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RESUMEN 
Introducción. El Virus del Herpes Simple tipo I (VHS-1) presenta alta prevalencia, 

incidencia y morbilidad a nivel mundial. El tratamiento habitual emplea análogos de 

nucleósidos, sin embargo, su uso prolongado ha generado resistencia viral, impulsando 

la búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas. En este contexto, en los procesos de 

formulación, los ensayos preclínicos in vitro ofrecen ventajas como control de 

variables, estandarización y simplicidad frente a estudios in vivo, aunque existen pocas 

evidencias sobre su uso en la evaluación de formulaciones tópicas antivirales. 

Objetivo. Evaluar un método para determinar la eficacia in vitro de formulaciones 

contra el VHS-1. Materiales y Métodos. Se formularon cremas, geles y pomadas con 

aciclovir al 5% como principio activo de referencia. Se evaluaron la citotoxicidad 

mediante Resazurina y la actividad antiviral mediante la cuantificación de genoma viral 

por qPCR, Resultados. La pomada presentó concentración citotóxica 50 de 495 

µg/mL, Concentración Inhibitoria 50 de 3,6 µg/mL e Índice de Selectividad de 137,5. 

El gel mostró una concentración citotóxica 50 de 582,4 µg/mL, una concentración 

inhibitoria 50 ˂1,2 µg/mL y un índice de selectividad ˃465. Conclusión. El sistema in 

vitro basado en citotoxicidad y cuantificación viral por qPCR resultó eficaz para la 

evaluación de formulaciones tópicas. Los valores obtenidos estuvieron dentro de los 

rangos esperados, lo que resalta el potencial del método como herramienta preliminar 

que permite optimizar y simplificar el diseño de estudios in vivo posteriores. 

Palabras clave: Herpes simplex 1; antivirales; evaluación preclínica de 

medicamentos; aciclovir 

ABSTRACT 

Introduction. Herpes Simplex Virus type I (HSV-1) has a high prevalence, incidence, 

and morbidity worldwide. The usual treatment employs nucleoside analogues; 

however, its prolonged use has led to viral resistance, prompting the search for new 

therapeutic alternatives. In this context, in vitro preclinical assays in the formulation 

processes offer advantages such as variable control, standardization, and simplicity 

compared to in vivo studies, although there is limited evidence regarding their use in 

the evaluation of topical antiviral formulations. Objective. To evaluate a method for 

determining the in vitro safety and efficacy of formulations against HSV-1. Materials 

and Methods. Creams, gels, and ointments were formulated with 5% acyclovir as the 

reference active ingredient. Cytotoxicity was assessed using Resazurin, and antiviral 

activity was evaluated by quantifying the viral genome through qPCR. Results. The 

ointment showed a CC50 of 495 µg/mL, IC50 of 3.6 µg/mL, and an SI of 137.5. The gel 

showed a CC50 of 582.4 µg/mL, an inhibitory concentration 50 ˂1.2 µg/mL, and a 

selectivity index SI ˃465. Conclusion. The in vitro system based on cytotoxicity and 

viral quantification by qPCR was effective for evaluating topical formulations. The 

values obtained were within expected ranges, highlighting the method’s potential as a 

preliminary tool to optimize and simplify the design of subsequent in vivo studies. 

Key words: Herpes simplex 1; antivirals; preclinical evaluation of drugs; acyclovir 
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INTRODUCCIÓN 

El Virus del Herpes Simple tipo I (VHS-1) es un virus de ADN de doble cadena, 

perteneciente a la familia Herpesviridae, género simplexvirus(1). Las infecciones causadas 

por este virus son un problema de salud a nivel mundial, con altas tasas de prevalencia e 

incidencia, donde se estima que más del 50% de la población mundial está infectada con 

este virus. En Latinoamérica, la prevalencia del HSV-1 también es alta, con estudios que 

reportan tasas de seropositividad que van desde el 60% hasta el 90% en algunas 

poblaciones(2). Entre las manifestaciones clínicas más comunes se destaca la aparición de 

lesiones mucocutáneas a nivel orobucal pudiendo incluso manifestarse en la zona 

genital(3). Además, el VHS-1 es una de las causas más comunes de encefalitis esporádica 

en adultos y niños, con altas tasas de mortalidad en el caso de los neonatos y pacientes 

inmunodeprimidos como portadores del VIH(4,5).  

Considerando que el virus infecta de manera latente a neuronas, actualmente no existe 

forma de eliminar el virus por completo del organismo, pudiendo causar infecciones 

recurrentes a lo largo de toda la vida de las personas. Entre los fármacos más utilizados 

para el tratamiento de las lesiones causadas por esta infección encontramos a los análogos 

de nucleósidos como el aciclovir, valaciclovir, famciclovir y penciclovir, con buenas tasas 

de eficacia en la reducción de lesiones y sintomatología, además de ser bien tolerados(6,7). 

Sin embargo, uno de los inconvenientes principales con estos medicamentos es el 

incremento de la aparición de resistencias a los mismos, sobre todo en pacientes 

inmunocomprometidos(8), por lo que nos lleva a la necesidad de búsqueda de nuevos 

activos y formulaciones para el tratamiento de estas afecciones.  

Los estudios preclínicos in vitro son una parte esencial dentro del proceso de desarrollo 

de nuevos fármacos, ya que brindan información relevante sobre la eficacia y seguridad 

de estos(9). Estos ensayos tienen algunas ventajas, como velocidad del ensayo, reducción 

de costos y su potencial de automatización, siendo fundamental para reducir u optimizar 

los ensayos basados en animales de experimentación(10,11). Es por ello, que través de la 

evaluación de la citotoxicidad y actividad antiviral de bases tópicas conteniendo activos de 

interés a través de cuantificación de genoma viral por qPCR, se buscó generar una técnica 

que permita evaluar la eficacia in vitro de formulaciones tópicas con distintos excipientes 

y propiedades fisicoquímicas. Esto permitiría la selección de las formulaciones más 

adecuadas según estos parámetros que permitan simplificar ensayos posteriores como los 

ensayos in vivo, disminuyendo los animales a utilizar y lograr así la reducción de costos y 

tiempo de ensayo.  Para ello, se utilizó como activo a evaluar el aciclovir, de actividad 

antiviral reportada y ampliamente descrita contra el VHS-1 de manera a utilizarlo como 

referencia para evaluar la eficacia del sistema.    

METODOLOGIA 

Virus y células 

Las células Vero CCL81 (células de riñón de mono verde africano) fueron cultivadas en 

medio Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) (Gibco, EE.UU) suplementado con 

7,5% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco, EE.UU), aminoácidos no esenciales, penicilina 

y estreptomicina, a 37°C en una atmósfera humedecida con CO2 al 5%. La cepa F de HSV-

1 se cultivó en células Vero y el stock viral fue cuantificado mediante un ensayo en placas.  

Drogas 

El Acyclovir (9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]guanine) (Sinoway industrial Co.,Ltd, China) 

fue adquirido a través de un proveedor local, con su certificado de calidad correspondiente 

y almacenado según sus especificaciones técnicas. 

Preparación de bases tópicas, formulaciones tópicas y controles 

El desarrollo de todas las formulaciones fue realizado con excipientes consideradas 

seguras para uso farmacéutico y cuyos proveedores fueron autorizados por la autoridad 

sanitaria correspondiente. Además, fueron realizados controles básicos de calidad en base 

a monografías oficiales. 
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Fórmulas de bases tópicas  

Crema base: Ceral-10 (Fabriquimica, Argentina) 10%, vaselina líquida 

(Arrowchem,China) 5%, propilparabeno (Gemini exports, India) 0,02%, metilparabeno 

(Gemini exports, India) 0,1%, Glicerina (Arrowchem, China) y agua destilada csp 100 g  

Gel base: Carbopol 940 (BTP Pharm, China) 1%, metilparabeno (Gemini exports, India) 

0,1%, glicerina Arrowchem, China) 4%, trietanolamina (Arrowchem, China) 0,05% y agua 

destilada csp 100 g.  

Pomada: Vaselina líquida (Arrowchem, China) 20% y vaselina sólida (Arrowchem, 

China) csp. 100 g. 

Una vez obtenidas las bases tópicas, se elaboraron formulaciones incorporando a este 

aciclovir al 5%.  

Ensayo de citotoxicidad in vitro de bases y formulaciones tópicas 

El ensayo se llevó a cabo como fue descripto por Cantero-González et al(12) Para evaluar 

la toxicidad celular, se sembraron células Vero en placas de 96 pocillos. Después de 24 

horas, se eliminó el sobrenadante, se agregaron las muestras disueltas previamente a 

diferentes concentraciones en medio DMEM (GIBCO, EE.UU) con un 7,5% de Suero Fetal 

Bovino (SFB) (GIBCO, EE.UU). A las 72 horas, se agregaron 20 µL de Resazurina (Alfa 

Aesar, China) y se incubó durante 3 horas a 37°C en un ambiente con un 5% de CO2. 

Posteriormente, se midió la absorbancia de la placa a 570 y 630 nm.  

Primeramente, se evaluó la citotoxicidad de las distintas bases tópicas (crema, gel y 

pomada) sin activo, de manera a evaluar la citotoxicidad propia de los excipientes sobre 

el sistema. En una segunda etapa, se evaluó la citotoxicidad de las formulaciones con el 

activo de interés (aciclovir al 5%). Como control, se utilizaron pocillos con células sin 

tratamiento.  

Ensayo de actividad antiviral in vitro de bases y formulaciones tópicas 

El ensayo se llevó a cabo como fue descripto por Gabaglio et al(13). Brevemente, se 

sembraron células VERO en una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 24 horas a 

37°C y 5% de CO2 utilizando un medio DMEM con un 7,5% SFB. Luego, se procedió a la 

infección con el VHS-1 a una multiplicidad de infección (MOI) de 1,5, incubando durante 

1 hora a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente, el medio con el virus fue reemplazado por 

las formulaciones a diferentes concentraciones previamente disueltas en medio DMEM 

7,5% SFB, y se incubaron durante 72 horas a 37°C y 5% de CO2.  

En una primera etapa, se evaluó la actividad de las distintas bases tópicas (gel y 

pomada) sin activo, de manera a evaluar la influencia de los excipientes sobre el sistema. 

En una segunda etapa, se evaluó la actividad antiviral de las formulaciones con el activo 

de interés (aciclovir al 5%). Como normalizador se utilizaron células infectadas con el virus 

y como grupo de control células que no fueron infectadas con el virus ni tratadas con la 

formulación, realizando únicamente la sustitución del medio.  

Después de la incubación, se recolectaron los sobrenadantes de los pocillos para 

cuantificar el genoma viral mediante qPCR utilizando SYBR ®Green (Bio-Rad, EEUU) como 

fluoróforo y un cebador para el gen ICP0(13).  

Determinación de la concentración citotóxica 50 (CC50), concentración 

inhibitoria 50 (IC50) y el índice de selectividad (IS). 

Para la determinación de IC50 y CC50 se ensayaron diferentes concentraciones (500, 

400, 200, 250, 200, 100, 40, 20 μg/mL) de formulaciones con los activos de estudio para 

obtener curvas de dosis-respuesta. 

La efectividad relativa del producto en investigación para inhibir la replicación viral en 

comparación con la inducción de la muerte celular se define como el índice terapéutico o 

de selectividad (IS) (es decir, CC50 / IC50). Fue realizado el cálculo del IS para las 

formulaciones de pomada y gel de Aciclovir. 
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RESULTADOS 

Citotoxicidad de las bases tópicas y determinación de CC50 

Primeramente, se evaluó la toxicidad que las bases tópicas podían ejercer sobre el 

cultivo de manera a determinar si las mismas son aptas para ser evaluadas en este 

modelo. Para ello se procedió a realizar curvas de citotoxicidad y calcular la CC50. Las 

concentraciones utilizadas para el análisis fueron de 5000, 2500, 1200, 1000, 500, 320, 

160 y 80 μg/mL. 

La crema base mostró una citotoxicidad elevada (˃60%) en todas las concentraciones 

ensayadas. El gel y la pomada base en cambio, mostraron valores de CC50 de 873,8 μg/mL 

(r2=0,9732) (Figura 1A) y797,2 μg/mL (r2=0,976) (Figura 1B) respectivamente, siendo 

considerados aptos para ser utilizados en ensayos posteriores debido a su baja toxicidad.  

Actividad antiviral de las bases tópicas y determinación de IC50 

A fin de determinar si las bases podrían ejercer algún efecto sobre el virus o procesos 

relacionados con la infección, se procedió a evaluar el efecto de las bases sobre modelo 

de infección in vitro. Para ello, se procedió a infectar células en presencia o ausencia de 

las bases tópicas para posteriormente proceder a la cuantificación de genoma viral de 

VHS-1 por qPCR. Como normalizador se realizaron infecciones ausencia de las de 

formulaciones de gel base y pomada base. Las concentraciones utilizadas para el análisis 

fueron de 2000, 500, 400, 300, 250, 200, 125 y 62,5 μg/mL.  Tanto para el gel base como 

la pomada base se observó una acción inhibitoria sobre la infección a altas 

concentraciones, igual o mayores 200 μg/mL Es por ello, que esta concentración fue 

considerada como la concentración máxima de base a utilizar para la medición de actividad 

antiviral de ensayos posteriores con los activos. Los valores de IC50 obtenidas fueron de 

224,6 μg/mL (r2=0,984) para el Gel base (Figura 1C) y 196,1 μg/mL (r2=0,995) para la 

Pomada base (Figura 1D). 
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Figura 1. A Porcentaje de Citotoxicidad vs Concentración [log(μg/mL)] del Gel de 

Aciclovir. B Porcentaje de Citotoxicidad vs Concentración [log(μg/mL)] de la Pomada de 

Aciclovir. C Porcentaje de Actividad antiviral (Expresada en % de Inhibición viral) vs 

Concentración [log(μg/mL)] del Gel de Aciclovir. D Porcentaje de Actividad antiviral 

(Expresada en % de Inhibición viral) vs Concentración [log(μg/mL)] de la Pomada de 

Aciclovir 5%. En los gráficos los puntos indican el promedio de las mediciones (n=2), el 

r2, con la desviación estándar.  

Citotoxicidad de las formulaciones de Aciclovir 5% 

Al analizar la citotoxicidad de las formulaciones con aciclovir 5% se obtuvieron valores 

de CC50 de 582,4 μg/mL (r2=0,9634) (Figura 2A) y 495,0 μg/mL (r2=0,8889) (Figura 2B) 

para el Gel de Aciclovir y la Pomada de Aciclovir respectivamente, siendo estos valores un 

poco mayores a los CC50 obtenidos de las bases, comprobando así, una ligera influencia 

del activo sobre la toxicidad del sistema en estudio. Las concentraciones utilizadas para el 

análisis fueron de 500, 400, 250, 200, 100, 40 y 20 μg/mL.  
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Figura 2. A Porcentaje de Citotoxicidad vs Concentración [log(μg/mL)] de Gel de 

Aciclovir 5%. B Porcentaje de Citotoxicidad vs Concentración [log(μg/mL)] de Pomada de 

Aciclovir 5%. En los gráficos los puntos indican el promedio de las mediciones (n=2) con 

la desviación estándar.  

Actividad antiviral de formulaciones de aciclovir 5% 

Posteriormente, se procedió a evaluar la actividad antiviral contra el HSV-1 de las 

formulaciones utilizado el método de cuantificación de genoma viral por qPCR, pudiendo 

así obtener el valor de IC50 de formulaciones de gel de aciclovir 5% y pomada de aciclovir 

5%. Las concentraciones utilizadas para el análisis fueron de 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2.5 

y 1,25 μg/mL.   

Para el caso del gel de aciclovir, se obtuvieron valores de IC50 ˂1,25 μg/mL (r2=0,908), 

ya que se observaba un fenómeno de inhibición viral mayor al 70% incluso en la menor 

concentración de ensayo (Figura 3A). En el caso de la Pomada de Aciclovir se obtuvo un 

valor de IC50 de 3,6 μg/mL (r2=0,889) (Figura 3B). El Gel presentó mejores valores de 

IC50 en comparación a la Pomada que puede deberse a la naturaleza hidrofílica y polimérica 

del gel, que permite un mejor contacto con el sistema de ensayo. 
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Figura 3. A Porcentaje de Actividad antiviral (expresada en % de Inhibición viral) vs 

Concentración [log(μg/mL)] de Gel de aciclovir 5%. B Porcentaje de Actividad antiviral 

(expresada en % de Inhibición viral) vs Concentración [log(μg/mL)] de Pomada de 

aciclovir 5%. En el gráfico los puntos indican el promedio de las mediciones (n=2) con la 

desviación estándar. 

Cálculo del Índice de Selectividad de las formulaciones  

Por último, se procedió a calcular el valor de Índice de Selectividad (IS) para las 

formulaciones evaluadas (Tabla 1). 

Tabla 1. Índice de Selectividad de distintas formulaciones de Aciclovir 5% 

Formulación CC50 (μg/mL) IC50 (μg/mL) IS (CC50/IC50) 

Gel Aciclovir 5% 582,4 ˂1,25 ˃465,92 

Pomada Aciclovir 5% 495,0 3,6 137,5 

DISCUSIÓN 

El aumento de la morbilidad a nivel mundial de las infecciones por VHS-1 y la aparición 

de cepas resistentes al aciclovir sobre todo en pacientes inmunocomprometidos, ha llevado 

a la búsqueda de nuevos compuestos con actividad antiviral frente a este virus. Dentro 

del proceso de desarrollo de nuevas formulaciones, los estudios in vitro nos pueden brindar 

información preliminar muy valiosa sobre la seguridad y efectividad de un medicamento. 

Este proyecto tuvo el fin de desarrollar una técnica de evaluación de formulaciones tópicas 

in vitro contra el VHS-1 de manera de brindar más información acerca del comportamiento 

de estas formulaciones en términos de toxicidad e inhibición viral.  

Para analizar el método de análisis de actividad antiviral in vitro de formulaciones 

tópicas contra el VHS-1, fueron seleccionadas tres formas farmacéuticas semisólidas de 

uso tópico ampliamente utilizadas en tratamiento de afecciones de la piel: cremas, geles 

y pomadas. Estas bases tópicas presentan características fisicoquímicas distintas entre 

ellas, respecto a la rapidez de la absorción o propiedades de hidratación o emoliencia, y 

cada una presentando ciertas ventajas y desventajas respecto a las demás(14).  

El método de evaluación de actividad antiviral in vitro de formulaciones tópicas contra 

el VHS-1 consistió en la realización de dos ensayos principales: El ensayo de citotoxicidad 

y el ensayo de actividad antiviral(12). A través de estas se obtuvieron los resultados de 

CC50 e IC50, que permitieron calcular el IS como una medida de eficiencia y seguridad de 

estas formulaciones 

Inicialmente, se buscó evaluar una posible influencia de las bases tópicas sobre el 

sistema (crema, gel, pomada), realizando los ensayos de citotoxicidad y actividad antiviral 

de los mismos, previa a la incorporación del de interés. Respecto a la citotoxicidad, en el 
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caso de la crema base, se observó una alta citotoxicidad en este estudio a todas las 

concentraciones utilizadas, aunque se han observado estudios in vitro hechos con bases 

de emulsiones con una baja citotoxicidad. Esto podría estar influenciado por la composición 

de la crema y sus componentes emulsificantes, pudiendo complementar estos estudios 

con la utilización de otros agentes tensoactivos como el tween 80 con bajas tasas de 

citotoxicidad reportadas(15). Esto demuestra que nuestro sistema no es aplicable a todas 

las formulaciones y es dependiente del tipo y concentración de excipientes. 

Tanto el gel base como la pomada base mostraron valores altos de CC50 (˃700 μg/mL). 

Estos resultados que coinciden con estudios previos donde se evaluaron la baja 

citotoxicidad de los componentes tanto de geles como de pomadas(16,17). En cuanto a la 

actividad antiviral de las bases tópicas, cabe destacar que tanto para el gel y la pomada 

base, presentaron un fenómeno de inhibición viral a concentraciones igual o mayores a 

200 μg/mL, pero cuya actividad descendía drásticamente a concentraciones menores a 

estas. Mishra et al estudiaron la actividad antiviral de un gel base para la incorporación de 

extractos naturales y encontraron una inhibición de la actividad de HSV-2 en un 5,88% a 

una concentración de 125 μg/mL, siendo ésta la concentración máxima de estudio. Sin 

embargo, no se han reportado otros estudios de actividad antiviral u de otro tipo de bases 

tópicas a concentraciones mayores, por lo que este proyecto aporta un dato importante 

todavía no descrito en el comportamiento de las bases tópicas en un modelo in vitro(18). 

El aciclovir es el fármaco de primera instancia utilizado para el tratamiento de las 

infecciones por VHS-1, siendo ampliamente utilizado por vía intravenosa, oral y tópica, 

con un comportamiento ampliamente descrito(4,19). Esto llevó a la incorporación de este 

activo de manera a utilizarlo como referencia para el sistema en estudio, de manera a 

poder verificar los resultados con estudios previos realizados con el mismo. Primeramente, 

se realizó el ensayo de citotoxicidad de las formulaciones de gel y pomada de aciclovir al 

5%, obteniendo valores de CC50 de 582,4 μg/mL y 495 μg/mL respectivamente, siendo 

valores menores a los CC50 de sus respectivas bases, pudiendo observarse un efecto del 

aciclovir en la citotoxicidad. En el ensayo de actividad antiviral de estas formulaciones, se 

obtuvieron valores de IC50 de ˂1,25 μg/mL para el gel de aciclovir al 5% y 3,6 μg/mL para 

la pomada base. Estos valores son comparables con estudios previos de actividad antiviral 

in vitro utilizando células Vero, que van desde 0,03 a 5,32 μg/mL(20–22). En cuanto a los 

índices de selectividad, se obtuvieron valores de ˃465,92 y 137,5 para el Gel y la Pomada 

respectivamente. Estos valores son los esperados para este activo debido a la baja 

citotoxicidad y la buena actividad antiviral presentada de este activo, destacando la 

eficiencia del método implementado para la medición de seguridad y eficacia de 

formulaciones antivirales.  

En conclusión, se logró establecer y evaluar un método que permitió determinar la 

eficacia in vitro de formulaciones contra el VHS-1. Con base en los resultados, la 

combinación de la determinación de citotoxicidad con la evaluación de la actividad antiviral 

mediante cuantificación del genoma viral por qPCR representa un modelo adecuado para 

el análisis de formulaciones tópicas con principios activos de interés, especialmente en 

bases hidrofílicas como geles y bases hidrofóbicas como pomadas. Este enfoque también 

podría aplicarse a formulaciones que incluyan otros activos relevantes, aportando 

información preliminar valiosa sobre seguridad, eficacia y la influencia de las bases 

utilizadas, lo cual puede complementar y simplificar etapas posteriores en estudios 

preclínicos en animales o seres humanos. 
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