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RESUMEN

RESUMEN

El virus sincitial respiratorio humano es la principal causa de infecciones del tracto
respiratorio inferior en nifios pequefios, ancianos y pacientes inmunocomprometidos. En
la actualidad, no existe tratamiento antiviral especifico por lo que el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas es de elevada prioridad. En este sentido, los péptidos
analogos de defensinas de invertebrados constituyen candidatos prometedores por sus
atractivas propiedades antivirales. En este estudio se evalud la actividad antiviral in
vitro de variantes peptidicas sintéticas derivadas de moldes naturales da la familia
panusin frente al virus sincitial respiratorio humano en la linea celular Vero. Los
estudios de citotoxicidad de estas variantes peptidicas se realizaron a concentraciones
entre 6,25-100 puM. Seguidamente se determind la actividad antiviral de estos peptidos
mediante los ensayos de evaluacién primaria de la actividad antiviral, reduccion del
titulo infectivo y ensayo virucida. Las variantes peptidicas a las concentraciones
evaluadas no fueron citotoxicas en las células Vero. El péptido correspondiente a la
region carboxilo terminal de panusin mostro actividad antiviral parcial frente a los
subgrupos A y B del virus sincitial respiratorio humano. Algunos péptidos redujeron el
titulo viral indicando la capacidad de estos para inhibir la formacion de nuevas
particulas virales infectivas. Las variantes peptidicas evaluadas no mostraron actividad
neutralizante sobre la particula viral. Estos resultados sugieren que el péptido
correspondiente a la regién caboxilo terminal de panusin pudiera tener un efecto
importante en la proteccion celular contra la infeccidn por el virus sincitial respiratorio
humano.
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INTRODUCCION

. INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) constituyen una causa importante de
morbilidad y mortalidad en todos los grupos de edades, especialmente en nifios
pequefios, adultos mayores y pacientes inmunocomprometidos. El virus sincitial
respiratorio humano (VSRh) es la principal causa de bronquiolitis y neumonia en
lactantes y nifios pequefios (Hall, 2001; Shay et al., 2001; Thompson et al., 2003). Cada
afio ocurren 34 millones de nuevas infecciones por VSRh en nifios menores de 5 afios,
alrededor del 10% de estos nifios requieren hospitalizacion y de ellos mas de 200 000
mueren. La mayoria de los casos fatales ocurren en paises subdesarrollados, donde este
virus es la segunda causa de muerte después de la malaria. No obstante, en los paises
industrializados es la causa principal de hospitalizacién en lactantes (Lozano et al.,
2012; Nair et al., 2010).

En Cuba, las IRA constituyen la primera causa de consultas en los distintos niveles del
Sistema Nacional de Salud. Segun los diferentes grupos de edades, los nifios menores de
5 afios son los mas afectados por estas infecciones (MINSAP, 2018). Desde el afio
2000, el Ministerio de Salud Publica de Cuba (MINSAP) implementé un Programa
Integral de Atencion y Control de las IRA para la prevencién y control de estas
infecciones respiratorias (MINSAP, 2013). Los datos del Laboratorio Nacional de
Referencia (LNR) de virus influenza y otros virus respiratorios del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” (IPK) muestran que el VSRh es el principal patdgeno que causa
infecciones del tracto respiratorio inferior (TRI) en lactantes y nifios pequefios cada afio.

El desarrollo de una vacuna contra este importante patdgeno, es de alta prioridad para la
salud publica mundial. Actualmente, no existe una vacuna o un tratamiento seguro y
efectivo contra este virus (Englund and Chu, 2017). Para el tratamiento profilactico,
solo se encuentra disponible un anticuerpo monoclonal humanizado (AcMbh)
(Palivizumab), el que reduce significativamente la severidad de la enfermedad y la
estadia hospitalaria (Feltes et al., 2003), sin embargo, es altamente costoso y solo se

recomienda su uso en nifios con alto riesgo para la vida (Palivizumab, 1998).

La Ribavirina es actualmente la Gnica droga antiviral aprobada por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA, del inglés Food and Drugs Administration) de los

Estados Unidos, para el tratamiento de las infecciones severas por el VSRh, sin
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embargo, debido a su poca efectividad, alto costo y toxicidad, su uso es limitado. El
tratamiento de sostén (suministro de oxigeno, eliminacion de secreciones e hidratacion
intravenosa) constituye la principal medida para mejorar la gravedad del cuadro clinico
del paciente (Diseases, 2014; Evans and Yanney, 2015).

En los Gltimos 10 afios la comunidad internacional ha mostrado un gran interés en el
desarrollo de nuevos compuestos antivirales. De igual forma, se han desarrollado varios
candidatos vacunales que se encuentra en fase | y Il de ensayos clinicos (Walsh, 2017).
Es por ello que, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que en los
proximos 5-10 afios estaran disponibles nuevos antivirales y una vacuna eficaz y segura
dirigida a poblaciones de riesgo que desarrollen infeccion severa por el VSRh (Drysdale
et al., 2016).

A pesar de los avances obtenidos en el desarrollo de nuevos candidatos terapéuticos o
profilacticos contra el VSRh, se hace necesaria la busqueda de terapias mas efectivas.
En este sentido, los péptidos antimicrobianos (PAMs) se han convertido en una
alternativa prometedora en el desarrollo de nuevos compuestos o sustancias antivirales
(Hoover et al., 2003). Estos son moléculas de bajo peso molecular que se producen por
todos los organismos vivos. En general, son hidrofébicos y anfipaticos a pH fisioldgico
(Otero-Gonzélez et al., 2010). Los PAMs constituyen los componentes efectores
fundamentales de la respuesta inmune innata, presentan un amplio espectro de actividad
contra bacterias, virus, hongos y protozoos (Bulet and Stocklin, 2005; Castro and
Fontes, 2005; Groot et al., 2006).

En los mamiferos, los PAMs se dividen en catelicidinas y defensinas (Guani-Guerra et
al., 2010). Las defensinas son péptidos cationicos y anfipaticos, con una estructura
terciaria muy conservada estabilizada por enlaces disulfuros, que contienen seis
residuos de cisteinas. En humanos solo se expresan 6 a-defensinas y 31 B-defensinas
(Boman, 1995; Ganz et al., 1985). Las a-defensinas son péptidos altamente conservados
y se subdividen en mieloides (HNP1-4) y entéricas (HD5 y HD6) (Selsted and
Ouellette, 2005). Las B-defensinas humanas (hBDs) se expresan ampliamente en las
células epiteliales de la piel y de la superficie mucosa en contacto con el medio
ambiente. Los tres miembros fundamentales son hBDs 1-3, los cuales difieren en su
capacidad para eliminar microorganismos (Bauer et al., 2001). Las hBD-1 y 2 muestran

actividad bactericida in vitro frente a bacterias Gram negativas y levaduras, actividad
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bacteriostatica frente a bacterias Gran positivas (Harder et al., 1997) y actividad
fungistatica (Newman SL, 2000). Su accidén antimicrobiana se afecta por altas
concentraciones de sales en el medio (Goldman et al., 1997; Hoover et al., 2001; Valore
et al., 1998). La hBD-3 es mas cationica y la Unica que presenta un amplio espectro
antimicrobiano, muy baja actividad hemolitica y es resistente a concentraciones de sales
en el medio de hasta 150 uM, aspectos que la destacan como una molécula promisoria
para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos (Hoover et al., 2003; Montero-Alejo et
al., 2017).

Los péptidos analogos de defensinas (PADs) muestran un amplio espectro de actividad
antiviral, principalmente frente a los virus envueltos. La neutralizacion de la particula
viral o la interaccién con las proteinas virales de la capside son los mecanismos de
accion mas reportados (Wilson et al., 2013). En la ultima década, se han identificado a
nivel de transcriptos, una nueva familia de péptidos de tipo P-defensinas en
invertebrados marinos, especificamente en crustaceos (Montero-Alejo et al., 2012;
Pisuttharachai et al., 2009a; Pisuttharachai et al., 2009b). Recientemente, Montero-
Alejo y colaboradores identificaron el primer miembro peptidico con actividad
antimicrobiana, obtenido de los hemocitos de la langosta espinosa Panulirus argus,
denominado panusin, que presenta cierta similitud e identidad de secuencia con las
hBD-3 (Montero-Alejo et al., 2017). Panusin muestra actividad antimicrobiana de
amplio espectro y es resistente a altas concentraciones de sales en el medio. Debido a la
similitud presentada entre las hBD y los PADs en crustaceos, es posible que estos

ltimos también muestren accion antiviral como parte de su actividad bioldgica.

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado, en el presente estudio nos proponemos
evaluar la actividad antiviral in vitro de los péptidos sintéticos truncados analogos de la
familia de B-defensinas de invertebrados, obtenidos en el Centro de Investigacion y
Desarrollo de Medicamentos (CIDEM). Los resultados de esta investigacion son de gran
importancia para desarrollar nuevos o posibles candidatos o farmacos antivirales de

forma segura y efectiva contra el VSRh.



OBJETIVOS

I1. OBJETIVOS
General

Evaluar la actividad antiviral in vitro de péptidos sintéticos analogos de B-defensinas de

invertebrados, contra el virus sincitial respiratorio humano.
Especificos:

1. Determinar la citotoxicidad de las variantes peptidicas sintéticas derivadas de

moldes naturales de la familia panusin en las células Vero.

2. Caracterizar la posible actividad antiviral in vitro de las variantes peptidicas contra
las cepas de VSRh- Ay B.
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I11. REVISION BIBLIOGRAFICA
I11.1. Virus Sincitial Respiratorio humano

El VSRh es el causante principal de infecciones respiratorias agudas en nifios, ancianos y pacientes
inmunocomprometidos (Avadhanula et al., 2014; Gonzalez et al., 2012). Este virus causa bronquiolitis
severa y neumonia en nifios menores de 2 afios, los principales signos clinicos son: tos frecuente y
sibilancias (Halasa et al., 2015; Hirano et al., 2014). ElI VSR se aislé por primera vez en el afio 1956
del aparato respiratorio de un chimpancé con enfermedad respiratoria, durante un brote de una
enfermedad semejante al resfriado comdn, por lo que fue llamado inicialmente "agente de la coriza del
chimpancé” (CCA, por sus siglas en inglés). Posteriormente, Chanock y colaboradores en 1957
aislaron el virus en dos nifios hospitalizados con bronconeumonia y laringotraqueobronquitis, el
mismo fue indistinguible seroldgica (neutralizacion por sueros anti CCA) y fenotipicamente (efecto
citopatico) del CCA. A partir de entonces, el virus se denomino "Virus Sincitial Respiratorio™, debido
a su capacidad de formar sincitios en cultivos celulares infectados y por considerarse un patdégeno del

tracto respiratorio (Chanock and Finberg, 1957).
111.1.1. Clasificacion y caracteristicas generales

El VSR pertenece al género Orthopneumovirus, dentro de la familia Pneumoviridae, se clasifica
dentro del grupo V de la clasificacion de Baltimore, orden Mononegavirales. Los miembros de este
género son el VSR humano, VSR bovino y virus de la neumonia del raton (Rima et al., 2017). Entre
las caracteristicas que la distinguen estan: virién pleomdrfico, esférico y filamentoso con un diametro
de 150 a 300 nm; genoma compuesto por ARN de polaridad negativa, lineal y no segmentado de 16 a
20 kilobases (kb), que se encuentra en el interior de una nucleocéapside helicoidal, la cual lo hace
resistente a la digestion con ribonucleasas. La replicacion ocurre en el citoplasma. La penetracion en la
celula es mediante el mecanismo de fusion. Los viriones adquieren la envoltura lipidica al salir de la

celula infectada por gemacion (Collins et al., 2007) (Figura 1).
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N P MSH G F M2 L

Figura 1: Esquema de la estructura del VSRh
Fuente: (Diaz et al., 2017)

111.1.2. Proteinas virales.
Proteinas estructurales.

Nucleoproteina (N): Es la proteina principal de la nucleocapside. Sus abundantes mondmeros
conforman la cépside viral, donde se encuentra el genoma viral. Su tamafio oscila entre 489 y 553
aminodacidos (aa). Esta se localiza con las proteinas P y M2 (22K), en inclusiones citoplasmaticas
presentes en las células infectadas con el virus o transfectadas con plasmidos que expresan los genes P
y M2 (22K). El complejo N-ARN es el molde funcional para la transcriptasa y la replicasa viral. La
proteina N posee varias funciones en la replicacion viral: participa en la encapsidacion del ARN
geondmico, se asocia con las proteinas P-L durante la trascripcién y la replicacion del virion, y puede

interactuar con la proteina M durante el ensamblaje del virus (Collins et al., 2007).

Fosfoproteina (P): Es una proteina altamente fosforilada en los residuos de serina, que se encuentran
localizados principalmente en las zonas central y carboxi terminal (C-terminal) de la molécula (Lopez
et al., 1988; Mazumder and Barik, 1994; Villanueva et al., 1994). Actia como cofactor de la ARN
polimerasa, facilita la actividad de la replicasa y la transcriptasa viral e interactta, mediante fuerzas
hidrofobicas, con la proteina N, permitiendo que esta se mantenga en forma soluble y disponible para

el ensamblaje de la nucleocapside (Collins et al., 2007).

Polimerasa viral (L): A esta proteina se le atribuye la actividad de ARN polimerasa ARN
dependiente. Es muy similar en longitud a las polimerasas de otros virus ARN de genoma no

segmentado y polaridad negativa. Se encarga de la transcripcion y replicacion del genoma viral. Es
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poco hidrofdbica, con un alto contenido de leucina e isoleucina. Junto con las proteinas P y N forman
el complejo requerido para la actividad polimerasa (Collins et al., 2007).

Proteina Matriz (M): Es una proteina no glicosilada que se localiza en la cara interna de la envoltura
viral. Posee un dominio hidrofébico en el tercio C-terminal de la molécula, que media la interaccion
con la membrana. Se acumula en la membrana plasmatica e interactla con la nucleocapside y la
proteina F para regular el proceso de morfogénesis del virion, siendo esencial en la formacion de la

particula viral (Collins et al., 2007).

Glicoproteinas (gp) de la envoltura: Las proteinas G, F y SH son gp de superficie (que ademas son

estructurales y transmembranales) y su funcién es mediar la entrada del virus a la célula hospedera.

Glicoproteina de fusion (F): Es una proteina integral de membrana tipo I, que se inserta en la
membrana por la regién hidrofébica C-terminal. Se sintetiza como un precursor inactivo Fo. Dicho
precursor se escinde por la accion de una proteasa extracelular, generando dos subunidades F1 y F2
que permanecen unidas por puentes disulfuros, obteniéndose una proteina biolégicamente activa
(Gonzalez-Reyes et al., 2001). Esta proteina tiene la funcion de inducir la fusion (independiente del
pH) de la envoltura viral con la membrana plasmatica de la célula huésped y entre las celulas
adyacentes; lo que promueve la formacion de sincitios y permiten la propagacion directa del virus
(Walsh and Hruska, 1983). Es esencial para la replicacion viral (Heminway et al., 1994).

Gicoproteina de union (G): Es la responsable de la union del virus al receptor celular en las primeras
etapas del ciclo replicativo (Sullender et al., 1991). No posee actividad hemaglutinina ni
neuraminidasa. La secuencia de nucledtidos (nt) del gen codifica para un polipéptido de 282-321 aa.
Esta altamente glicosilada y tiene una estructura no globular, cuyo ectodominio presenta similitud con
las mucinas (Collins et al., 2007). Es una gp transmembrana tipo Il. Presenta una region hidrofébica
cerca del extremo amino-terminal (N-terminal), que actGa como péptido sefial y como anclaje a la
membrana, dejando dos terceras partes de la molécula orientadas hacia el exterior en el extremo C-
terminal. Se sintetiza como forma soluble, debido a la iniciacion de la traduccion en un segundo codon
de iniciacién, que esta en fase con el primero, situado en el aa 48, el cual se encuentra dentro de la
region hidrofébica (Hendrickson et al., 1998; Roberts et al., 1994).

Glicoproteina pequefia e hidréfoba (SH): Es una proteina transmembrana, que presenta una regién
hidrofobica central extensa y dos sitios potenciales de glicosilacion, uno a cada extremo de la proteina.
Esta se acumula en las células infectadas en cuatro formas diferentes (SHO, SHt, SHg y SHp), dos de
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ellas glicosiladas (SHg y SHp). Participa junto con las gps F y G en la formacion de sincitios en las
células infectadas (Collins et al., 2007). Se desconoce cuél es su papel biolégico, aunque algunos
estudios sugieren que podria participar en varios aspectos como: la fusion celular, en el cambio de
permeabilidad de la membrana y el bloqueo de la apoptosis mediada por el factor de necrosis tumoral
a (TNF-a)) (Masante et al., 2014).

Proteina codificada por el gen M2: El gen M2 tiene la peculiaridad de que cuenta con 2 marcos
abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) que se solapan en 32 nt. Esto da origen para que el
producto del primer ORF sea una proteina M2-1 (ORF-1) que da lugar a un polipéptido de 22KDa.
Esta es un antiterminador de la transcripcion, esencial para la infectividad del virus. El segundo ORF,
codifica para la proteina M2-2, que actia como un factor regulador implicado en el equilibrio entre la
replicacion y la transcripcion del ARN (Shahriari et al., 2016). Es poco hidrofilica. Se localiza con las
proteinas N y P, en los cuerpos de inclusion citoplasmaticos presentes en las células infectadas por el
VSRh.

Proteinas no estructurales

NS1 y NS2: Proteinas constituidas por 139 y 124 aa, respectivamente. No estan presentes en los
viriones maduros, aunque abundan en las células infectadas. No son esenciales para la replicacion,
pero se ha demostrado en estudios in vitro e in vivo en ratas de algoddn, chimpancés y monos verdes
africanos, que la delecion de cualquiera de los genes de estas proteinas, atentan significativamente la
replicacion viral (Jin et al., 2003; Jin et al., 2000; Teng et al., 2000). Ademas se conoce que estas
proteinas estan implicadas en la evasion de la respuesta inmune innata durante una infeccion viral.
Esto se debe a que ambas tienen funciones inmunomoduladoras, porque bloguean la sefalizacion
intracelular del interferon alfa (IFN-o) al inhibir la proteina Stat-2 (del inglés, signal transducer and
activator of transcription 2), que se trasloca al nlcleo en respuesta a IFN o/f y funciona como
activador de la transcripcion (Lo et al., 2005). Otros factores intracelulares inhibidos por NSI y NS2
son el IRF-3 (del inglés, interferon regulatory factor 3) y el NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), que son los responsables de la transcripcion de IFN-o/p y otras
citoquinas como las RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted), cuya
funcion como quimiocinas es importante porque ayuda a atraer células T, eosinofilos y basofilos
durante la respuesta inmune antiviral (Spann et al., 2005).
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111.1.3. Genoma

El genoma del VSRh esta constituido por una molécula de ARN monocatenario, de polaridad negativa
y de aproximadamente 15 kb, que contiene 10 genes y codifica para 11 ARNm. Cada uno de ellos
contiene un ORF, con excepcion del gen M2 que contiene dos ORF. Los ARNm presentan una
caperuza (CAP) en el extremo 5" y estan poliadenilados en el extremo 3". Cada gen comienza con una
secuencia de 10 nt altamente conservada, a excepcidn del gen L, cuya funcion es controlar el inicio de
la transcripcién y la adicién de la CAP, y concluye con una secuencia semiconservada de 12-13 nt, que
dirige la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacién del ARNm. Los nueve primeros genes,
estan separados por regiones intergénicas que varian en longitud de 1-56 nt y carecen de secuencias
consenso (Kuo et al., 1996, 1997). Los dos ultimos genes, M2 y L, se solapan en 68 nt, por lo que la
sefial de inicio del gen L se localiza dentro del gen M2 (Fearns and Collins, 1999). En cada extremo
del ARNv se encuentran dos regiones no codificantes, una hacia el extremo 3" de 44 nt, y otra de 159
nt en el extremo 5. Veintiuno de los ultimos 24-26 nt de ambos extremos, son complementarios, lo
que indica un alto grado de identidad entre los promotores de los extremos 3° del ARN genémico y
antigenomico (Mink et al., 1991) (Figura 2).

Orthopneurmovirus — human respiratory syncytial virus A2 (15 222 nt)

3{ HH N HPHMHHGH F [wmz] L F5'
NS1NS2 SH :

Figura 2: Organizacion del genoma del VSRh.
Fuente: (Rimaet al., 2017)

Mediante estudios de cinéticas de inactivacion de la transcripcion por luz ultravioleta y experimentos
con minigenomas dicistronicos, se comprobd que la transcripcion se produce de forma secuencial
desde el extremo 3". En el modelo propuesto, la polimerasa viral se detiene y reinicia la sintesis de
ARNmM en cada secuencia intergénica (Dickens et al., 1984). Como consecuencia de la superposicion,
la sefial de inicio del gen L se encuentra dentro de la sefial de terminacion del gen M2. Debido a esto,
la polimerasa transcribe dos veces la sefial de terminacion, una durante la sintesis del ARNm del gen
M2 y la otra durante la sintesis del ARNm del gen L. Como en todos los Mononegavirus, existe un
gradiente transcripcional, de manera que los genes mas préximos al promotor se transcriben con mayor
frecuencia (Collins et al., 2007). Este mecanismo, junto con la presencia de regiones intergenicas y la
longitud de los genes, actuan como reguladores de la transcripcion (Hardy et al., 1999; Kuo et al.,
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1997). Se ha descrito, que la transcripcion es dependiente de las proteinas celulares actina y profilina
(Burke et al., 1998; Burke et al., 2000).

111.1.4. Replicacion viral
111.1.4.1. Receptores celulares

Los receptores constituyen las dianas obvias para el desarrollo terapéutico ya que le permiten al virus
la entrada a la célula hospedera. Entre los receptores descritos que participan en la entrada del VSRh a
la célula se encuentran: anexina Il (Malhotra et al., 2003), receptor 1 de quimiocina CX3C (Johnson et
al., 2015; Tripp et al., 2001), receptor del factor de crecimiento epidérmico (Currier et al., 2016),
lectinas dependientes de calcio (Malhotra et al., 2003), receptor tipo Toll 4 (TLR-4) (Kurt-Jones et al.,
2000; Marchant et al., 2010), molécula de adhesion intercelular 1 (Behera et al., 2001), nucleolina
(Holguera et al., 2014; Tayyari et al., 2011), y proteoglicanos de sulfato heparan (Krusat and Streckert,
1997).

111.1.4.2. Ciclo replicativo

La expresion y replicacion de los genes virales se produce en el citoplasma, una vez alli se libera la
nucleocéapside y el genoma viral. EI gen M2-2 inicia el proceso de transcripcion, la polimerasa ingresa
al genoma en su extremo 3'y los genes se transcriben en ARNm mediante la sintesis de inicio-parada-
reinicio. Esto crea un gradiente de transcripcion en el que los genes de inicio del promotor se
transcriben con mas frecuencia que los genes que estan al final. La replicacion genera un ARN
complementario de sentido positivo denominado antigenoma, que actia como una plantilla para la
sintesis del genoma viral (Cowton et al., 2006). EI genoma y el antigenoma estan recubiertos con la
proteina N en todo momento, lo que sirve como plantilla para la sintesis de ARN. La proteina M regula
el ensamblaje del VSRh al interactuar con las proteinas F y G de la envoltura y con las proteinas N, P y
M2-1 de la nucleocapside. Las nuevas proteinas sintetizadas son autoensambladas para formar la
particula viral adquiriendo la envoltura de la membrana de las células infectadas. EI genoma de VSRh
consiste en una sola hebra de ARN de sentido negativo, que se transcribe y replica por la ARN
polimerasa dependiente de ARN del virus en el citoplasma de la célula huésped (Ashrafuzzaman et al.,
2017) (Figura 3).
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RNA replication

anligenome genome

cytoplasm

Figura 3: Transcripcion y replicacion del VSRh
Fuente: (Ashrafuzzaman et al., 2017)

111.1.5. Manifestaciones clinicas

El VSRh causa un amplio rango de enfermedad que varia desde un refriado comun hasta una infeccion
del TRI, como la bronquiolitis y la neumonia, las cuales requieren hospitalizacién (Iwane et al., 2013;
Midulla et al., 2010). El inicio de los sintomas incluye astenia, coriza, congestién nasal y rinitis,
también puede presentarse fiebre (<38°C) intermitente. Una vez que se desarrolla la tos, los nifios
pueden comenzar con sibilancia y frecuentemente se produce otitis. Si la enfermedad es leve, los
sintomas no progresan mas alla de esta etapa. EI éxamen médico muestra taquipnea moderada,
ronquidos difusos y sibilancia. La radiografia es generalmente normal y la recuperacion ocurre entre
los 7-12 dias después del inicio de los sintomas (Collins et al., 2007; Dawson-Caswell and Muncie,
2011).

En los casos en que la enfermedad es severa, la tos y la sibilancia progresan, los nifios comienzan con
disnea, se hace evidente la hiperexpansion del térax y puede ocurrir una retraccion intercostal y
subcostal. La taquipnea severa es comun, incluso en ausencia de una cianosis visible. En etapas
avanzadas de la enfermedad donde la hipoxia es extrema, ocurre fallo respiratorio. La radiografia
muestra una combinacion de atrapamiento de aire (hiper-expansion) y condensacion peribronquial o
neumonia intersticial. Ocasionalmente se presenta una consolidacion lobular, la cual involucra

usualmente el I6bulo derecho superior, en estos casos la efusion pleural es rara (Collins et al., 2007).

Las infecciones por el VSRh son particularmente peligrosas y mortales en nifios con factores de riesgo
como: nacer antes de las 34 semanas de gestacion, y/o se acompafia de morbilidades como: displasia
broncopulmonar, cardiopatia congénita con afectacion hemodinamica severa, traqueomalacia,

laringomalacia y enfermedad neuromuscular (Mullard, 2015). La exposicién pasiva al humo del
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cigarro, el hacinamiento y las condiciones socioeconémicas bajas constituyen otros factores que
pueden incrementar el riesgo de severidad de las infecciones por este virus (Okiro et al., 2008; Wu et
al., 2015).

En nifios mayores y adultos (en su mayoria corresponden con reinfecciones), las manifestaciones
clinicas suelen ser leves y en algunos casos, asintomaticas. En ocasiones, en especial, en las personas
mayores, se producen neumonias y bronquitis, siendo también la infeccion por este virus causa de
exacerbacion de la bronquitis crénica (Volling et al., 2014). Existen evidencias que los nifios que
desarrollan sintomas del TRI durante infecciones repetidas por el VSRh en el primer afio de vida,
incrementan el riesgo de desarrollar sintomas similares a los de asma durante la edad escolar (Halfhide
and Smyth, 2008; Zeng et al., 2011).

El VSRh se ha relacionado con el sindrome de muerte subita en la infancia (Collins et al., 2007).
111.1.6. Patogenia y patologia

El VSRh es un patégeno altamente contagioso. Se disemina por contacto directo con secreciones
respiratorias de individuos infectados o indirectamente mediante el contacto con fomites o superficies
contaminadas. Precisa de un contacto estrecho para trasmitirse y puede sobrevivir 6 horas en la
superficie contaminada, 2 horas en los guantes y hasta 25 minutos en las manos. El periodo de
incubacion entre el tiempo de exposicion y el inicio de los sintomas, es de 4-6 dias (Lessler et al.,
2009). La excrecion viral puede persistir desde 1-3 semanas. La infeccién se inicia por multiplicacién
del virus en las células epiteliales del tracto respiratorio superior (TRS). Este virus infecta también
células como los macréfagos y los monocitos, lo que interfiere en algunas de sus funciones. El virus
alcanza el TRI de entre 1-3 dias, probablemente a través de la aspiracion de secreciones infectadas,
aungue también puede extenderse de célula a célula, mediante la fusion de sus membranas (Collins et
al., 2007).

El VSRh es el principal agente causante de bronquiolitis y neumonia en lactantes y nifios pequefios
(Hall et al., 2009). La infeccidn severa del TRI ocurre con una mayor incidencia en lactantes de 2-3
meses (Collins and Melero, 2011).

El VSRh es neumotrdpico, sin embargo, no esta estrictamente limitado al tracto respiratorio. En los
nifios o adultos inmunocomprometidos, donde la infeccidén con este virus en algunos casos puede ser

fatal, el virus puede diseminarse a otros érganos como rifidn, higado y miocardio (Guan et al., 2010;
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Milner et al.,, 1985). Se han detectado antigenos (Ag) del virus en leucocitos mononucleares
circulantes (Wang et al., 2001) y el ARN gendmico y el ARNm viral se ha encontrado en células de
sangre periférica (O'Donnell et al., 1998; Yui et al., 2003), no obstante, la viremia no se ha descrito

durante la infeccidn en lactantes y nifios sin antecedentes patologicos personales (Collins et al., 2007).
111.1.7. Respuesta Inmune

La respuesta inmune frente a una infeccion natural por VSRh puede ser tanto de tipo humoral como
celular. Sin embargo, la inmunidad humoral es incompleta, lo que se evidencia por la ocurrencia de
infecciones recurrentes a lo largo de la vida tanto en la infancia como en la vida adulta (Holgate et al.,
2015).

La respuesta inmune innata es determinante en el control temprano de la infeccién por VSRA, la cual
se inicia con la infeccidn de las células epiteliales ciliadas, macrofagos y células dendriticas (DCs) del
TRS. Una vez que las células se infectan, las particulas virales son identificadas por los receptores de
reconocimiento de patrones asociados a patdgenos presentes en las células infectadas, que incluyen los
TLR-2 y 6, receptores similares al gen | inducible del &cido retinoico y receptores tipo dominio de
oligomerizacion nucledtido (Zeng et al., 2012). Las sefiales de estos receptores inducen que se activen
los genes correspondientes y se secreten una amplia variedad de mediadores solubles proinflamatorios
y/o quimioatrayentes como interleuquinas (IL) 1, 6, 11, CXCL10, CXCLS8, CCL-5, MCP-1, MIP-1a,
TNF-a, TFN- o/B y el factor estimulador de colonias granulocitos-macr6fagos. Ademas se induce la

secrecion de las proteinas surfactantes, que funcionan como opsoninas (Farrag and Almajhdi, 2016).

Despues de la respuesta inmune innata, se inicia la respuesta inmune adaptativa, la cual juega un papel
importante en la eliminacion del virus y en la proteccion contra infecciones subsiguientes por el VSRh
(Varga and Braciale, 2013). Las DCs son determinantes en la activacion de la respuesta adaptativa del
hospedero. Posterior a la infeccion viral las DCs captan el Ag, migran hacia los nodos linfaticos del
pulmén y activan las células T CD4+ y CD8+ especificas del virus (Cannon et al., 1987; Graham et al.,
1991). Las células T CD4+ también juegan un papel importante durante la infeccién ya que tienen la
capacidad de diferenciarse en multiples subpoblaciones en la que se incluyen Thl, Th2, Thl7 y las
celulas T reguladoras. Las células Thl ayudan a eliminar el virus mediante la produccion de IFN-y,
mientras que las células Th2, productoras de IL- 4, IL- 5y IL- 13, se asocian con una mayor severidad
de la enfermedad (Boyoglu-Barnum et al., 2014; Lukacs et al., 2006). Las células Th17, involucradas

en la produccion de 1L-17, se relacionan con la produccion de mucus y la hiperreactividad en las vias
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respiratorias, sin embargo, pueden contribuir también a la eliminacion del virus (Fujisawa et al., 2011,
Mukherjee et al., 2011; Zhang et al., 2016).

111.1.8. Epidemiologia

Las infecciones por el VSRh ocurren mas cominmente en nifios menores de 2 afios, la enfermedad es
mas severa en los seis primeros meses de vida y la frecuencia de hospitalizacién es 3 veces mayor en
nifios prematuros (Parikh et al., 2017). La mitad de los nifios se infectan por este virus en el primer afio
de vida, a los dos afios de edad casi todos los nifios se han infectado con él y aproximadamente un 50%
se han infectado dos veces (Cane, 2001). La infeccion primaria ocurre en presencia de los anticuerpo
(Ac) maternos y las reinfecciones pueden ocurrir a lo largo de la vida, aunque con la edad, disminuye
la incidencia de la infeccidn y la gravedad de los sintomas (Collins and Graham, 2007).

Las hospitalizaciones por el VSRh ocurren en més del 70% de los nifios menores de seis meses, en
mas del 50% de los menores de tres meses y en méas del 20% de los menores de 2 meses (Parikh et al.,
2017). Este virus se reconoce como un patégeno importante de las infecciones asociadas a la asistencia
sanitaria (IAAS) en paises desarrollados. Durante una epidemia por este virus, las IAAS se
identificaron en el 32% de los nifios hospitalizados por una enfermedad no relacionada con el VSRh
(French et al., 2016).

El VSRh anualmente causa entre 66 000 -199 000 muertes en nifios menores de 5 afios, el 99% ocurre
en los paises subdesarrollados (Shi et al., 2017). La tasa de mortalidad es de 2-3% en el periodo
neonatal, de 6-7% entre 1 mes -1 afio y de 1,6% entre 1-4 afios. En los paises desarrollados, la tasa de
mortalidad es baja y las infecciones severas ocurren solo en pacientes de alto riesgo como asmaticos e
inmunodeprimidos (Scheltema et al., 2017).

En las Gltimas décadas, diferentes estudios muestran que el VSRh causa infeccion severa en ancianos y
adultos inmunocomprometidos (Johnstone et al., 2008; Thompson et al., 2004). Actualmente, existen
cada vez mas evidencias que las tasas de hospitalizacién, morbilidad y mortalidad son similares entre
adultos infectados por los virus influenza y el VSRh (Falsey et al., 2005; Lee et al., 2013; Zhou et al.,
2012). En un estudio prospectivo en adultos (18-60 afos) previamente saludables infectados con
VSRh, se encontrd que el 26% presentaba sintomas del TRI y el 38% caus6 ausencia laboral durante la
enfermedad (Hall et al., 2001).
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El VSRh tiene una distribucién mundial y la transmisién sigue un marcado patrén estacional en las
regiones con clima templado. Las epidemias por este virus ocurren durante el otofio, invierno y
primavera. En las zonas ecuatoriales y otras areas con clima tropical, las infecciones por VSRh se
asocian més frecuentemente con la estacion de lluvia, no obstante, la estacionalidad en los tropicos no
esta tan bien definida, como en las regiones templadas (Hall et al., 1990; Tang and Loh, 2014; Weber
et al., 1998).

El VSRh se divide en dos subgrupos A y B, en base a su reaccién frente a AcM contra los Ag de
superficie (Anderson et al., 1985). Cada subgrupo se subdivide en multiples genotipos en base a la
variabilidad genética del gen de la gp G. Durante una epidemia co-circulan ambos subgrupos y
diferentes genotipos (Agoti et al., 2015; Otieno et al., 2016).

111.1.9. Prevencion y tratamiento

Hasta el momento no existe una vacuna efectiva para la prevencion de la infeccién por el VSRh. La
prevencidn es el aspecto mas importante de la asistencia sanitaria y tiene una contribucién mayor en la
culminacién de la enfermedad que las medidas de tratamiento. Las medidas preventivas efectivas
reducen la mortalidad y la carga econémica de la enfermedad. La desinfeccion y el lavado de manos
con productos a base de alcohol o jabdn y agua son muy efectivos para reducir la propagacion viral, y
para prevenir las IAAS. El uso de guantes, batas y mascaras también puede ayudar a limitar la
transmision (Hall and Douglas, 1981).

En las infecciones producidas por VSRh, la Asociacion Americana de Pediatria (AAP) y el Instituto
Nacional de Salud y Atencion de Excelencia (NICE, del inglés Nationa Institute for Health and Care
Excellence), recomiendan el monitoreo del cuadro clinico y tratamiento de sostén (hidratacion por via
intravenosa y suministro de oxigeno).(Gadomski and Scribani, 2014; Mazur et al., 2015; Ricci et al.,
2015). No se recomienda el uso de corticoesteroides y broncodilatadores ya que no se ha demostrado
que sean efectivos para reducir la morbi-mortalidad. Desafortunadamente, ambos se usan todavia con

demasiada frecuencia en la atencion clinica (Xing and Proesmans, 2019b).

La Ribavirina es el unico tratamiento antiviral contra el VSRh aprobado por la FDA de los Estados
Unidos. Este farmaco es un analogo de nucledsido sintético que inhibe la replicacion de los virus ARN
y ADN (Sidwell et al., 1972). Desde 1996, la AAP no recomienda el uso de la ribavirina en nifios
infectados por VSRh, debido a los efectos adversos que produce. Dentro de estos efectos se
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encuentran: la anemia hemolitica, isquemia miocardica y dafio renal por el riesgo de toxicidad

(teratogénica) (Ralston et al., 2014a).
111.1.9.1.Vacunas

El desarrollo de vacunas frente al VSRh comenzo en la década de 1960, con una vacuna inactivada con
formalina que indujo una respuesta inflamatoria pulmonar grave. ElI 80% (16/20) de los nifios
vacunados fueron hospitalizados y el 10% (2/20) fallecieron (Kapikian et al., 1969). El fracaso de esta
vacuna se atribuy0d a diferentes caracteristicas inmunoldgicas asociadas con la respuesta inmune
humoral y celular. Diferentes estrategias se han empleado para el dasarrollo de una vacuna segura y
efectiva contra el VSRh. Entre ellas tenemos: vacunas atenuadas, vacunas de subunidad y vacunas de
vectores (Graham, 2016; Green et al., 2015; Neuzil, 2016). El desarrollo de nuevas vacunas debe estar
encaminado a beneficiar fundamentalmente a cuatro grupos poblacionales: lactantes, nifios menores de

2 afos, mujeres embarazadas y adultos mayores de 65 afios de edad (Anderson et al., 2013).
111.1.9.2. Inmunizacion pasiva

La inmunizacién pasiva es la administracion intramuscular de un AcM neutralizante contra el VSRh.
Se han desarrollado varios productos de primera y segunda generacidén que se unen al sitio antigénico
de la gp F del VSRA, entre ellos se encuentran: RSV-IVIG (RespiGam) (Oertel, 1996), Palivizumab
(Synagis) (Blanken et al., 2013; Group, 1998), Motavizumab (MEDI-524, Numax) (Carbonell-Estrany
et al., 2010; O'Brien et al., 2015), Suptavumab (REGN-2222) y Nirsevimab (MEDI-8897).

RespiGam: es una inmunoglobulina (lg) policlonal preparada a partir de una mezcla de plasma con
altos titulo de Ac neutralizantes contra el VSRh. Esta Ig se licencié en 1996, pero se retir6 del mercado
en 2004 debido a la necesidad de acceder a la via intravenosa repetidas veces y durante un periodo de
tiempo prolongado (4-6 horas) (O'Shea et al., 1998).

Palivizumab: es un AcMh que se administra por via intramuscular. Actualmente, la AAP recomienda
el uso de este AcM durante el primer afio de vida en nifios prematuros con enfermedad pulmonar

cronica, enfermedad congeénita del corazon e inmunodeficiencia (Ralston et al., 2014b).

Motavizumab (MEDI-524, Numax): es un AcMh derivado de Palivizumab desarrollado a principios de
la década de 2000. In vitro, este AcM se une al Ag F con mayor avidez que el Palivizumab y también

fue superior en la neutralizacion viral (Wu et al., 2007). Durante su evaluacion en el 2010, la FDA no
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aprobd su licenciamiento debido a las reacciones de hipersensibilidad cutanea en un grupo de nifios
tratados (Lagos et al., 2009).

Suptavumab (REGN-2222): es un AcMh que se administra por via intramuscular y se recomienda su
uso en nifios nacidos con menos de 35 semanas de gestacion, los cuales no clasifican para el
tratamiento con el Palivizumab. In vitro, la actividad neutralizante fue mas potente que el Palivizumab

(Sivapalasingam et al., 2015).

Nirsevimab (MEDI-8897), es un AcMh mas potente in vitro que el palivizumab (Kwakkenbos et al.,
2010; Robbie et al., 2013; Yu et al., 2017).

111.1.9.3. Terapia antiviral

En el presente no existe ninguna terapia que acorte el curso de la infeccion por el VSRh o acelere la
eliminacion de los sintomas. EIl desarrollo de un antiviral efectivo contra este virus no ha sido posible
debido a diferentes obstaculos. Dentro de estos se conoce, que durante la replicacion viral pueden
ocurrir cambios genéticos tales como polimorfismo de un solo nt y otras mutaciones, permitiendo al
virus escapar de las vacunas y de las terapias antivirales (Agoti et al., 2014; Griffin et al., 2017). Otro
obstaculo lo constituye el grupo de riesgo (lactantes con infeccién severa) al cual va dirigido la terapia
antiviral, ya que se hace muy dificil incluir a este grupo en la fase temprana de los ensayos clinicos.
No obstante, multiples antivirales se encuentran en diferentes etapas de desarrollo Estos se dividen en
4 clases terapéuticas llamadas: 1g, analogos de nucleosidos, ARN pequefios de interferencia (SiRNA) e
inhibidores de fusion (Xing and Proesmans, 2019a).

111.1.9.3.1. Inmunoglobulinas

ALX-0171: es un nanoanticuerpo trivalente que se une a la proteina F inhibiendo la entrada del virus a
la célula. La nebulizacién es la via dptima para suministrarlo eficientemente en el organismo y es
liberado directamente en el sitio de infeccion para asegurar su accién rapida. (Depla, 2014, 2015;
Detalle et al., 2016).

RI1-001: es una Ig intravenosa preparada a partir de una mezcla de plasma humano con altos titulos de
Ac neutralizantes contra el VSRh y con efectos anti-inflamatorios. La misma reconoce epitopes que se
encuentran en la superficie de las gps G, F y SH del virus. Para obtener mejores resultados con esta Ig

se recomienda su administracion tempranamente en el curso de la infeccion (Falsey et al., 2017).
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111.1.9.3.2. Analogos de nucleb6sidos

Los analogos de nucledsidos son farmacos que contienen un nucledsido sintético que es muy similar a
un nucledsido natural, pero este es disefiado para incorporarse de forma preferencial en el ADN o ARN

viral produciendo la inhibicién de la replicacion viral.

ALS-008176: es un farmaco derivado del ALS-008112, este Gltimo es un inhibidor potente y selectivo
de la polimerasa del VSRh y anélogo de nucledsido de citidina (Wang et al., 2015). En el tracto
respiratorio el ALS-008112 es fosforilado pasando a ALS-008112-TP. Esta forma es esencial para su
actividad antiviral (Deval et al., 2015; DeVincenzo et al., 2015).

111.1.9.3.3. ARN de interferencia

Los siRNA son fragmentos de ARN de doble cadena que funcionan como un mecanismo natural en la
represion de la sintesis de proteinas. EI mecanismo de accion es la neutralizacion de una secuencia

especifica de ARNm postranscripcional (DeVincenzo et al., 2008; DeVincenzo et al., 2010).

ALN-RSVO01: es un siRNA que esta dirigido contra el ARNm que codifica la proteina N del VSRh.
Este farmaco impide la sintesis de la proteina N mediante su union y corte del ARNm que codifica
para esta proteina (DeVincenzo et al., 2008; DeVincenzo et al., 2010).

111.1.9.3.4. Inhibidores de la fusion

La gp F del VSRh durante la infeccidn viral es esencial para la fusion de la membrana viral con la
membrana plasmatica de la célula huésped. Se han desarrollado pequefias moléculas con fines
terapéuticos que se unen a la gp F e inhiben la fusion de la membrana.

MDT-637: llamado previamente VP14637, es una molécula pequefia que reduce la replicacion del

VSRh al inhibir la gp F, el mecanismo exacto de accion aln se desconoce (Douglas et al., 2003).

JNJ-53718678: es una molécula pequefia que se une fuertemente a la cavidad central simétrica de la
proteina F en la conformacion pre-fusion. De esta manera, impide el plegamiento conformacional de la

proteina F de pre-fusidn a post-fusion y por lo tanto inhibe la fusién celular. (Roymans et al., 2017).

GS-5806: es una molécula pequefa inhibitoria de la fusion cuya diana es la gp F de VSRh en su
conformacion de pre-fusion. Este farmaco al igual que JNJ- 53718678, MDT-637 y la mayoria de los
inhibidores de la fusion, interfiere en el cambio conformacional de la gp F de pre a post fusion, por su
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union en la cavidad central simétrica de la proteina en pre-fusion (Battles et al., 2016; Roymans et al.,
2017; Samuel et al., 2015). Sin embargo, no comparte el mismo sitio de union con el Palivizumab y
por lo tanto mantiene su actividad contra variantes resistentes al Palivizumab (Samuel et al., 2015).

AKO0529: es otro potente inhibidor de la fusién de las cepas de VSRh cuya diana también es la gp F
(Xing and Proesmans, 2019a).

111.2. Péptidos antimicrobianos

La aparicion de resistencia a los farmacos virales constituye la principal preocupacién para la salud
publica mundial. En la actualidad existen un nimero limitado de antivirales y su uso indebido, produce
una presion selectiva sobre los virus durante la replicacion, lo que permite la adaptacion al tratamiento
antiviral y la aparicion de cepas resistentes (Irwin et al., 2016). Las consecuencias de la resistencia
recién adquirida son particularmente graves en las infecciones virales cronicas, lo que conlleva a un
fracaso terapéutico. Ademas, los costos de los nuevos farmacos son extremadamente altos, lo que hace
que estas terapias sean inaccesibles para los paises subdesarrollados. Por lo tanto, se necesita
desarrollar nuevos antivirales para suplementar o reemplazar los ya existentes (Antonelli and
Turriziani, 2012; Organization, 2019). En este contexto, recientemente se ha centrado la atencion en la
utilizacién de péptidos naturales o sintéticos con actividad antiviral, como posibles alternativas de los
agentes terapéuticos actuales (Chi et al., 2014; ElSawy et al., 2012; Gwyer Findlay et al., 2013;
Shartouny and Jacob, 2019).

Los PAMs constituyen una alternativa prometedora porque presentan propiedades terapéuticas
atractivas. De esta manera, se consideran antibioticos naturales que estan presentes en todas las formas
de vida, desde organismos unicelulares hasta mamiferos. Entre las ventajas que ofrece la utilizacién de
estos péptidos como agente terapeutico estan: ser altamente especificos y efectivos; biodegradables por
la accion de las peptidasas limitando su acumulacion en los tejidos, lo que conlleva a una menor
toxicidad; y lo mas importante es que poseen un amplio espectro de actividad frente a hongos,
bacterias, protozoos y virus, por lo que tienen una importante accién protectora en los organismos que
carecen de sistema inmune, mientras que en los vertebrados forman parte de la inmunidad innata
(Guani-Guerra et al., 2010; Otero-Gonzalez et al., 2010; Sanchez, 2016).

111.2.1. Caracteriticas generales de los péptidos antimicrobianos

Los PAMs son moléculas de bajo peso molecular, constituidas por 15-50 aa, estan cargados
positivamente debido al exceso de residuos de arginina y/o lisina. Generalmente son hidrofébicos y
anfipaticos a pH fisiologico (Sierra et al., 2017). Debido a la abundancia y diversidad de los PAMs
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existentes, se han publicado numerosas clasificaciones teniendo en cuenta el organismo productor,
celulas blanco, mecanismo de accidn, etc. Una de las mas empleadas se basa en los tipos de estructuras

secundarias, lo que permite clasificarlos en 4 familias: a, B, af, y no off (Figura 4) (Wang, 2010)

» Familia a: contienen una estructura helicoidal a como principal estructura secundaria. Ej:

catelicidinas (LL-37), histamina, dermaceptinas, gramicidina (Figura 4a)

» Familia B: contiene al menos un par de cadenas 3 en su estructura. Ej: a-defensinas humanas.

Hepcidinas, SLP1(Figura 4b)

» Familia af}: contiene estructuras a y . Ej: f-defensinas 1, 2, 3, LEAP-2 y CCL (1, 8, 13, 20,
27) (Fifgura 4c)

» Familia no af}: no contiene estructuras a ni  en su estructura. No existen ejempos en el cuerpo

humano (Figura 4d)

a b ~
N \ /
- o
By L ()
a A o
¢
c d
N \/\f
/
ap Non-of

Figura 4: Clasificacion de las 4 familias de PAMs
Fuente: (Wang, 2015)

En los mamiferos, los PAMs se dividen en dos familias: defensinas y catelicidinas, clasificacion en la
cual tienen mayor peso los dominios estructurales altamente conservados. Los PAMs pueden ser
identificados en diferentes secresiones, tejidos y células (saliva, lagrimas, leche materna, células de la
mucosa epitelial, macréfagos, neutrofilos, NK, monocitos, leucocitos eosinofilos, células de Paneth,
células T y B (Andersson et al., 2016). Son sintetizados constitutivamente en granulos de células
fagociticas (defensinas, neutrdfilos y células de paneth), inducibles (defensinas, células TCD8 y
células epiteliales) o constitutivos e inducicles (catelicidinas, defensinas y una variedad de células,

incluidos neutréfilos, células epiteliales y macréfagos) (Beisswenger and Bals, 2005)
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111.2.2. Mecanismos de accion antiviral

En los ultimos afos, las investigaciones han demostrado que existen diferentes mecanismos de accion
mediante los cuales los PAMSs pueden ejercer su accion antiviral, entre ellos tenemos:

1. Los péptidos pueden bloquear la entrada del virus en la célula a través de su interaccion con el
sulfato de heparan presente en la superficie celular. El sulfato de heparan es el glucosaminoglucano
mas importante al cual se unen muchos virus (Mettenleiter, 2002; Spillmann, 2001).

2. Los péptidos pueden bloquear la diseminacion viral entre las células vecinas o la inhibicién de
la formacidn de células gigantes (Mikloska and Cunningham, 2001)

3. Los péptidos pueden bloquear la entrada del virus en la célula a través de su interaccion con
receptores especificos, presentes en la célula huésped. El ejemplo mas estudiado es el analogo de
polimefusina T22, que se une al receptor de quimiocina CXCR4, el cual sirve como co-receptor para la
entrada del virus de la inmunodeficiencia humana -1 (VIH-1) en las células T (Tamamura et al., 1996).

4. Los peptidos pueden bloguear la entrada del virus a la célula a través de su interaccion directa
con gp virales localizadas en la envoltura viral. Por ejemplo, se ha visto que la 0-defensina
(retrociclina 1), interactia con alta afinidad con la gp B del virus herpes simple-2 (HSV-2),
protegiendo eficientemente a las células de la infeccién viral (Yasin et al., 2004).

5. Los péptidos pueden interactuar con la membraba lipidica de la envoltura viral, dando como
resultado su desestabilizacion, la formacién de poros y lisis (Dathe and Wieprecht, 1999; Sitaram and
Nagaraj, 1999)

111.3. Defensinas

Las defensinas constituyen una de las familias mas extensas y mejor estudiadas dentro de los PAMs.
Se encuentran distribuidas en una amplia gama de grupos taxonémicos que se derivan de un ancestro
comun y que durante su evolucion conservaron las mismas funciones (Yount and Yeaman, 2004).
Estas son moléculas pequefias producidas en organismos vertebrados principalmente por leucocitos y
celulas epiteliales, con un amplio rango de accion contra microorganismos (Ganz, 2003; Yang et al.,
2004). Aunque su actividad antiviral fue primeramente publicada en 1986 (Daher et al., 1986),
estudios posteriores arrojaron a la luz mecanismos complejos y maltiples mediante los cuales, las
defensinas inhiben la infeccion viral. Esta inhibicidon puede ocurrir por la accion directa sobre el virion
o afectando la célula blanco y por tanto interfiriendo indirectamente con la infeccion viral (Klotman
and Chang, 2006).

21



REVISION BIBLIOGRAFICA

Las defensinas de primates segln sus caracteristicas estructurales y localizacion celular se clasifican en
3 grandes subfamilias (o, B y 0 defensinas). Las a-defensinas son péptidos altamente conservados y se
subdividen en hNP1-4 y hD5 y hD6 (Selsted and Ouellette, 2005). Su estructura consiste en una triple
hoja B estabilizada por tres puentes disulfuro, con el arreglo Cysl- Cys6, Cys2- Cys4 y Cys3- Cys5
(Lehrer, 2007). Las hBDs, se expresan en una gran variedad de tejidos epiteliales y presentan 6
cisteinas unida por tres enlaces disulfuro intramoleculares en las posiciones Cys1-Cys5, Cys2-Cys4 y
Cys3-Cys6 (Lehrer and Lu, 2012). Por ultimo, las 6-defensinas se encuentran Gnicamente en especies
de primates no humanos. Son octadecapéptidos circulares con dos hojas B antiparalelas, unidas entre si
por dos giros B y estabilizadas por enlaces disulfuro (Conibear and Craik, 2014; Munk et al., 2003;
Yasin et al., 2004).

La actividad antiviral de las defensinas se ha estudiado frente a una gran variedad de virus envueltos.
En el primer estudio publicado se encontrd que el efecto inhibitorio de la hPN1 fue potente contra el
VHS 1 y 2, moderado contra el virus de la estomatitis vesicular (VSV) y virus influenza, y ligero
contra citomegalovirus (CMV) (Daher et al., 1986). Mas adelante se estudié la actividad antiviral de
todas las a-defensinas contra el VHS y mostraron actividad inhibitoria. Sin embargo, en el caso de la
hBD, solamente la hBD3 tuvo un efecto inhibitorio importante contra este virus. EI mecanismo de
accion para ambas defensinas, ocurrio a traves de la interaccion del péptido con la gp B del virus o con
el sulfato de heparan (receptor para el HSV) (Hazrati et al., 2006).

El VIH es otro de los virus donde también se ha confirmado la actividad antiviral de las defensinas. Se
ha demostrado que hPN1-3, hBD2 y 3 inhiben multiples pasos en la entrada del virus a la célula. Estos
péptidos se unen a las células T CD4 y a la gp de envoltura viral, induciendo una regulaciéon negativa
de CD4 y CXCR4 y bloquean la interaccion de la gp de envoltura con el co-receptor (Demirkhanyan et
al., 2012; Quinones-Mateu et al., 2003; Sun et al., 2005).

La actividad antiviral de hNP1 contra la cepa de influenza (WSN) fue descrita por primera vez en
1986. Més tarde se confirmo en otras cepas de influenza que hNP1 y 2 disminuyen la infectividad viral
por su accion directa sobre la particula viral (Tecle et al., 2007). Otros estudios evaluaron la actividad
antiviral de B-defensinas recombintes: hBD2, mBD2 y 3 (raton). Los tres péptidos inhibieron la
multiplicacion viral en células MDCK. Esta proteccion fue efectiva durante la unién y la entrada del
virus en la célula (Gong et al., 2010; Jiang et al., 2012; Ryan et al., 2011).

La actividad antiviral de las hBD también se evalué contra el VSRh. La hBD2 inhibi6 la

multiplicacion viral, en este caso el péptido fue capaz de bloquear la entrada del virus a la célula. La
22



REVISION BIBLIOGRAFICA

mBD4 (homologa a hBD2) se encontrd sobre-expresada in vivo en el pulmén de raton en respuesta a
una infeccién con este virus (Kota et al., 2008). La evaluacion de la actividad antiviral de la hBD-2
recombinante fue capaz de reducir la replicacion viral y el efecto citopatico (ECP) en células Hep-2
(Morales et al., 2015).

En general se ha encontrado que las 0-defensinas tienen actividad antiviral in vitro contra VHS 1y 2.
Estos péptidos se unen a la gp B, bloqueando la unién y la entrada del virus en la célula (Yasin et al.,
2004). En el VIH estas defensinas se unen con la gp 120 e inhiben su union a las células T CD4 (Gallo
et al., 2006). En los virus respiratorios la evaluacion de la actividad antiviral se realizd en virus
influenza H5N1 y coronavirus SARS. En el caso de virus influenza la inhibicion ocurrié a nivel del
endosoma y en el SARS, se constatd una modulacién de la respuesta inflamatoria (Doss et al., 2012;
Wohlford-Lenane et al., 2009).

En invertebrados las defensinas constituyen un grupo diverso, perteneciente a la familia aff (Bulet et
al., 2004). Se clasifican en subfamilias segln sus propiedades bioldgicas y criterios evolutivos: uno
ancestral que incluye insectos, aracnidos y moluscos y otro grupo, mas extenso, en cuanto al nimero
de miembros (Rodriguez de la Vega and Possani, 2005). Dentro de este ultimo grupo, se encuentran
las llamadas defensinas grandes (big defensines). Esta son proteinas antimicrobianas encontradas
exclusivamente en invertebrados marinos (Shafee et al., 2016). Las similitudes encontradas entre el
extremo C-terminal de las defensinas grandes y las B- defensinas, en cuanto a su estructura
tridimensional y actividad bioldgica, aportan evidencias convincentes de una posible relacion evolutiva
entre ambas familias de PAMs (Shafee and Lay, 2017; Zhu and Gao, 2013).

En el 2009, se identific6 un nuevo miembro de las defensinas en la langosta espinosa japonesa
Panulirus japonicus (Pisuttharachai et al., 2009b). En esta especie, se detectaron dos isoformas
diferentes (PjD1 y PjD2) en varios tejidos (Pisuttharachai et al., 2009a). Ambas isoformas poseen un
péptido N-terminal y un dominio tipo defensina C-terminal. El patron de cisteina que se encuentra en
las defensinas de esta especie (CX4-8-C-X3-5-C-X9-13-C-X4-7-CC) es distinto a los patrones
presentes en las defensinas de invertebrados, pero es idéntico al de las f-defensinas encontradas en
vertebrados (Taylor et al., 2008). Hasta la fecha, estas defensinas en los crustaceos se consideran

simplemente "PAMSs putativos”, su espectro de actividad antimicrobiana aln no se ha determinado.

En Cuba, en el 2012, a partir de hemocitos de la langosta espinosa caribefia Panulirus argus,
recolectada en el Golfo de Batabano, se obtuvieron dos isoformas de péptidos similares a defensinas,

las que mostraron un patron de cisteina caracteristicos de pB-defensinas (Montero-Alejo et al., 2012).
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Mas tarde en el 2017, se identifico el primer PaDs con actividad antimicrobiana, denominado panusin
(Montero-Alejo et al., 2017).

Panusin es un PAMs catidnico (carga neta de +3) de 4.26 kDa. Su secuencia primaria contiene 39 aa,
de los cuales 6 son cisteinas que se encuentran formando enlaces disulfuro, en un arreglo predicho de
Cysl-Cysb, Cys2-Cys4 y Cys3-Cys6, similar a -defensinas en vertebrados (Montero-Alejo et al.,
2017) (Figura 5).

Figura 5: Estructura 3D de panusin
Fuente: (Montero-Alejo et al., 2017)

La actividad antimicrobiana de panusin se verificd en bacterias Gram negativas (Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae) y Gram postivas (Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus), asi como en la
levadura Candida albicans, con ausencia de efectos hemoliticos sobre eritrocitos humanos. Su
actividad antimicrobiana no es sensible a las concentraciones de sales ya que resiste una fuerza ionica
de hasta 300 UM de NaCL en el medio de cultivo (Montero-Alejo et al., 2017). Ademas de dicha
actividad, se encontrd que panusin es capaz de inhibir la expresion de algunas citoquinas pro-
inflamatorias como: IL-1B, IL-6 y TNF (Alejo, 2017). Esta actividad inmunomoduladora de la
respuesta inflamatoria se publicd previamente para otros péptidos de la familia de las B-defensinas,
como es el caso de las hBD-3 (Semple et al., 2011). Estas caracteristicas descritas y su similitud con
las hBD-3 los convierte en interesantes PAMs con potencialidades para el desarrollo de novedosos

antimicrobianos en el tratamiento de enfermedades infecciosas (Montero-Alejo et al., 2017).
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IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1. Células y Medios de cultivo
IV.1.1. Lineas celulares:

Las lineas celulares utilizadas pertenecen al cepario del laboratorio de cultivo celular del IPK. Sus

caracteristicas se describen a continuacion:

> Vero (ATCC CCL-81): linea continua obtenida en 1962 a partir del rifidn de un mono verde
africano adulto normal (Yasumura, 1962). Se recibio en el laboratorio de Cultivo Celular proveniente
de la ATCC en el subcultivo (Sc) 126. Se empled para el estudio entre los Sc 131-136. Se
mantuvieron en el area de Cultivo Celular del laboratorio de Control de la Calidad EPOVAC del

Centro de Inmunologia Molecular (CIM).

> Hep-2 (ATCC CCL-23): linea continua obtenida en 1952 a partir de un carcinoma
epidermoide de laringe humano (Moore et al., 1955). Se recibié en el laboratorio de Cultivo Celular
proveniente de la ATCC en el Sc 363 y se utilizd para el estudio entre los Sc 367-372. Se
mantuvieron en el laboratorio de Cultivo Celular del IPK.

1VV.1.2. Medios de cultivos

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las lineas celulares fue: Medio Minimo Esencial
de Eagle (EMEM) (GIBCO, EE.UU), el cual contiene solucion salina balanceada de Earle, aa no
esenciales, L-glutamina, piruvato de sodio y bicarbonato de sodio a una concentracion de 1500
mg/mL suplementado con suero fetal bovino inactivado (SFBI) (SIGMA, EE.UU) al 10%. Para el

mantenimiento de las lineas el mismo fue suplementado con SFBI al 2%.
1V.1.3. Reactivos y soluciones

Los diferentes reactivos y soluciones empleados para el desarrollo de este trabajo se describen a

continuacioén:

> Tripsina 0,25% con EDTA 1 mM (GIBCO, EE.UU): empleado para separar la monocapa

celular.

> Dimetilsulféxido anhidro (DMSO) (SIGMA, EE.UU): agente criopreservante
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> Azul de tripano: (Thermo Fisher Scientific, EE.UU) al 0,4% en tampdn fosfato salino (PBS,
del inglés Phosphate Buffer Saline) colorante utilizado para el conteo celular en caAmara de Neubauer.

> Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) (SIGMA, EE.UU):

empleado en el ensayo colorimétrico para medir citotoxicidad
> Metanol: empleado para fijar las células en las placas.

> PBS (CAPRICORN, Alemania): empleado para los lavados de la monocapa celular. Contiene
NaCL (137 mmol/L), KCI (2,7 mmol/L), Na2HPO4 (10 mmol/L) y KH2PO4 (1,8 mmol/L). pH (7,0-
7,6)

Las lineas celulares se sembraron a una concentracién de 1x10° células/mL y se depositaron 100 pL
de las células en cada placa de 96 pocillos CELLSTAR® (GreinerBio-One®, EE.UU), 2 mL en cada
pozo de las placas de 6 CELLSTAR® (GreinerBio-One®, EE.UU), 5 mL para los frascos de cultivo
de 25 cm?y 20 mL para los frascos de 75 cm? (GreinerBio-One®, EE.UU). Se incubaron a 37°C, en
atmosfera de CO; al 5% (Binder, EE.UU) hasta que las monocapas alcanzaron un 90-100% de

confluencia (entre 24-48 horas).
IV.2. Cepas virales

Las cepas del VSRh empleadas en el presente trabajo pertenecen al cepario del LNR de virus
influenza y otros virus respiratorios del Departamento de Virologia del IPK.

> VSRh-A (Chab141/94 9p Hep-2 30/11/98): cepa viral con un alto grado de identidad
nucleotidica con la cepa prototipo Long (Valdes et al., 2005). Aislamiento nimero 141 del afio 1994
en Ciudad de la Habana, procedente de un paciente menor de un afo, ingresado en la sala de
respiratorio del Hospital Pediatrico William Soler, con diagndstico clinico de IRA baja de posible
etiologia viral.

> VSRh-B (CH185373p Hep-2 30/11/98): cepa de referencia donada por el Instituto de Salud
Carlos 111 (ISCIII), Espafia.

1V.3. Péptidos truncados analogos de B-defensinas

Se emplearon péptidos sintéticos con secuencias homologas a los péptidos naturales de la familia -
defensina de invertebrados, aislados de los hemocitos de la langosta espinosa Panulirus argus. Las

estructuras sintetizadas corresponden a los extremos N y C-terminal de las estructuras moldes. El
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molde 1 corresponde a panusin y el 2 corresponde a otro molde natural no descrito hasta al
momento. Los péptidos se disefiaron en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular del
CIDEM vy se sintetizaron bajo BPL en el Departamento de Sintesis de Péptidos del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), La Habana, Cuba. Se emple6 para la sintesis, la
metodologia en fase solida Fmoc/tBu, y se obtuvieron grados de pureza por encima del 97% para
cada péptido, determinado por RP-HPLC vy caracterizado por ESI-MS. Toda la informacién
relacionada con los péptidos se muestra en la Tabla 1.

Tabla I: Caracteristicas generales de los péptidos utilizados en el estudio.

o Molde Enlaces Masa Pureza
Péptidos Fragmento | No. aa )
Natural disulfuros Molecular (Da) (%)
Y16P89A carboxilo 23 C1-C4; C2-C3 2822,25 97,75
Y16P90 1 amino 17 1637,60 97,66
M17P34 carboxilo 28 3348,58 98,83
Cl-Cc2
M17P35 2 amino 20 2073,85 99,58

IVV.4. Determinacion de la citotoxicidad de las variantes peptidicas en la linea celular Vero

Se utilizaron placas de 96 pocillos sembradas después de 48 horas con monocapa celular
completamente confluente. Se retird el medio de crecimiento de las células y se afiadieron 100 pL
por pocillo de los cuatro péptidos disueltos en medio de cultivo sin SFBI a diferentes
concentraciones desde 6,25 uM hasta 100 pM. Se utilizaron 6 pocillos por concentracion del péptido
a evaluar, en los pocillos restantes (6) se adicionaron 100 pL de medio de cultivo sin SFBI, estos
ultimos constituyeron el control celular. Las células se incubaron a 37°C, en atmdsfera de CO; al 5%
durante 72 horas, y se observaron diariamente con el objetivo de determinar posibles cambios
morfoldgicos (desprendimiento) en la monocapa celular indicativos de citotoxicidad. Transcurrido
este tiempo, se determind la viabilidad celular en todos los pocillos mediante el ensayo colorimétrico
basado en la reduccion del compuesto MTT por enzimas mitocondriales activas en las células vivas
(Mosmann, 1983). Se afiadi6 a cada pocillo 10 uL de la solucion de MTT a una concentracion de 5
mg/mL en PBS. Las células se incubaron nuevamente a 37°C protegidas de la luz, en atmésfera de
CO; al 5% durante 4 horas. Posteriormente, se eliminé todo el contenido del medio de las células y
se decant6 suavemente sobre papel de filtro. El precipitado formado, se resuspendié mediante la
adicién de 100 pL de DMSO anhidro a cada pocillo, agitando ligeramente la placa durante 5
minutos. La absorbancia se leyé inmediatamente a una densidad 6ptica (DO) de 540 nm con filtro de

referencia a 630 nm, en un espectrofotometro lector de placas multipozos ELX 808 (BIOTEK,
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EE.UU) con el programa integrado Gen5 version 2.00.18. El porcentaje de viabilidad celular
asociado a cada concentracion del péptido se calculd de la siguiente forma:

D050 CT

% viabilidad = m X

100

DOso CT: valor medio de absorbancia de los cultivos de células incubados con los péptidos.

DOs5 CC: valor medio de absorbancia de los controles de células considerados como el 100% de la
viabilidad celular.

La CCsy se defini6 como la concentracion del péptido que provoca la reduccién de la viabilidad
celular en un 50%. A partir de los valores obtenidos se construy6 una curva de viabilidad celular en
funcion de la concentracion del péptido. El ajuste de la tendencia de la curva se realiz6 con el
programa Microsoft Office Excel 2013 y se considerd significativo un valor de coeficiente de
regresion (R?) mayor que 0,85 (Chiang et al., 2002). El ensayo se realizé por duplicado para cada

concentracion de péptidos.

IV.5. Caracterizacion de la actividad antiviral in vitro de variantes peptidicas sintéticas
derivadas de moldes naturales de la familia panusin frente a las cepas de VSRh-A y VSRh-B.

IVV.5.1. Obtencion y titulacion de los bancos virales.

Con el objetivo de multiplicar las cepas virales después de una prolongada crioconservacion e
incrementar el titulo infectivo de estas, se realizaron 3 pases ciegos sucesivos en la linea celular Hep-
2 a todas las cepas virales, en frascos de cultivo de 25 cm?. Para ello se retird el medio de
crecimiento de las células y se inocularon 500 pL de la cepa viral por frasco. Se incubaron a 37°C
durante 1 hora. Luego se afiadieron 5 mL de medio de mantenimiento a cada frasco y se incubaron a
37°C. Se observaron diariamente en un microscopio invertido (OLYMPUS®, EE.UU) hasta que se
observé un 85-100% de ECP. Las células inoculadas se congelaron a -80°C en un congelador UF-
455G (Dometic, Suecia) y se descongelaron en un bafio termostatado (Thermo Scientific, EE.UU) a
37°C. Se utilizaron 500 pL para inocular las células del siguiente pase. EI mismo procedimiento se
realiz6 para adaptar las cepas virales a su multiplicacion en la linea celular Vero a continuacion de

los 3 pases en Hep-2.

Para la obtencién de los bancos virales de trabajo, se utilizaron frascos de cultivo de 75 cm? con

monocapa confluente de las células Vero. Se retir6 el medio de crecimiento a las células y se
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inocularon con 2 mL del contenido de los frascos de 25 cm? del Gltimo pase de cada cepa viral. Las
células se incubaron a 37°C durante 1 hora. Al cabo de este tiempo, se afiadieron 8 mL de medio de
mantenimiento a cada frasco y se incubaron hasta la aparicion del 80-100% de ECP. Las células
inoculadas se congelaron a -80°C y se descongelaron a 37°C, su contenido se centrifugé a 2000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, en centrifuga refrigerada (SIGMA, EE.UU). Con los sobrenadantes
obtenidos se confeccionaron los bancos de trabajo de cada cepa viral. Estos se filtraron por filtros
Minisart 0,22 um (Sartorius, Alemania), se prepararon alicuotas de 500 L por vial y se congelaron a
-80°C hasta su uso posterior.

La titulacion de los bancos se realiz6 en placas de 96 pocillos con monocapa confluente de células
Vero. A partir de una de las alicuotas de cada cepa viral se realizaron diluciones decimales seriadas
desde 10 hasta 10™. Se retiré el medio de crecimiento de las células y se inocul6 cada pocillo con
100 pL de cada dilucion (8 réplicas por dilucién). Se incubaron a 37°C en atmdsfera de CO, al 5%, y
se observaron diariamente en un microscopio invertido. Se realizo la lectura final al 7mo dia y se
determiné como titulo viral la dilucién que produce ECP en la mitad de las réplicas inoculadas,
segun PNO-0072 “Ensayo para determinar la dosis infectiva media en cultivo de tejidos
(DICTso/mL) del CIM.

Para la determinacion del nimero de particulas infecciosas por unidad de volumen (titulo viral)
presentes en la suspension viral, se empled el método de Spearman-Karber (Spearman et al., 1974).
El titulo (T) viral se definié por su valor medio y su intervalo de confianza del 95% (1Cg5%) £ 0,5
log1o (Q5A, 1999).

Los calculos se obtuvieron utilizando la plantilla de Excel HCEX-021 “Determinacién de dosis
infectiva media en cultivo de tejidos”, disponible en la red del CIM.

Para determinar la repetibilidad (precision intra-ensayo) se determiné el coeficiente de variacion
(CV) de los titulos segun la siguiente formula:

CV—DS 100

DS: desviacion estandar promedio de los titulos virales
P: promedio de los titulos virales

Se consider6 como referencia un valor de CV < 20% (Cubana, 2004; Guideline, 2005)
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1VV.5.2. Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta

Con el objetivo de comprobar la multiplicacion de las cepas virales, se realizé el ensayo de IFI a las
diluciones decimales seriadas de las mismas. Para ello se utilizaron placas de 6 pozos sembradas con
monocapa de células Vero confluentes. Se aspir6 el medio de crecimiento y se inocularon 500 pL
por pozo de las diluciones a evaluar (virus puro, desde 10™ hasta 10™), como control celular se
utilizé 500 pL de medio de mantenimiento. Se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 hora a 30°C (shell
vial). Una vez concluida la centrifugacion se aspiré el contenido de cada pozo y se afiadieron 2 mL
de medio de mantenimiento por pozo. Se incubaron durante 5 dias a 37°C, en atmdsfera de 5% de
CO,. Pasado este tiempo se aspir6 el medio de cada pozo, se lavd la monocapa celular con PBS y se
fijaron las células con 2 mL de metanol frio (4°C) por pozo durante 15 minutos. Posteriormente, se
procedid al lavado de la monocapa celular con PBS y a continuacion se afiadieron 800 pL por pozo
del AcM especifico contra la proteina F del VSRh (Chemicon) diluido 1:50 en PBS. Se incub6 1
hora en movimiento, a 37°C en camara hiimeda, pasado este tiempo se lavé la monocapa celular 2
veces con PBS, se dejo secar sobre papel de filtro y se afiadieron 800 uL por pozo del suero de oveja
anti 1gG de raton conjugado con fluoresceina (F6257, SIGMA, EE.UU) diluido 1:32 en PBS con azul
de Evans. Se incub6 45 minutos a 37°C en camara himeda y posteriormente se procedié al lavado de
la monocapa celular 2 veces con PBS durante 5 minutos. Se dejo secar sobre papel de filtro. Se
adicionaron 100 pL de agua destilada por pozo y se procedié a observar en un microscopio invertido
fluorescente (Lietz Diavert, Gena, Alemania) con un lente de 40x (Savodn et al., 2000). Se consider6
un resultado positivo la presencia de 5 0 mas células fluorescentes, segiin PNO-IRA 09 del LNR de

virus influenza y otros virus respiratorios del IPK.
IVV.5.3. Ensayo de evaluacion primaria de la actividad antiviral

Para evaluar la posible actividad antiviral in vitro de los PADs contra las cepas de VSRh, se utilizo la
metodologia propuesta por Alvarez y colaboradores (Alvarez et al., 2009). Se retird el medio de
crecimiento a las células sembradas en placas de 96 pocillos con monocapa celular confluente.
Posteriormente, se afiadieron concentraciones de 25, 50, 75 y 100 puM de los péptidos, por
sextuplicado, disuelto en el correspondiente medio de cultivo sin SFBI. Cada placa sembrada se
incubd durante 1 hora a 37°C en atmédsfera de CO; al 5%. Al cabo de este tiempo se adicionaron a
cada pocillo 10 pL de una solucién que contenia 100 DICTso/mL de cada virus. Se inocularon con
cada cepa viral 6 pocillos sin tratar con los péptidos, los que constituyeron los controles de virus y se
utilizaron 6 pocillos sin tratar con los péptidos y sin inocular con los virus, que constituyeron el

control celular. Para cada concentracion de péptido se utilizaron 2 pocillos sin inocular como
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controles de citotoxicidad. Las células tratadas se incubaron a 37°C en atmosfera de CO; al 5% y se
observaron diariamente al microscopio hasta que todas las réplicas del control de virus presentaran
evidencia de ECP. Se defini6 como ECP la degeneracién progresiva de la monocapa celular,
ocurriendo la destruccion total de la misma en un momento avanzado de la infeccion in vitro, lo que
se corresponde con el 100% del ECP, no siendo evidente en esta linea celular, la clasica formacion
de sincitios (Norrby et al., 1970).

Siguiendo el criterio propuesto por del Barrio y Parra (del Barrio G, 2000) se calcul6 el indice
Selectivo (IS). Este valor representa una medida de la distancia entre la concentracion que resulta
toxica y la concentracion antiviral, por tanto, mientras mayor sea su valor, mayor actividad antiviral
posee el producto evaluado (Hu and Hsiung, 1989). Algunos autores consideran que compuestos
sintéticos con valores de IS mayores que 100 pueden ser considerados agentes antivirales efectivos
(Cosa et al., 2006).

_ €C50
~ CE50

Para ello se determind la CEsp definida como la concentracién efectiva de los péptidos que reduce el
50% del ECP. Esta se calcul6 mediante regresion lineal a partir de la ecuacion de la linea de
tendencia de la curva dosis-respuesta, utilizando el programa Excel, de Microsoft Office version
2013 para un valor de coeficiente de regresién (R?) mayor de 0,85. El ensayo se realizé por
duplicado para cada concentracion de péptidos.

IVV.5.4. Ensayo de reduccion del titulo infectivo

Para evaluar la reduccion del titulo infectivo se emplearon las concentraciones de los péptidos que
resultaron subtoxicas para las células. Las mismas se afiadieron por sextuplicado a las placas de 96
pocillos y se procedié como en el ensayo primario de actividad antiviral. Cuando todas las células
sembradas en el pocillo del control de virus mostraron ECP, las placas se congelaron (-80°C) y se
descongelaron 3 veces. El contenido de los pocillos correspondientes a cada concentracion de
péptido se colectd en viales individuales. Estos se centrifugaron a 2000 rpm, a 4°C durante 10
minutos en una centrifuga refrigerada (SIGMA, EE.UU). Se colectaron los sobrenadantes y se
realizaron diluciones decimales de los mismos (10 hasta 10™%). Se afiadieron por sextuplicado 100
pL de las diluciones de los péptidos en placas de 96 pocillos con monocapa confluente de células.
Las células se incubaron a 37°C en 5% de atmosfera de CO, durante 7 dias. Transcurrido este tiempo
se realizo la determinacion del titulo viral como se describe en el acépite 1V.5.1.
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11.5.5. Ensayo de Inmunofluorescencia Indirecta

Con el objetivo de verificar la disminucion de la multiplicacion viral como consecuencia de la accion
de los péptidos, se realizo el ensayo de IFI a las concentraciones de péptidos que mostraron actividad
antiviral. Para ello se utilizaron placas de 6 pozos sembradas con monocapa de células confluente Se
aspird el medio de crecimiento y se inocularon 500 pL por pozo de las concentraciones de péptido a
evaluar. Se incubaron durante 1 hora a 37°C, en atmdsfera de 5% de CO,. Transcurrido este tiempo
se adicion6 50 pL por pozo del control viral a una concentracién de 100 DICTso/ mL a todos los
pozos con péptidos y al control viral sin péptido. Se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 hora a 30°C
(shell vial). El procedimiento continué como se describe en el acépite 1V. 5.2.

IVV.5.6. Ensayo de la Actividad Virucida

Con el objetivo de estudiar si los péptidos ejercian accion extracelular o efecto neutralizante sobre las
cepas virales empleadas se realizd un ensayo virucida (del Barrio G, 2000). Se mezclaron volumenes
iguales (75 pL) de cada cepa viral y una solucién de los péptidos al doble de las concentraciones
subtoxicas para las células. Se incub6 la mezcla a 37°C, en atmosfera con 5% de CO, durante 1 hora.
Al cabo de este tiempo, se realizaron diluciones decimales seriadas (10™ hasta 10™°) de la misma en
medio de mantenimiento, se retir6 el medio de crecimiento a las placas de 96 pozos sembradas con
monocapa celular confluente y se inoculé cada pocillo con 100 pL de cada dilucién (6 réplicas por
dilucién). Las células se incubaron a 37°C, en atmdsfera con 5% de CO; durante 7 dias. Como
control positivo de este ensayo, se utilizd una mezcla con el mismo volumen de cada suspension viral
y una cantidad equivalente de medio de mantenimiento. Se incubaron a 37°C, en atmdsfera con 5%
de CO, durante 1 hora, se realizaron diluciones decimales seriadas (10™ hasta 10™°) y se inocularon

en las mismas condiciones descritas anteriormente.

Tanto para el control viral como para los péptidos, se determiné la dilucién que produce el ECP en la
mitad de las réplicas inoculadas y a partir de esta se calculd el titulo infectivo residual segun el
procedimiento descrito por Spearman-Karber (Spearman et al., 1974).

El valor de reduccion del titulo infectivo por accion virucida (RAV) para cada concentracion de
péptido se obtiene segun la siguiente formula:

RAV = log10 TC —1log10 TP

Logio TC: titulo del control.
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Logio TP: titulo obtenido después de la adicion de los péptidos
IV.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz utilizando el programa GraphPad PRISM5 version 5.01
para Windows (Software GraphPad). Los datos obtenidos de los ensayos de citotoxicidad y actividad
antiviral se analizaron utilizando un método de regresion lineal con el programa Excel, de Microsoft
Office version 2013. A los datos obtenidos de los ensayos de reduccién del titulo infectivo y
actividad virucida, se les aplicd un analisis de varianzas (ANOVA) de dos factores con Bonferroni

post-tests. Los resultados fueron considerados estadisticamente significativos si p < 0,05.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1. Determinacion de la citotoxicidad de las variantes peptidicas en la linea
celular Vero.

La primera etapa en el estudio de un producto con posible actividad antiviral consiste en
realizar un ensayo cuantitativo que permita evaluar los efectos nocivos sobre las células
0 la citotoxicidad, expresada CCso. EI conocimiento de este valor posibilita
posteriormente emplear intervalos de concentracion inferiores o subtéxicos en los
ensayos de actividad antiviral. Estos ensayos se realizan empleando las mismas células
donde se evaluara esta actividad antiviral, utilizando concentraciones crecientes del
producto (Fernandez, 2008).

El ensayo colorimétrico basado en el empleo de MTT (Mosmann, 1983), permite
cuantificar indirectamente la viabilidad celular a través de la actividad de las
deshidrogenasas mitocondriales. En las células viables estas enzimas reducen el MTT,
de color amarillo, dando lugar a la formacion de un precipitado salino de color pdrpura
denominado formazan. Los niveles de formazan y por tanto la intensidad de la
coloracién en el cultivo celular, se corresponden con los niveles de actividad de las

deshidrogenasas mitocondriales; y por consiguiente, con la viabilidad celular.

En el presente estudio, se evaluo la citotoxicidad de 4 péptidos sintéticos truncados con
secuencias homologas a péptidos naturales de la familia B-defensina de invertebrados,
aislados de los hemocitos de la langosta espinosa Panulirus argus en células Vero.
Estos péptidos sintéticos se corresponden con los extremos C-terminal (Y16P89A vy
M17P34) y N-terminal (Y16P90 y M17P35) de panusin y un péptido nuevo de la
familia de panusin, no descrito hasta el momento. Estos difieren en el nimero de aa y
cisteinas que forman los enlaces disulfuros. Estudios previos demostraron la baja
toxicidad y la actividad antimicrobiana de panusin (Montero-Alejo et al., 2017) y de su
homdlogo nuevo (datos no publicados), sin embargo, no existen estudios previos en la

linea celular Vero que demuestren la actividad antiviral de los mismos.

La evaluacién de la citotoxicidad de los péptidos Y16P89A, Y16P90, M17P34 y
M17P35 en la linea celular Vero por microscopia 6ptica no mostré cambios en la
morfologia de las células y no se observé una disminucién marcada de la intensidad del

color purpura en las concentraciones evaluadas (6,25, 12,5, 25, 50, 75, 100 uM),
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respectivamente. Los porcentajes de viabilidad celular para los 4 péptidos fueron
superiores al 50% en el rango de las concentraciones evaluadas. La media de los valores
de porcentaje de viabilidad celular a la concentracion maxima evaluada para los
péptidos Y16P89A y Y16P90, fue superior al 95%. En el caso de los péptidos M17P34
y M17P35, la media de los porcentajes de viabilidad a la concentracibn méaxima
evaluada fue de 79,4% y 55,5% respectivamente (Figura 6).
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Figura 6: Porcentaje de viabilidad de células Vero expuestas a diferentes
concentraciones (6,25, 12,5, 25, 50, 75, 100 uM) de los péptidos M17P34, M17P35,
Y16P89A y Y16P90. Cada punto representa el valor promedio obtenido en 2
experimentos independientes por sextuplicado. Las barras representan la DS.

Los resultados demuestran que estos péptidos no son citotoxicos para las células
utilizadas en el rango de las concentraciones evaluadas. Para los 4 péptidos se produjo
un comportamiento lineal en la relacidbn porcentaje de viabilidad celular-
concentraciones del péptido, evidenciado mediante el empleo del programa Excel
(Tabla ).

Tabla 11: Valores de CCso y R%obtenidos en la evaluacion de la citotoxicidad para cada
péptido en la linea celular Vero.

Péptidos CCso (UM) R?
M17P34 0.95
M17P35 0,93
Y16P89A > 1Ke 0,96
Y16P90 0,94
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La citotoxicidad de los diferentes PAMs se ha evaluado en diversas lineas celulares, los
resultados demuestran que dichos péptidos no son citotdxicos. De esta manera, se
evalud el efecto citotoxico de a y B-defensinas en células mononucleares de sangre
periférica y en la linea celular Huh7.5. Este analisis revelé que ambas defensinas no
fueron toxicas a concentraciones tan altas como 800 uM (Mattar et al., 2016). La
evaluacion de la citotoxicidad de 13 PAMs a diferentes concentraciones hasta 300 uM
en las células Vero, mostré que solamente 2 de los péptidos redujeron la viabilidad
celular entre 30 y 40% en la concentracion maxima (Sala et al., 2018). En otro estudio
realizado utilizando las lineas celulares C6/36 y Vero, se observd que la viabilidad
celular fue mayor del 80%, incluso a una concentracion de los péptidos evaluados de
200 uM (John et al., 2019). Resultados similares se encontraron en el presente trabajo,
en ninguno de los péptidos investigados, se encontrd actividad citotoxica para las
células Vero en el rango de las concentraciones evaluadas después de 72 horas de
incubacion. De acuerdo a estos resultados los ensayos de actividad antiviral y virucida

se realizaron utilizando los 4 péptidos a las concentraciones de 25, 50, 75y 100 uM.

La variabilidad entre las réplicas encontradas en nuestro estudio pudiera deberse a
diferencias en los subcultivos de la linea celular Vero y en los lotes de medio de cultivo
utilizados al evaluar las concentraciones de los péptidos en ensayos independientes, y a
las alicuotas de los péptidos utilizados para cada ensayo, pues aunque correspondieron a
una misma sintesis y purificacion, se recibieron los cuatro péptidos de forma liquida y

liofilizados.

V.2. Caracterizacién de la actividad antiviral in vitro de variantes peptidicas
sintéticas derivadas de moldes naturales de la familia panusin frente a las cepas de
VSRh-Ay B.

Para la caracterizacion de la actividad antiviral in vitro de los péptidos truncados de
moldes naturales frente al VSRh se utilizaron 2 estrategias principales (proteccion
celular y la neutralizacion de la particula viral) en las células Vero, mediante los
ensayos de evaluacion primaria de la actividad antiviral, inhibicién del titulo infectivo y

reduccion de la actividad virucida.
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V.2.1. Obtencién y titulacién de los bancos virales

El VSRh se replica en varias lineas celulares tales como: HEp-2, HeLa y Vero (Collins,
2007). Estas ultimas poseen una morfologia fibroblastica y se caracterizan por ser
susceptibles y permisivas a un gran nimero de entidades virales. Ademas, resultan muy
utiles para el diagnostico de virus que producen un ECP evidente en las células
infectadas. EI VSRh en las células Vero provoca la degeneracion progresiva de la
monocapa celular, ocurriendo la destruccion total de la misma en un momento avanzado
de la infeccion in vitro lo que se corresponde con el 100% del ECP. La formacion de
sincitios clasico del VSRh, en esta linea celular, no se hace evidente (Norrby et al.,
1970).

Los estudios de la determinacion in vitro de la actividad antiviral de un compuesto
natural o sintético requieren 100 DICTso/mL del virus a analizar (del Barrio G, 2000).
Esto garantiza homogeneidad en las cantidades de virus empleadas en los ensayos y que
la reduccion en los niveles de dafio celular, se produzca por el efecto de la actividad del
compuesto evaluado sobre el virus y no como resultado de bajos titulos virales en el

indculo empleado.

En el presente estudio se emplearon cepas virales criopreservadas durante un largo
periodo de tiempo, a las cuales se les realizaron 3 pases ciegos en las células Hep-2 y 3
pases en Vero para adaptarlas nuevamente a la multiplicacion en cultivo e incrementar
el titulo viral. Este procedimiento permitié obtener bancos virales para los estudios de
caracterizacién de la actividad inhibitoria in vitro de los péptidos frente a las cepas
virales VSRh-A y VSRh-B mantenidas en el laboratorio. En ambos casos se logré la
multiplicacion de las cepas virales lo cual fue evidente por la presencia de ECP del
VSRh en la linea celular Vero (Figura 7).
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Figura 7: Efecto citopético caracteristico producido por la multiplicacion del VSRh en
las células Vero. A: control de células y B: ECP (desprendimiento de la monocapa
celular).

Los valores de titulacion obtenidos se expresaron como la media + DS del titulo viral e
ICe5% £ 0,5 log, de las dos réplicas realizadas independientemente, para cada ensayo
por sextuplicado. Como indice de precision intra-ensayo se calculd el CV de estos
resultados, el cual se comportd por debajo del rango establecido (<20%) para ensayos

bioldgicos en lineas celulares (Cubana, 2004; Guideline, 2005) (Tabla I11).

Tabla I11: Resultados del ensayo de titulacion de los bancos virales empleados en el
estudio.

Cepa viral DICTso/mL 1C95% DS | CV%
VSRh-A 10™% +0,41 (4,41-5,23) | 0,09 | 1,91
VSRh-B 10" +0,50 (3,88 - 4,88) | 0,18 | 4,04

V.2.2. Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta

Para comprobar la multiplicacion viral se realiz6 un ensayo de IFI, utilizando diluciones
decimales seriadas para el VSRh. Como se observa en la Figura 8, en las células
infectadas con el virus puro, se evidencio una inmunofluorescencia total con respecto al
control celular. En los pozos correspondientes a las diluciones del virus (102-10), se
observaron células fluorescentes. A partir de la dilucién 10 no se observaron células
fluorescentes.

38



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 8: Titulacion del VSRh en las células Vero por IFI. A: Control celular; B: virus
puro, C: dilucién 10?, D: 10?2, E: 10°, F: 10™.
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V.2.3. Ensayo de evaluacion primaria de la actividad antiviral

El ensayo de evaluacion primaria de la actividad antiviral se realizé para determinar si
los péptidos M17P34, M17P35, Y16P89A y Y16P90 en las concentraciones evaluadas,
producian un efecto protector sobre las células Vero. La actividad antiviral de un
producto se puede evaluar a través de algunos marcadores virales, entre ellos la
deteccién de acido nucleico, Ag o proteina virales, ECP, etc. EI método de deteccion
mediante inhibicién del ECP requiere que los virus evaluados sean capaces de producir
ECP evidente en las células. La presencia de la actividad antiviral se verifica cuando, a
concentraciones subtdxicas y crecientes del producto, ocurre una disminucién de la
aparicion de dicho ECP (del Barrio G, 2000).

La actividad antiviral se expresé como la CEsy, que es la concentracién del péptido
requerida para reducir en un 50% el ECP después de 5 dias de inoculacion, comparado
con el control viral. Como se observa en la Figura 9, los péptidos M17P34 y M17P35
no inhibieron la multiplicacion viral de la cepa VSRh-A en ninguna de las
concentraciones estudiadas, por lo que no se pudo determinar el valor de CEs ni el
valor de regresion lineal. Los péptidos Y16P89A y Y16P90 inhibieron la multiplicacion
viral pues se evidencié una disminucion del ECP de la cepa VSRh-A, en 33,3% vy
41,7%, respectivamente a 100 uM con respecto al control viral (100 % ECP). El valor
de CEsp no se pudo determinar en las concentraciones evaluadas y los valores de R?
fueron de 0,60, concluyendo que no existe correlacion ECP-concentracion del péptido
en la cepa VSRh-A.

Para analizar si la reduccion del ECP fue significativa, se aplicd un analisis de varianza
(ANOVA) de dos factores con Bonferroni post-test. Los valores obtenidos fueron
altamente significativos para los péptidos Y16P89A y Y16P90, a la concentracion
méaxima (p<0,0001). El péptido Y16P90, a la concentracion méxima mostrd actividad
antiviral significativa (p< 0,05) con respecto al péptido Y16P89A.
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Figura 9: Comparacion de la actividad viral entre los péptidos M17P34, M17P35,
Y16P89A y Y16P90 y frente a la cepa VSRh-A. Y16P89A-VSRh-A: (***p<0,001);
Y16P90-VSRh-A: (***p<0,001); Y16P90-Y16P89A: (*p<0,05).

Para la cepa VSRh-B, los péptidos se comportaron de forma diferente (Figura 10). El
péptido M17P34 no inhibié la multiplicacion viral en ninguna de las concentraciones
evaluadas, por lo que no se pudo determinar su valor de CEsp ni el valor de regresion
lineal. En los péptidos M17P35 y Y16P89A se observd una inhibicion de la
multiplicacion viral concentracién-dependiente con valores de correlacion de 0,99 y
0,90, respectivamente. Esta inhibicion fue mayor para M17P35, obteniéndose una
reduccién de 91,7% del ECP a 100 uM, con un valor de CEsp de 68,7 uM. EIl péptido
Y16P89A a la concentracion maxima, mostré una reduccion de 66,7% y valor de CEs
de 83,3 puM. Por ultimo, el Y16P90 inhibid el 50% del ECP solo a la concentracion
maxima, por lo que su valor de CEso fue de 50 uM. El valor de regresién fue de 0,60,
por lo que no se obtuvo correlacion ECP-concentraciones del péptido. El valor del IS
como pardmetro de la magnitud de la actividad antiviral de los péptidos evaluados no se

determind pues no se pudo obtener el valor de CCsy.

Para analizar cual de los péptidos mostré mayor actividad antiviral frente a la infeccién
con la cepa de VSRh-B, se aplicé un ANOVA de dos factores con Bonferroni post-test.
A la concentracion de 50 uM, solo el péptido M17P35 mostr6 diferencias altamente
significativas (p<0,0001) con respecto al control viral y al resto de los péptidos. A 75
UM, los péptidos Y16P89A y M17P35 mostraron diferencias altamente significativas
(p<0,0001) con respecto al control viral y a los péptidos M17P34 y Y16P90. Entre ellos
(Y16P89A y M17P35), también se encontraron diferencias significativas (p< 0,05). A la
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maxima concentracion, los péptidos M17P35, Y16P89A y Y16P90 mostraron
diferencias altamente significativas (p<0,0001), con respecto al VSRh-B y al péptido
M17P34. A su vez el péptido M17P35 mostrd actividad antiviral altamente
significativas (p<0,0001) con respecto a los péptidos Y16P89A y Y16P90. El péptido
Y 16P89A mostro una diferencia significativa (p< 0,05) con respecto al péptido Y16P90.
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Figura 10: Comparacion de la actividad antiviral entre los péptidos M17P34, M17P35,
Y16P89A y Y16P90 y frente a la cepa VSRh-B. M17P35-VSRhB: 50, 75 y 100 pM
(***p<0,0001); Y16P89A-VSRh-B: 75 y 100 uM (***p<0,0001); Y16P90-VSRh-B:
100 pM (***p<0,0001); M17P35-Y16P89A: 75 puM (*p< 0,05) y 100 puM
(***p<0,0001); M17P35-Y16P90: 100 uM (***p<0,0001); Y16P89A-Y16P90: 100 uM
(*p< 0,05).

Algunos estudios han evaluado la actividad antiviral de PAMs (catelicidinas) frente al
VSRh in vitro e in vivo. Currie y colaboradores en el 2013 utilizando el péptido LL-37 y
3 péptidos truncados del mismo (C-terminal, region central y N- terminal), encontraron
que solamente el péptido completo y el fragmento de la regidn central presentaron
actividad antiviral significativa en la linea celular Hep-2 (Currie et al., 2013).
Posteriormente, utilizando este mismo péptido y un andlogo del mismo, solo se
encontrd actividad antiviral significativa cuando las células Calu-3 se trataron con el

péptido completo previo a la infeccién (Harcourt et al., 2016).

Las defensinas constituyen la primera linea de defensa contra la invasion de los
microorganismos. Se expresan principalmente en las células epiteliales del tracto

respiratorio, gastrointestinal y genitourinario (Yang et al., 2004). Las células del tracto
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respiratorio expresan 4 tipos de hBD (1-4), de ellas la hBD-2 se expresa con mayor
frecuencia desde la cavidad oral hasta los pulmones (Diamond et al., 2000). Algunos
estudios sugieren que existe una estrecha relacion entre la expresion de las hBD-2 y la
patogénesis de las infecciones respiratorias virales, favoreciendo la proteccion o el
incremento de la severidad de la infeccion (Kota et al., 2008; Olvera and Gutiérrez,
2018).

La evaluacién de la actividad antiviral de las hBD frente al VSRh esta pobremente
estudiada. Se ha demostrado que durante la infeccidn, las células epiteliales no
infectadas expresan las hBD-2 restringiendo la multiplicacion viral. Esta expresion
ocurre como resultado de la activacién de NF-kB y la produccién de TNF en respuesta a
la infeccidn viral (Kota et al., 2008). En el 2015, Morales y colaboradores, evaluaron in
vitro la actividad antiviral en la multiplicacion del VSRh y Adenovirus de la hBD-2
recombinante. Estos ensayos demostraron que esta hBD a altas concentraciones, inhibid
completamente la replicacion del VSRh y parcialmente la del Adenovirus (Morales et
al., 2015).

La actividad antiviral de las B-defensinas-2 y 3 (humana y de ratén) se ha evaluado en
las células MDCK frente a diversas cepas de virus influenza. Los resultados de estos
ensayos mostraron, que altas concentraciones de estas defensinas inhibian
significativamente la multiplicacion viral, bloqueando la union y la entrada del virus a la
celula (Doss et al., 2009; Gong et al., 2010; Jiang et al., 2012).

En otras entidades virales también se ha demostrado la actividad antiviral de las hBD.
En el 2010, Scudiero y colaboradores en la linea celular Vero estudiaron las propiedades
antivirales de las hBD 1y 3, ademas de cinco péptidos sintéticos andlogos de estas. Dos
de ellos 1IN y 1C correspondiente a las regiones N y C-terminal, andlogos de la hBD-1 y
el resto, 3N (N-terminal), 31 (dominio interno) y 3C (C-terminal) andlogos de la hBD-3.
Todos los péptidos inhibieron la multiplicacién viral dependiendo de la concentracion
de los mismos. A 50 uM el hBD-3 inhibi¢ casi totalmente la infeccion viral, el analogo
3N, redujo la infeccion viral un 90%, el 1C un 66% y 3l un 73%. En los péptidos
restantes la inhibicion de la multiplicacion fue por debajo del 40%. Estos autores
concluyeron que ambos dominios N y C-terminal de hBD-3 son determinantes en la
actividad antiviral (Scudiero et al., 2010). Con el VIH-1, se encontrd que la hBD 2y 3

inhiben la replicacion viral (Quinones-Mateu et al., 2003) y protegen contra la infeccién
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(Sun et al., 2005). Las hBD inhibieron la multiplicacion del virus de la hepatitis C en las
celulas mononucleares de sangre periférica y Huh7.5 entre 20 y 50 uM, sin embargo las
B-defensinas aviares solo inhibieron la infeccién viral cuando se us6é una concentracion
de 250 uM (Mattar et al., 2016). También con el virus vaccinia se demostré que la hBD-
3 tuvo un potente efecto antiviral (Howell et al., 2007). Similarmente la hBD-3 inhibid
el titulo infectivo del coxsackievirus A16 y B5, enterovirus 71, poliovirus 1 (Chen et al.,
2018) y HSV-2 (Hazrati et al., 2007).

En el presente estudio los resultados encontrados fueron similares a los descritos
anteriormente para los virus respiratorios. En el subgrupo A, solo los péptidos derivados
de panusin (C- terminal y N-terminal) mostraron proteccion celular parcial a la méxima
concentracion evaluada. En la cepa del subgrupo B, los péptidos M17P35, Y16P89A
inhibieron la multiplicacién viral dependiente de las concentraciones de los mismos, el
péptido Y16P90 en cambio, solo a 100 pM mostré una proteccién parcial de la linea
celular ante la infeccion por este subgrupo.

V.2.4. Ensayo de inhibicion del titulo infectivo.

Para confirmar la actividad antiviral de los péptidos que inhibieron el ECP y obtener
informacion adicional de la efectividad de los mismos, se realizd un ensayo de
inhibicién del titulo infectivo. El péptido Y16P90 aunque mostrd inhibicion parcial del
ECP en los ensayos primarios de actividad antiviral para ambos subgrupos, no se pudo
evaluar, por la no disponibilidad del mismo.

El péptido Y16P89A en todas las concentraciones evaluadas mostro reduccion del titulo
viral de 0,6 (25 y 50 puM), 1,4 (75 pM) y 2,8 (100 pM) logio DICTse/mL
respectivamente. Esta inhibicion fue significativa (p<0,05) en las concentraciones 25 y
50 uM vy altamente significativas (p<0,001) en las concentraciones de 75 y 100 uM
(Figura 11).
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Figura 11: Reduccién del titulo infectivo del VSRh-A por la accion del péptido
Y16P89A. 25y 50 UM (*p<0,05); 75y 100 UM (***p<0,001).

En la Tabla IV se muestran los valores obtenidos en la titulacion del VSRh-A frente a la
accion del péptido Y16P89A, expresada como la media £ DS de ambas réplicas por
sextuplicado. Como parametro de precision se calculd el CV. Los resultados se
encuentran dentro de los parametros establecidos para la prueba.

Tabla IV: Valores obtenidos en la titulacion del ensayo de inhibicion del titulo infectivo
del VSRh-A por la accion del péptido Y16P89A.

Concentraciéon (UM) | DICTso/mL 1C95% DS CV%
C(o\?gg'hﬁr)a' . 107 | £041(742-824) | 0 0
25 10"% +0,44 (6,81-7,69) | 0,11 | 1,56
Y16P89A 50 10"% +0,56 (6,69-7,81) | 0,35 | 4,88
VSFJ{h_ A 75 10%4? +0,50 (5,92-6,92) | 0,12 | 1,87
100 10°° +0,49 (451-549 | 0 0

Los péptidos M17P35 y Y16P89A mostraron actividad inhibitoria del titulo infectivo
frente a la infeccion por VSRh-B. Como se muestra en la Figura 12, el péptido M17P35
fue capaz de disminuir el titulo viral con valores muy significativos (p<0,01) de
reduccién de 0,7 logipo DICTso/mL con respecto al control viral, en la concentracion de

50 uM. La reduccion en las concentraciones de 75 y 100 uM fueron altamente
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significativas (p <0,001) de 1,8 y 2,2 logip DICTso/mL. El péptido Y16P89A tuvo
efecto inhibitorio sobre la multiplicacion viral, en todas las concentracion evaluadas,
dicho efecto fue muy significativo (p<0,01) en la concentracion de 25 uM, con valores
de reduccion de 0,8 logiy DICTso/mL con respecto al control viral. En las
concentraciones de 50, 75 y 100 uM se obtuvieron valores de reduccion del titulo viral
de 1,0, 1,3y 2,1 logio DICTso/mL respectivamente. Estos resultados fueron altamente
significativos (p<0,001) con respecto a la cepa viral B. Entre ellos se encontr6
diferencias muy significativas (p<0,01) solo en la concentracién minima. El resto de los
valores de reduccion del titulo infectivo se comportaron de manera similar para ambos

péptidos en las concentraciones evaluadas.
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Figura 12: Reduccién del titulo infectivo de la cepa VSRh-B por la accion de los
péptidos M17P35 y y16P89A. M17P35-VSRh-B: 50 pM (**p<0,01), 75 y 100 uM
(***p<0,001) Y16P89A-VSRh-B: 25 uM (**p<0,01), 50, 75y 100 puM (***p<0,001),
Y16P89A -M17P35: 25 uM (**p<0,01).

Los valores obtenidos en la titulacion de VSRh-B por la accidn de los péptidos M17P35
y Y16P89A, expresados como la media + DS de ambas réplicas por sextuplicado se
observan en la (Tabla V). Como parametro de precision se calculé el CV. Estos

resultados se encuentran dentro de los parametros establecidos para la prueba.
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Tabla V: Valores obtenidos en la titulacion del ensayo de inhibicion del titulo infectivo
del VSRh-B por la accion de los péptidos Y16P89A y M17P35.

Conc(eunl\t/lr)acién DICI;,o/m 1Cos% DS C\V%

Cf’\r/‘gg'hga' : 107 | £055(662-7,72) | 0 0
25 107°° +0,53 (6,97-8,03) | 0,24 | 3,21

VSRh-B 50 10%%° | +0,52 (5,98-7,02) | 0 0
Ml;p35 75 10°*% | £0,49 (4,93-591) | 0,35 | 6,52
100 10>% +0,41 (4,59-541) | 0,24 | 481
25 10842 +0,50 (5,92-6,92) | 0,12 | 1,87

VSRh-B 50 10518 +0,48 (5,69-6,65) | 0 0
Y16;89A 75 10°% | £0,43(5,49-6,35) | 0,12 | 2,03
100 10>% +0,50 (4,59-5,59) | 0,12 | 2,36

Currie y colaboradores durante la evaluacion de la actividad antiviral del LL-37 en
celulas Hep2 frente a VSRh, examinaron el efecto de este péptido en la reduccion del
titulo viral. Los resultados obtenidos en este estudio, demostraron que ocurrié una
disminucién muy significativa de la formacion de nuevas particulas virales infecciosas y

consecuentemente de la diseminacion viral (Currie et al., 2013).

La evaluacion de la reduccion del titulo infectivo del VSRh por la accion de las hBD
y/o PADs esta pobremente estudiada. Nosotros no encontramos reportes en la literatura
que hablaran al respecto. En nuestro estudio encontramos que los péptidos M17P35 y
Y16P89A inhibieron significativamente el titulo viral del VSRh y su posible

diseminacioén al resto de las células no infectadas.
V.2.5. Ensayo de Inmunofluorescencia Indirecta

Para determinar si existié inhibicion de la multiplicacién viral por la accién de los
péptidos y confirmar los resultados obtenidos en los ensayos de actividad antiviral, se
realiz6 un ensayo de IFI a la concentracién maxima (100 uM) del péptido Y16P89A
frente a ambas cepas del VSRh y el péptido M17P35 solo frente al subgrupo B. Como
se observa en la Figura 13, para el subgrupo A, fue evidente una disminucion de la
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multiplicacion viral en presencia del péptido Y16P89A, lo que se corrobora con una

disminucion marcada de las células fluorescentes.

Control celular Control viral (VSRh-A)

VSRh-A+Y16P89A

Figura 13: Resultado del ensayo de IFI en las células Vero previamente tratadas con el
péptido Y16P89A e infectadas con VSRh-A.

En el subgrupo B (Figura 14), en las células tratadas con ambos péptidos e infectadas
con este subgrupo, se observo una disminucion de las celulas fluorescentes, lo que

evidencia una disminucién de la multiplicacion viral.

48



RESULTADOS Y DISCUSION

Control celular VSRh-B
VSRh-B+M17P35 VSRh-B+Y16P89A

Figura 14: Resultado del ensayo de IFI en las células Vero tratadas previamente con 100
UM de los péptido M17P35 y Y16P89A e infectadas con VSRh-B.

Para la entrada del virus a la célula existen tres etapas, que incluyen unién, fusion y
penetracion (Sun and Whittaker, 2003). Para definir cual de estas etapas se inhibid por
la accion de la mBD-2 recombinante en el virus influenza, se realizaron ensayos
cinéticos en las células MDCK, utilizando la inmunofluorescencia. Estos resultados

demostraron que la mBD-2 recombinante inhibié la infeccion viral al bloquear la
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entrada del virus a las células (Gong et al., 2010). Resultados similares encontramos en
el presente estudio, utilizando un AcM contra la proteina F del VSRh. Este ensayo se
realizé solamente en las células tratadas con los péptidos a la concentracién maxima e
infectadas posteriormente con ambas cepas virales y se observd, una disminucion de las
células fluorescentes. Estos resultados sugieren que los péptidos M17P35 y Y16P89A

pudieran actuar sobre los receptores celulares, impidiendo la unién del virus a la célula.
V.2.6. Ensayo de la Actividad Virucida

El ensayo de actividad virucida se realizd para determinar si los péptidos M17P34,
M17P35, Y16P89A y Y16P90 en las concentraciones evaluadas producen un efecto
neutralizante directo sobre la particula viral. Para esto, la suspension viral de cada
subgrupo se incubd con cada péptido (25, 50, 75, 100 uM) durante una hora. En el caso
de Y16P90, el ensayo sélo se pudo realizar a las concentraciones de 25 y 50 uM en el
subgrupo B, debido a la no disponibilidad de péptido.

Los resultados obtenidos demuestran que en el subgrupo A, soélo el péptido Y16P89A,
neutraliza escasamente la particula viral a las concentraciones maximas (75 y 100 pM),
al reducir el titulo viral en 0,7 log;o DICTs/mL en ambos casos. Mediante un anélisis
de ANOVA de dos factores con Bonferroni post test se confirmd que esta reduccién fue
muy significativa (p< 0,01) (Figura 15).
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Figura 15: Actividad virucida de los péptidos en las concentraciones evaluadas frente a
la cepa VSRh-A. Y16P89A-VSRh-A: 75y 100 uM (**p< 0,01).
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La media £ DS de los valores obtenidos de la titulacién en el ensayo virucida (2

réplicas, por sextuplicado cada concentracion) son expuestos en la Tabla VI. Como

pardmetro de precision intra-ensayo se determiné ademas el CV. Los resultados

obtenidos se encuentran dentro de los pardmetros establecidos para el estudio.

Tabla VI: Resultados de los valores obtenidos de la titulacion en el ensayo virucida de
los péptidos contra VSRh-A.

Concentracion

(HM) DlCT5o/mL 1C95%0 DS CV%
Control Viral 4,92
(VSRH-A) 5 10 +0,45 (4,47-5,37) | 0,24 | 4,82
M17P34 104" +0,47 (4,28-5,20) | 0,11 | 2,38
M17P35 - 10> +0,51 (4,83-5,85) | 0,47 | 8,88
Y16P89A 10> +0,50 (4,67-5,67) | 0,47 | 9,17
Y16P90 10> +0,41 (4,76-558) | 0 0
Control Viral 558
(VSRH-A) . 10 +0,50(5,08-6,08) | 0 0
M17P34 10°* +0,50(5,09-6,09) | 0,23 5
M17P35 . 10°~° +0,50(5,08-6,08) | 0,12 | 2,15
Y16P89A 10> +0,44 (5,23-6,11) | 0,23 | 4,12
Y16P90 10°% +0,41 (5,42-6,24) | 0 0
Control Viral 533
(VSRH-A) 5 10 +0,53 (4,80-5,86) | 0 0
M17P34 10*% +0,41 (4,42-524) | 0 0
M17P35 - 10> +0,56 (4,86-5,98) | 0,12 | 2,2
Y16P89A 10*°7 +0,50(4,17-5,17) | 0,23 5
Y16P90 10>% +0,44(4,56-5,56) | 0 0
Control Viral 533
(VSRH-A) . 10 +0,53 (4,80-5,86) | 0 0
M17P34 10*% +0,41 (4,42-524) | 0 0
M17P35 Lo 10 +0,41 (4,42-524) | 0 0
Y16P89A 10*%° + 0,40 (4,20-5,00) | 0,14 3
Y16P90 10>°’ + 0,33 (5,34-6,00) | 0 0

Como se muestra en la Figura 16, en el subgrupo B, a las concentraciones evaluadas,

ninguno de los péptidos tuvo actividad neutralizante sobre la particula viral del VSRh.

Mediante un analisis de varianzas (ANOVA) de dos factores con correccion de

Bonferroni pos test se confirmd que no hubo reduccién significativa (p>0,05) con

respecto al control viral.
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Figura 16: Actividad virucida de los péptidos en las concentraciones evaluadas contra

VSRh-B.

La media £ DS de los valores obtenidos de la titulacién en el ensayo virucida (2

réplicas, por sextuplicado cada concentracion) son expuestos en la Tabla VII. Como

pardmetro de precision intra-ensayo se determiné ademas el CV. Los resultados

obtenidos se encuentran dentro de los parametros establecidos para el estudio.

Tabla VII: Resultados de los valores obtenidos de la titulacién en el ensayo virucida de
los péptidos contra VSRh-B

Concentracion

(HM) DlCT5o/mL 1C95%0 DS CV%
Cg;‘gghg;" - 10*" | +056(411-523) | 023 | 5
M17P34 10*°7 +0,45 (4,22-5,12) | 0,23 5
M17P35 o 10*4 +0,43(3,99-4,85) | 0,12 | 2,72
Y16P89A 104" +0,39 (4,42-5,08) | 0,11 | 2,38
Y16P90 10*" +0,55 (4,20-5,30) | 0,11 | 2,38
e : 10 | £046(4,13-508) | 0,12 | 2,62
M17P34 10*" +0,37(4,38-5,12) | 0,11 | 2,38
M17P35 = 104 +0,40 (3,93-4,73) | 0 0
Y16P89A 10™*° +0,46 (4,13-5,05) | 0,12 | 2,62
Y16P90 10** +0,33 (4,26-4,92) | 0,12 | 2,62
Cg;‘gghg;" : 10 | +058(392-508)| 0 | 0
M17P34 104 +0,50 (3,92-4,92) | 0,12 | 2,72
M17P35 75 10** +0,43 (3,82-4,68) | 0,11 | 2,72
Y16P89A 10*°7 +0,33 (4,34-5,00) | 0 0
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Y16P90 -

Cf\?;rF‘gLYg;" i 100 | +0,58(3,92-508) | 0 0
M17P34 10** +0,47 (3,78-4,72) | 0,11 | 2,66
M17P35 (i 104 +0,44 (3,73-4,61) | 0 0
Y16P89A 10™*° +0,17 (4,42-4,76) | 0,12 | 2,62
Y16P90 -

Difrentes estudios han evaluado la actividad virucida de los B-defensinas en algunas
entidades virales. Desafortunadamente, no ha sido publicado hasta el presente ningun
estudio relacionado con la actividad virucida de las B-defensinas contra el VSRh.
Solamente, se ha estudiado in vitro la interaccion entre este virus y la catelicidina (LL-
37). Harcourt y colaboradores demostraron que la preincubacién del virus con este
péptido a 50 uM, impidi6 eficientemente la unién del virus a la célula. Estos resultados
son consistentes a los reportados en estudios previos donde se demostrd que este
péptido actla directamente sobre la particula viral, desestabilizando su envoltura e
impidiendo su union a las células (Currie et al., 2013; Currie et al., 2016).

Existen otros trabajos en los que se evalla la actividad de las B-defensinas frente a otras
entidades virales, por ejemplo Mattar y colaboradores demostraron la actividad
extracelular de las hBD y una - defensina aviar frente al virus de la hepatitis C. Estos
resultados revelaron que todas las hBD tuvieron una actividad virucida significativa a
bajas concentraciones de los péptidos. A diferencia de esto, la - defensina aviar, solo
mostro actividad virucida a la concentracion maxima evaluada (250 uM) (Mattar et al.,
2016). La actividad virucida de 2 hBD (1 y 3) y 5 analogos (1N, 1C, 3N, 3C y 3I) de
estas, se evaluaron frente al VHS a una concentracion de 20 pM. Las hBD-1 y 1IN
mostraron escasa actividad virucida, las hBD-3, 3C, 31 y 1C actividad virucida parcial,
mientras que la 3N mostrd actividad virucida significativa (Scudiero et al., 2010). Méas
recientemente se encontré que la hBD3 posee una potente actividad virucida frente al
Enterovirus 71 (Chen et al., 2018) .

Los resultados obtenidos en el presente estudio no coinciden con los reportados en la
literatura para otras entidades virales. En las concentraciones evaluadas para cada
péptido se encontrd actividad neutralizante escasa sobre la particula viral solo en las
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concentraciones de 75 y 100 uM del péptido Y16P89A frente al subgrupo A. Los demas
péptidos no mostraron actividad virucida en ninguno de las cepas virales de VSRh.

Este trabajo constituye el primer estudio realizado en Cuba y a nivel internacional,
donde se evalla la actividad antiviral de péptidos analogos de panusin contra el VSRh.
Como es conocido, este virus constituye uno de los patbgenos mas importantes asociado
con infeccion del TRI en lactantes y nifios menores de 5 afios, para los cuales
actualmente no existe una vacuna o tratamiento especifico. Los resultados obtenidos en
la presente investigacion son de gran utilidad pues se realiza un exhaustivo estudio de
un posible compuesto antiviral que inhibio significativamente la multiplicacion del
VSRh, con baja citotoxicidad, ademéas de su bajo costo. Estos resultados sientan las
bases para futuras investigaciones que proporcionaran nuevas alternativas para el disefio

de posibles drogas antivirales basadas en PAMs.
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IV. CONCLUSIONES

Los péptidos analizados no fueron citotdxicos en las concentraciones evaluadas para las
células Vero, lo que permitié su utilizacion en los ensayos de caracterizacion de la

actividad antiviral.

La actividad antiviral observada contra el VSRh empleando concentraciones maximas
de los péptidos derivados de la familia panusin permite sugerir que un aumento de la

concentracion inhibira la replicacion de esta entidad viral en las células Vero.

Los ensayos de inhibicion del titulo infectivo e inmunofluorescencia sugieren la
capacidad de algunos péptidos de afectar la unién del virus a la célula e inhibir la
formacion de nuevas particulas virales infectivas de VSRh.

La ausencia de la actividad virucida de los péptidos evaluados pudiera estar relacionada
con la incapacidad de estas moléculas para neutralizar directamente la particula viral en

células Vero.

Los ensayos demostraron que es posible contar con un péptido sintético de la region C-

terminal de panusin como posible agente antiviral contra el VSRh.
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VIlI. RECOMENDACIONES

Continuar los estudios de caracterizacion in vitro de la actividad antiviral de las
variantes peptidicas mas efectivas modificando las concentraciones de los péptidos
frente al VSRN..

Realizar los ensayos de tiempo de adicién de las variantes peptidicas mas efectivas
frente al VSRh

Realizar los estudios de caracterizacion in vitro de la actividad antiviral de otros moldes

naturales conocidos de la familia tipo panusin.

Realizar estudios mediante PCR en tiempo real para cuantificar la carga viral de los
sobrenadantes obtenidos en los ensayos de evaluacion de la actividad antiviral frente a
VSRh en células Vero.

Estudiar los determinantes estructurales que muestran el potencial antiviral de estos
péptidos sobre VSRh.

Realizar estudios en modelos experimentales in vivo de las variantes peptidicas mas

efectivas.
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