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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la actividad antiviral de un extracto alcohdlico de
propodleos cubano contra el virus dengue-2 en ratones BALB/c. Se realizé inicialmente
un esquema de inmunizacion para la determinacion de la toxicidad del extracto a
diferentes concentraciones, vias de inoculacion y frecuencias de administracion. La
actividad antiviral del extracto se determind mediante la observacién de los signos y
sintomas de la enfermedad, la supervivencia, el andlisis histopatologico de los 6rganos
y la deteccidn viral por el ensayo de RT-PCR en tiempo real. Se observo que, de forma
general, el extracto de propdleos no afectd el peso corporal de los ratones a las
concentraciones evaluadas. La concentracion toxica media del extracto fue mayor que la
concentracion limite evaluada en este estudio. El extracto de propdleos indujo una
respuesta inmune en los ratones infectados con el virus dengue en comparacion con el
grupo placebo. La supervivencia y los hallazgos histopatolégicos observados en los
ratones luego de la infeccion con el virus dengue 2 y el tratamiento con propdleos, sugiere
que el extracto alcohdlico de propéleos evaluado pudiera presentar una actividad antiviral

e inducir una respuesta inmune contra la infeccion del virus dengue 2.
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INTRODUCCION

El virus dengue (VDEN) es un arbovirus que se conoce en la region de las Américas
desde el siglo XVIII (1, 2). Este virus pertenece al género flavivirus de la familia
Flaviviridae (3) y es el agente causal de la enfermedad del dengue, que histéricamente
se considera una enfermedad tipica de paises tropicales. EI Dengue es una infeccién
viral aguda que se transmite mediante la picadura de la hembra de los mosquitos Aedes
aegypti y Aedes albopictus. Presenta una gran variedad de manifestaciones clinicas que
van desde un cuadro leve (artralgia, mialgia, fiebre, rash, cefalea y vomitos) hasta la
gravedad con el desarrollo de hemorragias que pueden causar la muerte de los
individuos (4).

Segun la Organizaciéon Mundial de Salud (OMS), la enfermedad del Dengue se presenta
en mas de 100 paises (5, 6) y se calcula que aproximadamente 390 millones de personas
estan en riesgo de infeccién por VDEN (7). En Cuba se produjo una epidemia de Dengue
causada por el VDEN-1 (1) en 1977 y fue el primer pais de América en que se desarrollé
una epidemia de Dengue Hemorragico (DH), en 1981. En los ultimos afios han circulado
los 4 serotipos del VDEN, por lo que la vigilancia, prevencién y control de VDEN revisten
especial interés en la salud publica de Cuba.

El tratamiento de la enfermedad es sintomatico y no existe un antiviral especifico frente
a esta infeccion. En la actualidad se desarrollan investigaciones para la blusqueda de
compuestos naturales como posible antivirales frente a la infeccion de los cuatro
serotipos del VDEN (8). El propoleos es un producto natural que presenta actividad
antiviral ante una gran variedad de virus patégenos de humanos, animales y plantas (9),
efecto que se debe al sinergismo existente entre sus componentes quimicos (10).

Existen pocos estudios relacionados con el efecto antiviral del propéleos frente al VDEN.
En un ensayo realizado por Soroy y col. en 2014, en pacientes con Dengue grave, se
demuestra que un extracto de propoéleos (Propoelix™) aumenta el nimero de plaguetas,
los niveles de TNF-a y acorta la duracion de la hospitalizacién (11). Un estudio realizado
en Cuba en 1997 evalla la actividad antiviral de un extracto acuoso de propdleos rojo
cubano, frente a los virus herpes simple 1 (VHS-1), Influenza A y B, y VDEN-2. Esta
investigacion demuestra la actividad virucida del propéleos frente a estos virus y su
dependencia de la concentracion y del tiempo de contacto (12).

En ensayos in vitro realizados por el grupo de trabajo del laboratorio de Vacuna Dengue
del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) en colaboracién con el Centro de
Investigaciones Apicolas (CIAPI), se demuestra la actividad antiviral de dos extractos

alcohdlicos de propodleos cubanos (tipo | y I, segin su composicién quimica) frente al
1



-
T

VDEN-2. En la presente investigacion se evalla la actividad antiviral en ratones de un
extracto alcohdlico de propdleos cubano (tipo II) frente al VDEN-2, lo que constituye el
primer estudio in vivo realizado Cuba, de ahi su novedad cientifica.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad antiviral de un extracto alcohodlico de propdéleos cubano frente al
VDEN-2 en ratones BALBI/c.

Objetivos especificos

1. Determinar la toxicidad de un extracto alcohdlico de propdleos cubano en ratones
BALBI/c.

2. Determinar la actividad antiviral de un extracto alcohdlico de propéleos cubano frente
al VDEN-2 en ratones BALB/c.



. REVISION BIBLIOGRAFICA

I.L1. Laenfermedad del virus dengue

El virus dengue es un arbovirus endémico de las regiones tropicales y subtropicales que
se transmite por las hembras de los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus.
Pertenece al género flavivirus de la familia Flaviridae y se reconocen cuatro serotipos
gue infectan humanos (VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4) (13, 14). Es un virus
envuelto icosaédrico de 40-50 nm de didmetro. Su genoma es un ARN de simple cadena
con polaridad positiva de 11 Kb (15, 16), que contiene un marco abierto de lectura (ORF)
el cual codifica para una poliproteina que da lugar a 3 proteinas estructurales y 7
proteinas no estructurales. Este ORF varia en tamafio de acuerdo con cada serotipo del
virus e incluso entre un mismo serotipo (17) y se encuentra flanqueado en las regiones
5’y 3’ por las regiones no codificantes.

El Dengue se considera la enfermedad mas importante transmitida por artrépodos. Es
una infeccion viral aguda, sistémica y emergente (18). En el mundo, se registran entre
50-100 millones de infecciones y 2500 de fallecidos por afio. El periodo de incubacion
varia de 4 a 10 dias después de la picadura del mosquito infectado. Presenta una gran
variedad de manifestaciones clinicas que van desde un cuadro leve: artralgia, mialgia,
fiebre, rash, cefalea, vomitos y nauseas hasta la aparicion de un cuadro grave
caracterizado por: extravasacion del plasma, acumulacién de liquido, disnea, falla
multiorganica, hemorragias y la muerte (19). La vigilancia, prevencion y control del virus
dengue revisten especial interés en la salud publica de Cuba y el mundo.

I.2. Epidemiologia del virus dengue

La naturaleza endémica persistente del dengue se ha transformado lentamente en una
epidemia debido a la globalizacién de la carga de atencién médica de las enfermedades
infecciosas. Se identifican méas de 100 paises en regiones de Africa, Asia, América,
Oriente Medio y el Pacifico occidental donde el dengue es una enfermedad que se
propaga agresivamente (20). El mayor numero de casos de dengue se registra en el afio
2023, con mas de 80 paises de todas las regiones del mundo afectados. Desde principios
de 2023, la transmision persistente del Dengue, combinada con un pico inesperado de
los casos, muestra un maximo histérico de mas de 6,5 millones de casos y mas de 7300
muertes relacionadas con esta enfermedad (21).

Los brotes de esta enfermedad pueden ser explosivos o progresivos y dependen de la
densidad y susceptibilidad del vector, la cepa del virus, el nivel de inmunidad en la
poblacién humana, y la intensidad de contacto vector-humano (22, 23). Los primeros

brotes de dengue se remontan a 1779, principalmente en las regiones de Asia y Europa
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(24). En Africa, se notifican varios brotes a escala limitada con un incremento en los
ultimos afios. Solo cinco epidemias se registran a gran escala en diferentes paises de
Africa entre 1977 y 2009 (25).

En la region de las Américas se conoce esta enfermedad desde el siglo XVIII, con
grandes brotes en Peru, México, Venezuela, Brasil y Cuba (26), pero no fue hasta 1981
gue tiene lugar la primera epidemia de dengue grave en el continente (27). Entre el 2001-
2013 mas de 30 paises notifican un aumento en el nimero de casos de dengue debido
al incremento de viajeros procedentes de areas endémicas en este periodo y factores
condicionales como el aumento de los indices de infestacion del vector, lo cual conduce
a un incremento del riesgo de introduccion y transmision viral (28, 29). Particularmente
en el afio 2010 se registran 1,6 millones de casos de dengue, con aproximadamente 49
000 casos graves de dengue hemorragico (30). En el afio 2016 se observa un brote mas
grave en los EE.UU., donde se notifican aproximadamente 2,4 millones de casos de
dengue hemorragico. En el afio 2019, se documentan casi 3 millones de nuevos casos
de infeccién por dengue (31).

En el 2022 se detecta la circulacion simultanea de los 4 serotipos del VDEN en Costa
Rica, Colombia, Cuba, El Salvador, Guatemala, México, Nicaragua y Venezuela, para un
total de 2 803 096 casos de dengue en la Region de las Américas, con una tasa de
incidencia acumulada de 282 casos por 100 000 habitantes, de ellos el 0,16% se
clasifican como dengue grave. El mayor numero de casos de dengue se observa en
Brasil con 2 383 001 casos, seguido por Nicaragua con 97 541 casos y Peru con 72 844
casos. Respecto al nimero de casos de dengue grave, el mayor nimero también se
observa en Brasil con 1 473 casos y Colombia con 1 371 casos. Adicionalmente, en el
mismo periodo, se notifican un total de 1 223 muertes en la Regién (32, 33).

En Cuba el dengue no se reporta hasta el afio 1977 cuando se produce una epidemia
causada por el VDEN-1 que afecta el 50% de la poblacién (34). Cuatro afios mas tarde
se produce la primera epidemia de dengue hemorragico en la region, causada por el
VDEN-2 genotipo asiatico, con mas de 10 000 casos graves y 158 fallecidos, de ellos
101 niflos y 57 adultos (27).

En 1997 ocurre otra epidemia de dengue en la cual se aisla el VDEN-2 genotipo
americano/asiatico con un numero de casos de 2 946, de ellos 205 casos hemorragicos
y 12 fallecidos en el municipio de Santiago de Cuba (35). Entre los afios 2001 y 2002,
una epidemia, pero en esta ocasion causada por el VDEN-3, se produce en varias
provincias de Cuba, con una mayor incidencia de casos en La Habana,
aproximadamente mas de 14 000 casos, 79 graves Y tres fallecidos (36, 37). En el afio
2005 se describen dos brotes de dengue en el pais, el primero con 198 casos
confirmados, correspondientes al VDEN-2, y el segundo, con 148 casos confirmados,
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correspondientes al VDEN-4. En este ultimo, se diagnostica un caso de DH (38). Durante
el afio 2006 se confirma la presencia de los VDEN-3 y VDEN-4 en seis provincias del
pais, mientras que en otras dos se identifica Unicamente el VDEN-3.

En el periodo 2007-2017 se observa un acortamiento entre los brotes de dengue en
diferentes regiones del pais; pero se controlan rapidamente (39).

Durante los afios 2019 y 2020 se detecta en el pais la circulacion del VDEN-1 y en el
2021 ademas de este virus circula el VDEN-2. Durante el 2022 y hasta la fecha se
observa un incremento del nimero de casos de dengue en todo el pais con la circulacion
de los cuatro serotipos virales y el predominio del VDEN-3 seguido del VDEN-2 (40).

I.3.  Respuestainmune ala infeccion

1.3.1. Inmunidad innata

Entre los componentes principales de la inmunidad innata se encuentran las células
asesinas naturales (NK, -del inglés- natural killers) las cuales son altamente productoras
de IFNy. Una actividad temprana de las células NK pudiera ser importante en la
eliminacién de la infeccion primaria por el VDEN (41). Durante la infeccion estas son
reclutadas rapidamente en érganos y tejidos infectados, por factores quimoatrayentes
producidos por las células infectadas y macrofagos residentes activados. Ademas, los
macrofagos constituyen una fuente principal de los IFNsao/p los que, una vez en el sitio
de la inflamacion, inducen la proliferacién de las células NK, la citdlisis de células
infectadas por virus mediada por dichas células asesinas y la secrecion de quimoquinas
(42). La respuesta inmune innata, al parecer, tiene un importante papel protector durante
la infeccién con VDEN (43).

1.3.2. Respuesta mediada por anticuerpos

La conjugacion de mecanismos de neutralizacién viral, citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC, Antibody Dependent Celular Citotoxicity, por sus siglas en inglés)
y activacion del complemento se activan en la respuesta protectora frente al VDEN.
Los anticuerpos neutralizantes se consideran el mecanismo protector mas importante
contra la infeccion por el VDEN (44), por lo que la induccion de niveles elevados de los
mismos es el principal objetivo de los candidatos vacunales. Hasta el presente, no se
conocen con exactitud los titulos de anticuerpos neutralizantes necesarios para proteger
frente a la infeccion con cada uno de los serotipos, aunque se proponen titulos entre 10
y 100 (45). La formacion de inmunocomplejos (IC) entre la proteina E del VDEN y los
anticuerpos pueden activar el complemento. La via clasica de este sistema puede
activarse durante la infeccion primaria por este virus (46). En correspondencia con ello,
moléculas de IgM especificas al virus han sido encontradas en esta fase de la infeccion
(47). Durante la infeccion secundaria, también ocurre activacion de la via clasica del
6



complemento. Resulta interesante el hecho que las subclases I1gG1 e 1gG3, las mas
importantes activadoras del complemento durante una respuesta secundaria, son las
subclases de IgG mas producidas en los casos de individuos que desarrollan las formas
mas graves de la infeccién (48).

1.3.3. Respuesta mediada por células

Las células T ejercen dos funciones principales: (1) la produccion de citoquinas que
juegan un papel crucial en la regulacién de las funciones inmunoldégicas, el desarrollo de
una respuesta anti-viral eficaz, y la activacion de células T CD8+, macrofagos y células
B, y (2) la lisis de células infectadas. Tanto los linfocitos T CD4+ como los CD8+ son
capaces de eliminar células infectadas por mecanismos citotoxicos, lo que contribuye a
la recuperacion de la infeccion (49).

Los linfocitos T activados también producen IFNy, el cual tiene receptores virtualmente
sobre todas las células del organismo. Estos ejercen un sin numero de efectos bioldgicos,
entre ellos se destacan ser el principal activador de los macréfagos y ademas activar las
células endoteliales. Estas dos actividades son la base del papel pro-inflamatorio de esta
citoquina (50).

I.4. Desarrollo de vacunas contra el virus dengue

El desarrollo de vacunas eficaces contra el Dengue es una prioridad, especialmente en
las regiones infestadas por los mosquitos vectores de la enfermedad (51). La obtencién
de una formulacion vacunal tiene entre sus limitaciones, la existencia de los 4 serotipos,
el fenémeno de la amplificacién dependiente de anticuerpos (ADA), la ausencia de un
modelo animal que reproduzca adecuadamente la enfermedad, y el poco conocimiento
gue se tiene de la etiopatogenia de la misma. Los dos principales retos para el desarrollo
de una vacuna son inducir inmunidad protectora duradera contra los 4 serotipos del virus
y evitar el fendmeno de ADA (52, 53). Actualmente, existen 2 vacunas aprobadas por la
OMS, basadas en virus vivos atenuados que pueden mimetizar la infeccién por el virus
a través de la induccion de una respuesta humoral y celular duradera (54). La vacuna
Dengvaxia desarrollada por la compafia Sanofi Pasteur es un vacuna tetravalente,
quimérica basada en la cepa atenuada 17D del virus de la fiebre amarilla (VFA) a la cual
se le sustituye los genes que codifican para las proteinas prM y E por los que expresan
estas mismas proteinas en los cuatro serotipos del VDEN, de ahi que se obtiene una
vacuna compuesta de cuatro virus quiméricos (55). Para lograr una completa proteccion
frente al virus se deben administrar tres dosis con seis meses de diferencia a cada
individuo. Esta vacuna no es aplicable a individuos inmunodeprimidos, embarazadas,
viajeros y personas que no viven en areas endémicas.



A pesar de que la cepa vacunal del VFA es altamente inmunogénica, la formulacion
tetravalente quimérica contra el Dengue resultd ser poco eficaz (56, 57). Ademas los
vacunados no expuestos previamente a la enfermedad o que tenian una inmunidad
contra el Dengue limitada manifiestan un mayor riesgo de Dengue grave tras la
vacunacion con Dengvaxia®, aspecto principalmente critico en nifios menores de 9 afios
(58, 59). Por otra parte, estudios clinicos demuestran una mayor eficacia de la vacuna
entre individuos con una inmunidad previa a los flavivirus, lo cual sugiere que la infeccion
natural puede contribuir al establecimiento de una inmunidad adaptativa a largo plazo
contra la fiebre del dengue (60).

A pesar de todas las limitaciones de la vacuna Dengvaxia®, sus productores consideran
gue aun asi esta es beneficiosa (61). Sin embargo, el Grupo de Expertos en
Asesoramiento Estratégico sobre Inmunizacion (SAGE) de la OMS, solo recomiendan su
empleo en regiones endémicas, con una seroprevalencia del dengue superior al 70%, lo
cual también se cuestiona por la comunidad cientifica internacional a la luz de los
dramaéticos resultados de la vacunacion en Filipinas, que conllevo a la suspension de la
vacuna (62, 63).

Por otra parte, la vacuna disefiada por la compafia Takeda (Qdenga), es una vacuna
tetravalente quimérica viva, basada en la cepa atenuada del VDEN-2 (PDK-53) que
contiene las proteinas estructurales prM/E de los 4 serotipos virales (64). Su forma de
administracion se basa en dos dosis aplicadas con un intervalo de tres meses. Es
aplicable a personas mayores de 4 afios que cursen o0 no previamente la enfermedad
(65). En mudltiples estudios clinicos de fase |, Il y lll se demuestra que la vacuna es
inmunogénica y bien tolerada, independientemente de la edad o el estado serologico de
los participantes. Esta vacuna muestra una eficacia protectora dependiente del serotipo
viral, similar a su predecesora Dengvaxia, pero con niveles mas altos de anticuerpos
neutralizantes al VDEN-2 (66). Sin embargo, muestra tasas de proteccion a los VDEN-3
y VDEN-4 més bajas que la mostrada por Dengvaxia (67). Ademas, posee una proteccion
moderada contra la enfermedad por VDEN-1 tanto en los participantes seronegativos
como en los seropositivos, y se sugiere una mayor frecuencia de hospitalizacién por
enfermedad con el VDEN-3 entre los participantes seronegativos vacunados (68), por lo
gue su perfil de seguridad no se conoce por completo.

Actualmente se encuentran en evaluacion varios candidatos vacunales en estudios
preclinicos y diferentes fases clinicas (69-74).

I.5. Desarrollo de antivirales contra el virus dengue

Como consecuencia de la alta prevalencia del dengue y la falta de una vacuna
ampliamente aplicable, se necesita urgentemente un compuesto antiviral eficiente para
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tratar la infeccion por VDEN. Existen dos estrategias principales en la busqueda de
antivirales contra el dengue, la identificacion de compuestos contra las enzimas del
VDEN (75) y el descubrimiento computacional basado en la estructura del virus y sus
proteinas (76). La primera de estas estrategias se basa fundamentalmente en dos
enfoques para el descubrimiento de farmacos antivirales. Segun el mecanismo inhibidor,
los enfoques incluyen inhibidores que se dirigen a factores de la célula hospedera e
inhibidores que se dirigen a componentes virales conocidos como antivirales de accion
directa (AAD). Cada uno de ellos tiene ventajas y desventajas (77).

Un enfoque dirigido a la célula hospedera permite un amplio espectro de accion al mismo
tiempo que evita la resistencia al farmaco debido a una mayor barrera genética. Sin
embargo, dado que el farmaco se dirige a componentes del hospedero involucrados en
ciertas actividades celulares, el riesgo de toxicidad y efectos adversos es alto. Esta
estrategia tiene como desventaja a la hora de establecer una correlaciéon entre los

métodos in vitro e in vivo, y la falta de un modelo predictivo para la evaluacion del farmaco.

Por otro lado, los AAD son méas prometedores ya que se dirigen directamente a una
proteina viral, en consecuencia, ejercen una baja toxicidad y una amplia ventana
terapéutica. Sin embargo, una desventaja bien conocida de los AAD es la posibilidad
relativamente alta de desarrollo de resistencia (78). A pesar de las desventajas, este
enfoque es el mas utilizado por la mayoria de los farmacos antivirales autorizados y
aguellos que estan actualmente en ensayos clinicos.

Existen varios puntos cruciales en el ciclo de vida del virus del dengue en los que el
tratamiento antiviral puede utilizarse para limitar eficazmente la replicacion del virus y
disminuir la carga viral. EI descubrimiento de nuevos farmacos antivirales que tengan
como objetivo la entrada viral, la replicacién del ARN y la escision de poliproteinas podria
ayudar a prevenir la infeccién por dengue (79, 80). La proteina E del VDEN, la proteina
C, la proteasa NS2B/NS3, la ARN polimerasa dependiente de ARN NS5 (RdRp), la
metiltransferasa NS5 (MTasa), NS4A y NS4B se reconocen como las principales dianas
para el desarrollo de medicamentos antivirales en los ultimos cinco afios (81-86).

Durante las ultimas décadas, los investigadores centran su atencién en la naturaleza,
tratando de identificar compuestos que puedan utilizarse como antivirales contra el
dengue (87). De hecho, la naturaleza es un reservorio extraordinario de sustancias que
pueden utilizarse directamente como farmacos o pueden servir como estructuras
principales para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos (88). En la actualidad, son
diversas las investigaciones realizadas para demostrar la actividad de productos
naturales frente al virus dengue (89, 90).

Numerosas plantas en todo el mundo presentan una actividad antiviral potencial contra
el dengue (91). En una exhaustiva revision realizada por Kadir y colaboradores refieren
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sesenta y nueve estudios realizados entre 1997 y 2012 relacionados con plantas que
presentan una potencial actividad anti-dengue (92). Cabe mencionar que, segun una
nota informativa de la OMS, el 80% de la poblacion de algunos paises asiaticos y
africanos depende de la medicina tradicional como su atencion sanitaria primaria debido
a limitaciones economicas y geograficas (93). En vista de sus pocos (o0 nulos) efectos
adversos, el uso mundial de plantas medicinales o medicinas a base de hierbas esta en
constante crecimiento. Estudios demuestran la actividad de la cavinnafungina y la
curcuma como antivirales que interfieren en la replicacion del VDEN y el VZIK (94).

Recientemente, en un estudio realizado por Balasubramanian y cols, 2019 se identifica
a la curcumina como un inhibidor de la proteasa NS2B/NS3 del VDEN-2. Para ello
sintetizan cuatro analogos de la curcumina (curcuminoides) y demuestran la actividad de
inhibicion de la proteasa in vitro y la inhibicibn de la replicacion mediante ensayos
basados en células. Los resultados de este estudio muestran que la curcumina es un
inhibidor débil de la proteasa viral. Sin embargo, los analogos exhiben una inhibicién mas
potente de la infectividad del VDEN lo que sugiere que la via celular requerida para la
replicacion y/o ensamblaje viral son el objetivo de estos compuestos. Un andlisis
posterior muestra que es probable que la inhibicién de los genes involucrados en la
biosintesis de lipidos y de la polimerizacién de actina por curcuminoides sea el modo de
accion en las células infectadas por VDEN-2. Tres de los derivados de la curcumina
poseen buenos indices de selectividad en comparacion con la curcumina original (95).

I.6. Caracteristicas del propéleos

El propdleos es un producto natural que resulta de la mezcla de la resina recolectada por
las abejas, a partir de las yemas y cortezas de los arboles, las enzimas secretadas por
las glandulas del insecto, y de la cera y el polen en distintas porciones (96). Su nombre
proviene del griego pro (delante de o defensa) y polis (comunidad o ciudad) y significa
defensa de la ciudad. Se encuentra en todas las partes de la colmena y proporciona
proteccion fisica-quimica a la misma (97). Se emplea para sellar las grietas, consolidar
los componentes estructurales y barnizar el interior de las colmenas (incluyendo los
panales). Ademas, se utiliza por las abejas con fines desinfectantes y para reducir las
vias de acceso de los depredadores y embalsamar los cadaveres de estos animales
evitando su descomposicion (98).

El color del propdleos, aroma, sabor, consistencia y composicion quimica son variables
y dependen de su origen geogréfico y botanico, las condiciones medioambientales, la
vegetacion que circula a la colmena y el tipo de abeja (99). De forma general los
propdleos se componen, macroscopicamente de resinas (50-55%), ceras (30-40%),
impurezas mecanicas (10-15%), polen (5%) aceites esenciales y otras sustancias
volatiles (5-15%) (97).
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En Cuba existen propoéleos de diferentes tonos tales como marron, pardo, pardo-rojizo,
rojo y amarillo (100). Esta variabilidad depende fundamentalmente del origen botanico
del producto. Los propoéleos cubanos pueden recolectarse por las abejas a partir de las
especies del género Clusia (copey), Mangifera (mango), Pinus (pino), Euphorialactia
(Cardona), Avicenia germians (mangle prieto) y Rhizophora mangle (mangle rojo) (101).
Esto difiere con los propdleos colectados en el continente europeo, Norteamérica y el
norte de Asia, pues tienen su origen en los alamos y abedules (102).

I.7. Propiedades biol6gicas del propoleos

La variabilidad de compuestos bioactivos presente en los propoleos le atribuye al
producto una gran variedad de propiedades bioldgicas. De forma general se pueden
mencionar la actividad anticancerigena (103), antialergénica, antimicrobiana (104),
antitrombdtica, antinflamatoria, antioxidante (105), antiviral e inmunomoduladora (106).

La actividad antioxidante del propdleos se debe fundamentalmente por su capacidad de
inhibir radicales libres y por quelacion de iones metalicos (107). Autores reportan que la
actividad antioxidante del propdleos no siempre esta en relaciéon con la concentracion de
polifenoles, sino que la posicidén del(los) grupo(s) hidroxilo en los anillos Ay B y las
caracteristicas estructurales son relevantes (105, 108, 109). Flavonoides como catequina
0 quercetina encontrados en propéleos poseen una mayor capacidad para neutralizar
radicales libres y evitan la formacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés) por el grupo fendlico presente en su estructura (105).

La actividad antimicrobiana es una de las propiedades fundamentales de los propéleos,
su accion bacteriostética y bactericida se basa en la inhibiciébn de acidos nucleicos y
degradacion de la membrana citoplasmatica, y principalmente se le atribuye a
flavonoides como pinocembrina, quercetina naringenina, acacetina, apigenina, crisina,
galangina, kaempferol y pinobanskina (105) asi como alteracion en los canales i6nicos a
consecuencia de reacciones de fosforilacion y desfosforilacion, lo cual disminuye la
inhibicion de la motilidad bacteriana, factor importante en la virulencia (110). De forma
general, se conoce que el propdleos es eficaz para combatir las bacterias Gram positivas
mas que las bacterias Gram negativas (111). Diversas investigaciones plantean la
actividad antimicrobiana del propdleos frente a Sthaphyloccus aureus (112), Enterocccus
fecalis (113), Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli (114). Asimismo, otros autores
plantean que alcanos, acidos, azlcares, ésteres y terpenos procedentes de extractos de
propoleos presentan actividad antimicriobiana frente a bacillus subtillis, Sthaphyloccus
epidermidis, Candida glabrata y Streptococcus pyogenes (115-119). Ademas, existen
estudios que demuestran la actividad anti-helicobacter pylori de propdleos de diferente
origen geografico, asociada a la presencia de compuestos fendlicos en los mismos (120,
121). Ademas, se conoce, la accion antimicrobiana del propdéleos frente a hongos
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patdgenos de plantas y animales (122-124). Varias investigaciones desarrollan la
actividad antifungica del propoleos contra especies de los géneros Fusuarium (125),
Aspergillus (126, 127) y Trichoderma(128), asi como también, frente a malassezia
pachydermatis levadura causante de la dermatitis y otitis en perros (129).

Por otra parte, Song y col , 2020, demuestran la actividad antiflamatoria de extractos de
propoleos al inhibir la angiogénesis inflamatoria y la inflamacién crénica provocada por
Helicobacter pylori (130). Otros autores determinan el efecto analgésico y antinflamatorio
de extractos etandlicos de propoéleos (EEP) in vivo y demuestran que este tiene un efecto
similar a la prednisolona (131). Naik y cols, 2013, observan que el extracto etandlico de
propdleos Hindes, sus fracciones y compuestos volatiles presentan actividad
antiinflamatoria tépica significativa ya que disminuyen el didmetro de inflamacién (132).
Nufiez y cols, 2018, plantean que extractos etandlicos de propéleos chilenos poseen
potencialidades antiinflamatorias o0 moduladoras del sistema inmune en edema auricular
desarrollado en ratones machos adultos CD-I con 25-30 g de peso corporal (133). Este
efecto antinflamatorio se debe fundamentalmente a la regulacion de la expresion de
citoquinas involucradas en el proceso inflamatorio desarrollado en los organismos ante
una infeccion o un dafio, tales como TNF-a, TGF e ILs (134).

La actividad antitumoral del propdleos, se ha estudiado en varias lineas celulares como
CAM, Hela y HL-60, Cl41 y U937 (135). Ademas, se reporta el efecto antitumoral, anti
metéstasis, y citotoxico del propdleos en células tumorales en ratones y ratas resistentes
a quimioterapia (136). Estudios demuestran que flavonoides, aislados del propéleos,
tienen efectos antitumorales, tal es el caso de la propolina C, que induce efecto citotdxico
en las células del melanoma humano (137). Por su parte, el &cido caféico disminuye el
crecimiento tumoral en metastasis pulmonar de tumor mamario (138). Este en dosis de
10 mg/mL es capaz de inhibir completamente la incorporacion de timidina en el ADN del
carcinoma de mama (139). Los acidos p-cumarico y diterpénico prenilados son también
citotéxicos para las células tumorales (140). El efecto antitumoral del propéleos se
efectla por los flavonoides que contiene, los cuales inhiben la incorporacién de timidina,
uridina y leucina en las células cancerigenas. Ademas, los flavonoides inhiben la
tirosinquinasa, las topoimerasas | y Il, asi como, las quinasas de las proteinas que
controlan la divisién celular en los cuadros de oncogénesis y manifiesta un metabolismo
lento y retraso del crecimiento celular (141).

El propdleos y sus componentes (flavonoides, los acidos fendlicos y esteres) presentan
actividad inmunomoduladora frente a patdgenos virales o microbianos (142). Este
producto apicola es capaz de modificar la inmunidad inespecifica. Sus constituyentes,
tales como el &cido cindmico y su derivado p-cumarinico, estimulan la produccion, en los
macrofagos, del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), de la interleucina (IL) -1 (143),
de los receptores celulares tipo toll TLR-2 y TLR-4 y la formacién de peroxido de
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hidrégeno (H202), mientras que reduce la produccion de oxido nitrico (NO) (144). Por
otra parte, en los neutrdéfilos inhibe produccién de aniones superoxidos, favorece la
actividad fungicida de los monocitos 58 y estimula, ademas, la formacion de anticuerpos
(145). En resumen, en dependencia de la concentracion el propoleos exhibe efectos pro-
inflamatorios y anti-inflamatorios y puede estimular o inhibir ciertos procesos
inmunoldégicos (111).

1.7.1. Actividad antiviral del propéleos

La actividad antiviral del propdleos se estudia desde la década de los 80, estas
investigaciones sefalan que el balsamo tiene efecto sobre los virus con diferentes

caracteristicas estructurales y gendémicas, distintos tropismo y diversos hospederos (146).

Ademas, se conoce que la accion antiviral de este producto apicola se realiza por
diferentes mecanismos como el bloqueo parcial de la entrada del virus a la célula, la
degradacion del ARN viral e inhibicion del ciclo de replicacién del virus dentro de la
células (147).

La actividad antiviral del propoleos es de gran interés en la rama investigativa. Varios
estudios demuestran su efecto frente a virus que afectan tantos a humanos como a
animales.

En Francia, Amoros y cols, 1994, confirmaron la accién antiviral de este producto frente
al VHS tipo 1 y 2 y adicionalmente ante poliovirus tipo 2, ya que es capaz de reducir la
sintesis del ADN viral, debido a la accion sinérgica de, el acido caféico con su éster, el
acido ferdulico y los flavonoides que se encuentran en el propoleos (9). Otros estudios
demuestran que la actividad frente a ambos tipos de VHS es mayor que la que presenta
el Aciclovir, antiviral ampliamente utilizado contra el virus y parece ocurrir antes que
penetren la célula y no después de su ingreso (10).

La capacidad antiviral de este producto se demuestra ademas frente al virus de la
Influenza aviar, el virus de la enfermedad Newcastles (116)., el virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), Adenovirus tipo 2, Virus de estomatitis vesicular,
Coronavirus, Virus de Influenza A and B, virus Vaccinia, y Rotavirus 2 (11).

Asimismo se estudia la actividad in vitro de las flavonas y flavonoles aislados de los
propoleos frente al virus de Influenza tipo 1(VI tipo 1), lo cual demuestra que los segundos
son mas activos que las primeras en el orden de la galangina, kaempferol, y quercetina
(148). Ademas, en un estudio realizado con extractos etandlicos de propdleos brasilefios,
se determina, que este presenta actividad frente a los serotipos 2, 3 y 4 de Rinovirus
Humanos (HRV-2 y HRV-4) y dicha accién se debe a la presencia en estos extractos del
kaempferol y el acido p-cumarico (149).
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Sin embargo, pocos son los estudios realizados para determinar la actividad antiviral del
propoleos frente al VDEN. En un estudio realizado por Soroy y cols, 2014 con pacientes
gue presentan DH se sugiere que un extracto de propodleos (Propoelix ™) parece
incrementar los niveles de plaquetas y de TNF-a, lo que acorta la duracién de la
hospitalizacion de estos pacientes con DH. Por otra parte, algunas investigaciones
muestran que flavonoides, que también se encuentran en los propéleos de diferente
origen geogréafico, como la apigenina, el kaempherol y la quercetina, tienen efecto
antiviral frente al VDEN. Mas detalladamente la concentracion inhibitoria del 50% (Clso)
de la quercetina como tratamientos es de 35.7 pg/mly como profilaxis es de 28.9 ug/ml
(149).

De manera general, la accidn del propdleos sobre los virus puede ser de diversas formas
y concluyen en una reduccion de la multiplicacién viral e incluso en una accion virucida
(150). Este producto induce la produccion de Interferones (INFs), sustancias que
fortalecen la membrana celular, inducen nucleasas que destruyen el genoma viral y
modifican el patron de la fosforilacién del factor de iniciacién eucariético (elFs), el cual
influye en la transduccién de las proteinas y detiene toda la biosintesis de estas y la de
los virus(151). Ademas, interfiere con las estructuras del viribn o enmascaran los
compuestos virales que son necesarios para la entrada del virus a la célula huésped (152,
153).

1.8. Modelos experimentales para la evaluacion de antivirales contra el
virus dengue

Los tratamientos que se utilizan actualmente para controlar la infeccion por VDEN son
en gran medida de apoyo para aliviar los sintomas de la enfermedad, incluida la
rehidratacion y el seguimiento del paciente. Por lo tanto, un modelo de infeccién in vivo
es fundamental para comprender la proteccion mecanistica y la patogénesis durante la
infeccion por VDEN, a fin de impulsar la investigacion traslacional. Los esfuerzos por
lograr una mejor comprension de VDEN y un tratamiento especifico eficaz, incluidas las
vacunas y los antivirales, se ven obstaculizados en gran parte por la falta de un modelo
animal apropiado. Un modelo de infeccion adecuado debe simular la progresion de la
enfermedad y la naturaleza y distribucion de los cambios patolégicos observados en
humanos. El desarrollo de un modelo animal relevante para la infeccibon humana por
VDEN es un desafio, porque ningun animal de laboratorio desarrolla de forma natural
formas graves de la enfermedad del VDEN. A lo largo de los afios se han desarrollado
varios modelos para tender un puente entre la traduccion de los estudios in vitro y los
estudios observacionales en humanos.

Los modelos de ratones consanguineos permiten minimizar la variabilidad experimental,
y los modelos de ratones modificados genéticamente hacen posible reproducir algunos
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aspectos de los sintomas clinicos del dengue (154). Mediante el uso de cepas adaptadas
a ratones y/o diferentes vias de inoculacion, se podria superar la resistencia natural de
los ratones al VDEN, lo que convierte a los mismos en un modelo atractivo para la
investigacion del dengue (155, 156).

Los ratones lactantes son el primer modelo animal pequefio empleado en la investigacion
del dengue, al aumentar la adaptabilidad de las cepas humanas de VDEN a los ratones
mediante pases seriados en el cerebro (157). Este modelo de inoculacion intracraneal
produce encefalitis y paralisis inducidas por VDEN (158), una condicion de compromiso
del sistema nervioso central que es rara en la infeccion humana. Varios grupos adoptan
el modelo de ratén lactante ICR para evaluar la eficacia de los antivirales y las vacunas
mediante la gravedad clinica y la puntuacion de supervivencia, asi como la reduccion de
la carga viral en el tejido cerebral (159). Sin embargo, el tropismo alterado del VDEN
para infectar predominantemente el cerebro debido a la barrera hematoencefélica y la
via poco comun de administracion del patégeno/antivirales plantean la cuestion de la
relevancia bioldgica vy fisiolégica para los seres humanos y, por lo tanto, la idoneidad de
los ratones lactantes para modelar la infeccion por VDEN debe interpretarse con cautela.

Las respuestas inmunes innatas y celulares en diferentes fases de la infeccién natural
por VDEN se relacién con la gravedad y la patogénesis de la enfermedad (160). Con este
fin, el uso de ratones inmunocompetentes es ideal para comprender la contribucion
mecanistica de las respuestas inmune del huésped a la inmunopatogénesis.

Aungue los ratones inmunocompetentes son naturalmente resistentes al VDEN, la
infeccién puede establecerse con indculos virales altos (108-108 pfu). Luego de la
infeccién i.v. de 108 pfu de VDEN-2 en ratones C57BL/6, se puede detectar la carga viral
en el suero, bazo, higado y cerebro de los animales, lo cual indica la diseminacién y
replicacion sistémica del virus en los diversos tejidos (161). En el mismo estudio, los
autores demuestran una asociacién entre la infiltracion y activacion de células T
hepaticas y el dafio hepético, una patologia comun documentada en pacientes con
dengue. Esto respalda el uso de ratones inmunocompetentes en estudios de patogénesis
del VDEN, lo cual se extiende a la comprension del papel de las respuestas inmunes en
las manifestaciones graves del dengue. Asimismo, un estudio demuestra el desarrollo de
hemorragia localizada (una caracteristica distintiva de la DH/DSS) en los tejidos
subcutaneos de ratones inmunocompetentes infectados con VDEN-2, acompafiado de
trombocitopenia grave y carga viral detectable en suero, bazo, higado, piel y cerebro
(162). Ademas, se sugiere que la produccion de TNF-a por macréfagos inducida por
VDEN se correlaciona fuertemente con la hemorragia, ya que la eliminacion de TNF-a
en ratones disminuye la incidencia de hemorragia, lo que indica un papel potencial de la
inmunidad innata en la inmunopatologia de la enfermedad grave.
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. MATERIALES Y METODOS

[I.L1. Disefioy tipo de estudio

En la presente investigacion se realizé un estudio experimental cuantitativo.

[I.2. Cepaviral

Para la evaluacion de la actividad antiviral del extracto alcohdlico de propéleos frente al
VDEN-2 se utiliz6 la cepa A15 (4PR 7P C6/36HT), conservada en la coleccién de cepas
del Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del IPK.

[I.3. Cebadores y sondas

Para la realizacion del ensayo de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con
Transcriptasa Inversa (RT-PCR) en tiempo real se emplearon los siguientes cebadores
y sonda (Tabla 1).

Tabla 1. Cebadores y sonda para deteccién y cuantificacion del VDEN-2

Cebador sentido AAG GAC TAG AGG TTA KAG GAG ACC C
Cebador antisentido | GGC GYT CTG TGC CTG GAW TGA TG
Sonda AAC AGC ATATTG ACG CTG GGA AAG ACC | (5°-JOE)

II.4. Animales de experimentacién

En el estudio se emplearon ratones BALB/c, hembras, entre 8 y 10 semanas de vida, con
un peso aproximado entre 18 y 22 g, suministrados por el Centro de Producciéon de
Animales de Laboratorio (CENPALAB), La Habana, Cuba. Los animales se manipularon
de acuerdo a las normas cubanas para el cuidado y uso de animales de laboratorio
incluidas en las Guias para el Trabajo con Animales de Laboratorio del IPK. Los animales
se alojaron en jaulas con suelo sélido y lecho grueso a una temperatura de 25°C. Ademas,
recibieron alimentos y agua ad libitum, durante todo el periodo de experimentacion.

[1.5. Consideraciones éticas en el uso de animales de laboratorio

En el disefio de los experimentos con animales se siguio el principio de las 3 Rs
(Reemplazo, Reduccion y Refinamiento) enunciado por Russell & Burch (1959) (163). El
protocolo experimental estuvo en concordancia con las regulaciones internacionales
para el manejo y cuidado de los animales de experimentacién y las buenas practicas de
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Laboratorio para estudios preclinicos (164). Ademas, obtuvo la aprobacion del Comité
de Etica del IPK.

Principio del reemplazo: Se realizdé una extensa revision bibliografica en las principales
bases de datos internacionales para revistas biomédicas. Esto permitio seleccionar el
modelo animal a emplear, asi como las dosis de inmunizacion, lo que evité la repeticion
innecesaria de experimentos.

Principio de reduccién: Se emplearon animales con un estado genético BALB/c y la
interpretacion de los resultados experimentales se aval6 con la introduccion de grupos
controles.

Principio de refinamiento: Se tuvieron en cuenta las principales necesidades biolégicas
de los animales: encamado, confinamiento social, alimentacion y suministro de agua
(165). Los procedimientos quirdrgicos y la toma de la muestra del seno orbital se
realizaron con los animales anestesiados.

En la inmunizacion intraperitoneal (i.p) e intramuscular (i.m) se emplearon técnicas
adecuadas para la restriccién del animal y en el estudio del reto viral, se empled la via
intracraneal previa induccion de anestesia en camaras con dietileter (166).

Para evaluar la severidad, se registaron diariamente en una hoja de observacién los
aspectos clinicos individuales junto con una evaluacion neurdlogica especifica del
procedimiento. Se aplicé el punto final humanitario a los animales que experimentaron
problemas de salud o malestares como pérdida de peso superior al 20%, inmovilidad
durante mas de 24 h, falta de acicalamiento, disnea y erizamiento. EI método de
eutanasia empleado fue la exanguinacion (167).

Se emplearon todos los medios de proteccion disponibles, entre los que se encontraron
los uniformes quirdrgicos, guantes, gorros y mascarillas de proteccién. Una vez
concluidos los experimentos las carcazas de los animales sacrificados se colocaron en
bolsas para desechos biolégicos, debidamente rotuladas y se procedio a su eliminacion
segun el procedimiento establecido por el Departamento de Salud, Seguridad y
Epidemiologia Hospitalaria del IPK.

[1.L6. Propodleos

En el estudio se emple6 un extracto alcohélico de propdleos cubano tipo Il (segun su
composicién quimica) al 5 %. Este se obtuvo en el CIAPI a partir de un propéleos materia
prima recolectado en el apiario Medero I, procedente de la provincia Mayabeque del afio
2021.
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11.6.1. Caracteristicas Organolépticas del propdleos

- Color: Rojo

- Apariencia: Liquido

- Olor: Resinoso alcohdlico
- Contenido de sélidos: 5 %

II.7. Analisis histopatoldgico

Para el analisis histopatoldgico se extrajeron los 6rganos higado, bazo, corazon, pulmén,
riidén y cerebro. Este Ultimo, se extrajo solo en los animales retados por via i.c. La
extraccion se realizdé luego de aplicar eutanasia a los animales. Los érganos se
conservaron en formol al 10% para su posterior procesamiento y analisis en el laboratorio
de anatomia patoldgica del IPK.

Para el procesamiento de las muestras se realizé el pase quirtrgico que consiste en la
descripcién macroscopica de la pieza teniendo en cuenta su tamafio, coloracion, aspecto
y morfologia. Las muestras se colocaron en un procesador automatico de tejido con la

funcién de deshidratar, aclarar e inhibir en parafina los fragmentos de tejido seleccionado.

Luego se introdujo cada muestra en parafina 2 °C por encima del punto de fusion de la
misma, sirviendo de sostén al tejido para ser cortado con el empleo de un micrétomo.
Los cortes histoldgicos se realizaron seriados a 4 micras a un angulo de 45 grado para
la cuchilla y la estufa se calent6 hasta 2 °C por encima del punto de fusién de la parafina
(para adherir el tejido a la lamina para su posterior coloracion). La tincion de las laminas
se realiz6 mediante la técnica de hematoxilina/eosina empleando la hematoxilina de
Mayer.

[1.8. Determinacion de la toxicidad del extracto alcohdlico del propdleos
en ratones BALB/c

Este método se basé en la evaluacion toxicoldgica de extractos de propdleos en grupos
reducidos de animales de experimentacion a dosis fijas durante 14 dias (168).

Para este ensayo se emplearon 30 ratones distribuidos en 6 grupos de 5 animales cada
uno. Los grupos de ratones se conformaron atendiendo a la concentracion de extracto
de propoleos empleada para la evaluacion de la toxicidad, 20, 100, 500 y 1000 mg/kg/d,
la via de inoculacion i.p. e i.m., asi como la frecuencia de la dosis de administrada, diaria
y cada 24 h (Tabla 2). En el ensayo se conto con un grupo placebo, el cual solo recibio
NaCl al 0,09 %, administrado diariamente por via i.p. Todos los ratones se inocularon
con un volumen de 0,1 mL durante 10 dias.
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Tabla 2. Grupos de ratones para el ensayo de toxicidad, (n=5)

Grupo de ratones Tratamiento Via de inoculacion Dosis
Grupo placebo (G.P) NaCl al 0,09% I.p. Dosis Unica diaria
Grupo | (G.I) 20 mg/kg/d de L.p. Dosis Unica diaria
propdleos
Grupo Il (G.II) 500 mg/kg/d de I.p. Dosis Unica diaria
propodleos
Grupo Il (G.1II) 1000 mg/kg/d de I.p. Dosis Unica diaria
propdleos
Grupo IV (G.IV) 500 mg/kg/d de I.p. Dosis Unica
propdleos espaciada
Grupo V (G.V) 500 mg/kg/d de I.m Dosis Unica diaria
propoleos

Cada grupo se observo diariamente durante 14 dias y se registraron los datos desde la
aparicion de los signos de toxicidad de moderado o bajo grado de severidad relacionados
con el estado general y comportamiento de los ratones (lagrimeo, apnea, disnea,
salivacion, temblor, somnolencia, letargo, ruido nasal, erizamiento, epistaxis,
convulsiones y paralisis, disminucién del acicalamiento), hasta la muerte del animal. A
cada signo de toxicidad se le asign6é una puntuacién como se muestra en la Tabla 3.
Ademas, se analizé la variacion del peso corporal de los animales.

El porciento de supervivencia asociado a cada concentracion evaluada se calculd
comparando con el grupo placebo, el cual se consideré como el 100% de supervivencia.
Se determiné el valor de la concentracién toxica media (CTso) y de la dosis letal media
(DLso) mediante regresion lineal a partir de la ecuacion de la linea de tendencia de la
curva dosis-respuesta, obtenida al graficar concentracion del extracto - porcentaje de
aparicion de signo de toxicidad y concentracion del extracto - porcentaje de supervivencia,
respectivamente.
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Tabla 3. Puntuaciones clinicas para el desarrollo de signos y sintomas que indican

enfermedad en los ratones.

tren posterior

Aspecto Puntuacion Acciones

Peso corporal

Pérdida de peso hasta el 10 % 1 Revisar la frecuencia del
seguimiento

Pérdida de peso del 10 % al 20 2 Consultar al veterinario

%

Pérdida de peso superior al 20 3 Consultar al veterinario

%

Acicalamiento

Ligeramente descuidado 1 Revisar la frecuencia del
seguimiento,
Consultar al veterinario

Falta de acicalamiento 2 Revisar la frecuencia del
seguimiento,
Consultar al veterinario

Locomocion

Postura/locomocion anormales 1 Revisar la frecuencia del
seguimiento,
Consultar al veterinario

Inmovilidad durante mas de 24 2 Adoptar punto final humanitario

horas (PFH)

Respiracion

Taquipnea (respiracion rapida) 1 Consultar al veterinario

Disnea (dificultad para respirar) 2 Adoptar PFH

Erizamiento

Ligeramente erizado 1

Abundante erizamiento 2 Consultar al veterinario

Sindromes neuroldgicos

Temblor y/o convulsiones 1 Consultar al veterinario

Pardlisis general y/o Caida del 2 Adoptar PFH

Al concluir el periodo de observacion todos los animales del estudio se sacrificaron con
vista a evaluar las posibles alteraciones anatomopatoldgicas de las cavidades y 6érganos
tales como higado, bazo, corazén, pulmén y rifién, que pudieran manifestarse de forma
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macroscopica. Para esto, se procedié segun lo descrito en el acapite para la realizacion
del analisis histopatologico.

[1.9. Determinacién de la actividad antiviral del extracto alcohdlico de
propoleos en ratones BALB/c

Para el desarrollo del ensayo antiviral se emplearon 45 ratones BALB/c distribuidos en 5
grupos de nueve animales cada uno. En este estudio, los ratones se inocularon con 0,1
mL de 200 dosis infectivas media en cultivos celulares (DICCso) del VDEN-2 cepa Al15 por
via i.p. Posterior a las cuatro horas de infeccion (4 h.p.i), los animales se trataron con
una dosis diaria de propdleos por igual via durante 10 dias. Ademas, para determinar la
capacidad antiviral profilactica del extracto, el grupo 3 se trat6 con una dosis diaria de
500 mg/kg/d de propdleos por via i.p durante 10 dias. Posteriormente, los ratones se
retaron por via intracraneal (i.c) con 0,1 mL del VDEN-2 cepa A15 con un titulo viral de
10% (Tabla 4).

Tabla 4. Grupos de ratones para el ensayo antiviral, (n=9).

Grupo de Infeccion con Tratamiento Via de inoculacion
ratones VDEN-2 via de del propoleos
inoculacion
Grupo placebo No* NaCl al 0,09% i.p
(G.P)
Grupo | (G.I) 200 DICCso/ via 20 mg/kg/d de i.p
I.p. propoleos; 4h.p.i.
Grupo Il (G.II) 200 DICCso/ via 500 mg/kg/d de i.p
I.p. propoleos; 4h.p.i.
Grupo Il (G.111) 10* DICCso / via 500 mg/kg/d de i.p
i.c / después de propodleos antes de
10 dias de la infeccion
tratamiento
Grupo IV (G.IV) | 200 DICCso/ via Sin tratar Sin tratar
(Control positivo) I.p.

*se seleccionaron tres ratones para el reto con el VDEN-2 a los 10 dias de tratamiento.

Para determinar la actividad antiviral del propdleos, los animales se observaron durante
28 dias y se evaluaron parametros como la aparicion de signos de la enfermedad
(excitabilidad, temblor, ruido nasal, erizamiento, epistaxis, letargo, tendido boca abajo,
pardlisis, disnea, encorvadura y conjuntivitis) y mortalidad, referidos como puntuacién en
la Tabla 3. Por otra parte, se determiné la concentracién del ARN viral en el suero
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(viremia) de los ratones a los 6 y 28 d.p.i, a partir de muestras de sangre extraidas por
via retro-orbital. Por ultimo, a los 28 d.p.i. se realizo la eutanasia a los animales y se
procedio a determinar el grado de lesidon y la concentracion viral en los 6rganos (higado,
bazo, pulmén, rifidén, corazén y cerebro) de los animales, mediante analisis
histopatolégico y RT-PCR, respectivamente.

11.9.1. Extraccion del ARN viral a partir del suero y 6érganos de los ratones
BALB/c infectados

Una vez extraidas las muestras de sangre, estas se centrifugaron durante 10 min a 1
500 rpm para obtener el suero, a partir del cual se emplearon 140 pL para la extraccion
del ARN viral. Para ello se utilizé manualmente, el estuche comercial QlAamp Viral RNA
Mini Spin Kit siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen, Alemania). EIl ARN
extraido se conservd a -80°C hasta su utilizacién en los posteriores ensayos. Para la
obtencién del ARN viral a partir de los érganos, las muestras de los mismos se maceraron
manualmente en PBS 1X. El macerado se centrifugd a 1 500 rpm por 10 min y se obtuvo
el sobrenadante, a partir del cual se realiz0 la extraccion del ARN viral con el empleo del
mismo estuche comercial mencionado anteriormente.

11.9.2. Ensayo de RT-PCR en tiempo real

El ARN extraido se amplificd por qRT-PCR. El sistema que se emple¢ utiliza sondas de
hidrélisis o TagMan® y la amplificacion se realizd6 con el empleo de los cebadores y
sondas propuestos por la Red de Laboratorios para el Diagnéstico de Arbovirus (RELDA)
de la OPS/OMS (Tabla 1). Estos cebadores amplifican un fragmento del gen de la
proteina E del VDEN-2.

Para la mezcla de reaccién de la RT-PCR en tiempo real (Tabla 5), se utilizé el estuche
comercial SuperScriptTM One-Step RT-RCP System with Platinum® Tag High Fidelity
(Invitrogen™, EU). Se distribuyeron 20 uL en placas de 96 pocillos [Micro Amp Fast
Optical 96-well reaction Plate with Barcode (0.1 mL)], Applied Biosystems (ABI), EUA, a
las cuales se les afiadieron 10 yL del ARN viral previamente purificado. Las placas se
sellaron con una pelicula adhesiva para evitar la evaporacion de la mezcla de reaccion y
se colocaron en el termociclador, segun el programa disefiado (Tabla 6).
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Tabla 5. Composicion de la mezcla de reacciéon de la RT-PCR en tiempo real.

Reactivos Volumen en pL
(Para una determinacion)
Agua libre de RNasas 1,35
Solucién Tampdn 2X 12,5
Cebadores (sentido y antisentido) 0,25
Sonda 0,15
Mezcla de enzimas 0,5

Tabla 6. Programa de la reaccion de RT-PCR en tiempo real

Etapas Temperatura (°C) | Tiempo (s)
Transcripcion inversa 50 30 min
Desnaturalizaciéon 95 120
Cuantificacion (45 ciclos)

e Desnaturalizacién 95 15

e Hibridacion 52 10

e Extension 72 60
Curva de Fusién

e Desnaturalizacién 95 0

e Hibridacion 65 15

e Fusibdn 95 0
Enfriamiento 4 30

Una vez concluido el ensayo de RT-PCR en tiempo real los datos se analizaron segun
las instrucciones del fabricante. Se consideraron positivas aquellas muestras cuya linea
umbral (Ct del inglés-Threshold Cycle) estuvo por debajo del ciclo 38 y negativas
aquellas muestras cuyo Ct estuvo por encima del ciclo 38.

[1.10. Procesamiento estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 empleando el programa GraphPad
Prism version 5.00 [GraphPad Software, USA, (http://www.graphpad.com)]. La
comparacion entre los grupos experimentales para la busqueda de diferencias
estadisticamente significativas en la supervivencia y el peso corporal de los ratones
teniendo en cuenta la concentracion, la via de inmunizacién y la dosis del extracto
alcohdlico de propdleos, se realiz6 por medio de la prueba no paramétrica de Kruskal-
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MATERIALES Y METODOS -

Wallis con un nivel de significacion estadistica de p<0.05. El valor de CTso y de DLso se
determiné mediante regresion lineal a partir de la ecuacién de la linea de tendencia de la
curva dosis-porcentaje de supervivencia.
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. RESULTADOS Y DISCUSION

En la actualidad, la medicina tradicional representa una alternativa frente a las
enfermedades infecciosas sin tratamiento especifico. Entre los productos naturales el
propdleos emerge como un compuesto eficaz para prevenir y tratar un gran namero de
enfermedades por las diversas propiedades biolégicas que posee. Estudios realizados
in vitro, demuestran la capacidad antiviral de este producto frente al VDEN (12, 169), por
lo que resulta importante determinar in vivo su toxicidad, efectos terapéuticos y
preventivos para esta enfermedad. Estos estudios preclinicos apoyan futuras
investigaciones que avalan el empleo del propéleos como posible compuesto antiviral.

lll.1. Efecto de la concentracion, la via de inculacién y la frecuencia de la
dosis de administracion del extracto alcohdlico de propdleos cubano en los
ratones BALB/c

Las pruebas de toxicidad constituyen las primeras investigaciones hacia el conocimiento
de la actividad biolégica de un producto natural. Estos ensayos tienen como objetivos:
definir la toxicidad intrinseca del compuesto, identificar los 6rganos blancos, obtener
datos acerca del riesgo que conlleva la exposicion aguda del producto, asi como
proporcionar informacién para la designacion y seleccion de los niveles de dosis para la
conduccion de estudios a largo término (170)

El ensayo de toxicidad realizado en el presente estudio tuvo como objetivo fundamental
determinar la dosis, via de inoculacion y la concentracion del extracto de propdleos que
no provoca toxicidad en los ratones BALB/c. Para ello se evaluaron las concentraciones
de 20, 500 y 1000 mg/kg diariamente por la via i.p. Ademas, la concentracion de 500
mg/kg se evaluo por via i.m y una dosis cada 24 h.

En la Figura 1 se observa que los ratones inoculados con diferentes concentraciones (20,
500 y 1000 mg/kg) del extracto alcohdlico de propdleos cubano tipo I, por via i.p e i.m,
sobrevivieron a los 15 dias del ensayo. Asimismo, no se observaron signos de toxicidad
de menor grado, relacionados con el estado general y comportamiento de los ratones
tales como, letargo, ruido nasal, erizamiento, convulsiones, pardlisis y disminucion del
acicalamiento. La DLso y la CTso en ratones BALB/c inoculados por via i.p fue mayor de
1000 mg/kg y por via i.m superior a los 500 mg/kg. Estos resultados demuestran que el
extracto de propoleos no resulto toxico para los ratones BALB/c, independientemente de
las vias empleadas, las dosis y las concentraciones evaluadas.
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Figura 1. Porciento de supervivencia de los ratones inmunizados con el extracto de
propoleos. Se representa el comportamiento durante 14 dias del grupo de animales placebo
y grupos de animales inmunizados con 20, 500 y 1000 mg/kg por via i.p y dosis Unica (grupos
1, 2y 3). Ademas, se muestran los grupos de animales inmunizados con 500 mg/kg via i.p,
dosis espaciadas cada 24 h (grupo 4) y por via i.m, dosis Unica (grupo 5). y = 100 y R? = #N/A

para cada grafico.

Los resultados del presente estudio son similares a los obtenidos por Pérez y cols, 2003,
guienes evallan en ratas Sprague Dawley, una tintura de propdleos cubano por via oral,
la cual no provoco la muerte ni la aparicion de signos de toxicidad (171). Asimismo, son
resultados comparables con los planteados por Seijo y cols, 2022, quienes demuestran
gue una tintura hidroalcohdlica de propdleos cubano no presenta riesgo de toxicidad; al
probar dicho producto en igual modelo animal (172). Ambos estudios indican la ausencia
0 muy baja toxicidad del propdleos cubano.

En la Figura 2 se muestra el comportamiento del peso corporal, en los diferentes grupos
de ratones. Como se puede apreciar hubo un aumento de peso en todos los ratones a
excepcioén del grupo inoculado con 1000 mg/kg (Figura 2A), que mostrd una pérdida de
peso de un 4.1%, valor aun por debajo del limite de toxicidad (10%). El analisis
estadistico de los resultados arrojo que esta disminucion no fue significativa (p>0.05).
Asimismo, para esta concentracion no se observo mortalidad ni signos de toxicidad, por
lo que no se considero toxica durante el periodo evaluado. Por otra parte, al cuarto dia
del experimento se observo un incremento del peso corporal de un 12 % en el grupo de
ratones inoculados con la concentracion de 20 mg/kg, en comparacion con el grupo
placebo que tuvo un aumento de 3.1%. Esto significa que con cuatro dosis de propdleos
a la concentracion de 20 mg/kg se produce un aumento significativo del peso (p=0.0066)
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en los ratones BALB/c con respecto al control, lo cual favorece el empleo de esta
concentracion para la evaluacion de la actividad antiviral del extracto de propdleos
cubano.

El comportamiento del peso corporal es uno de los principales indicadores de posibles
trastornos organicos en las evaluaciones de la toxicidad de productos naturales (16) con
una asociacion entre la no ganancia o incremento del peso corporal con la baja toxicidad
del producto evaluado. Estudios realizados sobre la toxicidad de propdleos de diferente
origen geografico muestran similar comportamiento del peso corporal en ratones. Hwang
y cols, 2020, al evaluar los efectos del propdleos coreano en ratones BALB/c con colitis
inducida por sulfato de dextrano sédico (DSS) demuestran que los ratones que recibieron
oralmente el propéleos a la concentracion de 500 mg/kg no mostraron diferencias en el
peso corporal en comparacién con los controles, lo que sugiere que el propoleos coreano
a la mayor concentracién evaluada no afectd el peso corporal de los ratones BALB/c
(173).

Por su parte, Shimizu y cols, 2011 al estudiar la toxicidad de tres tipos de propdleos
brasilefios a una concentracion de 10 mg/kg obtienen que no hubo diferencia significativa
entre los pesos corporales netos de los ratones infectados y el grupo placebo, el décimo
dia después de la infeccion (174).
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Figura 2. Efecto del extracto alcohélico de propdleos sobre el peso corporal de los ratones

BALB/c comparado con el grupo placebo para cada concentracion empleada (A), vias de
inoculacion (B), y la frecuencia de administracion de las dosis evaluadas (C) (p>0.05)
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Al comparar el efecto del extracto alcohdlico de propdleos administrado por diferentes
vias de inoculacion, i.p e i.m en los ratones (Figura 2B) se observo que no existen
diferencias significativas entre ambas vias en cuanto al comportamiento de peso corporal.
Resultados similares se obtuvieron cuando se compararon las frecuencias de
administracion de las dosis de inoculacion (diarias y cada 24 h) (Figura 2C). Sin embargo,
el analisis estadistico obtenido al comparar las pendientes de las curvas de ganancia de
peso corporal de los grupos inoculados con 500 mg/kg por via i.m (p=0,0019) y cada 24
h (p=0,0034) con el control indic6 que hubo diferencias significativas. Asimismo, la
correlacion de Spearman mostré una correlacion positiva significativa (p=0.0167) para el
grupo inoculado con 500 mg/kg por via i.m, lo que significa que a medida que aumentan
los dias y el nimero de dosis, aumenta también el peso corporal de los ratones. Estos
andlisis permitieron determinar que independientemente de la via de inoculacion y la
frecuencia de la dosis evaluada, el comportamiento del peso en los ratones BALB/c no
se afectd negativamente, por tanto, ninguna de las variables resultd toxica para este
modelo animal.

Numerosos estudios sobre la evaluacién de la toxicidad de extractos de propdéleos
muestran los efectos no toéxicos de los mismos en ratones, independientemente de la
concentracion, la via de inmunizacion, la frecuencia de las dosis empleadas y el origen
geografico. En una investigacion que evalla la toxicidad aguda oral de un extracto de
propodleos en ratones la DL50 fue mayor que 7,34 g/kg, lo que significa que el extracto no
fue toxico hasta esta concentracion (175). Otros investigadores evaluan la toxicidad oral
de dos extractos alcoholicos de propdleos y no se produjo mortalidad ni signos de
toxicidad a dosis de hasta 5g/kg de peso (176). Autores iranies estudian la composicion
qguimica, toxicidad oral y actividad antimicrobiana de propéleos iranies y obtienen
resultados semejantes a dosis limites (177).

Investigaciones realizadas con propdleos cubanos evalGan la toxicidad aguda oral de un
extracto de propoéleos cubano en ratas Sprague Dawley mediante un ensayo limite donde
se administra una dosis de 2 g/kg y no se observa toxicidad (178). Otros estudios
toxicoldgicos realizados a extractos etandélicos de propdleos procedentes de la region
occidental de Cuba, en ratones OF1 de ambos sexos, a una dosis de 2 g/kg, por via oral,
refieren que este producto no produce letalidad, ni desarrolla signos téxicos (179).

Otro de los aspectos a considerar en la evaluacion de la toxicidad de compuestos
naturales es el andlisis de los dafios a nivel de 6rganos. Al realizar el estudio
macroscopico de los érganos corazon, pulmén, bazo, higado y rifién, para la basqueda
de posibles signos de toxicidad se observé que no hubo ningan dafio posterior a la
administracion del extracto alcohdlico del propdleos.
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En la Figura 3 se muestra los resultados histopatoldgicos de la evaluacion de la toxicidad
en los grupos de ratones inmunizados con las diferentes concentraciones del extracto
alcohdlico del propdleos. En la misma se observa el desarrollo de una ligera atelectasia
pulmonar focal acompafada de restos de necrosis (RN) en pulmén en los ratones
inoculados con propdleos a diferencia del grupo placebo (Figura 3A y 3B). Esto sugiere
que el extracto a pesar de no inducir signos clinicos de toxicidad y no causar la muerte
de los ratones, si puede afectar ligeramente el pulmén de los mismos. Sin embargo, en
el analisis histopatolégico de los 6rganos del grupo placebo se observé congestion
vascular, hemorragia focal intra-alveolar pulmonar, deplecion linfoide intensa en bazo y
congestion de las auriculas cardiacas, lo cual indica que los ratones sufrieron un proceso
infeccioso asintomatico. Este resultado del grupo placebo sugiere que la atelectasia y los
RN observados en los ratones inmunizados con propéleos son consecuencia de la
respuesta inmune inducida por el prop6leos mas que por su toxicidad.

La infiltracion inflamatoria pulmonar focal, la ligera hiperplasia de células Kupffer en
higado y el aumento de tamafio del bazo por expansion interfolicular, observados en los
ratones inmunizados con las diferentes concentraciones de propdéleos sugieren que este
extracto favorece la produccién de células implicadas en la respuesta inmune de los
ratones BALB/c. Varias son las investigaciones que se realizan sobre el papel del
propoleos en el sistema inmune, con diferentes enfoques experimentales in vitro e in vivo.
Yosri y cols, 2021, plantean en un estudio acerca de las propiedades
inmunomoduladoras del propodleos, que este producto natural induce una respuesta
inmune modulada por TLR (del inglés Toll-like receptor) que reconoce las moléculas
PAMPs (del inglés pathogen asociated molecular patterns) en ratones BALB/c, asi como
incrementa la expresion de células CD4+ y CD8+ ante microorganismos (180). Asimismo,
Ripari y cols, 2021, refieren que el propoleos puede modular la funcién de diferentes
células involucradas en la inmunidad innata y adaptativa, como macréfagos, monocitos,
neutrofilos, células NK vy linfocitos, lo cual mejora su actividad y mecanismos de defensa
ante agentes infecciosos (144). En otro estudio realizado en ratones albinos suizos, se
obtiene que la administracion de propéleos por sonda durante 4 dias luego de una lesién
causada por un implante intraperitoneal disminuye la produccion de TGF-f1 y aumenta
el numero de neutrdfilos, la acumulacién de macréfagos y la produccion de TNF-a y del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (181). Estos resultados indican que el
propdleos puede activar mecanismos de la respuesta inmune involucrados en la
eliminacién de microorganismos.
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Ratoén Placebo Raton inmunizado Exp. in.

Figura 3. Hallazgos histopatolégicos observados en el analisis de toxicidad. (A)
Pulmén sano y el desarrollo de atelectasia pulmonar focal (At P) en ratones
inmunizados con propoleos (B)Higado sano del y el desarrollo de infiltrado
inflamatorio focal (l.1), restos de necrosis (RN) e hiperplasia de células Kupffer (Hip
CK) en higado de los ratones tratados con propéleos (C) Bazo sano y aumento del
tamarfio del bazo por expansion interfolicular (Exp. In.) en ratones inmunizados con
propodleos. Todas las microarafias se realizaron a 40X.

El analisis histologico del corazén y del rifidn de los grupos tratados con propdleos no

mostré dafos en estos 6rganos, lo cual indica la no toxicidad del propéleos en los mismos.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Kalia y cols, 2014, quienes evalGan un
extracto alcohélico de propéleos indio, en ratones BALB/c a dosis de 300, 500 y 1000
mg/kg por via oral. Los autores no encuentran diferencias en los parametros bioquimicos,
hematoldgicos e histoldgicos con respecto al grupo control (182).

De los resultados del presente andlisis de toxicidad se infiere que, el extracto alcohélico
de propdleos, no fue toxico para los ratones BALB/c con respecto a los parametros
evaluados, por lo cual puede emplearse en los estudios posteriores de actividad antiviral.
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[ll.2. Actividad anti-virus dengue 2 del extracto alcohdlico de propoleos en
los ratones BALB/c

El objetivo de este ensayo fue determinar la actividad anti-VDEN-2 del extracto alcohdlico
de propoleos en ratones BALB/c. Para ello se evaluaron las concentraciones de 20 y 500
mg/kg, por via i.p, con la administracion de una dosis Unica diaria durante 28 dias.

En la Figura 4 se muestran los resultados del estudio de supervivencia de los grupos
controles y de los ratones tratados con propéleos. En la misma se observa que en los
grupos tratados con propoleos luego de la infeccién con el VDEN-2 (Figura 4B y 4C),
todos los ratones sobrevivieron a la infeccién viral y no mostraron signos de la
enfermedad. Estos resultados sugieren que el extracto alcohdlico de propoleos pudiera
presentar una actividad antiviral luego de la infeccion con el VDEN-2.

Existen pocos estudios que evallan los extractos de propdleos como compuestos
antivirales (144). Shimizu y cols, 2008, demuestran la eficacia del propdleos frente a la
infeccion por el virus influenza HIN1 en ratones DBA/2, con un incremento de la
produccion de IFN-y y la activacion de la respuesta Th1 dirigida por los linfocitos T CD4+
(183). Por su parte, Sartori y cols, 2012, plantean la reduccién de los dafios causados
por VHS-2 al administrar propoleos a 50 mg/kg en ratones BALB/c (184).

Al comparar los resultados de los grupos tratados con el grupo control de la enfermedad
no se observaron en este Ultimo, signos caracteristicos de la infeccion ni mortalidad. Este
resultado se corrobord con la determinacion de la viremia mediante el ensayo de RT-
PCR en tiempo real en el suero obtenido a los seis d.p.i y de los érganos extraidos al
término del experimento, los cuales fueron negativos. Los resultados del grupo control
positivo en este ensayo son similares a los obtenidos por Paes y cols, 2005, quienes
evallan a los ratones BALB/c como un modelo animal de infeccion para el VDEN-2 (185).
Estos autores observan que todos los ratones sobreviven a la infeccion y no presentan
signos clinicos de la enfermedad tras inocular por via i.p una cepa de VDEN-2 no
adaptada en ratones.
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Figura 4. Porciento de supervivencia de los ratones BALB/c ante cada tratamiento del analisis
antiviral del extracto alcohdlico de propdleos. Se representa el comportamiento durante 28 dias
de los grupos de animales, placebo (A), grupo de ratones inoculados con 200 DICC50 del
VDEN-2 cepa Al5 por via i.p y tratados a las 4 h.p.i con 20 mg/kg (B) y 500 mg/kg (C) de
propéleos, grupo de animales inoculados inicialmente con 500 mg/kg del extracto alcohdlico
durante 10 dias y retados via i.c con 10* DICC50 del VDEN-2 (D) y grupo de ratones control
positivo inoculados con 200 DICC50 del VDEN-2.

La Figura 4D muestra la curva de supervivencia del grupo retado con VDEN-2 luego de
la administracion de 10 dosis de propdleos a 500 mg/kg (grupo 3). En esta se observa la
muerte de un ratdn al dia 26, el cual mostré con anterioridad signos de la infeccion por
VDEN tales como la caida del tren posterior, erizamiento y temblores (Figura 5). Ademas,
se detectd la presencia del VDEN-2 por la técnica de RT-PCR en tiempo real en la
muestra de cerebro. El analisis del comportamiento de su peso corporal determiné que
hubo una pérdida de la masa corporal de un 34.1% desde el 5 d.p.i., lo cual puede ser
consecuencia del desarrollo de la enfermedad (datos no mostrados). El resto de los
ratones del grupo 3y los retados en el grupo placebo fueron negativos al ensayo de RT-

PCR en tiempo real y no desarrollaron ningun signo de la infeccion durante el periodo
evaluado.
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Figura 5. Signos de la enfermedad observados en el ratdn fallecido del grupo 3 en el estudio
de la actividad antiviral. (A) Raton sano, (B) y (C) Raton con caida del tren posterior y
erizamiento.

Al realizar el analisis histopatologico de los érganos extraidos (corazon, higado, pulmén,
bazo, cerebro y rifidn) se observo el desarrollo de una atelectasia pulmonar focal y RN
en higado, rifién y pulmén, en los grupos tratados con propéleos antes y después de la
infeccidn, no siendo asi en los grupos controles. La histopatologia del grupo placebo
mostrd que estos no sufrieron un proceso infeccioso a diferencia del estudio de toxicidad.
Ademas, en el grupo control positivo no se observaron dafios en pulmén asociados a la
infeccion; sin embargo, estudios plantean que el VDEN-2 provoca dafio histopatolégico
severo en pulmones tales como engrosamiento de tabiques interalveolares y neumonia
intersticial, caracterizada por la presencia de células mononucleares en ratones BALB/c
infectados con el virus no neuroadaptado por via intraperitoneal e intravenosa (186, 187).
La extraccion de los 6rganos a los 28 dias realizada en el presente estudio pudiera ser
la causa de la no observacion de dafios en pulmoén de los ratones del grupo control de la
enfermedad. Estos resultados confirman que la atelectasia pulmonar y los RN en higado,
rifidn y pulmon se produjo por la respuesta inmune inducida por el extracto alcohdlico
evaluado, debido al dafio pulmonar ocasionado por el VDEN-2.

Ademas, en el grupo control de la enfermedad se observé un proceso de infiltrado
inflamatorio en los lobulillos hepaticos que pueden ser provocados por una hepatitis
reactiva. Estos resultados concuerdan con un estudio realizado con el objetivo de
caracterizar a ratones BALB/c como modelo animal de la infeccion de VDEN-2 por via
i.p., en el cual se observan lesiones en higado que indican una replicacién del virus en
este drgano (185). Por otra parte, en los ratones inmunizados con propoleos también se
observé un infiltrado inflamatorio, pero en mayor medida que el grupo control positivo,
asi como también hiperplasia de células de Kupffer en higado. Estos hallazgos sugieren
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gue los ratones al ser inmunizados con propéleos desarrollan una mayor respuesta
inmune que los ratones inoculados con VDEN-2, lo que pudiera estar relacionado con
una actividad antiviral.

Asimismo, en el grupo inoculado con virus luego del tratamiento con propdleos, se
observaron las lesiones anteriormente descritas, ademas de una respuesta inflamatoria
inespecifica de meninges focal y la reparacién de los bazos sanguineos en cerebro, no
mostrada en los otros grupos tratados con propéleos. Estas lesiones pueden deberse a
gue dicho grupo se inocul6 con el VDEN-2 por via i.c.

Ademas, se observo que los ratones tratados con 500 mg/kg del extracto alcohélico de
propdleos presentaron lesiones en pulmoén no observadas en los grupos controles ni en
los inoculados con 20 mg/kg de propdleos, tales como hemorragia interna y externa,
trombos y necrosis del vaso sanguineo resultados de una respuesta inmune exacerbada,
gue puede estar dada por la combinacion de una alta concentracion de propéleos con el
VDEN-2. Esto sugiere que los dafios histopatolégicos observados al evaluar la actividad
antiviral dependen de la concentracion del extracto alcohdlico de propéleos.
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Bazo sano

Figura 6. Hallazgos histopatolégicos observados en el estudio de actividad antiviral. (A) Pulmén sano del
grupo placebo; atelectasia pulmonar (At P) focal de los grupos inmunizados con propéleos; hemorragia interna
(H. in), hemorragia externa (H. ext) con necrosis del vaso sanguineo, restos de necrosis (RN) en pulmén y
trombo pulmonar observados en el grupo inoculado con 500 mg/kg del extracto alcohdlico de propéleos. (B)
Higado sano del grupo placebo; restos de necrosis en higado, infiltrado inflamatorio (I.1) focal e hiperplasia
de células Kupffer (Hip.CK) observadas en los grupos inmunizados con propéleos (C) Bazo sano del grupo
placebo; expansion interfolicular (Exp. in) y restos de necrosis en el bazo de los grupos tratados con
propdleos.
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CONCLUSIONES

La via de inoculacioén, la frecuencia de la dosis evaluada y la concentracion del
extracto, no afectaron el comportamiento del peso corporal de los ratones BALBI/c,
por lo que estas variables no influyeron en la toxicidad del extracto alcohdlico del
propodleos en este modelo animal.

La atelectasia pulmonar focal y los restos de necrosis en tejidos de higado y bazo
observadas en los grupos tratados con propdleos, pudieran corresponderse a la
induccion de la respuesta inmune anti-infecciosa mas que a la propia toxicidad del
propodleos teniendo en cuenta que las lesiones encontradas en el control positivo
son compatibles a un posible proceso infeccioso.

La supervivencia y los hallazgos histopatologicos observados en los ratones luego
de la infeccién con el VDEN-2 y el tratamiento con propdleos sugiere que el
extracto alcohdlico de propdleos pudiera presentar una actividad antiviral e inducir
una respuesta inmune contra la infeccién del VDEN-2.
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RECOMENDACIONES

Evaluar otras concentraciones del extracto alcohdlico de propdleos en los estudios
de toxicidad y actividad antiviral.

Determinar el efecto del extracto alcohdlico de propdleos en la respuesta inmune
inducida en los ratones inmunizados con el VDEN.
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