Diagnostico por imagen

LA MICROSCOPIA ELECTRONICA
NOS AYUDA A GCOMPRENDER COMO
FUNCIONAN LOS FARMACOS ANTIVIRALES

Mas que ninguna otra metodologia, la microscopia electronica ha contribuido a nuestro
conocimiento de la organizacion de las células y de la estructura de los virus. La microscopia
electronica sigue jugando un papel clave en el descubrimiento de nuevos organismos, sobre todo
virus y es de gran ayuda para estudiar las etapas de su ciclo vital. Cualquiera de esas etapas es
susceptible de ser bloqueada por un farmaco antiviral. Y para validar y comprender el mecanismo
de accion de los antivirales, la microscopia electronica esta jugando un importante papel.

Si bien la pandemia causada por el coronavirus SARS-
CoV-2 ha puesto de manifiesto que contamos con muy
pocas medicinas para tratar las infecciones virales,
actualmente existen numerosas investigaciones para
conseguir colecciones de farmacos antivirales eficaces
y de amplio espectro, es decir, compuestos que puedan
tratar las infecciones causadas por virus diferentes. Por
poner solo un ejemplo, actualmente hay 509 ensayos cli-
nicos registrados en www.clinicaltrials.gov para validar
compuestos con actividad antiviral contra los coronavi-
rus (revisado el 22 de marzo de 2024). De ellos, 66 estan
en fase inicial, 24 estan activos, 210 completados y 58
terminados.

¢Qué virus se consideran importantes actualmente? La
Organizacion Mundial de la Salud tiene una lista de las
diez enfermedades prioritarias para las que se necesitan
tratamientos urgentes'. En ella se recogen las enferme-
dades causadas por coronavirus, bunyavirus, filovirus,
paramixovirus y el flavivirus Zika. La lista incluye también
la “Enfermedad X" y se refiere a la que podria causar un
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patdgeno aun desconocido para el que deberiamos estar
preparados. En este contexto lo ideal seria contar con
una coleccién de farmacos antivirales de amplio espec-
tro que fueran eficaces contra los virus conocidos y los
gue estan por venir.

Un antiviral es una molécula que bloquea una etapa
concreta del ciclo vital de un virus. Los antivirales son
basicamente de dos tipos: 1) antivirales de accion
directa, que atacan componentes de los virus y 2) anti-
virales que atacan componentes de las células que los
virus necesitan para infectar. Una importante fuente
para nuevos antivirales viene de lo que se conoce como
reposicionamiento de farmacos?. Cruzando informacion
acerca de lo que los virus usan en las células y lo que los
farmacos bloguean en las células se estan encontrando
compuestos ya usados en clinica para tratar diversas
enfermedades y que pueden reposicionarse para tratar
las infecciones virales.

Para estudiar la capacidad antiviral de un compuesto,
se aplican técnicas de virologia y bioquimica. Si ademas



i
QUALIPHARMA

“agaell

Regulatory Compliance
En todo el ciclo de vida del producto

Desde el dossier de registro y la fabricacion,
hasta la liberacion y comercializacion

;Hablamos?

www.qualipharmagroup.com
Madrid | Barcelona | Ledn | Bilbac | Buenos Alres | Irlanda @
infoaqualipharmagroup.com e



Diagnostico por imagen

se aplican técnicas de microscopia Optica y electronica,
la caracterizacion del nuevo compuesto serd mucho mas
completa®. La microscopia 6ptica de células vivas nos
permite estudiar las infecciones virales de manera dina-
mica y a tiempo real. Por otro lado, los virus son peque-
fios y dado que su tamafio va de unos pocos nanémetros
a aproximadamente una micra, solo pueden verse con
detalle con la resolucion que proporciona el microscopio
electronico, que consigue una magnificacion y resolucion
espacial de mas de mil veces superior a la que propor-
cionan los microscopios opticos”. La microscopia elec-
tronica nos da detalles de cémo los virus entran en las
células, como construyen las factorias donde replican su
genoma y donde ensamblan los nuevos virus infecciosos
y como salen de las células. Gracias a los avances téc-
nicos en microscopia, estamos empezando a ser cons-
cientes de la variedad y complejidad de las estructuras
que los virus construyen dentro de las células®. Y cémo
se ven afectadas por la accion de los antivirales.

La primera figura de este articulo (creada con
BioRender.com) resume la estrategia general a seguir
para estudiar el efecto de los antivirales con técnicas
de imagen. La microscopia optica nos permite estudiar
los efectos del antiviral en la progresion de la infeccion,
bien usando virus fluorescentes o marcando compo-
nentes virales con anticuerpos especificos y fluoréfo-
ros mediante las técnicas de inmunofluorescencia. Asi
podemos saber de forma répida en cudntas células no
hay sefial del virus, lo que significa que la infeccion ha
sido blogueada por el antiviral. Si disponemos de virus
fluorescentes con las técnicas de video-microscopia de
células vivas podemos analizar los cambios en la pro-
gresion de la infeccion a tiempo real. Para visualizar
las infecciones con detalle, acudimos a la microscopia
electronica convencional, que conlleva el procesamiento
y estudio de las muestras a temperatura ambiente. Son
técnicas rapidas que permiten dar un resultado en pocos
dias. Si se quiere hacer un estudio a mayor resolucion,
se acude a la microscopia electronica a baja tempera-
tura o “criomicroscopia electronica”. Son métodos que
preservan el material bioldgico en un estado préximo al
nativo y cuya aplicacién requiere mas tiempo, por lo que
se aplican para estudiar detalles concretos. El caracter
dinamico de la microscopia éptica puede combinarse
con el detalle y resolucién de la microscopia electrénica
gracias la microscopia correlativa. Estas técnicas nos
permiten seleccionar células con un patrén interesante
en el microscopio optico y estudiarlas en el microscopio
electrénico®. Asi podemos estudiar qué sucede dentro de
las células en las que el farmaco antiviral tiene éxito y
también en las que el virus no es bloqueado por el antivi-
ral y por tanto obtener datos sobre como aparece en las
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Podemos estudiar qué sucede dentro de las células en las que el farmaco antiviral
tiene éxito y también en las que el virus no es bloqueado por el antiviral y por tanto
obtener datos sobre cémo aparece en las células la resistencia a los antivirales.

células la resistencia a los antivirales’.

En la segunda figura podemos ver un ejemplo del tipo
de informacién que nos proporciona la microscopia elec-
tronica convencional. Se trata de células Vero infectadas
con SARS-CoV-2, el coronavirus causante de la Covid-19,
tratadas siny con un compuesto antiviral, la hidroxipropil-
B-ciclodextrina (HBCD). Las células infectadas presentan
grupos de vesiculas de doble membrana (asteriscos)
que constituyen el organulo de replicacion del virus, asi
como numerosos virus extracelulares (flechas). Cuando
son tratadas con HBCD, el organulo de replicacion esta
alterado y sus vesiculas de doble membrana aparecen
deformes y vacias®. También se observan menos virus
extracelulares.

Otros ejemplos son:

1) la plitidepsina, compuesto antitumoral que inhibe
la infeccidén del SARS-CoV-2 y que también tiene como
diana el organulo de replicacion del virus, que no llega ni
a formarse en presencia del compuesto. La microscopia



electrénica mostré que tampoco se forman particulas
virales®.

2) El acido acetil salicilico, una de las medicinas mas
usadas en el mundo para tratar el dolor y la inflamacion,
inhibe la infeccion del virus Bunyamwera, el prototipo del
orden Bunyavirales. Este grupo de virus incluye patége-
nos importantes para humanos, animales y plantas. La
microscopia electrénica mostré que el acido acetil salici-
lico altera el aparato de Golgi, que es el organulo en el que
el virus establece sus complejos replicativos para copiar
su genoma. Y lo hace de manera reversible porque al reti-
rar el farmaco, el aparato de Golgi de las células recupera
su morfologia normal'. Este ejemplo nos muestra que la
microscopia electrénica nos permite estudiar los efectos
secundarios de los antivirales en las células y también si
son reversibles una vez que se retira el farmaco.

3) La digoxina, compuesto que se utiliza para tratar
enfermedades cardiacas, también inhibe la infeccion de
bunyavirus. La microscopia electronica mostré que la
digoxina no altera el aparato de Golgi sino las mitocon-
drias, que el virus utiliza como uno de los componentes
de sus factorias de replicacion™.

4) Las nanoparticulas de plata tienen accion antimicro-
biana y también bloquean la infeccion de bunyavirus. La
microscopia electrénica revelé que se unen a la superfi-
cie del virus dificultando su unioén a las células®.

5) La microscopia electrénica mostré que en neuronas
el compuesto rottlerina bloquea el transporte intracelular
del bunyavirus La Crosse en el aparato de Golgi, por lo
que los virus quedan atrapados dentro de las células y
no pueden propagarse a las células vecinas. Este com-
puesto también inhibe la encefalitis que el virus causa
en ratones’.

6) El compuesto SBI-0090799 bloquea la formacién
del compartimento membranoso de replicacion del virus
Zika'y

7) el compuesto C19orfé6 tiene un mecanismo de
accién similar en células infectadas por el virus de la
hepatitis C’.

Los virus emergentes y re-emergentes son una ame-
naza para la salud publica y necesitamos tratamientos
eficaces para combatirlos. La microscopia electrénica
nos asiste en el diagndstico, en la identificacion de los
efectos secundarios de los farmacos, en la caracteriza-
cién de los mecanismos de accién de los antivirales y en
la comprension de por qué a veces fallan.

La autora quiere expresar su gratitud a los colabo-
radores, Dr. Martin Sachse (Instituto de Salud Carlos
1), Dr. Moisés Garcia Serradilla y Dra Beatriz Pacheco
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(Universidad Complutense de Madrid), Dr. José P. Cerdn
(CUD, Universidad Politécnica de Cartagena) y a los miem-
bros actuales y antiguos del Laboratorio de Estructura
Celular del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC),
Dra Isabel Fernandez de Castro Martin, Dra Raquel Tenorio
Vela, DAa Sara Yolanda Fernandez Sanchez, Dr. Alberto
Fernandez Oliva y Dra Paula Ortega Gonzalez, por su parti-
cipacion en los trabajos citados en este articulo.
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