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RT-gPCR basado en SYBR Green para la evaluacion antiviral contra CHIKV, ZIKV y

DENV-2 de miricetina 3-ramnosido y miricetina 3-(6-ramnosilgalactésido) obtenidos de
Marcetia taxifolia in vitro.
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Resumen

Los virus zika, dengue y chikungunya estan implicados en epidemias emergentes y reemergentes en
paises tropicales y subtropicales como Colombia, convirtiéndose en un problema de salud publica, con
impacto negativo en la calidad de vida de la poblacion debido a la morbimortalidad asociadas a sus
secuelas. Hoy en dia no existe un tratamiento antiviral especifico, solo para dengue se cuenta con una
vacuna de la cual no se tiene claridad en su eficacia. Lo que hace primordial el desarrollo de agentes
terapéuticos. Las plantas son un punto clave en la busqueda de nuevas moléculas con potencial accion
bioldgica, ya que sus compuestos tienen propiedades medicinales, Marcetia taxifolia es un arbusto de
la familia Melastomataceae, para la cual se han descrito metabolitos secundarios con actividad antiviral
in vitro contra el virus de inmunodeficiencia humanatipo 1. Las evaluaciones preclinicas de potenciales
antivirales requieren métodos confiables y reproducibles. Por ello se estandarizé6 un método de RT-
gPCR para la deteccion y cuantificacion de ARN viral a partir de cultivos celulares, con eficiencias del
100.6%, 99.63% y 100.8% , para chikungunya, zika y dengue-2 respectivamente. Se seleccion6 BHK-
21 como la linea celular que permite mayor replicacion viral de los aislamientos clinicos respecto a
Vero. Adicionalmente, la actividad antiviral de derivados del extracto de Marcetia taxifolia miricetina-
3-ramnosido y miricetina-3-(6-ramnogalactosido) se evalué en el modelo in vitro desarrollado,
obteniendo que los dos compuestos presentaron CEsg promisorias < 50ug/mL contra los tres virus, por
otro lado la menor efectividad de dio con miricetina-3-(6-ramnogalactosido) en el caso de chikungunya
y zika. Estos datos proporcionan la primera evidencia de la actividad anti-chikungunya, anti-zika y anti-
dengue-2 in vitro de miricetina-3-ramnosido y miricetina-3-(6-ramnogalactosido).

Palabras claves: Arbovirus, zika, dengue, chikungunya, antiviral, flavonoides de miricetina-3-

ramnosido y miricetina-3-(6-ramnogalactosido).
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Abstract

Zika, dengue and chikungunya viruses are implicated in emerging and re-emerging epidemics in tropical
and subtropical countries such as Colombia, becoming a public health problem, with a negative impact
on the quality of life of the population due to the morbidity and mortality associated with their sequelae.
Today there is no specific antiviral treatment, only for dengue there is a vaccine whose efficacy is not
clear. This makes the development of therapeutic agents essential. Plants are a key point in the search
for new molecules with potential biological action since their compounds have medicinal properties.
Marcetia taxifolia is a shrub of the Melastomataceae family, for which secondary metabolites have been
described with in vitro antiviral activity against the human immunodeficiency virus type 1. Preclinical
evaluations of potential antivirals require reliable and reproducible methods. For this reason, an RT-
gPCR method was standardized for the detection and quantification of viral RNA from cell cultures,
with efficiencies of 100.6%, 99.63% and 100.8%, for chikungunya, zika and dengue-2, respectively.
BHK-21 was selected as the cell line that allows greater viral replication of clinical isolates compared
to Vero. Additionally, the antiviral activity of derivatives of the extract of Marcetia taxifolia myricetin-
3-rhamnoside and myricetin-3-(6-rhamnogalactoside) was evaluated in the developed in vitro model,
obtaining that the two compounds presented promising ECso < 50g/mL against the three viruses, on
the other hand the lower effectiveness of myricetin-3-(6-rhamnogalactoside) in the case of chikungunya
and zika. These data provide the first evidence for the in vitro anti-chikungunya, anti-Zika and anti-
dengue-2 activity of myricetin-3-rhamnoside and myricetin-3-(6-rhamnogalactoside).

Keywords: Arbovirus, Zika, dengue, chikungunya, antiviral, myricetin-3-rhamnoside and myricetin-3-
(6-rhamnogalactoside) flavonoids.
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Introduccion

Las infecciones virales transmitidas por vectores, por lo general del género Aedes (Grillet &
Ventura, 2016) representan mas del 17% de todas las enfermedades infecciosas, siendo mas importantes
que otros agentes microbianos causando 700.000 muertes cada afio (Buendia-Atencio et al., 2021). Esto
genera graves problemas de salud y pérdida de calidad de vida en un gran segmento de la poblacion que
habita zonas endémicas; paises tropicales y subtropicales como Colombia. La Organizacion
Panamericana de la Salud clasifica estas enfermedades con base a su frecuenciay prevalencia, en primer
lugar, dengue, extendido en casi todos los paises de América Latina, en segundo lugar, chikungunya y,
en tercer lugar, zika seguido de enfermedades como la malaria, enfermedad de chagas, leshmaniasis y
fiebre amarilla (Padilla et al., 2017; Weaver & Reisen, 2010).

Las enfermedades virales trasmitidas por vectores tienen una alta morbilidad asociada, en
Colombia ha habido una progresiva intensificacion y expansion de epidemias emergentes como la
infeccion causada por el virus chikungunya (CHIKV) y virus del zika (ZIKV) y reemergentes causadas
por el virus dengue (DENV). Debido a las condiciones geograficas hay circulacion de los insectos
vectores, estimandose para Colombia que 12 millones de personas se encuentren en alto riesgo de
contraer la infeccion (Padillaet al., 2017). Por otra parte, el Instituto Nacional de Salud reporté el primer
caso confirmado por laboratorio de chikungunya en el 2014, y hasta la semana epidemioldgica (SE)
numero 32 de 2022 se han notificado al Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (Sivigila) 90
casos confirmados de chikungunya para el afio 2022 (Alvis-Zakzuk et al., 2018; Semana
Epidemiologica 33, 2022.). Por otra parte, en el afio 2015 se report0 por primera vez un caso de infeccion
por zika, infeccion que se disperso rapidamente por casi todo el pais notificandose 11.712 casos para
ese mismo afo (Instituto Nacional de Salud, 2015) y se notifica solo para el afio 2021, 117 casos corte
a SE 32 de 2022(Semana Epidemioldgica 33, 2022.). Por su parte, dengue en Colombia tiene una de las
tasas mas rapidas de expansion y su incidencia aumenta afo tras afio (Castrillon et al., 2015; Padilla et
al., 2017), durante las primeras 33 semanas del 2022 se han reportado 40.114 casos (Semana

Epidemiologica 33, 2022.).
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A nivel taxonémico, CHIKYV pertenece al género Alfavivirus de la familia Togaviridae, es un

virus de ARN monocatenario de sentido positivo (Brinton & Basu, 2015; Chen et al., 2017), se
encuentran tres genotipos diferentes nombrados de acuerdo a su region de origen: Africa Occidental,
Asia y Africa Oriental/Central/sudafricana (Rodriguez et al., 2019), la enfermedad se caracteriza por
presentar hipertermia, conocida como la fiebre del chikungunya, existe una asociacion entre presentar
la infeccion con el riesgo de desarrollar reumatismo inflamatorio cronico y neurolédgico (Carabali et al.,
2019; B. N. R. Jaramillo, 2014; R. Jaramillo & Nelly, 2014; Rodriguez-Moralesa & Anaya, 2016).
ZIKV es un arbovirus de ARN monocatenario de sentido positivo perteneciente al género Flavivirus de
la familia Flaviviridae, tiene los genotipos, asiatico y africano asociados con microcefalia congénita, el
sindrome de Guillain-Barré y desordenes neuro inflamatorios (Parra et al., 2016; Rodriguez-Morales et
al., 2016; Rodriguez-Moralesa & Anaya, 2016). DENV comparte el mismo género y familia que ZIKV,
tiene 4 serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) (Rodriguez-Moralesa & Anaya, 2016), el
espectro clinico varia desde los pacientes asintomaticos hasta manifestaciones graves reumatoldgicas y
hemorragicas causados por infecciones secundarias causadas por otros serotipos, que puede causar la
muerte de no ser tratadas (Instituto Nacional de Salud, 2022; Rodriguez-Moralesa & Anaya, 2016).
Desde el 2017 para prevenir la infeccion por DENV se implemento el bioldgico inyectable
Dengvaxia (CYD-TDV) aprobada por la Agencia Nacional de Medicamentos, para personas con edades
entre 9y 45 afios que habitaran en areas endémicas segun indica el fabricante Sanofi Pasteur tras ensayos
anteriores (S. P. Lim et al., 2013; Murray et al., 2013); no obstante, existen limitantes para el uso de
esta vacuna, dadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Ministerio de Salud Filipinas
tras su uso, ya que se informo a finales del 2017 que mas de los 830.000 infantes que recibieron la
vacuna, alrededor del 90% estan en riesgo potencial de presentar una enfermedad mas grave ya que
estos se habian expuestos a infecciones por cualquier serotipo de dengue anteriormente (Dyer, 2017,
Martins et al., 2016). Por su parte para las infecciones por CHIKV y ZIKV, no hay candidatos vacunales

probados en ensayos clinicos fase dos (Martins et al., 2016b; Schwameis et al., 2016).
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Por todo lo mencionado, la primera linea de defensa contra CHIKV, ZIKV y DENV es evitar

las picaduras de mosquitos usando repelentes, pesticidas o barreras fisicas, no obstante, estos métodos
no logran contener las epidemias, incluso los insectos vectores ya han desarrollado resistencia a los
tratamientos quimicos disponibles en el mercado (Instituto Nacional de Salud, 2012; Suwanmanee &
Luplertlop, 2017). Adicionalmente en Colombia, la deforestacion causada por los cultivos ilicitos o la
cria de ganado genera que las especies de monos en los bordes de los bosques interactien con los
mosquitos urbanos y forestales, exponiendo poblaciones humanas no rurales a enfermedades arbovirales
como son CHIKV, ZIKV y DENV. Otra problematica es la migracion relacionada al desplazamiento
forzado, la pobreza y sobrepoblacion de las urbes de manera descontrolada y ausencia de servicios
publicos se convierten en condiciones iddneas para un aumento de los casos por la proliferacién de los
vectores y aumento del indice de picaduras intradomiciliarios y peridomicilios.(Instituto Nacional de
Salud, 2012; Segura et al., 2021a).

Con respecto al tratamiento, no existe ningun agente terapéutico avalado que elimine estos virus
en los pacientes infectados, por lo que la terapia esta dirigida al manejo de los sintomas, mediante
antiinflamatorios no esteroideos que se toman para aliviar la artralgia y la mialgia (Gé Rardin et al.,
2008). Por esto, se requiere la basqueda de compuestos con potencial accion contra estos virus que evite
la replicacion a nivel intracelular y bloquee el proceso de transmision al mosquito vector.

La basqueda de nuevos agentes terapéuticos a partir de productos naturales ofrece una fuente
rica en compuestos bioactivos, su alta diversidad estructural se debe a que son metabolitos secundarios
(Murali et al., 2015), especificos de especies vegetales, generadas en respuesta a condiciones de estrés
celular asociados a supervivencia, respuesta a patdégenos y condiciones medio ambientales (J. Xiao,

2017).

Los flavonoides son compuestos polifendlicos ampliamente distribuidos en diferentes familias
de vegetales, estos son metabolitos secundarios de bajo peso molecular, con alta diversidad estructural
encontrandose en forma de agliconas, glucésidos y derivados metilados (Ninfali et al., 2020) . Los

flavonoides se utilizan en la medicina tradicional oriental y tienen actividades antioxidantes,
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antitumorales, antiproliferativas, antiinflamatorias, proapoptoticas y antivirales probados por ensayos

de laboratorio (Jucd et al., 2020; Kumar & Pandey, 2013; Lani et al., 2015, 2016; Prithviraj Karak, 2019;
Zakaryan et al., 2017). Marcetia sp planta neotropical, cuenta con méas de 40 especies descritas, la
especie Marcetia taxifolia crece en la cordillera costera, en el norte de los Andes, su importancia en este
estudio radica en la presencia de flavonoides relacionados con miricetina para los cuales se ha descrito
poseen actividad antiviral. (ONO et al., 1990; Ortega et al., 2019; Pasetto et al., 2014). Ortega y
Colaboradores, demostraron que miricetina y sus derivados miricetina 3-ramnosido (MR) y miricetina
3-(6-ramnosilgalactésido) (MRG) (Figura 1) inhiben la actividad de la transcriptasa inversa del virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) in vitro (Ortega et al., 2017a). Adicionalmente los mismos
autores en estudios posteriores reportaron actividad in vitro contra el virus de la hepatitis B, el virus del

herpes simple y el poliovirus (Ortega et al., 2019).

Figura 1. Estructura quimica de miricetina y sus derivados a) miricetina (M), b) miricetina 3-ramndsido
(MR) y c) miricetina 3-(6-ramnosilgalactésido) (MRG). Estructuras tomadas del National Center for
Biotechnology Information (2022). PubChem Compound Summary.

En la bldsqueda de nuevos agentes antivirales, es importante contar con modelos eficientes,
reproducibles y sensibles, uno de los métodos més utilizados es la inhibicion de unidades formadores
de placa que hace alusion al dafio celular que provocan un numero de particulas virales capaces de
formar grandes sincitios formando zonas no coloreadas al momento de hacer una tincion, la cual se
cuantifica en nimeros enteros. Este es un método tedioso, subjetivo, poco reproducible y de baja

sensibilidad (Hope et al., 2010; Matsushita et al., 2006) otro de los métodos usados es la ELISA, con el
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problema de que su sensibilidad en estadios tempranos de infeccion es poco confiable(Boonham et al.,

2014; Felmer et al., n.d.; Garcia et al., 1997) ,

De esta manera el objetivo en este estudio fue estandarizar un modelo celular, la deteccién de
material genético viral mediante RT-gPCR basado en SYBR Green para la evaluacion de potenciales
candidatos antivirales in vitro, el modelo se realizé en células de mamifero no humanas susceptibles a
CHIKV, ZIKV y DENV-2 que permiten el desarrollo de aislados clinicos de estos tres virus de origen
colombiano. Todo ellos con el proposito de evaluar la actividad antiviral de los flavonoides miricetina

3-ramndsido y miricetina 3-(6-ramnosilgalactésido) obtenidos de Marcetia taxifolia.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron dos lineas celulares; células de rifidn de mono verde africano (Vero) y células de
fibroblastos de rifion Baby Hamster (BHK-21) obtenidas de la Coleccién Americana de Cultivos por
sus siglas en ingles ATCC (American Type Culture Collection); y virus dengue tipo 2 (DENV-2), virus
zika (ZIKV) vy el virus chikungunya (CHIKV), de aislados clinicos colombianos, donados por el
Laboratorio de Virologia de la Universidad del Bosque.

1.1. Compuestos puros.

Los compuestos puros se obtuvieron en el Laboratorio de Virologia del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC). A partir del tallo de Marcetia taxifolia colectada en el Amazonas
Venezolano, este fue sometido por extraccion por maceracion con metanol (MeOH) y acetato de etilo
(ETOAe) de las cuales se obtuvieron dos fracciones purificadas por cromatografia de columna con silice
gel haciendo la elucion con CHCIs obteniendo dos compuestos: miricetina 3-ramnésido (MR) y
miricetina 3-(6-ramnosilgalactésido) (MRG), caracterizados mediante métodos espectroscopicos y
espectrométricos (Baptista et al., 2016)

Las soluciones madre fueron preparadas en dimetilsulfoxido (DMSO) (Corning™) a una
concentracion de 10mg/mL, y se diluyeron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
LONZA) al momento de realizar las evaluaciones.

1.2. Extraccion de ARN viral

El ARN viral se extrajo utilizando un kit comercial de la marca Biomiga Inc. (Ref.VR6568-02)
utilizando 100pL de sobrenadante, por muestra se adicion6 10uL de proteinasa K, 1L de solucion L'y
150uL de tampoén LYE que contenia B- mercaptoetanol (3-Me) manteniendo la relacion de 10pL de B-
Me a 1000uL de tampdn LYE. Las muestras se homogenizaron por pipeteo y se incubaron por 10 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregd Isopropanol manteniendo la proporcién de (muestra
+ tampon LYE): isopropanol= 1:1 mezclando suavemente en vortex. seguidamente se transfirié hasta
600uL de muestra con isopropanol a una columna de separacion de ARN y se incub6 1 min para

humedecer la columna, pasado el periodo de incubacién se centrifugo a 10.000 rpm durante 30
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segundos, tras esto, descarto el liquido de elucion y, se realizaron dos lavados; el primero agregando

500uL de tampdn RB (que contiene isopropanol) seguido por centrifugacién a 10.000 rpm por 30
segundos , el segundo agregando 500puL de tampdn RNA Wash (que contiene etanol) centrifugando a
10.000 rpm por 30 segundos, desechando el tampdn eluido en los dos lavados. Una vez terminado los
lavados, se centrifugo la columna vacia a 12.000 rpm por 2 min para eliminar cualquier rastro de etanol
y se trasfirid la columna a un tubo de 1.5 mL libre de nucleasas, una vez ya la columna instalada, en el
tubo se agregaron 40uL de agua tratada con DEPC e incubd por 1 min, para centrifugacion final a
10.000 rpm por 30 segundos, este Ultimo paso se realizo tres veces, para mejorar la recuperacion del
ARN total (The Inventor of EZgene TM and ViraTrap TM Systems Viral RNA Extraction from Respiratory
Specimens, n.d.). Con el ARN obtenido se hicieron alicuotas de 20L para almacenarse a -80 °C hasta su
uso.

La pureza y la cantidad de ARN se determind por espectrofotometria teniendo en cuenta el
parametro de la absorbancia en las longitudes de onda 260/280 y 260/230 (T042-TECHNICAL BULLETIN
NanoDrop Spectrophotometers, n.d.) empleando el equipo DS-C Spectrophotometer, marca DeNovix. En
adicion, la calidad fue evaluada por medio de una electroforesis del ARN mediante el uso de un gel de
agarosa al 2.5%, en buffer MOPS 1X e Hydragreen 1 X. La electroforesis se llevo a cabo durante 120
minutos a 100 V. Finalizada la electroforesis el gel fue revelado en un transiluminador UV (Vargas
Romero, 2020)

1.3. Estandarizacion para la deteccién de ARN viral de CHIKV, ZIKV y DENV-2
1.3.1. Disefio de primers

Para el ensayo de RT-qPCR se disefiaron los primers (forward y reverse) de los genes de interés,
gen NS5 para ZIKV y DENV-2, y nsP1 para el caso de CHIKV. Mediante la herramienta NCBI-gene
donde se encontro la secuencia del transcrito de interés. Posteriormente, con ayudad de la herramienta
primer-BLAST se adecuaron los pardmetros especificos teniendo en cuenta: Porcentaje de GC (no
superior al 55%), tamafio entre 18 - 25 pb, temperatura de anillamiento entre 55 - 60 °C y un amplicén

entre 50 - 110 pb (\argas Romero, 2020). Las secuencias de primers que se tuvieron en cuenta en el
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paso anterior, se analizaron en IDT-Oligo Analyzer (Vargas Romero, 2020) se seleccionaron con

valores de AG cercanos a cero, como maximo -9y -7 en el caso de la formacion de dimeros y hairpin,
respectivamente. Finalmente, en nucleotide-BLAST se confirmo que los primers no anillaran con ADN
genomico y ARN del modelo (mono verde africano y hamster) para garantizar la especificidad (Vargas
Romero, 2020).

1.3.2. Condiciones de ciclos térmicos para ensayos de RT-qgPCR

La temperatura de anillamiento de los genes seleccionados fue optimizada evaluando tres
temperaturas (60, 62 y 64 °C para CHIKV y ZIKV y de 62, 64, 66 °C para DENV-2), teniendo en cuenta
las temperaturas de anillamiento obtenidas en la herramienta de disefio de primers “Primer blast”
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), mediante los valores de Ct y de la curva de
disociacion.

En cada reaccion de 5uL, se agregd 1.9uL de ARN de ZIKV, DENV-2 o CHIKV probando tres
concentraciones de partida diferentes (100, 10 y 1 ng para el caso de CHIKV y ZIKV, y de 10, 1 Y
0.1ng para DENV-2), a la mezcla de gMAX Green One-Step RT-qPCR (Accuris PR2120-H-500) que
contenia 2.5uL de 2X gMax Green One-Step Mix, 0.25uL de 20X RTase Blend y 0.8uL de cada uno de
los primers, probando tres concentraciones diferentes (0.2, 0.3 y 0.4 uM).

La amplificacion se realizo utilizando el termociclador modelo QuantStudio 3 (bloque 96 pozos,
0.2 mL, Applied Biosystems), aplicando un (1) ciclo de 45°C por 10 min, para la retro transcripcion, 1
ciclo de 95°C por 2 min para una desnaturalizacion inicial y la activacion de la polimerasa, y 40 ciclos
de 95°C por 5 seg (desnaturalizacién), y las tres temperatura de alineamiento de prueba como se
describid, por 30 segundos y elongacion de 72°C por 30 seg. El analisis de la curva de fusién se realizo
posteriormente a una temperatura de 65 °C por 5 seg a 95 °C por 5 seg para verificar la especificidad
del ensayo. Durante las corridas se incluyeron dos controles negativos, Mezcla de RT-qgPCR maés agua
libre de RNAsas (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen™), ARN de células sin
infectar, como control positivo se utilizd6 ARN viral de ZIKV, DENV-2 o CHIKV, cada muestra se

analizo por duplicado.
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Las cantidades absolutas de ARN viral en las muestras de ZIKV, DENV-2 y CHIKV se midieron

con una curva estandar que se gener0 al cuantificar ARN viral en diluciones seriadas base 1:10 extraido
de indculos provenientes de sobrenadantes de cultivos infectados de ZIKV, DENV-2 y CHIKV de titulo
conocido. Para cada concentracion se analizaron replicas bioldgicas (n=2) y se incluyeron los controles
positivos y negativos anteriormente mencionados.
1.3.3. Limite de deteccion (LoD)

Se realizo un ensayo de RT-gPCR utilizando 10 diluciones en serie 1:10 de ARN de CHIKV,
ZIKV y DENV-2 (a partir de 100ng/uL) con 6 réplicas de cada dilucion. El LoD se determiné con la
ultima dilucion a la cual hubo amplificacion.
1.3.4. Reactividad cruzada

Se disefié un ensayo de RT-qPCR utilizando ARN de CHIKV, ZIKV y DENV-2, de manera
simultanea para cada par de primers. Donde la reactividad cruzada se determind verificando la
amplificacion cuando se usaban virus diferentes para los primers especificos disefiados.
1.4. Determinacion de la susceptibilidad viral de Vero y BHK-21 a CHIKV, ZIKV y DENV-2

Se infectaron células Vero y BHK-21, para ello se sembraron 30.000 células/pozo en
microplacas de cultivo de 96 pocillos a una multiplicidad de infeccion de 10 TCDI50/ mL por sus
siglas en ingles de Tissue Culture Infectious Dose 50%, que hace referencia a la Dosis infecciosa de
cultivo de tejidos 50%. Controlando el desarrollo del efecto citopatico (CPE de sus siglas en ingles
cytopathic effect) que son los cambios morfoldgicos y de viabilidad celular, visibles por microscopia
Optica, se midieron los niveles de ARN de CHIKV y ZIKV mediante RT-gqPCR en lisado celular y en
sobrenadante recolectados a intervalos de 10 horas hasta llegar a la hora 118 para el de CHIKV y 166
horas para ZIKV, estos intervalos de tiempo fueron definidos de acuerdo con la visualizacion del CPE
por microscopia. Durante las corridas se incluyeron los controles negativos descritos anteriormente.

La cinética de replicacion del ARN de DENV-2 se examind de la misma manera a nivel
metodoldgico que con CHIKV y ZIKV, con la diferencia que para DENV-2 se utilizaron dos

multiplicidades de infeccion (MOI) de, 0.01 y 0.001, adicionalmente los intervalos de recoleccién del



- JAMN

Universidad
Antonio Narino

lisado celular se realizaron en dias post infeccion partiendo del dia 1 hasta el dia 10, de acuerdo la

observacion del CPE.
1.5.Evaluacién del efecto de los derivados de miricetina de Marcetia taxifolia en la carga viral de
CHIKYV, ZIKV y DENV-2

Para evaluar los efectos citotéxicos de MR y MRG obtenidos y caracterizados de la planta
Marcetia taxifolia, se llevd a cabo por un ensayo de citotoxicidad sobre células BHK21. Para esto se
sembraron 30,000 células/pozo en placas de 96 pozos y se permitio su adherencia durante toda la noche.
Las células fueron incubadas por triplicado con diluciones seriadas de cada uno de los compuestos. La
viabilidad fue monitorizada a las 72 horas. Pasado el periodo de incubacion se adicionaron 10uL de
MTT a 5 mg/mL (Roche) e incubando las placas durante 4 horas a 37°C. Posteriormente, el medio fue
retirado y se adicionaron 100uL de DMSO para disolver los cristales formados. La placa fue leida a una
longitud de onda de 570nm usando un espectrofotometro de la marca thermo Fisher. la concentracion
letal cincuenta (CLso), fue calculada usando interpolacion logaritmica.

La actividad antiviral de MR y MRG sobre la infeccion de CHIKV, ZIKV y DENV-2 en células
BHK-21 se midi6 sembrando 30.000 células/pozo en una microplaca de 96 pocillos y se permitio su
adherencia toda la noche para obtener una monocapa pre-confluente. Posteriormente el medio fue
removido y se le adiciono el tratamiento con MR y MRG, seguido a esto se le aplico la dilucion viral
con una multiplicidad de infeccién 10* TCDI50/mL para CHIKV y ZIKV, y de un MOI de 0,01 para
DENV-2, con presencia o ausencia de MR y MRG durante 72 horas para la absorcién del virus. Se
utilizaron diluciones en serie base 1:2 de MR y MRG, teniendo como punto de partida no alcanzar la
CLso obtenida para los compuestos contra BHK-21. Las placas se incubaron a 37°C. Terminado el
tiempo de incubacidn se recogieron 300ul de sobrenadantes de cultivo, para extraccion y purificacion
el ARN de ZIKV, DENV-2 y CHIKV y se determin6 por RT-gPCR con el método seleccionado.
1.6.Analisis estadistico

La curva estandar se realizd usando el promedio de los Ct de al menos 6 repeticiones contra el

logaritmo en base 10 de la cantidad la muestras, con una desviacion estandar inferior a 0.5. Para
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determinar la carga viral o cantidades absolutas de virus se determiné despejando la x de la ecuacién de

la recta (y=mx+Db), donde y es el valor del Ct obtenido directamente del equipo de PCR en tiempo real,
m hace referencia a la pendiente y b la ordenada al origen de la recta (Alvarez-Diaz et al., 2021a).

Los analisis estadisticos se realizaron usando el software GraphPad Prism, version 8.0 para
Windows. Para determinar las diferencias entre las susceptibilidades de las lineas celulares, se empleo
la prueba de t de Student.

Para determinar si los datos de actividad antiviral mostraban una distribucion normal se aplicd
la prueba de Shapiro-Wilk para comparar las diferencias entre la presencia y ausencia del tratamiento
se aplicé una t de Student para datos paramétricos. Donde valores con un p<0.05 son considerados
estadisticamente significativos. Adicionalmente estos mismos datos usando logaritmo base 10, posterior
a ello se normalizaron los Ct obtenido bajo las condiciones estandar del programa con la finalidad de

poder determinar la concentracion letal cincuenta (ECso), mediante el algoritmo de dosis-respuesta.
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2. Resultados y Discusion

2.1. Estandarizacion de Rt-gPCR para la deteccion y cuantificacion de CHIKV, ZIKV 'y
DENV-2.

En Colombia, CHIKV, ZIKV y DENV-2 circulan simultaneamente, trasmitidos por
mosquitos vectores del género Aedes, altamente distribuidos en todo el pais, generando un riesgo alto
de transmision y de enfermedad asociados a estos patogenos (Alvarez-Diaz et al., 2021a; Segura et al.,
2021b) la ausencia de medicamentos y vacunas, demanda que la comunidad cientifica los desarrolle
con urgencia, y eso requiere de métodos eficientes de cuantificacion y deteccién a ARN viral que
permita el tamizaje de nuevos compuestos candidatos con actividad antiviral.

Tras la pandemia causada por el COVID-19 (Ishige et al., 2020) , se evidenci6 la necesidad
de metodologias y métodos de alta sensibilidad, reproducibles, con capacidad de llevarse al tamizaje
masivo y con baja subjetividad, para la busqueda de nuevos medicamentos. Caracteristicas que no
cumplian por ejemplo los métodos basados en el estudio del efecto citopatico, la deteccion de antigenos
por medio de ELISA, entre otros, es asi como los métodos moleculares como la gPCR se ha convertido
en la técnica predilecta para estudios de biologia bésica y aplicada de infecciones virales debido a su
alta sensibilidad y la posibilidad de cuantificacion absoluta o relativa de la cantidad de particulas
virales (Alvarez-Diaz et al., 2019), dentro de las maltiples variedades de gPCR, los modelos “one
step” 0 de un solo paso presentan ventajas sobre la Rt-gPCR en dos pasos, al disminuir el tiempo e
insumos para obtener un resultados confiable, por esta razon se estandarizé un ensayo de RT-gPCR
para la detecciéon de CHIKV, ZIKV y DENV-2 a partir de sobrenadantes y lisados celulares infectados
con aislamientos clinicos de los tres agentes virales, para desarrollar un método para la evaluacion de
actividad antiviral

Inicialmente se realizo el disefio de primers enunciados en la tabla 1. Donde se observa la

secuencia obtenida para cada uno de los genes.
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Tabla 1. Primers seleccionados para la deteccion de CHIKV, ZIKV y DENV-2.

Primer Cadena Secuencia %GC Tm(°C) Producto
molde (pb)
nsP1- Forward ACGTGGATATAGACGCTGACAG 50 60 100
CHIKV Reverse =~ ACGTGGATATAGACGCTGACAG 50
Forward GACTGGGTTCCAACTGGGAG 60*
NSS-ZIKV  peverse CCACACTCTGTTCCACACCA 55 60 %
NS5- DEN-  Forward CTGAGTGGAGTGGAAGGAGA 55 GO 75

2 Reverse TCCTCCCTCTTTCTTGCTCA 50
Donde la temperatura de fusion (Tm)es proporcionada por la herramienta NCBI hace referencia a la temperatura
donde el 50% de las copias de la secuencia en una reaccién se encuentra en una sola hebra, interactuando con
secuencias complementarias (Cuevas-Reyes et al., 2016). * Parametros no ideales.

Teniendo en cuenta la informacion proporcionada por las herramientas (IDT-Oligo Analyzer,
primer-BLAST y nucleotide-BLAST), se evidencio que todos los primers cumplen con la mayoria los
parametros para ser considerados dptimos: temperatura de anillamiento sobre los 60°C a excepcion
del primer forward de ZIKV, la longitud no supera los 25pb, el producto que se sintetiza a partir de
ellos es inferior 110 pb, adicionalmente un porcentaje de guanina-citocina menor a 55% en la mayoria
de los casos a excepcidn del primer forward de ZIKV.

Las curvas de fusion (figuran 2), demuestran la especificidad de los primers, al no verse una
amplificacion diferente al agente viral esperado para cada prueba, adicionalmente no hay reacciones
inespecificas en los controles negativos.

El experimento realizado para determinar la concentracion adecuada de primers mostré que usar
concentraciones de 0.3 y 0.4 uM no presenta diferencia significativa con respecto al valor de Ct, a
comparacion de la condicion de 0.2uM en el cual aumenta el niamero del Ct en mas de 4 unidades, por
debajo de lo que se considera un buen CT (Ct ideal entre 14-18) (Lanser et al., 2021). Esto permitio
elegir a la concentracion de 0.4 uM como adecuada para estandarizar las condiciones relacionadas con

la concentracion de la muestra y no se dé la formacién de homodimeros y heterodimeros.
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Figura 2. Especificidad de RT-qPCR para la deteccion de A. CHIKV, B. ZIKV y C. DENV-2. Curva de fusion de
el gen nsP1 para CHIKV y de NS5 para ZIKV y DENV-2 donde los picos muestran el valor de la temperatura de
fusion Tm = 85,36 para el gen nsP1 de CHIKV, Tm=82.04 gen NS5 de ZIKV y Tm=82.20 para el gen NS5 de
DENV-2. Donde los controles fueron agua libre de nucleasa y ARN de celulas sin infectar. Sin reactividad cruzada
ya gue los otros virus no aplifican.

Para determinar la concentracion de muestra a servir, se tuvo presente el limite maximo que
puede soportar el kit de RT-gPCR 100ng, a partir de esto se hicieron diluciones seriadas teniendo en
cuenta tres concentraciones para el caso de CHIKV y ZIKV [100, 10 y 1 ng], donde 100 y 10ng no
presentaron diferencia en el valor de Ct y se descartaron ya que su pico de fluorescencia estaba en un
Ct muy temprano lo cual podria ser una limitante a la hora de cuantificar. Se selecciond la concentracién
de 1ng por mostrar un valor de Ct promedio Optimo de 16-17(Lanser et al., 2021). Para el caso de
DENV-2 se tomaron concentraciones de 10, 1 y 0.1 ng, ya que a concentraciones mayores se
encontraron valores de Ct tempranos, ademas en las graficas de amplificacion se observé saturacion de
muestra, seleccionando la concentracion de 0.1ng la cual no evidencio ningln rastro de saturacion en
las gréficas y su valor de Ct fue similar a los obtenidos con CHIKV y ZIKV.

Las curvas estandar fueron realizadas a partir de diluciones en serie de ARN a partir de titulo

conocido de cada uno de los virus, esto permitio la cuantificacion absoluta de CHIKV, ZIKV y DENV-
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2 en sobrenadantes de cultivos celulares inoculados con alguno de los tres virus. Las eficiencias fueron

de 100,6%, 99.63% y 100.8% para CHIKV, ZIKV y DENV-2 respectivamente (figura 3). Ademas , se
confirmo el comportamiento lineal de los ensayos de deteccion de CHIKV, ZIKV, DENV-2 deacuerdo
a los valores de R? , que es una medida estadistica que sugiere que tan cerca permanecen los datos de
una linea de regresion, aceptables y lineales, adicional se considera un valor de R? bueno cuando es >
0.95, como los que se obtuvieron en las curvas estandar. El limite de deteccién hallado fue de 1.3pg,

0.052pg y 0.0015pg para CHIKV, ZIKV y DENV-2 respectivamente, no se observo reactividad cruzada

entre CHIKV, ZIKV y DENV-2 (Figura 2).

A. B
CHIKV ZIKV
50 50
—  40- 404
© e 2 °
E 30 E 30
£ £
o o
£ S
S 20+ Pendiente:-3,30 2 20+ Pendiente: -3,33
o R%:0,98 o R%: 0,95
10— Eficiencia:100,6% 104 Eficiencia: 99,63% .
0 I 1 1 1 0 I I 1 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Log de la concentracion de muestra (ng) Log de la concentracion de muestra (ng)
C. DENV-2

40

30

20=

Pendiente:-3,30
R%0,99

10=  Eficiencia:100,8%

Ct (promedio)

0 1 1 1 1 1

0 2 4 6 8 10
Log de la concentracién de muestra (ng)

Figura 3. Curva de calibracion para cuantificacion de la carga viral por RT-gPCR de CHIKV, ZIKV y
DENV-2. Se muestra la eficiencia y la linealidad obtenida a partir de diluciones en serie del ARN titulo viral de
A. CHIKV, B. ZIKV y C. DENV-2. Cada punto experimental en la serie de dilucion representa al menos 6

repeticiones.

Consolidando nuestros hallazgos se desarrollé un método RT-qPCR que permitid la deteccion y

cuantificacion individual CHIKV, ZIKV y DENV-2, este es aplicable en estudios que pretenden
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cuantificar el desarrollo de la infeccion viral in vitro.

Adicionalmente nuestro método utilizo SYBR Green y primers convencionales, eliminando el
costo de la sintesis de sondas, esta estrategia permitid la deteccion de la carga viral para CHIKV, ZIKV
y DENV-2 con alta sensibilidad, esto representa una ventaja debido a que la deteccion no esta afectada
por secuencias heterogéneas en la region que los primers tiene en cuenta, como puede ocurrir cuando
se usan sondas acopladas a la RT-gPCR (Papin et al., 2004).

Este método basado en PCR, tiene ventajas frente a estudios basados en la deteccion de proteinas
de la cépside de CHIKV, ZIKV y DENV-2 mediante ELISA, donde los autores no encontraban
diferencias en la carga viral, baja sensibilidad y una probabilidad alta de dar falsos positivos (Shan et
al., 2017; Yap et al., 2010), adicionalmente con otras variantes de RT-gPCR como es el caso de analisis
de deteccion maltiple de estos tres patgenos (Alvarez-Diaz et al., 2021) se evidencié un mejor
rendimiento por parte de deteccion individual de los virus, obteniendo mejor eficiencia y un limite de
deteccién mucho menor. Este método permitiria estudiar diversos aspectos de la biologia del virus, con
forme a la respuesta a diferentes lineas celulares o tejidos a las infecciones causadas por CHIKV, ZIKV
y DENV-2, los efectos relacionados con acumulacion de los virus en células de insecto, por medio de

la cuantificacién de las cantidades de particulas virales.

2.2.Determinacion de la susceptibilidad viral de Vero y BHK-21 a CHIKV, ZIKV y DENV-2

La basqueda de una terapia antiviral contra CHIKV, ZIKV y DENV-2 ha hecho necesario el
desarrollo de modelos celulares, que permitan observar el curso de las infecciones causadas por
Arbovirus. Las lineas celulares son ampliamente utilizadas ya que tienen un genotipo y fenotipo
conocido permitiendo tener resultados reproducibles sobre sucesos bioldgicos, respuestas y disefio de
vacuna o agentes contra infecciones virales (Lopes-Ramos et al., 2017).

De acuerdo con diversos estudios de tropismo para los tres virus, las lineas celulares de humanos
no son el modelo ideal para la replicacion de CHIKV, ZIKV o DENV-2 ya que su tasa de replicacion

viral es menor comparada con lineas celulares de mamiferos no humanas como las lineas de insecto,
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primates o roedores (Begum et al., 2019; Chan et al., 2016; Miner & Diamond, 2017; Sudeep et al., 2019).

En nuestro estudio, se utilizaron las lineas celulares de origen no humano BHK-21 y Vero,
ambas ampliamente usadas en la comunidad cientifica para el desarrollo de vacunas antivirales y
determinar la susceptibilidad viral a medicamentos. (K. il Lim et al., 2006; Sofia et al., 2020). En nuestro
caso se tomo como criterio de seleccion, la linea celular que fuera mas permisiva a la infeccion por los
aislados clinicos provenientes de pacientes colombianos usados en este estudio. Este comportamiento
lo mostro la linea BHK-21 la cual adicionalmente tiene otros ventajes para su uso como rapido
crecimiento, alta eficiencia de plagueo en los modelos virales, otros autores han demostrado su
superioridad para la produccion de adenovirus humano D, reovirus 3y el virus de la estomatitis vesicular
(Cepa India), por otro lado, se conoce que son refractantes a poliovirus 2 y vesivirus de conejo (RaV)
(K. il Lim et al., 2006)

Experimentalmente, se tomo el sobrenadante de cada uno de los tiempos y del lisado celular
para realizar la extraccion de material genético, se observd una mayor concentracion de ARN en el
lisado celular (~50 a 100ng) que en el sobrenadante (~ 2 a 10ng), por esta razon se seleccionaron las
muestras de lisado como ideales para valorar la evolucion de la infeccion y susceptibilidad celular.

Teniendo en cuenta lo anterior, para el caso de CHIKYV la linea celular BHK-21 tuvo una mayor
susceptibilidad a partir del tiempo 10 hasta el punto final donde se observé mayor cantidad virus con
~5.756 copias de ARN viral/uL de CHIKV (Figura 4). Para ZIKV y DENV-2 en sus dos MOI, no se
observa diferencia significativa entra las dos lineas celulares en ninguno de los Tiempos (Figura 4y 5),
adicionalmente para el caso de DENV-2 hay mayor produccién de virus en el trascurso del tiempo para

el MOI de 0.01 que en el MOI de 0.001 como se observa en la figura 5.
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Figura 4. Susceptibilidad de lineas celulares a la infeccion de CHIKV y ZIKV. Vero (azul), BHK-21 (rojo),
eje X es el tiempo en horas que transcurre la infeccion en los modelos celulares y en el eje Y es el nimero de
copias de ARN de CHIKV y ZIKV /uL, todos los ensayos se realizaron dos veces (n=2). Los niveles de copias
de ARN viral se midieron en lisado celular por medio de RT-qPCR. Las diferencias significativas se analizaron
mediante una prueba t de Student, *p<0.05, **p<0.005 y ***p<0.00009.

De acuerdo con estos resultados se seleccion6 a BHK-21 como modelo celular para los ensayos
celulares de antiviral para los tres virus, ya que se observaron diferencias significativas con CHIKV,
que es uno de los virus mas complejos ya que es altamente citopatico en cultivos de células, y las células
infectadas experimentan rdpidamente muerte celular apoptética. Este patron de replicacion
probablemente gobierna las propiedades patoldgicas del virus y a esto se debe su nivel de seguridad tipo
3 (Richardson et al., 2009; Schwartz & Albert, 2010) comparados con ZIKV y DENV-2.

Las células BHK-21 demostraron ser permisibles a la infeccién por CHIKV, ZIKV y DENV-2,
ademas no presentaron una disminucion radical del titulo viral ni perdida de la viabilidad celular (Kaur

et al., 2013), durante todo el periodo de estudio.
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Figura 5. Susceptibilidad de lineas celulares a la infeccion de DENV-2 a dos MOI. Vero (azul), BHK-21
(rojo), eje X es el tiempo en horas que transcurre la infeccidn en los modelos celulares y en el eje Y es el nUmero
de copias de ARN de DENV-2 /L, todos los ensayos se realizaron dos veces (n=2). Los niveles de copias de
ARN viral se midieron en lisado celular por medio de RT-qPCR. Las diferencias significativas se analizaron
mediante una prueba t de Student, *p<0.05, **p<0.005 y ***p<0.00009.

Resultados similares fueron reportados por Sudeep y colaboradores (Sudeep et al., 2019) en un
estudio de susceptibilidad de ciertas cepas de CHIKV (Africanas y mutantes de Asia) , ellos observaron
que tanto BHK-21 y Vero son susceptibles a CHIKV, al igual que se muestra en estos resultados BHK-
21 es la linea con mayor infectividad, definida esta como la capacidad del agente infeccioso para invadir
y multiplicarse en las lineas celulares (Lopes-Ramos et al., 2017). También este estudio, realizo la
cinética de desarrollo viral para CHIKV y ZIKV demostrando que las evaluaciones bioldgicas se deben
realizar en horas, lo que coincide con nuestros hallazgos, logrando disminuir el tiempo de evaluacion,
evitando posibilidades de contaminacion del cultivo y de una perdida de la viabilidad celular del 100%
lo cual no es recomendado. Para el caso de DENV-2 nosotros solo encontramos CPE a partir de las 24
horas, lo que hizo necesario realizar el seguimiento en dias, lo que coincide con otros autores que

realizan seguimientos por periodos de tiempo incluso mayores a 10 dias (Zandi et al., 2012) .

2.3.Evaluacion del efecto de los derivados de miricetina de Marcetia taxifolia en la carga viral de
células BHK-21 infectadas con CHIKV, ZIKV y DENV-2
Ante la falta de una terapia antiviral para las infecciones por CHIKV, ZIKV y DENV-2, se

propusieron dos derivados de miricetina puros, miricetina 3-ramnésido (MR) y miricetina 3-(6-
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ramnosilgalactésido) (MRG) como potenciales antivirales. Se obtuvieron concentraciones letales

cincuenta (CLso) <250 pg/mL para MR y de 170.5 + 1.04 pg/mL para MRG. La actividad antiviral se
evalud en diluciones seriadas partiendo de 75 a 0,58 pg/mL para MRG y de 150 a 1,17 pg/mL para
MR. MR fue efectivo contra los tres virus con un CEsp de 49.11 + 0.12 pg/mL, 14.41 + 0.67 pg/mL y
de 10,38 £ 0.82 pg/mL contra CHIKV (Figura 6-A), ZIKV (Figura 6-B) y DENV-2 (Figura 6-C)
respectivamente. Por su parte para MRG las CEsp fueron de 22.43 £+ 0.69 pg/mL, 10.07 £ 0.03 pg/mL
y de 10.92 + 0.07 pg/mL para CHIKV (Figura 7-A), ZIKV (Figura 7-B) y DENV-2 (Figura 7-C).
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Figura 6. Actividad antiviral de MR contra CHIKV A. ZIKV B. y DENV-2 C. Eje x concentracién
transformada, eje y cantidad normalizada de ARN viral. La linea punteada y el valor en la parte superior derecha
representa la CEso, Los paneles representan la efectividad contra A. CHIKV; B. ZIKV y C. DENV-2.
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Figura 7. Actividad antiviral de MRG contra CHIKV A. ZIKV B. y DENV-2 C. Eje x concentracion
transformada, eje y cantidad normalizada de ARN viral. La linea punteada y el valor en la parte superior derecha
representa la CEso. Los paneles representan la efectividad contra A. CHIKV; B. ZIKV y C. DENV-2.

Los flavonoides son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en la naturaleza, son compuestos

divididos estructuralmente en diferentes tipos, como polifendlicos con diferentes subclases, como
flavonoles, flavonas, flavanonoles, flavanonas, flavanoles (o catequinas), isoflavonas, chalcona y

antocianidinas (J. Xiao et al., 2016). En fisiologia vegetal estos se encargan de dar color a semillas,
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flores y frutos, y se ha documentado su importancia como agentes microbicidas contra fitopatdgenos

(Godinho et al., 2021). Algunos pueden tener otro tipo de modificaciones como la glicosilacion
denominandose glicosilflavonoides, en los cuales se pueden encontrar diferentes azucares, como
glucosa, galactosa ramnosa, arabinosa y rutinosa (J. Xiao, 2017). Donde esta parte glicosilada le otorga
caracteristicas importantes desde el punto de vista del disefio de farmacos como lo son la solubilidad
(Godinho et al., 2021) , mejor absorcion, y reconocimiento celular y(Behl et al., 2021). Incluso esta
caracteristica disminuye la toxicidad (Plaza et al., 2014). Adicionalmente se ha descrito que estos
flavonoides pueden ser sustrato de transportadores de glucésidos dependientes de sodio (SGLT1) en la
membrana de enterocitos, y dentro de la célula son escindidos por glucosidasas (Tapiero et al., 2002),
teniendo en cuenta este proceso se podria concluir que esto podria contribuir a su acumulacién dentro
de la célula (Ortega et al., 2017b).

Los antecedentes enunciados hasta aqui, sugieren que la actividad antiviral de MR y MRG
podria relacionarse con los residuos de carbohidratos en la molécula, nosotros encontramos que MR
molécula que posee la menor cantidad de residuos de glucidos evidencia la mayor actividad antiviral;
especialmente en las concentraciones mas altas para todos los virus siendo CHIKV en el que mayor
disminucion de la carga viral tuvo, con una disminucion de 80.78 £ 0.46 %, para ZIKV fue de 44.6 +
0.42 % y finalmente para DENV-2 fue de 60.91 £ 1.22 %. Por su parte MRG a la concentracion mas
alta obtuvo reducciones de la carga viral de 52.46 + 0.12 % para CHIKV, 40.1 + 0.45 % para ZIKV y
54.03 + 0.12 % para DENV-2. A pesar de nuestra afirmacién de que MR es mas efectivo a nivel
estadistico ambos compuestos evidencian tener el mismo patrén de actividad.

La miricetina un flavonoide no glicosilado que ha sido poco estudiando a nivel de actividad
antiviral contra virus tropicales, pero para la cual se sabe tiene accion contra la hepatitis B, el
coronavirus y el virus de la influenza (Ortega et al., 2017b; Semwal et al., 2016). Incluso se ha
postulado como mecanismo de accién sugiriendo la actividad ATPasa de la helicasa viral,
promoviendo asi una accion antiviral contra de SARS-CoV-2 in vitro e in Silico (T. Xiao et al., 2021).

Ademas, la miricetina se relaciond con una actividad inhibidora eficaz contra la hepatitis B y el virus
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de la influenza (Zakaryan et al., 2017). Asimismo, se mostré que al igual que en este estudio la

glicosilacion de MR y MRG podria aumentar la actividad anti-VIH-1 de la miricetina, lo que permitiria
una mejor internalizacion de este compuesto en la célula y luego actuaria sobre la transcriptasa inversa
del VIH-1 (Ortegaet al., 2017). De acuerdo con estos hallazgos nuestra hipotesis fue que los derivados
glicosilados MR y MRG podrian tener actividad contra los Arbovirus circulantes en Colombia y que
esta actividad podria tener asociacion con el grado de glicosilacion de miricetina [miricetina (R =
aglicona) > MR (R = monoglucosilado) > MRG (R = Bi-glicosilado)], lo cual comprobd Ortega y
colaboradores, en nuestro caso MR mostré una actividad mayor al disminuir la carga viral en mayor
proporcion que lo obtenido con MRG, pero no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
la actividad de ambos compuestos, evidenciando que ambos tienen una potente actividad antiviral con
CEso <50 pg/mL. Estos hallazgos coinciden con otros autores en los cuales en ensayos in silico de
compuestos de Marcetia taxifolia contra ZIKV y DENV-2 mostraron que MR presenta una puntuacién
de AutoDock Vina mostrando que MR tenia el valor de puntuacion mas alto (-9.60 kcla/mol) frente a
MRG, valores que indican que MR mostro una mayor afinidad por ZIKV-NS5-ARN polimerasa, lo
que demuestra que podrian estar relacionados con el proceso de transcripcion y alli radica su actividad.
MR y MRG, corroboran el potencial de estos flavonoides glicosilados como antivirales, sugiriéndose

continuar en el conocimiento de su mecanismo de accion.
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Conclusiones

Desarrollamos un método de RT-gPCR de un solo paso, usando Sybr Green adecuado para la
cuantificacion de particulas virales de CHIKV, ZIKV y DENV-2, colectadas en modelos celulares y su
deteccion. Este método puede aplicarse a diferentes tipos de estudios como la determinacion de
susceptibilidad viral, la dindmica de la infeccion viral, la evaluacion de posibles terapias viricidas o

antivirales de manera rapida, con alta sensibilidad y especificidad.

Las lineas celulares Vero y BHK-21, demostraron ser susceptibles a los aislamientos clinicos
probados de CHIKV, ZIKV y a DENV-2, sugiriendo que son modelos celulares para la proliferacién
viral de estos tres virus, por su estabilidad en el titulo viral, resaltando que BHK-21 para el caso de
CHIKYV, que es un virus dificil de trabajar por su alta patogenicidad y alta capacidad de generar efecto
citopatico en cultivos celulares causando rapidamente muerte celular, es la linea celular mas susceptible

a esta infeccion.

El presente estudio demuestra que los compuestos glicosilados derivados de miricetina,
miricetina 3-ramnosido y miricetina 3-(6-ramnosilgalact6sido) tienen actividad antiviral in vitro contra

CHIKV, ZIKV y DENV-2, disminuyendo la carga de la infeccion.
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Perspectivas

El ensayo de RT-gPCR enunciado aqui cuenta la posibilidad de extrapolarse para la deteccién
de estos virus de manera multiple, con utilidad en ensayos de infecciones virales mixtas.

Teniendo en cuenta que estos dos compuestos son buenos candidatos antivirales contra estos
patogenos, se debe buscar el mecanismo de accion; si se da por en la inhibicion del receptor encargado
de reconocer al virus a la célula, si inhibe procesos de replicacion a nivel celular o si su efecto esta
directamente relacionado a dafio al virus tras la salida de la célula.

Los dos compuestos puestos a prueba en este estudio son candidatos para realizar ensayos de
actividad antiviral contra otro tipo de virus olvidados que son un problema grave en salud publica en
todo el mundo similares a los enunciados aqui. Adicionalmente deberian tenerse en cuenta para estudios
contra los otros genotipos o serotipos de los virus usados para validar si es un posible tratamiento

antiviral de amplio espectro.
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