectos adversos de la MET en hembras durante la infeccion por
ZIKV.

e Descartar efectos adversos de la MET y de los farmacos
hipolipemiantes en ratones hembra, competentes e inmunodeficientes,
durante la infeccién por ZIKV.

e Evaluar la seguridad del tratamiento de la MET y de los farmacos
hipolipemiantes en ratones hembra gestantes infectadas con ZIKV.
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