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Citomegalovirus humano (HCMV)
Familia Herpesviridae

Subfamilia Betaherpesviridae



Citomegalovirus humano (HCMV)



Adland et al. (2015)



Fiebre
Sudoración

Malestar

Retinitis
Neumonitis

Encefalitis
…

…

Aborto espontáneo

Secuelas neurológicas en recién nacidos

Crecimiento intrauterino

Inmunodeprimidos Inmunocompetentes



Gerna and Lilleri, (2019)



Tratamiento actual: Antivirales

 Ganciclovir

 Valganciclovir

 Foscarnet

 Cidofovir

 Letermovir

Nefrotoxicidad

Resistencias

Elevado coste



 Búsqueda, identificación y caracterización de nuevos compuestos químicos con actividad antiviral 

frente a HCMV e identificación de nuevas dianas terapéuticas:

- Estudio de componentes de aceites esenciales (EOC): eugenol, timol y vainillina, tanto libres como 

inmovilizados en partículas de sílice amorfa

- Reposicionamiento de fármacos utilizando una biblioteca comercial de 1520 compuestos químicos 

(Biblioteca química de Prestwick).

 Caracterización de cuerpos densos derivados de células epiteliales y fibroblastos como posible enfoque 

para el desarrollo de una una vacuna contra HCMV



 Búsqueda, identificación y caracterización de nuevos compuestos químicos con actividad antiviral 

frente a HCMV e identificación de nuevas dianas terapéuticas:

- Estudio de componentes de aceites esenciales (EOC): eugenol, timol y vainillina, tanto libres como 

inmovilizados en partículas de sílice amorfa

- Reposicionamiento de fármacos utilizando una biblioteca comercial de 1520 compuestos químicos 

(Biblioteca química de Prestwick).

 Caracterización de cuerpos densos derivados de células epiteliales y fibroblastos como posible enfoque 

para el desarrollo de una una vacuna contra HCMV



Ensayo de citotoxicidad y de actividad antiviral
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Ensayo de citotoxicidad y de actividad antiviral

La vainillina resultó ser el mejor candidato en ambas 

líneas celulares debido a su baja citotoxicidad y efecto 

antiviral (SIARPE-19=15124mM; SIMRC-5= 1739mM)

Compuestos libres



Ensayo de citotoxicidad y de actividad antiviral

La partícula de sílice vacía no 

ejerce ningún efecto antiviral

Compuestos

funcionalizados

La vainillina resultó ser el mejor 

candidato debido a su baja 

citotoxicidad y efecto antiviral 

(SIARPE-19=2.76x1011mM; SIMRC-5= 

406mM)

La actividad antimicrobiana de 

los EOCs libre se ve potenciada 

cuando estos se inmovilizan en 

partículas de sílice



Ensayo de citotoxicidad y de actividad antiviral

Ensayo de neutralización

Análisis de mecanismos moleculares

Ensayo de attachment & penetration

Ensayo time-of-addition

Estudio de EOCs

• % viabilidad (Alamar bluecélulas metabólicamente activas) TC50

• % infección (Cytellcélulas infectadas fluorescentes) IC50

• Selectivity index (SI)

• % infección (Efecto virucida) IC50

• SI

Análisis expresión de proteínas tempranas y tardías (qPCR, Western Blot)

% infección durante 8 horas (pre y post infección)

% infección



Ensayo de neutralización

En ambas líneas la vainillina fue el 

compuesto con mayor actividad virucida

Compuestos libres

El timol en ARPE-19 parece ejercer un 

efecto neutralizante importante



Ensayo de neutralización

Compuestos

funcionalizados

En ambas líneas celulares, la vainillina 

funcionalizada fue el compuesto con 

mayor actividad virucida

En ARPE-19 el eugenol parece ejercer 

un efecto virucida importante



Ensayo de citotoxicidad y de actividad antiviral

Ensayo de neutralización

Análisis de mecanismos moleculares

Ensayo de attachment & penetration

Ensayo time-of-addition

Estudio de EOCs

• % viabilidad (Alamar bluecélulas metabólicamente activas) TC50

• % infección (Cytellcélulas infectadas fluorescentes) IC50

• Selectivity index (SI)

• % infección (Efecto virucida) IC50

• SI

Análisis expresión de proteínas tempranas y tardías (qPCR, Western Blot)

% infección durante 8 horas (pre y post infección)

% infección



Análisis de mecanismos moleculares



F
re

e 
E

O
C

s
Análisis de mecanismos moleculares

Fla
vo

pir
id

ol

Eugen
ol

Tym
ol

Van
ill

in

0

1

2

3

IE1

IE
1
/G

A
P

D
H

 m
R

N
A

 l
e
v
e
ls

R
e
la

ti
v
e
 u

n
it

s

ARPE-19

MRC-5

Fla
vo

pir
id

ol

Eugen
ol

Tym
ol

Van
ill

in

0

1

2

3

gB

IE
1
/G

A
P

D
H

 m
R

N
A

 l
e
v
e
ls

R
e
la

ti
v
e
 u

n
it

s

ARPE-19

MRC-5

Fla
vo

pir
id

ol

SiO
2
 E

ugen
ol

SiO
2
 T

ym
ol

SiO
2
 V

an
ill

in

0

1

2

3

IE1

IE
1
/G

A
P

D
H

 m
R

N
A

 l
e
v
e
ls

R
e
la

ti
v
e
 u

n
it

s

ARPE-19

MRC-5

Fla
vo

pir
id

ol

SiO
2
 E

ugen
ol

SiO
2
 T

ym
ol

SiO
2
 V

an
ill

in

0

1

2

3

gB

IE
1
/G

A
P

D
H

 m
R

N
A

 l
e
v
e
ls

R
e
la

ti
v
e
 u

n
it

s

ARPE-19

MRC-5

F
u

n
ct

io
n

a
li

se
d

E
O

C
s

* *

*
*

*
*

*

*
*

* *

*

* *
*

*

*
* *

*

* *
*

* *
*

*



Ensayo de citotoxicidad y de actividad antiviral

Ensayo de neutralización

Análisis de mecanismos moleculares

Ensayo de attachment & penetration

Ensayo time-of-addition

Estudio de EOCs

• % viabilidad (Alamar bluecélulas metabólicamente activas) TC50

• % infección (Cytellcélulas infectadas fluorescentes) IC50

• Selectivity index (SI)

• % infección (Efecto virucida) IC50

• SI

Análisis expresión de proteínas tempranas y tardías (qPCR, Western Blot)

% infección durante 8 horas (pre y post infección)

% infección



Ensayo time-of-addition

-2 hpi 0 hpi 1 hpi 2 hpi 4 hpi 6 hpi

Pre-treatment

EOCs

Viral infection

Post-infection

EOCs + virus

EOCs EOCs EOCs EOCs



Ensayo time-of-addition
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Ensayo attachment

Pre-cooled 4ºC 

15min

ARPE-19

MRC-5 37ºC

24h

Incubation 4ºC 

2h

CMV-GFP

Incubation

4ºC 

2-3h

37ºC

48h

IC50



Ensayo penetration

4ºC

2-3h

ARPE-19

MRC-5
37ºC

1h

37ºC 

1h

CMV-GFP

Lavar buffer 

citrato

37ºC

48h

IC50

DMEM

37ºC

24h



Ensayo attachment & penetration
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