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RESUMEN

Introduccion: El virus dengue, transmitido por mosquitos del género Aedes ha
reemergido en los Gltimos afios produciendo la enfermedad transmitida por artropodos
con mayor prevalencia en humanos, y no existe una terapia antiviral especifica ni vacunas,
para su tratamiento y prevenciéon. Ello ha motivado la busqueda de productos y
compuestos naturales con actividad antiviral, lo cual trae consigo la necesidad de
establecer un sistema de evaluacion de productos naturales y sintéticos mediante una
metodologia de pesquisa rapida in vitro.

Objetivo: Proponer un sistema de pesquisa primaria de actividad antiviral contra el virus
dengue basado en células.

Métodos: Se utilizaron como fuentes primarias de informacién trabajos publicados en
revistas nacionales e internacionales registradas en las bases de datos SCiELO o PubMed.
Los ejemplos seleccionados en las figuras y tabla proceden de las publicaciones conjuntas
del Grupo de Virologia de la Facultad de Biologia de la Universidad de La Habana y del
Laboratorio de Arbovirus del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri.
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Informacidn, andlisis y sintesis: Se presentan las principales metodologias basadas en
células, y se enfatiza en aquellas asumidas por nuestro grupo (evaluacion de la
citotoxicidad y el ensayo primario de actividad antiviral). Se muestra el algoritmo de
evaluacién de un producto. La metodologia descrita ha permitido poner en marcha un
programa de busqueda de farmacos antidengue, teniendo en cuenta los criterios de la
evaluacion de la eficacia antiviral y la toxicidad, para realizar un estudio posterior de
mecanismo de accion de los diferentes compuestos o productos evaluados.

Palabras clave: antiviral; antidengue; virucida; productos naturales; citotoxicidad.

ABSTRACT

Introduction: Dengue virus, transmitted by Aedes specie mosquitos, has re-emerged in
the last years causing the arthropod-borne disease with higher prevalence in humans, to
which there is no specific antiviral therapy or vaccine for its treatment and prevention.
This has motivated the search for natural-based products with antiviral activity, which
implies the need to establish an evaluation system of natural and synthetic products
through a rapid in vitro screening methodology.

Objective: To propose a primary screening cell-based antiviral activity system against
dengue virus.

Methods: Papers published in national and international journals indexed in SCIELO or
PubMed were used as primary sources of information. The examples selected in the
figures and table were retrieved from the joint publications of the Virology Group of the
School of Biology of the University of Havana and the Arbovirus Laboratory of the
Institute of Tropical Medicine Pedro Kouri.

Information, Analysis and Synthesis: The main cell-based methodologies are
presented, with emphasis on those assumed by our research group (evaluation of
cytotoxicity and the primary antiviral activity assay). The algorithm for product
evaluation is presented. The methodology described has allowed initiating a search
program for antidengue drugs, taking into account the criteria for evaluating antiviral
efficacy and toxicity, in order to carry out a subsequent study on the mechanisms of action
of the different compounds or products evaluated.

Keywords: antiviral; antidengue; virucidal; natural product; cytotoxicity.
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Introduccion

El dengue es una enfermedad viral aguda que se transmite mediante la picadura de la
hembra de los mosquitos vectores Aedes aegypti y Aedes albopictus. EI DENV (DENV,
del inglés dengue virus) pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. DENV
posee un genoma de ARN de cadena Unica. Se conocen cuatro serotipos: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4.®

Los viriones poseen una simetria icosaédrica y contienen una bicapa lipidica o envoltura
derivada de membranas procedentes del reticulo endoplasmatico, con tres proteinas
estructurales, la glicoproteina de envoltura, la proteina de membrana y la proteina de
capside.® La infeccion en humanos puede causar un amplio espectro de manifestaciones
clinicas que van desde una enfermedad no aparente o asintomatica (cerca del 50 % de los
casos), a una fiebre autolimitada (fiebre del dengue o FD) o las formas graves de la
enfermedad, que son la fiebre hemorragica del dengue / sindrome de shock por dengue
(FHD/SSD).®

El dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos de mas rapida propagacion
en el mundo. Su incidencia ha aumentado 30 veces con la creciente expansion geografica
hacia més de 100 paises, y el incremento de casos reportados en mas de 15 veces, en
relacion con las ultimas dos décadas. Se estiman 100 millones de infecciones anuales con
aproximadamente 500 000 casos graves, que conducen a casi 25 000 muertes por afio.®
Esta enfermedad es endémica en Africa, el Mediterraneo Oriental, el Sudeste Asiatico, el
Pacifico Occidental y en las Américas.®) Mas de 2/5 partes de la poblacion mundial se
encuentran en riesgo de contraer la infeccion.®

En América los brotes durante las ultimas decadas se han manifestado de forma ciclica
cada tres a cinco afios.(” En Cuba, como consecuencia de las epidemias ocurridas desde
el afio 1977 hasta el presente, ha existido circulacion de los cuatro serotipos en la
poblacion (caracteristica de zonas endemicas), cuya implicacion esté relacionada con el
mayor riesgo de aparicion de las formas graves de la enfermedad.®® A pesar de su alta
incidencia y extension geografica no existe actualmente ningin farmaco antiviral
especifico disponible ni vacuna aprobada para su uso contra la infeccion por DENV.(610)

Varias drogas tales como balapiravir,™? cloroquina,*? celgosivir,™® lovastatin,*¥ y
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prednisolona®® introducidas en ensayos clinicos no han resultado eficaces para su empleo
contra el DENV. De ahi el interés creciente que existe en la comunidad cientifica por
encontrar un tratamiento exitoso.

La humanidad ha empleado las plantas desde hace milenios debido a sus diversas
propiedades biologicas, y son reservorios de sustancias que pueden emplearse como
farmacos o servir como guias para la obtencion de compuestos, cuyas estructuras
quimicas representan la base para la obtencion de compuestos novedosos.®? Igualmente
los productos naturales marinos, aunque no han sido evaluados en la misma proporcién
que los de origen terrestre, representan una fuente valiosa para el descubrimiento de
compuestos biolégicamente activos. Particularmente las algas se han empleado en el
tratamiento de un gran nimero de enfermedades dada la presencia de compuestos que
actian como antioxidantes, antivirales, antialérgicos, antiinflammatorios,
anticancerigenos, anticoagulantes, etc.(!6:1")

Existen numerosos métodos in vitro e in vivo para evaluar la actividad antidengue de
extractos naturales o moléculas derivadas de estos.819.20

Teniendo en cuenta lo descrito, es evidente la necesidad de la busqueda y desarrollo de
nuevos compuestos terapéuticos contra el DENV, para lo cual es preciso contar con
sistemas evaluativos que permitan este objetivo.

En el presente trabajo se presenta la metodologia empleada por el Grupo de Antivirales
Naturales de la Facultad de Biologia (Universidad de La Habana), en conjunto con el
Laboratorio de Arbovirus del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri para la
evaluacion de productos naturales contra el DENV utilizando modelos basados en

cultivos celulares.

Métodos

Se utilizaron como fuentes primarias de informacion articulos publicados por el Grupo
de Antivirales Naturales de la Facultad de Biologia en revistas cientificas nacionales e
internacionales, registradas en las bases de datos SCIELO o PubMed, asi como revisiones
y articulos de investigacion relacionados con la tematica.

El punto de partida para la evaluacién de un producto como antiviral radica en el

establecimiento de las condiciones en que se realizaran los ensayos, asi como de los pasos
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en la metodologia de trabajo. A continuacion se muestra un esquema organizativo de los

pasos fundamentales durante la pesquisa primaria (Fig. 1).

Lineas celulares

Mosqguito Mamifero
Co6/36HT Vero
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Fig. 1 - Diagrama de flujo de pesquisa primaria antiviral contra dengue. La evaluacion antiviral

se procede en dos lineas de diferentes origenes: de mosquito y de mamifero.?

Una breve descripcion de cada uno de los pasos fundamentales se analiza a continuacion:

Analisis de los métodos

Seleccion del sistema virus-célula adecuado

Los métodos basados en cultivos celulares son usados ampliamente y permiten
comprobar si los productos evaluados inhiben la replicacion viral o protegen a las células
de los efectos citopaticos que estos virus provocan. El ensayo es relativamente simple y
eficaz en cultivos de células permisivas y sensibles a la replicacion del DENV, el cual se
replica en el citoplasma de las células de vertebrados y de mosquitos.®® Puede afirmarse
que el descubrimiento de antivirales ha venido en paralelo al desarrollo de ensayos
basados en células infectadas.

No obstante, es importante considerar que la sensibilidad de los cultivos celulares a los
virus y la respuesta de estos a un antiviral pueden variar considerablemente entre
sistemas, de ahi la necesidad de incluir en las evaluaciones diferentes tipos celulares y
variantes de virus.??2 En particular, este hecho se ha demostrado en ensayos antivirales

con DENV. Como ejemplo podria citarse el comportamiento antiviral diferente contra el
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DENV-2 de los carragenanos, segun se trate de ensayos en células de mamiferos o de
mosquitos (Vero y C6/36 HT), asi como de diferentes mecanismos de inhibicion.
Ademas, hay que tener en cuenta que la actividad antiviral de un producto dado puede
variar de un serotipo viral a otro.?

Un estudio con dos polisacaridos sulfatados obtenidos a partir de algas: Gymnogongrus
griffithsiae y Cryptonemia crenulata mostraron la actividad antiviral dependiente del
serotipo viral y de la célula hospedera. Una considerable inhibicion de la replicacion del
DENV-2 en células Vero, un menor efecto se observo contra DENV-3 'y DENV-4 y no
hubo inhibicién contra DENV-1.29

La inclusion en los ensayos de cepas virales estandares conjuntamente con aislamientos
clinicos, asi como variantes virales con diferente susceptibilidad a los farmacos de

referencia, posibilita la validacion de la investigacion.??

Evaluacion de la citotoxicidad del producto

La primera etapa en el estudio de cualquier producto como antiviral potencial consiste en
un ensayo cuantitativo que permite evaluar sus efectos nocivos sobre las células o
citotoxicidad, expresada como el valor de concentracién que provoca dafio celular
evidente al 50 % de los cultivos tratados (concentracion citotoxica media, CCso). El valor
predictivo de los estudios de citotoxicidad se basa en la idea de que cuando se afectan
funciones celulares basicas, que son comunes a todas las células, la determinacién del
dafio celular es una medida aproximada de la toxicidad general del compuesto.

El conocimiento de este valor posibilita posteriormente emplear intervalos de
concentracion inferiores o subtoxicos en los ensayos de actividad antiviral.*”?® Se han
descrito numerosos procedimientos para estimar el valor de CCso, pero los métodos
colorimétricos son los mas empleados. Entre estos se destaca el ensayo del MTT basado
en la reduccion del compuesto bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-difeniltetrazolio
(MTT) por enzimas mitocondriales que se encuentran activas en las células viables con
formacion de un precipitado parpura de formazan y el consecuente aumento de
absorbancia. Este método se ha utilizado ampliamente para ensayos de

citotoxicidad. 232425
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Ensayo primario para el pesquisaje de actividad antiviral

La determinacion de la actividad antiviral de un producto o compuesto mediante la
metodologia basada en células consiste en la evaluacion de su capacidad de reducir o
anular la multiplicacion viral en los sistemas empleados. Por tanto, dicha determinacion
se basa en medir la replicacion viral en presencia y ausencia del producto y compararlas
entre si. En estos ensayos la preincubacion de los cultivos celulares con el producto a
evaluar antes de la inoculacion con el virus, garantiza que ningiin mecanismo posible de
accion antiviral quede excluido durante la pesquisa, lo que incluye la accion directa
inactivante sobre la particula viral extracelular.?®

Este ensayo primario puede basarse en diferentes métodos o criterios: observacion del
efecto citopatico (ECP), titulacién del virus por el método de placas o unidades
formadoras de placas (UFP), determinacion de la viabilidad celular o alguna

macromolécula viral (proteina o el acido nucleico viral).?”

Evaluacion basada en la observacion del efecto citopatico

La mayoria de los virus son capaces de provocar alteraciones morfologicas como
expresion de los cambios fisioldgicos en las células conocidos en su conjunto como ECP.
En muchas ocasiones estos cambios pueden apreciarse muy facilmente al microscopio
optico invertido. De ahi que un método para la evaluacion de un antiviral consiste por
tanto en la determinacion de la capacidad del producto de reducir o anular el ECP
inducido por el virus. La concentracion que provoca reduccion del ECP en el 50 % de las
unidades de prueba (pocillos de la placa) se conoce como concentracion efectiva media
(CEso) y es la manera de expresar cuantitativamente la actividad antiviral. Este método
debe emplearse en los sistemas virus-célula donde el ECP, observado al microscopio, es
bien evidente. Este es el método mas barato y rapido que brinda criterio acerca de la
actividad antiviral del producto en ensayo.?32®

Para llevar a cabo esta evaluacion las células se cultivan en placas de 96 pocillos
empleando el medio de cultivo apropiado para la linea celular. Los ensayos pueden ser
disefiados para evaluar diferentes concentraciones de un producto natural o extracto
proveniente de la fuente natural o pueden evaluarse diversos extractos en una

concentracion Unica subtdxica seleccionada (Fig. 2).
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Concentraciones del compuesto

Fig. 2 - Placa modelo empleada en nuestros laboratorios para ensayo de compuestos antivirales
(dosis-respuesta). Los compuestos se afiaden de concentraciones bajas a altas en los pocillos
indicados (6 pocillos/concentracion) y tres experimentos independientes. La lectura se realiza

cuando todos los pocillos del control de virus presentan ECP.

Evaluacion por el método de placas

Algunos virus son capaces de formar placas de lisis cuando se multiplican en
determinados sistemas de cultivo, recubiertos por un medio semisélido como la agarrosa,
metilcelulosa o la carboximetilcelulosa. En este método la difusion de las particulas
virales formadas de novo es muy limitada debido a la consistencia semisdlida, por lo que
la infeccidn esta restringida a las células vecinas a la célula susceptible a la infeccidn
inicial.

Esto conduce a la formacion de una zona de lisis celular masiva (placa de lisis) visible a
simple vista. Teniendo en cuenta las diluciones apropiadas, cada placa de lisis se
considera originada por una Unica particula viral. La actividad antiviral de un producto
puede ser entonces medida como su capacidad para reducir el nimero de placas de lisis
formadas, con respecto al control.(??2%

Por lo general, el DENV provoca placas en diversas lineas celulares, por lo que este
método se emplea para evaluar la actividad antiviral de productos naturales contra este
virus. Este método también permite determinar el valor de concentracion efectiva media
(CEs0).
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Inhibicion de la formacion de particulas virales infectivas
Un ensayo muy utilizado es el de la inhibicion de la productividad viral también conocido
como del rendimiento viral.
En nuestro laboratorio, este ensayo es el mas empleado con el DENV y parte del mismo
criterio de la pesquisa primaria de preincubacion de los cultivos celulares y con el mismo

protocolo de placa. Tan solo que comprende dos etapas:

1. Una vez realizado el tratamiento con el producto en cuestién, los cultivos celulares
se infectan e incuban a la temperatura indicada, segun la linea celular empleada.

2. Transcurrido el periodo de incubacion se colectan los sobrenadantes y se procede a
titular cada una de las variantes de tratamiento y respectivos controles mediante el
método seleccionado. Bien por titulacion de CCIDso (dosis infecciosa media en
cultivo celular) en el que se tiene en cuenta el ECP o mediante cuantificacion por
UFP.2%30) También puede utilizarse técnicas inmunocitoquimicas como mas

adelante se expresa.

En nuestro sistema de pesquisa preliminar mediante este criterio, es decir, basado en
células, se emplea en el ensayo una linea de mosquito C6/36HT y otra de mamifero como
Vero. Una vez recogidos los sobrenadantes se titula o cuantifica en la linea BHK21 para
el conteo de placas y asi detectar la reduccion de la productividad o rendimiento viral. En
la figura 3 se muestra como ejemplo los porcientos de inhibicion de la productividad
virica como consecuencia de la accion de los extractos de Ageratina havanensis
evaluados en C6/36HT para la cepa DENV-2 A15.GY
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Fig. 3 - Porcientos de inhibicion de la productividad virica como consecuencia de la accion de
los extractos de Ageratina havanensis evaluados en C6/36HT para la cepa DENV-2 Al5.
Tomado de del Barrio et al., 2021.

El método colorimétrico del MTT mencionado u otro similar también puede ser empleado
en la evaluacién de la actividad antiviral. En este caso, este ensayo se fundamenta en que
la replicacién viral, conjuntamente con los cambios morfolégicos que provoca, trae
aparejada una marcada disminucion de la viabilidad celular y alteracion de las funciones
mitocondriales. Un producto antiviral debe ser capaz de impedir el dafio fisiolégico de
las células, impedir la disminucion de la viabilidad celular y mejorar la funcion
mitocondrial al inhibir la replicacion viral en un intervalo de concentraciones subtdxicas.
Esta inhibicion viral se puede cuantificar mediante el ensayo del MTT a través de la

siguiente formula:

% de inhibicion = (AV+E - ACV) / (ACC - ACV) x 100

donde AV+E es la media de las absorbancias de los cultivos inoculados y tratados con la
concentracion en cuestion
ACC es la media de las absorbancias de los controles celulares

ACV es la media de las absorbancias de los controles de virus.1:32)
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La concentracion del producto asociada con un 50 % de inhibicion define la CEso en este

ensayo.

Inhibicion de la sintesis de macromoléculas virales
Los ensayos destinados a evaluar la accion del producto sobre la biosintesis de
macromoléculas virales demandan un conocimiento mas profundo de los virus
empleados, pues pueden requerir la utilizacion de cebadores o sondas de secuencias
conocidas para detectar regiones especificas del genoma viral o anticuerpos que

reconozcan determinada proteina viral. Ejemplos de ellos son:

— Lacuantificacion de la sintesis de ADN o ARN viral: El efecto de compuestos en
la produccion de &cido nucleico viral puede evaluarse mediante varias técnicas,
que incluyen hibridacién, northern blotting, southern blotting reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en tiempo real®® (actualmente la mas empleada y de uso
en nuestros laboratorios).

— Anadlisis de proteinas virales: El efecto de compuestos en la produccion de
proteinas virales pueden evaluarse mediante western blotting, ensayos

inmunoenzimaticos, marcaje radiactivo y citometria de flujo, entre otras.(>?"

Ensayo RT PCR cuantitativo: Este ensayo se fundamenta en que la inhibicién de la
replicacion viral trae aparejada una disminucion del ARN viral, y asi la determinacién y
cuantificacion de este brinda un criterio acerca de la actividad antiviral.(:*2®

Para ello se extrae el ARN de los cultivos infectados y tratados y se compara con el
obtenido de los cultivos infectados sin tratar. Igualmente en el ensayo de pesquisa
primaria, este analisis se realiza en cultivos previamente tratados de modo similar al
empleo de los métodos en que se evalla mediante el criterio de ECP y UFP.

Los ensayos RT PCR cuantitativos para dengue generalmente son realizados in house en
los laboratorios, aunque en muchos se realiza empleando estuches comerciales. Estan
dirigidos principalmente hacia la region estructural del virion, a través de la amplificacién
de los genes de la envoltura del virus y de la glicoproteina NS1.323%)

Determinacion del reconocimiento de la proteina E u otra proteina a considerar, por
ELISA de doble anticuerpo: En el ELISA la expresion o no de la proteina E del DENV
estd condicionada por el posible efecto antiviral del extracto afiadido y se registra cuando

hay una disminucién de los valores de densidad 6ptica (DO). Se infiere entonces, que esta
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disminucion de DO se debe a la accién inhibitoria del compuesto sobre la replicacion
viral, que impide la expresion de la proteina E en las células infectadas. Para ello, el
laboratorio debe contar con los reactivos y anticuerpos especificos y necesarios, por lo
que no siempre es factible.V)

Determinacion del indice selectivo
Con cualquiera de los métodos sefialados se puede obtener un criterio primario acerca de
la actividad antiviral del extracto o compuesto en estudio. Los valores de CCso y CEso
permiten determinar el indice selectivo del antiviral.
El indice selectivo se define como el cociente entre la CCso y la CEso y representa una
medida de la distancia entre la concentracién antiviral y aquella que provoca efectos
nocivos sobre las células, de ahi que mientras mayor es su valor, mejor es el antiviral
desde el punto de vista de su accion selectiva y especifica sobre la inhibicion de la
replicacion viral.®*3% Por ello es necesario, previamente a la evaluacion antiviral,
conocer la citotoxicidad de dicho producto. No existe un valor de corte para esta magnitud
a partir del cual se defina un buen antiviral; sin embargo, algunos autores consideran que
para un producto natural, un indice selectivo mayor que 2 es suficiente.®637
Chattopadhyay y otros en 2009 consideraron que un indice selectivo mayor que 3 indica
potencial actividad antiviral del producto evaluado.®
El valor de indice selectivo es muy util, ademas, para monitorear la purificacion de
principios activos presentes en los productos naturales y debe aumentar a medida que se
avanza en el proceso con respecto a los extractos crudos. No se descarta que pudiera
existir sinergia entre los compuestos presentes en los extractos crudos y ello posibilitaria

mayores valores de selectividad.®3®

Ensayos secundarios y de mecanismos de accion
Una vez demostrada la accion inhibitoria en el ensayo primario debe realizarse estudios
posteriores; esto es, estudios secundarios y de mecanismos de accion para caracterizar
dicha actividad y conocer en qué momento del ciclo replicativo el producto tiene su
accion, asi como las posibles dianas moleculares de la inhibicion, puesto que el ensayo
de pesquisa primaria no permite conocer en detalle la actividad antiviral. El éxito de estos
ensayos depende en gran medida de un buen conocimiento del virus en cuestion y su

replicacion.
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No es objetivo del presente trabajo profundizar en el disefio de estos experimentos,

aungue se mencionan algunos para conocimiento general:

— Estudio del momento de accion: ensayo de tiempo de adicion
— Inhibicion de la adsorcion/penetracion/desnudamiento: ensayo de tiempo de
eliminacién

— Accion virucida.

Este Gltimo suele incluirse en nuestra pesquisa primaria, dado que numerosos compuestos
de naturaleza quimica variada presentes en los extractos vegetales manifiestan esta
accioén. La accion inactivante directa de un producto sobre los viriones conduce a una
disminucion brusca en el titulo infectivo residual de la suspension con respecto a los
controles no tratados. Este es el fundamento del ensayo virucida extracelular. En la tabla
se muestra que diferentes extractos obtenidos de Ageratina havanensis no actian como
virucidas extracelulares. Sin embargo estos son capaces de inhibir la replicacién viral

como se evidenci6 en la figura 3.CY

Tabla - Actividad virucida extracelular de los extractos AH-T EtOH y AH-HBuUtOH frente a la
cepa DENV-2 A15. Tomado de del Barrio et al., 2021

Concentracion Control Tratamiento Control del Tratamiento Red

(ug/mLY) del virus con AH-T Red (log) virus con AH- (log)
Hg EtOH HBUtOH

500 2,82 x 104 1,8 x 10* 0 2,4 x10* 2 x 104 0
1000 2,82 x 104 1,8 x 104 0 2,4 x 104 2,06 x 10* 0

Red (log): reduccién del logaritmo del titulo infectivo viral.

Discusion
La carencia de tratamientos especificos preventivos como son las vacunas debido a la
complicacion y el curso clinico de la enfermedad, que puede ser causada por cualquiera
de los cuatro serotipos, y el hecho de que la infeccion con uno no protege frente a otro de
los serotipos, sino mas bien podria causar una amplificacion dependiente de anticuerpos,
unido a la carencia de tratamientos terapéuticos contra el DENV evidencia la gran

necesidad de encontrar o desarrollar productos o moléculas terapéuticas.°3"
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Diversos estudios han mostrado los efectos beneficiosos de productos naturales,
particularmente los extractos de plantas y sus metabolitos secundarios, asi como de algas
marinas. La mayoria de estos compuestos poseen aplicaciones terapéuticas para
enfermedades cronicas, procesos degenerativos, carcinogénesis y actividad
antiviral.(10.16:17.27)

La demostracion de efectos antivirales es clave para la pesquisa de compuestos o
productos candidatos.®

Estos compuestos 0 moléculas precisan su estudio para confirmar o demostrar la actividad
y en especial las propiedades antidengue representan actualmente una de las prioridades
en el control.

Se utilizan diferentes técnicas en las que se emplean virus infectivos para estudiar las
actividades antidengue in vitro e in vivo de extractos de plantas o moléculas derivados de
estos; pero estos productos pueden ser toxicos para las células, por lo que es muy
necesario contar con una metodologia que distinga entre ambas actividades, dado que la
muerte celular podria estar relacionada con la citotoxicidad.%:22:32)

La propuesta de nuestro protocolo de evaluacion de productos o compuestos antidengue
se basa en el desarrollo de una pesquisa primaria capaz de definir la eficacia y
citotoxicidad en los modelos celulares de distintos origenes y clasificacion; esto es,
humanos y no humanos, especialmente de mosquitos, asi como lineas continuas y
diploides. Dado que el DENV es citopatico y es muy importante diferenciar la actividad
antiviral de la actividad citotoxica, el producto debe ser capaz de inhibir la replicacién
viral sin provocar toxicidad en las células infectadas. Justo estos productos son los
antivirales potenciales que justifican la continuacion de la investigacion.®

Si bien se precisa de altos niveles de control de la bioseguridad, en estos sistemas basados
en cultivos celulares se tiene la ventaja de contar con la evaluacion del ciclo de replicacion
viral completo.

La determinacion de la concentracion efectiva media y la CCso brinda los criterios
necesarios para la certeza de propiedad antiviral especifica.(Y Ademas, mediante la
inhibicién de la productividad virica con el criterio mencionado de reduccion del 50 % o
mas de UFP y la disminucion del ARN viral, detectado mediante RT-PCR, se constata en
estos estudios primarios la presencia 0 no de actividad inhibitoria de la infeccion o
replicacion del DENV.GY

Mediante esta metodologia de pesquisa primaria que permite comprobar la posible

inhibicién de cualquiera de los pasos del ciclo replicativo, junto al hecho que se suele
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partir de mezclas de componentes presentes en tales productos naturales existe una mayor
oportunidad de hallazgo de bloqueo o inhibicion de la infeccion.®® A ello se afiade el
hecho de que al considerar fuentes naturales, constituidas por una variedad de compuestos
0 metabolitos secundarios se abarca mayor espectro de blancos virales. Una vez detectada
esta actividad debe procederse a estudiarla o caracterizarla, asi como identificar el o los
posibles principios activos presentes.

Cada vez surgen nuevas epidemias y pandemias causadas por agentes infecciosos donde
los virus revisten gran importancia, por lo que resulta imprescindible contar con la
infraestructura necesaria, tecnologias y metodologias para lograr méas rapidamente los
tratamientos y controles necesarios.

La metodologia aqui descrita ha permitido poner en marcha un programa de bisqueda de
farmacos antidengue teniendo en cuenta los criterios de la evaluacion de la eficacia,
toxicidad, intervalo y posterior estudio de mecanismos de accién de los diferentes
compuestos o productos en estudio.

Este sistema de ensayos ha posibilitado identificar y demostrar actividad y potencialidad
de plantas utilizadas en la medicina popular y dar prioridad al estudio de las que muestran

resultados mas interesantes.
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