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1-RESUMEN



Las enfermedades virales emergentes de origen zoondtico representan un desafio
creciente para la salud publica, generando la necesidad desarrollar modelos biologicos in
vivo bien caracterizados para estudiar los mecanismos de infeccién, patogénesis y
transmision viral y estrategias terapéuticas. El objetivo de esta tesis fue establecer y
caracterizar dos modelos virales: virus de la hepatitis murina (MHV) y virus Mayaro
(MAYYV), integrando aproximaciones virologicas, fisiopatologicas, hematoldgicas, de
transcriptomica y de imagenologia. En el modelo de infeccion por MHV (subrogante de
SARS-CoV-2) se evaluaron estrategias de reposicionamiento farmacologico. La
Ivermectina redujo la carga viral hepatica y mejor6 el estado de salud de los animales
infectados, sin evidenciar una modulacion global de la respuesta inmune. En contraste, la
Hemina favorecio la infeccion por el coronavirus murino, incrementando la diseminacion
sistémica y la carga viral en tejidos y sangre, aportando evidencia sobre el rol del eje
hemo—virus en la patogénesis viral. Por su parte, el tratamiento combinado con Hemina
y Cloroquina atenu6 parcialmente la pérdida de peso y la patologia orgénica, redujo las
alteraciones histologicas en higado, pulmén y bazo y disminuy¢ la carga viral sistémica.
Ademas, contribuy6 a normalizar las alteraciones hematologicas inducidas por MHV y el
titulo viral en sangre, lo que sugiere que la cloroquina puede mitigar los efectos
proinfectivos de la hemina y limitar la diseminacion viral. Este modelo permitié ademas
evaluar otros farmacos en estudios colaborativos, como Tocilizumab y los inhibidores
VP(C285786 y VPC285785, destacandose este Ultimo como un potencial antiviral oral
frente a SARS-CoV-2. Por otra parte, se establecio un modelo murino de infeccion por
MAYYV donde se observo diseminacion sistémica temprana con compromiso de tejidos
somaticos, musculoesqueléticos y reproductivos, acompafiada de alteraciones
hematologicas compatibles con una respuesta sistémica a la infeccion viral. En el contexto
de la prefiez, los resultados que el estadio gestacional condiciona la permisividad
placentaria y la exposicion fetal al virus. Asimismo, la deteccion de virus infectivo en
tejidos reproductivos y esperma aportd evidencia compatible con una potencial
transmision sexual, aunque con baja eficiencia. El uso de imagenologia in vivo permitid
un seguimiento longitudinal de la infeccion, confirmando la diseminacion temprana y la
persistencia viral en tejidos musculoesqueléticos. En conjunto, esta tesis refuerza la
relevancia de los modelos murinos como plataformas experimentales robustas para la
investigacion preclinica en virologia y para la generacidon de conocimiento con

proyeccion traslacional en el estudio de virus emergentes de impacto en salud publica.



2-INTRODUCCION



La pandemia de COVID-19 (1-3), causada por el coronavirus SARS-CoV-2, constituy6
un punto de inflexion para la investigacion biomédica mundial al evidenciar la necesidad
urgente de comprender, en un contexto de emergencia sanitaria global, los mecanismos
de patogénesis viral, la diseminacion sistémica y las respuestas de un hospedador frente
a un virus emergente. Desde las etapas iniciales del brote, la generacion de conocimiento
cientifico se vio condicionada no solo por la novedad del agente etioldgico, sino también
por profundas limitaciones estructurales, logisticas y sociales que impactaron de manera

directa en la capacidad de respuesta experimental a nivel global.

El estudio experimental de SARS-CoV-2 requiere condiciones de bioseguridad de nivel
3 (tanto laboratorios (BSL3) como bioterios (ABSL3), una infraestructura altamente
especializada que no se encuentra ampliamente disponible. Durante los primeros meses
de la pandemia, esta limitacién restringid de forma significativa el acceso a modelos
experimentales y la posibilidad de desarrollar estudios mecanisticos en numerosos centros
de investigacion. A estas restricciones se sumaron las consecuencias sociales y
econdémicas derivadas de la pandemia, incluyendo las limitaciones a la movilidad, la
reduccion de la presencialidad en los laboratorios, la interrupcion de las cadenas de
suministro y las dificultades para la importaciéon de reactivos, insumos criticos,
equipamiento especializado y animales de laboratorio. En conjunto, estos factores
impusieron la necesidad de redefinir prioridades y estrategias experimentales,

favoreciendo el uso de modelos accesibles, robustos y compatibles con condiciones de

bioseguridad de nivel 2.

En este contexto, el desarrollo y la validacion de modelos alternativos adquirieron una
relevancia estratégica. Los coronavirus murinos, y en particular el virus de la hepatitis
murina (MHYV), se consolidaron como herramientas experimentales de alto valor para el
estudio de la biologia de los coronavirus. EIMHYV ha sido adecuado para abordar aspectos
centrales de la infeccion por SARS-CoV-2 en un hospedador natural y bajo condiciones
experimentales controladas de ABSL2. Estos modelos posibilitaron sostener la
investigacion basica y traslacional en escenarios de recursos limitados, generando

evidencia relevante en tiempos compatibles con las necesidades de la salud publica.

De manera paralela, la pandemia de COVID-19 puso de manifiesto la importancia de
contar con estrategias terapéuticas rapidas y eficientes, impulsando el interés en el

reposicionamiento de farmacos como una herramienta clave en contextos de emergencia.



El desarrollo tradicional de nuevos medicamentos constituye un proceso prolongado y
costoso, mientras que el reposicionamiento de drogas permite identificar nuevas
indicaciones terapéuticas para compuestos ya aprobados o en uso clinico, cuyos perfiles
de seguridad y farmacocinética se encuentran establecidos(4). Durante la pandemia, la
combinacion de modelos experimentales disponibles con estrategias de
reposicionamiento farmacologico demostrod ser particularmente productiva, al permitir
evaluar de forma 4gil intervenciones potenciales incluso en ausencia de infraestructuras
de alta complejidad. En este sentido, los modelos basados en MHV ofrecieron una
plataforma adecuada para explorar mecanismos de diseminacion sistémica, compromiso
multiorgénico y alteraciones hematologicas, asi como para evaluar el impacto de

farmacos con potencial efecto antiviral o modulador de la respuesta del hospedador.

En este contexto, tanto la pandemia en curso al inicio del presente trabajo como las
epidemias de Chikungufia y Zika, la emergencia sanitaria asociada al Dengue y la alerta
epidemiologica establecida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en relacion
con el virus Mayaro, reforzaron la necesidad de fortalecer la vigilancia epidemiologica y
la capacidad de respuesta frente a virus emergentes y reemergentes evidenciando la
necesidad de contar con herramientas experimentales robustas que permitan abordar el
estudio de estos agentes virales (5—7). En particular, la generacion de modelos in vivo
resulta indispensable para la investigacion de los mecanismos de infeccion, el desarrollo
y validacion de métodos diagnoésticos, la vigilancia epidemiologica, la implementacion
de medidas de profilaxis y la evaluacion de posibles estrategias terapéuticas (8). En este
marco, el virus Mayaro (MAY V), un alfavirus emergente circulante en América Latina
representa una amenaza creciente para la salud publica debido a su potencial de expansion
geografica, su similitud clinica con otras arbovirosis y la posibilidad de generar patologias
persistentes (7). A pesar de su relevancia epidemioldgica, los mecanismos de patogénesis
y las posibles vias de transmision no vectoriales de MAY V permanecen insuficientemente

caracterizados, lo que subraya la necesidad de modelos experimentales que permitan

abordar estos aspectos de manera sistematica.

La presente tesis doctoral se estructura en dos partes complementarias, articuladas a partir
del uso de dos biomodelos virales de relevancia sanitaria. La primera parte esta orientada
al estudio de coronavirus murino, utilizando MHV como modelo para investigar aspectos
mecanisticos de la infeccion por SARS-CoV-2, con especial énfasis en la diseminacion

sistémica, el compromiso multiorganico y las alteraciones hematoldgicas asociadas a la
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infeccion, asi como en la evaluacion preclinica de estrategias de reposicionamiento de
farmacos. La segunda parte se centra en el estudio del virus Mayaro como virus
emergente, mediante el establecimiento y caracterizacion de modelos murinos que
permitan analizar su patogénesis, su tropismo tisular y la posible existencia de vias de

transmision no vectoriales.

En conjunto, este trabajo adopta un enfoque integrador que reconoce la importancia de
contar con modelos experimentales bien establecidos, accesibles y bioldgicamente
relevantes, capaces de sostener la investigacion cientifica incluso en escenarios de crisis
sanitaria, restricciones logisticas y limitaciones estructurales. Los resultados derivados de
esta tesis buscan contribuir al fortalecimiento de la capacidad cientifica y sanitaria para
la vigilancia, el estudio y la mitigacion del impacto de infecciones virales emergentes,
aportando evidencia experimental con proyeccion traslacional y relevancia directa para

la salud publica.
2.1 VIRUS DE LA HEPATITIS MURINAY SU SEMEJANZA CON SARS-COV-2

El virus de la hepatitis murina es un betacoronavirus de ARN monocatenario envuelto y
de sentido positivo (2632 kb), que infecta de manera natural a los ratones. Pertenece a
la familia Coronaviridae y comparte caracteristicas estructurales, gendmicas y
replicativas con otros betacoronavirus de importancia en salud humana, como SARS-
CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2. MHV comprende un conjunto de cepas con tropismo
y virulencia variables, capaces de causar infecciones respiratorias, hepaticas, entéricas y
neuroldgicas, dependiendo de la cepa viral, la via de inoculacion y el fondo genético del
hospedador (9). Es altamente contagioso, con transmision natural por via respiratoria u
oral, y presenta una alta morbilidad, pero baja mortalidad. Dado que tanto MHV como
SARS-CoV-2 utilizan el mismo mecanismo para ingresar al nicleo, MHV se considera
un modelo interesante para el desarrollo de terapias candidatas contra infecciones por
coronavirus en modelos murinos (10,11). A pesar de las multiples similitudes en la
estructura viral, el tropismo orgénico y el curso de la enfermedad, una diferencia critica
radica en que SARS-CoV-2 utiliza ACE2 (enzima convertidora de angiotensina 2) como
su receptor especifico, mientras que los coronavirus murinos emplean el receptor
CEACAM-1 (molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno
carcinoembrionario) para iniciar la infeccion (Tabla 1) (12). Por lo tanto, MHV puede

aportar informacion valiosa sobre la biologia viral de SARS-CoV-2, aunque no reproduce
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completamente las caracteristicas de este virus. Si bien el conocimiento derivado de
modelos murinos de B-coronavirus no puede extrapolarse directamente a los estudios de
SARS-CoV-2 en humanos, puede proporcionar datos de prueba de concepto y funcionar
como un modelo sustituto o marco de referencia. Debido a su patogenicidad bien
caracterizada, su capacidad de inducir respuestas inflamatorias sistémicas y sumanejo en
condiciones de BSL2, MHV ha sido ampliamente utilizado como modelo experimental
para estudiar la patogénesis de los coronavirus, las respuestas inmunes del hospedador y

la evaluacion preclinica de antivirales e inmunomoduladores.

Tabla 1 - Comparacion entre MHV y SARS-CoV-2 (Adaptado de Korner et al., 2020)
Principales diferencias y similitudes en estructura viral, receptor celular, tropismo tisular,

vias de transmision, mecanismos patogénicos y relevancia como modelos experimentales.

Hospedador principal
Familia / género viral Coronaviridae / Betacoronavirus Coronaviridae / Betacoronavirus
Spike (S), Envoltura (E), Membrana Spike (S), Envoltura (E), Membrana (M),
(M), Nucleoproteina(N), Nucleoproteina (N)

Hemaglutinina-esterasa (HE)

Proteinas estructurales

Receptor celular CEACAM1

Nivel de bioseguridad BSL-2 BSL-3

. . . Mucosa respiratorianasaly olfatoria, | Neumocitosy vias respiratorias superiores

Tropismo primario . ) ) :
intestino e inferiores
Pulmaon, higado, médula osea, Pulmon, corazén, rinodn, higado, intestino,
Diseminacién sistémica cerebro, tejidos linfoides, bazo, endoteliovascular, sistema nervioso

érganos reproductivos central

Goticulas respiratorias, aerosoles,

Vias principales de . . ) -
p p Via oral, contacto directo contacto directo, superficies

transmision )
contaminadas
Formacion de sincitios, necrosis Tormenta de citocinas, disfuncion
Mecanismos epitelial, disfuncion de células endotelial, aumento de permeabilidad
patogénicos clave inmunes, trombosis, encefalitis con vascular, edema pulmonar, trombosis,
desmielinizacién disrupcién de la barrera intestinal
Rolde la respuesta Dafo tisular predominantemente Respuesta inmune innata y adaptativa
inmune inmunopatolégico desregulada
Diarrea, malabsorcion, pérdida de Neumonia, distrés respiratorio, fiebre, tos,
Manifestacionesclinicas | peso, neumonia, paralisis flacida de disnea, sintomas gastrointestinalesy

miembros posteriores neurologicos

Modelo sustituto para estudiar
tropismo, virulenciae Agente etiologico directo de la COVID-19
inmunopatogenia de coronavirus

Uso como modelo
experimental

No reproduce completamente los
Limitaciones del modelo mecanismos de entrada ni la
complejidad clinica del SARS-CoV-2

Requiere modelos murinos adaptados o
humanizados
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Justificacion del uso de MHV-A59 como modelo murino para COVID-19

Las cepas de coronavirus murino difieren en virulencia y tropismo tisular, lo que
condiciona su utilidad como modelos preclinicos de SARS-CoV-2. En este contexto,
MHV-A59 se destaca por su capacidad de inducir una infeccion pulmonar y
extrapulmonar dependiente de la via y dosis de inoculacion, reproduciendo de manera
mas adecuada el compromiso multiorganico caracteristico de la COVID-19, a diferencia
de cepas mas virulentas o predominantemente neumotrépicas. La infeccion intranasal con
MHV-AS59 genera una neumonia aguda y autolimitada comparable a la observada en la
mayoria de los casos humanos, mientras que otras vias de inoculaciéon permiten modelar
afectacion hepatica, gastrointestinal y del sistema nervioso central. Ademas, MHV-A59
comparte con SARS-CoV-2 aspectos clave de la respuesta inmune antiviral, como la
activacion temprana del interferon tipo I y la induccion de citocinas proinflamatorias.
MHV-AS59 constituye por lo tanto un modelo robusto para estudiar los mecanismos de
patogénesis multiorganica e inmunidad antiviral de los coronavirus, aportando un marco

experimental complementario para la investigacion de la COVID-19 (13).

2.2 REPOSICIONAMIENTO DE DROGAS
2.2.1 Ivermectina

La ivermectina (IVM) es un farmaco eficaz y econdmico, cominmente utilizado para
tratar infestaciones parasitarias. Ha sido aprobada por la FDA para su uso en animales y
humanos y esta disponible a nivel mundial. Tiene un amplio margen de seguridad, con
una LD50 de 30 mg/kg en ratones, y en humanos se administra como tratamiento

antiparasitario en dosis de 150-200 pg/kg (14).

Fundamentacion

Se han propuesto otros efectos de este farmaco, como actividades antimicrobianas(15),
anti-tripanosomiasis/anti-malaria (16) y anticancerigenas (17). Ademas, varios estudios
han demostrado un efecto in vitro de la ivermectina contra infecciones por virus de ARN
y ADN mediante la supresion de procesos celulares del huésped relacionados con la
inhibicion del transporte nuclear de proteinas especificas requeridas para la replicacion
viral (18). La exposicion a [IVM ha mostrado efectos positivos contra casi 20 tipos
diferentes de virus, incluyendo Zika, Dengue y Chikungunya, lo que sugiere un amplio
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rango de accion y posibles aplicaciones (19). Aunque se ha propuesto un efecto dela IVM
contra coronavirus en estudios previos, ain no se habia demostrado una reduccion de la
carga viral ni una mejora en los pardmetros clinicos en modelos in vivo. En 2020 se
demostrd que la ivermectina fue efectiva contra SARS-CoV-2 en un modelo celular in
vitro, mostrando una inhibicion de la replicacion viral, lo que la convirti6 en un buen
candidato para el reposicionamiento en el tratamiento de COVID-19 (20). Sin embargo,
la informacion cientifica sobre su efecto antiviral in vivo contra coronavirus sigue siendo

limitada.
2.2.2 Hemina y Cloroquina

La hemina (H) es una droga aprobada para el tratamiento contra las porfirias, una
enfermedad genética causada por el déficit en las enzimas que intervienen en la biosintesis
del grupo hemo (21). La expresion de hemo oxigenasa-1 (HO-1), la enzima limitante en
la degradacion del grupo hemo, se induce frente al tratamiento con hemina. A su vez, HO-
1 se induce frente a condiciones de estrés celular y a estimulos pro-oxidativos como el
aumento de los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS), asi como también frente
a estimulos proinflamatorios como citoquinas y prostaglandinas (22). A HO-1 se le han
atribuido propiedades antioxidantes, antinflamatorias y anti-apoptdticas (23). Diversos
estudios han reportado que HO-1 puede ejercer una actividad antiviral contra una amplia
variedad de virus como Zika, Ebola, VIH y hepatitis B, entre otros (24-27). In vitro, el
efecto antiviral de la hemina fue evaluada con resultados que evidenciaron su posible

accion antiviral (28,29)

La cloroquina (CQ) es un farmaco antipalidico de uso extendido. Los efectos antivirales
de la cloroquina fueron descritos en la década de 1960, aunque el interés por ellos se ha
renovado desde el 2006. En la epidemia de SARS del 2003, varios investigadores
exploraron la efectividad de diferentes moléculas contra el coronavirus SARS-CoV. Una
concentracion efectiva (EC50) de 8 uM de cloroquina, antes o después de la exposicion
de las células al virus, demostrd eficacia in vitro (30). Se ha postulado que este farmaco
podria inhibir la replicacion del SARS-CoV-2 mediante la modificacion del pH en la
superficie de la membrana celular, lo que inhibiria la fusion viral ademas de interferir con
la replicacion de los 4cidos nucleicos, la glicosilacion, y el ensamblaje y la liberacion

viral (31).
Fundamentacion
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El virus SARS-CoV-2, si bien es conocido predominantemente por causar sintomas
respiratorios, también ejerce efectos sistémicos que se extienden al corazon, los rifiones
e incluso el cerebro. La condicion resultante, conocida como COVID prolongado (long
COVID), se presenta como un sindrome multisistémico que afecta tanto a adultos como
a nifos, y una proporcion significativa —entre el 50 y el 70 %— experimenta sintomas

persistentes o de nueva aparicion meses después de la infeccion inicial.

Los sintomas de la COVID prolongada se han vinculado con alteraciones hematologicas
sostenidas observadas tras la recuperacion. En particular, se han descrito cambios en
biomarcadores hematoldgicos como niveles elevados de ferritina, disminuciéon de la
hemoglobina (HGB) y aumento de la velocidad de eritrosedimentacion, junto con
alteraciones fenotipicas observables en las células sanguineas que persisten durante meses
después de la infeccion En consecuencia, resulta evidente que la sintomatologia
persistente posterior a la infeccion requiere un enfoque mas preciso y exhaustivo sobre

las manifestaciones hematologicas.

Ademas, la infeccion por SARS-CoV-2 se ha asociado con complicaciones hemoliticas,
incluyendo trombocitopenia y anemia. Asimismo, la union del hemo a proteinas virales y
del hospedador, como la proteina 7a, la proteina Spike (S) y ACE2, sugiere un posible

papel de los eritrocitos (RBCs) en la diseminacion sistémica del virus.

En este estudio, exploramos el impacto multiorganico de la infeccion por coronavirus y
la participacion de los eritrocitos en la propagacion de la enfermedad. Utilizamos el
MHV-AS59, como modelo para obtener informaciéon mecanistica que pueda orientar el
desarrollo de estrategias terapéuticas para la COVID-19. Asimismo, evaluamos el
potencial de reposicionamiento de tres firmacos de wuso clinico aprobado
internacionalmente, seleccionados en funcion de evidencia previa de actividad antiviral

y, particularmente, por su interaccién con procesos hematologicos que podrian influir en

la infectividad, replicacion y propagacion del virus.

2.3 VIRUS MAYARO

MAYV es un arbovirus emergente perteneciente al género Alphavirus (familia
Togaviridae), identificado por primera vez en Trinidad y Tobago en 1954 y responsable

de brotes esporadicos en América Central y del Sur. A estos brotes, se le sumo la deteccion
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de casos importados en Europa y América del Norte, siendo el reporte de 2024 uno de los
mas recientes (32). La presencia constante reemergente ha generado preocupacion a nivel
de salud publica internacional, lo que motivé la emision de una alerta epidemioldgica por
parte de la Organizacion Panamericana de la Salud / Organizacion Mundial de la Salud
en 2019, en la que se destaco la necesidad de fortalecer la vigilancia epidemiologica y la
capacidad diagndstica (7). El virus ha sido detectado en varios paises de América del Sur,
con evidencia serologica adicional en América Central y el Caribe (33-36). Factores
antropogénicos como el cambio climético, la urbanizacion, la movilidad humana y la
expansion de vectores como Aedes aegypti y Aedes albopictus incrementan el riesgo de

expansion geografica de MAY'V, incluso en paises sin transmision activa, como Uruguay
(Figura 1) (37-39).

Area selvitica
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Trafico de fauna silvestre

Created in BioRender. Arévalo, AP. (2025)

Fig. 1 — Ciclo de transmision de MAYV. Factores antropogénicos; el cambio climatico,

la urbanizacion, la movilidad humana y la expansion geografica de vectores modulan la

dindmica de transmision, emergencia y dispersion de patogenos virales.

Se estima que aproximadamente 60 millones de personas en América Latina residen en
areas ecoldgicamente adecuadas para la transmision de MAYV (40,41). Desde el punto
de vista gendomico, MAY'V es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo, con

un genoma de aproximadamente 11,5 kb que codifica proteinas no estructurales y
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estructurales a partir de dos marcos de lectura abiertos y presenta una alta plasticidad
genética que facilita su adaptacion a una amplia gama de hospedadores. Se han descrito
tres genotipos: D (disperso), L (limitado) y N (nuevo), este ultimo identificado en Pert
(42—47). Ademas de su ciclo selvatico, MAYV presenta potencial para establecer
transmision urbana mediante diversos vectores y reservorios vertebrados (48—50). Desde
el punto de vista clinico, la enfermedad por virus Mayaro se presenta, en la mayoria de
los casos, como un cuadro autolimitado, caracterizindose por fiebre, exantema, cefalea,
fotofobia, mialgias y una poliartralgia persistente que puede prolongarse durante meses o
afos, con un impacto significativo en la calidad de vida de los pacientes. También se han
reportado complicaciones hemorragicas, neuroldgicas y cardiacas. La similitud clinica
con otras arbovirosis, como dengue y chikungunya, junto con la limitada capacidad
diagnoéstica en regiones endémicas, dificulta el diagnostico diferencial y contribuye a la
subestimacion de la carga real de la enfermedad (51,52). Aunque su relevancia
epidemiologica es creciente, aspectos clave de la patogénesis del MAY V atin no han sido
completamente definidos, incluidos los mecanismos que subyacen a su diseminacién
sistémica y tropismo tisular, asi como su potencial para afectar el embarazo o transmitirse
a través de vias no vectoriales. A pesar de que actualmente no existen tratamientos
antivirales especificos ni vacunas licenciadas, varios candidatos vacunales se encuentran
en desarrollo, lo que refuerza la importancia de mantener una vigilancia epidemiologica

sostenida para anticipar y mitigar futuros brotes (53-55).
Fundamentacion

El uso de modelos murinos constituye una herramienta clave para estudiar la patogénesis
y la diseminacion sistémica del virus Mayaro (MAY V), ya que permite un control preciso
de la infeccion y una alta reproducibilidad experimental. Estos modelos facilitan la
caracterizacion del tropismo tisular, la cinética de replicacion viral y la evaluacion de
posibles vias de transmision no vectoriales, incluyendo la transmision vertical y sexual
en condiciones experimentales controladas, lo cual es fundamental desde el punto de vista
epidemiologico para identificar ventanas de susceptibilidad, estimar riesgos de
transmision y generar evidencia robusta que permita anticipar escenarios de emergencia
y expansion viral. Para estos estudios se emplearon clones infecciosos del virus Mayaro
(MAY V) de tipo silvestre y un clon reportero que expresa nanoL.uc (MAY V-nLuc), ambos
basados en la cepa TRVL 4675 (genotipo D), aislada originalmente a partir de un caso

humano en Trinidad en la década de 1950. La utilizacion de este modelo reportero de
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MAYYV, compatible con técnicas de imagenologia in vivo, permite el seguimiento
longitudinal de la infeccion en el tiempo y constituye una plataforma traslacional valiosa
para el estudio de la patogénesis viral y la evaluacidn preclinica de estrategias

terapéuticas.

Esta tesis desarrolld dos plataformas experimentales murinas destinadas a biomodelos de
infeccion basados en el virus de la hepatitis murina y en el virus Mayaro. Ambas
plataformas incorporaron la puesta a punto e integracion de técnicas de imagenologia in
vivo —radiografia, fluorescencia y luminiscencia—, lo que permitid realizar estudios
longitudinales y efectuar un seguimiento en tiempo real de la progresion de las
infecciones. Este enfoque contribuyd al refinamiento experimental y a la reduccion del
nimero de animales utilizados, en concordancia con los principios de las 3Rs
(Reduccion, Refinamiento, Reemplazo), principios éticos por los que se rige la

investigacion con animales (56).

La plataforma basada en MHV se empled para llevar adelante estudios de
reposicionamiento de farmacos, con el objetivo de evaluar intervenciones terapéuticas en
un contexto preclinico relevante para la infeccion por SARS-CoV-2. Por su parte, la
plataforma basada en MAY'V permitié profundizar en el estudio de la patogénesis viral
en el hospedador murino y explorar la posible existencia de vias de transmision no

vectoriales, asi como implicancia de la infeccion cuando esta ocurre durante la prefiez.

Los protocolos experimentales ejecutados en este proyecto fueron aprobados por el
Comité de Etica en el Uso de Animales (CEUA) del Institut Pasteur de Montevideo
(CEUA 006-21; MHV y CEUA 010-22; MAY V) y se desarrollaron en su totalidad en la
Unidad de Biotecnologia en Animales de Laboratorio del Institut Pasteur de Montevideo
en colaboracion con el Laboratorio de Evolucion Experimental de Virus (LEEV) del

Institut Pasteur de Montevideo, el Laboratorio de Cancer e Inflamacion del Instituto de

Quimica Bioldgica de la Universidad de Buenos Aires (UBA), Argentina
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3-PREGUNTAS E HIPOTESIS DE
TRABAJO
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3.1 ;Es posible generar terapias basadas en el reposicionamiento de farmacos, como la
ivermectina, la hemina y la cloroquina para el tratamiento de cuadros patologicos

asociados a la infeccion por coronavirus murino?

El uso de ivermectina, hemina y/o cloroquina, presentan efectos terapéuticos
significativos en el tratamiento de la infeccion por coronavirus in vitro, por lo que en un

modelo in vivo podria mejorar los cuadros fisiopatologicos y favorecer la recuperacion.

3.2 ;Cuadl es el tropismo del virus Mayaro en el modelo murino y qué evidencias

fisiopatologicas se observan en este modelo? ;(Es posible la transmision sexual y/o

vertical?

El virus MAYARO presenta un tropismo tisular amplio durante la infeccion aguda en el
modelo murino, con alteraciones fisiopatologicas medibles y capaz de favorecer vias de

transmision no vectoriales.
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4-OBJETIVOS
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4. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y validar modelos murinos experimentales para el estudio de virus emergentes
con impacto en la salud publica, que permitan caracterizar los mecanismos de infeccion,

diseminacion sistémica, tropismo tisular y patogénesis viral, asi como evaluar estrategias

terapéuticas en el marco de la investigacion preclinica.

4.1 Objetivo especifico 1: Coronavirus murino (MHYV)

4.1.1 Establecer el modelo murino de infeccion por MHV

4.1.2 Evaluar la accion de la IVM en la fase aguda de la infeccion
4.1.3 Evaluar la accién de la H en la fase aguda de la infeccion
4.1.4 Evaluar la accion de la CQ en la fase aguda de la infeccion

4.1.5 Evaluar la acciéon combinada de la H y CQ en la fase aguda de la

infeccion
4.2 Objetivo especifico 2: Virus Mayaro (MAYYV)

4.2.1 Establecer el modelo murino por infeccion de MAYV

4.2.2 Evaluar la existencia de transmision vertical cuando la infeccion se produce
en dos estadios diferentes de la prefez

4.2.3 Evaluar la posibilidad de transmision sexual durante la fase aguda de
infeccion

4.2.4 Establecer un modelo murino reportero de MAYV para el seguimiento
longitudinal de la infeccion, la caracterizacion de la patogenicidad en fase
aguda y la evaluacion de firmacos mediante imagenologia in vivo como

plataforma preclinica.
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S-PRINCIPALES RESULTADOS
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5.1 Biomodelos de infeccion: MHV — MAYV

En una etapa inicial, se llevd a cabo la puesta a punto y el refinamiento de modelos
murinos de infeccion por MHV a través de las vias intraperitoneal e intranasal, con el
objetivo de generar una plataforma experimental controlada para el estudio de la
patogénesis de un coronavirus en un bioterio con nivel de bioseguridad II. Estos modelos
fueron implementados en las cepas C57BL/6J, BALB/cJy el knock-out de IFN-y (IFN-y
KO), lo que permiti6 evaluar la infeccion en distintos contextos genéticos e
inmunologicos. Ademads, se incorpord técnica de administracion intratraqueal como

nueva ruta alternativa para disposicion de fArmacos via intrapulmonar.

En paralelo, se establecié el modelo murino de infeccion por MAY'V en la cepa BALB/cJ,
ampliando las capacidades experimentales nacionales para el estudio de arbovirus

emergentes.

En ambos modelos, durante el curso de la infeccion aguda, se realizé una caracterizacion
sistematica de los perfiles hematologicos y bioquimicos de los animales, permitiendo

obtener una vision integral de la respuesta fisiopatologica asociada a la infeccion.

Estas plataformas bioldgicas de modelos in vivo fueron posteriormente disponibilizadas
a nivel nacional y regional, incorporando ademas la posibilidad de realizar estudios
mediante técnicas de imagenologia in vivo. A partir de estos modelos se desarrollaron

diversos estudios orientados al reposicionamiento de fArmacos y a la evaluacion de

estrategias terapéuticas en un contexto preclinico.

5.2 REPOSICIONAMIENTO DE DROGAS

MHYV - IVM - HEMINA - CLOROQUINA

https://www.nature.com/articles/s41598-021-86679-0

www.nature.com/scientificreports

scientific reports

lvermectin reduces in vivo
coronavirus infection in a mouse
experimental model

A.P.Arévalo®, R. Pagotto?, J. L. Porfido™?, H. Daghero?, M. Segovia*®, K. Yamasaki®,
B.Varela®, M. Hill**, J. M. Verdes®, M. Duhalde Vega*’, M. Bollati-Fogolin® & M. Crispo®
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ARTICLE 2
Blood matters: the hematological signatures of Coronavirus
infection

Ayelen Toro®'**'™, Ana P. Arévalo *2, Marianoel Pereira-Gomez ()**2", Agustina Sabater ()'*, Eric A. Zizzi"*,

Paula Perbolianachis (9 **, Gaston Pascual (3%, Sofia Lage-Vickers'?, Jorge L. Pérfido (3, Ines Achinelli'?, Rocio Seniuk @',
Juan Bizzotto'**, Pablo Sanchis (3'*%, Alvaro Olivera®, Alejandro Leyva'®'", Pilar Moreno**, Alicia Costabile**'*"?, Alvaro Fajardo**,
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Federico Carrién'®, Martin FI6'*"%, Natalia Olivero-Deibe'*, Fernando Rodriguez'®, Nicolas Nin'®, Nicolas Anselmino'”,
Estefania Labanca'’, Elba Vazquez'~, Javier Cotignola (', Daniel F. Alonso', Maria P. Valacco'~, Marcelo Marti'?,

Francesco Gentile®'?, Artem Cherkasov™®, Martina Crispo (*™, Gonzalo Moratorio ®**™ and Geraldine Gueron ("**

5.2.1 La ivermectina reduce la infeccion por coronavirus in vivo en un modelo

experimental murino

Los resultados obtenidos en Arévalo et al 2021 (57) demostraron que la infeccion viral
indujo la enfermedad tipica causada por MHYV, evidenciando necrosis hepatocelular
severa rodeada de una infiltracion inflamatoria linfoplasmocitica severa asociada con una
alta carga viral hepatica en los ratones sin tratar, mientras que los ratones tratados con
ivermectina mostraron un mejor estado de salud con una carga viral mas baja, y solo
algunos presentaron dafio histopatologico anivel hepatico. No se encontraron diferencias
significativas entre el grupo infectado + IVM Yy los ratones del grupo control. Ademas, los
niveles de transaminasas séricas (AST y ALT) fueron significativamente menores en los
ratones tratados con IVM que en los animales infectados. Este estudio demuestra que la
administracién de una dosis tinica de ivermectina reduce la carga viral hepatica de MHV

en ratones infectados, mejorando su estado general de salud.
Discusion

Este estudio permiti6 establecer un modelo murino in vivo para la evaluacion preclinica
de terapias farmacoldgicas frente a infecciones por coronavirus, subrayando la
importancia de los modelos animales para el desarrollo de estrategias terapéuticas y
vacunales con proyeccion traslacional (58). En este contexto, y a partir de evidencia
previa mayoritariamente in vitro sobre la actividad antiviral de la ivermectina (19), el
modelo de infeccion por MHV permitié demostrar un efecto antiviral in vivo, evidenciado

por una reduccion significativa de la carga viral hepatica y una mejora del estado general

de los animales tratados.

El efecto observado podria explicarse, al menos en parte, por la inhibicion del transporte

nuclear mediado por el heterodimero importina o/f1, mecanismo compartido por MHV
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y SARS-CoV-2(59). Si bien la infeccion indujo dafio hepético, alteraciones metabolicas
y cambios hematolégicos caracteristicos de infecciones virales, el tratamiento con
ivermectina atenu6 estos efectos sin modificar sustancialmente la respuesta inmune
global. En conjunto, los resultados sugieren que el principal efecto antiviral de la
ivermectina en este modelo no estaria mediado por una inmunomodulaciéon general, sino
por la interferencia con procesos celulares esenciales para la replicacion viral, reforzando
el valor del modelo murino de MHV como plataforma preclinica para la evaluacion de

terapias frente a enfermedades causadas por coronavirus (20,60,61).

5.2.2 Presencia sistémica de SARS-CoV-2 y MHV en muestras de sangre.

Dada la amplia afinidad tisular del SARS-CoV-2, se plante6 que el virus podria
diseminarse a través de vias hematologicas. En Toro, Arévalo, Pereira-Gomez et al. 2024
(62) se detecto6 ARN de SARS-CoV-2 en el 70 % de los casos analizados en suero de
pacientes con COVID-19. De forma comparable, en el modelo murino se confirmé la
presencia de ARN y particulas infecciosas de MHV en plasma, validada ademas por
analisis protedmico que identifico péptidos especificos de la nucleocépside viral. Los
estudios proteémicos y hematoldgicos en ratones infectados con MHV evidenciaron un
impacto significativo sobre la fisiologia sanguinea, con disminucion de eritrocitos,
hematocrito y hemoglobina, junto con leucopenia, linfopenia, neutrofilia, monocitosis y
trombocitopenia, asi como un aumento de los indices NLR y PLR. Estos hallazgos
apoyaron un rol relevante de los eritrocitos en la propagacion viral. En concordancia, se
detectaron ARN viral y particulas infecciosas en fracciones enriquecidas de eritrocitos,
en niveles superiores a los observados en plasma. La microscopia electronica confirmo la
presencia de particulas virales adheridas a la superficie y en el interior de los eritrocitos,
con tamafos compatibles con los observados en otros tejidos. En conjunto, estos
resultados demuestran la participacion del compartimento sanguineo en la diseminacién

de SARS-CoV-2 y MHV y su asociacion con alteraciones hematoldgicas significativas.
5.2.3 Potenciacion de la infeccion viral inducida por hemina en el modelo de MHYV.

El andlisis realizado cinco dias después de la infeccion no reveld efectos macroscopicos
o histologicos discernibles en los ratones tratados con hemina (H) en comparacion con
los ratones infectados con MHV sin tratamiento Los ensayos bioquimicos tampoco
mostraron alteraciones significativas en los niveles de albumina, globulina, aspartato

aminotransferasa, alanina aminotransferasa o glucosa entre los ratones infectados con
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MHYV tratados y no tratados con hemina. La patologia renal no se vio afectada por la
hemina, aunque los niveles de nitrogeno ureico fueron mas elevados en el grupo MHV +
H en comparacion con MHV. De manera notable, la abundancia de ARN viral en el
higado, pulmon, cerebro, corazon, rifidon y bazo de los ratones tratados con hemina (MHV
+ H) fue mayor en comparacion con sus homologos no tratados (MHV), aunque esta
diferencia no se extendio al pancreas. Ademas, se detectd un aumento significativo en la
carga viral en el plasma y en las fracciones enriquecidas de red blood cells (RBCs) del
grupo tratado con hemina, junto con titulos virales elevados en estas fracciones. Estos
hallazgos implican al hemo como un facilitador de la infeccion por coronavirus,

promoviendo la infectividad viral dentro de las células del huésped.

5.2.4 Efectos mitigadores de la cloroquina sobre la infeccion por MHV potenciada

por hemina.

Se evalu6 la capacidad de la cloroquina (CQ) para contrarrestar el aumento de la
infectividad por coronavirus inducido por hemina en un modelo murino de infeccién por
MHYV. Mientras que la CQ administrada sola no mostr6 efectos significativos sobre el
peso corporal ni mejord la patologia organica, su combinacion con hemina mitigd
parcialmente la pérdida de peso asociada a la infeccion y mejor6 la patologia hepatica. A
nivel histologico, el tratamiento combinado redujo las alteraciones en higado, pulmén y
bazo, preservando mejor la arquitectura tisular y disminuyendo la respuesta inflamatoria
en comparacion con los animales tratados solo con hemina. Asimismo, el tratamiento
combinado se asocid con una reduccion de la carga de ARN viral en multiples 6rganos,
particularmente en cerebro, corazon, riiidn y pancreas, en relacion con los grupos tratados
unicamente con hemina o con CQ. En conjunto, estos resultados indican que la cloroquina

puede atenuar los efectos proinfectivos de la hemina en la infeccion por coronavirus.

5.2.5 El tratamiento con hemina y cloroquina atenua la carga viral y normaliza las

alteraciones hematologicas en la infeccion por MHV.

El tratamiento combinado con hemina y cloroquina redujo de manera significativa la
carga viral y mejor6 las alteraciones hematologicas asociadas a la infeccion por MHYV,
normalizando los perfiles bioquimicos sanguineos en comparacion con la infeccion sin
tratamiento. Aunque la hemina sola mostr6 una tendencia a mejorar algunos parametros
hematologicos, estos cambios no fueron significativos. El tratamiento combinado atenu6

parcialmente la linfopenia y la neutrofilia inducidas por MHYV, sin afectar los recuentos
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de monocitos ni plaquetas, y se asocid6 con una disminucion del indice
neutrofilos/linfocitos (NLR). Ademas, produjo una reduccion significativa de la carga y
del titulo viral tanto en plasma como en la fraccion enriquecida en eritrocitos, destacando
la eficacia de la cloroquina para contrarrestar los efectos provirales de la hemina y limitar

la diseminacion viral en sangre.
Discusion

En este estudio, cuyos resultados publicamos en 2024 (62) presentamos hallazgos
novedosos sobre la presencia de material genético de coronavirus y su capacidad
infecciosa dentro del compartimento sanguineo. Aportamos evidencia de que los
coronavirus pueden explotar el hemo liberado tras la lisis de los eritrocitos (RBCs), lo
que apoyaria la hipotesis sobre su posible papel en la diseminacion viral sistémica. En el
articulo publicado se incorporan ademas estudios realizados sobre muestras de pacientes

y experimentos in silico que aportan resultados fundamentales para esta discusion.

En nuestros analisis in silico se demostrd la capacidad de la proteina S de MHV para
unirse al hemo, reproduciendo interacciones observadas con SARS-CoV-2 (63). Esta
unién podria contribuir al aumento observado de la infectividad viral cuando el hemo es
abundante, tal como se evidencid en nuestro modelo animal. De manera significativa,
nuestros datos indican que la cloroquina (CQ) puede mitigar la influencia proinfectiva de
la hemina, revirtiendo alteraciones hematologicas y respaldando la hipdtesis de que las

interacciones con el hemo desempefian un papel en la patogenicidad de los coronavirus.

Evidencia creciente vincula la dinamica andmala de los RBCs con la COVID-19, con
varios estudios que sugieren que el virus puede inducir hemolisis (64—66). Existe un
interés creciente en agentes terapéuticos que apunten a la hemdlisis como estrategia
protectora frente a manifestaciones graves de la enfermedad. Nuestros resultados
concuerdan con hallazgos que demuestran la union del hemo a la proteina S viral y a la
proteina 7a, destacando el posible papel del hemo labil en la exacerbacion de condiciones
hemoliticas en pacientes con COVID-19 (63,67,68). Informes que indican niveles
elevados de hemo libre en pacientes con COVID-19 grave en comparacion con aquellos
con enfermedad mas leve respaldan la teoria de que el virus puede explotar la lisis de los
RBCs (69). La introduccion experimental de hemina, un andlogo del hemo, en ratones
infectados con MHYV apoyd esta hipdtesis, con un aumento notable del ARN viral en

multiples 6rganos. Ademads, observamos un incremento de la carga viral y de las particulas
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virales tanto en plasma como en RBCs tras la administracion de hemina. De forma
interesante, al igual que SARS-CoV-2, MHV-A59 carece de hemaglutinina-esterasa
(70,71), lo que sugiere que la hemina se asocia con proteinas virales alternativas. Asi,
nuestros hallazgos refuerzan el concepto de que la disponibilidad de hemo puede conferir

una ventaja de supervivencia al virus, facilitando su replicacion y propagacion.

A la luz de estos resultados, postulamos que la afinidad de la hemina/hemo por proteinas
virales confiere una ventaja distintiva al virus para translocarse a través del sistema del
hospedador. Para mitigar este proceso, recurrimos a la CQ, una molécula con afinidad
bien conocida por el hemo (72), planteando la hipotesis de que podria neutralizar el efecto
facilitador de la hemina sobre la diseminacion viral. Las propiedades antivirales
documentadas de la CQ frente a diversos virus (73,74) la posicionaron como un firmaco
potencialmente reutilizable durante las primeras etapas de la pandemia de COVID-19
(75,76), aunque los ensayos clinicos arrojaron resultados mixtos (77). No obstante, este
farmaco multifacético podria no haber sido evaluado plenamente en el contexto de su
interacciébn con el compartimento sanguineo. Nuestro estudio confirmd que el grupo
experimental de H + CQ condujo a una marcada reduccion de la abundancia de ARN viral
en la mayoria de los 6rganos, acompafiada de una disminucion notable tanto de la carga
viral como de la infectividad en plasma y RBCs, en comparacion con la infeccion por
MHYV sola o con MHV + H. Ademas, observamos mejoras en los parametros sanguineos
tras el tratamiento H + CQ, lo que sugiere que la presencia de hemo—ya sea
suplementado artificialmente o derivado de la hemolisis—y su union prevista a la proteina
S viral pueden conferir una ventaja evolutiva al virus. En conjunto, nuestros datos
sugieren que la CQ puede interrumpir efectivamente la ventaja viral proporcionada por el
hemo, sefialando la necesidad de una reevaluacion de su potencial terapéutico,
particularmente considerando su efecto sobre la diseminacion viral mediada por la sangre.
Nuestra investigacion ha elucidado que la virulencia multiorgénica de la infeccion por
coronavirus se acompana de la presencia de particulas virales en el compartimento
sanguineo, subrayando el papel potencial de los RBCs en la infectividad viral. Este
hallazgo tiene implicancias significativas para las alteraciones hematoldgicas observadas
en pacientes con COVID-19; por lo tanto, los pardmetros sanguineos podrian desempenar
un papel clave en el desarrollo de tratamientos dirigidos para individuos con

manifestaciones graves de la enfermedad.
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5.2.6 Otros estudios de reposicionamiento de drogas

En el marco de esta tesis, y destacando la relevancia del modelo experimental para la
comunidad cientifica, se generaron diversas colaboraciones internacionales de las cuales

resultaron los trabajos listados a continuacion, y se implementd el uso de imagenologia

para los mismos (Figura 3).

5.2.6.1 El bloqueo de PD-1/PD-L1 revierte un eje inmunitario innato-adaptativo
disfuncional en la enfermedad critica por p-coronavirus.

https://www.science.org/doi/10.1126/sciadv.abn6545. La COVID-19 grave se asocia con

hiperinflamacion y respuestas débiles de células T frente a SARS-CoV-2. Sin embargo,
los vinculos entre estos procesos aun no estan completamente caracterizados. Ademas, se
desconoce si la manipulacion terapéutica de las células T puede beneficiar alos pacientes
y de qué manera. Nuestra evidencia genética y farmacologica demuestra que el canal
ibnico TMEM176B inhibe la activacion del inflamasoma desencadenada por SARS-CoV-
2 y por un B-coronavirus murino (MHV) relacionado con SARS-CoV-2. Los ratones
Tmem176b—/— infectados con B-coronavirus murino desarrollaron disfuncion de células
T dependiente del inflamasoma y enfermedad critica, la cual fue controlada mediante la
modulacion de células T disfuncionales con bloqueadores de PD-1. En la COVID-19
critica, la activacion del inflamasoma se correlacioné con células T disfuncionales y con
una baja expresion monocitica de TMEM176B, mientras que el bloqueo de PD-L1
restaurd la funcionalidad de las células T. En conjunto, vinculamos mecédnicamente la
disfuncién de las células T con la inflamacion, respaldando el uso de estrategias de

inmunoterapia oncologica para reforzar la inmunidad de células T en la enfermedad

critica por B-coronavirus.

5.2.6.2 Identificacion precisa de los nodos clave en la via del IFN-y en respuesta a la
infeccion por SARS-CoV-2. https://doi.org/10.3390/v14102180. El interferon gamma

(IFN-y) podria constituir una inmunoterapia adyuvante potencial para pacientes con
COVID-19. En este trabajo, evaluamos los perfiles de expresion génica asociados a la via
de senalizacion del IFN-y en respuesta a la infeccion por SARS-CoV-2. Mediante un
estudio de casos y controles con pacientes positivos y negativos para SARS-CoV-2,
identificamos un enriquecimiento de las vias asociadas a IFN-y en los pacientes positivos.
Los analisis bioinformaticos mostraron una regulacion al alza de MAP2K6, CBL,

RUNX3, STAT1 y JAK?2 en pacientes con COVID-19 en comparacion con los pacientes
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negativos. Se observo una correlacion positiva entre STAT1 y JAK?2, la cual varié en
paralelo con la carga viral de los pacientes. La expresion de MX1, MX2,ISG15 y OASI
(cuatro genes estimulados por interferon, ISG, ampliamente conocidos) también se
encontr6 aumentada en pacientes COVID-19 positivos frente a negativos. Los andlisis
integrativos evidenciaron niveles mas elevados de ISG, asociados a una mayor carga viral
y a una mayor expresion de STAT1/JAK?2. La confirmacion de la sobreexpresion de ISG
se realizo in vitro utilizando la linea celular pulmonar A549 tratada con Poly (I:C), un
andlogo sintético de ARN viral de doble cadena; asi como en diferentes lineas celulares
pulmonares humanas y en biopsias traqueales de huron infectadas con SARS-CoV-2. Un
modelo murino preclinico de infeccion por coronavirus confirméd estos hallazgos,
mostrando un aumento de ISG en higado y pulmones de ratones infectados. En conjunto,
estos resultados demuestran el papel del IFN-y y de los ISG en la respuesta a la infeccion
por SARS-CoV-2, destacando blancos terapéuticos alternativos y potencialmente

modulables que podrian potenciar la respuesta del hospedador.

5.2.6.3 Farmacocinética, patologia y eficacia de los inhibidores de la proteasa
principal de SARS-CoV-2 VPC285785 y VPC285786 en un modelo murino de
infeccion por coronavirus (aceptado en Scientific Reports, enero 2026). Desarrollo de
nuevos inhibidores tipo 3-quimotripsina de la proteasa principal de SARS-CoV-2 (Mpro).
Los compuestos desarrollados VPC285785 y VPC285786 demostraron una inhibicion
moderada de Mpro (ICso de 0,8 uM frente a 0,03 uM para Nirmatrelvir, mientras que
VPC285786 fue ademas capaz de inhibir la catepsina L humana (CatL, 4,2 uM frente a
>100 uM para Nirmatrelvir). Los estudios de estabilidad metabdlica in vitro en
microsomas humanos y murinos revelaron que VPC285786 present6 una estabilidad
mejorada en comparacion con Nirmatrelvir, con un recambio minimo observado durante
la ventana experimental. El andlisis posterior por espectrometria de masas identifico
productos metabodlicos putativos compatibles con patrones de oxidacion previamente
descritos. Los estudios farmacocinéticos en ratones demostraron que VPC285785 alcanza
una biodisponibilidad oral del 15%, lo que lo hace adecuado para la administracion oral,
mientras que VPC285786 mostrd una exposicion oral limitada a pesar de su mayor
estabilidad metabodlica. Un estudio comparativo de eficacia entre VPC285785 y
Nirmatrelvir en un modelo de infeccion por virus de la hepatitis murina demostré que
VPC285785 redujo significativamente la carga viral en higado, cerebro y bazo en

comparacion con los controles con vehiculo y con Nirmatrelvir, manteniendo al mismo
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tiempo parametros saludables de funcion hepatica. En conjunto, estos resultados sientan
las bases para el desarrollo ulterior de antivirales efectivos de la serie VPC285785, que
podrian potencialmente utilizarse como farmacos orales de agente inico para la infeccion
por SARS-CoV-2, particularmente en virtud de su mecanismo de doble diana y su perfil

de toxicidad favorable.

5.2.6.4 PROYECTO: Desarrollo preclinico de un aerosol basado en nanotecnologia
con Tocilizumab para combatir la COVID-19, Fiocruz- Institut Pasteur de
Montevideo - USP (Crispo M., Arevalo AP, Pérfido J; Resumen reporte final 2024). La
COVID-19 grave se caracteriza por una respuesta hiperinflamatoria sistémica, en la que
la sefializacion mediada por IL-6 desempefia un rol central en el dafio pulmonar.
Tocilizumab (TCZ), un anticuerpo monoclonal bloqueador del receptor de IL-6, ha
mostrado beneficios clinicos en pacientes con COVID-19 severa; sin embargo, su
administraciéon sistémica presenta limitaciones en términos de biodisponibilidad
pulmonar y efectos adversos. En este estudio se desarrolld y evaludé un sistema de
administraciéon inhalatoria de TCZ empleando nanoparticulas como medio de
vehiculizacion (NP-TCZ), con el objetivo de mejorar la entrega local del fairmaco al
pulmoén y reducir la exposicion sistémica. Se evalu6 la biodistribucion pulmonar in vivo
de nanoparticulas fluorescentes (NP-FitC) administradas por via intratraqueal en ratones
BALBY/cJ, observandose una retencion pulmonar efectiva durante al menos 72 horas, con
aclaramiento progresivo al dia 7. Posteriormente, se analizo la eficacia terapéutica de NP-
TCZ en un modelo murino de infeccion por coronavirus utilizando el virus de la hepatitis
murina (MHV-A59). Los animales fueron infectados por via intranasal y tratados
mediante insuflacion intratraqueal con NP-TCZ, TCZ libre o vehiculo. Se evaluaron
parametros clinicos, bioquimica sérica, hematologia, histopatologia y carga viral
mediante qPCR. Los resultados indicaron que el sistema NP es seguro y bien tolerado,
sin evidencia de toxicidad sistémica relevante. No obstante, bajo las condiciones
experimentales empleadas, el tratamiento con TCZ, tanto encapsulado como libre, no
produjo una reduccion significativa de la carga viral ni mejoras clinicas sustanciales en
comparacion con los controles infectados no tratados. En conjunto, este estudio
demuestra la viabilidad y seguridad de un sistema de liberacion pulmonar basado en estas
nanoparticulas, aunque sugiere que la eficacia terapéutica del TCZ inhalado requiere una
optimizacion adicional del esquema de administracion y/o el uso de modelos de infeccion

mas severos. Estos resultados sientan las bases para futuros desarrollos de terapias
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inhalatorias dirigidas a modular la respuesta inflamatoria en infecciones respiratorias

virales graves.

5.2.6.5 Investigating surface adsorption of Tocilizumab on polymer nanoparticles: a
comprehensive biophysical analysis for efficient lung delivery (en preparacion). Da
Silva PM., Dourado Oliveira D., Prunache IB., Bassam Galal N., Mitsutake H., Silva
Medeiros T., Tavares Silva PE., Pinto de Oliveira CL., Kain Kirkensgaard JJ., de Souza
Rebougas J., Itri R., Kapishnikov S., Arevalo AP., Crispo M., Nunes Bordallo H., Rocha

Formiga F.

5.2.6.6 Exploring IFN-y yin-yang in Coronavirus defense (en preparacion). A Sabater,
AP Arevalo, P Perbolianachis, J Rada, G Pascual, R Seniuk, JL Porfido, P Sanchis, P
Moreno, MP Valacco, G Moratorio, M Crispo, G Gueron, A Toro.
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Fig. 3 — Uso de herramientas de imagenologia para estudios in vivo y ex vivo
(iméagenes representativas). A) Evaluacion exploratoria mediante radiografia de patrones
pulmonares compatibles con neumonia en el modelo de infeccion por MHV. B) Patron
bioluminiscente de dispersion viral in vivo de MAY Vnluc. C) Biodistribuciéon pulmonar

de nanoparticulas NP-BSA-FitC evaluada mediante técnicas de fluorescencia. Equipo

Xtreme II, Bruker.
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5.3 MAYV
https://www.biorxiv.org/content/10.64898/2026.01.04.693264v3
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Systemic dissemination, reproductive tissue tropism and gestational stage-
dependent placental responses during Mayaro virus infection in a murine model

A.P.Arévalo, ' P. Perbolianachis, ©= J.L. Pérfido, &2 M. Pereira-Gomez, (& G. Greif, © ). Hurtado,
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5.3.1 Tropismo viral y parametros fisiopatologicos asociados

La infeccion experimental por MAY'V en el modelo murino BALB/cJ se caracterizd por
una diseminacion sistémica temprana durante la fase aguda, con deteccion de particulas
virales infecciosas en multiples tejidos somaticos, linfoides y reproductivos dentro de las
primeras 24—48 horas post-infeccion segun se reporta en Arévalo et al., 2025 (78). Este
amplio tropismo viral se acompaid de alteraciones hematoldgicas y bioquimicas
compatibles con una respuesta fisiopatologica sistémica a la infeccion viral, incluyendo
leucopenia, linfopenia, neutrofilia, trombocitopenia y cambios transitorios en parametros
hepéticos y renales. En conjunto, estos hallazgos describen el establecimiento de una
infeccion sistémica aguda y aportan una caracterizacion integral del perfil fisiopatologico

asociado a la infeccion por MAY'V en este modelo experimental.

5.3.2 Transmision vertical de MAYV dependiente del estadio gestacional

La infeccion por MAYV durante la gestacion evidencid que el estadio gestacional
constituye un determinante clave de la permisividad placentaria y de la exposicion fetal
al virus. La infecciéon en etapas tempranas de la gestacion se asoci® con una mayor
diseminacion viral hacia la unidad materno-fetal, mientras que en estadios gestacionales
intermedios la placenta mostré6 un perfil mas restrictivo. En este contexto, la infeccion
asociada a la gestacion indujo alteraciones en la dindmica leucocitaria materna
compatibles con una respuesta sistémica a la infeccion viral, sin evidencias de colapso
hematologico global. La presencia de antigenos virales en placenta y tejidos fetales fue
confirmada mediante inmunohistoquimica en el segundo tercio de la gestacion,
corroborando la localizacion viral en la interfaz materno-fetal. Asimismo, el analisis
transcriptomico reveld respuestas placentarias dependientes del estadio gestacional, con

perfiles diferenciales de expresion génica asociados a inflamacion y respuesta antiviral,
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lo que refleja una modulacion temporal de la respuesta placentaria frente a la infeccion
por MAY V.

5.3.3 Tropismo por tejidos reproductivos y deteccion de MAY'V en esperma.

El estudio de transmision sexual de MAYV en el modelo murino evidencié un marcado
tropismo por tejidos reproductivos durante la infeccion aguda. En animales infectados, se
detectaron particulas virales infecciosas en organos reproductivos (testiculos, ovarios y
utero). Asimismo, la deteccion de particulas virales infecciosas y ARN viral en muestras
de esperma, particularmente tras amplificacion en cultivo celular, aporta evidencia
compatible con la posibilidad de transmision sexual. En contraste, la deteccion viral en
animales expuestos fue limitada y de baja carga, lo que sugiere que, de ocurrir, la
transmision sexual podria involucrar eventos de baja eficiencia. En conjunto, estos
resultados describen un escenario biologicamente plausible de transmision sexual de

MAY'V, en concordancia con el tropismo reproductivo observado en el modelo murino.

5.3.4 Imagenologia in vivo: diseminacion rapida y persistencia musculoesquelética

de MAYV

El andlisis mediante técnicas de imagenologia in vivo permitidé evaluar de manera
longitudinal la dindmica de la infeccion por MAY V-nLuc en el modelo murino. La
bioluminiscencia reveldé una diseminacion viral temprana, detectable desde las primeras
24 horas post-infeccion, seguida de una persistencia de la sefial principalmente en tejidos
musculoesqueléticos durante la fase aguda y temprana de recuperacion. La sefial luminica
se concentrd progresivamente en extremidades y tejidos periféricos, mientras que
disminuy6 en regiones viscerales a tiempos posteriores. Estos hallazgos describen la
cinética espacial y temporal de la infeccion por MAY'V in vivo y complementan los
resultados obtenidos mediante ensayos virologicos convencionales, confirmando el

tropismo musculoesquelético del virus en este modelo experimental.
Discusion

La caracterizacion del tropismo tisular y de la dindmica de diseminacion de MAYV
resulta clave para avanzar en la comprension de la patogénesis de este arbovirus
emergente y para consolidar el uso de modelos murinos como plataformas experimentales
robustas. La deteccion temprana de virus en bazo y otros organos durante la fase aguda

es consistente con el rol central del sistema linfoide en la infeccion sistémica y con
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observaciones previas en modelos murinos de Alphavirus (79). Asimismo, la presencia
viral en musculo se interpreta en concordancia con las manifestaciones
musculoesqueléticas caracteristicas de la enfermedad y con el dafio hepatico reflejado por
elevaciones de ALT y AST, en linea con reportes previos en modelos experimentales y en
humanos (43,80,81). Las alteraciones hematologicas observadas se alinean con patrones

descritos para enfermedad viral sistémica y refuerzan la relevancia traslacional del
modelo para el estudio de MAY'V (51,82,83).

En relacion con posibles rutas de transmision no vectoriales, la deteccion de virus en
tejidos reproductivos y su evaluacion en muestras de esperma aportan evidencia
compatible con una posible transmision sexual; no obstante, se impone una interpretacion
cauta y la necesidad de estudios adicionales para determinar la eficiencia y relevancia
epidemiologica de esta via (43,84). En el contexto de la transmision vertical, el estadio
gestacional emerge como un determinante critico de la permisividad placentaria y de la
exposicion fetal. La presencia viral durante etapas tempranas de la gestacion sugiere la
capacidad de MAY'V de atravesar la barrera materno—fetal durante la infeccion aguda
(85,86), mientras que en la gestacion media se describe un escenario comparativamente
mas restrictivo para el compartimento fetal (87,88). Estos hallazgos se complementan con
el andlisis transcriptomico placentario, que revela respuestas dependientes del estadio
gestacional, con predominio de firmas antivirales e inducidas por interferén, apoyando la

existencia de ventanas temporales de vulnerabilidad biologica durante la gestacion
(86,89,90).

Finalmente, el uso de MAY V-nLuc para estudios de imagenologia in vivo permite
visualizar la diseminacion temprana del virus y la persistencia de sefial en tejidos
musculoesqueléticos. Esta aproximacion habilita el seguimiento longitudinal de la
infeccion en tiempo real y constituye una herramienta relevante para estudios preclinicos,
reforzando ademads la asociacion entre el tropismo musculoesquelético observado en el
modelo murino y las manifestaciones clinicas de artralgia prolongada descritas en

humanos (43,51,91,92).
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6-CONCLUSION GENERAL
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La presente tesis consolido el desarrollo y la validacion de dos modelos murinos robustos
bien caracterizados para el estudio de dos virus zoondticos emergentes de relevancia en
salud publica, integrando aproximaciones virologicas, fisiopatologicas, hematoldgicas,
de transcriptdémica y de imagenologia in vivo. A través de estos modelos fue posible
abordar, desde una perspectiva experimental controlada, tanto los mecanismos de

infeccion y diseminacion viral como la evaluacion preclinica de estrategias terapéuticas

basadas en el reposicionamiento farmacolédgico.

En el modelo murino de infeccion por MHYV, el estudio con administracion de una dosis
unica de ivermectina demostr6é que reduce la carga viral hepatica de los ratones infectados
y mejora el estado general de salud. En cuanto a la administracion de hemina, no genero
alteraciones macroscopicas o histopatologicas evidentes ni cambios significativos en la
mayoria de los parametros bioquimicos evaluados, si se observd un aumento consistente
de la carga de ARN viral en multiples 6rganos, asi como en plasma y en fracciones
enriquecidas de eritrocitos. Estos hallazgos sugieren que el hemo podria facilitar procesos
asociados a la infectividad viral y a la circulacion del virus en compartimentos
sanguineos, contribuyendo potencialmente a una mayor diseminacion sistémica. Por otra
parte, la administracion de cloroquina mostré la capacidad de contrarrestar parcialmente
los efectos provirales inducidos por la hemina. Si bien la cloroquina administrada de
forma aislada no produjo mejoras clinicas o histopatoldgicas relevantes, su combinacion
con hemina redujo la carga viral en diversos érganos, mejord la integridad tisular y atenu6
la respuesta inflamatoria. Asimismo, el tratamiento combinado contribuyé a la
normalizacion parcial de las alteraciones hematoldgicas asociadas a la infeccion,
particularmente la linfopenia, la neutrofilia y el indice neutréfilos/linfocitos, ademas de
disminuir la presencia de virus en sangre. Este hallazgo tiene implicancias significativas
para las alteraciones hematologicas observadas en pacientes con COVID-19, donde los
pardmetros sanguineos podrian desempefiar un papel clave en el desarrollo de

tratamientos.

Por su parte, el establecimiento del modelo murino de infeccion por virus Mayaro
(MAY V) permiti6 una caracterizacion integral de su tropismo tisular y de las alteraciones
fisiopatoldgicas asociadas a la infeccion aguda, confirmando una diseminacion sistémica
temprana con compromiso de tejidos somaticos, musculoesqueléticos y reproductivos.
Asimismo, los estudios en hembras gestantes demostraron que el momento gestacional

constituye un determinante critico de la permisividad placentaria y de la exposicion fetal,
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identificando ventanas temporales de mayor vulnerabilidad durante la infeccion aguda.
La deteccion de virus infectivo en tejidos reproductivos y en muestras de esperma aporto,
ademas, evidencia compatible con la posibilidad de transmision sexual, aunque de baja
eficiencia, ampliando el marco conceptual sobre las vias no vectoriales de transmision de
MAYYV. El uso de un virus reportero bioluminiscente permiti®6 complementar estos
hallazgos mediante el seguimiento longitudinal in vivo de la infeccion, confirmando la

persistencia viral en tejidos musculoesqueléticos.

Este enfoque integrado no solo amplia la comprension de los mecanismos que subyacen
a la infeccion y transmision de virus emergentes, sino que subraya la importancia de
disponer de modelos in vivo bien caracterizados, capaces de capturar la complejidad de
las interacciones huésped—patdgeno. La disponibilidad de estos modelos resulta clave
para el avance de la investigacion preclinica, al permitir la identificacion de blancos
terapéuticos, la evaluacion de estrategias antivirales y preventivas y la generacion de

conocimiento con proyeccion traslacional.

En conjunto, los estudios desarrollados en el marco de esta tesis dieron lugar a la
publicacion de tres articulos cientificos de primera autoria, seis trabajos adicionales en
colaboracion con grupos nacionales e internacionales, asi como a la presentacion de
resultados en formato oral y pdster en eventos cientificos nacionales y regionales,
reflejando el impacto académico y la relevancia regional de las plataformas
experimentales generadas y su aplicacion en la investigacion biomédica. En este sentido,
los modelos y enfoques desarrollados constituyen una base experimental solida y versatil
para futuras investigaciones orientadas a la evaluacion preclinica de antivirales, el analisis
de rutas de transmision convencionales y no convencionales, y el fortalecimiento de la
capacidad cientifica y sanitaria para anticipar, comprender y responder a escenarios

emergentes en salud publica.
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7-PERSPECTIVAS
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7.1 Evaluacion preclinica de terapias antivirales e inmunomoduladoras

- Utilizar el modelo murino de MHV como plataforma de screening preclinico
- Evaluar nuevas combinaciones farmacologicas basadas en reposicionamiento
de drogas

- Profundizar en el eje hemo—virus en infecciones por coronavirus

7.2 Profundizar en los mecanismos de transmision no vectorial de MAYV
- Caracterizar con mayor detalle: transmision vertical, transmision sexual.
- Analizar la persistencia viral en tejidos reproductivos

- Evaluar el impacto de la infeccion durante distintos estadios gestacionales

7.3 Estudios mecanisticos de patogénesis de MAY V:
- Analizar las respuestas inmunologicas del hospedador durante la infeccion
- Profundizar en los mecanismos de persistencia musculoesquelética.
- Integrar andlisis transcriptomicos para estudiar la respuesta placentaria y
sistémica en la prefiez

- Evaluar descendencia de ratones infectados durante la prefiez

7.4 Desarrollo de modelos experimentales para virus emergentes
- Expandir el uso de los biomodelos desarrollados para el estudio de otros virus
zoonoticos emergentes
- Integrar aproximaciones viroldgicas, inmunolédgicas y fisiopatologicas

- Consolidar los modelos murinos como plataformas accesibles en condiciones

BSL-2
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