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APRESENTACAO

A colecéo “Acdes de Saude e Geracao de Conhecimento nas Ciéncias Médicas”
€ uma obra que tem como foco principal a discussao cientifica por intermédio de
trabalhos diversos que trazem implicacdes praticas, alicercadas teoricamente.

A intencdo desta obra é apresentar a pluralidade de saberes e praticas por
meio de estudos desenvolvidos em diversas instituicoes de ensino e de pesquisa
do pais. O e-book reline pesquisas, relatos de casos e revisdes que transitam nas
varias especialidades e na multidisciplinaridade, constituindo-se em uma importante
contribuicao no processo de producao de conhecimento.

A coleténea esta organizada em trés volumes com temas diversos. O volume 1
contém 25 capitulos que representam acdes de saude por meio de relatos de caso
e relatos de experiéncia vivenciados por universitarios, docentes e profissionais
de saude, além de praticas de pesquisa acerca de estratégias ou ferramentas que
envolvem o escopo do livro.

O volume 2 contém 27 capitulos que tratam de pesquisas que utilizaram como
fonte varios dados obtidos no Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Saude (DATASUS), em sua maioria, além de dados de instituicbes de saude e de
ensino e estudos experimentais. O volume 3 contém 21 capitulos e € constituido por
trabalhos de reviséao de literatura.

Deste modo, esta obra apresenta uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos pelos diversos autores, bem como seus registros de desafios e
inquietacdes, de forma a contribuir para a construcéo e gestdao do conhecimento. Que
estes estudos também auxiliem as tomadas de decisao baseadas em evidéncias e
na ampliacdo e fortalecimento de agcdes de saude ja em curso.

Uma étima leitura a todos!

Marileila Marques Toledo
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CAPITULO 3

ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE EXTRACTOS DE ALGAS
DE LA COSTA PERUANA: Chondracanthus chamissoi Y
Chlorella peruviana CONTRA VIRUS DENGUE - 2 POR

REDUCCION DE PLACAS EN CELULAS VERO-76
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RESUMEN: El Dengue es la enfermedad viral
mas importante transmitida por mosquitos,
imponiendo en la actualidad una enorme
carga sanitaria y econdmica en todo el mundo.
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Actualmente no existe un tratamiento para combatir la infeccidbn por dengue, y es
necesario desarrollar nuevas alternativas para la prevencion y el tratamiento de esta
enfermedad. Extractos de Chondracanthus chamissoi y Chlorella peruviana han
demostrado tener propiedades antivirales contra diversos virus debido a su composicion
macromolecular, que incluyen polisacaridos, clorofila, acetogeninas, acidos grasos,
vitaminas, xantofilas, aminoacidos y compuestos halogenados, entre otros. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antiviral de extractos de
Chondracanthus chamissoiy Chlorella peruviana contra DENV- 2 en células Vero -76
como sustrato. Se utilizaron los siguientes extractos: carragenano de Chondracanthus
chamissoi extraida con isopropanol, carragenano de Chondracanthus chamissoi
en fase de esporofito (20 mg/ml), carragenano de Chondracanthus chamissoi en
fase de gametofito (20 mg/ml), carragenano en PBS (10 mg/ml) ml), carbohidratos
de Chondracanthus chamissoi en fase de esporofito (1,35 pg/ml), carbohidratos
de Chondracanthus chamissoi en fase de gametofito (825 pg/ml), carbohidratos
de Chondracanthus chamissoi en fase de esporofito (825 ug/ml), carbohidratos de
Chlorella peruviana (4 pg/ml) y extracto crudo de Chlorella peruviana. La prueba de
citotoxicidad se realiz6 inoculando diluciones 1:5 y 1:10 de cada extracto en placas
de 24 pocillos con monocapa completa de células Vero-76 y evaluando los cambios
morfologicos en la monocapa celular durante 9 dias. Posteriormente, la prueba de
actividad antiviral se realiz6 mediante una Prueba de Reduccion de Numero de Placas
contra una cepa de tipo salvaje de DENV-2 usando células Vero-76 en suspension y
método semisolido. Los extractos de algas y los controles de carragenano se evaluaron
a diluciones 1:5y 1:10. Como resultado, los extractos de Chondracanthus chamissoiy
el extracto de carbohidratos de Chlorella peruviana no mostraron citotoxicidad.
El extracto crudo de Chlorella peruviana mostré citotoxicidad a diluciones 1:5 y
1:10. Los extractos de Chondracanthus chamissoi mostraron un porcentaje de
reduccion superior al 70% contra DENV-2 en las siguientes concentraciones:
carragenano de Chondracanthus chamissoi extraida con isopropanol a diluciones
1:5y 1:10, carragenano de Chondracanthus chamissoi en fase de esporofito a 4 mg/
ml, Chondracanthuschamissoicarragenanoenfasedegametofitoa2mg/ml,carragenano
en PBS a 1 mg/ml, carbohidratos de Chondracanthus chamissoi en fase de esporofito
a 0,135 pg/ml, carbohidratos de Chondracanthus chamissoi en fase de gametofito a
0,825 pg/ml, fase de carbohidratos de Chondracanthus chamissoi en carbohidratos
0,825 pg/ml. Por otro lado, el extracto de carbohidratos de Chlorella peruviana tenia
actividad antiviral contra DENV-2 a 0,4 pg/ml. En conclusidon, los extractos de
Chondracanthus chamissoiy Chlorella peruviana analizados en este estudio mostraron
actividad antiviral contra DENV-2 en células Vero-76, volviendo necesario continuar
con las evaluaciones en modelos animales para corroborar la actividad antiviral de
estos extractos.

PALABRAS CLAVE: Chondracanthus chamissoi, Chlorella peruviana, DENV-2,
Actividad Antiviral, Linea Celular Vero-76

Apoyo financiero: FINCyT -INNOVATE-Peru.
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INTRODUCCION

El virus del Dengue pertenece a la familia flaviviridae, la cual se caracteriza
por transmitirse a través de vectores artropodos y cuyos miembros representan
un problema de salud publica, registrando cada afio altas tasas de incidencia y
morbilidad en regiones tropicales y subtropicales a nivel mundial. La sintomatologia
presentada durante la infeccién por flavivirus se relaciona con el desarrollo de
diversas alteraciones, principalmente con fiebres y dafios hemorragicos, que pueden
resultar en la muerte del individuo. El Dengue es la enfermedad transmitida por
mosquitos del género Aedes mas importante del mundo, presentando un estimado
de 390 millones de infecciones cada afio y mas de 20 000 muertes en mas de 100
paises. Segun el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades, se estima
gue mas de un tercio de la poblacién mundial vive en areas a riesgo de contagio por
el virus del dengue, el cual causa la fiebre del dengue, una de las causas principales
de enfermedad en las personas que viven en el tropico y subtropico.

En América Latina, la infeccion por flavivirus transmitida por mosquitos esta
ampliamente propagada, y su complejidad ha ido aumentando con los afios debido
a varios factores, como el crecimiento urbano no planificado, problemas de agua
y saneamiento, el cambio climatico y ambiental y la circulacién simultanea en
algunos paises de los cuatro serotipos de dengue, que aumenta el riesgo de que
se presenten casos graves y ocurran brotes. En los ultimos afios se ha centrado
mas la importancia en las condiciones ambientales, como la lluvia y la temperatura,
relacionados ampliamente con los cambios en la dindmica de la poblacion de los
vectores de artropodos. El dengue en las Américas ha alcanzado el mayor numero
de casos registrados en la historia, con mas de 2,7 millones de casos, incluyendo
22.127 casos graves y 1.206 muertes reportadas hasta finales de octubre de 2019,
siendo un 13 por ciento mayor que los resultados del afio 2015(PAHO/WHO, 2019).
En el Peru una de las principales variables climaticas manifestadas es el Fendbmeno
del Nifio, que es el ciclo climatico mas importante que contribuye a la variabilidad de
un afo a otro en el clima, las temperaturas y la probabilidad de eventos naturales
como fuertes lluvias, sequias y tormentas (Kovats et al. 2003). Estas condiciones
climaticas han dado paso a la exacerbacion de los casos de enfermedades
transmitidas por vectores del género Aedes, trayendo consigo desnutricion causada
por la pérdida de las plantaciones costeras e interrupcion de los servicios de salud.
En Peru, durante el afio 2019, las infecciones por Virus Dengue han sido reportadas
en 20 de 24 departamentos, siendo el serotipo 2 (DENV-2) el de mayor incidencia,
estando asociado con un gran porcentaje de los 17143 casos de Dengue reportados,
donde 37 de ellos acabaron en defunciones confirmadas (PAHO/WHO, 2019). No
existen vacunas disponibles ni un tratamiento adecuado aprobado para el Dengue,
por lo que estudios de inhibicion de replicacion con antivirales naturales contra estos
flavivirus se han evaluado con el objetivo de proporcionar un enfoque racional para
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identificar y caracterizar los mecanismos de bloquear la infeccion viral, lo cual
podria servir para desarrollar estrategias terapéuticas.

Diversos tipos de algas, desde diatomeas microscopicas hasta organismos
unicelulares y algas marinas que alcanzan los 30 m de longitud, han estimulado
un interés economico significativo en obtenr agar, fertilizante, alimento, fuente
de yodo y potasio (Yasuhara-Bell, 2010). Entre los productos naturales marinos,
aproximadamente el 9% de los compuestos biomédicos se han aislado de las algas
(Jhay Zi-rong, 2004). Estos organismos marinos pueden sintetizar diversos tipos de
metabolitos, incluidos polisacaridos, clorofila, acetogeninas, acidos grasos, vitaminas,
xantofilas, aminoacidos y compuestos halogenados. Apesar de ser recursos vegetales
subexplotados, las investigaciones recientes han establecido que las algas son un
rico arsenal de metabolitos activos con potencial farmacéutico, incluyendo actividades
anticancerigenas, antitumorales, antioxidantes, antiobesidad, neuroprotectoras,
antimicrobianas, antinociceptivas, antiinflamatorias y antiangiogénicas (Ahmadi et al.
2015). En esta investigacion se evalu0 la actividad antiviral contra una cepa silvestre
de Virus Dengue serotipo 2 de extractos del alga roja Chondracanthus chamissoiy
la microalga Chlorella peruviana, quienes han demostrado poseer propiedades
antivirales debido a la presencia de polisacaridos sulfatados (Talarico, 2008).

METODOS

Se empled la linea celular Vero-76 (Células de rifidbn de Mono Verde africano
Cercopithecus aethiops) como sustrato para la replicacion viral. La linea fue adquirida
amablemente a través de donacién de parte del Dr. Edison Luiz Durigon, docente
de la Universidad de S&o Paulo — Brasil. La linea celular originalmente proviene
de la ATCC (American Type Culture Collection) y fue criopreservadas en vapor de
Nitrégeno liquido a -196°C con un numero de subcultivo de 141. La cepa viral de
Virus Dengue serotipo 2 empleado en la investigacién fue aislado de una muestra de
suero de un paciente en fase aguda de Dengue.

Las células Vero-76 fueron propagadas por la técnica de subcultivo, incubadas
a 37°C en frascos de cultivo celular tipo T, con adicion de Medio Eagle Minimo
Esencial (EMEM) suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal, L-glutamina 200
mM, solucién antibidtico/antimicético 100 pyg/mly 2% de aminoacidos no esenciales.
La cepa viral fue adaptada a la linea celular Vero-76 mediante pasajes virales hasta
la obtencién de efecto citopatico mayor al 75% (desprendimiento de la monocapa
celular).

Muestras de Chondracanthus chamissoi y Chlorella peruviana, provenientes
de las costas de Lima-Peru, fueron procesadas para la ejecucion de la Prueba de
Reduccién de Placas (PRP). Se utilizaron los siguientes extractos: carragenano
de Chondracanthus chamissoi en fase de esporofito (20 mg/ml), carragenano
de Chondracanthus chamissoi en fase de gametofito (20 mg/ml), carbohidratos
de Chondracanthus chamissoi en fase de esporofito (1,35 ug/ml), carbohidratos
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de Chondracanthus chamissoi en fase gametofita (825 pg/ml), carbohidratos
de Chondracanthus chamissoi carbohidratos en fase esporofitica (825 pg/ml),
carbohidratos de Chlorella peruviana (4 pg/ml) y extracto crudo de Chlorella
peruviana .

La prueba de citotoxicidad se realizé inoculando diluciones 1:5 y 1:10 de
cada extracto en placas de 24 pocillos con monocapa completa de células Vero-
76 y evaluando los cambios morfoldégicos en la monocapa celular durante 9 dias
en busqueda del efecto citopatico de desprendimiento celular. Posteriormente, la
prueba de actividad antiviral se realiz6 mediante PRP contra la cepa de tipo salvaje
de DENV-2 usando células Vero-76 aplicando el método semisélido con monocapa
preformada y el método semisoélido con células en suspension.

Método Semisolido con Monocapa Preformada: Placas con monocapa celular
preformada son inoculadas con la cepa viral, dejando un periodo de 3 horas de
adherencia. Posteriormente seinoculan 100 ylde Medio de Recubrimiento (compuesto
de Medio de mantenimiento adicionado con Carboximetilcelulosa al 3% p/v)

Método Semisoélidocon Células en Suspension: Placas concélulasen suspension
son inoculadas con la cepa viral, dejando un periodo de 4 horas de adherencia y
posteriormente inoculado con 100 ul de Medio de Recubrimiento (compuesto de
Medio de mantenimiento adicionado con Carboximetilcelulosa al 6% p/v).

Los extractos de algas y los controles de carragenano se evaluaron
a diluciones 1:5y 1:10.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos de Chondracanthus chamissoi y el extracto de carbohidratos
de Chlorella peruviana no mostraron citotoxicidad (Figura 1). El extracto crudo de

Chlorella peruviana mostré citotoxicidad a diluciones 1:5y 1:10.

N° | EXTRACTO Concentracion

pg/mi

1 Carragenano de Chondracanthus chamissoi en fase esporofita 4000

2 Carragenano de Chondracanthus chamissoi en fase gametofita 2000

3 Carbohidratos de Chondracanthus chamissoi en fase esporofita 0,135

4 Carbohidratos de Chondracanthus chamissoi en fase gametofita 0,825

5 Carbohidratos de Chondracanthus chamissoi en fase esporofita 0,825

6 Carbohidratos de Chlorella peruviana 0,4

Tabla 1: Extractos con actividad antiviral contra DENV-2 y sus concentraciones respectivas.
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Figura 1: Prueba de citotoxicidad de extractos a diluciones 1:5y 1:10 en células Vero-76. La
numeracién se corresponde a la tabla de extractos (Tabla 1) con la adicién de 4 pozos de
control de células (cc).

Los extractos de Chondracanthus chamissoi mostraron un porcentaje de
reduccion en la prueba de PRP superior al 70% contra DENV-2 (Figura 2).

Figura 2: Prueba de actividad antiviral por reduccion de numero de placas de los extractos de
Chondracanthus chamissoiy Chlorella peruviana contra DENV-2 en las diluciones 1:5y 1:10. La
numeracién se corresponde a la tabla de extractos (Tabla 1) con la adicién de 1 pozo de control

de células (cc) y 3 pozos de control de virus (cv).
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Los carragenanos son inhibidores selectivos de varios virus envueltos y no
envueltos y actian predominantemente inhibiendo la unién o internalizacién del
virus en las células huésped (Buck et al. 2006). Estos compuestos son polisacaridos
aniénicos sulfatados de origen natural, que aparecen como material matricial en
grandes cantidades por ciertas algas rojas (Rodofitas), como Chondrus, Gigartina,
Hypnea 'y Eucheuma, en las que cumplen una funcién estructural similar a la de la
celulosa en plantas (Lahaye, 2011). Estudios han demostrado que la exposicion a
carragenanos (A y 1) contra DENV-2, dentro de un sistema in vitro utilizando células
Vero, deriva en una actividad inhibidora en la etapa temprana de la adhesion del
virus, probablemente debido al bloqueo de algunos receptores primarios (Talarico et
al. 2011).

Aunque estudios previos indicaron que los polisacaridos sulfatados de otras
fuentes naturales mostraron actividad del virus anti-dengue, los mecanismos
moleculares de los efectos inhibitorios de estos compuestos no se han dilucidado
(Onoa et al. 2003). En este estudio, carragenanos y extractos de carbohidratos de
algas Chondracanthus chamissoi y Chlorella peruviana provenientes de la costa
peruana fueron analizados en su capacidad antiviral. Los resultados demostraron
que los polisacaridos microalgales de Chlorella peruviana, asi como los extractos
carbohidratados de Chondracanthus chamissoiinhiben significativamente la infeccion
de células Vero por DENV-2. Estos resultados son comparables y se correlacionan
a los obtenidos en investigaciones anteriores en base a la presencia en algas
de componentes macromoleculares de naturaleza carbohidratada con actividad
inhibitoria de infeccion por DENV.

Esta investigacion utilizd extractos de algas de Chondracanthus chamissoi en
dos distintas fases (esporofitica y gametofitica) debido a la produccion diferencial
de dos tipos de carragenanos (lambda o kappa). Ambos extractos revelaron su
potencial antiviral en distintas concentraciones (Tabla 1) a pesar de poseer cantidades
variables de estos dos tipos de carragenano. Por otro lado, a pesar que la OMS
recomienda el uso de la prueba de plaqueo para DENV-2 por el método semisélido
en monocapa completa, en este estudio la prueba de plaqueo para DENV-2 por
el método semisdlido en suspension celular resultd ser la técnica optima para la
evaluacion de la prueba de reduccion de placas.

Se ha reportado una variedad de actividades bioldgicas para los polisacaridos
de algas, incluido el efecto antiviral el cual suele ejercerse mediante la supresion de
la adhesién del virus a las células huésped. Muchos de los estudios farmacoldgicos
informados solo se han limitado a la investigacion in vitroen una sola célula hospedera.
Sin embargo, el examen in vivo es fundamental para el desarrollo de farmacos.
Se espera que esta investigacion sea parte de una serie de trabajos proyectado al
analisis clinico tanto in vitro como in vivo de la actividad antiviral de los polisacaridos
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y otros componentes de algas, con el fin de desarrollar nuevos farmacos antivirales.
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