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Resumen: 

 
La fiebre chikungunya es una enfermedad causada por el virus Chikungunya 

(CHIKV) que genera síntomas inflamatorios y debilitantes (artralgia, artritis y 

mialgia). Esta enfermedad es transmitida por los mosquitos Aedes albopictus y 

Aedes aegypti, y desde el brote epidémico en la isla La Reunión en 2005-2006, 

genera casos en áreas tropicales y subtropicales de Asia, África y las Américas, 

llegando al norte de Argentina. En la actualidad, no existen antivirales contra este 

virus, por lo que los tratamientos de la enfermedad son de apoyo y alivio de los 

síntomas. 

En otras investigaciones se ha reportado que un grupo de compuestos químicos 

derivados del anillo de quinazolina funcionan como antivirales inhibidores de la 

polimerasa de distintos virus que, al igual que chikungunya, tienen un genoma de 

ARN. En base a la conservación estructural entre las polimerasas de estos virus, se 

hipotetiza que las 4-amino-quinazolinas presentan actividad antiviral contra CHIKV, 

probablemente con la polimerasa viral como blanco. Para abordar esta hipótesis se 

propone realizar un screening de actividad de ocho 4-amino-quinazolinas para 

identificar moléculas activas frente a CHIKV y caracterizar de forma preliminar su 

modo de acción antiviral. 

Se evaluó el efecto antiviral de los compuestos in vitro utilizando un virus 

recombinante derivado de un clon infeccioso de CHIKV que expresa la proteína 

fluorescente Zs-Green como gen reportero y permite cuantificar la infección a partir 

del conteo de unidades formadoras de focos fluorescentes. La toxicidad de los 

compuestos se evaluó mediante ensayos de tinción con Violeta Genciana y 

MTS/PMS. Como resultado se identificaron dos compuestos activos (QMED2 y 

QMED3) que presentaron una concentración efectiva del 50% (CE50) en el orden de 

micromolar y un índice de selectividad mayor a 50. Esta actividad se confirmó contra 

un aislamiento de CHIKV wild type mediante ensayos de rendimiento viral. 
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Dada su menor citotoxicidad, se seleccionó QMED2 para estudiar su modo de 

acción. Como una aproximación a la validación del blanco de acción de este 

compuesto se realizaron ensayos de tiempo de agregado de compuesto y de 

replicación en trans de una ARN subgenómico. Los resultados sugieren que QMED2 

actuaría luego de la entrada y traducción del genoma viral, de manera similar a 

Favipiravir, un inhibidor de la polimerasa viral. De acuerdo a la hipótesis planteada, 

los resultados preliminares del ensayo de trans-replicación sugieren que QMED2 

tendría como blanco alguna de las proteínas no estructurales que conforman al 

complejo de replicación viral. 

En conclusión, se identificaron quinazolinas como potenciales antivirales para 

CHIKV. La caracterización biológica preliminar de su blanco será complementada en 

un futuro con la selección de virus resistentes que permitan definir su mecanismo y 

blanco de acción con mayor certeza. Finalmente, se realizarán modificaciones 

químicas sobre la molécula con el objetivo de optimizar la potencia antiviral frente a 

CHIKV de esta familia de compuestos. 
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Lista de Abreviaturas 
 

Abreviatura Significado 

AAD Antivirales de acción directa 

Abs Absorbancia 

Ads Adsorción 

CC Control de células 

CC50 Concentración citotóxica del 50% 

CE50 Concentración efectiva del 50% 

CHIKV Virus de Chikungunya 

CHIKV LR Virus de Chikungunya del linaje “La Reunión” 

CHIKV-ZsGreen Virus de Chikungunya reportero 

CIBION Laboratorio de Química Medicinal del Centro de Investigaciones 
en Bionanociencias 

CMV Cytomegalovirus 

CV Control de virus 

ECP Efecto citopático 

FDA Administración de comida y drogas (Food and Drugs 
Administration) 

Fluc Luciferasa de Luciérnaga 

Gluc Luciferasa de Gaussia 

IOL Linaje del océano Índico 

IS Índice de selectividad 

Linaje ECSA Linaje de las regiones centrales, orientales y sur del continente 
Africano. 

Linaje WA Linaje del oeste del continente Africano. 

MOI Multiplicidad de infección 

MTS Tetrazolio[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sul
fofenil)-2H-tetrazolio 

Nsp Proteína no estructural 
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PEI Polietilenimina 

PFA Paraformaldehido 

PMS Metosulfato de fenazina 

RdRp Polimerasa de ARN dependiente de ARN 

RLU Unidades relativas de luminiscencia 

SE Semana epidemiológica 

SG Sub-genómico 

T Tratamiento 

UFF Unidad formadora de foco 

UFP Unidad formadora de placa 
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Introducción 
 

1. Fiebre de Chikungunya: 

 

La fiebre Chikungunya es una enfermedad causada por el virus Chikungunya 

(CHIKV). Tiene un inicio rápido y se caracteriza por astenia, artralgia, mialgia, dolor 

de cabeza y erupciones cutáneas [1]. En general, el inicio de los síntomas y su 

severidad está asociado a la viremia. El dolor articular es el síntoma característico 

de la infección con CHIKV, ocurre en la mayoría de los pacientes (95%), es simétrico 

y afecta las grandes articulaciones distales como piernas y brazos. A diferencia de 

otras enfermedades febriles causadas por virus transmitidos por mosquitos como el 

dengue, la mayoría de las personas infectadas con CHIKV presenta síntomas, con 

menos de un 15% de individuos asintomáticos [2].  

La infección por CHIKV comienza cuando un mosquito Aedes infectado pica a un 

huésped humano. Durante la picadura, el virus se libera en la dermis y los capilares 

subcutáneos. Algunos estudios sugieren que la replicación inicial se da en 

fibroblastos, monocitos, macrófagos y células endoteliales. En 2 a 4 días, el virus 

llega al torrente sanguíneo y se disemina a otras partes del cuerpo. Los órganos 

blanco del CHIKV incluyen articulaciones, músculos, piel y, con menor frecuencia, 

hígado, riñones, ojos y el sistema nervioso central [3] (Figura 1 A). La fase aguda de 

la enfermedad se resuelve en el término de una semana, con la caída de la viremia 

asociada a la aparición de anticuerpos IgM como se muestra en la Figura 1B [4]. 

Adicionalmente, la infección con CHIKV induce una respuesta inmune de memoria 

que protege contra la reinfección. 
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Figura 1: Esquema del desarrollo y resolución de la infección por el virus de 

Chikungunya. Extraído de [5]. En (A) infección del virus en diferentes tejidos. En (B), 

desarrollo de la enfermedad y respuesta inmune humoral en función del tiempo. 

 

Los casos de infección con CHIKV que requieren hospitalización son raros y, en 

general, ocurren en personas con comorbilidades, en ancianos o en niños [1]. 

Dentro de las manifestaciones clínicas severas, CHIKV puede causar 

encefalopatías, miocarditis, hepatitis y falla multiorgánica. El reporte de 
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encefalopatías causadas por CHIKV ha aumentado en los últimos años, 

principalmente asociados a los brotes epidémicos de gran escala [6]. En este 

contexto, los neonatos representan un grupo de riesgo especial. Si bien CHIKV no 

infecta células trofoblásticas de la placenta como otros virus del mismo género, la 

transmisión del virus de la madre al hijo es frecuente en el contexto de la viremia 

materna durante el parto y, a menudo, resulta en la infección neonatal grave [7]. Por 

otro lado, en individuos sanos, la infección con CHIKV está asociada a dolor 

articular crónico que puede persistir por meses o años después de la infección en 

aproximadamente el 50% de los pacientes [8]. El dolor articular es severo y puede 

resultar discapacitante, lo que conlleva un elevado impacto socioeconómico [9]. En 

la actualidad, se desconoce si el dolor articular crónico es producto de la infección 

viral persistente o se debe a la respuesta inflamatoria asociada a la falta de 

eliminación de antígenos virales. 

 

2. Epidemiología: 

 

El virus CHIKV es originario del continente Africano, donde circula principalmente en 

un ciclo de transmisión selvático, transmitido por el mosquito Aedes aegypti y está 

asociado a brotes esporádicos en la población humana [10]. A partir del análisis 

genómico, se identificaron dos linajes en dicho continente asociados a distintas 

regiones geográficas: el linaje Áfricano occidental (WA, Western Africa) y el linaje 

Áfricano oriental y central (ECSA Eastern, Central and South Africa) [11].  

A partir del siglo XVIII, CHIKV fue introducido en distintas ocasiones en el 

subcontinente Indio, donde fue responsable de brotes epidémicos de gran escala 

seguidos de largos períodos inter epidémicos [12]. Uno de estos eventos dió lugar a 

la diferenciación de un tercer linaje, el linaje Asiático, que divergió del linaje ECSA y 

fue responsable de la infección de miles de personas en la década de 1960 en India 

y el sudeste asiático [11]. A diferencia de brotes anteriores, el linaje Asiático se 

estableció en la región y continúa en circulación en la actualidad [13]. 

Después de estar circunscrito a las regiones tropicales de África y Asia, en las 

últimas dos décadas CHIKV se propagó a escala global. En el año 2004, luego de 

un brote en Kenya causado por un virus del linaje ECSA, CHIKV se expandió a 
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numerosas islas del Océano Índico, dentro de las cuales se encuentra la Isla La 

Reunión [14]. En los años subsiguientes, el virus continuó expandiéndose y causó 

brotes epidémicos en distintos países del sudeste asiático y, por primera vez, se 

observó circulación autóctona de CHIKV en Europa [15]. Las cepas de CHIKV 

asociadas con este brote epidémico forman un clado monofilético derivado del linaje 

ECSA, que se denomina linaje IOL (Indian Ocean Linage) [16]. Este linaje se 

propagó principalmente mediante el mosquito Aedes alpotictus. 

En el año 2013, se registró el primer caso de transmisión local de CHIKV en el 

continente Americano [17]. El caso fue reportado en la isla caribeña de Saint Martin 

y fue causado por la introducción de un virus del linaje Asiático (Figura 2). Desde 

entonces, cerca de 50 países del continente han reportado circulación autóctona de 

CHIKV y el virus ha infectado a más de tres millones de personas [18, 19]. En la 

actualidad, el cono sur es uno de los principales focos de circulación de CHIKV. 

Desde el 2019, Brasil registra más de 100.000 casos por año. En América, en el 

2024 y hasta la SE 14, se notificaron 186.274 casos, incluyendo 60 defunciones por 

chikungunya, con el 97% de los casos notificados en Brasil (n=180.600) [20]. En 

Argentina, desde la SE 31 del 2023 y hasta la la SE 14 del 2024, se notificaron un 

total de 389 casos confirmados y probables. Del total de casos, 262 no tuvieron 

antecedentes de viaje, 33 fueron importados y 94 se encontraban en investigación. 

Los casos autóctonos se registraron, en su mayoría, en las provincias de Salta 

(n=63), Chaco (n=59), Santa Fe (n=50), Buenos Aires (n=45) y Misiones (n=20) [20]. 

En América, la circulación de CHIKV está asociada a dos variantes epidémicas, una 

variante derivada del linaje Asiático y otra derivada del linaje ECSA, distinta de la 

variante IOL, que circula principalmente en Brasil [21-23]. 
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Figura 2: Epidemiología de CHIKV y sus distintos linajes en el mundo y a lo largo del 

tiempo. Extraído de [24]. 

 

3. Prevención y Tratamientos: 

 

En la actualidad, la manera de prevenir la infección por CHIKV es mediante el 

control de la población de los vectores, Aedes aegypti y Aedes alpotictus.  

A finales de 2023 la FDA aprobó Ixchiq (Valneva), una vacuna de virus atenuado 

contra CHIKV para personas mayores de 18 años, y con un alto riesgo de 

exposición al virus [25, 26]. Sin embargo se requiere realizar más pruebas para 

evaluar el riesgo de efectos adversos similares a la infección por CHIKV, y la vacuna 

sólo está aprobada en la Unión Europea, Canadá y Estados Unidos [27], por lo cual 

aún no está disponible en países con alta circulación viral.  

En la actualidad no existen antivirales efectivos para el tratamiento de las 

infecciones por CHIKV, por lo que los tratamientos de la enfermedad son de 

acompañamiento y alivio sintomático, pero no resuelven la infección de manera 

directa ni evitan el desarrollo de la artritis crónica [28]. 
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4. Clasificación, Genoma y Morfología: 

CHIKV es un Alfavirus de la familia Togaviridae, con un genoma de ARN de 

polaridad positiva de aproximadamente 12 Kb, delimitado por dos regiones no 

codificantes. El ARN genómico codifica 4 proteínas no estructurales (nsp1-4) en el 

primer marco de lectura abierto (ORF) y 5 proteínas estructurales (C, E3, E2, 6K y 

E1) en el segundo ORF, como se observa en la Figura 3A. Mientras que el primer 

ORF se traduce directamente a partir del genoma de ARN del virus, el segundo 

ORF se traduce a partir de un ARNm que se sintetiza luego de la replicación del  

ARN de polaridad negativa, bajo un promotor específico (promotor subgenómico), y 

solo representa una fracción del genoma completo del virus. 

La partícula viral es envuelta, con 80 heterotrímeros de las glicoproteínas 

transmembrana E2 y E1 en su superficie (Figura 3B) [3]. 
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Figura 3: Genoma de CHIKV y morfología de un alfavirus. En (A), representación 

esquemática del genoma de CHIKV y el procesamiento de las proteínas que 

codifica. SG: promotor subgenómico. En (B) modelo de partícula viral de CHIKV, con 

escala de colores en función del radio, de azul en el centro, a rojo en la superficie. 

Extraído de [29] 

 

5. Ciclo de Replicación : 

 
A nivel celular, en mamíferos, la infección comienza con la adsorción (Figura 4), 

cuando E2 reconoce un receptor específico, aún no descrito, en la superficie celular, 

lo que desencadena una endocitosis mediada por clatrina, aunque en células 

musculares también se ha descrito la entrada del virus por pinocitosis y 

macropinocitosis [30]. Luego, la vesícula de clatrina con la partícula viral se fusiona 

a un endosoma temprano, donde la disminución del pH produce cambios 

conformacionales en E1, lo que lleva a una desestabilización de los heterotrímeros 

E2/E1, separando estas proteínas. Luego E1 expone e inserta en la membrana 

endosomal un loop de fusión, y homotrimeriza, resultando en la fusión entre la 

membrana endosomal y la envoltura viral, de manera que la cápside se libera al 

citoplasma, donde se desensambla y libera el genoma viral.  

Una vez liberado el genoma viral en el citoplasma, este se traduce directamente por 

los ribosomas de la célula, generando las poliproteínas no estructurales P123 y 

P1234. Ambas poliproteínas se producen a partir del mismo ORF, el cual contiene 

un codón de terminación de la traducción entre nsp3 y nsp4 que a veces se saltea, 

dando lugar a la formación de estas poliproteínas. La proteína nsp2 contenida en 

estas poliproteínas tiene actividad proteasa en cis, y produce las proteínas no 

estructurales nsp1, nsp2, nsp3 y nsp4 (Figura 3A). La proteína nsp1 madura tiene 

actividad N7-guanina metiltransferasa y guanililtransferasa, por lo que coloca el CAP 

a los ARN que se generarán más adelante en el ciclo de replicación viral. Nsp2, 

además de actividad proteasa, tiene actividad NTPasa, ARN trifosfatasa y ARN 

helicasa, y también desempeña un papel en la inhibición de la respuesta antiviral 

celular apagando la transcripción mediante la degradación de la ARN polimerasa II y 

la inhibición de la vía de señalización JAK/STAT [31, 32]. Nsp3 tiene dominios de 
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interacción con ARN y proteínas celulares, y nsp4 es la ARN polimerasa 

dependiente de ARN (RdRp). Todas estas proteínas forman en conjunto un 

complejo de replicación o replicasa que se aloja en unas estructuras llamadas 

esférulas, que son el producto de la evaginación de la membrana plasmática. Dentro 

de estas estructuras se produce la replicación del ARN viral, y los intermediarios de 

ARN doble cadena quedan protegidos de receptores de patrones moleculares 

asociados a patógenos (pathogen associated molecular patterns, PAMPs) como 

RIG-I [33]. 

Durante la replicación del ARN, se produce ARN de polaridad negativa, y a partir de 

este se produce tanto el ARN genómico, de polaridad positiva, como el ARN 

subgenómico, el cual está controlado por un promotor subgenómico y codifica la 

poliproteína que contiene a las 5 proteínas estructurales que más adelante 

conformarán la cápside y las proteínas transmembrana de la envoltura viral (Figura 

4). Luego las esférulas se internalizan y forman estructuras llamadas vacuolas 

citopáticas de tipo 1 (CVP-I), y luego de la síntesis de la proteína de cápside (C), se 

forman vacuolas citopáticas de tipo 2 (CVP-II) [33].  

La poliproteína estructural se auto procesa en cápside y pE26KE1 a medida que se 

traduce. La proteína cápside se une al ARN viral y facilita la formación de la 

nucleocápside. La proteína  pE26KE1 es clivada por proteasas celulares en pE2, 6K 

y E1 en el retículo endoplásmico. La pE2 y E1 forman heterotrímeros que se 

transportan al Golgi, donde son postraduccionalmente modificados y pE2 es clivado 

en E2 y E3. Luego estas glicoproteínas modificadas son insertadas en la membrana 

plasmática [34]. 

Las partículas virales inmaduras pasan por la vía del retículo endoplásmico y Golgi, 

y adquieren su envoltura lipídica durante la brotación. Las proteínas E1 y E2 ya se 

encuentran en la membrana plasmática, y se cree que la interacción entre el 

dominio citosólico de E2 y las proteínas de la cápside inducen la brotación de las 

partículas virales [33]. 
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Figura 4: Esquema del ciclo de replicación de CHIKV. 

 

6. Polimerasas de ARN dependiente de ARN: 

 

Las polimerasas de ARN dependiente de ARN (RdRp) son enzimas características 

de los virus de ARN, ya que se encargan tanto de la replicación del genoma como 

de la transcripción del mismo. Estas proteínas utilizan un molde de ARN para 

sintetizar tanto el ARN de sentido negativo como el ARN genómico, de sentido 

positivo [35]. Las RdRp están formadas por tres dominios: dedos, palma y pulgar 

(Figura 5A). En los dedos, los subdominios son los motivos F y G; mientras que en 

la palma, los subdominios son los motivos A, B, C, D y E. Se ha observado que 

estos motivos se encuentran presentes en las polimerasas de distintas familias de 

virus de ARN positivo como Picornaviridae, Caliciviridae, Flaviviridae y Togaviridae 

con baja identidad de secuencia, pero una alta identidad estructural [36, 37].  
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Dentro del género de los Alfavirus, perteneciente a la familia Togaviridae, el 

porcentaje de identidad de secuencia de las RdRps es mayor al 50% para los 

ejemplares más divergentes [38-40] como se puede observar en la Figura 5B. Estas 

características de la enzima la convierten en un blanco atractivo para el desarrollo 

de antivirales. 

 

 

Figura 5: Modelo de AlphaFold de la RdRp de CHIKV. En (A), se muestra la RdRp 

de CHIKV coloreada según dominios, con un acercamiento en el sitio catalítico. Las 

hélices N-terminales, y los dominios de dedo, palma y pulgar están coloreados en 

violeta, azul, verde y rojo, respectivamente. En (B), RdRp de CHIKV, con 

aminoácidos coloreados según el grado de conservación. Extraído de [38] 

 

7. Antivirales: 

 

La manera más eficiente de evitar enfermedades infecciosas es tomando medidas 

de prevención, sin embargo una vez que un individuo es infectado, este depende de 

su sistema inmune para combatir dicha infección.  

Desde la fundación de las primeras grandes ciudades en la historia de la 

humanidad, se viene generando un entorno cada vez más idóneo para el desarrollo 

de patógenos infecciosos, y la globalización permite la rápida diseminación de 

enfermedades infecciosas, generando epidemias y pandemias, lo que genera 

pérdidas humanas y económicas. En este contexto surge la necesidad de moléculas 

antivirales, que tienen como objetivo acelerar la resolución de las infecciones virales 

sin producir toxicidad en el paciente. 
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Los antivirales suelen ser moléculas pequeñas, de origen natural o sintético, 

específicos o de amplio espectro, y su mecanismo de acción es variado. 

La identificación de antivirales se realiza principalmente mediante el screening in 

vitro de compuestos estructuralmente variados o de series concretas de moléculas 

pertenecientes a la misma familia química con el fin de seleccionar un hit activo, el 

cual eventualmente puede ser racionalmente modificado para obtener un compuesto 

líder con mayor actividad y/o selectividad. Bajo esta estrategia, se pueden 

seleccionar compuestos activos con variados mecanismos de acción antiviral. 

Alternativamente, el screening in sílico consiste en explorar el docking molecular de 

distintas moléculas sobre una determinada proteína target mediante simulaciones 

computacionales. Los compuestos seleccionados mediante screening in sílico luego 

son confirmados mediante ensayos in vitro. Esta metodología es más económica, ya 

que se evalúan menos compuestos in vitro pero la identificación de antivirales se 

limita a aquellos potencialmente activos contra el target seleccionado. 

Para CHIKV, existen diversos compuestos con actividad antiviral reportada in vitro, 

algunos de los cuales actúan sobre blancos celulares [41-51] y otros sobre el ciclo 

de replicación viral como antivirales de acción directa (AAD). Dentro de los AAD, se 

han identificado inhibidores de entrada [52-59], inhibidores de la morfogénesis o 

ensamblado [60]; inhibidores de la proteasa Nsp2 [61, 62] e inhibidores de la 

replicación del genoma viral [63-70]. 

Dado que las proteínas no estructurales son las responsables de la replicación del 

genoma, resultan un blanco muy atractivo para el desarrollo de antivirales, 

especialmente la RdRp por ser una enzima muy conservada entre los virus con 

genoma de ARN [62]. Se han reportado varios compuestos que inhiben la 

replicación del genoma viral de CHIKV. Alguno de ellos funcionan como análogos de 

nucleósidos, inhibiendo a la RdRp por competitividad por el sustrato [63-67], pero 

también se han reportado inhibidores no nucleosídicos que inhiben la RdRp por 

otros mecanismos que pueden involucrar o no el sitio activo de la enzima [68-70]. 
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8. Quinazolinas: 

 

Las quinazolinas son un grupo diverso de compuestos aromáticos heterocíclicos 

nitrogenados con actividad biológica variada, con la siguiente estructura núcleo: 

 

 

Figura 6: Estructura núcleo de una quinazolina. 

 

La mayoría de estos compuestos y sus derivados exhiben actividades biológicas 

significativas, tales como antitumorales, antimalárica, antiparasitarias e insecticidas, 

antibacterianas y antifúngicas, cardioprotectoras, antivirales, antiinflamatorias, 

antioxidantes y otros efectos [71, 72]. Muchos de los derivados se utilizan hoy en día 

como productos farmacéuticos [73].  

Algunas quinazolinas han mostrado actividad frente a virus con genoma ARN 

[74-79], algunas de ellas como inhibidores de la polimerasa viral [74, 75]. 

Particularmente, se ha reportado la actividad de quinazolinas 2,4-disustituídas 

conjugadas con cumarina frente a CHIKV in vitro [80-82]. 
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Hipótesis y Objetivos 
 

Hipótesis:  

 
Se ha reportado que las quinazolinas funcionan como antivirales inhibidores de la 

polimerasa de distintos virus de ARN. En base a la conservación entre estas 

enzimas, este plan de trabajo plantea como hipótesis que las 4-amino-quinazolinas 

presentan actividad antiviral para CHIKV, probablemente con la polimerasa viral 

como blanco. 

 

Objetivos: 

 
El objetivo general de este trabajo es identificar moléculas activas frente a CHIKV a 

partir de la evaluación de la actividad antiviral de una serie de 4-amino-quinazolinas 

y caracterizar su modo de acción antiviral. 

Para ello, se plantean los siguientes objetivos específicos: 

 

1. Identificar hits moleculares: 
a. Evaluación de la actividad antiviral y determinación de la CE50 mediante 

ensayos de reducción de focos infecciosos. 

b. Evaluación de la citotoxicidad y determinación del índice de selectividad (IS). 

c. Confirmación de la actividad antiviral mediante ensayos de rendimiento viral. 

Se seleccionará el o los hits moleculares con mejor perfil de actividad en base a su 

CE50 e IS. 

 

2. Estudiar el modo de acción antiviral: 
a. Evaluación del tiempo de acción del hit seleccionado mediante ensayos de 

tiempo de agregado. 
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b. Evaluación de la actividad del hit seleccionado sobre la replicasa viral 

mediante ensayos de replicación en trans de un ARN subgenómico. 
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Materiales y Metodología 
 
 
Todo el trabajo descrito a continuación se llevó a cabo en el IIB, UNSAM, en sala de 

cultivo específica para patógenos y siguiendo todos los protocolos de seguridad, 

higiene y esterilidad para garantizar experimentos limpios y repetibles, así como una 

seguridad hacia el operador y el personal del instituto. 

 

1. Compuestos: 

 

Los compuestos a evaluar pertenecen a una serie de 4-amino-quinazolinas (Figura 

7) sintetizadas en el Laboratorio de Química Medicinal del Centro de Investigaciones 

en Bionanociencias (CIBION-CONICET). Los compuestos fueron disueltos en 

dimetilsulfóxido en soluciones madre de 100 y 10 mM. 

 

Figura 7: Estructura base de las 4-amino-quinazolinas estudiadas en este trabajo, 

donde R1 representa un grupo químico variable. 

 

2. Células y virus:  

 

Las líneas celulares utilizadas fueron líneas derivadas de células epiteliales de riñón 

de mono (Vero CCL81) y de hámster (Baby hamster kidney, BHK), cultivadas en 

medio DMEM o ∝MEM, respectivamente, suplementados con 10% de suero fetal 

bovino (SFB, Internegocios, Mercedes, Buenos Aires, Argentina), 100 IU/mL 

penicilina, y 100 mg/mL estreptomicina (Gibco). 

Para las infecciones se utilizó el virus CHIKV del linaje “La Reunión” (CHIKV LR), y 

CHIKV-ZsGreen, una versión modificada del CHIKV LR. Este virus modificado es un 

19 



 

reportero que expresa de manera recombinante la proteína fluorescente ZsGreen 

bajo el promotor subgenómico del virus (Figura 8) y reproduce el ciclo viral completo 

en cultivo celular, permitiendo identificar moléculas que puedan interferir con 

cualquier etapa del ciclo de replicación viral [58]. Para la infección, ambos virus se 

prepararon en un medio de infección compuesto por DMEM o ∝MEM (según el tipo 

celular a infectar), suplementado con 2% SFB, 100 IU/mL penicilina y 100 mg/mL 

estreptomicina. 

 

 

Figura 8: Genoma del virus reportero CHIKV-ZsGreen. SG: promotor subgenómico. 

 

 

3. Obtención del stock Viral de CHIKV-ZsGreen y Titulación: 

 

Se utilizó un stock semilla del virus CHIKV-ZsGreen, de título 3,3x107 UFF/ml, 

generado en el laboratorio de Virología Molecular del IIB. Dicho stock semilla fue 

empleado para infectar una monocapa confluente de células Vero CCL81 en placa 

p100 con una multiplicidad de infección (MOI) de 0,003 UFF/célula. Luego de una 

incubación de 72 hs a 37ºC y 5%CO2 se cosecharon los sobrenadantes y se 

centrifugaron a 4ºC por 10 minutos a 1000 g, para clarificarlos. El stock obtenido fue 

fraccionado y almacenado a -80ºC para su uso posterior. 

Para la titulación del stock obtenido, se realizaron diluciones 1/10 hasta 1/107 en 

medio de infección y se sembraron 50μl de inóculo por triplicado (junto a un control 

de células, CC, sin infectar) en monocapas de células Vero CCL81 confluentes en 

placa de 96 pocillos, y se incubó por 20 hs a 37ºC y 5%CO2. Pasado este tiempo se 

fijaron las monocapas con paraformaldehido 4% (PFA 4%) y se revelaron los 

resultados mediante el uso del equipo EliSpot y el software InmunoSpot 7.0.30.2, 

que permite cuantificar de manera automatizada las unidades formadoras de focos 

(UFF), que corresponden a células que emiten fluorescencia debido a la expresión 

de la proteína Zs-Green producto de la infección (Figura 9). Cada UFF es el 

20 



 

resultado de la infección por una partícula viral infectiva del medio titulado, por lo 

que conociendo el volumen de inóculo y la dilución del stock utilizada para el 

recuento de focos, se puede determinar las UFF/ml. 

 

 

Figura 9: Ejemplo de la cuantificación de focos fluorescentes en una monocapa de 

células Vero infectada con CHIKV-ZsGreen utilizando el equipo EliSpot y el software 

InmunoSpot 7.0.30.2. Cada punto fluorescente es una unidad formadora de foco 

(UFF), resultado de la infección con una partícula viral infectiva. 

 

4. Evaluación de la actividad antiviral de las 4-amino-quinazolinas frente a 
CHIKV-ZsGreen: 

 

Para evaluar la actividad antiviral de las 4-amino-quinazolinas se realizaron ensayos 

de reducción de UFF con distintas concentraciones de compuesto. Este ensayo se 

realizó en placas de 96 pocillos con células Vero CCL81, las cuales se infectaron 

con aproximadamente 1000 UFF/well (MOI = 0,03 UFF/célula), y se sembraron los 

compuestos a testear por triplicado en las concentraciones 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,12 

μM, al tiempo en que se infectó con el virus. Se incluyeron wells con células 

infectadas pero sin compuesto (control de virus, CV), y células no infectadas sin 

compuesto (control de células, CC). Luego de una incubación de 20 hs a 37ºC y 

5%CO2 se fijaron los cultivos con PFA 4% y se cuantificaron las UFF de manera 

automatizada utilizando el equipo EliSpot y el software InmunoSpot 7.0.30.2. Los 

datos de cuantificación de focos se utilizaron para calcular el porcentaje de 

reducción de focos infecciosos en cada concentración relativo al CV. Para estimar la 

potencia antiviral de los compuestos, se realizaron curvas de porcentaje de 
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reducción de UFF en función del Log de la concentración, con el objetivo de 

determinar la concentración efectiva 50 (CE50), que indica la concentración de 

compuesto necesaria para generar un 50% de reducción del número de UFF 

respecto al control sin tratar (CV). 

Dichas curvas se graficaron y se ajustaron por regresión no lineal utilizando el 

software GraphPad Prism 8.  

 

5. Evaluación de la citotoxicidad de las 4-amino-quinazolinas: 

 

Durante la evaluación de la actividad antiviral de los candidatos, la reducción en el 

número de UFF resultante puede no solo deberse a un efecto antiviral del 

compuesto, si no también a un efecto tóxico sobre las células, reduciendo la 

replicación viral y por lo tanto generando una reducción en el número de UFF. Por 

eso, resulta relevante evaluar la citotoxicidad de los compuestos, por un lado para 

descartar aquellas concentraciones que resulten citotóxicas para el análisis de la 

actividad antiviral y por otro lado para determinar la concentración citotóxica 50 

(CC50), que indica la concentración de compuesto que reduce en un 50% la 

viabilidad celular respecto al control de células. Dicho parámetro de citotoxicidad 

permite estimar junto con la CE50 la selectividad de un compuesto mediante el 

cálculo del índice de selectividad (IS= CC50/CE50). 

 

5.1. Estimación de la citotoxicidad utilizando Violeta de Genciana: 

 

Teniendo en cuenta que durante los ensayos de actividad antiviral frente a 

CHIKV-ZsGreen no se produce efecto citopático viral, las placas fijadas en los 

ensayos del apartado anterior se tiñeron con violeta de genciana luego de la 

cuantificación de los focos fluorescentes. El violeta genciana es un colorante que se 

une a las proteínas y al ADN de las células viables y, por lo tanto, las células 

adheridas se tiñen, lo que permite estimar la viabilidad celular en el cultivo. La 

cantidad de células viables se estimó midiendo la absorbancia media del Violeta 

Genciana a 595 nm en la monocapa celular utilizando el equipo SPARK (TECAN, 

22 



 

Tecan Austria GmbH). El porcentaje de citotoxicidad de cada concentración de cada 

compuesto se determinó usando como referencia la absorbancia promedio de los 

controles de células sin tratar.  

Este método económico es estimativo y se utilizó para descartar/identificar 

compuestos que puedan resultar evidentemente citotóxicos. 

 

 5.2. Determinación de la citotoxicidad utilizando MTS: 

 

Para determinar la citotoxicidad de los compuestos que resultaron activos frente a 

CHIKV-ZsGreen, se trataron células Vero CCL81 en placa de 96 pocillos con 

distintas concentraciones de los compuestos (1000, 500, 250, 125, 62,5, 50, 25, 

12,5, 6,25 y 3,12 μM) por triplicado, y sin virus. Luego de 24 hs de cultivo a 37ºC, se 

determinó la viabilidad celular mediante el ensayo de MTS/PMS (Promega) según 

las instrucciones del fabricante y midiendo la absorbancia a 490 nm en el equipo 

SPARK-TECAN.  El ensayo de MTS/PMS emplea soluciones de: un compuesto de 

tetrazolio [3 - ( 4,5-dimetiltiazol-2-il ) - 5 - ( 3-carboximetoxifenil ) -  2 - ( 4-sulfofenil ) 

- 2H -tetrazolio; MTS] y un reactivo de acoplamiento electrónico (metosulfato de 

fenazina, PMS). El MTS es bioreducido  por enzimas deshidrogenasas que se 

encuentran en las células metabólicamente activas, produciendo formazán que es 

soluble en el medio de cultivo. La cantidad de formazán, medida por la absorbancia 

a 490 nm, es directamente proporcional al número de células vivas en cultivo [83]. A 

partir de los valores de absorbancia obtenidos, se calculó el porcentaje de 

citotoxicidad de cada concentración de compuesto en relación a la absorbancia 

promedio de los controles de células sin tratar, lo que permitió construir curvas 

dosis-respuesta para estimar la concentración de citotoxicidad del 50% (CC50).  

Finalmente se calculó un índice de selectividad (IS) para cada compuesto. 

 

6. Obtención del stock Viral de CHIKV del linaje “La Reunión”: 

 

Para obtener el stock de CHIKV LR, se partió de un stock semilla del mismo, 

generado en el laboratorio de Virología Molecular. Dicho stock semilla fue empleado 
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para infectar una monocapa confluente de células Vero CCL81 en placa p100. 

Luego de una incubación de 72 hs a 37ºC y 5%CO2 se cosecharon los 

sobrenadantes y se centrifugaron a 4ºC por 10 minutos a 1000 g, para clarificarlos. 

El stock obtenido fue fraccionado y almacenado a -80ºC para su uso posterior. 

El stock de CHIKV LR obtenido se tituló mediante un ensayo de formación de 

placas. Este ensayo consistió en infectar células Vero CCL81 en placas de 24 

pocillos con una serie de diluciones al décimo hasta 1/107 (por triplicado) del stock 

viral obtenido, e incubar 72 hs a 37ºC en 500 μl de medio de infección con 0,8% 

metil celulosa. La metil celulosa genera un medio semisólido que restringe la 

difusión de las partículas virales que produce cada célula infectada, de manera que 

solo se infectan células vecinas. Dado que la infección de CHIKV en células Vero es 

citopática, esto dio como resultado la formación de zonas delimitadas en la 

monocapa que presentaron efecto citopático, reconocibles como placas de lisis viral. 

Cada una de estas placas corresponde a la infección inicial de una partícula viral, 

llamada unidad formadora de placa (UFP). Estas UFP se cuantificaron a simple vista 

luego de una tinción con Violeta Genciana (Figura 10), lo que permitió determinar el 

título del stock obtenido. 

 

Figura 10: Ejemplo de una monocapa de células Vero infectada con CHIKV LR 

durante un ensayo de titulación. Cada placa sin tinción violeta es una unidad 

formadora de placa, formada como resultado de la infección inicial con una partícula 

viral infectiva. En (A) se muestra el resultado de la infección con la dilución  1/10 del 

sobrenadante de cultivo, donde la alta carga viral genera una lisis celular 

generalizada. En (B) se muestra el resultado de la infección con la dilución  1/102, 

donde se pueden distinguir algunas placas individuales. En (C) se muestra el 

resultado de la infección con la dilución 1/103, donde se pueden identificar placas 

virales individuales y el número de placas es cuantificable de manera más fiable. 
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7. Confirmación de la actividad antiviral de compuestos sobresalientes en 
CHIKV “La Reunión”: 

 

Una vez seleccionados los compuestos con actividad antiviral frente a 

CHIKV-ZsGreen y con baja citotoxicidad, se confirmó el efecto antiviral contra un 

aislamiento wild type de CHIKV del linaje La Reunión (LR), ya que el 

CHIKV-ZsGreen si bien deriva del CHIKV LR, al tratarse de una variante modificada 

de laboratorio, podría presentar características fenotípicas diferentes con respecto a 

la variante contra la cual se quiere desarrollar antivirales. Por ejemplo, se ha 

observado que el tamaño de placa de lisis de esta variante es más pequeño que el 

de la variante wild type.  

 

7.1. Actividad antiviral contra CHIKV LR de QMED2 y QMED3 en células 
Vero: 

 

Se realizaron ensayos de rendimiento viral, los cuales consisten en titular mediante 

ensayo de formación de placas el virus infectivo producido en el sobrenadante de 

cultivo de células tratadas en un ensayo de actividad antiviral. Esto permite evaluar 

de manera directa el impacto del tratamiento antiviral sobre la progenie de virus 

infecciosos. 

El ensayo de actividad antiviral consistió en incubar 1 h a 37ºC y 5%CO2  

monocapas confluentes de células Vero CCL81 en placa de 24 pocillos con 200 μL 

por pocillo de una solución de medio de infección y CHIKV LR (MOI = 0,1 

UFP/célula). Luego de la incubación, se retiró el medio, se lavó 2 veces con 500 μL 

de PBS por pocillo para eliminar las partículas virales no adsorbidas, se agregaron 

500 μL de solución de medio de infección con distintas concentraciones de los 

compuestos ensayados (50, 25 y 12,5 μM) y se incubó por 24 hs a 37ºC y 5%CO2. 

Luego se tomaron los sobrenadantes de cada pocillo y se titularon por el ensayo de 

formación de placas. 
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7.2. Actividad antiviral contra CHIKV LR y citotoxicidad de QMED2 en 
células BHK: 

 
Para evaluar la actividad anti-CHIKV de QMED2 en otra línea celular utilizada para 

la replicación de CHIKV, se evaluó la actividad antiviral y la citotoxicidad en células 

BHK. El ensayo consistió en infectar células BHK en placa de 24 pocillos con CHIKV 

LR (MOI = 0,1 UFP/célula). Se dejó un pocillo sin infectar como control de células. 

Se trató con distintas concentraciones de QMED2 (50, 25 y 12,5 μM) (T) y se 

incluyeron pocillos infectados sin tratamiento antiviral (CV). Luego de 24 hs a 37ºC y 

5%CO2 se cosecharon los sobrenadantes. Las monocapas fueron fijadas con formol 

10% y teñidas con Violeta Genciana para evaluar la toxicidad del compuesto. 

Los sobrenadantes cosechados se diluyeron 1/1000 en medio de infección y se 

utilizaron para infectar células Vero CCL81 en placas de 24 pocillos. Se incluyeron 

controles de células sin infectar (CC). Se incubó 72 hs a 37ºC y 5%CO2, cuando se 

hace evidente el efecto citopático característico de CHIKV. Este efecto es 

proporcional a la cantidad de virus infectivo en el sobrenadante, y se puede 

cuantificar mediante una tinción con Violeta Genciana, y su subsecuente medida de 

la absorbancia a 595 nm. Con estas medidas de absorbancia se determinó un 

porcentaje de reducción del efecto citopático (ECP) viral, tomando como referencia 

de 100% de reducción a la absorbancia medida en los CC: % reducción de ECP 

viral = (AbsT -AbsCV)*100/ (AbsCC-AbsCV) 

 

8. Determinación del modo de acción de el/los compuestos seleccionados: 

 

Los compuestos antivirales pueden tener como blanco de acción proteínas o 

componentes del virus (por ejemplo, las proteínas de envoltura, polimerasa, 

proteasas o el genoma de ARN), o bien factores celulares involucrados en la 

respuesta antiviral intrínseca o factores provirales que el virus requiere para 

completar el ciclo de infección. 

Para estimar el modo de acción durante el ciclo de replicación viral, se realizaron 

ensayos de tiempo de adición del antiviral. Este ensayo consistió en infectar células 
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Vero CCL81 en placa de 24 pocillos con CHIKV LR con una MOI de 2,25 

UFP/célula. Se incubó 1 h a 4ºC para permitir la adsorción de los virus a las células 

y favorecer la sincronización de la infección. Luego de la remoción de virus no 

adsorbido mediante lavados con PBS se colocaron 500 μl de medio de infección con 

o sin antiviral (según la condición experimental) y se incubaron a 37ºC 5% CO2. Se 

utilizó una concentración de QMED2 de 100 μM y como control positivo se utilizó 

Favipiravir, un inhibidor nucleosídico de ARN polimerasas virales [66], a una 

concentración de 250 μM. Dichas concentraciones no resultaron tóxicas para las 

células Vero y superan el 90% de reducción de la replicación viral en los ensayos de 

actividad antiviral. Si el compuesto QMED2 actúa en la replicación del genoma viral, 

se espera que se comporte de manera muy similar a Favipiravir en este ensayo. 

Los compuestos se agregaron en diferentes tiempos según la condición ensayada 

como se muestra en la Figura 11: 

 

 

Figura 11: Esquema del ensayo de tiempo de adición. Las barras negras muestran 

el período de incubación del compuesto antiviral en función del tiempo de adición. 

 

Para el tratamiento durante la adsorción, las células fueron tratadas 

simultáneamente con el compuesto antiviral e infectadas con CHIKV LR. Para el 

resto de los tratamientos, las células fueron infectadas en ausencia del compuesto. 

Luego de la adsorción a 4ºC y el lavado de la placa, en las condiciones “Adsorción + 

0 hs” y “0 hs” se agregó medio de infección con compuesto y al resto de los pocillos 

se les agregó medio de infección. Luego, en pocillos previamente no tratados, se 
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agregó el compuesto antiviral (por triplicado) en intervalos de 2 horas y a las 9 hs 

post-adsorción se cosecharon todos los sobrenadantes de cultivo. Se incluyeron 

controles de células infectadas sin tratar (CV) y células sin infectar ni tratar (CC). 

Finalmente, el virus infectivo en el sobrenadante se cuantificó mediante el método 

de UFP.  

 

9. Determinación de la actividad sobre la replicasa viral: 

 
Los ensayos con replicones constituyen una herramienta muy fiable para la 

determinación de blancos antivirales. En este trabajo, se utilizaron replicones 

subgenómicos de CHIKV que contienen la secuencia codificante de P1234 de 

CHIKV del genotipo ECSA, o la variante con la polimerasa no funcional P1234GAA 

que posee la sustitución de GDD a GAA en el sitio activo de nsP4, bajo el control del 

promotor de las proteínas inmediatamente tempranas de cytomegalovirus (CMV) 

(Rep y Rep-GAA) (Figura 12). Estos plásmidos generan un ARN mensajero que 

codifica a las 4 proteínas no estructurales (nsp1-4) de CHIKV, que conforman el 

complejo de replicación. Por otro lado, se utilizó un plásmido reportero cuya 

transcripción ocurre bajo el promotor de la ARN polimerasa I celular, para la 

producción de moldes de ARN cuya replicación depende de la replicasa viral 

(HSPolI-FG). El plásmido reportero genera, bajo el promotor celular HSPolI, un ARN 

mensajero con 2 marcos de lectura abiertos. Uno de ellos es capaz de traducirse 

directamente a partir de este ARN mensajero, y codifica a la luciferasa de luciérnaga 

(Firefly luciferase, FLuc). Esta enzima tiene una expresión basal en ausencia del 

complejo de replicación viral debido a que su transcripción y traducción inicial no 

requiere dicho complejo. El segundo marco de lectura abierto se encuentra bajo el 

promotor subgenómico de CHIKV, y codifica a la luciferasa de Gaussia (GLuc), la 

cual utiliza un sustrato diferente a Fluc. Debido a que la región codificante de esta 

enzima se encuentra bajo un promotor subgenómico, solo se transcribe en 

presencia de un complejo de replicación viral funcional, por lo que la expresión de 

GLuc y la señal de luminiscencia de esta enzima será proporcional a la actividad del 

complejo. 
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Dichos plásmidos fueron cedidos por el Dr. Andres Merits (Institute of Technology, 

University of Tartu, Tartu, Estonia) y fueron descritos previamente [84, 85]. 

Figura 12: Esquema del plásmido reportero HSPolI-FG en (A), y los plásmidos REp 

(replicasa funcional) y REp-GAA (replicasa no funcional, control negativo) en (B), 

con sus correspondientes sitios de restricción para BamHI y EcoRI. 

9.1. Amplificación de los plásmidos para replicones: 

Para obtener preparaciones de ADN de los plásmidos Rep, Rep-GAA y HSPolI-FG 

se transformaron bacterias E. coli XL1-blue y se seleccionaron con kanamicina 100 

μg/ml. Se picaron colonias aisladas y se realizó una amplificación en cultivo en 10 

ml de LB-kanamicina. Los plásmidos se purificaron utilizando EasyPure® Plasmid 

MiniPrep Kit de TransGene, siguiendo las especificaciones del fabricante [86]. 

Se evaluó el rendimiento de la preparación de los plásmidos mediante electroforesis 

en un gel de agarosa 0,8% y se verificó la identidad de los mismos mediante el 

análisis del patrón de restricción.   
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El plásmido reportero HSPolI-FG se digirió con las enzimas EcoRI y BamHI. Para 

ello, se preparó una mezcla de 2 μl de ADN (aproximadamente 400 ng), 4 μl de 

buffer Tango (10X), 0,4 μl de BamHI (10U/μl, Thermo Fisher Scientific), 0,2 μl de 

EcoRI (10U/μl, Thermo Fisher Scientific) y 3,4 μl de agua inyectable. 

Ambos plásmidos de replicasa (Rep y Rep-GAA) se digirieron con EcoRI. Para ello, 

se preparó una mezcla de 2 μl de ADN (aproximadamente 400 ng), 2 μl de buffer 

Tango (10X), 0,2 μl de EcoRI (10U/μl, Thermo Fisher Scientific) y 5,8 μl de agua 

inyectable. 

Las 3 digestiones se incubaron por 1 h a 37 ºC, y luego se sembraron 2 μl de las 

mismas en un gel de agarosa 0,8%, junto al marcador de peso molecular GeneRuler 

1 kb DNA Ladder, Thermo Fisher [87]. 

 

9.2. Ensayo de Trans-Replicación: 

 

Luego de confirmar la identidad de los plásmidos, se procedió a la transfección de 

los mismos en células BHK en placa de 96 pocillos. Las soluciones de transfección 

para cada par de plásmidos se prepararon en polietilenimina (PEI) con una relación 

de ADN:PEI de 1:2 en ∝MEM, de manera de sembrar un volumen final de 60 μl con 

100 ng de cada plásmido por pocillo. Se incluyó una mezcla a modo de control de 

PEI, en la cual se agregó agua en lugar del ADN plasmídico. Las mezclas se 

prepararon inicialmente en un volumen equivalente a 20 μl por pocillo a sembrar y 

se incubaron 20 min a temperatura ambiente. Luego de este tiempo, se agregó 

∝MEM para alcanzar un volumen final de 60 μl por pocillo a sembrar. 

La placa de 96 pocillos se lavó con 100 μl de PBS por pocillo y se sembraron los 60 

μl de cada solución de transfección por pocillo, dejando controles de células con 

∝MEM. 

Luego de una incubación de 2 h a 37 ºC y 5%CO2, se lavó la placa 3 veces con 100 

μl de PBS por pocillo y se agregaron 100 μl de medio de crecimiento para BHK por 

pocillo, con distintas concentraciones del compuesto QMED2, y se incubó por 20-24 

hs. De los pocillos transfectados con la replicasa funcional, 3 pocillos se trataron con 

50 μM de QMED2, 3 se trataron con 25 μM, y 5 pocillos quedaron sin tratar como 
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control. Lo mismo se hizo para el control de PEI. Los pocillos transfectados con la 

replicasa no funcional no se trataron. 

Al final de la incubación, se lavó la placa con 100 μl PBS, se lisaron las células con 

buffer de lisis pasiva y se reveló la actividad de las luciferasas utilizando el kit 

Dual-Luciferase® Reporter Assay System, Promega según las indicaciones del 

fabricante [88]. La actividad de las luciferasas se midió en forma de unidades 

relativas de luminiscencia mediante el equipo GloMax® Navigator System, 

Promega. 

 

10. Análisis Estadístico: 

 

Se compararon los valores obtenidos en presencia del compuesto con aquellos 

obtenidos en los respectivos controles y se realizó un análisis estadístico mediante 

la prueba T de Student utilizando el GraphPad Prism 8. Se consideró una diferencia 

estadísticamente significativa si p<0,05. 
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Resultados y Análisis 
 

A. Identificación de 4-aminoquinazolinas con actividad antiviral contra 
CHIKV: 

 
La actividad antiviral de una serie de ocho derivados de 4-aminoquinazolinas se 

evaluó en una primera instancia usando un ensayo basado en el recuento de focos 

infecciosos luego de la infección de células Vero con un virus recombinante que 

expresa la proteína fluorescente ZsGreen como reportero (CHIKV-ZsGreen) y el 

tratamiento con concentraciones crecientes de los compuestos candidatos. Con el 

fin de estimar la selectividad de los compuestos frente al virus, se determinó la 

citotoxicidad. Finalmente, se validó la actividad antiviral de los compuestos 

identificados en el ensayo de reducción de focos contra el virus del linaje de La 

Reunión. 

 

1. Obtención de stocks Virales y Titulación: 

 

Se prepararon stocks de CHIKV-ZsGreen y de CHIKV LR a partir de stocks semilla 

mediante el pasaje en células Vero. Para CHIKV-ZsGreen, se determinó el título del 

stock en un ensayo de unidades formadoras de focos obteniéndose 7 ml de stock de 

CHIKV-ZsGreen con un título de 4,9x105 UFF/ml. El stock de CHIKV LR se tituló en 

un ensayo de unidades formadoras de placas de lisis y se obtuvieron  7 ml de stock 

con un título de 5,5x106 UFP/ml. 

 

2. Evaluación de la actividad antiviral y citotoxicidad de las 
4-amino-quinazolinas: 

 

Se evaluaron ocho derivados de 4-amino quinazolinas contra CHIKV-ZsGreen en al 

menos tres ensayos independientes de reducción de focos infecciosos. Los 

compuestos se emplearon en concentraciones de 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,12 μM para 

los ensayos de actividad antiviral. A partir de los datos obtenidos se graficaron las 
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curvas dosis-respuesta (Figura 13) con el software GraphPad Prism 8 para estimar 

las CE50 que se muestran en la Tabla 1. 

 

Figura 13: Curvas dosis-respuesta de todos los compuestos evaluados. Se muestra 

el porcentaje de reducción de UFF respecto al CV en función de la concentración de 

compuesto (μM) de uno de los ensayos a modo de ejemplo. La línea punteada 

representa el 50% de reducción de UFF, un umbral que debe ser superado por los 

compuestos para poder calcular la CE50. 

Para evaluar la citotoxicidad en las concentraciones ensayadas, las monocapas se 

tiñeron con violeta de genciana y se determinó la absorbancia a 585 nm. Luego, 

para confirmar la citotoxicidad y determinar la CC50 se empleó el método de 

MTS/PMS a un rango de concentraciones más amplio hasta 1 mM, el cual 

determina la actividad metabólica de las células en cultivo como una medida de 

viabilidad celular.  

Como resultado, se identificaron 2 compuestos (QMED2 y QMED3) activos frente a 

CHIKV, con CE50 en el orden μM. El resto de los compuestos no alcanzó una 

reducción de UFF mayor o igual a 50% a una concentración de 50 μM, por lo que 

fueron descartados como potenciales antivirales. QMED2 no resultó tóxico en 

células Vero hasta 1 mM (CC50>1000 μM), quedando con un índice de selectividad 

mayor a 52,1, mientras que el tratamiento con QMED3 alcanzó un 49% de 

citotoxicidad a dicha concentración (CC50~1000 μM), estimándose un índice de 

selectividad de aproximadamente 61 (Figura 14, Tabla 1 y Figura 15). 
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Figura 14: Esquema de la estructura núcleo de las quinazolinas analizadas. En 

verde se muestra el residuo R1 que varía entre los distintos compuestos. 

 

Tabla 1: Actividad antiviral (CE50), citotoxicidad (CC50) e índice de selectividad de los 

compuestos analizados. 

Compuestos QMED1 QMED2 QMED3 QMED4 QMED5 QMED31 QMED32 QMED33 

Sustituyente R1 

      
 

 

CE50 (μM) 
(promedio ± sd) >50 19,2 ± 4,2 16,4 ± 2,7 >50 >50 >50 >50 >50 

CC50 (μM) 
(MTS/PMS) - >1000 ~1000 >1000 - - - ~1000 

Índice de 
selectividad (IS) - >>52,1 ~61 - - - - - 
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Figura 15: Curvas dosis-respuesta obtenidas mediante ajuste no lineal para 

porcentaje de reducción de UFF de CHIKV-ZsGreen en células Vero (círculos 

rellenos) y porcentaje de citotoxicidad en células Vero determinada mediante 

MTS/PMS (círculos vacíos), en función de la concentración de compuesto. Cada 

punto representa el promedio del triplicado de una concentración de compuesto de 

un ensayo. Se muestra QMED2 en violeta y QMED3 en naranja. 

Respecto a la relación entre la estructura química de las moléculas analizadas y su 

actividad antiviral, los resultados sugieren que el anillo piperazina sería importante 

para la actividad anti-CHIKV, ya que los compuestos sin ese espaciador resultaron 

ser inactivos (QMED1, QMED5 y QMED31). Por otro lado, el resto fenilo en el anillo 

piperazina, característico de QMED2 y QMED3 (Figura 16), parece ser necesario 

para la actividad antiviral, ya que la ausencia de este sustituyente (QMED32) o la 

sustitución por grupos más polares (QMED33) resultó en la pérdida de la actividad 

antiviral. Si bien QMED4 también presenta estos sustituyentes, los ensayos de 

actividad antiviral revelaron una pérdida de la actividad del mismo de manera 

progresiva con cada ensayo, hasta el punto en que no se alcanza una reducción de 

UFF del 50% en las concentraciones ensayadas (CE50>50 μM). Esto podría deberse 

a una inestabilidad del compuesto, que podría estar dada por la configuración del 

resto fenilo. 
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Figura 16: Sustituyentes R1 de QMED2 y QMED3. En verde se muestra el anillo 

piperazina, en violeta se muestra el resto fenilo. 

 

3. Confirmación de la actividad antiviral de compuestos sobresalientes 
frente a un aislamiento de CHIKV “La Reunión”: 

 

3.1. Confirmación en células Vero: 

 

Para confirmar la actividad anti-CHIKV de los compuestos QMED2 y QMED3, se 

realizaron ensayos de rendimiento viral con tres concentraciones de compuesto 

(12,5, 25 y 50 μM).  

Como se puede ver en la Figura 17, tanto el compuesto QMED2 como QMED3 

inhiben la producción de virus al sobrenadante de cultivo de manera dependiente de 

la concentración y alcanzan un porcentaje de reducción del título de virus infectivo 

superior al 90% a una concentración de 50 μM, lo que confirma la actividad de estos 

compuestos contra CHIKV LR. Aunque no hay una diferencia estadísticamente 

significativa entre ambos compuestos, QMED3 parece mostrar un menor efecto 

antiviral. Teniendo en cuenta esto y que QMED3 resultó más citotóxico que QMED2, 

se continuó con este último compuesto para caracterizar el modo de acción antiviral. 
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Figura 17: Actividad antiviral de QMED2 y QMED3 frente a CHIKV LR. Se realizó un 

experimento de rendimiento viral en células Vero CCL81 infectadas con CHIKV del 

linaje “La Reunión”. Se muestra el porcentaje de reducción del título viral recuperado 

del sobrenadante de cultivo (UFP/ml) para cada compuesto en distintas 

concentraciones respecto al control de células infectadas sin tratar.  

 

3.2. Confirmación en células BHK: 

 

Para confirmar la actividad anti-CHIKV de QMED2 en células BHK, otra línea celular 

muy utilizada para la replicación de CHIKV, se realizó un ensayo de rendimiento 

viral. Para ello se infectaron células BHK con CHIKV LR y se incubaron 24 hs con 

tres concentraciones de compuesto (12,5, 25 y 50 μM). Se cosecharon los 

sobrenadantes y las células se tiñeron con Violeta Genciana para estimar la 

citotoxicidad. Los sobrenadantes de las células BHK se utilizaron para infectar 

células Vero. La actividad antiviral, medida como reducción de la progenie viral en 

los sobrenadantes, se determinó por reducción de efecto citopático (ECP) en células 

Vero. El ECP, proporcional a la cantidad de virus infectivo, se determinó mediante la 

medición de la absorbancia de la tinción con Violeta Genciana. 

De esta manera se determinó el porcentaje de reducción de ECP viral y de 

citotoxicidad respecto a los controles para cada concentración de QMED2 en células 

BHK. 
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Como se puede observar en la Figura 18, QMED2 presenta actividad antiviral contra 

CHIKV LR en células BHK, superando el 50% de reducción del efecto citopático a 

una concentración de compuesto de 25 μM, sin embargo a concentraciones más 

altas resulta considerablemente tóxico, alcanzando un 50 % de citotoxicidad a una 

concentración de 50 μM. 

 

 
Figura 18: Actividad antiviral y citotoxicidad de QMED2 frente a CHIKV LR en 

células BHK. Se muestra el porcentaje de reducción del efecto citopático viral 

producido en células Vero a partir de los sobrenadantes de cultivo de células BHK 

infectadas y tratadas con QMED2 (barras verdes). La citotoxicidad (barras violetas) 

se determinó a partir de la absorbancia del Violeta Genciana de las monocapas de 

BHK tratadas con QMED2. 

 

B. Caracterización del modo de acción: 

 

1. QMED2 actúa inhibiendo el ciclo de CHIKV en tiempos similares a 
Favipiravir, un inhibidor de la polimerasa viral: 

 

Con el fin de determinar en qué ventana de tiempo a lo largo del ciclo viral actúa 

QMED2, se realizó un ensayo de tiempo de adición. Para eso, se realizó una 
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infección sincronizada de células en cultivo con una multiplicidad de infección >1 y 

adsorbiendo el virus en frío para luego dejar progresar la infección durante 9 hs a 

37ºC. Se agregó el compuesto junto con el virus durante la etapa de adsorción, a lo 

largo de todo el ciclo, o retrasando el agregado a distintos tiempos luego de la 

adsorción. Teniendo en cuenta la hipótesis de que las 4-amino-quinazolinas 

actuarían inhibiendo la polimerasa viral, se utilizó como control Favipiravir, un 

análogo de nucleósido previamente caracterizado como inhibidor de las ARN 

polimerasas virales, entre ellas la de CHIKV [65-66].  

Como se observa en la Figura 19, el tratamiento con Favipiravir y QMED2 durante 

todo el tiempo del ensayo (Ads + 0) resultó en una reducción de la replicación viral 

promedio de 97,96% y 98,65%, respectivamente. Dado que el agregado del 

compuesto durante la adsorción (ads) no reduce significativamente la producción de 

virus infectivo respecto al control sin tratar, el compuesto no actuaría como inhibidor 

de la adsorción. A excepción de la condición de tratamiento durante la adsorción 

para ambos compuestos, y la condición de tratamiento con Favipiravir a las 8 hs, el 

rendimiento de virus en el resto de las condiciones fue significativamente menor al 

control de virus (CV). Para QMED2, si bien no hay una diferencia estadísticamente 

significativa entre las condiciones de tratamiento con antiviral entre las 0 y 8 hs, se 

puede ver una tendencia al aumento del título viral a partir de las 6 hs. De manera 

similar, el tratamiento con Favipiravir a partir de las 4-6 h p.i. resultó en la 

disminución de su actividad antiviral con un aumento gradual del título viral. Dado 

que QMED2 y Favipiravir presentan un comportamiento similar, esto sugiere que el 

tiempo de acción de QMED2 es similar al del Favipiravir. 
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Figura 19: Ensayo de tiempo de adición de QMED2. Se infectaron células Vero 

CCL81 con CHIKV LR en condiciones de un paso (MOI 2,25 UFP/célula). Se realizó 

el tratamiento con QMED2 (100 μM) o Favipiravir (250 μM) a distintos tiempos: solo 

durante la adsorción en frío (Ads), durante la adsorción y postadsorción (Ads+0; 

todo el tiempo del ensayo), o se inició el tratamiento a distintos tiempos post 

adsorción (p.a.) (0-8 h). Se incluyeron controles de células infectadas sin tratar (CV). 

Luego se cosecharon los sobrenadantes a las 9 h p.a y se titularon por el método de 

placas (UFP/ml). Los * representan una diferencia estadísticamente significativa 

(p<0,05) con respecto al CV, determinada mediante una prueba T-student. 

2. Ensayo de replicación en trans de un ARN subgenómico reportero: 

Para evaluar de forma directa la actividad de QMED2 sobre la actividad del 

complejo de replicación viral (o replicasa), formado por las proteínas no 

estructurales de CHIKV, se utilizó un sistema de replicación en trans. El sistema 

utiliza dos vectores de expresión eucariota, el primero contiene el marco de lectura 

que codifica para las proteínas no estructurales de CHIKV, el segundo codifica una 

construcción reportera que contiene las secuencias promotoras del extremo 5' del 

genoma de CHIKV (5' no codificante y el elemento de secuencia conservado CSE 1, 

5’UTR-nsp1) seguidas del gen de la luciferasa de luciérnaga (FLuc), el promotor 
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subgenómico del virus, el gen de la luciferasa de Gaussia (GLuc) y el extremo 3' no 

codificante de CHIKV (3’UTR) (Figura 20).  

 

Figura 20: Esquema de los plásmidos REp (replicasa funcional) y REp-GAA 

(replicasa no funcional, control negativo), y el plásmido reportero HSPolI-FG. 

La cotransfección de estos dos vectores en células permisivas resulta en la 

transcripción de los ARNm de las proteínas no estructurales de CHIKV y del ARN  

reportero. El complejo de proteínas no estructurales reconoce las secuencias 

promotoras en el 5' del ARN reportero para transcribir una copia de ARN de cadena 

negativa que luego sirve como molde (i) para amplificar la secuencia completa del 

ARN reportero que se traducirá en la expresión de la luciferasa de luciérnaga (Fluc) 

o (ii) para transcribir el ARN subgenómico a partir del cual se expresará la luciferasa 

de Gaussia (Gluc). De esta manera, la actividad de Fluc refleja la replicación del 

ARN reportero, y la de Gluc, la transcripción del ARN subgenómico (Figura 21). 

Como control del ensayo se emplea una construcción que lleva una mutación en el 

sitio activo de la polimerasa nsp4 de CHIKV y que, en consecuencia, no es capaz de 

amplificar el ARN reportero ni de transcribir el ARN subgenómico. 
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Figura 21: Esquema del sistema de replicación en trans. 

 
Esta herramienta se puso a punto en el laboratorio por primera vez, para lo cual fue 

necesario la obtención de los correspondientes plásmidos. 

 

2.1. Obtención de plásmidos Rep, Rep-GAA y HSPolI-FG : 

 
Se realizaron preparaciones de ADN de los plásmidos del sistema de replicación en 

trans y se verificó su identidad mediante digestión con enzimas de restricción. Los 

ADN de los plásmidos Rep y Rep-GAA se digirieron con la enzima EcoRI. Por su 

parte, el plásmido reportero se digirió con las enzimas EcoRI y BamHI. Luego de la 

digestión, los productos se resolvieron en gel de agarosa 0,8% y se obtuvieron los 

siguientes resultados. 

Como se puede observar en la Figura 22, en C y D, se observó el mismo patrón de 

digestión con dos bandas, una que se encuentra en torno a las 2000 pb de longitud 

y otra de peso molecular superior a 10000 pb. El patrón concuerda con lo esperado  

para la digestión con EcoRI de los plásmidos Rep y Rep-GAA. En E, se observa una 

única banda de algo menos de 6000 pb, que se corresponde con la banda de mayor 

peso molecular (5701 pb) esperada para la digestión con EcoRI y BamHI del 

plásmido reportero. Debido a que la segunda banda esperada para esta digestión 

tiene un peso de 295 pb, es de esperar que no se haya observado en estas 
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condiciones de corrida. Estos resultados confirman la identidad de los plásmidos 

obtenidos en la preparación de los mismos. 

 

 

Figura 22: Corrida electroforetica del marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb 

DNA Ladder (A), plásmido Rep (B), plásmido Rep digerido con EcoRI (C), plásmidos 

Rep-GAA digerido con EcoRI (D), y plásmido reportero HSPolI-FG digerido con 

EcoRI y BamHI (E), en gel de agarosa 0,8%. 

 

2.2. QMED2 tiene como blanco el complejo de replicación viral: 

 
Finalmente, para determinar si el QMED2 actúa sobre la replicación del genoma de 

CHIKV, se realizó un ensayo con el sistema de replicación en trans, en el que la 

actividad de enzimas luciferasas reporta la capacidad de replicación-transcripción 

del complejo de replicación viral en ausencia y presencia del compuesto. 

Para evaluar la actividad de QMED2 sobre la replicasa viral, se cotransfectaron 

células BHK con los plásmidos Rep + HSPolI-FG, y se trataron con QMED2. Se 

incluyeron controles sin tratar, y controles cotransfectados con Rep-GAA + 

HSPolI-FG.  

En un ensayo piloto (Figura 23) se pudo observar una disminución de la actividad de 

ambas luciferasas dependiente de la concentración de QMED2. En estas 
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condiciones experimentales, el tratamiento con 50 μM de QMED2 no resultó 

citotóxico y la actividad de ambas luciferasas fue comparable a la observada en la 

condición de transfección con la replicasa mutante no funcional, la cual a su vez fue 

aproximadamente 3 órdenes de magnitud menor a la observada en la condición de 

transfección con la replicasa funcional sin tratamiento. En cuanto a la condición de 

tratamiento con 25 μM, el descenso en la actividad de las luciferasas fue de más de 

un orden de magnitud respecto a la condición de transfección con la replicasa 

funcional sin tratar. Todo esto sugiere que QMED2 tiene como blanco alguna de las 

proteínas no estructurales (nsp1-4) que conforman el complejo de replicación de 

CHIKV, de manera que afecta la replicación y transcripción de su genoma. 

 

 

Figura 23: Actividad de QMED2 sobre la replicasa de CHIKV. Se muestran las RLU 

(unidades relativas de luminiscencia) para cada condición. REp-GAA corresponde a 

la transfección con la replicasa mutante, no funcional, y el plásmido reportero, sin 

tratar con compuesto. Las condiciones REp-QMED2 50 μM y REp-QMED2 25 μM 

corresponden a las condiciones transfectadas con la replicasa funcional, el plásmido 

reportero, y que fueron tratadas con 50 μM y 25 μM de QMED2 respectivamente. (A) 

RLU producidas por la luciferasa de luciérnaga (FLuc). (B) RLU producidas por la 

luciferasa de Gaussia (GLuc). 
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Discusión 
 

En este trabajo de tesis se identificó un derivado de 4-amino-quinazolina (QMED2) 

con actividad antiviral contra CHIKV en el orden micromolar y alta selectividad. El 

estudio del modo de acción sugiere que este compuesto actúa sobre la etapa de 

replicación del genoma viral. 

En la actualidad, el tratamiento de la infección por CHIKV es sintomático y no 

resuelve la enfermedad. Si bien se han reportado numerosas moléculas antivirales 

activas in vitro frente a distintos blancos virales [89], no se cuenta aún con un 

tratamiento específico efectivo clínicamente. Por eso, se plantea la necesidad de 

identificar nuevas moléculas activas contra CHIKV y la búsqueda de nuevos 

compuestos antivirales es un área de investigación activa. En este contexto, el 

presente trabajo aporta en la identificación y caracterización de QMED2 como un 

nuevo compuesto con actividad antiviral frente a CHIKV.  

Las quinazolinas son un grupo de compuestos con diversas actividades biológicas, 

entre ellas antivirales. Previamente se reportó la actividad de distintos derivados de 

quinazolinas activas frente a virus de ARN que tendrían como blanco la ARN 

polimerasa viral (RdRp) [74, 75]. La RdRp son enzimas fundamentales para la 

replicación viral y se encuentran conservadas entre virus con genoma de ARN 

[38-40], por eso resulta un blanco atractivo para el desarrollo de antivirales.  

Teniendo en cuenta esto, en este trabajo de tesis se planteó que las 4-amino- 

quinazolinas presentan actividad contra CHIKV, posiblemente con la RdRp como 

blanco, por lo que se evaluó la actividad anti-CHIKV de un panel de ocho 

4-amino-quinazolinas y se estudió el modo de acción del compuesto con mejor perfil 

de actividad.  

De las 4-amino-quinazolinas evaluadas, los hits QMED2 y QMED3 presentaron 

actividad antiviral contra CHIKV en el orden micromolar y alta selectividad, con CE50 

comparables a las reportadas para otras quinazolinas contra este mismo virus 

[80-82]. La sustitución de las quinazolinas en la posición 4 con piperazina y un resto 

fenilo son características de estos hits, y parecen ser importantes para la actividad 

antiviral de estos compuestos. 
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De acuerdo con la hipótesis planteada en este trabajo, los ensayos de tiempo de 

agregado del QMED2 y Favipiravir, un inhibidor nucleosídico de la polimerasa viral 

[66], sugirieron que QMED2 actuaría en tiempos similares a éste, con pérdida del 

efecto antiviral a partir de las 4 h p.i, lo que es comparable a lo reportado por Delang 

y col. [65] en donde se observó que el agregado de Favipiravir entre las 4 y 6 h p.i 

resulta en la disminución de la actividad antiviral y como consecuencia el aumento 

gradual del ARN viral intracelular. Por otro lado, el ensayo de trans-replicación 

sugiere que QMED2 tendría como target el complejo de replicación viral, inhibiendo 

la replicación y transcripción del genoma de CHIKV. 

Si bien QMED2 actúa a tiempos similares que Favipiravir, se espera que su 

mecanismo de acción sea diferente por no tratarse de un análogo de nucleósido. Se 

han reportado derivados de quinazolinas que actúan como inhibidores alostéricos, y 

tienen como blanco cavidades hidrofóbicas en motivos como el pulgar y los dedos 

de la polimerasa viral [74, 75 y 79], por lo que es posible que QMED2 tenga como 

blanco alguno de estos sitios. 

Para confirmar el blanco de acción de QMED2 y conocer un posible sitio de unión, 

sería necesario seleccionar virus resistente a dicho compuesto, para luego 

determinar las mutaciones seleccionadas asociadas a dicha resistencia, como 

realizó Delang y col. [65], donde la resistencia a Favipiravir está dada principalmente 

por una mutación en el sub-dominio F1 de la RdRp de CHIKV, el cual está 

involucrado en la unión y posicionamiento de los nucleótidos sustrato. Las 

mutaciones que se seleccionen podrán ser insertadas en el clon infecciosos de 

CHIKV-ZsGreen o en el plásmido Rep para confirmar la asociación de dicho cambio 

genotípico con la resistencia fenotípica.  

Finalmente, la identificación del blanco de acción antiviral permitirá, por un lado, 

estimar el mecanismo de acción antiviral mediante metodologías in sílico y guiar la 

optimización molecular de los hits seleccionados en este trabajo para obtener 

nuevos derivados de 4-amino-quinazolinas con el objetivo de desarrollar moléculas 

líderes con propiedades farmacológicas adecuadas y mejor perfil de actividad. 
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Conclusión 
 
A partir de una serie de 4-amino Quinazolinas se pudieron identificar compuestos 

activos frente a CHIKV, QMED2 y QMED3, con actividad antiviral en el orden del 

micromolar y altos índices de selectividad. Los estudios de modo de acción 

sugieren, de acuerdo a la hipótesis planteada, que estos compuestos inhiben la 

replicación-transcripción del genoma de CHIKV con alguna de las proteínas no 

estructurales (nsp1-4) que conforman el complejo de replicación viral como blanco. 
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