UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ONO

T FLAMMAM i\ ).
vanmns (I”

GRADO Y NIVEL DE ACCION DE NANOPARTICULAS DE METAL Y
COMPUESTOS BIOACTIVOS NATURALES CONTRA EL VIRUS DE
SARAMPION

Por
Q.B.P. MAYRA ALEJANDRA MELENDEZ VILLANUEVA

Como requisito parcial para obtener el grado de MAESTRIA EN CIENCIAS

con orientacion en Inmunobiologia.

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, NUEVO LEON JUNIO 2017



GRADO Y NIVEL DE ACCION DE NANOPARTICULAS DE METAL Y
COMPUESTOS BIOACTIVOS NATURALES CONTRA EL VIRUS DE
SARAMPION

COMITE DE TESIS

7

// o el

L

Dra. Laura Trejo Avila
Director de tesis

L4
A
7l
/0

Dra. Lucia Elizabeth Cruz Suérez
Secretario

Dra. Diana Ginette Zarate Trivifo
Primer vocal

Dr. Pablo Zapata Benavides
Segundo vocal

Dr. Edgar Mendoza Gamboa
Tercer vocal



LUGAR DE TRABAJO

Este trabajo fue realizado en la Unidad de Virologia y Céncer del Laboratorio de
Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad

Auténoma de Nuevo Leon, bajo la direccion de la Dra. Laura Maria Trejo Avila.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo de Ciencia y Tecnologia por la beca otorgada y el financiamiento de este

proyecto.

A la Dra. Laura Trejo por permitirme ser parte de su laboratorio, pero sobre todo por
confiar en mi y compartir todos sus conocimientos y consejos a lo largo de este tiempo.
Gracias por ensefiarme a tener confianza en mis conocimientos, por la paciencia y

fomentar en mi ese amor por la investigacion.

A la M.C Karla Moran por todas las ensefianzas y por siempre estar ahi para
aconsejarme dentro y fuera del laboratorio, por la paciencia y por la bonita amistad

que me has brindado.

A la Dra. Diana Zarate por todo su apoyo, por abrirme las puertas de su laboratorio,

por todos los consejos, pero sobre todo por las clases intensivas de nanotecnologia.

A la Dra. Elizabeth Cruz por permitirme ampliar mis conocimientos, por

recomendarme y apoyarme para la realizacion de este proyecto.

Al Dr. Pablo Zapata por su apoyo, por el aporte de sus conocimientos y ensefianzas

para la realizacion de ésta tesis.

A mis comparieros de laboratorio, Edgar Amaro, Karen Ledezma, Mario Alberto,
Paulina Moreno, Litani Salazar y Miguel Garcia, por todos los buenos momentos, por

todo su apoyo y nunca dejarme sola durante la realizacion de este trabajo.

Al Programa Maricultura, en especial a la QFB. Maribel Maldonado por el apoyo y

los conocimientos otorgados para la realizacion de esta tesis.

Al laboratorio de nanobiotecnologia por todos sus conocimientos otorgados, por la
amistad y el apoyo durante todo este tiempo.

A la Dra. Cristina Rodriguez Padilla jefa del laboratorio de Inmunologia y Virologia

por permitirme formar parte de este.

A mis compafieros de maestria, Dianelys, Ale, Lupita, Hugo, Caro, Gil y Alonso por
siempre ser buenos comparfieros, por los buenos momentos y por todo su apoyo y

amistad.



DEDICATORIA

A mi madre, Rosa Elena Villanueva Mezquitic, por siempre apoyarme en mis
decisiones, por impulsarme a siempre ser mejor persona, por todo su amor y
comprension durante estos 2 afios, gracias mama por todo lo que has hecho por mi y

por seguir a mi lado y ser parte fundamental para la realizacion de mis metas. Te amo.

A mis hermanos, Brenda y Salvador, por ser tan buenos hermanos y estar ahi cuando

mas los necesito, por su apoyo y por ser tan divertidos y Unicos.

A mis sobrinos, Angela y Fernando, por ser esa luz en mi vida, por siempre sacar lo

mejor de mi e impulsarme a ser una mejor persona.

A mi Juanito, gracias mi amor por todo el apoyo, por los conocimientos teoricos y
técnicos que me aportaste, por estar conmigo literalmente hasta el Gltimo minuto en el
laboratorio, por toda tu confianza y amor, por ser una gran persona conmigo y nunca

dejarme sola. Te amo.



INDICE

INDICE DE TABLAS . ..ottt sttt ane e I
INDICE DE FIGURAS..... .ottt I
LISTADO DE ABREVIATURAS ..ottt i
RESUMEN ... .ottt sttt e et e besbesneeneeneenee e v
ABSTRACT .ottt ettt te e be e sttt na e aenreeneene e \
1. INTRODUCCION .....coooiieicesieeeee ettt sas s st nssneneas 1
2. ANTECEDENTES ..ottt bbbt 3
2.1 AQENTES ANTIVITAIES ... 3
2.2 Mecanismo de accion de compuestos anitivirales..........ccccooveveiieive e veenene, 3
2.2.1 Inhibidores de adsorcion y entrada ...........ccoeeveereninieneneese e 3
2.2.2 Inhibidores de desrevestimiento de la CApSIde.........cccvvevevieieerieiie e, 4
2.2.3 Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos virales.............cc.ccoovviveiennne. 4
2.2.4 Inhibidores de INtegraCion ...........ccccoereiieneiee e e 4
2.2.5 Inhibidores de proteasa (PLS).......ccccviveiieieiieeieese e 5
2.2.6 Inhibidores de lHDeraCion ............ccoceveieieniiiiiseee e 5

2.3 SAFAMPION ...ttt bttt sttt sb et b et e nn s 8
2.3 L VITION .ttt bbb bbbt 8
2.3.2 0rganizacion del geNOMA ..........couoeiiieiie e 9
2.3.3 Ciclo de repliCACION ........cveiiieieiecieieee s 10
2.3.4 Manifestaciones ClINICAS ..........cccueieriie e 13
2.3.5 PODIACIONES €N FTESO. ... .iiviiiiiiiiieieiee et 14
2.3.6 TrANSIMISION ....vviviieiciccce ettt re e s e e eneas 14
2.3.7 TrAtAMIBNTO ....veevieiieieie ettt bt 15

2.4 Incidencia global de Sarampidn en la actualidad ............c.ccoceeviiiiiicieneene, 15
2.5 Respuesta de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)..........ccccoveeviienenn 17
2.5.1 La Iniciativa Sarampion y RUDBO0IA ..........cccccoviiiiiiiiicee e, 17
2.5.2 Plan Estratégico Mundial contra el Sarampion y la Rubéola 2012-2020.. 18
2.5.3 El objetivo para finales de 2020: .........cccoooveiiiiiieiie e 18

2.6 Nanoparticulas MetaliCas..........cccovviiiiiiiieie e, 18
2.6.1 Nanoparticulas metalicas como agentes antivirales..............cccccoevevienenen. 19
2.6.2 Mecanismos de accion de nanoparticulas metalicas.............ccccevvevienennen. 21
2.6.3 Nanoparticulas metalicas con compuestos bioactivos naturales y su
ACTIVIAAT ANTIVITAL ... e 22

3. JUSTIFICACION ...ttt 24

B, HIPOTESIS ..o oo et e e e et e e oo e e e et e e e et e s e e eeer e 25



5. OBJIETIVO GENERAL .....oooiiiiii s 26

5.1  ODbjetivos €SPECITICOS. ...c..ciiiiiiiirieiet e 26
6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ..ottt e 27
7. MATERIALES Y METODOS ..ottt 28

7.1 Nanoparticulas MEtAliCaS. .........ccvivveieeie i 28

7.2 CUItIVO d€ CEIUIAS VIO ...ttt 28

7.4 Propagacion del virus sarampion en células Vero..........ccccccevveveiieceece s, 29

7.5 Titulacion por Unidades Formadoras de Placa (UFP).......cccccoocvvviviieiciennen, 29

7.6 Ensayo de actividad antiviral por medio de UFP ..........cccccooevviieiicinccicien, 29

7.7 Caracterizacion de nanoparticulas...........ccoeveiiiiiieinieee e, 30

7.7.1 Analisis de tamafio de particula............ccccocveveiieiieie s 30
7.7.2 P1asSmON € rESONANCIA........eiviivirrierieieie ettt sttt 30

7.8 Ensay0 de efecto VIFUCITA. ..........ccoiiiiieieee e 30

7.9 Ensayos de inhibicién viral a diferentes tiempos de infeccion......................... 31

7.10 ANALISIS ESLAUISEICO ..vvevveieiesiece e 31
8. RESULTADOS ..ottt sttt sttt 31

Evaluacion de la concentracion citotdxica 50% (CCso) de las nanoparticulas

metalicas sobre la linea Celular VEro. ... 32

Titulacion del virus por Unidades formadoras de Placa.............ccocovvevneneninnnnen, 33

Ensayos de actividad antiviral por Unidades Formadoras de Placa........................ 34

Célculo del indice terapéutico (IT) de cada una las nanoparticulas evaluadas. ..... 36

Caracterizacion de nanoparticulas seleccionadas............ccccovevvveveevesieieesecieenn, 36

Evaluacion de la actividad antiviral de las nanoparticulas a diferentes tiempos de

INTECCION <. ettt bbbt ee e 38

Evaluacion del efecto virucida de las nanoparticulas...........c.ccocevvoereiniiciennnnnn 39

Propuesta de mecanismo de accion de AUNPS-AS.........cccccceeieieeiesee i, 41
DISCUSION ..ottt 42
CONCLUSIONES. . ... .ottt e e nee e anneas 47
PERSPECTIVAS ...ttt sttt sttt naanas 48

BIBLIOGRAFTA ..o e et e e e oot e e oo e e e e e es e, 49



INDICE DE TABLAS

TABLA PAGINA
Tabla 1. Principales drogas antivirales de uso clinico en la actualidad.............. 5
Tabla 2. Nanoparticulas metalicas con actividad antiviral............................ 20

Tabla 3. Valores de la CC50, CE50 y el IT obtenido para cada tratamiento
BVAIUATO. ... et 38



INDICE DE FIGURAS

FIGURA PAGINA
Figura 1. Diagrama esquematico del virion de Sarampion.................. 9
Figura 2. Genoma del virus de sarampion................cccoeeviiiineninnn.n 10
Figura 3. Ciclo de replicacion de Sarampion................cc.ovveienen... 13
Figura 4. Casos de sarampidn reportados con bases de datos de

septiembre de 2016 a febrero de 2017.........covviiiiiiiiiiiiiiiiia, 16
Figura 5. Mecanismos de potencial antiviral de las nanoparticulas

MELAIICAS. ... .o 22
Figura 6. Viabilidad de células Vero en presencia de AgNPs-UC.......... 32
Figura 7. Viabilidad de células Vero en presencia de AuNPs-Cts.......... 33
Figura 8. Viabilidad de células Vero en presencia de AUNPs-As.................. 33
Figura 9. Efecto de las AgNPs-Uc y su precursor AgNO3 sobre la

formacion de UFP por MeV. ... 34
Figura 10. Efecto de las AuNPs-Cts y su precursor HAuCls sobre la

formacion de UFP por MeV. ... ..o 37
Figura 11. Efecto de las AUNPs-As y sus precursores HAuCls y extracto

de ajo sobre la formacion de UFP por MeV. ..........cooooiiiiiiiinnn.n. 37
Figura 12. Plasmon de resonancia de nanoparticulas de oro................ 39
Figura 13. Tamafio de AUNPS-ASpor DLS............cooiviiiiiiiiiiiinn, 39
Figura 14. Microscopia electronica de barrido de AUNPs-As. ............ 40
Figura 15. Potencial Z de AUNPS-AS.........coviiiiiiiiiiiieeieeae, 40
Figura 16. Efecto de AuNPs-As a diferentes tiempos de la infeccion

sobre la formacion relativade UFP. ..., 41
Figura 17. Efecto de AuNPs-As sobre la formacion de UFP por MeV.,, 42

Figura 18. Unidades formadoras de placa formadas después de
diferentes horas de incubacion del MeV y las AUNPS-ASs.................. 42

Figura 19. Mecanismo de accion de AgNPs-As sobre el virus de
SArAMPION. ... 43



LISTADO DE ABREVIATURAS

ABREVIATURA SIGNIFICADO

SSRNA () RNA de cadena sencilla con polaridad negativa
FDA Food and Droug Administration
HIV Virus de Inmunodeficiencia Humana
RSV Virus Sincitial Respiratorio

DNA Acido Desoxirribunocleico

RNA Acido Ribunocleico

HBV Virus de Hepatitis B

HSV-1 Virus de Herpes Simple tipo 1
HSV-2 Virus de Herpes Simple tipo 2
HCV Virus de Hepatitis C

CmMvV Citomegalovirus

VzVv Varicela Zoster

OMS Organizacién Mundial de la Salud
VACV Virus Vaccinia

VSV Virus de estomatitis vesicular
SFV Virus del Bosque Semliki

Mg Microgramos

Ml Mililitros

Mg Miligramos

Nm Nanogramos

L Litros

pL Microlitros

H Horas

Min Minutos

Seg Segundos

Mv Milivolts



RESUMEN

El Sarampion (MeV) es un virus perteneciente a la familia Paramyxoviridae. La
enfermedad causada por este virus se sigue presentando como una importante causa
de mortalidad en nifios de paises menos desarrollados a pesar de la existencia de una
vacuna eficaz. Otro de los problemas serios es la reemergencia del virus en poblaciones
vacunadas y en adultos no inmunizados y que no se cuenta con un antiviral especifico
contra esta enfermedad. Este problema enfatiza la importancia de desarrollar terapias
accesibles contra MeV. Hoy en dia, la nanotecnologia brinda una opcién innovadora
para contrarrestar infecciones virales las cuales han sido propuestas como sistemas
antivirales. Actualmente se cuenta con reportes de nanoparticulas (NPs) contra virus
envueltos y no envueltos, con distinto mecanismos de accion ya sea dentro de la célula
huésped mediante la inhibicion de la replicacion o fuera de la célula mediante el
blogueo de la entrada de las particulas virales, es por ello que la nanotecnologia brinda
una opcidn innovadora para contrarrestar las infecciones virales. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la actividad anti-sarampion de las NPs metalicas sintetizadas a
partir de compuestos bioactivos, asi como determinar su posible mecanismo de accion.
Se evalud la citotoxicidad de NPs de plata con extracto de alga verde (AgNPs-UC),
Nanoparticulas de Oro con quitosano (AuNPs-Cts) y Nanoparticulas de Oro con
extracto de Ajo (AuNPs-As) y sus componentes por la técnica colorimétrica MTT
obteniendo valores de citotoxicidad al 50% (CC50)= 4.71ug/mL para AgNPs-UC,
9.27ug/mL para las AuNPs-Cts y 141.75ug/mL para AuNPs-As. Posteriormente se
evalud la actividad antiviral por la técnica de Unidades Formadoras de Placa (UFP)
obteniendo concentraciones efectivas al 50% (CE50)= > 3, > 3 y 8.829ug/mL para
AgNPs-UC, AuNPs-Cts y AuNPs-As respectivamente. Ninguno de los componentes
evaluados individualmente del complejo NPs-compuesto mostraron actividad antiviral
significativa. Se calcul6 el indice terapéutico (IT) para cada una de las NPs evaluadas
obteniendo los valores de < 1.57, < 3y 16.07pug/mL para AgNPs-UC, AuNPs-Cts y
AUNPs-As respectivamente. De acuerdo a estos resultados se seleccionaron las NPs
con mayor IT para su caracterizacion. Se utilizé espectroscopia de UV-Vis para la
determinacion del plasmon de resonancia y Dispersion de Luz Dindmica (DLS) asi
como microscopia electronica de barrido (SEM) para determinar el tamafio de la
nanoparticula y se midi6 el potencial Z para conocer la carga perteneciente a las
AUNPs-As. Obteniendo un tamafio promedio de 34.7nm con una polidispersidad de
0.2 y un potencial Z obtenido fue de 21.2 mV. Para conocer el posible nivel de accion
de las AuNPs-As se realizd un ensayo de tiempos de infeccion observando una
reduccion significativa de la carga viral en la primera hora de infeccion. Finalmente se
confirmd el efecto virucida al observar una disminucion del 84 y 92% de UFP después
de poner en contacto el virus y las AuNPs-As por 3y 6 h respectivamente a 9 pug/mL
(CE50%) y de una 95 y 98% después de un contacto de 3 y 6 h a una concentracion de
6 pg/mL (CE25%) respectivamente. Por lo que es posible un bloqueo de receptores
virales considerando la carga tanto de las AuNPs-As (positiva) y de la envoltura viral
(negativa). Por lo tanto, las nanoparticulas de oro sintetizadas utilizando el extracto de
ajo como agente reductor pueden ser consideras como un antiviral eficaz contra MeV
y podrian ser consideradas como una terapia eficaz contra esta enfermedad y
probablemente de otros virus envueltos.



ABSTRACT

Measles (MeV) is a virus belonging to the Paramyxoviridae family. The disease
caused by this virus remains a major cause of mortality in children in less developed
countries despite the existence of an effective vaccine. Another serious problem is the
re-emergence of the virus in vaccinated populations and in non-immunized adults and
that there is no specific antiviral against this disease. This problem emphasizes the
importance of developing accessible therapies against MeV. Nowadays,
nanotechnology offers an innovative option to counter viral infections which have
been proposed as antiviral systems. There are currently reports of nanoparticles (NPs)
against both enveloped and non-enveloped viruses with distinct mechanisms of action
either within the host cell by inhibiting replication or outside the cell by blocking the
entry of viral particles, that is why nanotechnology provides an innovative option to
counter viral infections. The objective of this work was to evaluate the anti-measles
activity of metal NPs synthesized from bioactive compounds, as well as to determine
their possible mechanism of action. The cytotoxicity of silver NPs with green algae
extract (AgNPs-UC), Gold Nanoparticles with chitosan (AuNPs-Cts) and Gold
Nanoparticles with garlic extract (AuNPs-As) and its components was evaluated by
the MTT colorimetric technique obtaining a cytotoxicity at 50% (CC50%)= 4.71
pg/mL for AgNPs-UC, 9.27 pug/mL for AuNPs-Cts and 141.75ug/mL for AuNPs-As.
Subsequently, the antiviral activity was evaluated by the technique of plate forming
units (PFU), obtaining effective concentrations at 50% (EC50) = > 3, > 3 and 8,829
ug/mL for AgNPs-UC, AuNPs-Cts and AuNPs-As respectively. None of the
individually evaluated components of the NPs-compound complex showed significant
antiviral activity. The therapeutic index (IT) was calculated for each of the NPs
evaluated, obtaining values of < 1.57, < 3 and 16.07 ug/mL for AgNPs-UC, AuNPs-
Cts and AuNPs-As respectively. According to these results, NPs with higher IT were
selected for characterization. UV-Vis spectroscopy was used to determine the
resonance plasmon and Dynamic Light Dispersion (DLS) as well as scanning electron
microscopy (SEM) to determine the size of the nanoparticle and the Z potential was
measured to know the charge belonging to The AuNPs-As. Obtaining an average size
of 34.7 nm with a polydispersity of 0.2 and a Z potential obtained was 21.2 mV. To
know the possible level of action of the AuNPs-As, an infection time trial was
performed, observing a significant reduction of viral load in the first hour of infection.
Finally, the virucidal effect was confirmed by a decrease of 84 and 92% of PFU after
the virus and AuNPs-As were contacted for 3 and 6 h respectively at 9 pg/mL (EC
50%) and 95 and 98 % After a contact of 3 and 6 has a concentration of 6 ug/mL
(EC25%) respectively. Thus, a blockade of viral receptors is possible considering the
charge of both the AuNPs-As (positive) and the viral envelope (negative). Therefore,
gold nanoparticles synthesized using garlic extract as a reducing agent may be
considered as an antiviral effective against MeV and could be considered as an
effective therapy against this disease and probably other enveloped viruses.



1. INTRODUCCION

El Sarampion es una enfermedad sumamente contagiosa, causada por el virus
perteneciente a la familia Paramyxovidae, es un virus envuelto con un genoma ssSRNA
(-). Esta enfermedad se caracteriza por presentar fiebre, conjuntivitis, tos, nauseas y
erupcion cutanea macular generalizada por todo el cuerpo. Aproximadamente uno de
cada 10 nifios con Sarampion presenta una infeccion de oido y hasta a uno de cada 20
evoluciona a neumonia. Cerca de uno en 1,000 sufre de encefalitis y dos de cada 1,000
fallecen. A pesar de la existencia de una vacuna exitosa contra sarampion, este virus
se sigue presentando como uno de los principales responsables de la mortalidad en
nifios de paises desarrollados. Otro de los problemas serios es la reemergencia del virus

en poblaciones vacunadas y en adultos no inmunizados.

En México la ultima epidemia de sarampidn ocurrié en 1989-1990, reportandose
89,163 casos. El ultimo caso autoctono se registrd en 1995. En el afio 2011 se
presentaron tres casos importados: 2 en el Distrito Federal y uno en Guanajuato. En
diciembre del 2014 y enero de 2015 se presentaron dos casos importados en las

entidades federativas de Baja California Sur y Nuevo Ledn respectivamente.

La Iniciativa Sarampién Rubéola, presentada en 2001, es una iniciativa mundial
encabezada por diferentes organizaciones. La Iniciativa se ha comprometido a lograr
que ningln nifio muera de sarampion o nazca con sindrome de rubéola congénita; a
reducir la mortalidad por sarampién en un 95% y a lograr la eliminacion de ambas

enfermedades en al menos cinco regiones de la OMS para 2020.

Estas cuestiones enfatizan la importancia médica y la necesidad de desarrollar terapias

farmacoldgicas accesibles contra el virus del sarampion.

Hoy en dia, la nanotecnologia brinda una opcién innovadora para contrarrestar
infecciones virales las cuales han sido propuestas como sistemas antivirales. Las
propiedades antibacterianas, anticancerigenas y antioxidantes de las nanoparticulas
han sido ampliamente exploradas, sin embargo, sus propiedades antivirales siguen
siendo un area en desarrollo. Actualmente se cuenta con reportes de nanoparticulas
contra virus envueltos y no envueltos, con distinto mecanismos de accién ya sea dentro

de la célula huésped mediante la inhibicion de la replicacion o fuera de la celula

1



mediante el bloqueo de la entrada de las particulas virales (actividad virucida), es por
ello que el uso de nanoparticulas sugiere una alternativa antiviral de uso terapéutico

contra el virus del sarampién.



2. ANTECEDENTES

2.1 Agentes antivirales

Los agentes antivirales son compuestos que detienen el desarrollo y propagacion de
un virus sin causar un dafio relevante en el hospedero. A pesar de importantes logros
en las ultimas décadas, el nUmero de compuestos antivirales disponibles siguen siendo

pocos y son efectivos solo contra un grupo limitado de patogenos. (De Clercq, 2004)

En la actualidad existen alrededor de 50 farmacos antivirales que han sido aprobados
por la FDA para tratamiento de infecciones virales; la mayoria de los medicamentos
aprobados se han introducido en los ultimos 20 afios y se utilizan en el tratamiento de

la infeccion por HIV. (Antonelli y Turriziani, 2012).

2.2 Mecanismo de accion de compuestos anitivirales

La clasificacion de los antivirales se puede realizar por su mecanismo de accién o su
perfil de actividad. Todos interfieren en distintas etapas de la replicacion viral, pueden
ser analogos de los acidos nucleicos, bloquear la adhesion y penetracion, inhibir la
sintesis de acidos nucleicos, inhibir la sintesis proteica o alterar la fase de maduracion
proteica. A demas algunos tienen la capacidad de ejercer un efecto virucida

bloqueando los receptores virales impidiendo su adsorcion a la célula.

Un nimero de farmacos actla sobre los pasos que conducen a la formacion de la
capside viral o al virion maduro, mientras que otros, interfieren con los procesos que
afectan a la entrada viral y desensamble (De Clercq, 2004). Sin embargo, la mayoria
de los farmacos aprobados bloquean eventos intracelulares que afectan a la sintesis y
la dindmica de las proteinas virales y acidos nucleicos (Tabla 1).

A continuacion, se describen los diferentes niveles a los que pueden actuar los

compuestos antivirales.

2.2.1 Inhibidores de adsorcion y entrada

La primera etapa de la infeccion viral involucra la union del virus a la membrana
celular. Esta fase es mediada por la interaccion entre las moléculas de superficie virales
y los receptores celulares. Después de la adsorcion, la entrada del virus ocurre por

diferentes rutas como la fusion y la endocitosis. Los inhibidores que especificamente
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se dirigen a estas etapas del ciclo viral han sido aprobados para el tratamiento de la
infeccion por HIV (Esté y Talenti, 2007; Soriano et al., 2009; Tilton y Doms, 2010) y
para la prevencion de la infeccion del RSV (Hu y Robinson, 2010; Lanari et al., 2010;
Wiliver, 2010).

2.2.2 Inhibidores de desrevestimiento de la capside
El desrevestimiento viral es un paso esencial en el proceso de replicacion viral y los
inhibidores que se dirigen directamente a esta fase han sido identificados contra el

virus de influenza (Davies et al., 1964)

2.2.3 Inhibidores de la sintesis de &cidos nucleicos virales

Los virus sintetizan sus acidos nucleicos por una enzima viral como la DNA
polimerasa, RNA polimerasa y la transcriptasa reversa. Estas polimerasas son
cruciales en el ciclo viral y fueron y siguen siendo blancos atractivos de drogas para el
tratamiento de muchas infecciones virales (Tsai et al., 2006). Los analogos de
nucleosidos (NAs) representan los primeros inhibidores de polimerasa que muestran
eficacia clinica (Douglas et al., 1984; Straus et al., 1984; Fischl et al., 1987) y en la
actualidad son ampliamente usados para tratar infecciones como HBV, HSV-1, HSV-
2 y HIV-1 (Coen y Schaffer, 2003; Dienstag, 2009; Von Kleist et al., 2012), los NAs
son tipicamente formulados como prodrogas, requiriendo fosforilacion intracelular
para formar un analogo de (deoxi-) nucleésido trifosfato, el cual puede ser incorporado
en una cadena de DNA o RNA viral naciente por la polimerasa viral.

La mayoria de los NAs son fosforilados por quinasas celulares, excepto los
compuestos usados contra infecciones herpéticas en las cuales el paso de fosforilacion
inicial es llevado a cabo por la timidin quinasa viral y los dos pasos siguientes por
enzimas celulares (Miller y Miller, 1982). Después de la incorporacion, los NAs llevan
a la maquinaria de polimerizacion a un paro, asi como la falta del grupo hidroxilo-3’
sobre el resto deoxiribosa requerido para la unién del siguiente nucledtido entrante
(Coen y Schaffer, 2003; Painter et al., 2004).

2.2.4 Inhibidores de integracion

Los inhibidores que especificamente se dirigen a la integracion han sido aprobados
para el tratamiento de la infeccion por HIV. La integrasa de HIV es una de las tres
enzimas codificadas esenciales codificadas por el gen viral pol. La integrasa es

responsable para un paso esencial en la replicacion de HIV-1 involucrando la



integracion del genoma viral en el DNA celular. Esta enzima viral cataliza dos
reacciones: procesamiento del extremo 3 del DNA viral durante el cual el dinucleotido
GpT terminal es cortado del extremo 3’ de cada repeticion terminal larga; y la
transferencia de la cadena, en la cual se une el genoma viral a el DNA cromosomal del
hospedero formando un DNA proviral integrado funcional. Debido a que la integrasa
es indispensable para la replicacion de HIV, éste se ha convertido en un blanco
validado para el desarrollo de agentes anti-HIV (Hazuda et al., 200; Pommier et al.,
2005).

2.2.5 Inhibidores de proteasa (Pts)

Las proteasas virales representan un blanco atractivo para el desarrollo de nuevos
agentes antivirales. Los compuestos que bloquean estas han sido aprobadas para la
infeccion de HIV y HCV la proteasa viral cataliza el procesamiento de las
poliproteinas virales o el proceso de maduracion de precapsides, y su actividad
catalitica es requerida para la produccion de nuevos viriones infecciosos (Antonelli y
Turriziani, 2012)

2.2.6 Inhibidores de liberacion

El Gltimo paso en el ciclo viral es la liberacion de la nueva progenie viral de la célula
hospedera. Algunas drogas son capaces de inhibir esta fase actuando sobre las
proteinas virales involucradas en dicho proceso y han sido aprobadas para el
tratamiento de infecciones por el virus Influenza (Hayden et al., 1997; Gubareva et al.,
2000).

Tabla 1. Principales drogas antivirales de uso clinico en la actualidad (Antonelli y Turriziani,
2012)

Tipo de inhibidor Area Mecanismo de accion
antiviral terapéutica

Inhibidores de entrada

Enfurvitide HIV Péptidos derivados del dominio HR2 de la
glicoproteina 41 (gp41l). Interfiere con la
fusion de membranas dependiente de gp-
41,

Maraviroc HIV Modulador alostérico del receptor CCr5,
el cual es un co-receptor esencial para el
proceso de entrada de HIV

Palivizumab? RSV Anticuerpo monoclonal neutralizante. Se
une a la proteina de fusion (F) de RSV, el



cual juega un rol en la union del virus y
media la fusion.

Inhibidores de desrevestimiento

Amantidina Influenza A Inhibidor del canal viral de iones M2. La
actividad del canal es requerida para el
“desrevestimiento”

Rimantidina

Terminadores de la cadena de DNA

Inhibidores de DNA polimerasa

Aciclovir HSV Analogos de nucleodsidos, activos como
derivados de trifosfato, los cuales
terminan prematuramente la sintesis de

DNA

Famciclovir

Valaciclovir

Ganciclovir CMV

Valganciclovir

Brivudina ® HSV-1y

VzZVv

Foscarnet HSV Anélogo pirofosfato inhibe selectivamente
el sitio de union pirofosfato sobre la DNA
polimerasa

Cidofovir CMV Analogo de nucledsido, actuvi como

derivado trifosfato, el cual termina
prematuramente la sintesis de DNA

Inhibidor de nucledsidos transcriptasa reversa (NRTIs)

Abacavir HIV Anélogo de nucledsido, actia como
derivado trifosfato, el cual termina
prematuramente la sintesis de DNA viral

Didanosina

Emtricitabina

Estavudina

Zalcitabina

Lamivudina HIV y HBV

Entecavir HBV

Telbivudina HBV

Inhibidor de nucledtidos transcriptasa reversa (NtRTIs)

Adefovir HBV Analogo de nucledsido, actuvi como
derivado trifosfato, el cual termina
prematuramente la sintesis de DNA

Tenofovir HIV y HBV

Inhibidores no nucleodsidos transcriptasa reversa (NNRTIs)
Efavirenz HIV Unidén a la region hidrofébica de la
transcriptasa  reversa de  HIV-1,



Etravirina
Delaviridina
Nevirapina

Combinacion de productos
Tenofoir + HIV
emtricitabina

(Truvada®)

Abacavir + lamivudina
(Epzicom®)

Tenofovir

“emtricitabina +
efavirenz (Atripla®)
Emtricitabina i
tenofovir + rilpivirina
(Complera®)

Zidovudina + abacavir

+ lamivudina

(Trizivir®)

Inhibidor de RNA

Ribavirina HCV
RSV
Fiebre
Lassa

Inhibidor de integrasa
Raltregavir HIV

Inhibidor de proteasas (PIs)
Amprenavir HIV

Atazanavir

Fosamprenavir

Indinavir

Lopinavir

Nelfinavir

Ritonavir

Saquinavir

Darunavir HIV

Tipranavir
Boceprevir HCV

bloqueando la polimerizacion del DNA
viral.

Termina prematuramente la sintesis de
DNA

Nucledsido anti-metabolito, interfiere con
la sintesis del RNA viral.

Unidn a la integrasa viral, inhibiendo el
paso de transferencia de la cadena de
integracion de HIV-1

Inhibidores peptidomimeticos. Unién al
sitio activo de la proteasa viral

Pls no peptidicos que se unen fuertemente
y selectivamente a la proteasa de HIV-1

P1 peptidico que se une al sitio activo de la
proteina no estructural 3 (NS3) de HCV.
Inhibidor de la proteasa no estructural
3/4A (NS3/4A) de HCV
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Inhibidor de liberacion

Inhibidores de neuraminidasa

Oseltamivir Influenza  Bloquea la neuraminidasa y previene el
Peramivir® A/B corte de los residuos de acido sialico, el
Zanamivir cual interfiere con la liberacion de la

progenie viral
2 Palivizumab esta indicado para la prevencion de enfermedades serias del tracto respiratorio bajo
causadas por RSV en pacientes pediatricos con alto riesgo de enfermedad del virus sincitial
respiratorio.
b Brivudine esta aprobado en algunos paises europeos y en América Central.
¢ Peramivir esta autorizado para uso de emergencia en el tratamiento de ciertos pacientes
hospitalizados con infeccidn sospechosa o confirmada de influenza A (H1N1) 2009.

Sin embargo el numero de antivirales aprobados se centra en pocas infecciones virales,
principalmente infecciones causadas por HIV, HSV, influenza, HCV y RSV,
(Antonelli y Turriziani, 2012; FDA, 2017) por lo que es importante recalcar que en la
actualidad existen enfermedades virales de importancia clinica para las que no se
cuenta con un tratamiento terapéutico, una de éstas enfermedades es el Sarampion, la
cual ha tomado gran importancia en los Gltimos afios debido a los brotes recientes

presentados alrededor del mundo.

2.3 Sarampion
2.3.1 Virion

El virus de Sarampion (MeV, measles virus) es un virus envuelto de RNA clasificado
en la familia Paramyxoviridae (Griffin, 2001) en el género Morbillivirus. La envoltura
constituida por una bicapa lipidica es derivada de la célula del hospedero la cual
contiene espiculas incrustadas formadas por glicoproteinas virales, la proteina de
fusion (F) y la hemaglutinina (H) (Fig. 1). En el virion la proteina F (tipo I) oligomeriza
como un homotrimero mientras que la glicoproteina H (tipo 1) probablemente exista
como un dimero tetramérico. La proteina F estd formada como un precursor inactivo
(Fo), el cual es bioldgicamente activado por un corte proteolitico involucrando
proteasas tipo furina (Maisner et al., 2000) para generar las subunidades F1y F», las
cuales estan unidas por un puente disulfuro. Las glicoproteinas homo-oligoméricas H
y F interacttan entre ellas para formar un complejo de fusion bioldgicamente activo
(Wild et al., 1991). Después de la union de la glicoproteina H al (los) receptor(es) de

superficie celular, es probable que un cambio estructural en la proteina F sea inducido,



el cual activa el proceso de fusion, pero la estequiometria exacta y los detalles
moleculares son desconocidos. La capa interna de la membrana del virion esté cubierta
con una proteina hidrofobica llamada proteina de matriz (M). Esta proteina se asocia
con ambas colas citoplasmaticas cortas de F y H y la ribonucleoproteina helicoidal
(RNP) que contienen el genoma. Esta juega un papel en el ensamblaje del virus a partir
la membrana plasmaética (Rima y Duprex, 2005).

(a)

@ Fusion (F) W Haemagglutinin (H)
@& Nucleocapsid (N) € Large protein (L)
wmmw Matrix (M) @ Phosphoprotein (P)

Figura 1. Diagrama esquematico del virién de Sarampion

2.3.2 Organizacién del genoma

Las RNP de MeV son de 1 um de longitud y 18-21 um de diametro (Lund et al., 1984)
y consiste de un genoma viral con polaridad negativa y al menos tres proteinas virales
asociadas (Fig. 2). Un estudio reciente demostré que los viriones pueden contener mas
de una RNP (Rager et al., 2002). El genoma de RNA no segmentado con polaridad
negativa, contiene 15,894 nucledtidos. Este contiene seis unidades de transcripcion
(TUs), N, PIC/V, M, F, Hy L, las cuales estan separadas por secuencias intergénicas
no transcritas (lg) comprendidas por tres nucleétidos. Los genomas de los
Morbillivirus son los Unicos dentro de los Paramyxoviridae que contienen una region
larga no codificante entre los marcos abiertos de lectura (ORF) de M y F. La region es

rica en GC y es probable que se pliegue en un complejo secundario de estructuras de
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RNA. La funcidn de esta region ain no esta bien entendida. La secuencia intergénica
entre los genes M y F esté localizada casi en el centro de esta region (Rima y Duprex,
2005).

3'OH - -5’
I PO m T F T L

Figura 2. Genoma del virus de sarampion

2.3.3 Ciclo de replicacién

La infeccion inicia una vez que se da la union de la proteina H (hemaglutinina) con los
receptores principales SLAM o la molécula de sefializacion para la activacion de
linfocitos, también llamada CD150 y el receptor 4 relacionado a poliovirus (PVRL4)
también llamado nectina 4. El virus de sarampion también puede utilizar el cofactor
proteico de membrana CD46 como receptor alternativo para llevar a cabo la adsorcion
del virus. Mientras que la proteina F (fusion) Ileva a cabo la fusion de la membrana
viral con la membrana de la célula huésped para permitir la entrada del virus (Griffin
etal., 2012).

La proteina F es una glicoproteina integral de membrana tipo | (el grupo amino
terminal yace fuera de la membrana viral). Es sintetizada como un precursor llamado
FO que es cortada durante su paso por la superficie celular por una proteasa de la célula
huésped para producir 2 subunidades, F1 y F2 unidas por un enlace disulfuro. El nuevo
grupo amino terminal formado por 20 aminoacidos de la subunidad F1 es altamente
hidrofébico, formando una regién llamada péptido de fusién. Estos cambios
conformacionales en la proteina F pueden dejar al péptido de fusion en una posicién
expuesta, pudiendo tener contacto asi con la membrana de la célula blanco (Flint et al.,
2004).

Dado que las células infectadas expresan las glicoproteinas virales en la superficie
celular, son capaces de fusionarse con células vecinas no infectadas produciendo
células gigantes multinucleadas denominadas sincicios. Sin embargo, no todo tipo de
celulas infectadas forman sincicios. Se han observado de manera in vivo en células de
pulmon, piel y tejido linfatico, pero no en células del sistema nervioso central (Griffin
etal., 2012).
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Como resultado de la fusion entre la membrana plasmatica y la membrana viral, la
nucleocapside viral, una ribonucleoproteina que consiste en un genoma viral de RNA
de sentido negativo asociado a la proteina virales L (polimerasa) la cual contiene las
actividades enzimaticas del complejo de RNA polimerasa dependiente de RNA
(RdRp), la proteina N (nucleocépside) y la proteina P (fosfoproteina) es liberada en el
citoplasma donde comienza la sintesis de RNA mensajeros (MRNA). EI complejo
RdRp actua tanto como transcriptasa viral y como replicasa (Flint et al., 2004; Griffin
y Oldstone, 2009). EI complejo de RdRp inicia la transcripcion uniéndose a la region
3’UTR de la cadena de RNA negativa. Los mRNA sintetizados de cada gen se les
agrega el cap y al final de cada gen viral hay una sefal de paro hacia el extremo 5’ en
la cual RdRp produce una sefial de poliadenilacién mediante “deslizamiento” sobre un
tramo de uracilos en el extremo 5’ antes de liberar el mRNA para luego volver a iniciar
la transcripcion en la siguiente sefal de inicio, es decir lleva a cabo una “transcripcion
secuencial”. Cada RNA se traduce y la replicacion de un genoma de longitud completa
ocurre eficientemente sélo después de la acumulacion de proteinas virales, ya que la
molecula de RNA naciente es inmediatamente encapsulada por la proteina N (Griffin
y Oldstone, 2009). EI complejo RdRp viral es probablemente el mismo para la
replicacion y para la transcripcion. Puede ser transcriptasa y también puede convertirse

en replicasa dependiendo de la concentracidn de nucleocépside.

El proceso de replicacion viral de virus de sarampidn involucra la produccion de anti-
genomas con sentido positivo, los cuales actian como plantilla para la sintesis de
nuevos RNAs gendémicos de sentido negativo (Flint et al., 2004). EI complejo de la
RdRp se une a la region 3’UTR del genoma encapsidado de RNA (-) y comienza la
replicacion creando cadenas de RNA (+) también llamado anti-genoma el cual es al
mismo tiempo encapsidado durante replicacién. Para esto, el complejo RdRp ignora
todas las sefiales de transcripcidn cuando estd en modo de replicacion. A partir de las
cadenas de RNA (+) creadas, RdARp comienza a transcribir a partir de la region 3> UTR
y crea nuevas cadenas de RNA (-). Al mismo tiempo que las nuevas cadenas de RNA
(-) son sintetizadas, éstas son encapsidadas. Los genomas progenie pueden ser usados
después de la replicacion, transcripcion secundaria o su incorporacion en particulas
virales (Flint et al., 2004). Las proteinas de membrana viral alcanzan su destino
mediante una via secretora celular donde el primer punto de parada es el reticulo

endoplasmico rugoso (RER). Como los procesos proteoliticos son necesarios para
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producir glicoproteinas de envoltura maduras, los precursores entran en esta via. El
lumen del RE posee enzimas que catalizan las modificaciones quimicas como la
formacion de enlaces disulfuro en los pasos iniciales del ensamblaje de las cadenas de
los oligosacaridos (glicosilacidn). La glicosilacion se lleva a cabo mediante la adicion
de asparagina (N-glicosilacion) serina o treonina (O-glicosilacion). La proteina
posteriormente es transportada hacia el aparato de Golgi mediante un transporte de
vesiculas donde salen de un compartimento a otro en una via secretora. Cuando la
vesicula de transporte se encuentra en con la membrana blanco se desensambla como
resultado de interacciones entre proteinas de fusion de membranas presentes en la
vesicula y en la membrana blanco. El complejo N-etilmaleimida-sensitiva (Nsf) y la
proteina de anclaje soluble a Nsf (Snaps) preparan la fusion de membranas
ensamblandose de manera regulada y yuxtaponiendo las membranas que se fusionaran
(Griffin y Oldstone, 2009). Una vez dentro del aparato de Golgi ocurren reacciones
especificas en cada uno de sus compartimentos. Las enzimas responsables de las
reacciones tempranas de maduracién de estos oligosacaridos se encuentran en
“cisternas Cis” de la red cis del aparato de Golgi, mientras que las reacciones tardias
se llevan a cabo en las “cisternas trans”. Dicha separacién asegura que el
procesamiento del oligosacarido siga una secuencia precisa conforme pasan a través

del aparato de Golgi.

Las nuevas RNPs sintetizadas son transportadas a sitios selectos de la membrana
plasmaética, donde ocurre la interaccion con las glicoproteinas integrales de membrana
viral, seguido del rompimiento de la membranay la liberacion de las particulas virales
mediante el complejo endosomal requerido para el transporte (ESCRT) (Griffin et al.,
2012) (figura 3).
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Figura 3. Ciclo de replicacion de Sarampion

2.3.4 Manifestaciones clinicas

El primer signo del sarampion suele ser la fiebre alta, que comienza unos 10 a
12 dias después de la exposicion al virus y dura entre 4 y 7 dias. En la fase inicial,
el paciente puede presentar rinorrea, tos, 0jos llorosos y rojos, y pequefias manchas
blancas en la cara interna de las mejillas (OMS, 2017).

Al cabo de varios dias aparece un exantema, generalmente en el rostro y la parte
superior del cuello, que se extiende en unos 3 dias, acabando por afectar a las manos
y pies. El exantema dura 5 a 6 dias, y luego se desvanece. El intervalo entre la
exposicion al virus y la aparicion del exantema oscila entre 7 y 18 dias (media de
14 dias) (OMS, 2017).

La mayoria de las muertes se deben a complicaciones del sarampion, que son mas
frecuentes en menores de 5 afos y adultos de mas de 20 afios. Las mas graves son
la ceguera, la encefalitis (infeccion acompafiada de edema cerebral), la diarrea
grave (que puede provocar deshidratacion), las infecciones del oido y las

infecciones respiratorias graves, como la neumonia. LoS casos graves son
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especialmente frecuentes en nifios pequefios malnutridos, y sobre todo en los que
no reciben aportes suficientes de vitamina A o cuyo sistema inmunitario se
encuentra debilitado por el VIH/SIDA u otras enfermedades (OMS, 2017).

En poblaciones con altos niveles de malnutricion y falta de atencidn sanitaria
adecuada, el sarampion puede llegar a matar al 10% de los casos. La infeccion
también puede provocar complicaciones graves en las mujeres embarazadas e
incluso ser causa de aborto o parto prematuro. Quienes se recuperan del sarampién

se vuelven inmunes de por vida (OMS, 2017).
2.3.5 Poblaciones en riesgo

Los nifios pequefios no vacunados son quienes corren mayor riesgo de sufrir el
sarampion y sus complicaciones, entre ellas la muerte. Las mujeres embarazadas
sin vacunar también constituyen un importante grupo de riesgo. Sin embargo, puede
infectarse cualquier persona que no esté inmunizada (es decir, que no haya sido

vacunada y no haya sufrido la enfermedad) (OMS, 2017).

El sarampion sigue siendo frecuente en muchos paises en desarrollo, sobre todo en
algunas zonas de Africa, Asia. La abrumadora mayoria (mas del 95%) de las
muertes se registran en paises con bajos ingresos per capita e infraestructura
sanitaria deficiente (OMS, 2017).

Los brotes de sarampidn pueden ser especialmente mortales en paises que estén
sufriendo desastres naturales o conflictos, o recuperandose de ellos. Los dafios a la
infraestructura sanitaria y a los servicios de salud interrumpen la inmunizacion
sistematica, y el hacinamiento en los campamentos de refugiados y desplazados

internos aumenta mucho el riesgo de infeccion (OMS, 2017).
2.3.6 Transmision

El virus del sarampion es muy contagioso y se propaga por la tos y los estornudos,
el contacto personal intimo o el contacto directo con secreciones nasales o faringeas
infectadas (OMS, 2017).

El virus presente en el aire o sobre superficies infectadas sigue siendo activo y

contagioso durante periodos de hasta 2 horas, y puede ser transmitido por un
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individuo infectado desde 4 dias antes hasta 4 dias después de la aparicion del
exantema (OMS, 2017).

El sarampion puede producir epidemias que causan muchas muertes, especialmente
entre los nifios pequefios malnutridos. En paises donde el sarampion ha sido
practicamente eliminado, los casos importados de otros paises siguen siendo una
importante fuente de infeccion (OMS, 2017).

2.3.7 Tratamiento

No existe ningun tratamiento antiviral especifico contra el virus del sarampién. Las
complicaciones graves del sarampion pueden evitarse con un tratamiento de apoyo
que garantice una buena nutricién, una ingesta suficiente de liquidos y el
tratamiento de la deshidratacion con las soluciones de rehidratacion oral
recomendadas por la OMS (para reponer los liquidos y otros elementos esenciales
que se pierdan con la diarrea o los vomitos). Se deben prescribir antibidticos para
tratar la neumonia y las infecciones de los oidos y los ojos (OMS, 2017).

Todos los nifios de los paises en desarrollo diagnosticados de sarampion deben
recibir dos dosis de suplementos de vitamina A con un intervalo de 24 horas entre
ambas. Este tratamiento es eficaz para restaurar los niveles de vitamina A, que
durante la enfermedad suelen ser bajos incluso en los nifios bien nutridos, y puede
ayudar a prevenir las lesiones oculares y la ceguera. Ademas, se ha demostrado que
los suplementos de vitamina A reducen la mortalidad por sarampién en un 50%
(OMS, 2017).

2.4 Incidencia global de Sarampién en la actualidad

La enfermedad del sarampién sigue siendo comunmente transmitida alrededor del
mundo, incluyendo algunos paises de Europa, Asia, el Pacifico y Africa. Cada afio se
reportan 267,000 casos de Sarampidn, resultando en 146,000 casos mortales, la

mayoria en nifios (Secretaria de Salud, 2016). (Fig. 4)
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Figura 4. Casos de sarampion reportados con bases de datos de septiembre de 2016 a febrero de
2017 (OMS, 2017).

Segun la OMS en 2017 se han confirmado 3,400 casos de personas infectadas, con 17
muertes contabilizadas en lo que va del afio. En Myanmar se reportan 84 casos
confirmados y en Australia las autoridades de salud han notificado 2 casos de
Sarampidn potencialmente contagiosos entre el 5y el 14 de enero del 2017.

Segln la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) durante el periodo de
diciembre de 2014 a febrero de 2015, se registraron 125 casos confirmados de
sarampion entre los residentes de los EE.UU. en un brote vinculado a dos parques
tematicos de Disney en el Condado de Orange, California. Desde el 2 de enero hasta
el 3 de diciembre de 2016, EE.UU. ha notificado 62 casos de sarampion en 17 estados
(Alabama, Arizona, California, Colorado, Connecticut, Florida, Georgia, Hawaii,
Illinois, Massachusetts, Michigan, Minnesota, New York, Carolina del norte,
Tennessee, Texas y Utah). El 23 de diciembre de 2016, el Departamento de Salud
Pablica del Condado de Los Angeles, California, notifico 9 casos confirmados de

sarampion. La investigacion epidemioldgica sigue en curso.

En México la ultima epidemia de sarampién ocurrié en 1989-1990, reportandose
89,163 casos. El dltimo caso autoctono se registr6 en 1995. En el afio 2011 se
presentaron tres casos importados: 2 en el Distrito Federal y uno en Guanajuato. En

diciembre del 2014 y enero del 2015 se presentaron dos casos importados en las
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entidades federativas de Baja California Sur y Nuevo LeoOn respectivamente
(Secretaria de Salud, 2017).

Estas cuestiones enfatizan la importancia médica y la necesidad de desarrollar terapias

farmacologicas accesibles contra el virus del sarampion.

2.5 Respuesta de la Organizacion Mundial de la Salud (OMYS)
En 2010, la Asamblea Mundial de la Salud establecio tres hitos en el camino hacia

la erradicacion del sarampion que deberian lograrse en 2015:

aumentar la cobertura sistematica de los nifios de 1 afio con la primera dosis de
vacunas con componente anti-sarampion en mas de un 90% o mas a nivel nacional,

y en mas de un 80% o mas a nivel distrital o de unidad administrativa equivalente;

reducir y mantener la incidencia anual del sarampion en menos de 5 casos por

millon; y

reducir la mortalidad estimada del sarampién en méas de un 95% con respecto a las
estimaciones de 2000.

En 2015, el empuje mundial para mejorar la cobertura vacunal dio lugar a una
reduccion de las muertes en un 79%. Entre 2000 y 2015, con el apoyo de la
Iniciativa Sarampion y Rubéola (ISR) y de la Alianza Gavi para las Vacunas, la
vacunacion contra el sarampion evité una cifra estimada de 20,3 millones de
muertes. En 2015, aproximadamente 183 millones de nifios fueron vacunados
contra el sarampion en campafas de vacunacion en masa llevadas a cabo en 41
paises. En la actualidad, todas las Regiones de la OMS tienen objetivos establecidos
para eliminar esta enfermedad mortal prevenible para 2020.

2.5.1 La Iniciativa Sarampién y Rubéola

La ISR, presentada en 2001, es una iniciativa mundial encabezada por la Cruz Roja
de los Estados Unidos de América, la Fundacion pro Naciones Unidas, los Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos de
America, el UNICEF y la OMS. La Iniciativa se ha comprometido a lograr que
ningdn nifio muera de sarampion o nazca con sindrome de rubéola congénita; a
reducir la mortalidad por sarampion en un 95% para 2015, y a lograr la eliminacién

de ambas enfermedades en al menos cinco regiones de la OMS para 2020.
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2.5.2 Plan Estratégico Mundial contra el Sarampion y la Rubéola 2012-2020
En 2012 la ISR presentd un nuevo Plan Estratégico Mundial contra el Sarampion y
la Rubéola para el periodo 2012-2020.

El Plan define estrategias claras para que los gestores de la inmunizacion en los
paises, en colaboracién con los asociados nacionales e internacionales, logren los
objetivos de control y eliminacion de ambas enfermedades establecidos para 2015
y 2020.

2.5.3 El objetivo para finales de 2020:
Lograr la eliminacion del sarampion y la rubeola como minimo en cinco regiones
de la OMS.

Tras analizar las tendencias actuales de la cobertura de vacunacion contra el
sarampion y de la incidencia de la enfermedad, y sobre la base del examen
intermedio de la estrategia, el Grupo de Expertos de la OMS en Asesoramiento
Estratégico (SAGE) en materia de inmunizacion concluyd que los objetivos
mundiales y las metas de eliminacion de la enfermedad para 2015 no se han
alcanzado debido a que persisten las deficiencias de cobertura. EI SAGE
recomienda centrarse prioritariamente en mejorar los sistemas de inmunizacion en
general para mantener los progresos realizados hasta la fecha en la lucha contra el

sarampion.

La OMS continuard reforzando la red mundial de laboratorios para garantizar el
diagnostico rapido del sarampion y hacer un seguimiento de la propagacion
internacional de los virus que lo causan, a fin de coordinar mejor las actividades de
vacunacion y reducir la mortalidad por esta enfermedad, que se puede prevenir

mediante una vacuna o tratamiento antiviral terapéutico accesible, eficaz y seguro.

2.6 Nanoparticulas metéalicas

El campo de la nanotecnologia es una de las areas mas activas de investigacion en
ciencias del material moderno. Las nanoparticulas (NPs) exhiben propiedades
completamente nuevas basadas en caracteristicas especificas como el tamafio, la

distribucion y morfologia (Rai et al., 2009; Morones et al., 2005).
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Las NPs metélicas son agentes biomédicos prometedores debido a su gran relacion
superficie/volumen y su actividad bioldgica. Entre las NPs desarrolladas, las
nanoparticulas de plata (AgNPs) y oro (AuNPs) tienen una amplia gama de
aplicaciones en los campos de fisica, quimica y biologia. Las investigaciones dirigidas
a la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de las infecciones causadas
por virus se incrementan dia a dia, las NPs metalicas surgen como un prometedor

agente antiviral que podria ser utilizado para enfrentar enfermedades virales.

2.6.1 Nanoparticulas metélicas como agentes antivirales

Las NPs metélicas son agentes antivirales muy efectivos y acttan dentro del hospedero
inhibiendo la replicacion viral o fuera de éste bloqueando la entrada de las particulas
virales (Rai et al., 2014) (tabla 2).

Recientemente se encontrd que la conjugacion de NPs de oro puede covertir moléculas
organicas terapéuticamente inactivas en drogas altamente activas (Bowman et al.,
2008). Di Gianvincenzo et al., (2010) describen que las NPs cubiertas con sulfato
amfilico se pueden unir a la glicoproteina de envoltura de HIV gp120 para inhibir la
infectividad de éste in vitro. Papp et al. (2010) evaluaron NPs de oro funcionalizadas
con &cido sialico (SA) de un tamafio de 2 nm y 14 nm con diferentes virus de influenza
y encontraron que las NPs de 14 nm pueden inhibir la hemaglutinacion a
concentraciones nanomolares, sin embargo, no se encontré actividad significativa con
las NPs de 2 nm. De acuerdo a estos hallazgos, la actividad de las NPs de oro depende
de la dimensidon de la NP y la distribucién espacial de las moléculas ligando. Se
evaluaron NPs de oro cubiertas con sulfonato mercaptoetano (MES) en ensayos
antivirales utilizando el HSV-1 wild-type cepa Mclintyre, las células Vero y las
soluciones del virus fueron tratadas con AuUNPs-MES a diferentes tiempos de infeccion
para analizar las diferentes etapas de la infeccién viral que podrian ser bloqueadas con
éstas. Los resultados obtenidos indicaron que las NPs cubiertas con sulfonato inhiben
la infectividad de HSV-1 bloqueando las etapas tempranas de la replicacion (Baram-
Pinto et al., 2010).

Martinez-Avila et al. (2009) prepararon una pequefia libreria la cual consistia de
manno-GNPs (glico-nanoparticulas de oro hidrosolubles multivalentes) y las
utilizaron para la inhibicién de la union del receptor gp120 de HIV. La glicoproteina

gp120 esta localizada sobre la envoltura viral y se une a la molécula de adhesion de

19



células dendriticas DC-SIGN. Se encontr6 que las mano-GNPs imitan a DC-SING y
esto previene la union de gp120 a DC-SIGN. Posteriormente estudiaron la captacion
de AuNPs dentro de la célula produciendo oligomanosidos de gp120 (Martinez-Avila
et al. 2009).

En cuanto a la actividad antiviral de las nanoparticulas de plata (AgNPs), un estudio
demostro que AgNPs de 25 nm fueron capaces de mediar la reduccion en los niveles
de entrada del virus vaccinia (VACV) a concentraciones no citotoxicas. Las AgNPs
previnieron la fusion directa y la entrada por macropinocitosis del virus; las células
donde un componente vital de la macropinocitosis (Pakl) fue bloqueado mostraron
una reduccion del efecto anti-entrada de las AgNPs. Ademas, ensayos de Western-blot
sugieren que las AgNPs se unen directamente al complejo de entrada y fusion de
VACYV revelando un potencial mecanismo virucida (Gaikwad et al., 2013). La
interaccion de las NPs con biomoléculas virales sugiere que las NPs tienen un gran
potencial no solo para enfrentar el desafio ofrecido por las interacciones virales sino
también para potenciar la calidad de las terapias antivirales existentes. Dependiendo
de la interaccion y los efectos virucidas de éstas contra virus como Hepatitis B (Lu et
al., 2008), HIV-1 (Elechiguerra et al., 2005; Lara et al., 2010; Sun et al., 2005) herpes
simple tipo 1 (Baram-Pinto et al., 2009), virus sincitial respiratorio (Sun et al., 2008),
e influenza (Mehrbod et al., 2009; Xiang et al., 2011) se puede predecir que las

nanoparticulas metélicas actian como un escudo antiviral protector.

Tabla 2. Nanoparticulas metélicas con actividad antiviral (Rai et al., 2016)

Caracteristicas de las Tamafio Virus Mecanismo de accion Ref.

NPs (nm)

AuUNPs  cubiertas con 4 HSV-1 Competencia por la unién Baram-Pinto et

sulfonato mercaptoetano del virus a la célula al., 2010

(MES)

AuUNPs  cubiertas con 2 HIV-1 Unién a gp120 Di

multiples copias de un Gianvincenzo

ligando terminal sulfonato etal., 210

amfifilico

AuNPs  funcionalizadas 14 Virus Inhibicién de la unién a la Papp et al,

con acido sialico (SA) Influenza  membrana plasmatica 2010

Gliconanoparticulas  de 115 HIV-1 Inhibicion de la uni6n de Luetal., 2008

oro hidrosolubles DC-SIGN a gp120

multivalentes (mano-

GNPs)

AgNPs cubiertas de poli 1-10 HIV-1 Union a gp120 Elechiguerra et

N-vinil-2-pirrolidona al., 2005;

(PVP) Lara et al,
2010;
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Sun et al,
2005

AgNPs 10-50 HBV Interaccion con DNA de Luetal., 2008
doble cadena y/o unién con
particulas virales
AgNPs 5-20 Influenza = Posible interaccion con Mehrbod et al.,
hemaglutinina. Interaccion 2009;
con particulas virales Xiang et al,
2011
AgNPs  cubiertas con 4 HSV-1 | Competencia por union del =~ Baram-Pinto et
sulfonato mercaptoethano virus a la célula al., 2009
(MES)
AgNPs cubiertas de poli | 65-72 RSV Interferencia con adsorcién = Sun etal., 2008

N-vinil-2-pirrolidona

viral

(PVP), alblmina de suero
bovino (BSA) y proteina F
recombinante de RSV (RF
412)

2.6.2 Mecanismos de accion de nanoparticulas metalicas

Se ha demostrado que las NPs metéalicas tienen potente actividad antiviral, ademas el
potencial virucida de las NPs puede ser incrementado si se conoce el sitio exacto de
interaccion y el modo de accion llevando a la modificacion de la superficie de las NPs
para un uso mas amplio y efectivo. Podria existir una union directa con la membrana
celular, por lo que las NPs pueden entrar a la célula y prevenir la replicacion del
genoma (DNA o RNA), y bloquear la multiplicacion viral. Las nanoparticulas también
pueden ayudar a prevenir la fusién de la envoltura viral con la membrana celular
bloqueando la penetracion viral (Rai et al., 2005). Los posibles mecanismos de accion

se muestran en la (Fig. 5)
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Figura 5. Mecanismos de potencial antiviral de las nanoparticulas metalicas. (1) Interaccion con
la envoltura y/o las proteinas de superficie; (2) Interaccion con la membrana celular bloqueando
la penetracion; (3) Bloqueo de rutas celulares de entrada viral; (4) Interaccién con genoma viral;
(5) Interaccién con factores virales necesarios para la replicacion; (6) Interacciéon con factores
celulares necesarios para una replicacién viral productiva.

2.6.3 Nanoparticulas metalicas con compuestos bioactivos naturales y su
actividad antiviral

Recientemente se ha reportado el uso de compuestos bioactivos como extractos
herbales, algales o simplemente de origen natural, en la reduccion de la plata (Ag*) u
oro (Au*) a NPs con propiedades antivirales; el excelente poder bioreductor de estos
compuestos para formar NPs metéalicas es atribuido a la gran cantidad de polisacéridos,
alcaloides, esteroides, fenoles, saponinas y flavonoides las cuales ayudan en la
reduccion y estabilizacién de NPs por periodos mas prolongados en comparacion con
otros agentes reductores como citrato o algunos otros polimeros (PVP) (Kannan et al.,
2013; Mohandass et al., 2013; Venkatpurwar y Pokharkar, 2011). La sintesis de NPs
por quimica verde proporciona un avance sobre métodos quimicos y fisicos ya que es
rentable y favorable al medio ambiente, de facil aplicacidn para la sintesis a gran escala
y en este método no hay necesidad de usar alta presion, energia, temperatura y
productos quimicos toxicos (Sangeetha y Saravanan, 2014).
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Diversos grupos de investigacion han reportado la sintesis de nanoparticulas metalicas
(Au, Ag y Pd) usando compuestos naturales, se han sintetizado compositos de
AgNPs/quitosano contra el virus de influenza A HIN1 utilizando NPs de un tamafio
de 3.5, 6.5 y 12.9 nm a concentraciones de 100, 200, 300 y 400 pg/mL. La actividad
antiviral fue evaluada comparando el radio TCID50 de las suspensiones virales
tratadas con los compositos y las suspensiones no tratadas. Para todos los tamafios de
AgNPs evaluadas, la actividad antiviral contra el virus Influenza A HIN1 incrementd
conforme la concentracion de AgNPs incrementaba. Se observo una dependencia del
tamarfio de las AgNPs con el efecto antiviral: la actividad generalmente era mas potente
con AgNPs mas pequefias en los compositos. Estos resultados indican que los
compositos AgNO/Ch interactan con el virus exhibiendo una actividad antiviral
(Yasutaka et al., 2013). Por otro lado, Fatima et al. (2016) sintetizaron y evaluaron la
actividad antiviral de AgNPs sintetizadas utilizando un extracto de Cinnamomum
cassia, obteniendo un tamafio de 42 nm y mostrando una reduccién de la carga del
virus de Influenza A H7N3 de aproximadamente un 50% con una concentracion de
101pg/mL.

Estos estudios demuestran la capacidad antiviral de las nanoparticulas metélicas
sintetizadas a partir de compuestos naturales, ya que las moléculas presentes en estos
compuestos podrian interactuar con el virus o las células potenciando la actividad de
las nanoparticulas y bloqueando algun paso de la replicacion viral y por lo tanto la

produccidn de viriones infectivos.
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3. JUSTIFICACION

La enfermedad del sarampion ha tomado gran importancia debido a que han surgido
recientes brotes, la OMS ha decidido establecer un plan estratégico para la erradicacion
de esta enfermedad. Una combinacion de enfoques profilacticos (vacunas) y
terapéuticos (antivirales e inmunomoduladores) podrian contribuir a la erradicacion de

este virus.

Los antivirales podrian facilitar el rapido control de los brotes, suprimiendo la
enfermedad mediante la profilaxis en los contactos y en las personas con
inmunosupresion. Actualmente no se cuenta con un antiviral especifico para

sarampion.

El uso de nanoparticulas metélicas sintetizadas a partir de compuestos naturales como
antivirales podria funcionar como una terapia prometedora contra esta enfermedad ya

que la sintesis de estas es rentable, de baja toxicidad y favorable al medio ambiente.
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4. HIPOTESIS

Las nanoparticulas metalicas a partir de compuestos bioactivos tienen la capacidad de
inhibir la infeccion del virus de sarampidn en células Vero a concentraciones no

toxicas.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antiviral de las nanoparticulas metalicas a partir de compuestos
bioactivos y definir el nivel de accion en el ciclo de replicacion del sarampion.

5.1 Objetivos especificos

e Determinar la concentracion citotoxica 50% (CC50) de nanoparticulas metélicas a
partir de compuestos bioactivos sobre la linea celular Vero.

e Evaluar la actividad antiviral de las nanoparticulas sobre el virus de sarampion y
definir la concentracién efectiva 50% (CE50).

e Caracterizacion de las nanoparticulas con mayor indice Terapéutico.

e Evaluar la actividad virucida de las nanoparticulas con mayor indice Terapéutico

e Determinar el nivel de accién de las nanoparticulas seleccionadas durante el ciclo de

replicacion del virus de Sarampion:
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se determind la concentracion citotoxica al 50% (CC50) de las nanoparticulas y sus
vehiculos por el ensayo de MTT. Para evaluar la capacidad antiviral contra el virus de
Sarampion de nanoparticulas metalicas, se titulo la cepa vacunal del virus de
sarampion mediante la técnica de Unidades Formadoras de Placa (UFP) en la linea
celular Vero, se evaluo el efecto antiviral contra el virus de sarampion de cada una de
las nanoparticulas y se obtuvo el Indice terapéutico (IT) para cada tipo de
nanoparticula. Se realizé la caracterizacion de las NPs con mayor IT obteniendo el
plasmon de resonancia por espectroscopia UV-VIS, tamafio de NP por dispersién de
luz dinamica, asi como su carga superficial midiendo el potencial Z. Se determiné el
nivel de accion de las nanoparticulas seleccionadas y su efecto virucida contra

sarampién por medio UFP.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Nanoparticulas metalicas

Se utilizaron las nanoparticulas de plata con extracto de Ulva clathrata (AgNPs-UC)
sintetizadas por el Programa Maricultura, asi como las nanoparticulas de Oro y
Quitosano (AuNPs-Cts) y las Nanoparticulas de oro y extracto de ajo (Allium sativum)
(AuNPs-As) sintetizadas por la Unidad de Nanobiotecnologia, del Laboratorio de
Inmunologia y Virologia, ambos pertenecientes a la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la UANL.

7.2 Cultivo de células Vero

Se utilizo la linea celular VERO (ATCC® CCL-81™) y se cultivara en un medio
DMEM F-12 (Life technologies) suplementado con 5% de suero fetal bovino (FBS),
y 10 mL/L de antibi6tico. En frascos de 25 c¢cm?®, con 5 mL de medio a 37°C, en

atmasfera de aire con 5% de CO2y 100% de humedad relativa.
7.3 Ensayos de viabilidad

Se realizé empleando el método de reduccion del MTT [Bromuro de3-(4,5-dimetil-
triazol-2-yl)-2, 5-difenil tetrazolio] introducido por Mossman y preparando el reactivo
a una concentracion de 5mg/mL en PBS (Buffer de fosfatos-salina).

Las células con 80% de confluencia fueron tripsinizadas, contadas en la cAmara de
Neubauer y transferidas a placas de 96 pozos con fondo plano, con una cantidad de
15,000 células por pozo, las células se incubaron a 37°C y 5% de CO- hasta obtener
unaconfluenciade 80-90 %. Se agregaron 200 pl de los compuestos por pozo adiferentes
concentraciones. Se incubaron durante 48h a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente se
elimind el medio y se agregaron 22 ul de la solucion de MTT a cada pozo y se
incubaron a 37°C durante 2 h. Se les elimin6 el MTT, se adicionaron 100ul de DMSO
(dimetilsulféxido) y se midié la absorbancia a 450 nm en el lector de ELISA. Se
calcularon los porcentajes de supervivencia relativas a las células control no tratadas
y se calcularon las concentraciones citotoxicas al 50 % (CCso). Los valores de CCso se
determinaron mediante un analisis de regresion Probit. La valoracion de las NPs se
realiz6 empleando tres pozos con cada concentracién evaluada y el ensayo se realizé

por triplicado.

28



7.4 Propagacion del virus sarampion en células Vero

El virus de sarampion fue propagado en células Vero. La propagacion de los virus se
realizo en cajas de cultivo de 75cm? de superficie, con medio DMEM, 5% de SFB y
1% (v/v) de antibiotico, en condiciones de atmoésfera humeda con 5% CO; y

temperaturade 37°C.

7.5 Titulacién por Unidades Formadoras de Placa (UFP)

En placas de 6 pozos se sembraran 320,000 células Vero y se incubaron a 37°C con
5% de CO: hasta obtener 80-90% de confluencia, posteriormente se infectaroncon 1 mL
de diluciones seriadas al doble de virus de sarampion; se incubaron durante 1 ha 37°C
con 5% de COg, se retiro el indculo y se cubrié con 1 mL de agar (MP Biomedicals Cat
No. 194615 Lot No. R19854) al 1.2% y 1 mL de DMEM, -incubadas por 72 h en
ambiente controlado, al término de lo cual se retird el agar y se fijé con metanol-acetona
1:1durante 30min a -30°C y se tifieron con cristal violeta al 1% para cuantificar las UFP.

Este ensayo se realiz6 por triplicado.

7.6 Ensayo de actividad antiviral por medio de UFP

El Virus Sarampion puede ser agregado a un medio de cultivo celular en una fase
semisolida como el agar, de esta manera cuando un virus infecta una célula, los nuevos
virus formados solo pueden infectar a las células inmediatamente vecinas y no a las
alejadas, ya que el medio semisélido limita su movilidad. Coloreando las células se
observaran zonas no tefiidas (placas de lisis), correspondientes a las células destruidas,
estas placas de lisis contienen los nuevos viriones gque se produjeron. En teoria cada
placa de lisis formada corresponde a un Unico virus de la suspension inicial en
consecuencia las concentraciones virales medidas por la cantidad de placas se
denominan unidades formadoras de placas.

Se plaguearon 320,000 células por pozo en placas de 6 pozos, y al obtener una
confluencia del 80-90% se infectaron con 80-90 UFP de MeV y se adicionaron al
mismo tiempo los NPs a diferentes concentraciones (0.03-30 pg/uL), en un volumen
total de 1 mL y se incubaron por una hora a 37°C con 5% de CO». Después de la
adsorcion, la solucion conteniendo NP y virus fue removida y se les agregd 1 mL de
agar al 1.2% en medio DMEM y 1 mL de DMEM, se incubaron a 37°C con 5% de
CO.. Después de 72 horas, se retir6 el agar, y se fijaron con metanol-acetona por 30min
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a-30°C y se tifieron con cristal violeta al 1%, se contd el nimero de placas detectadas
ya que este es directamente proporcional al nimero de particulas virales.
Los valores de CEsp se determinaron mediante un analisis de regresion Probit y se
calculd el indice Terapéutico (1T) con los valores de CCso previamente obtenidos por
los ensayos de viabilidad y se seleccionaron las NPs con el mayor IT. La valoracion
de las NPs se realiz6 empleando tres pozos con cada concentracion evaluada y el
ensayo se realizo por triplicado.

IT = £€50

CEsp

7.7 Caracterizacion de nanoparticulas
Se caracterizaron las nanoparticulas con mejor actividad antiviral, basados en el valor
de su IT. Se determind el tamafio promedio de las NPs y su plasmén de resonancia
correspondiente para el tipo de NP.

7.7.1 Analisis de tamafio de particula

El anélisis de las nanoparticulas se determind mediante dispersion de luz dinamica
utilizando el equipo nanosizer NS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK). Se
anlizaron 3 diluciones de las nanoparticulas (1/100, 1/1,000 y 1/10,000) por un tiempo

de 15 minutos.

7.7.2 Plasmon de resonancia

Se utilizé espectrofotometria UV-Vis para determinar la presencia del plasmon de
resonancia perteneciente a las NPs utilizando el equipo de NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific®) empleando un intervalo de frecuencia de 200
a 700 nm.

7.8 Ensayo de efecto virucida

Para analizar la posibilidad de que los compuestos actlen directamente sobre la
particula viral llevando a cabo la inactivacion de los viriones, se realiz6 un ensayo
virucida. En placas de 6 pozos se sembraron 320,000 células por pozo y se incubaron
a 37°C y 5% de CO2 hasta obtener una confluencia del 80-90 % y se retir6 el medio de
las células confluentes. Se pusieron en contacto 500uL del virus de Sarampidn (80-90
UFP) con 500uL (9 y 6 pg/mL) de las nanoparticulas por 0, 3 y 6 h. Se incubaron por

1 h a 37°C, posteriormente se retird la mezcla de las nanoparticulas con el virus y se
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cubrieroncon 1 mL de DMEM y 1 ml de agar (MP Biomedicals Cat No, 194615 Lot No.
R19854) al 1.2%, para ser incubadas por 72 h en ambiente controlado, al término de lo
cual se retirard el agar y se fijaron con metanol-acetona 1:1 durante 30 min a -30°C y se
tifieron con cristal violeta al 1% para cuantificar las UFP. Este ensayo se realizd por

triplicado.

7.9 Ensayos de inhibicion viral a diferentes tiempos de infeccion

Se plaquearon 320,000 celulas por pozo en placas de 6 pozos, al obtener una
confluencia del 80-90% se infectaron con 80-90 UFP de MeV y se adicionaron las NPs
a diferentes tiempos de infeccion (1 h pre-infeccion, 0 h, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4h,
y 6 h), en un volumen total de 1 mL y se incubaron por una hora a 37°C con 5% de
CO,. Después de la adsorcidn, la solucién conteniendo NP y virus fue removida
después de una hora de contacto con la célula, se les agregd 1 mL de agar al 1.2% en
medio DMEM y 1 mL de DMEM, se incubaron a 37°C con 5% de CO,. Después de
72 horas, se retird el agar, y se fijaron con metanol-acetona por 30min a -30°C y se
tifieron con cristal violeta al 1%, se cont6 el niUmero de placas detectadas ya que este

es directamente proporcional al nimero de particulas virales.

7.10 Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 por el paquete estadistico SPSS versién 20.0. Se
realiz6 un andlisis de varianza de una via y se utilizé la prueba de Dunnet para las
comparaciones contra el control viral. Los resultados de las comparaciones fueron

consideradas significativas si p<0.05 o altamente significativas si p<0.001

8. RESULTADOS
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Evaluacion de la concentracion citotdoxica 50% (CCso) de las nanoparticulas

metdlicas sobre la linea celular Vero.

Para determinar la citotoxicidad de las NPs metalicas, AgNPs-Uc, AuNPs-Cts
y AuNPs-As, asi como de sus precursores a diferentes concentraciones, se realizaron
ensayos de viabilidad celular mediante la técnica colorimétrica MTT previamente
descrita. Se realizaron tres ensayos por triplicado para cada uno de las NPs y se calcul6

la CCso mediante regresion lineal (Probit) con el programa SPSS 20.

En la figura 6 se muestra el efecto citotoxico de las AgNPs-UC asi como de sus
vehiculos (AgNO3 y extracto del alga verde Ulva clathrata) en un cultivo de células
Vero. Mediante el analisis Probit se determin6 una CCso= 4.71 pug/mL, al evaluar la
citotoxicidad de los vehiculos utilizados, se observa un aumento en los niveles de
muerte a partir de 3 pg/mL con el AgNOs, por otro lado, no se observa muerte celular,
obteniendo una viabilidad de 95-100 % con el extracto de Ulva clathrata incluso a una

concentracion de 500 pg/mL.
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Figura 6. Viabilidad de células Vero en presencia de AgNPs-UC (a) y sus vehiculos, AgNOsz (b) y

Ulva clathrata (c) por 48h a diferentes concentraciones (0.05-500 pug/mL). CC: control celular

En la figura 7 se observa el efecto citotdxico de las AuUNPs-Cts obteniendo una CC50=
9.27 pg/mL (a) y su precursor HAuUCl4 obteniendo una CC50=231.54 ug/mL (b) sobre
celulas Vero

a) b)
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Figura 7. Viabilidad de células Vero en presencia de AuNPs-Cts (a) y HaUClI4 (b) por 48h a

diferentes concentraciones (0.1-500 pug/mL). CC: control celular

En la figura 8 se observa el efecto citotoxico de las AUNPs-As obteniendo una CC50=
141.75 pg/mL (a). Se evalud el nivel de citotoxicidad de los componentes de las
AuNPs-As los cuales son el precursor HAuCls (b) y el extracto de Ajo (Allium sativum)
(c) a diferentes concentraciones. Se obtuvo una CC50= 231.74 ng/mL con el HClsy
una CC50 > 1500 pg/mL con el extracto de ajo.
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Figura 8. Viabilidad de células Vero en presencia de AuNPs-As (a), HaUCl4 (b) y extracto de ajo
(c) por 48h a diferentes concentraciones (0.1-500 pg/mL). CC: control celula

Titulacién del virus por Unidades formadoras de Placa

A fin de determinar el titulo viral de nuestro stock de MeV cepa Edmoston por la

técnica de Unidades Formadoras de Placa se utilizo la técnica descrita por McGinnes
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et al., (2006). Se obtuvo un titulo viral de 2.1x10° UFP/mL. Este ensayo se realiz6 por

triplicado

Ensayos de actividad antiviral por Unidades Formadoras de Placa

Se utilizd la medicion de Unidades Formadoras de Placas para determinar la actividad
antiviral contra MeV presente en las NPs metalicas y en sus precursores. En la figura
9 se observa el efecto de las AgNPs-Uc y de su precursor el AgNOs sobre el virus de
sarampion después de 72h de interaccion obteniendo una CEso=> 3 pg/mL para ambos

compuestos.
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Figura 9. Efecto de las AgNPs-Uc (barra gris) y su precursor AgNOz (barra azul) sobre la
formacién de UFP por MeV. Las columnas de la izquierda muestran las células infectadas sin
tratar (control viral) las cuales fueron tomadas como 100 % de porcentaje relativo de UFP,

continuando con las células infectadas y tratadas con 0.03, 0.3 y 3 pg/mL de los compuestos.

En la figura 10 se muestra el efecto de las AuNPs-Cts y su precursor el HAuCls,
obteniendo un efecto de inhibicién de las nanoparticulas de solamente 21.83 % con la

concentracion de 3 pg/mL.
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Figura 10. Efecto de las AuNPs-Cts (barra amarilla) y su precursor HAuCls (barra verde) sobre
la formacion de UFP por MeV. Las columnas de la izquierda muestran las células infectadas sin
tratar (control viral) las cuales fueron tomadas como 100% de porcentaje relativo de UFP,

continuando con las células infectadas y tratadas con 0.3 y 3 pg/mL de los compuestos.

Se evaluo la actividad antiviral de las AuNPs-As obteniendo una CE50= 8.829 pg/mL
y de sus precursores HAuCls y extracto de ajo, obteniendo una CE50= > 10 pg/mL
(fig. 112).
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Figura 11. Efecto de las AuNPs-As (barra verde) y sus precursores HAuUCls (barra naranja) y

extracto de ajo (barra café) sobre la formacién de UFP por MeV. Las columnas de la izquierda
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muestran las células infectadas sin tratar (control viral) las cuales fueron tomadas como 100% de
porcentaje relativo de UFP, continuando con las células infectadas y tratadas con 0.3, 3y 10

pg/mL de los compuestos.

Calculo del indice terapéutico (1T) de cada una las nanoparticulas evaluadas.

El IT se obtuvo con la siguiente formula:

_ CC50

IT= CE50

En la tabla 3 se resumen las CCsg, CEsoy los IT para cada tratamiento evaluado.

Tabla 3. Valores de la CCso, CEsoy el IT obtenido para cada tratamiento evaluado

Tratamiento CCso CE=xo IT
AgNPs-UC 4.71 pg/mL - <1.57
AuUNPs-Cts 9.27 pg/mL - <3.09
AUNPs-As 147.75 pg/mL 8.829 pg/mL 16.05

Caracterizacion de nanoparticulas seleccionadas

Se seleccionaron las nanoparticulas de oro y extracto de ajo (AuNPs-As) debido a alto
IT para su caracterizacion. Se utiliz6 espectroscopia de UV-Vis para la determinacion
del plasmon de resonancia y Dispersion de Luz Dinamica (DLS) asi como microscopia
electronica de barrido (SEM) para determinar el tamafio de la nanoparticula y se midid

el potencial Z para conocer la carga perteneciente a las AuNPs.

En la figura 12 se observa la banda de absorcidn obtenida por espectroscopia de UV-
Vis, dicha banda se detect6 a los 523 nm, longitud caracteristica de las AuNPs.
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Figura 12. Plasmdn de resonancia de nanoparticulas de oro

Como se muestra en la figura 13, el tamafio de las nanoparticulas de oro a una
concentracion de 2mM, mostraron la presencia de dos poblaciones de un tamafio de
2.1y 34.77 nm con una polidispersidad de 0.211, lo cual indica un tamafio homogéneo
en la poblacion de nanoparticulas. Estos resultados fueron confirmados por SEM (Fig.
14). El potencial Z obtenido fue de -92.5y 21.2 (Fig. 15).
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Figura 13. Tamafio de AuNPs-As obteniendo un tamafio de 2.1y 34.77 nm.
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Figura 15. Potencial Z de AuNPs-As de -92.5y 21.2

Evaluacion de la actividad antiviral de las nanoparticulas a diferentes tiempos de

infeccion
Para conocer mecanismo de accion de las nanoparticulas se adicionaron a diferentes
tiempos de infeccion del MeV. En la figura 16 se observa el efecto de las AUNPs-As

a la CE50% sobre el ciclo de replicacion del MeV.
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Figura 16. Efecto de AUNPs-As a diferentes tiempos de la infeccion sobre la formacion relativa de
UFP. La columna de la izquierda muestra el porcentaje de UFP en células Vero infectadas con
MeV y sin Au-NPs seguida por células infectadas y con el compuesto aplicado a la hora -1 h, 0, 15
min, 30 min, 0 h, 1 h, 2 h, 4 h 0 6 h. Los resultados se muestran como porcentaje relativo de UFP

considerando el control viral sin tratamiento como 100% de porcentaje relativo de UFP.

Evaluacion del efecto virucida de las nanoparticulas

Una vez seleccionadas las NPs con mayor IT y su posterior caracterizacion, se
realizaron ensayos de efecto virucida por la técnica de UFPs para poder determinar si
las NPs tenian un efecto directamente sobre la particula viral impidiendo su contacto
con la célula, para esto, se pusieron en contacto las NPs seleccionadas con el virus a
diferentes tiempos, con las CE50 y CE25 previamente obtenidas, para asi evaluar el

porcentaje de reduccion de UFP.

En la figura 17 se observa una reduccion de un 84% de UFP a las 3 h de incubacion y
del 92% a las 6 h de incubacion con la CE50 del virus. Al evaluar la CE25 se obtuvo

una reduccion de un 95% a las 3 h 'y un 98% a las 6 h de incubacion.

39



- CE50% = CE25%
120

100

Porcentaje relativo de UFPs
3

20

i

= .

v oOh 3h 6h
Tiempo de incubacion

Figura 17. Efecto de AuNPs-As sobre la formacion de UFP por MeV. Las columnas de la izquierda
muestran las células infectadas sin tratar (control viral) las cuales fueron tomadas como 100% de
porcentaje relativo de UFP, continuando con las células infectadas y tratadas con la CE50 (barra

azul) y CE25 (barra naranja) durante 0, 3y 6 h de contacto virus-NPs.

En la figura 18 se muestra la reduccion de las Unidades formadoras de placa con
respecto al control viral en una monocapa previamente infectada con MeV, donde se

observa una reduccion significativa a las 3 y 6 h de la interaccion virus-nanoparticula.
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Figura 18. Unidades formadoras de placa formadas después de diferentes horas de incubacidon del
MeV y las AuNPs-As a una CE50%= 9 pg/mL y CE25%= 6 ug/mL y una infeccion de 90 UFP por
pozo. a) Control celular: células sin infectar (0 UFP), b) control viral: células sin tratamiento (90
UFP), c) células tratadas con CE50% después de 0 h de interaccion con MeV (60 UFP), d) células
tratadas con CE50% después de 3 h de interaccion con MeV (20 UFP), e) células tratadas con
CE50% después de 6 h de interaccion con MeV (6 UFP), f) células tratadas con CE25% después
de 0 h de interaccién con MeV (57 UFP), g) células tratadas con CE25% después de 3 h de
interaccion con MeV (28 UFP) y h) células tratadas con CE25% después de 6 h de interaccion
con MeV (7 UFP).

Propuesta de mecanismo de accion de AuNPs-As

En la figura 19 se esquematiza el posible mecanismo de accion de las AgNPs-As sobre
el virus de Sarampion, proponiendo un posible bloqueo de receptores virales
bloqueando asi la adsorcion del virus a la célula impidiendo el inicio de su ciclo de

replicacion.

ﬁ’ AuUNPs-As (37 nm) c
ﬁ: Virus de

Sarampion
(120-150 nm)

Inhibicion ae aasorcion de

Infeccion i
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Figura 19. Mecanismo de accién de AgNPs-As sobre el virus de Sarampion (Modificado de
Baram-Pinto et al., 2009)
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DISCUSION

La nanotecnologia proporciona una plataforma para modificar y desarrollar las
propiedades de los metales reduciéndolos en nanoparticulas metélicas, las cuales
tienen amplias aplicaciones en diferentes campos de diagnéstico, biomarcadores,
sistemas de liberacidn de drogas, agentes antimicrobianos y otras nanomedicinas para
el tratamiento de diversas enfermedades (Singh y Nalwa, 2011). En la actualidad existe
una continua investigacion para una solucion nanotecnologica efectiva para el

tratamiento de infecciones virales.

Las nanoparticulas metalicas han sido estudiadas cada vez con més frecuencia debido
a su inherente actividad antimicrobiana y varias propiedades bioactivas (Ip et al.,
2006). Por el contrario, su uso aumentado planted varias cuestiones al impacto de salud

y ambiental.

Se ha observado que a bajas concentraciones las nanoparticulas metalicas poseen una
excelente actividad antimicrobiana mientras que a concentraciones mas altas
concentraciones inducen efectos toxicos a diversos organismos incluidas las lineas

celulares de mamiferos (Han et al., 2012).

En este trabajo se evalud la citotoxicidad de las diferentes nanoparticulas metélicas a
partir de compuestos bioactivos sobre la linea celular Vero, obteniendo una CC50%
de 4.71 pg/mL para las AgNPs-Uc. Devi y Bhimba en 2012 reportaron una CC50% =
95 ng/mL de AgNPs con Ulva lactuca, esta es una de la sintesis mas similar a la sintesis
evaluada en este trabajo ya que no se cuentan con reportes previos de AgNPs
sintetizadas con el alga verde Ulva clathrata. Por otro lado, se evaluo la citotoxicidad
de las AuNPs-Cts obteniendo una CC50% de 9.27 ug/mL. Las citotoxicidades de este
tipo de nanoparticulas han sido evaluadas en diferentes lineas celulares, Regiel-Futyra
en 2015 reportaron una viabilidad de células HaCaT tratadas con nanocompositos de
oro y quitosano con una viabilidad del 35% con 500 pg/mL. Thakor et al., (2012)
reportan que a bajas concentraciones de AuNPs no se mostraban efectos citotdxicos
sobre las lineas celulares HeLa o HepG2. Otro estudio por Paino et al., 2012,
demuestran que AuNPs cubiertas con poliamidoamino-dendrimeros (PAMAM) o
citrato de sodio pueden ejercer genotoxicidad y citotoxicidad in vitro sobre células

HepG2 y PBMC incluso a concentraciones muy bajas. Chuang et al., (2013)
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observaron que la citotoxicidad de AuNPs no necesariamente se correlaciona con la
internalizacion de las nanoparticulas dentro de la célula. La toxicidad puede ser
causada por la interaccion de las nanoparticulas en la superficie celular o por la
disolucién de particulas. Esta variabilidad es debido a diferentes parametros usados en
los ensayos de citotoxicidad incluida la linea celular, el tamafio de la particula, la carga
superficial, concentraciones y la cubierta de las nanoparticulas (Paino et al., 2012;
Chuang et al., 2013). Para las AUNPs-As se obtuvo una CC50% de 147.75 pg/mL, en
la actualidad no se cuentan con reportes de citotoxicidad de este tipo de NPs
sintetizadas con extracto de ajo como agente reductor, sin embargo, los resultados
obtenidos muestran su baja toxicidad en comparacion con las sintesis anteriores
(AgNPs-Uc y AuNPs-Cts).

Los virus representan un gran desafio para las industrias médicas, farmacéuticas y
biotecnoldgicas, siendo una de las principales causas de enfermedades y mortalidad en
los humanos. Varias enfermedades causadas por virus como los resfriados comunes,
influenza, hepatitis, varicela, mononucleosis infecciosa, herpes, encefalitis viral y
sarampion se diseminan ampliamente alrededor del mundo. Se han propuesto
alternativas para el desarrollo de medicinas y vacunas para combatir a estos agentes
infecciosos (Rai et al., 2014). La increible habilidad de los virus para una rapida
adaptacion en el hospedero y de cambiar a un nuevo hospedero es una de las
principales razones por las que existe un estancamiento en el desarrollo de tratamientos
antivirales (Esteban, 2010; Tauxe, 2002).

A pesar de las enormes mejoras en la terapia antiviral, los tratamientos actuales y
medicamentos disponibles hasta ahora, son incapaces de controlar completamente las
enfermedades virales. Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar nuevos agentes

antivirales potenciales (Rai et al., 2014).

El Sarampion en una enfermedad altamente contagiosa la cual es causada por un virus
perteneciente a la familia Paramixoviridae, es un virus envuelto con un genoma
SSRNA (-), es uno de los principales responsables de mortalidad en nifios menores de
5 afios, a pesar de la existencia de una vacuna segura y eficaz actualmente no se cuenta
con una terapia antiviral especifica para esta enfermedad, siendo de gran importancia

debido a los brotes recientes presentados alrededor del mundo.
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En cuanto a la actividad antiviral obtenida por las AgNPs-Uc contra el virus de
Sarampion, se observo una reduccion de UFP de un 40% con una concentracion de 3
pug/mL, al evaluar la actividad antiviral de su precursor AgNO3z no se observaron
diferencias significativas del efecto de éste en comparacion con las NPs sintetizadas.
Posteriormente se evalud la actividad antiviral de las AuNPs-Cts obteniendo una
reduccioén de UFP de un 20% a 3 pg/mL y al probar el efecto de su precursor el HAuCls

no se encontraron diferencias significativas entre éste y las NPs sintetizadas.

Al evaluar la actividad de las AuNPs-As se encontrd una reduccion de UFP de un 60%
a 10 pg/mL obteniendo una CE50% de 8.829 pg/mL. Estos resultados nos arrojan que
las AuNPs-As tienen un indice terapéutico de 16.05. El indice terapéutico constituye
una medida del margen de seguridad de un medicamento. Se expresa numeéricamente
como una relacion entre la dosis del medicamento que causa la muerte (CC50%) y la
dosis que causa el efecto terapéutico deseado (CE50%). ElI margen de seguridad es
tanto mayor cuanto mayor es el valor del indice siendo extremadamente reducido y
por tanto muy peligroso el consumo del medicamento cuando el valor se aproxima a
1. Se ha evaluado in vitro el IT de la droga antiviral aprobada Ribavirina contra
diversos virus de importancia humana obteniendo IT de 0.1 para ZIKV, 1 para WNV
y 3 para DENV-1 (Crance et al., 2002). Estos antecedentes resaltan la seguridad del

uso de las AuNPs-As como un posible tratamiento contra el virus de Sarampion.

Se realizd la caracterizacion de las AuNPs-As ya que mostraron el mayor IT, su
caracterizacion se realizO por espectroscopia Uv-Vis, dispersién de luz dindmica,

microscopia electronica de barrido (SEM) y potencial Z.

Se ha reportado que las NPs sintetizadas con oro muestran un plasmoén de resonancia
caracteristico entre los 500 y 600 nm de absorbancia evaluado con Uv-Vis (Rastogi y
Arunachalam, 2013), de igual manera estos autores reportaron un plasmoén de
resonancia de nanoparticulas de oro sintetizadas con extracto de ajo de 520 nm, esto
concuerda con los resultados obtenidos ya que se encontro que las AuNPs-As
mostraron una banda de absorbancia de 523 nm, mediante Uv-Vis con tamafios de 2.1

y 34.7 nm.

El potencial Z obtenido de las AuNPs-As fue de -92.5y 21.2 mV, sin embargo, Farooq
et al., (2011) reportan que un potencial Z de -90 es caracteristico de H-O puraa pH 9
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y que dicho potencial se vuelve mas negativo conforme aumenta la alcalinidad del
agua, esto concuerda con los resultados obtenidos tomando en cuenta que el extracto
de ajo utilizado en la sintesis fue previamente alcalinizado hasta obtener un pH de 9,
justificando que el potencial Z negativo obtenido era debido al extracto de ajo,

demostrando que la carga de las nanoparticulas es positiva (21.2 mV).

El potencial Z es un parametro fisicoquimico importante que influye en la estabilidad
de nanosuspensiones. Un valor de potencial Zeta extremadamente positivo o negativo
causa mayores fuerzas de repulsion, mientras que la repulsion entre particulas con
cargas electrostaticas similares previenen la agregacion de las particulas y esto asegura
una facil redispersion (Puttipipatkhachorn et al., 2001; Kim et al., 2009). En el caso de
una estabilizacién electrostatica y estérica un potencial Z de £ 20 mV es el adecuado
(Honary y Zahir 2013).

Para conocer el nivel de accion de las AuNPs-As se realizé el ensayo de tiempos de
infeccion, en el cual se evalUa el efecto de las NPs cuando son adicionadas a las células

infectadas a diferentes tiempos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las AUNPs-As ejercen un efecto inhibitorio en
la primera hora de infeccion proponiendo un posible bloqueo de receptores virales.

Se ha demostrado que las NPs metalicas pueden poseer un potencial virucida que
puede ser incrementado si se conoce el sitio exacto de interacciéon y el modo de accion
llevando a la modificacion de la superficie de las NPs para un uso mas amplio y
efectivo. Podria existir una unién directa con la membrana celular, por lo que las NPs
pueden entrar a la célula y prevenir la replicacion del genoma (DNA o RNA), y
bloquear la multiplicacién viral. Las nanoparticulas también pueden ayudar a prevenir
la fusion de la envoltura viral con la membrana celular blogueando la penetracion viral
(Rai et al., 2009).

Para evaluar esto, se realizé un ensayo de efecto virucida, el cual mostré una reduccion
de un 84 y 80 % después de la interaccion del virus y la NPs por 3 h'y de un 92 y 95
% después de una interaccion por 6 h a la concentracion CE50 y CE25

respectivamente.
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Recientes avances en la espectrometria de masas de lipidos permitié un analisis del
lipidoma entero de virus purificados. Andlisis cuantitativos de los constituyentes
lipidicos del HIV revelan un enriquecimiento de balsas de lipidos SM, colesterol y PE
con un alto contenido de &cidos grasos en la membrana viral. La capa més interna de
la membrana viral esta enriquecida en PS (Brugger et al., 2006). Existen reportes de
analisis cuantitativos del lipidoma de VSV y SFV observando una composicion similar
entre estos y la membrana plasmatica de la cual se derivaban sus envolturas
(Kalvodova et al., 2009).

Tomando en cuenta estos antecedentes y los resultados obtenidos de la carga
superficial positiva de las AuNPs-As y la composicion de las membranas virales
otorgandoles una carga negativa, asi como el potente efecto virucida observado, es
posible determinar la interaccion de las nanoparticulas y el virus de sarampion
provocando un bloqueo de receptores virales impidiendo la adsorcién a la célula y por
lo tanto el inicio de la infeccion viral a la célula huésped.
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CONCLUSIONES

Las AuNPs-As mostraron el nivel de citotoxicidad méas bajo (CC50% = 9.27

pg/mL) en comparacion con las AgNPs-Uc y AuNPs-Cts.

Las AuNPs-As mostraron la mayor actividad antiviral con una reduccion del
60% de UFP a 10 pg/mL.

Las AuNPs-As arrojaron un alto indice terapéutico de 16.05 proponiéndolas

como las mas efectivas y seguras para su evaluacion.

Se logr6 la caracterizacién de las AuNPs-As determinando un tamafio

promedio de 34.7 nm y una carga superficial positiva.
Se observé un potente efecto virucida de las AuNPs-As tanto a la CE50% y

CE25% con una reduccion de un 84y 79 % de UFP alas 3 h y de un 94y 92%

a 6 h respectivamente.
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PERSPECTIVAS

Evaluacién de AuNPs-As en diferentes modelos virales envueltos y no
envueltos.

Evaluacién de biocompatibilidad en un modelo in vivo

Sintesis de Nanoparticulas con diferentes concentraciones de Au y extracto de
Ajo y su efecto en el tamafio de la NP, asi como la evaluacion de su actividad

antiviral.
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