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1. INTRODUCCION
1.1 Citomegalovirus Humano

1.1.1 Generalidades: Clasificacion, estructura y genoma

El citomegalovirus humano (HCMV) o herpesvirus-5 (HHV-5) pertenece a la familia
Herpesviridae, en concreto a la subfamilia Bethaherpesvirinae. Se encuentra entre los
herpesvirus que pueden infectar a humanos (Gugliesi, 2020; Griffiths, 2021). El HCMV infecta
entre un 40 a casi un 100% de la poblacion humana (Jean Beltran, 2014), y entre la multitud de
células que pueden ser infectadas por HCMV, encontramos células musculares lisas,
fibroblastos, macréfagos, hepatocitos, células dendriticas y células endoteliales vasculares
(Gugliesi, 2020).

En cuanto a la estructura de la capside del HCMV, esta constituida por tres regiones principales:
una nucleocéapside icosaédrica que contiene el genoma de ADN lineal de doble cadena, un
tegumento proteico que rodea a la céapside, la cual es una regién compleja y con gran
importancia en la infeccion, y una envoltura lipidica que rodea al virus. La capa lipidica deriva
de la célula huésped, a la cual se le adicionan proteinas estructurales propias del virus. El
genoma codifica numerosas de estas glicoproteinas estructurales: gB, gH, gL, gO, UL128,
UL130, UL131. Segun su disposicién en pentamero (gH/gL/UL128/UL130/UL131) o trimero
(gH/gL/g0) se determina el tropismo celular y son determinantes para la entrada del virus en la
célula. La doble cadena de ADN viral clasifica a este tipo de virus en el grupo | dentro de la

clasificacion de Baltimore (Figura 1).

Figura 1: Estructura de Citomegalovirus Humano (HCMV). gB y gH representan glucoproteinas
virales de membrana. Tomada de http://synapticpg.com/cmv_fisiopatologia.html



http://synapticpg.com/cmv_fisiopatologia.html

El genoma esta compuesto aproximadamente por unas 230 kb y esta formado por dos regiones
unicas (UL y Us), cada una flanqueada por dos regiones repetidas (Cunningham, 2010; Gugliesi,
2020) (Figura 2). La expresion de los genes durante la infeccion de HCMV se lleva a cabo de
manera temporal, en 3 fases: genes inmediatamente tempranos, en la que se transcriben los
genes que controlan el entorno celular, regulan la expresion de otros genes virales y son

responsables de la activacion de los genes tempranos y tardios (Isomura & Stinski, 2003).

Genoma viral
TRL UL IRL |IRS US TRS

Figura 2: Estructura del genoma de Citomegalovirus. TRL e IRL se refieren a las regiones repetidas
del segmento largo Gnico (UL). IRS y TRS son las regiones repetidas que flanquean al segmento corto
Unico (Us) (Sanbonmatsu Gamez et al., 2014)

Se conocen dos mecanismos de entrada en la célula por HCMV. Por un lado, el virus ingresa
en las células por endocitosis, seguido de una fusion dependiente de pH bajo. Esta endocitosis
requiere la unién de un complejo formado por las proteinas gH, gL y otras tres proteinas
codificadas en la region en UL128, 130, 131A con la proteina neuropilina-2 (Nrp-2). En el caso
de que las células infectadas sean fibroblastos, la entrada del virus no se produce por endocitosis
sino que ésta es iniciada por la union del trimero gH, gL y gO al receptor o del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa) (Ryckman et al., 2006; Wang & Shenk, 2005).
Esta union desencadena una sefializacion que desemboca en un cambio de conformacién en la
glicoproteina viral gB. A medida que gB se repliega en su conformacién de post-fusion, las
membranas viral y celular se fusionan, creando un poro de fusion, a través del cual la capside

viral puede liberarse al interior celular (Connolly et al., 2021) (Figura 3).

La cépside se dirige entonces al nucleo celular donde se libera el material genético mientras
que las proteinas del tegumento controlan la respuesta de las células del huésped (Jean Beltran
& Cristea, 2014) (Figura 4).
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Figura 3: A. Entrada de HCMV en células epiteliales: Se demuestra la interaccién entre las proteinas
virales de superficie (UL128, 130, 131% junto con gHGL) y la proteina neuropilina-2 (Nrp-2) de la
superficie celular. B. Entrada en fibroblastos hunmanos. Se demuestra la interaccion de gHGL y gO con
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa). C. Fusion de membrana viral y membrana
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Figura 4: Ciclo de infeccion de HCMV.

A. Tras la interaccion con los receptores el virus es introducido en la célula. B. A través de un transporte
por microtubulos la particula viral desnuda llega hasta el ndcleo. Aqui se circulariza la cadena de ADN.
C. Se da la expresion de genes virales hasta formar nuevas particulas virales. Se transportan mediante un
sistema de membranas adquiriendo las proteinas que formaran la envoltura. D. Se produce la liberacién
del virus completo (Jean Beltran & Cristea, 2014).



A partir de aqui comienza la cascada de expresion de los diferentes clusters de genes: genes
inmediatos tempranos, genes tempranos inmediatos, genes tempranos, genes tardios y genes
de evasion inmunoldgica. Son los genes tardios los que hacen que comience el ensamblaje de
la particula viral (Figura 5). No obstante, después de la infeccion existen dos vias: via litica 'y
via lisogénica. En el caso de que el virus desarrolle latencia viral, por ejemplo en células
progenitoras hematopoyéticas, no podré realizar la infeccion por la via litica (S. J. Chen et al.,
2022; Griffiths & Reeves, 2021). La latencia viral se puede deber a la ausencia de replicacion
litica sumada a la capacidad que tiene el virus de reactivacion en ciertas condiciones, como
son la diferenciacion y la sefializacion mediada por inflamacion (Griffiths, 2021).
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Figura 5. Cascada de expresion genomica en CMV. (Sanbonmatsu Gamez et al., 2014)

1.2 Impacto clinico de la infeccion de HCMV

1.2.1 Infeccién de HCMV en la poblacién

Como se comentd anteriormente, tras la primera infeccién el HCMV puede volver a activarse
en el huésped inmunosuprimido tras un periodo de latencia. Es por ello que, en la poblacion
sana e inmunocompetente, la mayoria de infecciones por HCMV evolucionan de manera
asintomatica y no llegan a producir enfermedad (Gugliesi et al., 2020; Yurochko, n.d.). Existe
un equilibrio entre la infeccién viral y el sistema inmune mediando por inmunoglobulinas de
tipo G (Ig-G) (Gugliesi et al., 2020). En el momento en el que rompe este equilibrio, puede
darse tal reactivacion. (Griffiths & Reeves, 2021). En el caso de pacientes inmunodeprimidos
la incidencia de la enfermedad por HCMV es mas alta, sobre todo debido a la deficiencia de

linfocitos CD4+ y CD8+ (Gugliesi et al., 2020). Esta falta de accion de la respuesta celular



especifica puede ser debido tanto a patologias, como a trasplantes. La infeccion puede darse

también de manera congénita.

La infeccion por HCMV es una de las mas frecuentes en pacientes recién trasplantados, tanto
en receptores de trasplante de dérgano sélido (TOS) como de progenitores hematopoyéticos
TPH), ademéas de ser una infeccion oportunista en individuos con VIH. Estas infecciones
pueden llegar a la presencia del virus en sangre o viremia y una alta carga viral, y esta infeccion
diseminada puede desembocar en afectacion organica, con elevada morbilidad y mortalidad en
esta poblacién (Griffiths & Reeves, 2021).

En referencia a los pacientes inmunosuprimidos, dependiendo de su afectacion, podemos
encontrar diferentes cuadros clinicos: desde fiebre con o sin hepatitis en pacientes receptores
de TOS, neumonitis en receptores de TPH, o retinitis y encefalopatias en el caso de pacientes
infectados por VIH (Sanbonmatsu Gamez et al., 2014). Los casos mas graves se dan en aquellos
pacientes con TOS que son seronegativos para el virus, a los que les ha sido trasplantado un
organo procedente de un individuo donador seropositivo para HCMV. En caso de que el
receptor fuera seropositivo, podria darse una reactivacion, no obstante, de menor gravedad que
en la primera situacion (Sanbonmatsu Gamez et al., 2014).

1.2.2 Tratamientos en pacientes inmunodeprimidos con infecciéon HCMV

Debido a la gravedad de la infeccion en pacientes inmunodeprimidos es necesario el suministro
de farmacos antivirales para prevenir o tratar la potencial infeccién. Actualmente, el farmaco
de eleccion, tanto para la profilaxis como para tratamiento de infecciones por HCMV es
ganciclovir (S. J. Chen et al., 2022; S. Chen & Wang, 2019). Este antiviral es un analogo de
aciclovir, un potente agente contra la familia de Herpesvirus (HSV) (Summary, n.d.-a).
Ganciclovir es un inhibidor competitivo de las ADN polimerasas virales, tanto de herpes simple
como de CMV. Se convierte en ganciclovir trifosfato, el cual impide la incorporacion de
desoxiguanosina trifosfato en la elongacion de del ADN viral. Después de la liberacién de
pirofosfato, el ganciclovir monofosfato puede afadirse al final de la cadena de ADN viral
ralentizando la replicacion (Summary, 2020). En caso de generacion de resistencia por parte
del virus, existen otras alternativas como cidofovir o valganciclovir. Al igual que Ganciclovir,
cidofovir es un inhibidor de la polimerasa viral de HCMV (Summary, n.d.-b). Debido a las
dificultades asociadas con el uso prolongado de tratamientos intravenosos y su caracter invasivo
se han desarrollado tratamientos orales como valganciclovir. Este compuesto es un profarmaco

del ganciclovir, por lo que mantiene el mismo mecanismo de accion, y muestra una



biodisponibilidad diez veces superior al farmaco de origen. Las enzimas esterasas presentes en

el intestino y el higado transforman répidamente el compuesto en ganciclovir.

Otro farmaco, de reciente desarrollo y muy utilizado en la actualidad, sobre todo como
profilaxis, es letermovir, farmaco que actta inhibiendo el complejo ADN terminasa de HCMV,
en concreto la subunidad codificada por la region UL56 en el genoma (El Helou & Razonable,
2019). Este procedimiento resulta necesario para la escision e introduccion en la capside del
material genético y es empleado en situaciones de reactivacion de HCMV o pacientes
seropositivos los cuales son receptores de trasplantes (Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios Comunidad et al., 2019). Otra alternativa es foscarnet, un antiviral que
impide la replicacion en la familia Herpesviridae (AEP, 2020). La estructura de estos antivirales

se muestra en la Figura 6, y sus principales caracteristicas se especifican en la Tabla 1.

La actividad variable de todos ellos, en su lugar de accién, sumado a la toxicidad relacionada
con la administracion como por ejemplo de ganciclovir, que desaconseja Su UsO en pacientes
inmunodeprimidos, y la creciente identificacion de HCMV resistentes a todos ellos, tanto de
este farmaco como de otros inhibidores de la ADN polimerasa viral como, hacen necesario el
desarrollo de nuevos farmacos (S. Chen & Wang, 2019).

Figura 6. Estructuras de farmacosn anti-HCMV. A. Aciclovir B. Ganciclovir C. Cidofovir D. Letermovir
E. Ganciclovir. Tomado de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acyclovir

Tabla 1. Caracteristicas de los medicamentos antivirales aprobados frente a HCMV.

Drug Ganciclovir and Foscarnet Cidofovir Letermaovir
Name valganciclovir
Meochamiam 1-Secoypanosine swlogus Pyrophosphate walogue Acyzhe mumaphosphate dearpoyt- Inhisits virsd ter
of action Competitive befing 1o ULS Noncompetitive inhbitar of many | dne amlogue Mirse carmgiex,
ONA pelymerase ANA wrsd DNA postymer s Competitivn subserate of LSS DNA | sacoded by genes
Nawds phasphorytatian by CMV | (ULS4 DNA polymerase in CMY) | polymersse leads 1 inhsbition of vieal | UL, LLST
(UL T encoded) and hast Viresate agent DNA gynihesis through ncorpors- ULy
hinases ven Into growing viesl DNA cham Vieostatic agant
Virastatic agent Virostatx agent
Indeatony CMV retnits CMV retioitn CHMYV retinith CMV prophylace
uses CMY prophylaxs SOT Nan-FDA uses Non-FDA e n O
Nan-FDA usex second line for GOV resistant Ird b for GOV resseant CMV veropositive
CMV diserse CMV dunsse therapy, prophyions | dassss therspy prophylocs or pre- | HSCT reciprmnts
CMV pressvptive wrategy or preemptive tharapy ervgtive therady
CMV prophplaxis in HSCY
Formulations | GCV IV only v eoly v only I¥ and PO
VGCY anal Upid conpgate not yee approved
(brincidatovr)
Adverse Pancyropenta and myefoaup- Renal inury Rersd inqury Urcommon,
oacty pressan (wukopenianeutrope- Elwctralytes wasting Protenuria iaindy GI (gastr-
Nas+) Neutropenia Neutrepenia o, fauken), dys-
Rersy! mqury Less comman: headache, diarrhes, | Ocular toalcity (eis, uveiis, poes, hupatics
Diarrhea fever, QTc profongation umblyopia)
Lets common: prurina, neuses, Lem common: headaches, vvering,
fever, torsade de poime ruh, alopeca. dyspnea
Resistance Mutations n LLF7 gene pravent | Mutasom in ULSS gene prevent Mutations s ULSS gane prevent Mutations n
mechanivm sctivation of drg bindng to DNA pelymerss (may | bisding to DNA polymerase (may ULSS gone
Mutstions in ULSH gene prevent confer crons runzance with ol confer Cross-rasatance with all Less commaniy,
binding to DNA pelymersae (may | DNA-palymerste active antivesh) | DNA.polymerase sctive antiviesh) mutabens &
Confer crams-resstance with ol WULS/! or LULBY
DNA.-polymerase active genes
antwiral)
CMV. o > . GV, Gaacidhowr; MICT, Semmtopowsc stam cof sramplanc. ™ ntrswesans; PO, ond; GL preroiotmstisal. YOO Yepnciciaer

1.3 Alternativas: Derivados de Niclosamida

La niclosamida es un derivado del acido salicilico, la cual se encuentra aprobada por la FDA
para su uso como tratamiento para infecciones por helmintos (Xu et al., 2020). Se ha
comprobado su efecto en distintas rutas de sefializacion como la NF- B, implicada en la
regulacién inflamatoria al controlar la expresién de citoquinas, moléculas de adhesion o incluso
enzimas como la éxido nitrico sintasa (Moynagh, 2005), la via Notch, implicada en procesos
de proliferacion celular (Kopan, 2012) o la interaccion Wnt/B-catenina (MacDonald et al.,
2009), la cual hace posible el desarrollo embrionario y la homeostasis adulta (Xu, Shi, et al.,
2020). Este farmaco actia a nivel de la fosforilacion oxidativa inhibiéndola y, por tanto,
inhibiendo a la mitocondria (Andrews et al., 1983; Weinbach & Garbus, 1969) e induciendo asi

la muerte celular por apoptosis (Xu, Shi, et al., 2020).

Es debido a su amplio espectro de accién y su capacidad de modular el sistema inmune que se
ha descubierto su aplicacion en varias enfermedades: cancer, enfermedades metabdlicas e

infecciones bacterianas o virales (Xu, Shi, et al., 2020). Un ejemplo de su accién antitumoral
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se observo en células cancerosas de pulmoén gracias a la accion del grupo 2-hidroxilo (He et al.,
2021). Adicionalmente, se ha encontrado eficacia en multitud de tipos de virus con este
compuesto, como frente a rinovirus (Jurgeit et al., 2012), adenovirus humano (Marrugal-
Lorenzo et al., 2019; Xu et al., 2021; Xu, Berastegui-Cabrera, Chen, et al., 2020), flavivirus (Li
et al., 2017) o coronavirus (Lawal et al., 2023; Wen et al., 2007; Wu et al., 2004), entre otros
(Xu, Shi, et al., 2020). En el caso de adenovirus, el farmaco muestra unas caracteristicas muy
favorables para el tratamiento contra este virus mostrando una alta actividad antiviral in vitro,

inhibiendo el transporte desde el endosoma hasta la membrana nuclear (Xu et al., 2021).

Uno de los inconvenientes de la niclosamida es su elevada toxicidad y baja biodisponibilidad
(Xu, Berastegui-Cabrera, Chen, et al., 2020; Xu, Shi, et al., 2020). Es por ello que, como
alternativa, se ha propuesto el desarrollo de compuestos derivados de éste, con el objetivo de
identificar moléculas que mantengan su actividad antiviral pero mejorando su perfil
farmacocinético y seguridad. En estudios anteriores, (Xu et al., 2021; Xu, Berastegui-Cabrera,
Ye, et al., 2020) muestran la actividad antiviral y citotoxicidad de una libreria de compuestos
derivados del niclosamida. A través de diferentes reacciones se obtienen los distintos farmacos
utilizados para llevar a cabo estudios propios, como este proyecto en concreto. Tales
compuestos muestran mejoras con respecto a la toxicidad y la actividad antiviral frente a
adenovirus. Volviendo a la efectividad de tales compuestos frente a adenovirus, concretamente
contra adenovirus humano 5 (HAdV-5) se demuestran que los derivados entre los que se
demuestra  mayor  potencial  antiviral,  encontramos  5-Chloro-N-(3-fluoro-5-
(trifluoromethyl)phenyl)-2-hydroxybenzamide (JMX0312), obtenido a partir de wuna
conjugacion con un grupo atractor de electrones, o tert-Butyl 4-(((3-chloro-4-(5-chloro-2-
hydroxybenzamido)-phenyl)amino)methyl)piperidine-1-carboxylate (JMX0461), el cual se
obtiene a partir de la introduccion de un “linker” para a-aminoécidos (Xu, Berastegui-Cabrera,
Chen, et al., 2020; Xu, Berastegui-Cabrera, Ye, et al., 2020). En estudios posteriores del mismo
grupo se descubre un nuevo derivado 5-Chloro-N-(cyclohexylmethyl)-2-hydroxybenzamide
(JMX0493), a través de la condensacion del &cido 5-cloro-2-hidroxibenzoico con 5-
ciclohexilmetanamina. Este demuestra un mayor indice de selectividad que los anteriores e

inhibe la salida del endosoma de las particulas virales (Xu et al., 2021).

Para la obtencion de posteriores compuestos se parte de la reduccién de la niclosamida y una

posterior n-acetilacion o n-alquilacion (Xu, Berastegui-Cabrera, Chen, et al., 2020).

11



2. JUSTIFICACION

Actualmente existe una deficiencia de farmacos para el tratamiento de las infecciones por
HCMV, debido fundamentalmente a las resistencias virales que generan las alternativas
terapéuticas disponibles y su elevada toxicidad, especialmente en la poblacion
inmunosuprimida, la més susceptible a la infeccion y enfermedad por HCMV.

La niclosamida ha demostrado ser eficaz frente a virus tales como HAdV5, SARS-CoV-2...
Sin embargo, debido a la toxicidad y sus caracteristicas farmacocinéticas adversas dificulta el

desarrollo clinico.

En base a estos estudios, se planted un proyecto para este estudio de una biblioteca de derivados
de niclosamida, entre los cuales se encuentran los anteriormente comentados y estudiados como
JMX0312, IMX0281 con la adicion de 11 nuevos compuestos sintetizados a partir de la N-

acetilacion, con el fin de evaluar su actividad frente HCMV.
3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este proyecto es evaluar la actividad antiviral de los derivados de

niclosamida seleccionados por su actividad anti-HAdV, frente al HCMV.
Para ello se plantearon dos objetivos especificos:

1. Estudiar la citotoxicidad in vitro de los compuestos derivados de niclosamida en células
HFF-1, utilizadas para la evaluacién de su actividad anti-HCMV.

2. Evaluar la actividad anti-HCMV de la libreria de compuestos desarrollados.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Compuestos derivados de niclosamida

Para este estudio se han seleccionado 13 derivados de niclosamida (Tabla 2) ya evaluados
previamente frente a HAdV (Xu et al., 2021; Xu, Berastegui-Cabrera, Ye, et al., 2020).

Estos compuestos fueron disefiados y sintetizados por el laboratorio del Prof. Jia Zhou, del
Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la University of Texas Medical Branch
(Galveston, Texas, USA). Todos ellos, se proporcionaron en polvo valorado, fueron

resuspendidos en 1 mL de dimetil sulféxido (DMSQO) (Sigma Aldrich) y se almacenaron a -
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20°C hasta su utilizacién. Las diluciones para los ensayos de actividad antiviral se realizaron
en DMSO.

Tabla 2. Resumen de derivados de niclosamida evaluados

Cadigo Descripcion
JMX0940 5-Chloro-N-(2-fluoro-4-nitrophenyl)-2-hydroxybenzamide
JMX0895 5-Chloro-2-hydroxy-N-(4-nitrophenyl)benzamide
JMX0308 5-Chloro-N-(2-chloro-4-(trifluoromethyl)phenyl)-2-hydroxybenzamide
JMX0312 5-Chloro-N-(3-fluoro-5-(trifluoromethyl)phenyl)-2-hydroxy-
benzamide
JMX0887 4-Chloro-N-(3-fluoro-5-(trifluoromethyl)phenyl)-2-hydroxy-
benzamide
JMX0281 (S)-5-chloro-N-(1-((2-chloro-4-nitrophenyl)amino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-yl)-2-hydroxybenzamide

JMX0285 (R)-5-Chloro-N-(1-((2-chloro-4-nitrophenyl)amino)-1-oxo-3-
phenylpropan-2-yl)-2-hydroxybenzamide

JMX0673 5-Chloro-N-((2S,3R)-1-((2-chloro-4-nitrophenyl)amino)-3- methyl-1-

oxopentan-2-yl)-2-hydroxybenzamide

JMX0461 tert-Butyl 4-(((3-chloro-4-(5-chloro-2-hydroxybenzamido)-
phenyl)amino)methyl)piperidine-1-carboxylate

JMX0493 5-Chloro-N-(cyclohexylmethyl)-2-hydroxybenzamide
5-Chloro-N-(2-chloro-4-((4-Hydroxy-2-methylbutan-2-yl)-

NY0611 _ )
amino)phenyl)-2-hydroxybenzamide
5-Chloro-N-(2-chloro-4-(cyclopentylamino)phenyl)-2-

NY0624 ( (cyclopenty )phenyl)
hydroxybenzamide
5-Chloro-N-(2-chloro-4-(((6-hydroxypyridin-3-yl)methyl)-

IMX0464 ( (((6-hydroxypy yl)methyl)

amino)phenyl)-2-hydroxybenzamide

4.2 Linea celular y virus

La linea celular HFF-1 de fibroblastos de piel humana (Human Foreskin Fibroblasts) fue
obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), y cultivada
en Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Thermo Fisher) suplementado con un 10% de
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suero fetal bovino (FBS), HEPES a 10 mM, L-glutamina a 4 mM, 100 unidades/mL de
penicilina/estreptomicina a 100ug/mL y 0,1 mM de aminoacidos no esenciales (DMEM
completo) (Xu, 2020; Xu, 2021).

Las cepas de citomegalovirus humano (HCMV) utilizadas fueron la cepa AD-169, obtenida de
la ATCC, y el HCMV-GFP, cedido por Dai Wang (Wang & Shenk, 2005), el cual se obtiene al
sustituir una region adyacente a la de la proteina del tegumento asociada a la capside (pUL32)

en el genoma por la proteina eGFP.
4.3 Propagacion y purificacion viral

La propagacion de las cepas de HCMV fue realizada en el laboratorio mediante la infeccidn de
un cultivo de células HFF al 80% de confluencia en placas de Petri (~1-10° células/placa)
tratadas para cultivo celular, a una multiplicidad de infeccién (MOI, multiplicity of infection)

de 0,05 particulas virales/célula.

Tras una incubacion de 1 h en agitacion a 37°C se retir6 el medio para sustituirlo por medio sin
virus, y se dejo de 6-8 dias a 37°C en una atmosfera al 5% de COg, para permitir al virus
completar su ciclo replicativo. La progenie se recogié cuando el 100% de las células
presentaron efecto citopatico. Entonces, el medio se centrifugd a 3000 rpm a 4°C durante 5
minutos para eliminar los restos celulares, y se alicuot6 y guardé a -80°C para su conservacion
a largo plazo (Britt,2010).

4.4 Titulacion viral

Para conocer la concentracion viral del stock generado se llevd a cabo el siguiente

procedimiento:

En una placa de ensayo realizado en placas negras de 96 pocillos de fondo plano y transparente
con 2-108 células HFF/placa, se afiadieron diluciones seriadas 1:2 del stock de HCMV a lo largo
de 11 pocillos, dejando el ultimo pocillo como control negativo sin infectar. Cada titulacion se
realiza por triplicado. Tras un periodo de incubacién de 48 h a 37°C y 5% de CO, se observa
la fluorescencia generada por la proteina GFP del virus en el microscopio de fluorescencia
Olympus Invertido® en el canal de FITC, en el caso de HCMV-GFP. En cuanto al AD-169,
tras las 48 horas de incubacidn, se observara el efecto citopatico de las células HFF sembradas.
En ambos casos se calcul6 la concentracion de virus necesaria para infectar al 50% (TCID50)

mediante el método de Reed y Muench, y los resultados se expresaron en unidades formadoras

14



de placa por mL (PFU/ml) (Reed & Muench, 1938). Finalmente, se obtuvo un stock de 1-10°
unidades formadoras de placas (PFU/ul), para ambos virus.

4.5 Citotoxicidad de los compuestos

Para comprobar la concentracion a la que los compuestos derivados de niclosamida eran
citotoxicos en un 50%, es decir, para obtener la concentracion que causa el 50% de muerte
celular (CCso), se lleva a cabo un ensayo de citotoxicidad utilizando el kit comercial
AlamarBlue Cell Viability Assay (Invitrogen; Thermo Fisher, MA, USA). Para ello se
sembraron en una placa de 96 pocillos negra, de fondo plano y transparente, 2-10° células HFF
y se incubaron durante 24 h a 37°C y 5% de CO». Al dia siguiente, se afiadieron concentraciones
decrecientes de cada compuesto, concretamente: 200 uM, 150 uM, 100 uM, 80 uM, 60 uM, 40
uM, 30 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM y 2,5 uM. Ademas, se prepar6 un control negativo, al que se
le afiadi6 el mismo volumen de DMSO que se utiliza en los pocillos tratados con los derivados.
Tanto los compuestos, diluidos en DMSO, como el control negativo, no deben tener un volumen
de este superior al 10%, siendo ideal el 1%, para evitar la citotoxicidad propia del DMSO. Este

experimento se realiza por duplicado.

Tras sembrar las células junto con los compuestos, se dejan incubar durante 48 horas a 37°C y
5% de CO». Una vez pasado este periodo de tiempo, se afiade el reactivo de AlamarBlue Cell
Viability Assay (Invitrogen; Thermo Fisher, MA, USA) al 10% en DMEM completo. Este
reactivo, a una concentracion de 1x, diluido en medio DMEM completo, sufre un cambio de
color por el metabolismo celular, generando también fluorescencia tras una incubacion de 3 h
a 37°C y 5% de CO2. La fluorescencia se midi6 en el Typhoon FLA 9500® (GE Healthcare
Life Sciences, MA, USA), con el filtro de emision de 580BP30 nm. Los resultados de
fluorescencia se cuantificaron con el software ImageQuant TL. La CCso se calculé con el
software GraphPad Prism 9 (Xu, 2020; Xu, 2021).

4.6 Cuantificacion de HCMYV en combinacién con los derivados de Niclosamida, mediante
PCR atiempo real (rtPCR)

Para el estudio de la actividad antiviral de los derivados de niclosamida frente a HCMV, se
sembraron 2-10° células HFF en placas de 24 pocillos y se infectaron con HCMV a una MOI
de 0,05 pv/célula, en 500 uL de DMEM completo, en combinacién con diferentes
concentraciones de los compuestos estudiados. Se afiadid, ademas, un control positivo, en el
que se afiade el mismo volumen de DMSQO, y un control negativo sin infectar (Xu, 2020; Xu,
2021).
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Para cada farmaco se realizaron diluciones seriadas 1:2 partiendo de la concentracion inhibitoria
media obtenida previamente para HAdV5. Para cada farmaco se realizan dos réplicas. (Xu,
2020). Tras un periodo de incubacion de 72 h a 37°C y 5% de COg, se recogieron las células

con tripsina, se centrifugan a 4000 rpm a 4°C durante 5 minutos y se descarto el sobrenadante.

Para la extraccion y purificacion del material genético se utilizd el kit comercial E.Z.N.A.®
Tissue DNA Kit, siguiendo las indicaciones del fabricante. Con el material genético extraido,
se realiz6 una RT-PCR para cuantificar el ADN de HCMV, el nimero de genomas generadas
en cada condicion. Los primers TagMan y las sondas se disefiaron para una region del gen US28
de HCMV, mediante el software GenSript. Las secuencias de los oligonucle6tidos fueron:

CMV-F, 5-TCTACGTGGCTATGTTTGCC-3’
CMV-R, 5’-GGCCGATATCTCATGTAAACAA-3’
CMV-S, 5’-CACGGAGATTGCACTCGATCGC-3’

Las condiciones para llevar a cabo la RT- PCR consistieron en 10 uLL de ADN purificado, 0,25
uL del primer Forward (CMV-F) a 1/10, 0,75 pL del primer Reverse (CMV-R) a 1/10, 0,25 puL
de lasonda (CMV-S) a 1/10y 12,5 uL de la FastGene 2x PROBE Universal gPCR Master Mix
(NIPPON Genetics), por reaccion, hasta un volumen final de 15 pL.

Se utilizan, como control interno, oligonucle6tidos complementarios al gen de la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa humana (GAPDH), utilizando las mismas condiciones

previamente mencionadas.

El programa de PCR fue 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 30
segundos y 58°C durante 60 segundos. Este se lleva a cabo en el sistema LightCycler 96 (Roche
Life Science, USA) (Mazzotta, 2020; Xu, 2020; Xu, 2021).

Concentraciones conocidas de ambos genes se utilizaron para crear una curva patron en paralelo
para cada experimento. Con los resultados obtenidos en el ensayo se realiza una extrapolacion
a estas curvas. A continuacion, se realiza una normalizacion entre ambos datos: se obtendré la
cantidad de copias de ADN del virus en relacion con la cantidad de copias de ADN del gen
GAPDH (Mazzotta, 2020; Xu, 2020; Xu, 2021). La ecuacion que se utilizé fue la siguiente:

copias de ADN de HCMV
copias de ADN de GAPDH X

% HCMV = 100
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4.7 Cuantificacién de HCMV-GFP en combinacién con los derivados de niclosamida

mediante fluorescencia

La cuantificacion de HCMV-GFP se realiza en placas de 96 pocillos, sembradas con 2-10°
células HFF, a las que afiadimos una MOI de 100 pv/célula de HCMV-GFP y se van afiadiendo
concentraciones decrecientes 1:2 de molécula, partiendo nuevamente de la ICso para HAdV5.
Ademas, para la cuantificacion de HCMV-GFP, realizamos una curva en la que se infecta a
concentraciones decrecientes, partiendo de la concentracion del stock de virus que se utilice,
para poder interpolar nuestros resultados en concentraciones virales conocidas. Tendremos
también un control negativo, el cual no se infecta con virus, y un control positivo a la misma

concentracion que el experimento. Para cada compuesto estudiado se realizaron tres réplicas.

Tras el periodo de incubacién de 72 h a 37°C y 5% de CO. se comprueban los resultados en el
microscopio Olympus Invertido®, en el canal de FITC. Cada imagen tomada en el microscopio
es procesada en el software Imagel2 (Fiji). Para cada imagen se toman los puntos de

fluorescencia y se convierten a porcentaje de HCMV-GFP vy, por tanto, a porcentaje de

infeccion viral. Cada imagen corresponde a una concentracién diferente de compuesto.

10x ICso en HAdV 1/2 1Cs0 en HAAV

A

1/4 1Cso en HAAV 1/8 1Cs0 en HAAV 1/16 1Cso en HAdV 1/32 ICsp en HAdV

B

10x ICso en HADV 1/2 1Cso en HAAV
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1/4 1Csp en HAdV 1/8 1Csp en HAdV 1/16 1Cso en HAdV 1/32 1Csp en HAdV

10x ICsp en HAdV 1/2 1Cs0 en HAAV

- ’ -

C

1/4 1Cso en HAAV 1/8 1Cso en HAdV 1/16 1Cso en HAdV 1/32 ICso en HAdV

10x ICso en HAdV 1/2 1Cs0 en HAAV

D

1/4 1Cso en HAAV 1/8 1Cs0 en HAAV 1/16 1Cso en HAdV 1/32 ICso en HAdV

Figura Anexa. Iméagenes de microscopia de fluorescencia tras infeccion con HCMV-GFP. A. JIMX0940 B.
JMX0895 C. JIMX0312 D. JMX0285.

4.8 Andlisis estadistico

Para los experimentos anteriores, la normalizacion y extrapolacion de datos se realizaron en
GraphPad Prism 9 y Microsoft Excel. En el caso del célculo de concentraciones medias se

realizan en GraphPad Prism 9. Todos los experimentos se han realizado por triplicado. En las
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gréaficas se representan los valores de la media de las tres réplicas y las barras de error
corresponden a la desviacion tipica de las réplicas. Para el analisis de los datos y la

representacion grafica de los mismos se ha utilizado el software GraphPad Prism.

5. RESULTADOS
5.1 Citotoxicidad de los compuestos

La Figura 7 muestra los estudios realizados para determinar la CCso de los derivados evaluados,
cuyos valores se muestran en la Tabla 3. Para el compuesto JMX0461 no se obtiene un
resultado de CCsoal analizar informéaticamente los datos de fluorescencia obtenidos en Typhoon
FLA 9500, por lo que se establece como una concentracién superior a la mayor utilizada en el
estudio. Para todos los compuestos estudiados se ve un gradiente de citotoxicidad en las placas
del ensayo.

Los compuestos muestran un rango de citotoxicidad bastante amplio, ya que tratamos con
concentraciones proximas a 10 uM en el caso de JMX0312 y de baja citotoxicidad (CCso =
176,62 uM) para el derivado JMX0673. Los demas compuestos se encuentran en un rango
intermedio entre 30 y 90 puM. Ninguno de los valores obtenidos interfiere en ensayos

posteriormente realizados ya que se utilizan concentraciones de los diferentes derivados

inferiores a las resultantes en CCsyp.
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Figura 7. Resultados de prueba de citotoxicidad media. De izquierda a derecha las concentraciones utilizadas
de cada compuesto fueron 200 uM, 150 uM, 100 uM, 80 uM, 60 uM, 40 uM, 30 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM y 2,5
uM. La dltima columna corresponde al control negativo sin farmaco. Imagen obtenida a partir de Typhoon FLA
9500.

Tabla 3. Citotoxicidad de los compuestos.

Compuestos CCso (uM) (media y desviaciéon)
JMX0940 31,71
JMX0895 35,11
JMX0308 60,14 + 3,7
JMX0312 98+0,2
JMX0887 43,28+ 241
JMX0281 60 + 0,85
JMX0285 46,72
JMX0673 176,62
JMX0461 >80
JMX0493 90 +1,79

NY0611 95,36 + 3,25
NY0624 67,96 = 1,55
JMX0464 72,21+9,9
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5.2 Obtencion de Concentracion Inhibitoria 50% mediante PCR (Clso)

La actividad de los derivados de niclosamida se evalu6 mediante la determinacion de su
concentracion inhibitoria al 50%, que es aquella concentracion que inhibe la infectividad viral

en el 50% de las células. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 8 y la Tabla 4.

En el ensayo, la mayor concentracion de la que se parte corresponde al valor de Clso obtenido

para cada compuesto en estudios con HAdV-5(Xu, Berastegui-Cabrera, Ye, et al., 2020).

Para ocho de los compuestos evaluados se observa una disminucién en las copias de HCMV
(% HCMV) a medida que se aumenta la concentracion de farmaco. Los cinco compuestos que
presentaron mayor actividad a concentraciones micromolares fueron JMX0895, JMX0285,
JMX0940, IMX0493 y JIMX0312. Para este Gltimo compuesto se necesita seguir realizando

diluciones para conseguir la concentracion que inhiba al 50% de la progenie viral.

En referencia a los compuestos restantes JMX0461, JMX0308, JMX0673, JMX0281 y
JMX0887 no se obtienen resultados satisfactorios en los primeros ensayos que se realizan
(Figura 8), por lo que se siguen estudiando aquellos que muestran la tendencia inhibitoria que

se busca en este estudio.
5.3 Concentracién Inhibitoria 50% mediante fluorescencia (Clso)

La actividad inhibidora de los derivados de niclosamida, en este caso medido mediante
HCMV-GFP, se muestra en la Tabla 5 y puede complementarse con Figura 9. Se prueba a
obtener de otra forma el valor de CI50 con los compuestos que mostraban mayor tendencia
inhibitoria en los ensayos con HCMV AD-169 y se intenta obtener un valor de C150 para el
compuesto JMX0312. Las concentraciones utilizadas se corresponden de nuevo a valores de
Clso para cada compuesto probado anteriormente con HAdV-5 (Xu, Berastegui-Cabrera, Ye,
et al., 2020).

Se comprueba como todos siguen mostrando un aumento del porcentaje viral a medida que se
disminuye la concentracion del compuesto (Figura 9) y siguen manteniéndose todos los

valores a nivel micromolar.

5.4 Indice de selectividad (1S)

A partir de los datos obtenidos de citotoxicidad (CCso) y concentracion inhibitoria (Clso) se
calculd el indice de selectividad (IS) de cada una de las moléculas evaluadas frente a HCMV

AD-169 y HCMV-GFP, el cual nos da una idea de la especificidad de la molécula en cuestion
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a la hora de inhibir la replicacion del virus. Se define IS como el cociente entre la concentracion

citotoxicay la concentracion inhibitoria (CCso/Clso). Los datos obtenidos se muestran en Tabla

6. Se observa que todas las concentraciones inhibitorias obtenidas son inferiores a las CCso de

dichos compuestos, lo cual apoya la especificidad de su actividad anti-HCMV, ya que, a mayor

IS, mayor especificidad del compuesto.

Los derivados con mayor IS fueron JMX0940, JIMX0895 y JMX0285 para la infeccion con
HCMV wild type (wt). En el caso del ensayo con HCMV-GFP el orden de mayor a menor indice
de selectividad fue IMX0285, IMX0940 y JMX0895.
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Figura 8.Porcentaje de HCMV frente a concentraciones de
compuestos. Tras el ensayo con los trece compuestos los que
se muestran en la figura son los que han proporcionado una
mayor inhibicién del nimero de copias del ADN del HCMV.
Control positivo (C+) con mismo volumen de DMSO que en
la prueba, y con un control negativo (C-) sin infectar.

Tabla 4. Concentracién de inhibicién media medidos con PCR

Compuestos Clso (pM)
JMX0940 0,005+ 0,002
JMX0895 0,024

NY0611 2,086+0,089
JMX0312 <0,225

NY0624 0,627+0,005
JMX0464 0,932+0,004
JMX0285 0,05
JMX0493 0,21
JMX0461 nd
JMX0308 nd
JMX0673 nd
JMX0281 nd
JMX0887 nd

Tabla 5. Concentracidén de inhibicion media medido con GFP

Compuestos Clso (nM)
JMX0940 0,205x0,05
JMX0285 0,299+0,16
JMX0895 0,711+0,47
JMX0312 0,321+0,03
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frente a

concentraciones de compuestos. Tras el ensayo con los trece
compuestos los que se muestran en la figura son los que han
proporcionado una inhibicién mas eficaz contra HCMV-GFP.
Se cuenta con un control positivo (C+) con mismo volumen de
DMSO que en la prueba y con un control negativo (C-) sin

infectar.

Tabla 6. Indices de selectividad de compuestos obtenidos con HCMV wild type y HCMV-GFP

Compuestos IS - PCR IS - GFP
JMX0940 6342 154,7
JMX0895 1462,9 49,4
JMX0308 nd nd
JMX0312 >43,6 30,5
JMX0887 nd nd
JMX0281 nd nd
JMX0285 934,4 156,3
JMX0673 nd nd
JMX0461 nd nd
JMX0493 428,6 nd

NY0611 45,7 nd
NY0624 108,4 nd

Tabla 7. Recopilacion de datos obtenidos (CCso, Clso con PCR, CI50 con GFP y SlI)

CCso (uM
Compuestos (med(iil y) Clso-PCR Clso-GFP | o pcr | si-GEP
desviacién) (uM) (uM)
IMX0940 31,71 0,005+ 0,002 | 0,21+0,05 6342 154,68
JMX0895 35,11 0,024 0,71+047 | 1462,92 49,38
JMX0308 60,14 £ 3,7 nd nd nd nd
JMX0312 9,8+0,2 <0,23 0,32+0,03 >43,56 30,53
JMX0887 43,28 £2,41 nd nd nd nd
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JMX0281 60 + 0,85 nd nd nd nd
JMX0285 46,72 0,05 0,3+0,16 934,4 156,25
JMX0673 176,62 nd nd nd nd
JMX0461 >80 nd nd nd nd
JMX0493 90 + 1,79 0,21 nd 428,57 nd

NY0611 95,36 + 3,25 2,0860,09 nd 45,71 nd

NY0624 67,96 + 1,55 0,627+0,005 nd 108,39 nd
JMX0464 72,21+9,9 0,932+0,004 nd 77,48 nd

6. DISCUSION

Con este estudio se demuestra que los derivados de niclosamida evaluados representan una
potencial alternativa para el desarrollo de farmacos anti-HCMV. Tras realizar ensayos de
citotoxicidad y de actividad inhibitoria de una biblioteca de derivados, a partir de n-acetilacion
y n-alquilacion de la niclosamida, se han obtenido unos valores de citotoxicidad menores y
muestran mayor actividad que la propia niclosamida, algo que también se demuestra en estudios
anteriores realizados con HAdV (Xu et al., 2021; Xu, Berastegui-Cabrera, Ye, et al., 2020).
Estos muestran un indice de selectividad relativamente alto, lo que apoya el seguimiento de

estudio de tales compuestos.

En el caso de los estudios de citotoxicidad, se obtienen valores de CCso superiores a las
concentraciones mas altas que se van a utilizar es los posteriores estudios por lo que no es
necesario descartar ningin dato. Ademas, se obtienen concentraciones citotdxicas superiores a
la obtenida con niclosamida (4,94 + 0,65) en células HFF-1, concluyendo que son menos

téxicos.

Al centrarnos en los resultados de Clso, los cuales se inician con valores de Clsp anteriormente
probadas en Adenovirus humano (HAdV) (Xu, Berastegui-Cabrera, Ye, et al., 2020) vemos que
varios compuestos analizados mediante PCR muestran datos inferiores a los obtenidos con
HAdV. Los datos no disponibles corresponden a compuestos que no mostraron una actividad
inhibitoria concentraciéon dependiente, ya que el porcentaje de HCMV no iba aumentando a
medida que se disminuye la concentracion de la molécula en cuestion. No obstante, observando
las figuras, se llega a nivel nanomolar para algunos compuestos aun no alcanzando los niveles
de inhibicion deseados. En tres de los compuestos (JMX0461, IMX0308, IMX0281) se llega a
ver un resultado totalmente contrario al que se busca, en el que las copias de virus disminuyen

a medida que se disminuye la concentracion de farmaco, pudiendo implicar que los compuestos
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potencian la infeccion. No obstante, no se puede concretar tal idea sin estudios posteriores. En
este apartado vemos que entre los compuestos de menor Clso encontramos a JMX0940,
JMX0895, IMX0285 y JMX0493, encontrandose todos en concentraciones de nanomolar. La
Clso de estos compuestos fue de 0,005 pM; 0,024 uM, 0,05 uM y 0,21 puM, respectivamente.
Teniendo en cuenta estos datos, se llevaron a cabo ensayos para confirmar esta actividad
utilizando HCMV-GFP. En los que se obtuvo una concentracion mayor que frente HCMV wild
type, sin embargo, todas ellas siguen siendo inferiores que la CCso, por lo que se calculo el IS.
Se obtienen datos que son un tanto divergentes con los obtenidos en PCR. Podria deberse al

tipo de estudio con un virus que no realiza su ciclo de infeccién completo.

Ahora bien, para comprobar si tales compuestos pueden utilizarse 0 no como base para el
desarrollo de diferentes moléculas, puede calcularse como dato adicional los indices de
selectividad (IS) para cada compuesto para apoyar los resultados anteriormente obtenidos. Se
requeriran compuestos de alta CC50 y de baja IC50. Los compuestos con mayor IS serdn mas
especificos a la hora de inhibir la infeccion de HCMV. El que muestra mejor IS es el compuesto
JMX0940 (1S=6342), seguido de IMX0895 (1S=1462,92) y IMX0285 (1S=934,40). Todos estos
valores son relativamente altos sugiriendo una alta capacidad antiviral. Es interesante como
ninguno de los derivados que fueron seleccionados en proyectos anteriores (Xu et al., 2021;
Xu, Berastegui-Cabrera, Ye, et al., 2020) ha resultado ser efectivo en este. Sin embargo, el
compuesto JMX0493, el cual mostraba un alto IS en tales estudios (Xu et al., 2021) sigue
mostrando un alto valor en este proyecto (S1=428,57), pero no se encuentra entre los tres

primeros en orden de efectividad.

Aun siendo un valor relativo cabe destacar que los valores obtenidos para los IS son
significativamente mas altos que los obtenidos en articulos anteriores para HAdV (Marrugal-
Lorenzo et al., 2019; Xu et al., 2021; Xu, Berastegui-Cabrera, Chen, et al., 2020; Xu,
Berastegui-Cabrera, Ye, et al., 2020). Esta diversidad puede deberse al diferente tipo de ensayos
utilizados para determinar la actividad antiviral, siempre teniendo en cuenta las diferencias

inherentes en la evaluacion de dos especies virales distintas.

Tras la evaluacion de los derivados de niclosamida seleccionados, y comprobar su capacidad
antiviral contra HCMV, el derivado JMX0940 es el que muestra mejor IS entre todos los
analizados (SI >1000) y por tanto el que muestra mayor especificidad frente a HCMV. En
estudios futuros se propone seguir estudiando estos derivados para dilucidar su mecanismo de

accion en la infeccion de HCMV. Con esto se podra concretar si estas moléculas cumplen los

26



objetivos de la busqueda de antivirales, la cual se basa en dos aspectos fundamentales:

identificar moléculas con eficacia a la hora de inhibir la replicacion viral y que éstas sean

seguras para las células evaluadas (Agut, 2022). Por el momento, se ha comprobado que in vitro

muestran baja toxicidad, menor en cualquier caso que la niclosamida, una alta capacidad

inhibitoria y presentan actividad frente a otros virus, como es el caso del HAdV, lo que

potencialmente les confiere una actividad de amplio espectro.

7. CONCLUSIONES

Enumerando las conclusiones tenemos que:

1.

Los derivados de Niclosamida con menor citotoxicidad en células HFF fueron
JMX0673, NY0611 y IMX0493.

Siete de los derivados estudiados presentaron actividad frente HCMV AD-169, a bajas
concentraciones micromolares, siendo el de mayor actividad JMX0940.

La actividad frente HCMV-GFP de los derivados estudiados, fue menor que la obtenida
frente al virus AD-169. No obstante, las concentraciones inhibitorias obtenidas se
mantienen a nivel micromolar.

El derivado JMX-0940 fue el mas efectivo frente HCMV, presentando una actividad
inhibitoria de la replicacion de HCMV a concentraciones de nanomolar y un indice de
selectividad de 6342.
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