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RESUMEN

Durante la infeccion por virus RNA se generan mecanismos oxidativos intracelulares como
especies reactivas de oxigeno (ROS) y citocinas prooxidantes. Los virus RNA requieren la
presencia de moléculas redox en la membrana celular para realizar los cambios
conformacionales necesarios en la union y penetracion a la célula. Ademas, necesitan inducir
estrés oxidativo celular ya que esto permite la expresion de la maquinaria bioquimica
necesaria para su traduccion utilizando los sitios de entrada de ribosomas internos (IRES).
La generacion de ROS, como consecuencia de la infeccidn viral o por agentes xenobidticos,
estimula la activacién de la via NF-xkB y junto con la actividad oxidativa aumentan la
replicacion viral. Igualmente, los virus RNA inhiben enzimas antioxidantes como la
superdxido dismutasa y factores importantes en las vias anti-inflamatorias como Nrf2,
PPARy, entre otros. El tratamiento y uso de antioxidantes como agentes terapéuticos en
enfermedades virales, tanto en animales como en pacientes humanos, afecta el plegamiento
de los virus durante la union a los receptores y disminuye la generacion de viriones por célula,
permitiendo de esta manera la produccion sostenida de antigenos virales para desarrollar una
inmunidad eficiente y equilibrada.
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Abstract

During infection by RNA viruses, intracellular oxidative mechanisms such as reactive
oxygen species (ROS) and pro-oxidant cytokines are generated. RNA viruses require the
presence of redox molecules in the cell membrane to make the necessary conformational
changes for cell attachment and penetration. In addition, they need to induce cellular
oxidative stress since this allows the expression of the biochemical machinery necessary for
their translation using internal ribosome entry sites (IRES). The generation of ROS, as a
consequence of viral infection or by xenobiotic agents, stimulates the activation of the NF-
kB pathway and, together with oxidative activity, increases Viral replication. Likewise, RNA
viruses inhibit antioxidant enzymes such as superoxide dismutase and important factors in
anti-inflammatory pathways such as Nrf2, PPARy, among others. The treatment and use of
antioxidants as therapeutic agents in viral diseases, both in animals and in human patients,
affects the folding of viruses during binding to receptors and decreases the generation of
virions per cell, thus allowing the sustained production of viral antigens to develop efficient
and balanced immunity.
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Introduccion

oxidasas (NADPH oxidasas, Nox) Yy
xantina oxidasa (XO) que también
disminuyen los compuestos antioxidantes.

Algunos virus que afectan animales,
incluyendo humanos, como chikungunya,
dengue, coronavirus (incluyendo SARS-
CoV-2) o plantas comparten mecanismos

de infeccién similares (1-10).
I ton simi ( ) (12). Ademas, se ha demostrado que las

condiciones que alteran el equilibrio redox
celular, ya sea por déficit de antioxidantes
0 aumento de radicales libres, pueden
contribuir a la patogenicidad viral (11,13—
17).

Se ha descubierto que la mayoria de los
virus RNA inducen estrés oxidativo en la
célula hospedera, y que este mecanismo
asociado con la respuesta de defensa,
puede ser utilizado por el virus para
aumentar la replicacion y modificar la
bioquimica celular para su beneficio
(2,3,9,11).

Por otra parte, se conoce que el estrés
oxidativo es una respuesta a la alteracion
de la homeostasis durante la infeccion
viral (18) y puede ser un mecanismo por el
cual los virus provocan dafio celular y

Se sabe que los virus respiratorios inducen i
1 P tisular (19,20).

enzimas generadoras de ROS, incluyendo
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato



La sefalizacion candnica de NF-xB, que
regula la respuesta inmune innata, la
supervivencia celular y la inflamacién, es
manipulada por los virus para contrarrestar
la respuesta antiviral.

Se ha observado que algunos virus
modifican la expresion de NF-«B para
alterar los mecanismos celulares que
eliminan la infeccion, (21).

También se conoce que ROS activan vias
de sefializacion tales como NF-xB o
viceversa (11,22).

Nuestro grupo de investigacion ha
reportado que durante la infeccion con
rotavirus aumenta la expresion de
proteinas celulares como NF-«xB , Cox-2,
Hsc70, PDI y PPARYy (23,24). Cuando las
células se tratan con el agonista de PPARY,
pioglitazona, la expresion de estas
proteinas disminuye y hay reduccion en la
produccion de viriones (24).

Igualmente, al interferir con la actividad
oxidoreductora aplicando antioxidantes o
aplicar antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) para disminuir la actividad de la
via NF-xB, se disminuye la infeccion de
rotavirus en la linea celular MA104 (23),
en vellosidades aisladas de raton (24), en
ratones ICR (25) y en nifios (26).

La activacion de NF-xB favorece la
infeccion  del virus del herpes simple
(HSV) (27), del virus de Hepatitis C
(HCV) (28,29), del poxvirus e induccion
de citocinas (30).

El virus de la actual pandemia, SARS-
CoV-2, regula positivamente la via de
sefializacion NF-xB (31,32). La excesiva
respuesta inflamatoria a los virus
respiratorios se debe en gran parte a una
desregulacion en el sistema inmune que se
manifiesta como secrecion de citocinas
proinflamatorias, activada por NF-xB
(2,8).

La relacién entre el estrés oxidativo y la
infeccion viral no se conoce en su totalidad
(33), al igual que los mecanismos por los
cuales sus efectos sobre las funciones
celulares conducen a la muerte celular
(18).

El propdsito de esta revision es contrastar
los resultados de investigaciones
realizadas en rotavirus por el grupo de
investigacion de rotavirus de la Facultad
de medicina de la Universidad Nacional de
Colombia y de otros grupos, con lo hallado
en la literatura, relacionado con la
pregunta ¢Por qué los virus RNA
requieren inducir estrés oxidativo celulary
por qué los antioxidantes reducen la
generacién de virus, tanto in vitro como in
Vivo?



1. La traduccion de los RNA virales es
dependiente de los IRES

La traduccidn es el proceso por el cual una
molécula de RNA mensajero (mMRNA) se
transforma en una secuencia de
aminoacidos (proteinas/enzimas) en el
complejo ribosomal. Sin embargo, las
células cuando entran en condicion de
estrés modifican la utilizacion de los
ribosomas en la traduccion del mRNA,
cambiando el mecanismo dependiente de
5°cap a un mecanismo independiente de
5°cap (34); igualmente, es un mecanismo
inicial de autodefensa del hospedero
contra la invasion viral. El bloqueo de la
traduccion 5' cap se observa en la mayoria
de las condiciones de estrés celular,
incluyendo estrés oxidativo, infeccion
viral, limitacion de nutrientes, cambios de
temperatura, hipoxia, irradiacion
ultravioleta, estrés del reticulo
endoplasmico, entre otros. Para adaptarse
a estas condiciones de estrés, tanto la
célula como el virus necesitan ajustar su
modo de iniciacion de la traduccion.
Muchas infecciones virales desencadenan
respuestas de estrés del reticulo
endoplasmico (RE) de diversas formas
dentro de la célula hospedera. Una forma
de inhibir la traduccion del mRNA es
bloqueando la traduccion dependiente de
5" cap. Esto ocurre cuando se desfosforilan
las proteinas de union a 4E (4E-BP) al
mantenerse unidos elF4E con 4E-BP. La
segunda forma de inhibicion de la
traduccion se debe a la fosforilacion de
elF2a. Hay cuatro quinasas que responden
al estrés y pueden afectar la traduccién
global fosforilando elF2a, las cuales son:

inhibidor quinasa regulado por hem (HRI),
proteina quinasa RNA (PKR), quinasa del
reticulo endoplasmico similar a PKR
(PERK) 'y control general no
desrepresible-2 (GCN2). Estas quinasas se
activan por diferentes tipos de estrés que
inducen una via comun de bloqueo de la
traduccion (35,36). Hay similitudes en las
estrategias de control de la traduccion que
ocurren en células infectadas por virus y en
células con estrés no infectadas. Por
ejemplo, en condiciones de estrés celular o
en infeccion por virus los sitios de entrada
de ribosomas internos (IRES) permiten la
traduccion de mRNA porque la traduccion
dependiente de 5'cap, mediada por elF2a
y por elF4F, se ve inhibida (34).

Los IRES son elementos reguladores de la
traduccion de los mMRNA que se
descubrieron por primera vez en los virus
y pueden ser leidos por la bioquimica
celular que se expresa en el estrés. Dicha
bioquimica puede variar, dependiendo del
virus. Otra similitud esta en que en células
con estrés o infectadas por virus se utilizan
fosfatasas para prevenir la acumulacion de
elF2a fosforilado, ya que este detiene la
sintesis de proteinas. Igualmente, el factor
elF4G puede ser cortado por proteasas ya
sea codificadas por virus (35) o por la
célula durante la apoptosis. Por ejemplo,
los picornavirus expresan una proteasa que
corta el factor de iniciacion elF4G, un
componente del complejo de unidn de
5"cap, blogueando el proceso de iniciacién
dependiente de 5°cap deteniendo la
traduccion en la celula infectada. Algunos
MRNA relacionados con estrés (14,15) de
células de mamiferos tienen IRES de



manera similar a como los poseen los RNA
virales (37—39). Anteriormente se pensaba
que los MRNA de eucariotas no podian ser
traducidos por IRES y que el Unico
mecanismo era el proceso dependiente de
5 'cap que implica el reclutamiento de las
subunidades de inicio y la 40 S en el
extremo 5' del mRNA. Estos elementos
IRES celulares estdn ubicados en el
extremo 5" UTR (untranslated region) de
los mMRNA eucariotas de genes
involucrados en la supervivencia al estrés
celular y otros procesos criticos para la
supervivencia. Se piensa que los IRES
permiten la traduccion de mRNA celular
cuando se bloquea el proceso dependiente
del 5' cap, como ocurre durante la mitosis
(fase G2-M) y en condiciones de estrés
como el choque térmico o la infeccion
viral (40,41).

Por ejemplo, durante la apoptosis, se
expresa el mRNA del Inhibidor de la
apoptosis ligado al cromosoma X (XIAP)
que contiene IRES (42), el factor activador
de peptidasa apoptotica 1 (APAF1) y p53
(35,43-45). También se han descubierto
IRES en el protooncogén c-myc (45), en
los factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF), en los factores de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) y en genes
reguladores maestros de las respuestas
celulares (46,47). Los IRES relacionados
con p53 son inducidos cuando hay estrés
por agentes genotoxicos o citotoxicos (35)
al igual que los IRES de los mRNA de
proteinas de choque térmico, como la
proteina BiP, proteina de choque térmico
70 (Hsp70), Hsp22 y Hsp27 (40).

Los virus RNA o DNA reclutan la
maquinaria celular para traducir los
MRNA virales. Los virus RNA requieren
inducir estrés oxidativo para generar
cambios en la homeostasis redox para que
se exprese la maquinaria bioguimica
necesaria para traducir su RNA y sintetizar
las proteinas virales. Estos virus utilizan
los IRES para mantener la traduccion viral
activa cuando se inhibe la traduccion de la
célula hospedera.

Se sabe que en el virus de la
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1) el
estrés oxidativo es causado durante la
infeccion lo que estimula la actividad
IRES en las células infectadas (38).
Diversos virus inducen estrés oxidativo
para facilitar su replicacion dentro de la
célula (3,29,36,48,49). De esta manera el
estrés oxidativo inducido por la infeccion
activa varias vias de sefalizacion
antivirales criticas como el receptor tipo
Toll (TLR) y las vias del interferon (IFN
(50-52).

Se ha demostrado que el aumento del
estrés oxidativo, en una célula hospedera,
contribuye a la patogénesis viral, lo que
resulta en una induccién masiva de la
muerte celular (53,54).

Basicamente, el desequilibrio entre la
produccién de ROS y el sistema de defensa
antioxidante esta en relacion directa con
los mecanismos patogénicos para la
respuesta inflamatoria y la lesion tisular
por una infeccion viral (55,56).



El aumento del estrés oxidativo en parte es
consecuencia de la activacion de la via NF-
kB y del bloqueo de la traduccién normal
de proteinas celulares de manera directa
por proteinas virales o por interferones
(55). Estos mecanismos de inhibicion de la
traduccion del hueésped son diversos y
pueden ser iniciados tanto por el virus
como por la propia célula, dependiendo del
tipo de virus. Aunque inicialmente los
IRES se descubrieron en los picornavirus,
poliovirus  (PV) y virus de la
encefalomiocarditis (EMCV) (57,58), a la
fecha se han reportado 60 virus de
humanos y animales y 8 de plantas que
contienen elementos IRES (10,59).
Muchos virus tienen IRES en su RNA
como los Picornaviridae, Flaviviridae,
Dicistroviridae, Retroviridae (57,58,60—
64) y coronaviridae (incluyendo SARS-
CoV-2) (18).

Los IRES de RNA virales tienen
conformaciones complejas y solo estan
activos cuando se unen con proteinas
especificas llamadas factores de activacion
trans de IRES (ITAF). Los ITAF no
funcionan en la traduccién dependiente de
5°cap y son todos de origen celular, no
viral; son importantes, ya que el IRES
debe funcionar antes de que se pueda
sintetizar cualquier proteina viral. Es decir,
el virus desde que ingresa a la célula debe
inducir el estrés oxidativo para activar la
maquinaria bioquimica para detener la
traduccion dependiente de 5°cap y activar
los ITAF. Tanto en celulas con estrés,
como en infecciones virales, los IRES mas
los ITAF requeridos y los factores de
traduccion candnicos funcionan juntos,
como un complejo. Se cree que muchos de

los ITAF en su interaccion con los IRES
tienen funciones semejantes, tanto para
MRNA celulares como para mMRNA
virales, durante la traduccion
independiente de 5°cap (63-65). Esto
sugiere que los mismos ITAF pueden
controlar los IRES virales y celulares,
probablemente porque actdan con un
mecanismo similar de interaccion con los
IRES celulares o virales, o el mismo ITAF
puede presentar mecanismos diferentes
que le permitan interactuar con IRES
virales o celulares. Cuando se analizan los
IRES de origen celular o viral utilizando
vectores con el factor de crecimiento de
fibroblastos 2 (FGF-2 IRES), estos IRES
son activos en la mayoria de los tipos de
células  humanas y no humanas
transfectadas de forma transitoria. In vivo,
en ratones, la actividad de FGF-2 IRES es
baja en la mayoria de los 6rganos del
adulto, pero excepcionalmente alta en el
cerebro. Esta variacion espacio-temporal
no se observa en IRES de origen viral
indicando que hay especificidad tisular de
los IRES celulares pero no de los IRES
virales (65). Diferentes IRES celulares
pueden ser regulados por un mismo ITAF
y un IRES determinado puede ser regulado
positiva 0 negativamente por varios ITAF.
Sin estrés celular, la actividad de IRES es
inhibida por ITAF negativos, mientras que
en estrés aumentan los ITAF positivos que
se unen al IRES, lo que facilita el
desenrollamiento de la  estructura
secundaria del RNA y mejora la actividad
del IRES (66).

Los IRES se encuentran comUnmente en el
5" UTR de los virus de RNA y permiten la
traduccion de los RNA de manera



independiente de 5 ‘cap. Sin embargo,
virus de ADN, incluido el virus simio 40
(SV40) y herpesvirus, también contienen
mRNA policistrénicos con IRES (67-69).
El IRES viral de DNA mejor estudiado es
el del virus del herpes del sarcoma de
Kaposi (KSHV) (70) y el virus de la
enfermedad de Marek (71).

Durante el estrés celular sin infeccion
viral, 0 en el estrés por la infeccion, los
mRNA celulares que contienen IRES, que
son responsables de la
supervivencia/crecimiento celular, como
BiP, Bcl-2, VEGF, entre otros, se traducen
por el mecanismo dependiente de IRES
usando ITAF (63-65). Esto permite que
las células respondan rapidamente a los
cambios transitorios y retrasen la
apoptosis. Si se elimina la condicién de
estrés, las células reanudan la actividad
normal.

Sin embargo, si el estrés se prolonga o es
severo, como en la infeccion viral
persistente, los genes pro-muerte (Apaf-1,
DAP5, CHOP, p53, etc.), también se
traducen selectivamente por el mismo
mecanismo de IRES, lo que le permite a
las células ajustar su respuesta al estrés
celular. Si las condiciones de estrés no
paran y no se restaura la homeostasis
celular, estas proteinas inducen la
apoptosis (37). Otra evidencia que indica
que los virus requieren inducir estres
oxidativo para tener éxito en el proceso
infeccioso es el aumento de la actividad
del IRES cuando las células se tratan con
agentes que inducen estrés oxidativo
(2,37,38). Los virus Flaviviridae como el

virus de la hepatitis C (HCV), el virus del
dengue (DENV), el virus del Zika (ZIKV),
el virus de la encefalitis japonesa (JEV), el
virus del Nilo occidental (WNV) y el virus
de la encefalitis transmitida por garrapatas
(TBEV) inducen y mejoran su capacidad
infectiva con el estrés oxidativo y a la vez
el estrés oxidativo inducido por los virus
explica su patogénesis (2).

La mayoria de virus del género flavivirus
poseen en el 5 UTR un 5°cap metilado
(cap de tipo I (M7GpppNmN), mientras
que los virus de otros géneros poseen
IRES. Sin embargo, se sabe que HCV
utiliza IRES en la traduccion, lo que
permite la traduccién selectiva de genes
virales en condiciones en las que la sintesis
de proteinas global del hospedador se ha
disminuido (64). La traduccion del HCV
aumenta al tratar las células con H20, lo
que sugiere que el HCV es capaz de
adaptarse y utilizar la respuesta anti-viral
del huésped para facilitar su propia
traduccion, permitiendo que el virus
realice el ciclo infeccioso completo en
condiciones de  estrés  oxidativo,
manteniendo una infectividad crénica
(72). Adicionalmente, nuestros resultados
(24) y de otros autores (7,73) indican que
la infeccién viral por rotavirus en las
células intestinales aumenta la generacion
de ROS. También se observa un aumento
en la formacion de viriones cuando las
células infectadas son tratadas con
farmacos generadores de ROS como H20O»,
farmacos utilizados en quimioterapia
(cisplatino, doxorrubicina), metronidazol
o nitrofurantoina (unpublised data).



2. Activacion de la via proinflamatoria
NF-«B e inhibicion de vias
antiinflamatorias como PPAR

Con rotavirus, al igual que en coronavirus
(8,11), la infeccion aumenta el estrés
oxidativo y se induce un desbalance en los
niveles de glutation reducido y oxidado, lo
cual indica una alteracion temprana del
estado redox intracelular (7). Nuestro
grupo de investigacion también ha
encontrado que aumentar el estrés
oxidativo en la célula e infectarla se
aumenta el porcentaje de infeccion y el
namero de viriones. Por ejemplo, en un
modelo in vitro cuando las células MA104
las tratamos durante 1 hora con los agentes
2-3-Dimetoxi-1,4-naftoquinona (DMNQ)
y homocisteina, que aumentan los niveles
de ROS y la activacion de la via NF-«B, y
luego realizamos la infeccion con rotavirus
RRV, los niveles de ROS aumentan entre
2,1y 2,4 veces y los niveles de infeccién
aumentan entre un 20% y 30%
respectivamente (unpublised data). Esto
sugiere que un aumento en el estrés
oxidativo y la actividad de la via NF-«xB se
asocia con un aumento del porcentaje de
infeccion viral.

Dentro de una célula hospedera un virus
que necesita expresar diferentes proteinas
tanto estructurales y como no estructurales
para replicar el genoma viral y ensamblar
un nuevo virién. Se ha demostrado que
diferentes  proteinas  virales  estan
relacionadas con la produccion de varias
ROS (8,9,29,52).

El estrés oxidativo inducido por el virus
juega un papel central no solo en la
finalizacion exitosa del ciclo de vida viral,
sino también en la patogénesis viral (9,74—
76). En el virus de la influenza, entre otros
virus respiratorios, y el virus Sindbis (un
alfavirus con genoma RNA de cadena
positiva con envoltura) la actividad de la
via NF-xB contribuye a la replicacion y
propagacion del virus (77-82). El aumento
del estrés oxidativo como el aumento de la
actividad de la via NF-«B inducen el
aumento de la infeccion. Lo anterior
refuerza la hipotesis de que el desbalance
hacia un estado oxidado promueve un
ambiente celular propicio para el éxito de
la infeccion viral, como se ha observado en
nuestros resultados con rotavirus (24).

Se ha propuesto que en pacientes con
SARS-CoV-2 el estrés oxidativo esta
asociando con la amplificacion vy
mantenimiento de la tormenta de citocinas,
coagulopatia e hipoxia celular (83). El
proceso inflamatorio es un elemento
importante en la tormenta de citocinas (84)
y los estudios indican que ROS activa el
factor  pro-inflamatorio  denominado
receptor P3 similar a NOD (NLRP3).

La activacion del estrés oxidativo por la
infeccion viral activa las vias del receptor
de tipo Toll y del interferon (IFN) como un
mecanimso para combatir la infeccion
viral (54,85). NF-«B, a su vez, es activado
por ROS, por lo que directa o
indirectamente, el proceso inflamatorio
aumenta por ROS (86,87).



Se han detectado niveles elevados de
productos de oxidacidon de esteroles, no
solo durante la infeccién sino también
hasta tres meses después de no tener la
infeccion viral.

A pesar de la funcion antiviral de las
citocinas en las infecciones respiratorias,
su produccién excesiva durante la
tormenta de citocinas es mas dafiina para
los tejidos pulmonares que los propios
virus. Por otra parte, la muerte y lisis
celular inducida por ROS puede favorecer
la liberacion y diseminacion de viriones y
asi estimular la replicacion de aquellos
virus respiratorios con un ciclo de vida
litico. Por lo tanto, se han evaluado varios
agentes para controlar no solo la infeccion
y la propagacion viral, sino también la
inflamacion asociada a la infeccion. Se ha
prestado mucha atencion a los
antioxidantes debido a la correlacion entre
la gravedad de la lesién tisular y los
marcadores de estrés oxidativo en el
pulmon y la sangre de pacientes
infectados, como por ejemplo, con el virus
sincitial respiratorio humano (HRSV)
(12).

Se conoce que la N-acetilcisteina (NAC)
disminuye la carga viral al aumentar el
estado redox celular maximizando la
sintesis de glutation y, por lo tanto,
disminuyendo potencialmente los efectos
del estrés oxidativo inducido por virus y la
muerte celular (88).

También se ha demostrado que NAC
inhibe el proceso inflamatorio
disminuyendo NLRP3 (IL1B e IL18) in
vitro y reduce el TNF-a plasmatico,
citocinas proinflamatorias (IL-8,
CXCL10, CCL5 e IL-6) en ensayos
clinicos en humanos (89).

El estrés oxidativo generado por la
infeccion viral juega un papel clave en la
activacion de la inmunidad innata a través
de la generacion de citocinas al activarse
la via NF-xB (90,91). El virus respiratorio
sincitial (VSR) induce la produccion de
ROS que, a su vez, induce la expresion de
citocinas proinflamatorias y la defensa
inmune innata (36,92). Para controlar los
niveles de las ROS, los virus han
evolucionado la capacidad de manipular
las vias antiinflamatorias, como por
ejemplo la via Nrf2 (74,93). Nrf2 es una
proteina que detecta los niveles de estrés
oxidativo y regula los genes involucrados
en la produccién de enzimas antioxidantes
y asi como los genes de respuesta al estrés.

Durante la infeccion viral se inhibe la
respuesta antioxidante celular aumentando
la degradacion de la proteina Nrf2, lo cual
se correlaciona con un aumento de
antigenos virales (52). Por ejemplo, el
VSR aumenta la peroxidacion de lipidos y
disminuye el GSH en las células epiteliales
alveolares tipo Il humanas y en las células
epiteliales de las vias respiratorias
pequefias y anula la activacion de la via



Nrf2, causando una reduccion en la
expresion de los genes diana Nrf2, incluida
la hemoxigenasa-1 (HO-1), superdxido
dismutasa 1 (SOD1), superoxido
dismutasa 3 (SOD3), glutation S-
transferasa (GST), catalasa (CAT) vy
glutation peroxidasa (GPx) (75). Por otro
lado, se ha demostrado que una alteracion
en el equilibrio redox de una célula
hospedera contribuye a la patogénesis
viral, lo que resulta en una induccién
masiva de muerte celular provocada por el
estrés oxidativo (53). Sin embargo,
también hay estudios donde se encontraron
ejemplos de modulacion positiva de la via
Nrf2 por estrés oxidativo inducido por
virus para evitar una muerte temprana de
la célula (93).

El virus de la influenza induce estrés
oxidativo, pero al mismo tiempo facilita la
translocacion nuclear de Nrf2 con la
expresion subsiguiente de HO-1, una
enzima protectora contra la lesion
oxidativa en las células epiteliales
alveolares humanas (94).

Este virus finalmente induce apoptosis y
citotoxicidad en las células epiteliales
alveolares junto con un aumento de la
expresion de caspasa 1 y 3 y una citocina
proinflamatoria, IL-8 (94). Estos hallazgos
apoyan la idea de que el estreés oxidativo
esta involucrado de manera importante en
el exito o el fracaso de la respuesta celular
a la infeccion por virus.

De otro lado, los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPAR)
juegan un papel importante en el
antagonismo de las vias inflamatorias
centrales como NFxB, AP1y STAT (95).

Se conoce que PPARa y PPAR vy regulan
la respuesta inflamatoria in vivo e in vitro
ya que inhiben la activacion de NFxB. En
la infeccion por rotavirus RRV hemos
observado que una disminucion de la
expresion del elemento de respuesta PPRE
en células MA104 infectadas, con respecto
a las no infectadas sugiriendo que RRV
inhibe la via antiinflamatoria
disminuyendo la actividad transcripcional
de PPRE (unpublised data).

El virus de la influenza A (IAV), regula
negativamente PPARy después de la
infeccion de macréfagos alveolares (AM),
a través de la sefializacion dependiente del
interferon de tipo | (IFN). Igualmente, la
expresion de PPARy en AM suprime la
respuesta  antiviral e inflamatoria
exagerada de AM después de infecciones
por IAV vy virus sincitial respiratorio
(RSV). La deficiencia de PPARy en
células mieloides resulta en una mayor
morbilidad del huésped y aumento de la
inflamacion pulmonar, lo que sugiere que
el PPARy de macrofagos es vital para
restringir el desarrollo de IAV y RSV en el
paciente (96). Ademas, se ha observado
que el tratamiento con rosiglitazona (RGZ)
induce una disminucién significativa de la



infeccion viral con VIH-1 en macrofagos;
la estimulacion de PPARy con RGZ inhibe
la replicacion del virus modulando la
activacion de NF-«xB, lo que conduce a la
regulacion negativa de la actividad
promotora de la repeticion terminal larga
(LTR) del VIH-1 y la supresion de la
replicacion del VIH-1 (97).

Adicionalmente, se ha encontrado
disminucion de la carga viral de la
influenza y disminucion de la produccion
de citocinas y quimiocinas en los ratones
tratados con rosiglitazona infectados por la
influenza en comparacion con los no
infectados (98). Los agonistas de PPARy
tienen efectos positivos en la supresion de
la respuesta inflamatoria durante la
infeccion por el virus sincitial respiratorio
(RSV) (99). Todo esto indica que la
activacion de PPARy es una estrategia
terapéutica eficaz para contrastar la
tormenta de citocinas y prevenir los
efectos inflamatorios que siguen a las
infecciones por coronavirus o por otros
virus RNA.

Los agonistas de PPARy, tienen
propiedades antiinflamatorias que los
convierten en candidatos prometedores
para tratar la inflamacién en enfermedades
virales graves (100). Agonistas de PPARYy
naturales como 15d-PGJ2 vy sintéticos
como las tiazolidinedionas regulan
significativamente a la baja la expresion de
ICAM-1 inducida por virus sincitial
respiratorio (RSV) en células A549 y
NHBE (99).

Diferentes investigaciones, han reportado
que la activacibn de PPARy por
tiazolidinedionas (TZD) como
rosiglitazona (RGZ), pioglitazona (PGZ) o
por flavonoides, fibratos (fenofibrato,
gemfibrozilo) (101) interfiere con la
cascada de sefializacion de NF-xB, lo que
lleva a una disminucion en la transcripcion
de algunos genes proinflamatorios
dependientes de NF-«xB y a la inhibicion de
infecciones virales o a la modificacion del
proceso inflamatorio causado por la
infeccion viral. Cuando la via de NF-«B se
activa, hay expresion de COX-2 vy
actividad proinflamatoria; los ligandos de
PPARy ejercen sus  propiedades
quimioprofilacticas evitando la
traslocacion al nucleo de p65/p50 y de esta
manera inhibiendo la accién de NF-xB.
Parte de la regulacion antiinflamatoria de
PPAR estd mediada porque PPAR
interfiere negativamente los factores
nucleares como NF-xB, AP-1 y C/EBP,
que regulan la inmunidad innata y
adaptativa (102). Los ligandos de PPARy
inhiben  la  expresion de  genes
inflamatorios como la interleucina-15 (IL-
18) vy el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) (103). PPARy, al igual que
PPARa y PPARf, se expresa en una
amplia variedad de células en las que
regula la transcripcion de distintos genes a
través de la heterodimerizacion con los
receptores de retinoides X (RXR) (104).

Por esta razén, la vitamina A (holo-trans-
retinol) también ejerce efectos
antiinflamatorios.



Los pacientes con infeccion por VIH
presentan una expresion disminuida del
gen PPARy y de las proteinas en los
macrofagos alveolares, lo que se
correlaciona con un aumento del estrés
oxidativo (105).

El tratamiento con un agonista de PPARYy
aumenta los niveles de PPARYy, mejora el
indice fagocitico de los macrofagos y
disminuye el estrés oxidativo (106),
respaldando el papel potencial de los
agonistas de PPARY para el tratamiento en
las infecciones virales.

La infeccion por rotavirus induce una
respuesta inflamatoria en la célula
hospedera acompafiada de un aumento de
la expresion o activacion de algunas
moléculas celulares, incluidas ROS, NF-
kB 'y COX-2 (137).

Nuestro grupo de investigacion ha
reportado que la estimulacién con
agonistas de PPARy (TZD, RGZ, PGZ,
DHA y ALA), acido retinoico todo trans
(ATRA) vy el tratamiento con N-
acetilcisteina (NAC) interfieren con la
infeccion por rotavirus, como ha sido
reportado para otras infecciones virales
(11,23-26).

La acumulacion de las proteinas celulares
proinflamatorias y el aumento de ROS,
inducidos por la infeccion de rotavirus, se
reduce con el tratamiento con
pioglitazona, produciendo también una

reduccion concomitante del rendimiento
del ndmero de viriones infecciosos,
sugiriendo que PPARy inhibe a NF-«B
(107,108).

Los rotavirus, como muchos otros virus
RNA, activan la via inflamatoria,
aumentando la expresion de NF-xB e
inhibiendo las vias antinflamatorias como
PPAR (11,24).

Nuestro grupo de investigacion ha
descubierto que durante la infeccion por
rotavirus se fosforila PPARy y no se
trasloca al ndcleo y de esta manera se
inactiva esta via  antiinflamatoria
(unpublised data).

La fosforilacion es la modificacion
postraduccional mas importante que afecta
la actividad de PPARYy. La fosforilacion de
PPARY por MAPK, incluidas p38MAPK,
la quinasa N-terminal Jun (JNK) y la
quinasa regulada por sefial extracelular
(ERK) causa la inhibicion de Ila
transactivacion de la proteina, tanto
dependiente como independiente del
ligando.

También se ha demostrado que AMPK
fosforila e inhibe la actividad de PPARy
(109).



3. ¢Por qué los antioxidantes reducen la
generacion de virus, tanto in vitro como
in vivo?

3.1. Disminucion de ROS e inhibicion de
la via proinflamatoria NF-xB

Nuestro grupo de investigacion ha
reportado que la infeccion de rotavirus
(11,23-26), como la de otros virus
(89,110-113), disminuye
significativamente con antiinflamatorios
no esteroideos (AINES, ibuprofeno,
diclofenaco), con el antioxidante NAC,
agonistas de PPARy (rosiglitazona y
pioglitazona), acidos grasos
poliinsaturados (DHA), el &acido trans-
retinoico (vitamina A), acido ascérbico,
curcumina, tanto in vitro, como in vivo,
debido a su efecto como inhibidores de la
via NF-xB. Al usar estos compuestos, se
ha observado de forma general una
disminucion en la infeccion por rotavirus
con una disminucion en los niveles de
expresion de NF-«B, PDI, Hsc70, PPARY,
COX-2 y ROS, lo cual reafirma la
importancia de un estado inflamatorio en
la infeccion de rotavirus, como ha sido
reportado para otros virus
(3,13,14,83,114), sugiriendo que el efecto
antiviral de estas sustancias esta asociado
con la inhibicion de estas vias.

Puesto que el estrés oxidativo es el vinculo
de todos los mecanismos conocidos para la
infeccion viral, incluyendo SARS-CoV-2,
el uso de antioxidantes, como NACy
glutation (GSH), donantes del grupo SH,
puede tener un efecto positivo en la
recuperacion de pacientes con infecciones

virales. Otros compuestos como la
vitamina E, vitaminas C, D y selenio,
agentes quelantes que forman complejos
con el hierro (deferoxamina), inhibidores
de NF-xB (AINES, dexametasona,
curcumina, gingerol, etc), polifenoles,
activadores de  Nrf2  (curcumina,
resveratrol) y el uso de inhibidores de
citocinas proinflamatorios especificos y
anticoagulantes (8,9,31,52,83,88,115—
117) también pueden ser utilizados en el
manejo de infecciones virales. Se ha
encontrado que farmacos inhibidores de
NF-xB, como éster fenetilico del acido
cafeico  (CAPE), Bayl1-7082 vy
partenolida que inhiben la activacion de
NF-xB reducen la inflamacion por SARS-
CoV-2 en ratones (118).

Los triterpenoides sintéticos (oltipraz,
hidroxianisol butilado), el sulforafano
presente en la familia de la col (brocoli, col
de Bruselas, col, coliflor, y col rizada
brocoli), la curcumina presente en la
curcuma, la  silibinina,  principal
constituyente activo de la silimarina
(Silybum marianum o cardo marino), el
resveratrol (presente en el vino tinto, la
piel de la uva roja, las moras) ejercen son
antioxidantes que activan Nrf2 e inhiben
las vias del NF-«B (52,119-122). La
accion de estos agentes regulan a la baja
las citocinas proinflamatorias como la
interleucina (IL)-1, IL-6, IL -8 y factor de
necrosis tumoral (TNF-a) (123,124).

Los resultados obtenidos en estos estudios
sugieren que disminuir el estrés oxidativo
es una estrategia viable en el manejo de las



infecciones virales. Al modular las vias
sensibles redox, la respuesta inmune puede
regularse y controlar la infeccion viral,
aspecto que se ha estudiado en el contexto
de una amplia variedad de virus, incluido
el SARS-CoV-2 (114,125).

El glutation (GSH) es el principal agente
antioxidante en los mamiferos y es la
defensa antioxidante méas importante en
los pulmones (126). Normalmente, cuando
el equilibrio entre GSH/GSSG se ve
interrumpido por un aumento de ROS, un
entorno mas oxidativo oxida las proteinas
gue controlan la activacion y localizacién
de los factores de transcripcion, como
KEAP-1, que regula Nrf2, e IxB, que
regula  NF-xB, activando la via
antiinflamatoria e  inactivando la
inflamatoria (127).

De esta manera, la célula controla el estrés
oxidativo, sin embargo, en las infecciones
virales, KEAP-1 se mantiene unida a Nrf2,
causando su degradacion via
ubiquitinacion en el proteasoma, o
degradéndola por via no candnica
independientes de KEAP-1 (128). Las
infecciones por coronavirus conducen a
alteraciones del equilibrio redox en las
células infectadas a través de la
modulacion de la biosintesis de NAD+.
Por tanto, las moléculas donantes del
grupo SH, los activadores de Nrf2 y los
inhibidores de NF-xB, son opciones
terapéuticas potenciales para la infeccion
por virus RNA, incluido SARS-CoV-2. Se
ha informado que este enfoque terapéutico
revierte la sintomatologia severa por

diferentes virus y por SARS-CoV-2
(129,130). Como se ha mencionado, los
virus RNA necesitan la via NF-«xB activa
dentro de las células huésped para poder
replicarse y SARS-CoV-2 no es la
excepcion, por lo tanto, los farmacos que
inhiben la activacion de NF-xB reducen
potencialmente la replicacion viral. Se ha
demostrado que NAC inhibe la via NF-«B,
asi como la replicacion de los virus de la
influenza humana (cepa H5N1, Vietnam /
VN1203) en células epiteliales de pulmén
humano de una manera dependiente de la
dosis (5 a 15 mM) (113,117,131,132).
Ademas, también se ha demostrado que
NAC inhibe la replicacion de virus, como
el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) (133) y el virus respiratorio sincitial
(RSV) (113) y SARS-CoV-2 (116,134).
En el SARS-Cov-2, se requiere la proteasa
principal (Mpro) para la replicacion viral,
se ha sugerido que NAC puede unirse a
Cys-145, un sitio activo de Mpro,
inhibiendo  su  actividad  proteasa,
interfiriendo con la entrada del virus a la
célula y con la replicacién viral (116). Por
lo tanto, NAC podria servir como un
farmaco de primera linea especificamente
para infecciones virales como la causada
por el SARS-Cov-2 (134). Se ha
demostrado que NAC puede cambiar el
equilibrio redox hacia un estado reducido
al reponer el glutation reducido (GSH).
Igualmente, suprime la activacion de NF-
kB a concentraciones de 10 mM o mas, lo
que resulta en la modulacion de la
produccion de citocinas y sefiales
quimiotacticas (135), convirtiendo a NAC
en una sustancia importante para tratar
infecciones virales, incluyendo SARS-
CoV-2 (117,132,136,137).



La infeccion por SARS-Cov-2
desencadena la produccion de ROS, que
induce la estabilizacion del factor la
inducible por hipoxia (HIF-1a) y la accion
de este factor inhibe la respuesta de las
células T y reduce la supervivencia de las
células epiteliales (138). Igualmente, las
células infectadas por SARS-CoV-2
adaptan su metabolismo tras la infeccion y
se vuelven altamente glucoliticas, lo que
facilita la replicacion del SARS-CoV-2, al
administrar antioxidantes como NAC se
reduce ROS y disminuye la glucolisis
(138).

Adicionalmente, durante el
envejecimiento hay estrés oxidativo, lo
cual induce un nivel crénico de baja
inflamacién, asociado con la produccion
de citocinas inflamatorias. Esta condicién
aumenta la gravedad de las infecciones
virales en esta poblacion. El aumento de la
oxidacion celular con el envejecimiento y
la enfermedad es la explicacion mas
probable del aumento de la vulnerabilidad
de los ancianos y las personas con
comorbilidades y problemas de salud
subyacentes a las infecciones virales,
incluida la causada por SARS-CoV-2. De
manera similar, todos los virus RNA
respiratorios inducen la produccion de
ROS mediada por Nox2 en endosomas de
macrofagos alveolares.

A su vez, el reclutamiento de neutrofilos y
monocitos del torrente sanguineo al sitio
de infeccion puede contribuir
significativamente a un aumento colateral
en la produccion de ROS durante la
infeccion (12).

3.2. Alteracion de la entrada y del
plegamiento de los virus

Nuestro grupo de investigacion ha
reportado que la proteina de membrana
celular disulfuro isomerasa (PDI), rica en
residuos de cisteina (Cys) interacciona con
rotavirus y esta interaccion disminuye al
tratamiento con agentes que bloquean el
intercambio tiol-disulfuro o alteran el
estado redox celular (DTNB, Bacitracina,
N-etilmaleimido y  N-acetilcisteina)
(11,23-26,139).

Encontramos que debido a la presencia de
los inhibidores de intercambio
tiol/disulfuro se reduce la interaccion de
PDI con particulas de triple capa (TLP) de
rotavirus o con sus proteinas estructurales.
Las interacciones de las TLPs con
fracciones enriquecidas en la membrana
celular de vellosidades intestinales de
raton, producen reordenamientos en los
puentes disulfuro de las proteinas
estructurales del rotavirus.

Esto sugiere que PDI interactia con los
viriones de rotavirus a través de reacciones
redox facilitando la entrada de rotavirus en
la célula huésped, apoyando la idea de que
PDI interacciona con rotavirus y participa
en los mecanismos redox que el rotavirus
requiere. para entrar a la célula (140). La
proteina Spike (S) del SARS-CoV-2, al
igual que en muchos coronavirus
relacionados con el SARS, asi como el
receptor celular de este virus, la enzima
convertidora de la angiotensina 2 (ECA2),



son ricas en residuos de cisteina y forman
enlaces disulfuro intramoleculares. A
partir de simulaciones de dinamica
molecular en SARS CoV-2, se ha
observado que en la unién del dominio
Spike (RBD) al receptor ECA2, cuando se
reducen los cuatro enlaces disulfuro del
dominio, hay una mayor flexibilidad del
dominio. Esto ocurre especialmente en el
residuo 456-490 que interactia con el
receptor de células ECA2 (141). Los
enlaces disulfuro en la proteina ECA2
tienen potencial actividad redox, lo que
facilita la interaccion primaria entre el
receptor y la proteina S.

Los animales resistentes a la infeccion
carecen de la capacidad de oxidar o reducir
por tener mutado una de las cisteinas en las
secuencias de ECA2 (Cys133-Cysl14l),
apoyando la hipdtesis redox en la
interaccion virus-ECA2. Adicionalmente,
la ECA2 es un conocido regulador del
estrés oxidativo; la sobreexpresion de
ECAZ2 previene el aumento inducido por
angiotensina Il en la expresién de ROS y
NADPH oxidasa en el endotelio
(115,142). NAC puede bloquear la
actividad de ECA2, al reducir los
disulfuros lo que dificultaria la penetracién
del SARS-CoV-2 en las células diana
(142) de manera similar a como NAC
interfiere con la unidén de rotavirus a PDI
de membrana (140) debido a que interfiere
con el estado redox.

Los reportes de nuestro grupo de
investigacion con rotavirus, sugieren que
la PDI, e incluso otras tiorredoxinas

relacionadas o la integrina avfB3, son
candidatos potenciales para realizar estas
reacciones, ya que los anticuerpos anti-
PDI y los inhibidores del intercambio de
tiol-disulfuro pueden reducir
significativamente la interaccion PDI-TLP
y también la infeccion por rotavirus (139).

Es inusual que los virus utilicen una sola
molécula receptora; generalmente utilizan
varias, ubicadas en diferentes 6rganos, que
cumplen la misma funcion: unién,
cambios  conformacionales de las
particulas virales, e ingreso del virus
dentro de la célula. Nuestro grupo de
investigacion ha planteado  que los
rotavirus parecen haber evolucionado para
entrar en la célula diana utilizando
diferentes moléculas de superficie celular
(11): (1) Moléculas de unidn representadas
por acido sialico y algunas integrinas; (I1)
Moléculas acompafiantes que incluyen
Hsc70 y otras proteinas de choque
térmico; (111) Moléculas con funcion redox
tales como PDI, Erp57 vy otras
tiorredoxinas  relacionadas 'y (V)
Moléculas implicadas en el proceso de
endocitosis u otros mecanismos alternos,
estas Ultimas pueden formar parte de los
eventos I-111.

La mayor limitante en el ingreso de un
virus a la célula hospedera es hallar el
conjunto de moléculas que le permitan
infectar, en especial cuando esta en el
transito de colonizar una nueva especie. En
este caso se requiere una gran carga viral
para infectar individuos de especies no
susceptibles y baja carga viral cuando



adquiere las mutaciones que le permiten
alcanzar, con alta afinidad, los receptores
que le facilitan la infeccion. Las moléculas
receptoras que ejecutan el mecanismo de
entrada pueden diferir parcial o totalmente
dependiendo de la especie, linea celular y
cepa viral (11).

El uso de receptores y el tropismo de los
virus estarian determinados por la
abundancia relativa y la proximidad fisica
de los receptores en la superficie de la
célula huésped.

Las proteinas estructurales de los virus,
implicadas en los primeros pasos del ciclo
infeccioso, son sustratos de las moléculas
de la superficie celular que tienen

actividades oxidorreductasa, tiol
isomerasa y chaperonas que serian
responsables de los cambios

conformacionales que estas proteinas de
interaccidn viral necesitan para asegurar la
internalizacion.

3.3. Disminucion en la produccion de
viriones por célula infectada

El estrés oxidativo intracelular contribuye
al plegamiento de las proteinas virales,
porque éstas requieren ser oxidadas para
formar puentes de azufre, un evento
necesario para ensamblar  viriones
maduros e infecciosos (19,20,33). Los
virus RNA inducen estrés oxidativo y al
tratar las celulas con antioxidantes, se
genera un ambiente no propicio para la
replicacion viral y por tanto se disminuye
el numero de viriones por célula infectada
(1,24,132), dandoles tiempo al organismo
para reaccionar y controlar la infeccion.

De todos los antioxidantes conocidos el
mas antiguo y estudiado es NAC, se
conoce la farmacocinética y las dosis
minimas, maximas y toxicas. La dosis letal
50, (DL50) oral (rata): 5050 mg/kg; DL50
oral (raton): 4400 mg/kg; DL50
intraperitoneal  (ratén): 400 mg/kg
(consultar Nimero RTECS: HA1660000).



Aunque no se dispone de datos para
humanos, se ha reportado hasta 150 mg/kg
de peso via endovenosa para
envenenamiento con acetaminofén, sin
reacciones adversas.

La tasa de infusion final de NAC puede ser
de 12,5 mg a 18.75 mg/kg/h dependiendo
de la ingesta de acetaminofén; o via oral,
con ingestas de 32 g/dia de NAC (143).
Por esta razon, NAC junto con muchos
otros compuestos que activan la via anti-
inflamatoria de PPAR (fibratos, Vitamina
A, DHA) y con antioxidantes reconocidos
como vitamina D, vitamina E, vitamina C
y AINES pueden usarse en pacientes
infectados para disminuir el nimero de
viriones producidos por célula.

Las cantidades usadas deben ser acordes
con la sintomatologia, segun el criterio
médico. Baja cantidad cuando los
sintomas son leves, moderada cuando son
sintomas medios y altas cuando los
sintomas son fuertes o los pacientes tienen
comorbilidades. Si los virus RNA,
incluyendo SARS-CoV-2, estimulan vias
pro-inflamatorias como NF-«xB vy
oxidantes como ROS e inhiben la anti-
inflamatoria como PPAR, lo ideal es
utilizar farmaco que también actten en los
tres sitios.

Es improbable que un solo farmaco sea
capaz de inhibir la infeccion aguda puesto
que los virus RNA, por diversos
mecanismos, actlan en las tres vias
mencionadas. En nuestro modelo con
rotavirus, descubrimos que los diferentes
farmacos analizados tienen un orden
jerarquico en la fuerza de accion para
disminuir la capacidad infectiva, asi: el
mas potente es el NAC, luego los
inhibidores de NF-«xB y los agonistas de
PPAR y por ultimo las vitaminas
(23)(25,26).

Un esquema ideal para el manejo de virus,
incluido el SARS-CoV-2, seria usar
medicamentos que actden en los tres
eventos, teniendo como base NAC, junto
con los demas compuestos. Con este
esquema se busca mantener baja la
generacion de viriones por ceélula vy
permitir la produccion sostenida de
antigenos virales para desarrollar una
inmunidad eficiente y equilibrada, de
forma similar a lo que se busca en la
vacunacion con el virus completo inactivo
0 atenuado.



Conclusiones

En la membrana celular los virus RNA
requieren moléculas redox que le permitan
realizar los cambios conformacionales en
las proteinas virales necesarios para la
unién y penetracion a la célula. Necesitan
inducir estrés oxidativo celular porque al
generar estrés celular se expresa la
maquinaria bioquimica necesaria para la
traduccion de los RNA virales utilizando
IRES. Ademas, se generan citocinas
prooxidantes como el factor de necrosis
tumoral y otras citocinas pro-inflamtorias.

Los virus RNA inhiben enzimas
antioxidantes tales como superoxido
dismutasa, factores importantes en las vias
anti-inflamatorias como Nrf2, PPARy y
otras ROS estimula la activacion de la via
NF-xB y ambos aumentan la replicacion
viral.

El tratamiento y uso de antioxidantes que
actien en las tres vias son potenciales
agentes terapéuticos en enfermedades
RNA virales, incluyendo SARS-CoV-2.
Su uso, tanto en animales como de
pacientes humanos, conduce a disminuir la
generacion de viriones por célula
permitiendo la produccion sostenida de
antigenos virales para desarrollar una
inmunidad eficiente y equilibrada, de
forma similar a lo que se busca en la
vacunacion con el virus completo inactivo
0 atenuado.
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