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DESCRIPCION
Método para identificacion de inhibidores contra el virus del dengue.

La presente invencion se refiere a un método para identificacion de inhibidores contra el virus del dengue, subtipos
1,2, 3 6 4 y su uso en un modo de alta capacidad.

La familia Flaviviridae incluye aproximadamente 60 virus de RNA envueltos de cadena positiva, la mayor parte de los
cuales son transmitidos por un insecto vector. Muchos miembros de esta familia causan problemas importantes de
salud publica en diferentes regiones del mundo. Los genomas de todos los flavivirus secuenciados hasta ahora tie-
nen el mismo orden de genes: 5'-C-preM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3', en los cuales los tres prime-
ros genes codifican las proteinas estructurales de la capsida (C), el precursor de la proteina de membrana (prM) y la
proteina de la envoltura (E).

El dengue es una enfermedad viral transmitida por un mosquito que existe en regiones tropicales y subtropicales de
todo el mundo. El dengue se caracteriza por fiebre, erupcion, dolor de cabeza severo y dolor en las articulaciones.
Su tasa de mortalidad es baja. Sin embargo, a largo de las ultimas décadas se ha observado una forma mas grave
del dengue, caracterizada por hemorragia y shock (fiebre hemorragica del dengue/sindrome del shock del dengue:
DHF/DSS) con frecuencia creciente en nifios y adultos jovenes. El DHF/DSS aparece muy frecuentemente durante
la infeccion por el virus del dengue en individuos infectados previamente con otro serotipo del virus del dengue. Esto
ha conducido a la sugerencia de que la mejora inmune de la replicacion viral juega un papel en la patogénesis de la
forma mas grave de la enfermedad.

Las epidemias de dengue son un problema importante de salud publica en muchas areas tropicales y subtropicales
en las que las especies del mosquito vector son abundantes. El control de la fiebre del dengue y del DHF/DSS es
una preocupacion de salud publica importante. Por esta razén, la WHO ha designado los virus del dengue como una
diana de alta prioridad para investigacion y desarrollo de vacunas acelerada. A pesar de 40 afios de investigacion
intensiva, no estan disponibles vacunas seguras y eficaces para la enfermedad del virus del dengue.

Poco después de su aislamiento en 1944, los virus del dengue se sometieron repetidamente a pasos en cerebro de
ratén, dando como resultado la seleccidon de mutantes neurovirulentos en el ratéon. Es interesante que estudios
realizados en individuos voluntarios demostraron que los mutantes neurovirulentos adaptados al cerebro del raton de
tres cepas de virus del dengue tipo 1 o tipo 2 estaban atenuados, pero eran todavia inmunégenos para los humanos.
Sin embargo, los mutantes no fueron desarrollados ulteriormente como cepas de vacunas candidato debido a la
preocupacion por antigenos del cerebro de ratén en las preparaciones de vacuna. Desde entonces, virus mutantes
que: (i) exhibian el fenotipo de tamario de placa pequefio, y/o (ii) eran sensibles a la temperatura, y/o (iii) estaban
adaptados a cultivos celulares derivados de un hospedador no natural (es decir, mutantes de rango del hospedador)
han sido seleccionados y evaluados como candidatos para inclusién en una vacuna de virus vivo atenuado. No
obstante, a pesar de 25 afios de tales esfuerzos, no estan disponibles todavia vacunas del dengue seguras y
eficaces para uso general. Se ha demostrado que las vacunas completas del virus del dengue desactivado son
insuficientemente inmundgenas. Las vacunas de virus vivos atenuados por pasadas seriadas en cultivo de células
han adolecido de inestabilidad genética bajo atenuacion o inmunogenicidad deficiente.

Los cuatro serotipos de virus del dengue (tipo 1 a tipo 4) pueden distinguirse por neutralizaciéon por reduccion de
placas utilizando anticuerpos monoclonales especificos de serotipo y por tests menos especificos que utilizan sueros
policlonales. La existencia de serotipos se descubrié por primera vez durante los primeros estudios en voluntarios
humanos, que demostraron que la infeccién con un serotipo del dengue inducia inmunidad homotipica duradera,
mientras que la inmunidad heterotipica duraba sélo 3 a 5 meses. Una vacuna eficaz del dengue que contenga los 4
serotipos a fin de inducir inmunidad general a los virus del dengue en general ayudaria a excluir la aparicion del
DHF/DSS.

Las secuencias de nucledtidos completas han sido determinadas para los cuatro serotipos del virus del dengue (Ma-
ckow, E. etal. (1987) Virology 159:217-228; Zhao, B. et al. (1986) Virology 155:77-88; Osatomi, K. & Sumi-
yoshi, H. (1990) Virology 176:643-647; Irie, A. et al. (1989) Gene 75:197-211; Mason, P.W. et al. (1987) Virology
161:262-267; Hahn, Y. S. et al. (1988) Virology 162:167-180). Los resultados de estos estudios indican que los
cuatro serotipos del virus del dengue comparten una organizacion de genoma comun. Se encontré que el genoma
de la cepa 814.669 del Caribe del dengue tipo 4, contiene 10646 nucledtidos (Mackow, E. et al (1987) Virology
159:217-228; Zhao, B. et al. (1986) Virology 155:77-88).

Los 101 primeros nucleétidos en el extremo 5' y los 384 ultimos en el extremo 3' son regiones no codificantes. La
secuencia restante codifica una poliproteina de 3386 aminoacidos que incluye las tres proteinas estructurales, a
saber, capsida (C), premembrana (prM), y envoltura (E), en su término N, seguidas por siete proteinas no estructura-
les en el orden, arriba proporcionado, que es consistente con todos los genomas de Flavivirus identificados hasta
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ahora. La poliproteina se procesa para generar 11 o mas proteinas virales por peptidasa(s) celulares de sefial y por
proteasas virales (Markoff, L. (1989) J. Virol, 63:3345-3352; Falgout, B. et al. (1989) J. Virol, 63:1852-1860; Fal-
gout, B. et al. (1991) J. Virol. 65:2467-2476; Hori, H. & Lai, C. J. (1990) J. Virol. 64:4573-4577).

Debido a la carencia de una vacuna para combatir el virus del dengue y su propagacion e infeccion ulteriores en
toda la poblacion mundial, existe una gran necesidad médica de disponer de moléculas quimicas pequefias, tales
como compuestos quimicos, que pudieran inhibir los serotipos 1-4 del virus del dengue.

Con objeto de poder encontrar tales moléculas quimicas pequefas, es evidentemente necesario un esfuerzo de
cribado para testar varios millares y millones de moléculas quimicas presentes en una biblioteca de compuestos en
cuanto a su aplicacion potencial en la inhibicién de la replicacion y expresion del virus del dengue.

MULIAWAN SYLVIA Y ET Al: "Inhibitory potential of Quercus lusitanica extract on dengue virus type 2 replication”,
SOUTHEAST ASIAN JOURNAL OF TROPICAL MEDICINE ANO PUBLIC HEALTH, vol. 37, Supl. 3, enero 2006,
p.132-135, dan a conocer un ensayo que implica células C6/36. El efecto inhibidor se determind por electroforesis en
gel 2D.

NOAH ET Al: "A cell-based luminescence assay is effective for high-throughput screening of potential influenza
antivirals”, ANTIVIRAL RESEARCH, vol. 73, no. 1, Epub 28.07.2006, p. 50-59, dan a conocer un ensayo en el cual
se utilizaron células MDCK.

GONG E ET Al :"Development of robust antiviral assays for profiling compounds against a panel of positive-strand
RNA viruses using ATP/luminescence readouf’, JOURNAL OF VIROLOGICAL METHODS, vol. 151, no. 1, Epub
22.04.2008, p.121-125, dan a conocer ensayos basados en células que implican células Vero y Vero EB6.

Un esfuerzo de cribado puede realizarse unicamente con un ensayo de cribado satisfactorio, rapido y fiable de alta
capacidad en el que puedan testarse y analizarse un nimero muy grande de compuestos quimicos en un médulo de
alta velocidad.

La presente invencién se refiere a un método para identificaciéon de inhibidores contra los serotipos 1, 2, 3 6 4 del
virus del dengue por cribado de compuestos quimicos o bibliotecas de compuestos quimicos que comprende:

a) poner aproximadamente 1000 a 2000 células Vero o células Huh 7.5 en contacto con un compuesto
quimico,

b) afadir virus del dengue a dichas células y compuesto quimico del paso a),

c) incubar dichas células, compuesto quimico y virus del paso b) a 37°C hasta que el efecto citopatico
viral (CPE) en el control del virus alcanza aproximadamente 100%,

d) afadir enzima luciferasa y sustrato de luciferasa a las células, compuesto, virus,

y medir después de ello la luminiscencia y calcular el valor CEso que es una medida para la actividad inhibidora del
compuesto contra el virus del dengue.

En el método anterior, cuando se utiliza el subtipo 2 del virus del dengue y se somete a test, la cantidad preferida de
células Vero es aproximadamente 1500, mientras que cuando se utilizan y someten a test los subtipos 1, 3 6 4 del
virus del dengue, las células preferidas son las denominadas células Huh 7.5.

La MOI (Multiplicidad de Infeccién) en el método cuando se utiliza y se somete a test el virus del dengue subtipo 2 es
0,1, 0,5 0 1,0, si bien se utiliza preferiblemente una MOI de 0,1. La MOI (Multiplicidad de Infeccién) en el método
cuando se utiliza y se somete a test el virus del dengue subtipo 1, 3 6 4, cae dentro del intervalo de 1,0 y 10,0, pero
preferiblemente es 1,0 6 5,0.

En el método segun la invencion, la incubacion de las células (Vero o Huh 7.5) junto con un compuesto quimico y el
subtipo testado del virus del dengue, tiene lugar hasta que se ha obtenido un efecto citopatico (CPE) de 100% en el
control del virus. La estimacién del tiempo para obtener dicho CPE podria ser 5 6 6 dias de incubaciéon a 37°C.

El sustrato preferido para la enzima luciferasa es D-luciferina, si bien el método segun la invencion puede adaptarse
y utilizarse facilmente en un modo de alta capacidad para testar numerosas cantidades de compuestos presentes en
una biblioteca quimica.

En la presente invencion, el término "inhibidor" se utiliza para hacer referencia a cualquier entidad quimica, tal como
compuesto quimico, molécula pequefa, péptido, proteina y analogos, que inhiba el crecimiento, replicacion y/o
proliferacion del virus del dengue subtipo 1, 2, 3 6 4.

El término "células Vero" y su linea de células respectiva se refiere a la linea de células que se deriva de células
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epiteliales de rifidn del Mono Verde Africano. La linea de células fue establecida en 1962 por cientificos japoneses
(véase Yasumura Y, Kawakita M (1963). "The Research for the SV40 by means of tissue culture technique". Nippon
Rinsho 21 (6): 1201-1219.)

The term "células Huh 7.5" se refiere a aquéllas células como una sublinea derivada de células de hepatoma Huh-7
(Blight K J, McKeating J A, Rice CM. J Virol. 2002; 76:13001-13014.)

El sistema ATPLite™ (Perkin-Elmer y WO 00/18253) es un sistema de monitorizacién de Adenosina Trifosfato (ATP)
basado en luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis). Este ensayo de luminiscencia es una alternativa a los ensayos
colorimétricos, fluorométricos y de radiois6topos para la evaluacion cuantitativa de la proliferacion y citotoxicidad de
células de mamifero cultivadas. Puede utilizarse monitorizacion de ATP para evaluar los efectos citocidas,
citostaticos y proliferativos de una extensa gama de farmacos, modificadores de la respuesta biolégica y compuestos
biolégicos. ATPLite es un kit de ensayo de adiciéon de monitorizacion de ATP de alta sensibilidad realmente
homogéneo en un solo paso para la cuantificacion de células viables. El kit puede utilizarse para sistemas de
proceso continuos tales como sistemas en linea en ambientes de alta capacidad. Estos sistemas en linea no
requieren una semivida de sefal larga, dado que el tiempo entre la adicién del reactivo y la lectura de la
luminiscencia resultante es relativamente corto (minutos). La disminucion de la producciéon de luz por luminiscencia
es aproximadamente 15% al cabo de 30 minutos. Esta disminucion es independiente de los numeros de células,
pero puede diferir entre el tipo de célula y el medio. Se ha determinado que el nUmero maximo de células que puede
aplicarse es 50.000 células por pocillo para microplacas de 96 pocillos, y 12.500 células por pocillo para microplacas
de 384 pocillos. Dado que el kit no necesita estabilizacion alguna de la sefial de luminiscencia, se preserva la alta
capacidad.

El ATP es un marcador para viabilidad celular dado que esta presente en todas las células metabdlicamente activas,
y la concentracion disminuye muy rapidamente cuando las células sufren necrosis o apoptosis. El sistema de ensayo
ATPLite de un solo paso esta basado en la produccién de luz causada por la reacciéon de ATP con adicion de
luciferasa y D-luciferina afiadidas.

Esto se ilustra en el esquema de reaccion siguiente:
ATP + D-Luciferina + O, + (Mg?* + enzima luciferasa) — Oxiluciferina + AMP + PPi + CO, + luz
La luz emitida es proporcional a la concentracion de ATP dentro de ciertos limites.
Materiales y métodos
1. Células y virus

Se adquirieron células Vero (células de rifion de mono verde africano) de la European Collection of Cell Cultures
(ECACC) y se cultivaron en Medio Esencial Minimo de Eagle (MEM; Invitrogen) suplementado con 10% de suero de
ternero fetal (FCS; Cambrex, Bélgica), 2 mM L-glutamina, y 0,04% gentamicina (50 mg/ml). Para tratamiento con el
farmaco, se utilizé el medio idéntico suplementado con 2% FCS.

Todos los virus del dengue se adquirieron de la European Collection of Cell Cultures (ECACC).
2. Stocks de virus y titulaciones

Se prepararon stocks de virus del dengue utilizando las células Vero y se titularon por medida de la dosis infecciosa
en cultivo de tejido al 50% (TCIDsp), la dilucion del stock de virus que producia CPE en el 50% de las células en el
punto final.

3. Ensayos antivirales (serotipo 2 del dengue)

Se afiadieron 15 pl de células Vero (1500 células/pocillo) a una placa blanca de 384 pocillos que contenia 10 ul del
compuesto de test diluido serialmente 4 veces en medio de cultivo de células con 2% FCS. Se afiadieron luego 15 pl
de stock de virus a cada pocillo con una MOI de 0,1. Los controles de células recibieron solamente células y medio,
mientras que los controles de virus recibieron virus pero no recibieron cantidad alguna del compuesto de test. Las
placas se incubaron a 37°C hasta que la CPE viral en los pocillos de control de virus alcanzé ~ 100% (5-6 dias). Se
afadié ATPLite (Perkin-Elmer) a todos los pocillos segun las instrucciones del suministrador. Resumidamente, se
afiadieron a cada pocillo40 pl de la solucién sustrato liofilizada reconstituida. La placa se sacudié a 700 rpm durante
2 minutos y se midié la luminiscencia utilizando un aparato Viewlux (Perkin Elmer) tomando una lectura integrada
durante 0,1-0,5 segundos de cada placa de test. Los resultados se expresaron como valores CEsp definidos como la
concentracion de compuesto que alcanzaba 50% de inhibicion de las sefiales de luminiscencia reducidas por el virus
en comparacion con el control de células no infectadas. La ratio de sefial a ruido de un ensayo es la ratio entre las
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sefiales luminiscentes medias de los controles de células y los controles de virus. El intervalo dinamico se define
como la ratio entre las sefiales en el punto final (sefial maxima) y el primer punto en el intervalo lineal de la curva
dosis-respuesta.

4. Ensayo de citotoxicidad

Para testar la citotoxicidad, las células se incubaron con diluciones seriadas del compuesto como se ha descrito
arriba pero en ausencia de virus. La concentracion citotoxica de 50% (CCs) se determiné por comparacion de la
sefal luminiscente de los pocillos tratados con el compuesto con pocillos de control de células.

5. Reproducibilidad del ensayo

La reproductividad intra-ensayo se midié realizando cada experimento en tres placas idénticas con cada
concentracion de farmaco por triplicado. La reproducibilidad inter-ensayos se midié realizando tres experimentos
independientes en momentos diferentes en las mismas condiciones experimentales.

Tabla: Los valores CEsg de tres (3) compuestos seleccionados

CEso (M)
Exp. #1 Exp. # 2 Exp. # 3 Exp. # 4 Exp. #5 Exp. #6 Exp. #7
Ribavirina 51,99 53,80 43,76 42,38 47,71 68,98 67,47
2'-C-metilcitidina 13,49 14,64 10,28 10,43 6,73 14,03 17,41
6-Azauridina 5,52 4,85 3,74 4,26 4,60 3,81 5,14

Lo anterior demuestra que el método segun la invencion puede utilizarse para testar respecto a la seleccion de com-
puestos que inhiben el virus del dengue.

6. Ensayos antivirales (serotipos 1, 3, y 4 del dengue)

Los ensayos antivirales para los serotipos 1, 3, y 4 del dengue son similares al del serotipo 2 del dengue excepto
que se utilizaron células Huh7.5 (1000 células/pocillo). La entrada de virus para el serotipo 1 del dengue (cepa
TC974) y el serotipo 4 (cepa H241) es MOI de 5, y para el serotipo 3 del dengue (cepa H87) es MOI de 1. El tiempo
de incubacion es 5 dias.

7. Comparacion con el ensayo de absorcion de tinte:

Los ensayos de inhibicién del efecto citopatico emplean usualmente lecturas de absorcion de tinte, v.g. rojo neutro y
MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio). Los principales inconvenientes de tales lecturas
colorimétricas son baja capacidad, intervalo dinamico bajo, y una ratio baja de sefal a ruido. Para el virus del
dengue, aunque era evidente un efecto citopatico de 100% en las células infectadas, la presencia de residuos
celulares causa un ruido de fondo alto, dando como resultado valores extremadamente bajos de la ratio sefial a
ruido y el intervalo dinamico. Esto hace que el ensayo de absorcion de tinte sea inadecuado como ensayo de
inhibicién del CPE del dengue. Para resolver estas desventajas, se desarrollé y validdé un ensayo alternativo que
utilizaba la lectura ATP/luminiscencia. En comparacion con los ensayos basados en absorcién de tinte, los ensayos
con lectura basada en ATP/luminiscencia dan inesperadamente un intervalo dinamico mayor y mejor ratio sefial a
ruido (20-30 veces, véase la Figura 1). Ventajas adicionales de tales ensayos son su alta capacidad y naturaleza
homogénea (mezcla y medida). Dado que los programas de cribado basados en lecturas CPE tradicionales se ven
dificultados a menudo por ratios problematicas sefial a ruido y baja capacidad, el cambio del punto final a una lectura
de luminiscencia puede tener un impacto importante sobre el descubrimiento de farmacos.

8. La exactitud del ensayo:

La tabla enumera los valores CEsg de los compuestos de referencia y el nimero de medidas.

Compuesto ECso (UM) # Datos
Ribavirina 52,97 £ 10,21 53
2'-C-metilcitidina 12,62 + 3,32 54
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6-Azauridina 4,53 + 0,83 42

Interferén-a 861,2 Ul/ml + 427,11 30

La robustez del ensayo se determind por hasta 24 medidas con operadores, experimentos, producciones en placa y
stock de virus variables.

9. Cribado de bibliotecas:

Utilizando este ensayo HTS, se cribaron un total de 150.000 compuestos de bibliotecas diferentes. La tasa de acierto
es ~ 0,83% (S| > 4).

10. Precisién del ensayo:

La precision del ensayo se determina por medida de la variabilidad de los valores CEsq de los compuestos de
referencia A, B, C y D y se representa en la Figura 2.

. Dentro de la variabilidad del ensayo
° Repetibilidad (variabilidad dentro del dia)
° Reproducibilidad (variabilidad interdias)
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REIVINDICACIONES

1. Método para identificacion de inhibidores contra los serotipos 1, 2, 3 6 4 del virus del dengue por cribado de
compuestos quimicos o bibliotecas de compuestos quimicos que comprende:
a) poner aproximadamente 1000 a 2000 células Vero o células Huh 7.5 en contacto con un compuesto
quimico,
b) afadir virus del dengue a dichas células y compuesto quimico del paso a),
c) incubar dichas células, compuesto quimico y virus del paso b) a 37°C hasta que el efecto citopatico
viral (CPE) en el control de virus alcanza aproximadamente 100%,
d) afadir enzima luciferasa y sustrato de luciferasa a las células, compuesto, virus,
e) medir la luminiscencia y calcular el valor CEsp que es una medida de la actividad inhibidora del

compuesto contra el virus del dengue.

2. Método segun la reivindicacion 1, en donde el virus del dengue es Virus del dengue subtipo 2 y las células
son aproximadamente 1500 células Vero.

3. Método segun la reivindicacién 1, en donde el virus del dengue es Virus del dengue subtipo 1, 3 6 4 y las
células son células Huh 7.5.

4. Método segun la reivindicacion 1 6 2, en donde el virus del dengue tiene una multiplicidad de infecciéon (MOI)
de 0,1, 0,5 0 1,0, preferiblemente 0,1.

5. Método segun la reivindicacion 1 6 3, en donde el virus del dengue tiene una multiplicidad de infeccion (MOI)
entre 1,0 y 10,0, preferiblemente 1,0 6 5,0.

6. Método segun la reivindicacion 1-5, en donde el paso c) es aproximadamente 5 6 6 dias.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el sustrato de luciferasa es D-luciferina.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el método se realiza en un modo de alta
capacidad.
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