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RESUMEN

A pesar de una intensa investigacion aln no se cuenta con un medicamento licenciado para curar
el dengue, ni tampoco para aminorar la respuesta inflamatoria que lleva a enfermedad severa. Los
terpenos presentes en el aceite esencial de plantas medicinales y los antibidticos licenciados
podrian ser considerados. El objetivo fue identificar terpenos y antibiéticos con efecto inhibitorio
sobre la replicacion del VDEN vy la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias. Se incluyeron 13
terpenos presentes en aceites esenciales con actividad antiviral previamente identificada y los
antibidticos tetraciclina, doxicilina y rifampicina. La actividad antiviral se evalué usando un ensayo
in vitro con hepatocitos humanos (HepG2) y cuantificando el nivel extracelular de la proteina viral
NS1 y citoquinas IL-8 y RANTES usando estuches comerciales de ELISA. La toxicidad de cada
compuesto se evalud en células HepG2 y célula renal embrionaria (HEK-293) mediante el ensayo
del MTT. Los terpenos BCO02NO, ES0100L, CIO04AL y PCO0O3NO mostraron actividad antiviral
promisoria sobre el VDEN-2: Clso de 22.5 + 5.6, 23.2 + 4.0, 31.3 + 4.5y 73.0 + 8.4 uM, e IS entre
7.0 y 71.0. La Rifampicina presento actividad a una Clso de 49.7 £ 8.9 uM con IS entre 3.2 y 4.3
dependiendo la célula. Los ensayos de adicion en el tiempo sugieren que los compuestos activos
podrian interrumpir etapas muy tempranas del ciclo de replicacion viral. Los terpenos activos y la
rifampicina redujeron entre un 23 a 89% el nivel de IL-8 y RANTES en hepatocitos infectados con
VDEN-2. Estos compuestos podrian ser seleccionados para estudios posteriores enfocados al

descubrimiento de un medicamento eficaz para el dengue.
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TITLE: ANTIVIRAL AND INMUNOMODULATORY POTENTIAL ANTIBIOTICS
AND ESSENTIAL OIL COMPONENTS ON DENGUE VIRUS?
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SUMMARY

In spite of intensive research, it has not been found out a licensed medicine for dengue yet, or a
way to lessen exacerbated inflammatory response that leads to severe disease. The terpenes that
are present in essential oil of medicinal plants and licensees antibiotics could be taken into account.
The objective was Identify the terpenes and antibiotics inhibitory effect on replication of DENV and
the secretion of inflammatory cytokines. It were included 13 terpenes present in essential oils with
antiviral activity previously identified and the antibiotics tetracycline, doxycicline and rifampicin.
Antiviral activity was assessed by using an in vitro assay with human hepatocytes (HepG2) and
quantifying the level of extracelular viral NS1 protein, IL-8 and RANTES cytokines using a
comercials ELISA kits. The toxicity of each compound was assessed in HepG2 cells and embryonic
kidney cells (HEK-293) using MTT essay. BCO02NO, ES0100L, CI0O04AL and PCO03NO terpenes
showed promising antiviral activity on dengue virus: IC50 22.5 + 5.6, 23.2 + 4.0, 31.3 £ 4.5 and 73.0
+ 8.4 pM, and Sl between 7.0 — 71.0. Rifampicin activity presented an IC50 49.7 + 8.9 uM with Sl
between 3.2 and 4.3 depending on the cell. The addition tests suggest that over time the active
compounds may disrupt very early stages of the viral replication cycle. Active terpenes and
rifampicin reduced between 23 to 89% the level of IL-8 and RANTES in infected hepatocytes
DENV-2. These compounds could be selected for further studies focused on the Discovery of a

medicament effective for dengue.
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1. INTRODUCCION

El dengue se considera una enfermedad emergente que afecta paises del sudeste
de Asia, Africa, el Mediterraneo oriental y las Américas. Se estima que cada afio
ocurren 390 millones de infecciones en todo el mundo, de las cuales 96 millones
manifiestan sintomas (Bhatt et al. 2013; Guzman et al. 2010). En las Américas,
durante los afios 90 se reportaron 2.7 millones de casos. Para el 2010 fueron mas
de 1.7 millones de casos, de estos 50.235 fueron casos severos con 1.185
muertes y una incidencia mayor a 200 casos por cada 100.000 habitantes
(Brathwaite et al. 2012; WHO 2011; San Martin et al. 2010). El dengue genera
altos costos en salud, para el continente Americano el gasto anual entre 2000 —
2007 se estimo6 en $ 2.1 billones de dolares (Shepard et al. 2011). En Colombia la
incidencia del dengue increment6 de 5.2 casos por cada 100.000 habitantes en la
década de los 90, a 18.1 en los ultimos siete afios (INS 2012). El gasto en
atencion médica se calculé en $16.9 millones de ddlares en 2011, sin tener en
cuenta los costos de las campafas para el control del vector (Castafieda-Orjuela
et al. 2012).

El dengue es una enfermedad de amplio espectro clinico, desde un sindrome
febril inespecifico hasta una enfermedad severa caracterizada por permeabilidad
vascular, complicaciones hemorragicas y deterioro de 6érganos (yacoub et al. 2013;
Whitehoma et al. 2011). Numerosos estudios demuestran que la evolucion de la
enfermedad depende en gran parte del balance entre la replicacion del virus y la
respuesta inmune que lleva a recuperacién y/o contribuye al desarrollo de
enfermedad severa (Rothman 2010; Guzman et al. 2010; Medin et al. 2005). Asi,
existe acuerdo que una droga eficaz para el tratamiento de los enfermos es

aquella que elimina el virus y/o aminora los efectos de la respuesta inmune que



contribuyen a la severidad (Halstead 2012; Srikiatkhachom et al. 2012; Julander et
al. 2011).

Hasta la fecha no existe un antiviral licenciado para el tratamiento del dengue, en
consecuencia la opcion terapéutica se orienta a tratar los sintomas vy
complicaciones, torndndose laborioso y de éxito limitado (WHO 2009). La
bdsqueda de un antiviral para el tratamiento del dengue lleva al menos cincuenta
afos. Hasta la fecha se han evaluado centenares de moléculas producidas por
sintesis quimica, docenas han resultado con actividad antiviral in vitro y una pocas
promisorias en ensayos con animales. (Revisado en: Lim et al. 2013,
Srikiatkhachom et al. 2012, Julander et al. 2011, Nobel et al. 2010,Canard 2010).
Con antivirales licenciados como ribavirina, tiazofurin, carboxamida y derivados de
la pirazolina, los resultados in vivo han sido desalentadores porque se requieren

dosis que se consideran toxicas para el humano.

El tratamiento con corticoides se ha propuesto como alternativa para aminoren el
efecto dafiino de la respuesta inmune inflamatoria en el paciente con dengue.
Varios estudios han sido realizados con resultados contradictorios y aun existe
controversia sobre la eficacia (Rajapakse et al. 2010; Panpanich et al.
2010).También se ha propuesto el tratamiento con INFa como en pacientes con
hepatitis C, en consideracién que en experimentos in vitro (Diamond et al. 2000) e
in vivo (Ajariyakhajom et al. 2005) se ha demostrado inhibicién de la replicacion
del virus. Otros mediadores de la respuesta inflamatoria se ha propuesto, pero
existe aun incertidumbre sobre sus efectos positivos y negativos, o segundo en
consideracion a que la modulacion inmune podria tener efectos negativos sobre
una adecuada y eficaz respuesta de defensa contra el virus (Espada-Murao &
Morita 2011).



En consideracion al fracaso hasta la fecha para la invencion y descubrimiento de
un medicamento para el dengue, una parte de la investigacion esta siendo
orientada a evaluar la actividad antiviral de medicamentos licenciados para
tratamiento de enfermedades distintas al dengue y uno de estos medicamentos
son los antibiéticos. El conocimiento sobre la actividad anti-dengue de los
antibioticos es limitado (Rothan et al. 2013; De Burghgrave et al. 2012; Low et al.
2011; Kaptein et al. 2010; Zhang et al. 2009, Yang et al. 2007). Los resultados
sugieren que pueden ligarse a proteinas del virus in silico y que reducen la

replicacion del virus in vitro.

Los productos de plantas se consideran fuente inagotable para buscar moléculas
Gtiles para la invencién y descubrimiento de un medicamento. Los resultados de
investigaciones en el CINTROP demuestran que la replicacion in vitro del Virus del
Dengue (VDEN) y del Virus de la Fiebre Amarilla (VFA), se puede interrumpir
cuando se expone previamente al aceite esencial de varias plantas medicinales
(Gomez et al. 2013; Ocazionez et al. 2010; Meneses et al. 2009a; Meneses et al.
2009b). Estos aceites esenciales son extraidos y luego  caracterizados
quimicamente por el Centro de Biomoléculas de la UIS. Los constituyentes
mayoritarios del aceite esencial son terpenos (Tabla 1) y la mayoria de ellos se

encuentran disponibles en el mercado.

Luego de una extensa revision bibliografica no se encontraron estudios sobre la
actividad de terpenos sobre VDEN. En un proyecto de maestria anterior en el
CINTROP, se evalu6é la actividad antiviral de dos terpenos sobre el VFA
comparada con el aceite esencial que fue activo (Gémez et al. 2013). Los
resultados de este y los otros estudios, motivaron la realizacion del presente
trabajo. Otros han reportado actividad inhibitoria sobre VDEN de extractos de

plantas que también contienen terpenos (Bourjot et al. 2012; Allard et al. 2012).
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En la busqueda de una droga inmunomoduladora, los terpenos y antibioticos
podrian igualmente ser una alternativa. Sobre los antibidticos ya es conocida su
propiedad inmuno-moduladora y anti-inflamatoria (Buret et al. 2010; Tauber & Nau
2008), de hecho, existe un ensayo clinico de pacientes con dengue, en el cual los
autores reportan sintomas menores y disminucion de la estancia hospitalaria en
individuos tratados comparado con los no tratados (Castro et al. 2011), pero el

efecto del tratamiento sobre el nivel de la viremia no se evalub6.

En el contexto antes descrito, el propésito fundamental del presente estudio fue
descubrir terpenos y antibidticos con actividad antiviral sobre el VDEN y efecto
inhibitorio sobre la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias (IL-8 y RANTES). La
ejecucion y los resultados contribuyeron al desarrollo del proyecto “Evaluacién de
actividades citotoxicas, alergénica, antimicrobiana, inmunomoduladora vy
antitumoral de aceites esenciales y extractos SFE de plantas tropicales
Colombianas, ingredientes potenciales para la industria cosmética, farmacéutica y
de aseo". Este proyecto es dirigido por la Dra. Raquel E. Ocazionez, orientadora
del presente trabajo, y hace parte del Programa que sustenta la Union Temporal
Bio-Red Colciencias Centro Nacional de Investigaciones para Ila
Agroindustrializacion de especies vegetales aromaticas y medicinales tropicales
(UT-Bio-Red-CO-CENIVAM). Uno de los aportes de este Programa es la
generacion de librerias de fuentes naturales y derivados sintéticos como fuentes
de moléculas y compuestos de interés para las compafias farmaceéuticas que

investigan en drogas o remedios.



Tabla 1. Aceites esenciales de plantas analizadas por el grupo CIBIMOL — UIS

Terpeno Planta %
1,8-Cineol L. citriodora, C. Longo, Z. officinale 6.4-5.0
3-octanol P. racemosa 1.1
Acetato de geraniol L. citriodora 1.3
a—Felandreno C. longo 13.0
o—Terpinona P. auritumkunth 0.5
o—Tujona A. vulgaris 38.1
B-Burboneno L. alba 1.7
B-Mirceno T. lucida 1.6
B—Pinona P. racemosa 8.4
B-Sesquifelandreno C. longo, Z. officinale 7.3-3.8
Carvacrol L. origanoides 44.0
Carvona L. alba 39.7
Chavicol P. racemosa 15.5
Curlona C. longo 10.7
Espatulenol L. citriodora 4.7
Estragol P. auritumkunth 95.7
Eugenol P. racemosa 56.1
Geranial L. citriodora 18.9
Geraniol L. citriodora, Z. Officinale 3.5-27
y-Terpineno L. origanoides, O. Vulgare 10.0-5.2
Limoneno L. alba, L. Citriodora, P. racemosa 30.6-3.5
Linalol P. racemosa 4.9
Metileugenol P. auritumkunth 0.8

Neral L. citriodora, Z. Afficinale 15.6 —10.3
Nerol L. citriodora 2.0
p-Cimeno O. vulgare 4.5
Piperitona L. alba 2.8
Sabinona L. citriodora 1.9
Safrol P. auritumkunth 91.3
Timol L. origanoides, O. Vulgare 15.011.0
Trans-B-cariofileno L. citriodora 2.3
trans-Sabinona O. vulgare 21.0

Tomado de: Ocazionez et al. 2010; Meneses et al. 2009



2. OBJETIVOS

2.1 General

Descubrir terpenos y antibiéticos con actividad promisoria antiviral sobre el VDEN

e inhibitoria de citoquinas pro-inflamatorias.

2.2 Especificos
1. Determinar el potencial antiviral de terpenos y antibidticos sobre la

replicacion in vitro del VDEN-2.

2. Determinar el efecto sobre la secrecién de IL-8 y RANTES por hepatocitos

infectados con VDEN-2 debido a la presencia de terpeno y antibidtico.

3. Determinar el modo de accién antiviral de terpenos y antibioticos activos
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3. MARCO TEORICO

3.1 Estructura del virus del dengue (VDEN)

El VDEN es un miembro del género Flavivirus y existe como cuatro serotipos
conocidos como VDEN-1, -2, -3 y -4. Posee envoltura lipoproteina derivada de la
célula, capside icosaedrica y el genoma es una hebra de ARN tipo mensajero. El
ARN se traduce en una poliproteina la cual es fragmentada durante la sintesis en
tres proteinas estructurales: capside (C), membrana (M) y envoltura (E); y siete
proteinas no-estructurales (NS su sigla en inglés) con diversas funciones durante

la morfogénesis viral (Guzman, 2010; Noble et al., 2010).

De las proteinas estructurales, la E es considerada un blanco en investigacion de
antivirales debido a que interactia con el receptor de la célula durante la
adsorcion y penetracion del virus al interior del citoplasma. Esta proteina también
es un potente antigeno que estimula la produccion de anticuerpos neutralizantes,
los cuales protegen de la re-infeccion con el virus. Las mutaciones en E afectan la
biologia del virus con respecto a tropismo celular, habilidad para establecer
infeccion productiva y control de la infeccion por la respuesta inmune. La proteina
M esta también embebida en la envoltura y es crucial en el proceso de maduracion
de la particula viral reorganizando la estructura de la superficie del virus (Revisado
en: Alen et al. 2012; Noble et al. 2010; Sampath et al. 2009).

Con respecto a las proteinas NS, la NS1 es secretada por células infectadas y se
ha considerado un marcador de replicacion activa del virus (Muller et al. 2013;
Watanabe et al. 2012; Ludert et al. 2008), e incluso un blanco antiviral (Amorin et
al. 2014). NS2A promueve el ensamblaje y la replicacion viral; NS2B es un

21



cofactor de NS3; NS4, y NS4B son proteinas asociadas a la membrana que se
cree anclan y regulan el complejo de replicacion durante el ciclo replicativo viral.
La proteina NS3 presenta actividad NTPasa, helicasa y serina proteasa teniendo
un rol importante en la sintesis de ARN. La proteina NS5 es la mas conservada
del genero Flavivirus, posee actividad enzimatica de metiltransferasa vy
guanidiltransferasa, por lo tanto, actia como polimerasa durante la replicacion y
transcripcion viral (Weaver et al. 2009; Natarajan et al. 2010). Las proteinas NS3 y

NS5 son considerados blancos de accidén antiviral (Noble et al. 2010).

3.2 Ciclo replicativo del virus

En el humano el VDEN infecta células del sistema reticulo endotelial (Noisakran et
al. 2010), hepatocitos (Suksanpaisan et al. 2009) monocitos, macréfagos y
leucocitos adherentes (Alen et al., 2012; Zompi et al., 2012). In vitro, el virus puede
replicarse en una variedad de células humanas, de animales y artropodos
(revisado en: Marianneau et al., 1996; Aguilar et al., 2005). El cultivo de
hepatocitos humanos ha sido usado como modelo para evaluar el efecto inhibitorio
de la replicaciéon viral de variados compuestos. La linea HepG2, obtenida de
carcinoma hepatico, es un sistema que sirve para evaluar la sintesis de citoquinas
IL-6, IL-8, RANTES, TNFa e INF-B activada por la infeccion viral (Fink et al. 2007;
Medin et al. 2006; Medin et al. 2005; Lin et al. 2000). Como es conocido, el
incremento de estas citoquinas contribuye a varias de las disfunciones organicas
vistas en pacientes (Rothman et al. 2010; Green et al. 2006). Otras lineas
celulares como LLC-MK-2, Vero o BHK-21 son usadas en experimentacion
(Thomas et al. 2009) y el clon C6/36 de Aedes aegypti (Igarashi et al. 1978) es el
mas usado para aislamiento primario y produccion de stock de virus (Mosso et al.
2008).
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El ciclo replicativo del VDEN sigue varias etapas. La entrada se inicia con la
adsorcién mediante la interaccion con el receptor celular como DC-SIGN, L-SIGN,
Heparan sulfato, receptor de manosa, receptor de alta afinidad a laminina o
GRP78, entre otros (Canard 2010), a través de la proteina E y la penetracion
ocurre por endocitosis dentro de vesiculas. En el endosoma el pH bajo induce la
formacién de trimeros de la proteina E y este cambio conformacional de la
proteina resulta en fusién de la envoltura viral con la membrana endosomal. La
fusién forma un poro por el cual la capside es liberada al citoplasma (Stevens, et
al. 2009). La replicacion del ARN inicia con la sintesis de una cadena negativa
complementaria resultando una molécula de doble cadena (forma replicativa -RF)
y a partir de la cadena negativa se sintetizan cadenas nhacientes (RI) hasta
completar nuevas moléculas de ARN cadena sencilla y polaridad positiva. (Uchil,
et al. 2003). Varias proteinas celulares y del virus participan en la replicacion, NS5,
NS3 y NS2A se ensamblan con proteinas celulares formando el complejo
replicativo (Clyde et al. 2006).

El evento mas temprano en la formacion de nuevos viriones es la formacion de la
nucleocépside, la cual estda conformada de una copia de ARN y abundantes copias
de proteina C que se ensamblan en el citoplasma asociadas a la membrana del
reticulo endoplasmico. En el lumen del reticulo, las proteinas prM y E forman un
heterodimero que sigue la via secretora celular hasta el aparato de Golgi. En las
cisternas trans la proteina prM es fragmentada a M antes de la salida del virion
liberandose el péptido, por lo cual deja expuesto el dominio de fusién y esto
convierte la particula en un virus maduro capaz de infectar una nueva célula
(Zhang et al. 2003). Los nuevos viriones son transportados a la membrana celular
por el sistema de vesiculas y son liberados al medio extracelular por fusion con la
membrana citoplasmatica. Algunos viriones pueden abandonar la célula a través

de rupturas en la membrana celular (Clyde et al. 2006).
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3.3. Base inmunolodgica de la patogénesis del dengue

La mayoria de los infectados con el VDEN no desarrollan sintomas o son leves y
logran eliminar el virus de los tejidos. En algunos, con mayor frecuencia quienes
sufren infeccion secundaria, se presenta incremento de la permeabilidad vascular,
hemorragias y dafio hepético, contribuyendo al choque hipovolémico caracteristico
del dengue severo (Rothman 2011; Bozza et al. 2008) Numerosos estudios
demuestran que la evolucion de la enfermedad versus la gravedad del dengue
depende del perfil de activacion del sistema inmune. Mecanismos de respuesta
innata y adquirida del hospedero estan involucrados en la proteccién y severidad
(Suttitheptumrong et al. 2013; Sun et al. 2013; Rathakishnan et al. 2012; Rothman
2011)

En la fase temprana de la infeccion hay incremento del nivel sérico de interferones
tipo 1 (IFN-a e IFN-B) como respuesta de defensa de células dendriticas y
macrofagos y también activacion de células naturales-asesinas (NK) que eliminan
células infectadas. Esta respuesta de la inmunidad innata es la primera linea de
defensa para eliminar el virus durante la infeccion primaria y la re-infeccion.
Simultdneamente, linfocitos CD4+ y macréfagos son estimulados llevando a
incremento en el nivel de varias citoquinas entre estas IFN-y, IL-12 e IL-10. Esta
activacion inmune resulta en activacion de linfocitos CD8+ que destruyen células
infectadas y de linfocitos B que se convierten en células secretoras de anticuerpos
contra el virus. Todos estos eventos caracteristicas de respuesta Thl contribuyen
a la recuperacion de la salud en el infectado (Rothman et al. 2009; Green et al
2006).

Existe acuerdo en que respuesta inmune Th2 contribuye a las diversas
alteraciones organicas en casos severos de dengue. Incremento notorio del nivel

sanguineo y en tejido de varias citoquinas como IP-10, ITAC, IL-18, IL-2, IL-6, IL-8,
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IL-10, IL-12, IL-13, TNF-a, IFN-a, IFN-y, MIF, RANTES, histamina, VEGF, y
proteinas del complemento C3, C3a y Cba, es un cuadro constante en casos

severos y raro en leves (Sukathida & Halstead 2010; Guzman et al. 2010).

Quimioquinas como RANTES e IL-8 son producidas por varios tipos de células,
incluido monocitos/macrofagos, células T, neutréfilos, fibroblastos, células
endoteliales hepatocitos, queratinocitos, entre otras. Actlan como quimio
atrayente para neutrofilos y LT CD4+ y CD8+ y contribuyen al choque
hipovolémico incrementando la permeabilidad vascular (Sukathida & Halstead
2010; Rothman et al. 2009; Medin et al. 2005; Lei et al. 2001). Se ha demostrado
que la IL-8 directamente incrementa la permeabilidad de células del endotelio
cultivadas in vitro (Talavera et al. 2004; Hess et al. 2004). Aun mas, se ha
encontrado que IL-8 puede aminorar la respuesta innata de defensa inhibiendo el
efecto antiviral del INF y en consecuencia favoreciendo la diseminacion del virus
(Khabar et al. 1997). Por su papel en la patogénesis del dengue estas

guimioquinas se han considerado un blanco terapéutico.

Dado que el VDEN se replica en hepatocitos y células de Kupffer causando dafio
del 6rgano, se ha visto que los niveles de aspartato transaminasa y alanina
transaminasa (AST/ALT) se encuentran mas elevados en casos con dengue
severo comparados con los leves. Se ha reportado insuficiencia hepética
fulminante debido a la hepatitis 0 necrosis focal (Malavige et al. 2012; Fink et al.
2007; Medin et al. 2005).
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3.4 Estado del arte en el descubrimiento de antivirales para el dengue

3.4.1 Compuestos sintéticos

En afos recientes el descubrimiento de antivirales para el dengue se ha
direccionado basicamente a inhibidores sintéticos de proteinas virales: i. De las
proteasas NS2B/NS3, los cuales han resultado con diverso grado de éxito siendo
la mayor limitacion el gasto y tiempo que requiere el disefio de la molécula. ii. De
la helicasa, siendo la principal limitante la baja actividad de la enzima que hace
técnicamente dificil detectar la actividad antiviral. iii. De la polimerasa NS5, como
analogos de nucleotidos o pro-farmacos transformados en el interior de la célula
por una enzima celular, teniendo como principal limitante la toxicidad mitocondrial
como efecto secundario de exposiciones duraderas. iv. Inhibidores de la
metiltranferasa, farmacos que buscan generar un cambio o mutacion estructural a
esta enzima de forma que no sea reconocida. v. inhibidores de entrada, se ha
demostrado que al dominio lll y otros sitios de la proteina E se pueden ligar
diversas moléculas blogueando la interaccion con receptores celulares y en
consecuencia la adsorcién y penetracion del virus al citoplasma. La limitante
mayor de los inhibidores de entrada es la baja absorcién gastrointestinal
requiriendo aplicacion intravenosa (Revisado en: Noble et al. 2010; De Clercq et
al. 2010).

Otra estrategia en la busqueda del antiviral es la invencion de inhibidores de
enzimas celulares que participan en vias metabdlicas indispensables para el virus.
Entre estos blancos celulares estan: i. proteasas que el virus usa para el
procesamiento de la poli-proteina. ii. 6-glucosidasa que participa en el plegamiento
y glucosilacion de las proteinas virales prM, E y NS1. iii. quinasas que participan
en el ensamble y secrecién de las particulas virales. Recientemente se han
propuesto inhibidores de enzimas de la via del colesterol debido a que se ha
encontrado que los complejos de replicacion se asocian con los lipidos de

membranas intracelulares de una variedad de organelas como el reticulo
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endoplasmatico y aparato de Golgi (Revisado en: Julander et al. 2011; Noble et al.
2010; Sayce et al. 2010).

3.4.2 Componentes de aceites esenciales — Terpenos

Se ha demostrado que los aceites esenciales y sus metabolitos aislados pueden
interactuar con componentes de la célula humana y de virus patdégenos, de esta
manera pueden interrumpir el ciclo viral y simultaneamente modular la respuesta
inmune interrumpiendo las vias celulares que promueven la inflamacion y
activando las que conducen al patrén de respuesta Thl. Es por esta razén que los
productos naturales se consideran fuente de compuestos para la invenciéon y el
descubrimiento de drogas (Revisado en: Teixeira et al. 2014; Si-Yuan et al. 2013;
Abd-Kadir et al. 2013; Canard 2010; Cravotto et al. 2010; Bakkali et al. 2008)

El potencial antiviral de terpenos presentes en el aceite esencial ha sido poco
investigado y el conocimiento hasta la fecha publicado estéa referido a resultados
de ensayos in vitro con el virus herpes simplex (VHS). Actividad antiviral se
encontré con fenilpropanoides y sesquiterpenos (trans-anethol, B-cariofileno,
eugenol, B-eudesmol, oxido de [-cariofileno y Farnesol) obtenidos del anis
estrellado. Los compuestos redujeron la formacién de placas de infeccién del VHS
entre 40 — 98%, siendo mayor con el B-cariofileno a Clso de 0.25 pg/mL e IS de
140. De la misma manera, los monoterpenos a-Terpineno, y-Terpineno, a-Pineno,
p-Cimeno, Terpinen-4-ol, a-Terpineol, Timol, Citral y 1,8-Cineol, componentes
mayoritarios del aceite esencial de eucalipto, arbol del té y timo, redujeron la
infectividad viral en 80%. El rango de Clso resulté desde 3.5 pg/mL para Citral,
hasta 1200 pg/mL para 1,8-cineol, e IS entre 1.7 para 1,8-cineol y 18.2 para a-
Terpineol. EI modo en el que actian los terpenos estudiados parece ser
interfiiendo en la entrada de la célula debido a inactivacién directa del virus
(Astani et al.2011; Astani et al. 2009). Terpenoides aislados de Trigonostemon
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cherrieri fueron evaluados sobre la proteina viral NS5 de VDEN. Tres de estos
terpenoides presentaron una Clso entre 3.1 — 16.0 uM (Revisado en: Teixeira et al.
2014; Allard et al. 2012)

El grupo de investigacion que soportara el presente trabajo ha estudiado el efecto
inhibitorio in vitro de terpenos sobre el VFA. El Citral, componente mayoritario del
aceite esencial de Lippia citriodora y Lippia alba inhibi6 50% la replicacion viral
cuando se us6 entre 17.0 — 25.0 pg/mL en tratamientos antes y después de la
adsorciéon respectivamente. En tanto que el limoneno, otro componente, no fue
toxico a altas concentraciones pero no presentd actividad antiviral (Gomez et al.
2013).

3.4.3 Drogas licenciadas

Ante el poco éxito en el descubrimiento del antiviral para el dengue, la
investigacion con medicamentos licenciados se viene considerando como
alternativa prometedora. Esto teniendo en cuenta que menos estudios son
requeridos comparados cuando se trabaja con un compuesto recién descubierto y
se puede obtener varios derivados del farmaco con probabilidad de encontrar el

medicamento en menor tiempo.

Inmuno-moduladores: en el contexto de la patogénesis del dengue descrito antes,
el tratamiento de pacientes con inmuno-moduladores como los corticoides se ha
propuesta como estrategia para el manejo clinico. Varios estudios han sido
realizados con resultados contradictorios. Al revisar en detalle estos estudios se
concluyo que el tratamiento con dexametasona y metilprednisolona no producen
efectos benéficos en todos los casos. No obstante, existe acuerdo en que son

necesarios ensayos clinicos mas precisos y bien controlados para determinar
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precisamente la utilidad de los corticoides (Premaratna et al. 2011; Rajapakse et
al. 2010; Kularatne 2009).

En consideracion al éxito del tratamiento con INF-a en la hepatitis B y C se ha
sugerido que el mismo resultado podria obtenerse con dengue. En experimentos
in vitro se ha demostrado inhibicion de la replicacion del VDEN en presencia de
INF-a en células humanas como mononucleares de sangre periferia
(Ajariyakhajorn et al. 2005), fibroblastos humanos (HFF), hepatocitos (HepG2),
mielo monocitos (U937) y monocitos de leucemia (THP-1) (Diamond et al. 2000).
En monos Rhesus infectados con VDEN y luego tratados con el INF se observo
disminucién de la viremia pero no eliminacién completa del virus (Ajariyakhajorn et
al. 2005). El uso del INF podria superar otros inmuno-moduladores por su
seguridad y tolerabilidad clinica especialmente en pediatria. Ademas podria
requerir de una Unica dosis siempre y cuando se administre en las primeras 72

horas para garantizar la eficacia (Espada-Murao & Morita 2011).

Otro blanco terapéutico son las citoquinas y mediadores de citoquinas. En ratones
infectados, el tratamiento con anticuerpos contra el factor inhibidor de la migracién
de macréfagos o contra la molécula CLEC5a redujo los niveles de estas citoquinas
y mejoré el estado del animal. Otros mediadores de la respuesta inmune han sido
razonados, pero es dificil predecir resultados promisorios en consideracion a que
la alteracion de una citoquina podria tener efectos negativos sobre una adecuada

y eficaz respuesta de defensa contra el virus (Espada-Murao & Morita 2011).

Antibidticos: estudios revelaron que el tratamiento con tetraciclinas,
cefalosporinas, rifampicina y clindamicina puede disminuir el nivel de citoquinas
pro-inflamatorias (Buret 2010; Tauber & Nau, 2008). Por esta actividad los

antibioticos se han considerado candidatos promisorios para el tratamiento del
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dengue. Esto porque como es conocido, la magnitud de la viremia y el tipo de
respuesta inmune son determinantes del resultado de la infeccién (Rothman et al.
2010). La investigacion del potencial de los antibioticos para el tratamiento del
dengue es reciente y luego de revisar varias bases de datos se encontraron

algunos trabajos usando analisis in silico, ensayos in vitro y un estudio clinico.

Zhang et al. (2009) reporta actividad del geneticin sobre el VDEN (Clso de 2 £ 0.1
pug/ml e IS de 66), el cual puede interferir con la sintesis de proteinas y replicacion
del genoma viral. Yang et al. (2009) y Rothan et al. (2013) encontraron que
derivados de la tetraciclina (rolitetraciclina y doxiciclina) inhibieron la replicacion
del VDEN a Clso entre 55 - 67 uM y los resultados in silico mostraron una
interaccién hidrofébica con residuos de la proteina E interrumpiendo la
reorganizacion conformacional del virus que lleva a bloqueo de la penetracion del
virus al interior de la célula. Kaptein et al. (2010) encontraron potencial antiviral de
doxorubicina (Clso de 0,34 pg/ml). De Burghgraeve, et al. (2012) estudio la
actividad sobre varios Flavivirus de un analogo de teicoplanina aglicolada (LCTA-
949) encontrando una Clso de 6.9 uM para VDEN. Por su parte Low et al. 2011
reportaron la actividad de Narasin a una Clso de 1 uM, y el mecanismo de accién

se asoci6 con la interrupcion de la sintesis de proteinas virales.

Los antibidticos son frecuentemente usados en la practica médica para el
tratamiento de sindromes febriles, que en algunos casos puede ser dengue que no
se confirma por laboratorio. Castro et al. (2011) realizaron un estudio con
pacientes hospitalizados en quienes el dengue se confirmd. A un grupo se le dio
tratamiento con tetraciclina y doxiciclina y a otro no. Los autores reportan sintomas
menores y disminucion de la estancia hospitalaria en tratados comparado con los

otros. Al analizar el nivel sérico de las citoquinas encontraron que IL-6, IL-1B3 vy
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TNF-a fue menor en los tratados. El efecto del tratamiento sobre el nivel de la

viremia no se evalud.

3.5 Ensayos en la busqueda del antiviral

3.5.1 Ensayos basados en células (In vitro)

A pesar de los grandes avances en tecnologia, los ensayos usando sistemas
celulares contindan siendo los mas utilizados en los laboratorios dedicados a la
basqueda de antivirales. En todos los casos, se debe evaluar primero la toxicidad
del compuesto para la célula blanco de la infeccion. La magnitud de la
citotoxicidad es un criterio indispensable para determinar el indice de selectividad.
(Cos et al. 2006).

Existe una amplia variedad de métodos que usan sistemas celulares que en

general siguen los mismos parametros:

Método de reduccion de placa — el virus se incuba unas horas con compuesto y la
mezcla se adiciona al cultivo celular; o, el virus es primero adsorbido a la célula y
la replicacién se lleva a cabo en presencia del compuesto. En ambos casos, las
células se mantienen en medio de cultivo viscoso que delimita la dispersion del
virus resultando focos o placas. Las placas se pueden visualizar por coloracion o
por inmuno-histoquimica y la actividad antiviral se evidencia cuando se confirma
reduccion en al menos 50% en relacion con el control. Estos procedimientos son
recomendados para evaluar la habilidad del compuesto para inactivar
directamente el virus o inhibir la diseminacion célula-célula. La limitante es que el
procedimiento es laborioso, el resultado demora varios dias, y esta sujeto a
variaciones notorias debido a pérdida de la estabilidad del virus (Meneses et al.
2009a; Cos et al. 2006).
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Reduccion de la progenie viral- el virus se trata como se describié en la reduccion
de placa pero el medio de cultivo es liquido impidiendo la formacion de placa. El
efecto antiviral se evidencia por reduccion = 50% del titulo viral o el nivel de una
proteina viral secretada, ambos en una muestra del sobrenadante del cultivo. El
ensayo es una herramienta para la cuantificacion rapida y fiable de la replicacion
del virus en células cultivadas (Ludert et al. 2008).

Inhibicion del efecto citopéatico (ECP) - la replicacion del virus se lleva a cabo en
presencia del compuesto en el sobrenadante del cultivo, y el efecto inhibitorio se
evidencia por ausencia o disminucién = 50% de alteracion morfolégica de la
monocapa celular o ECP al ser revelada con un colorante viral como cristal violeta.
El ensayo evalia el efecto sobre la adsorcion, penetracibn o replicacion
intracelular (Crance et al. 2003) es el procedimiento mas recomendado para la
fase de tamizaje primario cuando no se dispone de ensayos de alto rendimiento
(Morrey et al. 2002). Un compuesto considerado activo por este método, debera

ser evaluado por un método mas sensible y especifico.

Existen diversos procedimientos de mayor rendimiento para tamizaje de grandes
bibliotecas de compuestos. Entre estos esta el ensayo de inhibicion del efecto
citopatico adaptado para tamizaje de alto rendimiento, se usan platos de 96 pozos
donde se crecen células infectadas con el virus realizando distintos tipos de
tratamiento con el compuesto. A las 24 h la actividad se evalia usando ensayos
gue miden muerte celular y se expresa como el porcentaje de viabilidad de las
monocapas con virus-tratado con respecto a las infectadas con virus no-tratado.
Lo recomendado para medir la viabilidad celular es usar estuches comerciales que
miden la intensidad de una reaccion bioquimica usando un indicador. Por ejemplo,
las unidades de luminiscencia generadas por una luciferasa termo-estable las

cuales son proporcionales a la cantidad de ATP presente en las células viables.
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Debido a que este tipo de ensayo no es una medicién directa de la replicacion
viral, es necesario que los compuestos que resulten activos sean analizados por el
meétodo de reduccidn de placa. De otra parte, esta metodologia usando estuches

comerciales resulta costosa para laboratorios con escasos recursos.

Otro tipo de ensayo de alto rendimiento es el ELISA celular in situ, el cual es
efectivo para medir directamente la replicacion viral, se basa en la inmuno-
deteccién cuantitativa de la proteina E del virus en células infectadas. Una
desventaja es que requiere de varias etapas, lo que limita su adaptaciéon a un
formato de alto rendimiento y se requiere de anticuerpos especificos que no son
de facil acceso en el comercio. No obstante, tiene ventajas sobre el ensayo de
reduccion de placa, esto es: menos laborioso y el tiempo es menor (3 dias vs 6-7
dias). Ademas, la recoleccion de datos se realiza en un lector de placas, evitando

el conteo manual subjetivo que se hace en placa.

Existen varios ensayos de tamizaje a nivel molecular pero presentan varias
desventajas para adaptarlos a laboratorios de escasos recursos debido a que se
requiere equipo sofisticado, producir clones moleculares de componentes del virus

y/o anticuerpos monoclonales.

3.5.2 Ensayos In vivo

Uno de los mayores obstaculos en el descubrimiento de un antiviral para el
dengue es la carencia de un buen modelo animal. En 2005 se reportd la cepa
murina NOD/SCID trasplantada con células madres hematopoyéticas de corddn
umbilical humano. La infeccion produjo en el ratdon un cuadro similar a dengue leve
con trombocitopenia aunque sin anticuerpos detectables, por lo cual se consider6

un modelo apto para evaluar antivirales (Bente et al. 2006). Desde entonces otras
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cepas de raton humanizado han sido reportadas (Kuruvilla et al. 2007; Pearson et
al. 2008). En 2009 se reportd la cepa NOD-scid IL2rynull con mayor grado de
desarrollo del sistema inmune humano y la infeccion con cepas de diferentes
genotipos del VDEN-2 permitié concluir que el modelo es apropiado para evaluar
patogénesis en términos de virulencia de la cepa (Mota et al. 2009). EI mono es
otro modelo animal para evaluar la eficacia de una droga, porque se induce
niveles detectables de viremia y simultaneamente se puede evaluar la toxicidad

(Revisado en: Zompi et al. 2012).

El uso de modelos animales en investigacion de antivirales est4 actualmente
restricto a ciertos laboratorios, asi que para la gran mayoria de grupos de
investigacién es una alternativa de bajo alcance. La evaluacion en modelo animal
debera continuar en ensayos clinicos con pacientes, los cuales se llevan a cabo
en varias fases: i. Con pocos individuos para determinar seguridad y efecto
antiviral; ii. Con nimero mayor de participantes para confirmar seguridad y evaluar
dosis en relaciéon a la edad; iii. Grupos de individuos que reciben o no tratamiento
con el compuesto (estudios controlados) para determinar la eficacia; y iv. Estudio
en poblaciones para confirmar eficacia e identificar efectos secundarios (Linde et
al. 2001).

El estudio realizado se enmarco dentro de la fase exploratoria del proceso de
descubrimiento, desarrollo y aprobacion de un medicamento; el objetivo del
estudio fue generar una libreria de potenciales compuestos con actividad anti-
dengue que puedan posteriormente ingresar a estudios de toxicologia animal y
evaluacion de actividad antiviral e inmuno-modulacién en cultivos primarios o

modelos murinos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

Terpenos

Se analizaron 13 terpenos con estructuras quimicas como las presentadas en la
Figura 1. El nombre quimico de cada uno se omite en el presente documento
debido a compromisos de confidencialidad con el programa UT-Bio-Red-CO-
CENIVAM. En consecuencia, se asumio un codigo de identificacion para cada uno
(Tabla 1). Los terpenos se seleccionaron con base en informacion previa con
respecto a: el aceite esencial que lo contiene inhibié la replicacién in vitro del
VDEN (Ocazionez et al. 2010; Meneses et al. 2009a; Meneses et al. 2009b); el
terpeno tuvo efecto inhibitorio sobre la replicacién in vitro del VFA (Gomez et al.
2013; y el terpeno podria inactivar proteina del VDEN segun resultados de analisis
in silico (Pajaro-Castro et al. 2014). Los terpenos se adquirieron comercialmente
(SIGMA — ALDRICH Co.). De cada uno se hizo una solucion madre en dimetil
sulfoxido (méaxima concentracion en uso 1%), suficiente para el total de
experimentos, que se distribuyd en alicuotas las cuales permanecieron

almacenadas a -20°C.

Antibioticos

Se incluyeron la rifampicina, tetraciclina y doxiciclina, los cuales se seleccionaron
con base en informacidbn previa que sugiere actividad anti-dengue o
inmunomoduladora (Tabla 2, Figura 2). Esto es: el tratamiento de pacientes
resulté en mejoria asociada a disminucién del nivel sérico de citoquinas pro-
inflamatorias y el antibi6tico podria inactivar proteina del VDEN (andlisis in silico) o

inhibir la replicacion in vitro del VDEN. Los antibidticos se adquirieron
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comercialmente (SIGMA — ALDRICH Co.). De cada uno se hizo una solucién
madre en agua o DMSO, suficiente para el total de experimentos, que se
distribuyé en alicuotas almacenadas a -20°C.

Monoterpeno
>
OH
I
Aciclico Ciclico Alcohol
Sesquiterpeno Fenilpropano
/ —
H H pr— \_/

Figura 1. Estructura quimica de los terpenos usados en el estudio.

Tabla 2. Terpenos seleccionados para el presente estudio

Naturaleza Terpeno
guimica
AT0170L, CIO04AL, NEO150L, AG0180L,
Monoterpeno AN011LO, AF013NO, DC0O19NA, OL0O12NO,
PCO03NO, RC0O14NA, SCO016NA
Sesquiterpeno BCO02NO
Fenilpropano ES0100L
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Figura 2. Estructura quimica de los antibioticos usados en el estudio

Tabla 3. Informacién sobre antibiéticos seleccionados para el presente estudio

Nombrg Uso medico Referencia
comercial
Tratamiento para infecciones J.E. Castro et al. (2011)
Tetraciclina respiratorias, acne, J.M. Yang et al. (2007)
infecciones de piel R. Balajee et al. (2010)
H.A. Rothan et al. (2013)
Doxiciclina Tratamiento para neumonia, R. James et al. (2012)
acné, sifilis J.E. Castro et al. (2011)
J.M. Yang et al. 2007
J.S. Low et al. (2011)
Rifampicina Tratamiento para la Y. Yuhas et al. (2011)
tuberculosis S.C. Tauber & R. Nau
(2008)
Células

Hepatocitos humanos (linea HepG?2) - fue crecida y mantenida en cajas de 25 cm?
en medio D-MEM-F12 (DMEM/F-12 1:1 GIBCO) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (SFB, GIBCO) y 1% de antibiodtico (penicilina/streptomicina, GIBCO) a
37°C y 5% de COo..

Renal de embrion humano (linea HEK-293) — fue crecida y mantenida en cajas de

25 cm? en las mismas condiciones que las células HepG2.
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Aedes albopictus (C6/36 HT) - fue crecida y cultivada en medio de Liebovitz (L-15,
GIBCO) suplementado con 6% de SFB, 10% triptosa (SIGMA) y 1% de antibibtico
a 28°C.

Virus

Se uso el VDEN-2 genotipo Asia/Americano, el cual fue obtenido de la Coleccién
del Laboratorio de Arbovirus del CINTROP. El virus se replico en células C6/36
para preparar el stock como sigue: monocapas celulares crecidas en cajas de 25
cm?, se infectaron con una preparacion del virus y se incubaron por 4 dias a 32°C
con medio L-15 al 2% de SFB. Al término, el sobrenadante se recolecto y alicuoto
para almacenar a -70°C hasta ser usado. El titulo viral del stock se determiné por
el método de dilucién de punto final propuesto por Reed & Muench (Lidenbach
2009; Reed & Muench 1938) usando hepatocitos y/o células. Brevemente, VDEN-
2 se adsorbié a monocapas de células HepG2 (crecidas en placa de 96 pozos) 1 h
a 37°C, las células fueron lavadas con PBS para remover el virus no-adsorbido y
luego incubadas en medio con 2% de SFB. Por cada dilucién del virus se
realizaron ocho replicas. A las 72 h post-infeccion las células se analizaron por
inmunofluorescencia como se describe adelante. El titulo viral se expres6é en
CCIDso/pL o dosis infecciosa 50 para cultivo de células (Cell Culture Infectious

Dose 50) por cada pL del stock viral.

4.2 Procedimientos de laboratorio

Ensayo de MTT

Fue el método establecido para determinar la viabilidad de monocapas celulares.

Se siguié el protocolo del laboratorio ya descrito (Gémez et al 2013) con

modificaciones. Brevemente, células HepG2 o HEK-293 fueron sembradas en

placas de 96 pozos por 24 h a 37°C, luego el medio de crecimiento (SBF 10%) fue
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remplazado por medio de mantenimiento (SBF 2%) y las células se incubaron de
nuevo a 37°C por 72 h. Al término, el medio fue removido y una solucion de MTT
(20 uL, 5 mg/mL. Sigma Co.) fue afadida a cada pozo durante 4 h a 37°C. El
sobrenadante de cada pozo se retird y 100 yL de DMSO fue anadido para
solubilizar los cristales. El grado de reduccion de MTT a formazéan se cuantificé
midiendo la densidad 6ptica a 580 nm (DOsso) en un espectrofotometro Multiskan
Go (Thermo Scientific). La intensidad del color se considerd proporcional a la
viabilidad del cultivo. Valores de DO entre 0.9 y 1.3 se consideraron como
viabilidad celular. Teniendo en cuenta que para los ensayos es indispensable una
monocapa celular viable hasta por 4 dias, se hicieron ensayos variando el nimero
de células desde 1250 hasta 40,000 por pozo, esto con el propésito de determinar
la densidad celular 6ptima para los ensayos de actividad antiviral y efecto
inhibitorio sobre citoquinas pro-inflamatorias. Las placas se observaron
diariamente, registrando el color de medio (amarillo se interpreté como acidez) y el

porcentaje de confluencia de la monocapa.

ELISA — NS1

Para este estudio, la presencia de la proteina viral NS1 en el sobrenadante de
cultivos infectados se consider6 el indicador de replicacion viral. Para detectar la
proteina se uso el estuche comercial E-DENO2P (PanBio - Aleretw) siguiendo las
indicaciones del fabricante. El ensayo consisti6 en: 100 uL de sobrenadante
(dilucion 1:2) fueron adicionados a pozos sensibilizados con anticuerpo policlonal
anti-NS1 y la placa fue incubada 1 h a 37°C. Después de 6 lavados se agregaron
100 pL de conjugado anti-NS1 Mab HRP, se incub6é nuevamente 1 h a 37°C y se
realizO nuevamente 6 lavados. Los complejos inmunes se detectaron por
desarrollo de color adicionando 100 yuL de TMB por 10 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. La reaccion se detuvo con &cido fosférico (solucion de
parada) y la intensidad de color se midio en un espectrofotdmetro Multiskan Go

(Thermo Scientific) a longitud de onda de 450 nm. La concentracion de la proteina
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se calculd siguiendo las instrucciones del fabricante y se expres6 como Unidades
PanBio (UP). El valor de 11.0 UP (0.55 DO) de NS1 es el limite minimo de

deteccioén del estuche.

Inmunofluorescencia

La técnica fue utilizada para detectar la presencia de virus en células infectadas.
Se siguio el protocolo previamente descrito (Cortes et al. 2007). Brevemente,
células obtenidas de los ensayos se fijaron en laminas para inmunofluorescencia
con acetona fria. Los pozos se cubrieron con una diluciéon 1:64 de anticuerpo
contra el VDEN y se incubaron por 30 minutos a 37°C en camara humeda. Al
término se lavaron las laminas con PBS por 10 minutos y luego fueron expuestas
a una dilucién 1:400 — 1:800 de anti-lgG de ratén marcado con fluorocromo por 30
min a 37°C en camara humeda. El anticuerpo no ligado fue retirado por varios
lavados con PBS, las ldminas se secaron a temperatura ambiente y luego fueron
cubiertas con glicerina tamponada para observaciéon al microscopio de
fluorescencia. Células infectadas fueron aquellas que se observaron de color

verde fluorescente y las que no, captaron el colorante de contraste (rojo).

Replicacion de VDEN-2 en hepatocitos

El propdsito de este procedimiento fue establecer la proporcion virus — célula
(MOI: multiciplity of infeccién) apropiada para realizar los ensayos antivirales. Esto
es, la concentracion del stock viral que causara infeccion reflejada en ~44.0 UP de
NS1 y que equivale a ~4 veces el limite de deteccion del estuche comercial (11.0
UP). Células HepG2 en placa de 96 pozos se infectaron a MOI de 1.0, 3.0, 6.0,
11.0 y 23.0. Después de 1 h a 37°C se retir6 el sobrenadante, las células fueron

lavadas con PBS para remover el virus no-adsorbido y luego incubadas en medio
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de mantenimiento (SBF 2%) durante 72 h. Al término, el sobrenadante se colecto

para determinar la concentracién de NS1.

Una vez establecido el MOI se realizaron infecciones variando el tiempo de
incubacion para replicacion del virus. Brevemente, VDEN-2 (MOI apropiado) se
adsorbio a células HepG2 crecidas en placa de 96 pozos, después de 1 h a 37°C
se retir6 el sobrenadante, las células fueron lavadas con PBS para remover el
virus no-adsorbido y luego incubadas en medio de mantenimiento. El
sobrenadante se colectdé inmediatamente después de la adsorcién del virus
(tiempo O h), 4, 8, 12 y 24 h més tarde. Cada sobrenadante se usé para infectar
monocapas de células C6/36 y la recuperacion de virus se confirmo al 5° dia post-

infeccion analizando las células por inmunofluorescencia.

ELISA — Citoquinas

La presencia de RANTES e IL-8 en el sobrenadante de hepatocitos infectados con
VDEN se determin6 usando estuches comerciales de ELISA (Invitrogen KAC1511
y KHCO0081, respectivamente). El ensayo consistid en: un volumen de la muestra
junto con el conjugado fueron adicionados a pozos sensibilizados con anticuerpo
monoclonal para cada citoquina, la placa fue incubada a temperatura ambiente por
cierto tiempo, posteriormente se realizaron lavados con buffer, los complejos
inmunes se detectaron por desarrollo de color adicionando TMB e incubando a
temperatura ambiente. La reaccién se detuvo con acido sulfarico (solucion de
parada) y la intensidad de color se midi6 en un espectrofotdmetro Multiskan Go
(Thermo Scientific) a longitud de onda de 450 nm (DOaso). La concentracion de la
citoquina se calcul6 siguiendo las instrucciones del fabricante, usando la curva de
calibracion de cada estuche comercial. Se realizaron experimentos para
establecer el MOI y tiempo minimo post-infeccion viral para detectar la citoquina.
Brevemente, VDEN-2 (MOI apropiado) se adsorbié a células HepG2 crecidas en
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placa de 96 pozos, después de 1 h a 37°C se retir6 el sobrenadante, las células
fueron lavadas con PBS para remover el virus no-adsorbido y luego incubadas en
medio de mantenimiento. El sobrenadante se colect6 12, 24, 48 y 72 h después de

la infeccion y se almaceno a -70°C para cuantificar RANTES como se describid.

4.3 Evaluacion de la actividad antiviral

Etapa 1: determinacién de la toxicidad de los compuestos para célula humana

Brevemente, células HepG2 o HEK-293 fueron sembradas en placas de 96 pozos
a una densidad de 1 x 10* células/pozo e incubadas por 24 h a 37°C. El medio fue
removido y medio fresco que contenia compuesto a concentracion entre 12.5 —
1600 pM fue afiadido por 72 h a 37°C. Cumplido el tiempo el medio fue descartado
y las células se procesaron por el ensayo de MTT como se describio. Cada
compuesto se evalud por duplicado en dos ensayos independientes. La toxicidad
se expres6 como: concentracibn maxima evaluada no téxica (CMNT) -
concentracion maxima del compuesto que mantuvo la viabilidad similar al control
celular y concentracion citotoxica 50 (CCso) — concentracion del compuesto que

redujo en 50% la viabilidad celular.

Etapa 2: seleccién de compuestos inhibitorios del VDEN-2

VDEN-2 (MOI apropiado) se adsorbié a células HepG2 crecidas en placa de 96
pozos, después de 1 h a 37°C se retird el sobrenadante, las células fueron lavadas
con PBS para remover el virus no-adsorbido y luego incubadas en medio de
mantenimiento con compuesto a 30 uM o CMNT durante 72 h. Al termino el
sobrenadante fue colectado y almacenado a -20°C para cuantificar NS1 como se
describié. Como droga control se incluyé la ribavirina (100 uM) en cada ensayo.
Cada compuesto fue evaluado por triplicado en dos experimentos independientes.
El efecto inhibitorio se expres6 como porcentaje de reduccion de NS1 con
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respecto al infectado no-tratado (control). Los compuestos con porcentaje > 50%

fueron seleccionados para la siguiente etapa.

Etapa 3: actividad antiviral promisoria de compuestos inhibitorios

VDEN-2 (MOI apropiado) se adsorbié a células HepG2 crecidas en placa de 96
pozos, después de 1 h a 37°C se retir0 el sobrenadante, las células fueron lavadas
con PBS para remover el virus no-adsorbido y luego incubadas 72 h en medio con
compuesto a cinco concentraciones por debajo de la CMNT. Al termino el
sobrenadante fue colectado y almacenado a -20°C para cuantificar NS1 como se
describi6. La actividad antiviral se expres6 como concentracion inhibitoria
cincuenta (Clso) 0 la concentracion que redujo en 50% el numero de UP de NS1

con respecto al control (infectado no-tratado).

Etapa 4: evaluacion del modo de accién antiviral

El disefio experimental se muestra en la Figura 3.

-2h ¥ oh 4h 8h 12h 24h 72h

o---
Adsorcion
1h-37°C

— 1 >

L4

LavadoconPBS

Figura 3. Disefio experimental para evaluar el modo de accion antiviral. Las
flechas blancas y negras indican ausencia 0 presencia del compuesto
respectivamente.
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Tratamiento del virus antes de la adsorcién a la célula:

VDEN-2 (158 CCIDso) se incubod o no (control) con compuesto a 100 pM o CMNT
por 2 h a 37°C y la mezcla se uso para infectar monocapas de células HepG2
crecidas en placas de 96 pozos. Luego de 1 h a 37°C las células se lavaron con
PBS para remover el virus no-adsorbido y se incubaron con medio al 2% SFB
durante 72 h a 37°C. Al termino el sobrenadante fue colectado y almacenado a -
20°C para cuantificar NS1 como se describio. Como droga control de inactivacion

viral se incluyo el dextran-sulfato (10 pg/mL).

Tratamiento a diferentes tiempos después de la adsorcion del virus:

Para determinar el modo de accion antiviral de los compuestos luego de la
adsorcion del virus. Brevemente, VDEN-2 (MOI apropiado) se adsorbi6o a células
HepG2 crecidas en placa de 96 pozos, después de 1 h a 37°C se retird el
sobrenadante, las células fueron lavadas con PBS para remover el virus no-
adsorbido y luego incubadas en medio de mantenimiento durante 72 h. Los
tratamientos a 100 uM o CMNT se aplicaron inmediatamente (tiempo 0), 4, 8, 12y
24 h después de la adsorcién. Al termino el sobrenadante fue colectado y
almacenado a -20°C para cuantificar NS1 como se describié. El efecto inhibitorio
se calculé como porcentaje de reduccion de NS1 con respecto al control (infectado
no-tratado). Se determind para cada compuesto en que etapas del ciclo de

replicacion viral estaria actuando.

4.4 Evaluacion del efecto inhibitorio sobre citoquinas pro-inflamatorias

VDEN-2 (MOI apropiado) se adsorbio a células HepG2 crecidas en placa de 96
pozos, después de 1 h a 37°C se retir6 el sobrenadante, las células fueron lavadas

con PBS para remover el virus no-adsorbido y luego incubadas en medio de
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mantenimiento con compuesto a 100 pM o CMNT durante el tiempo establecido
para citoquinas. Al termino el sobrenadante fue colectado y almacenado a -70°C
para cuantificar IL-8 y RANTES como se describido previamente. El efecto
inhibitorio se calcul6 como porcentaje de reduccion de cada citoquina con respecto

al infectado no-tratado (control).

4.5 Andlisis de datos

Los valores de DO y sobrevivencia fueron analizados aplicando un modelo
logistico en el software R (R Core Team, 2013). La CCso se calculé usando el
paquete estadistico MASS y la CMNT se determiné usando la prueba de Dunnet
para determinar la significancia de diferencias por cada concentracion con
respecto al control (no-tratado). Compuestos con valores de Clso <30 uM e IS 2 4
se consideraron con actividad promisoria. Se comparoé el promedio de UP-NS1 del
tratado vs el control y la significancia de las diferencias se estableci6é aplicando la
prueba t student. Para determinar diferencias en reduccion de NS1 debido a
tratamiento a diferente tiempo, los datos se compararon aplicando ANOVA. El
nivel de significacion para el andlisis se fijo en p < 0.05. Para los andlisis se usaron
los paquetes estadisticos del sofware R.
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5. RESULTADOS

5.1 Optimizacién de procedimientos de laboratorio

Cultivo celular en placa

La actividad antiviral y efecto inhibitorio sobre citoquinas pro-inflamatorias de los
compuestos, se examin6 en células HepG2 y HEK-293 crecidas en placas de 96
pozos. Estas células forman monocapa confluente ~72 h después de sembradas,
con notoria acidificacion (pH + 5.0) del medio que conlleva a muerte celular. Dado
gue para los ensayos es indispensable una monocapa celular viable hasta por 4
dias, se hicieron cultivos en placa sembrando variado niamero de células. Los
resultados se muestran en la Figura 4. Cultivos que se iniciaron con menos de
5000 células por pozo, formaron monocapa confluente de 50 — 70%, sin
acidificacion del medio y viabilidad (DOsso) entre 0.85 — 1.03. De igual forma
cultivos que iniciaron con 10,000 células, presentaron monocapa confluente de
85%, leve acidificacion del medio y DOsso de 1.33 y 0.89 para hepatocitos y célula
renal, respectivamente. Por altimo, cultivos con méas de 15,000 y 20,000 células,
presentaron acidez del medio, cambios morfolégicos y DOsso entre 0.81— 1.52
segun la linea celular. De acuerdo a estos resultados, se decidié usar 10,000

células por pozo de cada linea en los experimentos.
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Figura 4. Viabilidad de células humanas crecidas en placa de 96 pozos de acuerdo al
namero usado en la siembra. El nimero mostrado de hepatocitos (m, HepG2) y células de
rifion (o, HEK-293) se sembro en cada pozo de una placa de 96 y la viabilidad se examino
al cuarto dia usando el método del MTT. Los resultados son el promedio de un ensayo con
ocho replicas por concentracion. Se escogio el promedio de 10.000 células para iniciar el
cultivo en cada pozo de una placa de 48.

Replicacion de VDEN-2 en hepatocitos humanos

Se hicieron experimentos para establecer la multiplicidad de infeccién (MOI:
multiplicity of infection) esto es, proporcion virus:célula necesaria para obtener el
nivel de replicacion viral adecuado para el ensayo antiviral. VDEN-2 a diferente
MOI se adsorbié 1 h a hepatocitos, la replicacion se llevd a cabo por 72 hy al
término el sobrenadante del cultivo se colecté para cuantificar proteina viral NS1
por ELISA (Figura 5). Con MOI hasta de 6.0 el nivel de NS1 fue 5 veces mas con
respecto al no-infectado, mientras que con MOI de 11.0 y 23.0 fue méas de 10.
Posteriormente, se realizaron experimentos para determinar el mayor MOI
reducido por la droga de referencia. Para esto, VDEN-2 se adsorbid 1 h a los
hepatocitos y la replicacion se llevé a cabo en medio que contenia 100 uM de
ribavirina. Se observo reduccion entre 78 y 88% en cultivos infectados a MOI de
6.0 y 11.0 y ninguna reduccion a MOI de 23.0 (Figura 6). De acuerdo a los

resultados se decidié usar MOI de 11.0 en ensayos antivirales.
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Figura 5. Replicacion del VDEN-2 en hepatocitos humanos de acuerdo a la
multiplicidad de infeccion (MOI).VDEN-2 se adsorbi¢ a hepatocitos (células HepG2) y a
las 72 h se determiné el nivel (Unidades PanBio: UP) de NS1 en el medio de cultivo
usando el estuche de PanBio. *: Incremento de 11 y 16 veces comparado con el cultivo no-
infectado (MOI de 0.0). Los datos son el promedio de dos ensayos independientes.
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Figura 6. Porcentaje de NS1 por tratamiento con droga de referencia (ribavirina) de
acuerdo al MOI. VDEN-2 se adsorbi6 a hepatocitos (células HepG2) y la replicacion se
llevd a cabo en ausencia (o) o presencia (m) de la droga. El nivel de proteina NS1 en el
sobrenadante del cultivo se determiné a las 72 h post-infeccion. Los datos corresponden al
porcentaje de NS1 con respecto al infectado no-tratado.

Una vez establecido el MOI, se realizaron experimentos para determinar la
presencia de progenie viral en el sobrenadante de cultivo a varios tiempos
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después de la adsorcion del virus. VDEN-2 (MOI de 11.0) se adsorbié 1 h a los
hepatocitos e inmediatamente después (tiempo 0), 4, 8, 12 y 24 h mas tarde, el
sobrenadante se colecté y se uso para infectar células de mosquito (C6/36) y al
quinto dia post-infeccién la células se analizaron por inmunofluorescencia indirecta
para detectar la infeccion viral (protocolo del laboratorio: Ocazionez et al. 2006).
Infeccion significante se detectd con el sobrenadante colectado después de las 8 h
(Figura 7). Los resultados sugieren que la internalizacion del virus y sintesis viral
(proteina y acido nucleico) se llevan a cabo en las primeras 4 h post-infeccién y a
las 8 h se ha cumplido el ciclo viral dado que viriones infecciosos se recuperaron
del medio de cultivo.

Sobrenadante

No-infectado

Figura 7. Células de Aedes albopictus (C6/36) infectadas con sobrenadante del cultivo
de hepatocitos humanos (HepG2) infectados con VDEN-2. El sobrenadante se adicioné a
los tiempos mostrados y al dia 5to las células se analizaron para deteccion de virus. Se
muestra el resultado de la inmunofluorescencia usando anticuerpo policlonal anti-dengue
(Donado por el Instituto Evrando Chagas, Belén, Brasil).
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Ensayo para evaluar secrecion de citoquina

Se realizaron experimentos para establecer el MOI y tiempo minimo a usar en el
ensayo. VDEN-2 (MOl de 11.0 y 23.0) se adsorbié 1 h a los hepatocitos y a las 12,
24, 48 y 72 h el sobrenadante se colectd para cuantificar RANTES mediante un
estuche comercial de ELISA. Como se muestra en la Figura 8, la citoquina se
detect6 infectando las células con MOI de 11.0 durante 72 h, que son los mismos

parametros establecidos para el ensayo antiviral.

03 b Horas RANTES: pg/mL
MOI de 11.0 MOI de 23.0
g 1 12 0.0 0.0
5 o1t 24 0.0 0.0
Nl Il B N 48 0.0 29+21
12 2 2 72 49.0+9.0 78.8 +10.2

Figura 8. Deteccion de la citoquina RANTES en hepatocitos humanos infectados con
VDEN-2 de acuerdo al tiempo y al MOI. VDEN-2 a MOI de 11.0 (m) y 23.0 (0) se
adsorbio a hepatocitos humanos (células HepG2) y a los tiempos mostrados se determind la
concentracion de RANTES en el medio de cultivo usando un estuche comercial del ELISA.
Los datos son el promedio de dos ensayos independientes.

5.2 Toxicidad de los compuestos para célula humana

Terpenos

La toxicidad de cada terpeno fue evaluada para establecer la CMNT a usar en el
ensayo antiviral. Para esto, células HepG2 y HEK-293 se expusieron por 72 h a
variadas concentraciones del terpeno y al término se evalud la viabilidad. La
Figura 9 muestra curvas dosis-respuesta representativas de ensayos de MTT. Los

terpenos AFO013NO, AGO0180L, ANO11LO, AT0170L, DCO19NA, ESO0100L,
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NEO150L, OLO12NO, RCO014NA y SCO16NA se examinaron a concentraciones
desde 12.5 uM hasta 200 uM y con ninguno se observo diferencia significativa de
la viabilidad con respecto al control celular. Los terpenos BCO02NO, CIO04AL y
PCO03NO se examinaron desde 100 uM hasta 1600 puM. ElI PCO0O3NO parece ser
de muy baja toxicidad para hepatocitos, a concentracion tan alta como 1600 uM no
tuvo ningun efecto sobre la viabilidad. Un resultado similar se observo con
BCO02NO en célula renal, que a la misma concentracion disminuyé en menos de
50% la viabilidad. Al contrario, el CIO04AL a 1600 uM disminuyd 100% la viabilidad

de ambas células.

A partir del analisis estadistico de las curvas dosis respuesta, se determiné en
100 pM la CMNT de cada terpeno. El valor de la CCso para las dos células
humanas se pudo calcular solo con los componentes examinados a alta
concentracion (Tabla 4), donde se observo disminucion de la viabilidad en mas del
50% a ciertas concentraciones. Con los otros, la CCso se considerdo > 200 uM
debido a que fue la maxima utilizada en el ensayo que no afect6 la viabilidad
celular. Los resultados sugieren que los 13 terpenos examinados son de baja
toxicidad para hepatocitos y célula renal bajo las condiciones que se examinaron.

Tabla 4. Concentracion toxica cincuenta (CCsp) de terpenos para
célula humana hepatica y renal

Terpeno Hepatocitos Célula renal (HEK-293)
(HepG2)

BC0O02NO 346.9 + 39.8 > 1600*

CIO04AL 863.6 + 65.3 239.7+0.8

PCO0O3NO > 1600~ 5742 £ 2715

*. Maxima concentracion usada en el ensayo que no afectd la viabilidad
celular o la disminuyé en menos del 50%. Datos expresados en uM.
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Figura 9. Curvas dosis-respuesta representativas de ensayos de MTT para evaluar
citotoxicidad de terpenos sobre célula humana. Hepatocitos [HepG2 (m)] y célula de
rifion [HEK-293 (o)] se expusieron a las concentraciones mostradas del terpeno y la
viabilidad se evalu6 a las 72 h. Los datos son el promedio de dos ensayos independientes
por duplicado.

Antibioticos

La toxicidad de cada antibi6tico para hepatocitos y célula renal se evalué como fue
descrito para los terpenos. La Figura 10 muestra las curvas dosis-respuesta
obtenidas en ensayos de MTT. Con los tres antibiéticos la CMNT para hepatocitos
estuvo entre 13 — 63 uM y la CCsp fue < 220 UM con las dos células humanas
(Tabla 5). Bajo los criterios adoptados en este estudio (Cos et al. 2006, Amoros et
al. 1992), los antibidticos presentan notoria toxicidad para las células humanas
examinadas. La doxicilina fue el antibiotico mas toxico (CMNT de 13 uM) seguido
por tetraciclina (CMNT de 25 uM) y rifampicina (CMNT de 63 uM).
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Tabla 5. Toxicidad de antibiéticos para célula humana

CCso:pM
Antibittico CMNT: uM Hepatocitos Célula renal
(HepG2) (HEK-293)
Rifampicina 63 157.3+2.3 215.8+0.3
Tetraciclina 25 131.3+13.6 137.8+0.1
Doxiciclina 13 53.2+3.7 515+1.0

CMNT: concentracion méxima no toxica para hepatocitos. CCsg: concentracion que
redujo la viabilidad celular en 50%.

Rifampicina Tetraciclina Doxiciclina

100 + 100 100 +
= 80 + 80 T+ 80 1
8 oe0 | 60 + 60 1
% 40 1 40 + 40
=

20 + 20 + 20 1+

0 0 0
825 125 250 500 1000 12,5 25 50 100 200 6,25 12,5 25 50 100
uM HM um

Figura 10. Curvas dosis-respuesta de ensayos de MTT para evaluar citotoxicidad de
antibidticos sobre célula humana. Hepatocitos [HepG2 (m)] y célula renal [HEK-293 (0)]
se expusieron a las concentraciones mostradas del antibidtico y la viabilidad se evalué a las
72 h. Los datos son el promedio de dos ensayos independientes por duplicado.

5.3 Actividad antiviral

Para este estudio la actividad antiviral se consideré como inhibicion de la
replicacion in vitro del VDEN-2, medida como porcentaje de reducciéon de NS1 en
el sobrenadante del cultivo tratado con respecto al no-tratado. Bajo este contexto,

la actividad antiviral se evalud con tres propdsitos:

Seleccion de compuestos con actividad promisoria
VDEN-2 (MOI de 11.0) se adsorbié a los hepatocitos y la replicacion se llevo a

cabo en medio de cultivo que contenia 30 uM del terpeno. Se escogié esta
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concentracion por ser cercana a la maxima inhibitoria (25 uM) para un compuesto
puro con actividad antiviral promisoria (Cos et al. 2006, Amoros et al. 1992). De los
13 terpenos evaluados, tres redujeron la replicacion viral entre 49 y 63%, cuatro
entre 27 y 32% Yy los restantes seis en menos de 22% (Tabla 6). El BCO02NO
resultd el mas activo (reduccion en 63.5%) seguido por el ES0100L (50.1%) y el
CIOO4AL (49.0%). Estos tres terpenos se seleccionaron para andlisis mas
detallado de la actividad antiviral. EI PCO0O3NO, aunque redujo la replicacién viral

en 28.2%, se seleccion6 también por ser de baja toxicidad para hepatocitos.

Los terpenos BCO02NO, ES0100L, CIOO4AL y PCOO3NO se examinaron a
variadas concentraciones por debajo de la CMNT, con el fin de establecer la Clso y
calcular el IS para hepatocitos y célula renal. VDEN-2 (MOI de 11.0) se adsorbié a
los hepatocitos y la replicacion se llevo a cabo por 72 h en medio de cultivo que
contenia terpeno. La Figura 11 muestra las curvas dosis-respuesta y la Tabla 7 los
valores de la Clso y el IS. Los cuatro terpenos presentaron IS > 7.0 tanto en
hepatocitos como en célula renal. El BCO02NO y ES0100L fueron activos a Clso <
30 UM y en consecuencia se pueden considerar activos. EI CIO0O4AL mostro una
Clso de 31.3 uM y presenté el mayor IS (27.5) para hepatocitos, considerandose
promisorio. EI PCOO3NO fue activo pero a Clso tres veces mayor a la maxima
establecida (73.0 + 8.4 uM versus 30.0 uM) aunque el IS fue > 7.0.

La actividad de los antibiéticos se evalué de la misma manera que los terpenos
usando la CMNT establecida en el ensayo del MTT. A MOI de 11.0 la rifampicina
redujo en 25% la replicacion viral, mientras que la tetraciclina y doxiciclina no
tuvieron efecto. A MOI de 6.0 se observo reduccidén en 69.1% por tratamiento con
rifampicina y nuevamente tetraciclina y doxiciclina no tuvieron efecto (Tabla 8). La
rifampicina se examinod a variadas concentraciones por debajo de la CMNT (Figura
12A). La Clso resulto en 49.7 + 8.9 uM y el IS en 3.2 y 4.3 para hepatocitos y célula
renal respectivamente.
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Tabla 6. Efecto inhibitorio de terpenos sobre la replicacion del VDEN-2

Terpeno Virus: NS1 (UP)
BC002NO 20.6 £3.5
ES0100L 30.7+11.7
CIO04AL 28.8+34
ANO011LO 42.1 +18.8
OL012NO 44.8 £ 30.8
PCO03NO 405+7.0
AFO013NO 45.4 £ 22.2
RCO14NA 48.9 £ 25.3
NEO150L 48.4 £ 20.0
SCO16NA 50.3+19.2
AG0180L 50.2+12.4
DCO19NA 51.5+20.7
ATO0170L 52.7+21.2
Ninguno 60.4 £ 13.2
Ribavirina: 100 uM 95+3.3

Reduccién: %

63.5
50.1
49.0
32.0
29.7
28.2
27.1
21.7
21.5
18.2
17.1
16.5
14.5

84.6

VDEN-2 (MOI de 11.0) se adsorbi6 a hepatocitos humanos (células HepG2) y la
replicacion se llevo a cabo en presencia de 30 UM de cada terpeno. El nivel
(Unidades PanBio: UP) de proteina viral NS1 en el sobrenadante del cultivo se
determind a las 72 h pos-infeccidn. Los datos corresponden al promedio de dos
experimentos independientes. Ribavirina como medicamento de referencia.

Tabla 7. Potencial antiviral de terpenos

Hepatocitos (HepG2)

Célula renal (HEK-293)

Terpeno Clso CCso IS CCso IS
BCOO2NO  225+56 3469+ 39.8 15.4 >1600* >71.1
ESO100L  23.2+40 > 200* >8.6 >200¢  >86
CIO04AL  313+45  863.6+653 275 239.7 + 0.8 7.7
PCOO3NO  73.0+84 >1600*  >21.9  574.2+2715 7.9

Clso: concentracion (uUM) inhibitoria 50 en hepatocitos. CCso: concentracién (UM) que
redujo la viabilidad celular en 50%. IS: indice de selectividad (CCso/Clsg). *Concentracién

(uM) méaxima evaluada en el ensayo.
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Figura 11. Actividad antiviral de terpenos dependiendo de la concentracion.VDEN-2
(MOI de 11.0) se adsorbi6 a hepatocitos humanos (células HepG2) y la replicacion se llevd
a cabo en presencia del terpeno a las concentraciones mostradas. El nivel (UP) de NS1 en el
sobrenadante del cultivo se determiné a las 72 h post-infeccion. Los datos corresponden al
porcentaje de NS1 y son el promedio de dos experimentos independientes por duplicado.

Tabla 8. Reduccion de la replicacion del VDEN-2 en presencia de antibiético
en el medio de cultivo.

Antibistico ny MOI: 11.0 MOI: 6.0

NS1 (UP) % NS1 (UP) %
Rifampicina 60.0 47.9 25.1 5.2 69.1
Tetraciclina 20.0 84.9 0.0 18.0 0.0
Doxiciclina 20.0 82.8 0.0 19.8 0.0
Ninguno - 64.0 - 16.7 -
Ribavirina 100.0 5.8 91.0 3.8 77.1

VDEN-2 al MOI sefialado se adsorbi6é a hepatocitos humanos (células HepG2) y la
replicacion se llevé a cabo en presencia del antibidtico a concentracion no-téxica
(CMNT). El nivel (Unidades PanBio: UP) de NS1 en el sobrenadante del cultivo se
determind a las 72 h pos-infeccién. Ribavirina como antiviral de referencia.
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Figura 12. Actividad antiviral de rifampicina. A: curva dosis-respuesta: VDEN-2
(MOI de 6.0) se adsorbio6 a hepatocitos humanos (células HepG2) por 1 h y la replicacion
se llevo a cabo en presencia de rifampicina a las concentraciones mostradas. B: modo de
accion. Virucidal: -0 h, virus (158 CCIDso) se incubo 2 h con el antibiotico (60 pM) antes
de ser adsorbido a hepatocitos humanos (células HepG2). Antiviral: 0 — 24 h, virus (MOI
de 6.0) se adsorbio a la célula por 1 h y al término el antibidtico (60 uM) se adiciono a los
tiempos mostrados. 0: inmediatamente después de la adsorcion. En todos los casos, el nivel
(Unidades PanBio: UP) de NS1 en el sobrenadante se determiné a las 72 h pos-adsorcion.
Los datos corresponden al porcentaje de reduccion de NS1 con respecto al control
(infectado no-tratado: 15.4 + 0.7 UP). *: p < 0.008 con respecto al control. Los datos son el
promedio de dos experimentos independientes por duplicado.

Modo de accién antiviral de compuestos activos
Se realizaron experimentos para evaluar el efecto virucidal de cada terpeno y para

inferir cuél etapa del ciclo viral podria ser afectada por el tratamiento con el mismo.

Los resultados se presentan en la Figura 12, 13 y Tabla 9.

VDEN-2 (158 CCIDso) se incub6 con C1004AL (100 uM) o PCOO3NO (100 uM) y la
mezcla se usO para infectar hepatocitos por 72 h. Con ninguno de los dos se
observé actividad, esto es, la incubacién previa del virus con el terpeno no afecto

su subsecuente replicacion. El nivel de NS1 en cultivos infectados con virus-
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tratado no fue significativamente diferente del nivel con virus no-tratado (56.2 —
66.9 versus 43.9 UP; p > 0.07).

Otros experimentos se realizaron adicionando terpeno a distintos tiempos después
de la adsorcion del virus. VDEN-2 (MOI de 11.0) se adsorbi6 1 h a los hepatocitos
y la replicacion se llevé a cabo por 72 h. El terpeno (100 pM) se adicioné
inmediatamente (tiempo 0) y 4 h post-adsorcion cuando estaria ocurriendo la
internalizacion de la particula viral; y las 8, 12 y 24 h cuando NS1 y viriones
infecciosos estan presentes en el medio de cultivo (Figura 4). El tratamiento con
BCOO02NO en las primeras 4 h redujo en 88% la replicacion viral (5.3 versus 45.4
UP de NS1 del control; p < 0.001); a las 8 h en 34% (29.9 versus 45.4 UP; p <
0.05); a las 12 h nuevamente en 88% (5.3 versus 45.4 UP; p < 0.001); y las 24 h
en 56% (20.1 versus 45.4 UP; p < 0.001). EI mismo patron de respuesta a los
tratamientos se observo con CI0O04AL y PCOO3NO, el primero con reduccion mas
notoria para todos los tiempos y el segundo con menos (Tabla 8). Con respecto al
ESO100L, el patron de respuesta fue distinto: el tratamiento a cada uno de los
tiempos seleccionados produjo inhibicion significante con respecto al no-tratado
(4.8 — 6.3 versus 49.0 UP de NS1).

Tabla 9. Reduccién de la replicacion del VDEN-2 por terpenos por tratamiento en tiempos

distintos después de la adsorcion.

Control (no-tratado): 45.4 — 49.0 Unidades PanBio (UP) de NS1

Horas BC002NO: ES0100L: CI004AL: PCO03NO:

UP / R:%! UP / R:%! UP / R:%! UP / R:%!
0 5.3+ 2.6 (88.2) 5.9 + 0.8 (88.0) 3.5+0.2(92.2) 10.6 + 1.0 (76.6)
4 5.2+ 1.7 (88.6) 4.8 +0.5(90.1) 4.0+0.7 (91.2) 13.8 + 2.7 (69.7)
8 29.9 + 7.8* (34.2) 5.4 +1.0 (89.0) 14.2 + 7.0* (68.6) 36.2+ 7.8% (20.1)
12 5.3+ 2.0 (88.4) 5.8 + 1.5 (88.1) 4.7 +1.8(89.7) 20.0 + 5.6 (55.9)
24 20.1 + 2.8* (55.7) 6.3+1.4(87.2) 6.5+ 3.3 (85.8) 27.8 + 6.9* (38.8)

*p < 0.05 (prueba t) para cada tiempo con respecto a la hora 0. : porcentaje de reduccion de NS1. Los datos
son el promedio de dos experimentos independientes por duplicado.
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Figura 13. Actividad inhibitoria de terpenos sobre el VDEN-2 en tiempos después de
la adsorcion. Virucidal: -0 h, virus (158 CCIDsp) se incub6 2 h con el terpeno antes de ser
adsorbido a hepatocitos humanos (células HepG2). Antiviral: 0 — 24 h, virus (MOI de 11.0)
se adsorbid a la célula por 1 h y al término el terpeno (100 uM) se adicioné a los tiempos
mostrados. 0: inmediatamente después de la adsorcion. En todos los casos, el nivel
(Unidades PanBio: UP) de NS1 en el sobrenadante se determind a las 72 h pos-adsorcion.
Los datos corresponden al porcentaje de reduccion de NS1 con respecto al control
(infectado no-tratado: 45.4 + 1.8 para BCO02NO, CI004AL, PCOO3NO y 49.0 + 1.8 para
ES0100L). Resultados promedio de dos experimentos independientes por duplicado. *: p <
0.05 con respecto al control.

Para confirmar si la reduccion de NS1 debida a los tratamientos con terpeno era
también reduccién de progenie de virus infeccioso, el sobrenadante de los cultivos
procesado por ELISA-NS1 se usé simultaneamente para infectar células de
mosquito (C6/36) por 5 dias. La presencia del virus en estas células se confirmo
por inmunofluorescencia indirecta. La Figura 14 muestra el resultado con

BCO002NO: no se recuper6 virus infeccioso del sobrenadante del tiempo 0 h, con el
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de las 4 h menos del 10% de las células se infectaron y con el de las 8, 12y 24 h
el virus fue facilmente recuperado (> 90% de células infectadas). Resultados
similares se observaron con C1004AL y PCO03NO (no mostrado). La figura 15
muestra el resultado con el ES0100L: no se recuperd virus infeccioso del
sobrenadante del tiempo 0y 4 h, con el de las 8 h menos del 5% de las células se
infectaron y con el de las 12 y 24 h el virus fue recuperado (60% de células
infectadas). Los resultados de experimentos time-in-addition evidencian reduccion
significante de la replicacion del VDEN-2 debida a tratamiento en las primeras 4 h
después de la adsorcion, lo que sugiere que BC0O02NO, ES0100L, C1004AL y
PCO03NO podrian actuar como inhibidores de entrada. La reducciéon de NS1 por
tratamiento entre 8 — 12 h después de la adsorcion, cuando ya se detectan

viriones infecciosos en el sobrenadante del cultivo (Figura 7), se discute adelante.

Sin tratamiento

Sobrenadante de cultivos infectados con VDEN-2 Medio

Figura 14. Recuperacion de VDEN-2 de hepatocitos humanos (células HepG2)
infectados y tratadas con BCO02NO. El sobrenadante de los cultivos del experimento
mostrado en la Figura 3 se uso para infectar células del mosquito Aedes albopictus (C6/36)
y al 5to dia las células se examinaron por inmunofluorescencia para confirmar la presencia
del virus. Se muestran los tiempos (horas) después de la adsorcién cuando se hizo el
tratamiento con el terpeno.
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Sin tratamiento

24h

Sobrenadante de cultivos infectados con VDEN-2 Medio

Figura 15. Recuperacion de VDEN-2 de hepatocitos humanos (células HepG2)
infectados y tratadas con ESO100L. El sobrenadante de los cultivos del experimento
mostrado en la Figura 3 se uso para infectar células del mosquito Aedes albopictus (C6/36)
y al 5to dia las células se examinaron por inmunofluorescencia para confirmar la presencia
del virus. Se muestran los tiempos (horas) después de la adsorcién cuando se hizo el
tratamiento con el terpeno.

El modo de accion de la rifampicina se evalio como fue descrito para los terpenos.
(Figura 12 B). No se observo efecto virucidal: 40.8 versus 43.9 UP (p = 0.820) en
tratado versus no-tratado. El tratamiento en las primeras 4 h redujo en 48 - 59% la
replicacion viral (8.0 — 6.3 versus 15.4 UP de NS1 del control; p < 0.001); alas 8 h
en 39% (9.5 UP versus 15.4 UP; p = 0.008); y a las 12 h en 9% (14 versus 15.4
UP; p = 0.083). Cuando se comparo la reduccion debida a los tratamientos en el
tiempo O (no virus infeccioso) y 12 h (virus infeccioso en el sobrenadante del
cultivo), las diferencias fueron significantes (8.0 versus 14.0 UP; p = 0.008), pero lo
Mismo no se vio con el tratamiento a las 8 h (9.5 versus 14.0 UP; p = 0.042), Los
resultados no permiten concluir con precision cual etapa del ciclo viral podria ser

inhibida por la rifampicina.

61



5.4 Efecto de compuestos activos sobre citoquinas

Se evalud el efecto sobre la secrecion de IL-8 y RANTES en hepatocitos
infectados con VDEN-2 por tratamiento con BC002NO, ES0100L, CIO04AL,
PCO0O3NO vy rifampicina. El terpeno (100 uM) y el antibidtico (60 pM) se
adicionaron inmediatamente después de la adsorcion del virus y la citoquina se
cuantificé en el sobrenadante colectado a las 72 h por ELISA. La Tabla 10 muestra
los resultados. De los terpenos, el CIO04AL fue el que mayormente redujo (p <
0.01) el nivel de las dos citoquinas, esto es > 78%; el BCO02NO redujo (p = 0.01)
notoriamente (> 80%) IL-8 pero no tuvo efecto sobre RANTES (43.2 + 20.8 Vs
56.3 + 2.9 pg/mL; p = 0.46); el PCOO3NO redujo el nivel de las dos citoquinas (p <
0.02) aunque el porcentaje fue menor a 65% en ambos casos; y el ES0O100L
redujo (p = 0.03) IL-8 en menos de 65% pero tampoco tuvo efecto sobre RANTES
(49.0 £ 20.8 Vs 56.3 £ 2.9 pg/mL; p = 0.69). La rifampicina fue el compuesto mas
activo: redujo (p < 0.02) ambas citoquinas en 83%.

Tabla 10. Efecto inhibitorio de los compuestos activos para VDEN-2 sobre la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias

Compuesto IL-8 RANTES

pg/mL Inhibicion:% pg/mL Inhibicion: %
Ninguno 69.1+11.2 - 56.3+29 -
CIO04AL 76+29 89.0 121+11 78.5
BC002NO 9.0+24 87.0 43.2 + 20.8* 23.4
PCO03NO 26.0+2.9 62.4 24.7+6.1 56.2
ES0100L 25.9+3.2 62.5 49.0 + 22.6* 13.0
Rifampicina 11.6+3.8 83.2 9.1+3.9 83.8

VDEN-2 (MOI de 11.0) se adsorbié a hepatocitos humanos (células HepG2) y la
replicacion se llevd a cabo en presencia de 100 uM de cada terpeno 60 60 UM de
rifampicina. La concentracién de IL-8 y RANTES en el sobrenadante del cultivo se
determind a las 72 h pos-infeccion. Los datos corresponden al promedio de dos
experimentos independientes. *: no-significante con respecto al no-tratado (ninguno): p
> 0.4, prueba t; los otros valores fueron significantes, valor de p entre 0.02 y 0.002
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6. DISCUSION

En dengue, la viremia y la respuesta inmune inflamatoria juegan papel
determinante del desenlace clinico (Yacoub et al. 2013). A las citoquinas IL-8 y
RANTES se les atribuye parte del efecto sobre el epitelio vascular que lleva a
incremento de la permeabilidad vascular y en consecuencia al choque
hipovolémico (Sun et al. 2013; Rathakrishnan et al. 2012; Medin et al 2005). Dado
qgue la respuesta de citoquinas se desencadenada por la presencia del virus, un
compuesto que disminuya estas proteinas y simultdneamente inhiba la replicacion
del virus podria considerarse un buen candidato promisorio para la invencion de
un medicamento para el dengue (Pooja et al. 2014). Los resultados de este
trabajo demuestran que algunos terpenos tienen efecto inhibitorio in vitro sobre la
replicacion del VDEN vy sobre el nivel de IL-8 y RANTES secretadas por la célula

infectada.

Validez del ensayo in vitro

Una amplia variedad de ensayos basados en célula se usan para evaluar actividad
antiviral de compuestos sobre el VDEN. Un sinnumero de moléculas activas se
han descubierto en ensayos con células de animales y en menor proporcién de
humanos (Teizeria et al. 2013; Lim et al. 2013; Noble et al. 2010). Hay acuerdo
que los resultados son mas confiables cuando se usan células blanco de la
infeccion natural del virus. En este trabajo se usaron hepatocitos humanos
(HepG2), que son células comprometidas en la patogénesis del virus y han sido
ampliamente utilizadas para estudiar el ciclo de replicacion viral, la secrecién de la
proteina NS1 y la asociacion entre infeccion y expresion de citoquinas (Tsai YT et
al. 2011; Conceigao et al. 2010; Le-Poder et al. 2005).
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La reduccién de progenie viral cuantificada por plaqueo y/o la reduccion de placas
de infeccidn son los procedimientos mas aceptados para evaluar el efecto antiviral
de compuestos (Cos et. al, 2006; Crance et al. 2003). Si bien estos procedimientos
son altamente confiables, se realizan en célula de origen animal (Vero, BKH-21,
C6/36), son técnicamente dificiles y por o mismo inapropiados para tamizaje
rapido de un numero significativo de compuestos. En consecuencia, en este
estudio se implementd y optimizé un ensayo de reduccidén de proteina viral NS1
secretada que, como se demostro (figura 5), concordé con reduccion de particulas
virales. Con este ensayo, el resultado se puede obtener en cuatro dias y usando
placas de 96 pozos se pueden evaluar simultaneamente varios compuestos. Con
las otras técnicas convencionales no habria sido posible estudiar los 13 terpenos
seleccionados para este estudio, en el tiempo destinado para la experimentacion.
En proyectos de investigacién de otros estudiantes de posgrado vinculados al

grupo, solo fue posible evaluar 4 - 6 compuestos usando plaqueo.

Los indicadores de actividad antiviral in vitro son variados y los resultados son
dificiles de comparar debido a las diferencias entre ensayos. No obstante, hay
acuerdo que un compuesto es promisorio cuanto mayor el IS y que éste valor sea
al menos mayor que 4, esto es, que la concentracion inhibitoria sea una cuarta
parte de la concentracion citotoxica (Cos et al, 2006, Amoros et al. 1992). En este
estudio se adopt6 un criterio adicional: reduccion de la replicacién viral (NS1) en al
menos 50% a 30.0 uM o a la maxima concentracion no-tdxica del antibidtico. Este
valor se estableci6 con base en que decenas de compuestos sintéticos
promisorios, son activos a concentraciones cercanas o por debajo de 30.0 uM
(Teixeria et al. 2013, Lim et al. 2013; Abubakr et al. 2013; Abd-Kadir et al. 2013;
Julander et al. 2011; Canard et al. 2010). El ensayo del MTT es el procedimiento
mas usado para determinar la citotoxicidad de un compuesto. Se conoce que el
resultado para un mismo compuesto varia segun el tipo de célula. Asi, se
recomienda que la toxicidad se evalle sobre células humanas de higado y rifion y

64



una célula de origen murino (Xia et al. 2008). En este estudio la CCso se determiné
sobre hepatocitos de tejido canceroso (HepG2) y célula de rifion humano
embrionario (HEK-293) proveniente de tejido normal. Se considerd terpeno no-
toxico cuando: i) la viabilidad de ambas células se mantuvo en al menos 90% a
cualquier concentracion de terpeno evaluada y ii) la CCso fue al menos cuatro
veces mas con respecto a la Clso. El segundo criterio fue propuesto por Amoros et
al. (1992) y Tsuchiya et al. (1985).

El modo de accion antiviral de los compuestos seleccionados se traté de elucidar
en este estudio. Para esto se usdé un ensayo en hepatocitos, adicionando el
terpeno a distintos tiempos después de la adsorcion del virus. Como se demostro,
la progenie viral en cultivos no-tratados se recuperé en células de mosquito
(C6/36) a las 8, 12 y 24 hs post-infeccion. De acuerdo a este resultado, se asumio
que el ciclo viral se habia completado a las 8 h y que a las 12 y 24 h habia
suficientes viriones infecciosos en el sobrenadante del cultivo. Fink et al. (2007) y
Theparit et al. (2004) encontraron progenie viral de VDEN-2 en las mismas células
a las 12 y 24 hs pero no desde las 8 h. La diferencia podria radicar en la

concentracion de indculo viral utilizado para infectar las células y en la cepa viral.

Actividad de terpenos

Los terpenos analizados en este estudio se pueden considerar no-toxicos para las
células humanas examinadas. El tratamiento con 10 de ellos no modifico la
viabilidad celular, aun usando concentraciones tan altas como 200 pM. Mas aun,
los 13 terpenos se analizaron en nuestro Laboratorio en ensayos de MTT usando
célula renal de mono (Vero), melanocitos de ratén (B16F10), carcinoma humano
de mama (MCF17) y de cervix (Hela). Con todos la CCso fue mayor que 150 uM y
esto confirma la baja toxicidad in vitro adoptando el criterio de Cos et at. (2006),

esto es: la CCso de un compuesto no-toxico debera ser mayor que 100 puM. En un
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estudio previo realizado por el grupo (Gomez et al, 2013), se evalud la toxicidad
del citral sobre célula Vero y Hela. Este terpeno se consideré toxico ya que la Clso
fue solo 1.5 veces mayor que la CCso, entretanto, para este estudio fue 27.5
usando hepatocitos. Astani et al. (2009 y 2011) reportaron baja toxicidad de

terpenos para célula RC-37 (CCso entre 171y 475 uM).

Los terpenos BCOO2NO, ES0100L, CIO04AL y PCOO3NO resultaron promisorios.
Esto es, la Clso fue 7 a 71 veces menor que la CCso (30.0 versus 239.7 y 1600
uM). Estos cuatro terpenos también resultaron activos por analisis in silico, que
realizaron investigadores del Grupo de Quimica Computacional de la Universidad
de Cartagena (Pajaro-Castro et al. 2014). De 53 terpenos analizados el BCO02NO,
ES0100L, CIOO4AL y PCOO3NO presentaron uno de los mas altos indices de
afinidad con varias de las proteinas del VDEN-2, entre estas las de la envoltura (E
y prM). Varios terpenos también han resultado con actividad inhibitoria (Clso entre
1.5 a 120.0 uM e IS > 4.0) sobre el Virus Herpes Simplex, el cual al igual que el
VDEN posee envoltura (Astani et al. 2009 y 2011).

Segun los criterios adoptados en este estudio, 10 terpenos resultaron inactivos
contra el VDEN-2. Esto en consideracion a que redujeron en menos de 50% la
replicacion viral cuando se usaron a 30.0 uM. No obstante, no pueden ser
excluidos ya que el resultado podria ser distinto a mayor concentracién y con otro
tipo de ensayo. Como se presentd en los resultados, el PCOO3NO fue activo a
73.0 UM con IS entre 7.9 y 21.9 dependiendo de la célula usada para el MTT, y

estos valores sugieren actividad promisoria in vitro.

Los resultados de los ensayos de adicion en el tiempo, demostraron que el
tratamiento con BCO02NO y PCO03NO inmediatamente y 4 h después de la

adsorcion afecta notoriamente la subsecuente replicacion del virus comparado con
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el tratamiento a las 8 y 24 h. Estos resultados respaldan el concepto que los
terpenos podrian inhibir etapas muy tempranas del ciclo viral (adsorcion,
penetracion o sintesis de genoma y proteina). Aun mas, el tratamiento a las 8 h
post-infeccion no redujo la subsecuente replicacion del virus, pero a las 12y 24 h
se observo efecto inhibitorio con respecto al no-tratado siendo mas notorio con el
ESO0100L y CIO04AL (Figura 12). Como se mencionO, desde las 8 h se
recuperaron viriones infecciosos en células de mosquito. El resultado de estos
tratamiento podria explicarse por uno o mas de los siguientes eventos: i) a las 8 h
post-infeccion se inicia la liberacion del virus al sobrenadante del cultivo y en esta
etapa el terpeno no actia; ii) a las 12 — 24 h, cuando el titulo de viriones
extracelulares se ha incrementado, el terpeno podria ligarse al virus impidiendo la
adsorcion; y iii) el terpeno podria formar complejos con la proteina NS1 o
inactivarla y esto impide que se detecte en el ensayo del ELISA. Como se
menciono, los terpenos tienen alta afinidad in silico por proteinas virales. Si los dos
altimos eventos ocurrieron simultdneamente, podrian explicar en parte el resultado
del tratamiento con ES0100L y CI0O04AL. Estos terpenos redujeron notoriamente a
cualquier tiempo después de la adsorcion (Figura 12). La actividad inhibitoria de
terpenos sobre el VFA y Virus Herpes Simplex, ha sido también explicada como
interrupcion de etapas tempranas del ciclo viral (Goémez et al., 2013, Astani et al.
2009y 2011).

La actividad virucidal de los terpenos activos se intentd evaluar en este estudio.
Con ninguno se observo reduccion de la replicacion, cuando el virus se incubo con
el terpeno por 2 h antes de ser adsorbido a la célula. Este resultado fue contrario
al observado en un estudio previo con el Virus de la Fiebre Amarilla (Gémez et al.
2013). La diferencia podria explicarse por el virus mismo y porque en el otro
estudio se usO reduccion de placa. Asi, para descartar o confirmar mas
precisamente efecto virucidal de los terpenos, se requiere hacer la evaluacién
usando el ensayo de reduccién de placa.
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Los resultados de la Tabla 10 demuestran que los terpenos activos redujeron la
secrecion de IL-8 y RANTES en hepatocitos infectados con el VDEN. No se
encontraron trabajos publicados para comparar y discutir estos resultados. El
mecanismo de accion inhibitoria sobre citoquinas no se investigd en este estudio.
Se podria presumir que esto pueda deberse a: i) el compuesto se ligue a la
citoquina presente en el sobrenadante y esto impida que sea detectada en el
ensayo del ELISA como pudo haber ocurrido con NS1; ii) el compuesto sefalice
el hepatocito sobre la superficie celular y esto resulte en activacion de inhibidores
de la via NFkB y AP-1 que dirige la respuesta inflamatoria (Tsai et al. 2011;
Conceicao et al. 2010); vy iii) el efecto inhibitorio del terpeno sobre el VDEN, resulte
en que la célula no es sefalizada de manera tal que lleve a sintesis y secrecién de
las citoquinas. Para confirmar el mecanismo del efecto inhibitorio de los terpenos
sobre las citoquinas, se requieren experimentos mas detallados de biologia

celular.

Actividad de antibiéticos

Se evaluaron tres antibiéticos de uso licenciado para tratamiento de enfermedades
como tuberculosis, acné, dermatitis, neumonia, entre otras. La rifampicina resultd
con actividad antiviral aunque no-promisoria (Clso de 49.7 uM e IS entre 3.2 y 4.0)
segun los parametros adoptados en este estudio. Al igual que los terpenos, podria
actuar en etapas tempranas de la replicacién, es decir, ser un inhibidor de entrada
o de la sintesis viral. No se encontraron estudios similares para comparar y discutir
estos hallazgos. La rifampicina redujo simultaneamente el nivel extracelular de IL-
8 y RANTES. El efecto inmumodulador de este antibidtico es controversial. Se ha
planteado que activa receptores de glucocorticoides generando un efecto
inmunosupresivo (Tauber & Nau 2008). Al contrario, Yuhas et al. (2011)

reportaron que induce mediadores de la inflamacion como 6xido nitrico e IL-8 en
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células HepG2. Se requieren estudios detallados para conocer mas precisamente

el mecanismo de accion de la rifampicina sobre citoquinas.

La tetraciclina y doxiciclina resultaron no-activos ya que no redujeron la replicacion
viral a la maxima concentracién no-toxica. La inactividad de tetraciclina también
fue reportada por Yang et al. (2007). Al contrario con la doxiciclina, Rothan et al.
(2013) y Yang et al. (2007) reportaron actividad a Clso entre 50 - 55.6 uM en un
ensayo con célula animal. Esta concentracion resulté toxica para los hepatocitos
humanos usados en este estudio (Tabla 5), por lo que se usaron concentraciones
menores que fueron inactivas. Esto podria explicar en parte la diferencia de
actividad entre los dos estudios. En el estudio clinico realizado por Castro et al.
(2011), se concluyo que el efecto del tratamiento con tetraciclina y doxiciclina se
debid a reduccion del nivel sérico de IL-1, IL-6 y TNF-a. El efecto sobre citoquinas
de estos antibiéticos no se evalud en este estudio, esto debido a que resultaron

sin actividad antiviral.

La rifampicina y tetraciclina resultaron de baja toxicidad (CCso entre 131.3 y 215.8
uM), mientras que la doxiciclina de alta (CCso menor a 53.2 uM). No obstante la
doxiciclina que resultd toxica in vitro se ha usado ampliamente para tratar
enfermedades por varios tipos bacterianos. Asi, este es un ejemplo que sugiere la
necesidad de confirmar en modelo animal el grado de toxicidad in vitro de un

compuesto.
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7. CONCLUSIONES

Los terpenos BC0O02NO, ES0100L, CIO04AL y PCOO3NO presentaron actividad
promisoria contra la infeccion por el VDEN-2. Redujeron la replicacion del virus en
hepatocitos humanos (Clso entre 22.5 y 73.0 uM e IS entre 7.7 y 71.1) y
simultdneamente el nivel extracelular de IL-8 (62.4 — 89 %) y RANTES (13.0 — 83.8
%). Estos resultados sugieren que los terpenos podrian ser seleccionados como
compuestos base para la invencion de un medicamento efectivo para tratamiento

del dengue.

La rifampicina inhibié la replicacién in vitro del VDEN-2 (Clso de 49.7 uM e IS de
3.2 y 4.3) y simultdneamente redujo el nivel extracelular de IL-8 (83.2%) y
RANTES (83.8%). En consecuencia, ensayos clinicos bien conducidos sobre la
eficacia de este antibiético, podrian aportar al descubrimiento del tratamiento

farmacolégico efectivo del dengue.

Los resultados sugieren que los terpenos activos podrian interrumpir la entrada del
virus al interior de la célula o etapas muy tempranas del ciclo viral. Al parecer, no
tienen efecto en etapas tardias como el ensamblaje y la liberacion. Se requieren

mas estudios para precisar en el modo de accion antiviral de la rifampicina.

Los terpenos AF013NO, AGO0180L, ANO11LO, AT0170L, DCO19NA, NEO150L,
OLO012NO, RCO014NA, SC016NA vy los antibidticos tetraciclina y doxiciclina fueron
inactivos sobre el VDEN-2 segun los parametros adoptados en el estudio. A
concentracion de 30 pM o menos no redujeron la replicacion del virus en

hepatocitos humanos o tan solo lo hicieron en maximo 32 %. Se requieren
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analisis con otros tipos de ensayos para descartar o confirmar actividad antiviral
de estos compuestos.

Los terpenos analizados presentaron baja toxicidad para célula humana hepatica
y renal (CCso entre 239.7 y 1600 uM), bajo los pardmetros adoptados en este
estudio. Los antibidticos rifampicina y tetraciclina también presentaron baja
toxicidad para las mismas células (CCso entre 131.3 y 215.8 uM), por el contrario
la doxiciclina se considero toxica (CCso entre 51.5 y 53.2 yM) Se requieren

estudios en animales para confirmar la actividad toxica de estos compuestos.
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