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Resumen 

 

Título: Evaluación del potencial de Lippia origanoides Kunth como fuente primaria para el 

desarrollo de un fitoterapéutico para tratamiento del dengue1 

Autores: Quintero Rueda, Elizabeth; Osorio Hurtado, Daniel2; Ocazionez Jiménez, Raquel3 

Palabras Clave: Lippia origanoides, extractos, virus Dengue, flavonoides, antiviral 

 

Descripción: 

El virus del dengue (DENV) es endémico en Colombia y causa muertes anualmente. No se ha 

descubierto un antiviral eficaz a pesar de la intensa investigación. Existe la necesidad de terapias 

que puedan acortar la duración y prevenir el desarrollo de una enfermedad grave, los estudios 

clínicos respaldan que la medicina herbaria puede ser eficaz para reducir el riesgo de dengue grave. 

El objetivo fue evaluar el potencial de Lippia origanoides Kunth, denominado “Orégano de 

Monte” en Colombia, como fuente primaria para el desarrollo de un fitoterapéutico para el dengue. 

Se incluyeron los quimiotipos felandreno, timol y carvacrol de L. origanoides. Se analizaron 

extracto hidroalcohólico (EXT-HD), extracto por fluido supercrítico CO2 (EXT-FSC) y aceite 

esencial (AE) de cada quimiotipo. Los EXT y AE de L. origanoides-felandreno mostraron el 

mayor efecto inhibitorio sobre la replicación del virus in vitro en el ensayo de efecto citopático. El 

tratamiento con EXT y AE durante la adsorción viral fue el más efectivo para inhibir la replicación 

viral (IC50 < 25 µg/mL; IS > 10) según experimentos de adición de tiempo en células hepáticas 

humanas (HepG-2). Las células inmunitarias de sangre periférica humana estimuladas con DENV 

tratadas con EXT-HD (100 µg/mL) mostraron cambios (índice de cambio, IC) en la producción 

de citocinas implicadas en la respuesta antiviral inmunitaria innata: IL-1β (IC=1,71), IL-8 

(IC=0,75) y RANTES (IC=0,62) aumentaron, aunque se observaron diferencias significativas para 

IL-1β (p < 0,01); y se observó una tendencia en la reducción de TNF-α (IC= -0,38; p=0,17). El 

análisis de acoplamiento reveló que 11 flavonoides presentes en EXT mostraron energías de 

acoplamiento < −7,5 kcal/mol tanto con DENV como con proteínas celulares receptoras de virus, 

lo que podría explicar los efectos sobre la replicación del virus y la producción de citocinas. 

Conclusión: el extracto L. origanoides- felandreno podría servir como punto de partida en estudios 

preclínicos centrados en el descubrimiento de una preparación herbal para la prevención de 

enfermedades graves en individuos infectados con DENV. 

 

 

___________________ 

1 Trabajo de Grado 

2 Universidad de Texas. Co-orientador: Daniel Osorio Ph.D 

3 Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Orientadora: Raquel Ocazionez Ph.D.  
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Abstract 

 

Title: Evaluation of the potential of Lippia origanoides Kunth as a primary source for the 

development of a phytotherapeutic for the treatment of dengue1 

Authors: Quintero Rueda, Elizabeth; Osorio Hurtado, Daniel2; Ocazionez, Jiménez, Raquel3 

Key Words: Lippia origanoides, extracts, Dengue virus, flavonoids, antiviral 

 

Description: 

 

Dengue virus (DENV) is endemic in Colombia causing many dengue cases and deaths annually. 

An effective antiviral has not been discovered despite intensive research. There is a need for 

therapies that can shorten the duration of dengue and prevent the development of severe disease, 

clinical studies support the view that herbal medicine may be efficacious in reducing the risk of 

severe dengue. The aim of this work was to evaluate the potential of Lippia origanoides Kunth, 

called ‘‘Oregano del Monte’’ in Colombia, as a primary source for development of a 

phytotherapeutic for dengue. Phellandrene, thymol, and carvacrol chemotypes of L. origanoides 

were included. Hydroalcoholic extract (HD-EXT), supercritical fluid CO2 extract (SFC-EXT), 

and essential oil (EO) from each chemotype were analyzed. EXTs and EO from L. 

origanoides phellandrene chemotype showed the highest inhibitory effect on virus replication in 

vitro in the DENV-cytopathic effect assay. Treatment with EXTs and EO from L. 

origanoides phellandrene during viral adsorption was the most effective treatment to inhibit virus 

replication (IC50 < 25 µg/mL; IS >10) according to time-addition experiments in liver human cells 

(HepG-2). DENV-stimulated human peripheral blood immune cells treated with HD-EXT (100 

µg/mL) showed changed (index change, IC) in production of cytokines involved in innate immune 

antiviral response: IL-1β (IC=1.71), IL-8 (IC=0.75) and RANTES (IC=0.62) increased although 

significant differences were observed for IL-1β (p < 0.01); and a tendency in TNF-α reduction 

(IC= -0.38; p=0.17) was observed. Docking analysis revealed that 11 flavonoids present in EXTs 

shown binding energy affinity/dock score < − 7.5 kcal/mol with both DENV and virus-receptor 

cell proteins, which could explain effects on virus replication and cytokine production. 

Conclusion: Extract from L. origanoides phellandrene chemotype could serve as a starting point 

in preclinical studies focused on discovery of an herbal preparation for prevention of severe disease 

in DENV-infected individuals.    

 

 

___________________ 

1 Degree work 

2 Texas University. Thesis co-advisor: Daniel Osorio Ph.D 

3 facultad de Salud. Escuela de Medicina. Thesis advisor: Raquel Ocazionez Ph.D. 
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Introducción 

 

El dengue es causado por el Virus Dengue (DENV) y es la arbovirosis más prevalente en 

el mundo (Harapan et al., 2020). En América Latina y el Caribe, el número de casos incrementó 

ocho veces en la última década, de 505,430 en el año 2000 a 4.2 millones en el 2019; y el número 

de muertes de 960 en el año 2000 a 4,032 en el 2015 (WHO,2020). Colombia ocupa los primeros 

lugares en la lista de países con alta endemia de dengue (Gutierrez-Barbosa et al., 2020), con tasas 

de incidencia entre 250 y 500 casos por 100,000 habitantes en la última década, las últimas 

epidemias ocurrieron en 2010, 2013 y 2019 con más de 100,00 casos en cada año; además, la tasa 

de mortalidad incrementó notoriamente de 2% hasta 14% en 2016, muy superior comparado con 

la tasa promedio de países de las Américas y el Caribe. 

Actualmente no hay fármacos eficaces para tratamiento del dengue. Durante décadas se 

viene intentando el descubrimiento de un antiviral; esto es, un compuesto o molécula que bloquee 

la acción de una proteína, del virus o la célula huésped, indispensable para la producción de 

progenie viral (Nasar et al., 2020). Aunque se han descubierto decenas de inhibidores del DENV, 

ninguno cumplió con parámetros de eficacia en el ensayo preclínico para merecer ser evaluado en 

un ensayo clínico (Troost & Smit, 2020). También se han evaluado fármacos descubiertos para 

tratamiento de otras enfermedades, como por ejemplo estatinas, balapiravir y cloroquina, y 

ninguno mostró eficacia terapéutica en ensayos clínicos (Lai et al., 2017; Whitehorn et al., 2014 

Nguyen et al., 2013).  

Las preparaciones herbales se han usado por siglos para aliviar una amplia variedad de 

enfermedades. El extracto (EXT) o aceite esencial (AE) de hojas y tallos de plantas medicinales 

se usan para elaborar fitoterapéuticos. Estos medicamentos contienen compuestos de diversas 

estructuras químicas que pueden interactuar simultáneamente con distintos blancos (Ghosh, 2016). 
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Existe evidencia científica del efecto profiláctico o curativo de los fitoterapéuticos para tratamiento 

de diversas enfermedades humanas incluidas las causadas por virus (Ti et al., 2021; Tarkang et al., 

2016). La eficacia de estos medicamentos se explica porque sus componentes químicos pueden 

bloquear simultáneamente proteínas del virus y la célula con roles importantes en la producción 

de progenie viral y en la respuesta inmune inflamatoria aberrante que contribuye al daño de los 

tejidos del infectado. 

El tratamiento del dengue con fitoterapéuticos es una práctica de varios países del sudeste 

asiático; no obstante, hoy día no existe alguno recomendado para uso por la Organización Mundial 

de la Salud. La eficacia terapéutica del EXT de hojas de Carica papaya ha sido el más validado 

científicamente, en modelos in vitro se han demostrado efectos antiviral e inhibitorio de la 

activación de plaquetas (Rajapakse et al., 2019). Diferentes estudios han documentado que la 

exacerbada activación de la plaqueta resulta en trombocitopenia y respuesta inflamatoria aberrante, 

ambos eventos son informativos de severidad del dengue (Singh et al., 2020; Ojha et al., 2017). 

Recientemente se publicaron los resultados de un estudio clínico piloto (limitado número de 

pacientes) que evaluó la eficacia terapéutica de tabletas elaboradas con el EXT de Carica papaya 

(Sathyapalan et al., 2020). En pacientes tratados se observaron signos de mejoría y se concluyó 

que se requiere un estudio más robusto para concluir sobre la eficacia terapéutica. 

En Colombia, la carencia de fármacos eficaces para tratamiento del dengue obliga a los 

pacientes a recurrir a las preparaciones herbales para aliviar síntomas y con la expectativa de 

prevenir hospitalización. Productos naturales para aminorar los síntomas del dengue se ofrecen en 

droguerías y tiendas naturistas. No obstante, hoy día no se cuenta con un fitoterapéutico aprobado 

por el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA). Más aún, la 

fitoterapia para el dengue no está integrada a la medicina convencional como ya existe en varios 
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países (Singh & Rawat, 2017a). El limitado desarrollo de la fitoterapia en Colombia se debe en 

gran parte a la escasa investigación científica sobre el potencial farmacológico de plantas de la 

medicina tradicional. 

Información documentada de propiedades farmacológicas para el dengue de plantas de la 

medicina tradicional colombiana es muy limitada. En una revisión exhaustiva de bases 

bibliográficas se encontraron solo tres artículos. Gómez-Calderón y Col. (2017) documentaron 

eficacia antiviral in vitro del EXT de dos especies de plantas de la Región Caribe, aunque fue 

necesario usar 100 µg/mL lo cual sugiere leve efecto antiviral. En nuestro laboratorio hemos 

analizado EXT de varias especies, algunos presentaron eficacia antiviral in vitro a concentraciones 

< 50 µg/mL (datos no publicados). Nuestro grupo documentó el efecto antiviral in vitro de AEs de 

distintas especies incluyendo algunas del género Lippia (Ocazionez et al., 2010). 

El conocimiento del potencial estratégico de la flora colombiana es de interés para varios 

sectores económicos del país, la investigación en actividades biológicas de productos obtenidas de 

las plantas medicinales y aromáticas para las industrias de medicamentos y cosméticos del país, es 

dirigido por la Prof. Dra. Elena Stashenko del Centro de Cromatografía y Espectrometría de Masas 

de la Universidad Industrial de Santander (CROM-MASS/UIS). Información del programa 

BioReto se encuentra en el portal (https://www.youtube.com/watch?v=jwy_xxMpIkE&t=48s). 

Una línea de investigación del programa se enfoca en el estudio del potencial de EXT de plantas 

medicinales como fuente primaria para el desarrollo de fitoterapéuticos para tratamiento del 

dengue, Lippia origanoides H.B.K (Familia Verbenaceae) es una de las especies seleccionadas. 

L. origanoides es una planta aromática, que crece de forma silvestre desde México hasta 

Argentina, con mayor presencia en la región amazónica de Brasil, Venezuela y Colombia (Oliveira 

et al., 2007). En América Central y Brasil, preparaciones a base de L. origanoides se usan para 

https://www.youtube.com/watch?v=jwy_xxMpIkE&t=48s
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tratamiento de enfermedades respiratorias como gripe, bronquitis, tos y asma, para tratamiento de 

trastornos gastrointestinales como dolor de estómago, nauseas e indigestión, y como antiséptico 

para heridas. El AE se utiliza como condimento, preservante de alimentos y aromatizante natural 

(Hernandes et al., 2017; Pascual et al., 2001). El potencial farmacológico de L. origanoides ha 

sido validado científicamente, el EXT ha mostrado efecto antimicrobiano y antinflamatorio debido 

a que inhibe la vía de señalización NF-κB (Raman et al., 2017). Flavonoides presentes en el EXT 

como quercetina, naringenina y luteolina han mostrado efecto inhibitorio sobre la replicación del 

DENV en distintos modelos in vitro (Sinha et al., 2018; Frabasile et al., 2017). El AE contiene 

trans-β-cariofileno, carvacrol y timol, componentes que presentan actividades antimicrobianas, 

antimicóticas y antiinflamatoria (Cho et al., 2017; Bedoya et al., 2015; Souza et al., 2014).  

L. origanoides es conocida en Colombia como “orégano de monte” y ha sido una de las 

plantas más estudiadas por el grupo CROM-MASS de la UIS (Stashenko et al., 2014, 2013, 2010, 

2008). Análisis in vitro realizados en nuestro laboratorio revelaron que el AE inhibe la replicación 

del DENV (Ocazionez et al., 2010) y también de su homólogo el virus de la fiebre amarilla (Gómez 

et al., 2013). 

El presente proyecto de investigación se realizó anidado al Proyecto # 9 del Programa Bio-

Reto y aporta nuevo conocimiento sobre el potencial de L. origanoides como fuente primaria para 

descubrimiento de fitoterapéuticos para el dengue. Usando un protocolo guiado, se identificó una 

muestra de la planta con eficacia in vitro antiviral y se evaluó la eficacia in vitro de esta muestra 

para modular (reducir o incrementar) la respuesta de citoquinas en macrófagos humanos 

estimulados con DENV. Además, se realizaron análisis de acoplamiento molecular entre 

componentes químicos de las muestras vegetales y proteínas del DENV y la célula huésped. Este 
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análisis se realizó para predecir modos de acción de la muestra activa e identificar fitoquímicos 

que puedan servir como punto de partida en el descubrimiento de antivirales sintéticos. 
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1. Objetivos 

 

1.1 General 

 

Evaluar el potencial de L. origanoides como fuente primaria para el desarrollo de un 

fitoterapéutico para tratamiento del dengue. 

     1.2 Específicos 

 

1. Identificar las muestras más activas comparando el efecto antiviral in vitro de EXTs y 

AEs de quimiotipos distintos de la planta. 

2. Inferir el modo de acción antiviral de las muestras más activas, comparando el efecto 

de tratamientos que varían respecto al momento de adsorción del virus a la célula.  

3. Determinar el efecto de la muestra vegetal más activa sobre la respuesta de citoquinas 

de macrófagos activados por el DENV. 

4. Inferir el potencial farmacológico de la muestra vegetal más activa, comparando 

patrones de acoplamiento molecular de sus componentes químicos con proteínas del 

DENV y del macrófago.  
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2. Marco teórico 

 

2.1 Plantas en investigación de medicamentos para el dengue 

 

EXT de plantas han sido científicamente validados como fuente de fitoterapéuticos para el 

tratamiento del dengue (Wang et al., 2020; Singh & Rawat, 2017). Dos estudios preclínicos son 

los más citados. El efecto de un EXT liofilizado de las hojas de Carica papaya fue evaluado en 

ratones A129 (Norahmad et al., 2019; Mohd Abd Razak et al., 2018), el estudio demostró que el 

EXT redujo la expresión de genes de citoquinas inflamatorias como CCL6, CCL8, CCL12, 

CCL17, IL1R1, ILIRN / IL1Ra, NAMPT/ PBEF1 y PF4 / CXCL4; sin embargo, el tratamiento no 

redujo los niveles séricos de la proteína viral NS1 que es un indicador de la replicación del DENV. 

La eficacia terapéutica del EXT de Cissampelos pareira, una planta de la India, fue evaluada en 

ratones (Sood et al., 2015), el estudio demostró que el tratamiento redujo la viremia producida por 

los cuatro serotipos del DENV, pero no se pudo evaluar el efecto sobre la respuesta inflamatoria 

aberrante debido a que la cepa de ratón porta una mutación de un gen clave de la respuesta inmune 

antiviral. 

Los EXT son mezclas de distintos compuestos químicos en especial flavonoides (Panche 

et al., 2016). Estos compuestos poseen una gran diversidad estructural, pero comparten un 

esqueleto de carbono con dos anillos de benceno conectados a través de un anillo de pireno 

heterocíclico (Maleki et al., 2019). La amplia variabilidad en estructura química contribuye a su 

capacidad para interactuar con múltiples componentes moleculares de patógenos y células blanco 

en los tejidos del cuerpo humano (Ghildiyal et al., 2020; Ullah et al., 2020; Efferth & Koch, 2011). 

Flavonoides derivados de extractos de Scutellaria baicalensis, Persea americana, Nephelium 

lappaceum, Psidium guajava y Houttuynia cordata han demostrado potencial como fuente 

primaria para desarrollar fármacos para tratamiento del dengue (Liao et al., 2021; Wu et al., 2019; 
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Trujillo-Correa et al., 2019; Abdul Ahma et al., 2017; Chiow et al., 2016). Baicaleina y baicalina 

asilados de S. baicalensis inhibieron la producción de IL-1β, IL-6, IL-8 y TNF-α por macrófagos 

estimulados con DENV mediante la inhibición de vías de señalización MAPK, Akt, NF-κB y JAK-

STAT (Liao et al., 2021). Un flavonoide (THHY) de Persea americana inhibió la replicación in 

vitro de DENV-2 e incrementó la respuesta celular antiviral aumentando la expresión de genes 

OAS y PKR de la respuesta al interferón; y se ha reportado que flavonoides interactúan con 

receptores tipo Toll, quinasas Janus de la vía de señalización JAK/STAT e interferones (Wu et al., 

2019). El potencial de flavonoides para interactuar con proteínas virales también ha sido reportado; 

De Sousa & Col. (2015) encontraron en estudios in silico e in vitro dos flavonoides con potencial 

anti-dengue, agatisflavona y miricetín inhibieron la proteasa viral NS3/NS2B a concentraciones 

de 11 y 4.7 µM, respectivamente. 

Los AEs son mezclas de hidrocarburos y sus derivados oxigenados surgen de dos vías de 

isoprenoides diferentes, contienen monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanoides 

principalmente, lo cual les confiere un amplio espectro de mecanismos de acción (Sharifi-Rad et 

al., 2017). Los AE de diferentes especies vegetales contienen más de 200 componentes que les 

confiere propiedades farmacológicas (Aziz et al., 2018), para prevenir y tratar diversas 

enfermedades infecciosas del tracto respiratorio, sistema digestivo, piel y enfermedades del 

sistema nervioso (Ali et al., 2015). 

Investigaciones demuestran el efecto virucidal de AEs sobre virus patógenos para humanos 

que poseen envoltura similar a la del DENV entre los que se incluyen Virus Herpes Simple, Virus 

Influenza, Virus de la Inmunodeficiencia Humana (Ma & Yao, 2020) y recientemente el SARS-

CoV-2 (Asif et al., 2020). Existe evidencia científica demostrando que los AE también inactivan 

el virus del DENV y Virus de la Fiebre Amarilla (García et al., 2010; Meneses et al., 2009). 
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Resultados de experimentos in vitro y análisis in silico sugieren que los AEs contienen terpenos 

que podrían bloquear la fusión de la envoltura viral con la membrana celular y bloquean la 

adsorción del virus a la célula (Pájaro-Castro et al., 2015; Ocazionez et al., 2010). Los AEs se 

consideran una alternativa terapéutica para tratar enfermedades que tienen una base 

inmunopatogénica como el dengue debido a sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes 

(Valdivieso-Ugarte et al., 2019). El tratamiento con AE reduce la producción de citoquinas y 

mediadores proinflamatorios IL-6, IL-1β, IL-8 y TNF-α en experimentación in vitro e in vivo; 

además, incrementan niveles de citoquinas categorizadas como antiinflamatorias, como el caso de 

IL-10 (Valdivieso-Ugarte et al., 2019; De Lavor et al., 2018; Aoe et al., 2017). 

 

2.2 El DENV 

 

El DENV está conformado por una cápside icosaédrica rodeada por una membrana lipídica 

(envoltura viral) derivada de la célula. El genoma es ARN monocatenario de polaridad positiva 

que trascribe una poliproteína la cual se fragmenta en 10 proteínas individuales (Tomar et al., 

2017; Figura 1). Las proteínas E, (envoltura), C (cápside), prM/M (membrana) forman la partícula 

viral (virión) y las siete proteínas restantes se conocen como no estructurales (NS) dado que no 

forman parten de la partícula viral. Se conocen cuatro serotipos del virus (DENV-1,-2,-3 y -4), 

DENV-1 ha sido el predominante en Colombia causando la mayoría de casos severos en la última 

década (Carreño et al., 2019; Villar et al., 2015). 
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Figura 1. Componentes moleculares del Virus Dengue. Modificado de: Tomar et al. 2017, Viral 

Proteases and Their Inhibitors, p. 173-161. Heinz & Stiasny, 2017, Microbiol Mol Biol Rev, 81, p. 1-27. 

 

 

Las proteínas del DENV se han estudiado extensivamente y este conocimiento ha permitido 

seleccionarlas como blancos antivirales (Nasar et al., 2020). A continuación, se describen las 

propiedades relevantes de cada proteína: 

Proteína E. Es el componente mayoritario de la envoltura viral y por esto es responsable de 

la unión del virus a proteínas receptoras de la célula expuestas en su superficie durante la 

internalización del citoplasma (Slon Campos et al., 2017). Está formada por tres dominios (DI, 

DII y DIII) conectados por regiones de bisagras que median cambios conformacionales durante el 

ciclo replicativo viral. DI se encuentra en la región central de la proteína anclado en un lado por el 

DII y en el otro lado por el DIII (Modis et al., 2004). Como dominio central, DI estabiliza la 
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orientación de la proteína y participa en los cambios conformacionales que orienta la penetración 

del virus al interior de la célula. Entre la región bisagra de DI-DII se encuentra el bolsillo βOG que 

es esencial para fusión de la envoltura viral con la membrana de la célula (Tambunan et al. 2015). 

DIII es un dominio conservado que interactúa con proteínas celulares receptoras y contiene 

epítopos que estimulan la producción de anticuerpos neutralizantes (Nasar et al., 2020; Zhang et 

al., 2017). 

Proteína prM. Se denomina proteína precursora de membrana, está presente en los viriones 

inmaduros y junto con la proteína E participa en el proceso de maduración del virión. prM forma 

trímeros con la proteína E lo cual crea una apariencia de “picos” en el virión (Zhang et al., 2012). 

En el compartimiento trans-Golgi, la proteasa celular furina escinde prM para generar la proteína 

M madura, lo que da como resultado el reordenamiento de los trímeros de la proteína E que forman 

la estructura icosaédrica lisa del virión maduro (Wahala et al., 2011). 

Proteína C. Es el componente de la cápside y por lo mismo juega un papel importante en 

la protección del ARN viral participando en el ensamblaje de viriones (Nasar et al., 2020). Posee 

cuatro hélices α: α1-α3 componen el núcleo del monómero y α4 se extiende fuera del núcleo (Byk 

& Gamarnik, 2016). Las hélices α3 y α4 son hidrofóbicas y anclan la proteína a la membrana del 

retículo endoplasmático (RE), mientras que la hélice α1 posee aminoácidos básicos que se asocian 

al ARN formando la nucleocápside que protege al ARN viral de la degradación y promueve la 

organización del ARN en el interior de la partícula viral (Schneemann, 2006). 

Proteína NS1 es una glicoproteína multifuncional que se transloca en el lumen del RE de 

forma co-translacional (Muller & Young, 2013). Dentro del RE, NS1 se dimeriza rápidamente tras 

la adición de carbohidratos con alto contenido de manosa, se localiza en sitios de replicación viral 

y membrana plasmática y es secretara al torrente sanguíneo (Muller & Young, 2013). La mayor 
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parte de NS1 secretada es un hexámero formado por tres dímeros. El dímero contiene tres 

dominios: el dominio β-roll formado por dos láminas β entrelazadas de naturaleza hidrofóbica que 

interactúa con la membrana del RE y con otras proteínas virales transmembrana; dominio Wing, 

formado por un subdominio α/β que se conecta con β-roll; y el dominio β-ladder formado por 18 

láminas antiparalelas ensambladas en una hoja β continua que se extiende a lo largo de toda la 

longitud del dímero. Las puntas distales de β-ladder y los bucles del dominio Wing apuntan hacia 

afuera y se exponen al solvente (Scaturro et al., 2015). NS1 secretada y de la membrana tienen 

importancia en la evasión inmunitaria por unión a proteínas del complemento y modula eventos 

tempranos de la replicación viral. NS1 secretada se utiliza para diagnóstico de dengue. 

Complejo NS3/NS2. NS3 es multifuncional, es decir, en el dominio N-terminal actúa como 

serina proteasa mientras que en el dominio C-terminal como ARN helicasa que participa en la 

replicación del genoma y la síntesis del ARN viral (Nasar et al., 2020). El dominio N- se asocia 

con la proteína NS2B (15 kDa) la cual actúa como cofactor y es responsable de la actividad de 

proteasa. El complejo NS3/NS2B se escinde co y postraduccional en la membrana del RE y su 

asociación es esencial para el plegamiento y la actividad proteasa adecuada (Tomar et al., 2017). 

NS4A y NS4B son pequeñas proteínas hidrófobas. NS4A induce alteraciones de la 

membrana del RE que son importantes para la replicación del virus. NS4B ayuda a la replicación 

del ARN viral a través de su interacción directa con NS3 y bloquea la transducción de señales 

inducida por el interferón. NS4A y NS4B se unen por una región C-terminal de 23 residuos 

denominada “fragmento 2K”, es escindida por NS3/NS2B para producir NS4A y 2K-NS4B, este 

último se dirige al lumen del RE, que luego se escinde de NS4B por una proteasa celular (Gopala-

Reddy et al., 2018). Estas proteínas son de importancia porque participan en el reordenamiento de 

la membrana para facilitar la formación del complejo de replicación viral (Nasar et al., 2020). 



ESTUDIO DE ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE LIPPIA ORIGANOIDES KUNTH 
 

 

24 
 

Proteína NS5. Es la más conservada entre la población viral (Lim et al., 2015). El dominio 

MTasa del extremo N-terminal posee actividad enzimática metiltransferasa y guanidiltransferasa, 

responsable de la metilación del extremo 5´ del ARN genómico, mientras que el dominio RdRp 

en el extremo C-terminal, es una enzima esencial para el proceso de replicación del DENV (Nasar 

et al., 2020). Tiene subdominios de dedos y pulgar que forman canales para la entrada del ARN 

molde en el sitio activo (Picarazzi et al., 2020). 

Resultados de varios estudios muestran que el DENV es capaz de infectar células de la piel 

incluidos macrófagos, células dendríticas, queratinocitos, células endoteliales, fibroblastos y 

mastocitos (Begum et al., 2019). Varias células en los ganglios linfáticos se encontraron infectadas 

por DENV y probablemente apoyan la replicación del virus entre ellas, macrófagos, linfocitos y 

células plasmáticas (García et al., 2017). DENV se recupera de células de hígado (Basilio de 

Oliveira et al., 2005; Jessie et al., 2004). DENV ha sido detectado en biopsias de hígado en casos 

fatales (King et al., 2020). El tropismo del DENV por las células mencionadas está determinado 

en gran parte por la presencia de moléculas expuestas en la superficie celular conocidas como 

receptores del virus (Cruz-Oliveira et al., 2015). Existe suficiente evidencia científica demostrando 

el papel de varias moléculas receptoras, siendo las más reconocidas: DC-SIGN (en inglés dendritic 

cell-scpecific ICAM-3-grabbing non-integrin); el receptor de manosa, proteínas de choque térmico 

HSP90 y HSP70 (heat shock protein); la proteína regulada por glucosa GRP78 entre otras 

(Ahammad et al., 2019; Sprokholt et al., 2017; Cruz-Oliveira et al., 2015).  

El ciclo replicativo del DENV comprende varias etapas: (i) adsorción del virión a la célula 

mediante interacción entre la proteína E y proteínas celulares receptoras mencionadas; (ii) 

internalización del virión por endocitosis mediada por clatrina; (iii) fusión entre la envoltura viral 

y membrana celular mediada por cambio conformacional de la proteína E inducido por el pH ácido 
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del endosoma; (iv) liberación de la nucleocápside en el citoplasma; (v) síntesis de componentes 

del virus; el ARN se traduce en una poliproteína que es fragmentada por proteasas del virus y la 

célula en las 10 proteínas individuales mencionadas; se forma el complejo de replicación del ARN 

viral conformado por las proteínas NS; (vi) ensamblaje de la partícula viral, se realiza en balsas de 

lípidos sobre las membranas del RE, se forma la nucleocápside que se rodea de membrana del 

retículo que contiene proteínas E y prM; (vii) el virión con envoltura es transportado a la membrana 

citoplasmática a través de la vía secretora siendo blanco de una proteasa celular (furina) que 

escinde un péptido de la proteasa prM; y (viii) el virión maduro (con proteína M) es excretado por 

la célula (Screaton et al., 2015; Rodenhuis-Zybert et al., 2010). 

 

2.3 Proteínas celulares receptoras del DENV 

 

Es conocido que proteínas de la célula huésped y proteínas de la envoltura del DENV 

interactúan durante las fases tempranas del ciclo viral (adsorción y penetración). Numerosos 

estudios presentados en varias revisiones (Begum et al., 2019a, 2009b., Cruz-Oliveira et al., 2014); 

proponen varios receptores dependiendo de la célula, con base en afinidad e interacción con la 

proteína E del virus. En células dendríticas (CD) y células endoteliales de ganglios linfáticos, las 

lectinas tipo C conocidas como CD209 (DC-SIGN) y CD209L (L-SIGN), en el dominio de 

reconocimiento de carbohidratos (CRD), ligan proteína E (aminoácido Asn67 tiene rol 

importante). 

Monocitos y macrófagos (Mϕ) de órganos linfoides, pulmón, hígado y piel; y monocitos 

de sangre periférica son células donde el DENV se replica produciendo progenie y en ellas se han 

identificado varios receptores (Begum et al., 2019b; Jhan et al., 2017; Cerny et al., 2014). Proteínas 

de choque térmico HSP90 y HSP70, que interactúan con la proteína E o partícula completa de 
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DENV; estudios demuestran que pretratamiento de monocitos con anticuerpos anti-HSP90 y anti-

HSP70 redujo la infección por DENV (Reyes-Del Valle et al., 2005). Otros receptores propuestos 

son el receptor de manosa (CD205); proteína asociada a CD14; y proteínas CLEC-5, AXL, TIM1. 

Estas proteínas son traductores de señales de activación, sobrevivencia, diferenciación de 

monocitos en Mϕ y fagocitosis (Begum et al., 2019; Sprokholt et al., 2017).  

La proteína 78 regulada por glucosa (GRP78) se considera otro receptor celular del DENV 

(Royle et al., 2020). Se expresa en varias células, es la proteína chaperona residente 

predominantemente en retículo endoplasmático facilitando el plegamiento y ensamblaje de 

proteínas nacientes y previniendo el transporte de proteínas plegadas incorrectamente. En células 

de hígado infectadas con DENV, GRP78 se incrementa como respuesta de estrés inducida por la 

replicación del virus (Ibrahim et al., 2019; Wati et al., 2009). 

 

2.4 Proteínas celulares con roles en producción de citoquinas 

 

Se ha demostrado que citoquinas y quimioquinas como TNF-α, IL-8 e IL-1β se encuentran 

en niveles elevados en pacientes con dengue grave (Bhatt et al., 2021). Existe evidencia que TNF-

α e IL-1β causan directamente fuga vascular (Kamaladasa et al., 2016; Hottz et al., 2014), mientras 

que ambas junto con IL-8 y otras son potentes citoquinas inflamatorias producidas por diferentes 

células inmunes (Tang et al., 2020). Las células del sistema inmune innato, junto con las células 

epiteliales y endoteliales, son responsables de la activación temprana de la respuesta inflamatoria 

al DENV. 

Las CD y monocitos tienen numerosos sensores de virus, incluidos los receptores tipo Toll 

(TLR) y receptores RLR como el gen I inducido por ácido retinoico (RIG-1). Estos receptores 

detectan y responden a una variedad de productos DENV, incluidos ARN viral y proteínas, así 
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como a patrones moleculares asociados al peligro derivados de tejidos (DAMP), liberados por 

células estresadas e infectadas (Rehwinkel et al., 2020). Después de la unión del DENV a la célula, 

TLR o RLR activan cascadas de señalización intracelular que inducen respuestas proinflamatorias. 

La regulación de esta respuesta es crucial, ya que se sabe que la liberación exacerbada de 

mediadores proinflamatorios desencadena efectos adversos que incluyen la activación inflamatoria 

endotelial excesiva, permeabilidad vascular y manifestaciones hemorrágicas como las que se 

observan en pacientes con dengue grave (Onomoto et al., 2021). 

TLR2 se expresa en la superficie de las células inmunes, la especificidad de unión al 

ligando de TLR2 está modulada por la heterodimerización con: TLR1 o TLR6 y moléculas co-

estimuladoras CD14 y CD3. La interacción de DENV con TLR2 conduce a la activación de la vía 

NF-κB, aumento de la expresión génica y liberación de citoquinas que impulsan la inflamación 

como, entre otros, IL-1β y TNF-α (Aguilar-Briseño et al., 2020; Barbalat et al., 2009). TLR2, junto 

con sus co-receptores CD14 y TLR6, es un sensor innato de partículas DENV que inducen la 

expresión de citocinas inflamatorias y deterioran la integridad vascular in vitro (Kieser & Kagan, 

2017). El bloqueo de TLR2 antes de la infección por DENV de células mononucleares de sangre 

periférica previene la activación del endotelio vascular humano, lo que sugiere un papel potencial 

de la respuesta de TLR2 en la integridad vascular. La expresión de TLR2 en monocitos CD14++ 

aislados en fase aguda de pacientes pediátricos infectados con DENV se correlaciona con el 

desarrollo de una enfermedad grave. En conjunto, estos datos identifican un papel de TLR2 en la 

infección por DENV y proporcionan información sobre la compleja interacción entre el virus y los 

receptores innatos que pueden ser la base de la patogénesis de la enfermedad (Aguilar-Briseño et 

al., 2020). 
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La unión de DENV con TLR2 induce el acoplamiento entre monómeros de TLR1 o TLR6 

y estos dímeros reclutan a la proteína MAL (MyD88-adaptor-like) que acopla la proteína MyD88 

(Myeloid differentiation primary response 88) (Horng et al., 2002). MyD88 se acopla a las 

quinasas IRAK (interleukin-1 receptor (IL-1R) associated kinase) formando el complejo MyD88-

IRAK4-IRAK2 (Myddosoma) y esto resulta en la activación del factor NF-κB (nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) que activa genes de citoquinas (Aguilar-Briseño 

et al., 2020; Oliveira-Nascimento et al., 2012). 

Por otra parte, los RLR son sensores de ARN localizados en el citosol. Esta familia de 

proteínas comprende tres miembros: RIG-I, proteína asociada a la diferenciación de melanoma 5 

(MDA5) y laboratorio de genética y fisiología 2 (LGP2) (Yoneyama et al., 2005). Todos los RLR 

tienen un dominio helicasa central y un dominio carboxilo-terminal (CTD). RIG-I y MDA5 son 

activados por ARN viral, y luego experimentan cambios conformacionales que exponen y 

multimerizan sus dominios de activación y reclutamiento de caspasas (CARD), lo que permite 

interacciones CARD-CARD homotípicas con MAVS (Mitochondrial antiviral-signaling protein). 

MAVS está anclado con su domino transmembranal C-terminal a las membranas asociadas a 

mitocondrias (MAM) y peroxisomas, y transmite la señal a la quinasa 1 de unión a TANK (TBK1) 

y la quinasa IκB-ε (IKKε). Estos a su vez activan el factor regulador de interferón 3 (IRF3) y el 

IRF7, que junto con NF-κB inducen la expresión de interferones tipo I y otros genes (Rehwinkel 

et al., 2020).  RIG-I y MDA5 participan en la respuesta inmune innata y adaptativa contra DENV, 

y dirigirse a estos receptores tiene el potencial de disminuir la fiebre hemorrágica en los pacientes. 

Estudios en cultivo celular han demostrado que el DENV es reconocido tanto por RIG-1 como por 

MDA5, y las fosfatasas PP1α y PP1γ son necesarios para la respuesta del interferón de tipo I (Wies 

et al., 2013; Loo et al., 2008). 
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Una vez producida la respuesta a la detección de ARN viral, el IFN de tipo I secretado se 

une a los dominios extracelulares de su receptor afín (IFNAR1 / 2) expresado en la misma célula 

o en células vecinas. Es importante destacar que la mayoría de los tipos de células responden a los 

IFN de tipo I debido a la expresión casi omnipresente de IFNAR1 / 2 (Lazear et al., 2019). El 

IFNAR está asociado con tirosina quinasas y Janus quinasa que fosforilan los dominios 

intracelulares del IFNAR, lo que permite el acoplamiento del transductor de señal y los activadores 

(STAT1 y STAT2) que se translocan al núcleo y acoplan el factor de transcripción IRF9. Este 

complejo hetero-trimérico llamado factor 3 del gen estimulado por interferón (ISGF3) se une a los 

elementos de respuesta estimulados por IFN (ISRE) en la regulación positiva de su transcripción 

y traducción (Coldbeck-Shackley et al., 2020; Ngono & Shresta, 2018).  Los ISG codifican 

diversas proteínas que llevan a cabo una serie de funciones efectoras o reguladoras, incluidas las 

proteínas que bloquean el ciclo replicativo del DENV (Schoggins, 2019). Otras proteínas activan 

linfocitos T y B y en consecuencia la inmunidad de tipo adaptativo que deja células de memoria 

inmunológica contra el DENV, algunas de las cuales producen anticuerpos que neutralizan el virus 

(Ngono & Shresta, 2018). Diferentes estudios indican que el sistema del interferón tipo I es el 

mediador central de la protección contra DENV, por ejemplo, muestras de pacientes infectados 

con DENV han demostrado que, durante el periodo febril temprano, los pacientes contienen 

niveles altos de interferones tipo I en el suero (Becquart et al., 2010), y la expresión del interferón 

tipo I es prominente en el perfil transcripcional de células mononucleares de sangre periférica (Sun 

et al., 2013; Tolfvenstam et al., 2011).  

Los linfocitos T CD8+ pueden controlar la infección viral por mecanismos como la 

citotoxicidad sobre la célula infectada y la producción de citoquinas como TNF-α e IFN-γ (Tian 

et al., 2019). Los linfocitos T-CD4+ controlan la infección incrementando la activación de 
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linfocitos CD8+ y B, aumentan la producción de citoquinas como IFN-γ e IL-4 y promueven la 

respuesta de memoria (Tian et al., 2016). Estudios han demostrado que las células T-CD4+ y CD8+ 

confieren inmunidad de larga duración contra la infección con DENV, además pueden proliferar 

y producir IFN-γ y lisar células infectadas (Tian et al., 2019). 
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3. Metodología 

 

3.1 Diseño del estudio 

 

Se plantearon dos hipótesis que pretendía evaluar el estudio, la primera fue si el extracto y aceite 

esencial de L. origanoides posee eficacia antiviral in vitro que varía con respecto al quimiotipo de 

la planta y tipo de tratamiento y la segunda, si el tratamiento de macrófagos humanos estimulados 

con virus dengue con L. origanoides incrementa la producción de citoquinas de la respuesta 

antiviral innata. Las actividades se enfocaron en identificar la muestra de L. origanoides con el 

mayor potencial como fuente primaria para desarrollar un fitoterapéutico para el dengue. La figura 

2 presenta el diagrama de actividades desarrolladas. Se incluyeron para estudio muestras (EXTs y 

AEs) de tres quimiotipos (felandreno, timol, carvacrol) de la planta. Inicialmente, las muestras se 

analizaron simultáneamente para efecto antiviral en célula Vero, las más activas se seleccionaron 

para otros análisis y las otras se excluyeron del estudio. Las muestras activas se analizaron 

simultáneamente en célula HepG-2 para evaluar el modo de acción antiviral.  La muestra con 

mayor efecto antiviral en HepG-2 se seleccionó para evaluar el efecto sobre la producción de 

citoquinas por Mϕ humanos estimulados con DENV. Los componentes químicos de la muestra 

más activa se seleccionaron para análisis de predicción de la afinidad de cada uno con proteínas 

del DENV y proteínas de la célula con roles importantes en el ciclo viral y en la respuesta de 

citoquinas por el Mϕ. 
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Figura 2. Diagrama de actividades realizadas durante el estudio 

3.2 Muestras vegetales 

 

Preparaciones crudas de EXTs y AEs (n=9) obtenidas de ejemplares de L. origanoides de 

cultivos experimentales controlados del complejo piloto en el Centro Nacional de Investigaciones 

para la Agroindustrialización de Especies Vegetales Aromáticas y Medicinales Tropicales 

(CENIVAM), Universidad Industrial de Santander, sede Bucaramanga. La tabla 1 presenta las 

muestras seleccionadas para análisis. 

 

Tabla 1. Muestras de Lippia origanoides seleccionadas para análisis  

Tipo  Identificador 
Quimiotipo Total 

Felandreno Carvacrol Timol 

Extracto hidroalcohólico  EXT-HD  1 1 1 3 

Extracto supercrítico  EXT-FSC  1 1 1 3 

Aceite esencial  AE  1 1 1 3 

Total   3 3 3 9 
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Las muestras vegetales fueron obtenidas para análisis en proyectos del Programa Bio-Reto 

XXI 15:50 por el Centro de Investigación en Biomoléculas (CIBIMOL) de la UIS y bajo la 

dirección de la profesora Dra. Elena Stashenko. EXT hidroalcohólico (EXT-HD) se obtuvo 

mediante extracción asistida por ultrasonido, EXT supercrítico (EXT-FSC) se obtuvo por el 

método de fluido supercrítico y el AE por hidrodestilación asistida por radiación de microondas 

(MVHD) y destilación a presión reducida. Detalles sobre los procedimientos para obtener las 

muestras se encuentran publicados (Arias et al., 2020; Stashenko et al., 2010). 

De cada muestra se hizo una preparación concentrada (1x105 µg/mL) en dimetilsulfóxido 

(DMSO), se pasó a través de un filtro Millipore (0,2 µM) para eliminar microorganismos incluidos 

virus y alícuotas de cada preparación se almacenaron a -20°C. Una alícuota de la misma 

preparación se usó para cada experimento. 

La composición química de cada muestra se realizó en nuestro laboratorio del Centro de 

Espectrometría y Cromatografía de Masas (CROM-MASS) en la UIS y bajo la dirección de la 

profesora Dra. Elena stashenko. El análisis se realizó por cromatografía de gases y líquida acoplada 

a espectrometría de masas (GC/MS y LC/MS). Detalles de los procedimientos técnicos y datos de 

los componentes químicos están publicados (Arias et al., 2020, Stashenko et al., 2013). Las tablas 

1 a 3 suplementarias presentan la composición química de las muestras analizadas. 

3.3 DENV 

 

Se usó una cepa de referencia (C.D.C. EUA) del serotipo 1 del virus, DENV-1 Hawaii. El 

virus fue propagado en células Aedes albopictus (C6/36 HT) y el sobrenadante se sometió a ultra-

centrifugación para concentrar las partículas virales siguiendo el protocolo descrito por Jensen et 

al., 2016. La preparación viral se almacenó en alícuotas a -80°C. El título viral [unidades 
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formadoras de placa (u.f.p) /mL] se determinó por plaqueo siguiendo el protocolo rutinario del 

laboratorio (Meneses et al., 2009.) 

3.4 Células 

 

Líneas celulares. HepG-2 (ATCC® CRL-997™), derivadas de hígado humano; las células se 

cultivaron en medio DMEM-High Glucose (Gibco, Co. USA), suplementado con 10% de suero 

bovino fetal (SBF, Gibco, Co, USA) y antibiótico (P/E: Penicilina/Estreptomicina (Invitrogen 

Carlsbad, CA). Vero (ATCC® CCL-81™), de riñón de mono verde africano. Las células se 

cultivaron en medio MEM (Gibco, CO, USA) suplementado con 10% de SBF y P/E. 

Mϕ humanos. Se obtuvieron del contenido leucoplaquetar (buffy-coat) de sangre periférica donado 

por el Hemocentro de Santander de la E.S.E Hospital Universitario de Santander. El nombre del 

donante de cada preparado se desconoció. La preparación se diluyó con tampón fosfato salino 

(PBS) en una proporción 1:1, se adicionó cuidadosamente en tubos de centrífuga de 50 mL que 

contenían solución Lymphodex (Inno-train, Diagnostik GmbH, Alemania) para separación por 

gradiente de densidad. Los tubos se centrifugaron durante 30 min a 900 x g. y la fase intermedia 

que contenía las células se colectó, lavó dos veces con PBS y luego se centrifugó durante 15 min 

a 600 x g. El número de células recuperadas se determinó por el método de Neubauer y la viabilidad 

celular mediante el método de exclusión con azul de tripano. Las células se almacenaron en 

nitrógeno líquido en medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco, Co, USA), suplementado con 90% de 

SBF y PE/E. 

El cultivo de Mϕ se realizó siguiendo protocolos descritos (Jin & Kruth, 2016; Chen & 

Wang, 2002). Brevemente, células (5x105 por pozo) se sembraron en placa de 48 pozos en medio 

RPMI-1640, 10% SBF y se incubaron durante 3 h a 37°C; CO2 5%. Luego se retiró el medio, se 

lavó las células y se agregó medio de cultivo que contenía 10% de glicoproteína GM-CSF (Factor 
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estimulante de colonia de granulocitos y macrófagos); 10% SBF y 1% P/E, y las células se 

incubaron 24 h a 37°C; CO2 5%. Las células adherentes a la superficie del soporte de cultivo son 

en su mayoría macrófagos. Las células no-adherentes se retiraron reemplazando el medio de 

cultivo por medio fresco, el procedimiento se realizó cada dos días durante 1 semana. Las 

monocapas de Mϕ se usaron para el experimento descrito adelante. 

3.5 Ensayos de citotoxicidad 

 

Antes de realizar cada experimento se determinó la concentración máxima de la muestra 

que no afecta la viabilidad del cultivo celular (CMNT) y así controlar interferencia de daño celular 

inducido por la misma muestra. 

Ensayo de cristal violeta (ECV). Se usó con cultivos de células Vero y HepG-2 debido a 

que son adherentes y la captura del colorante se puede cuantificar. Se siguió el protocolo descrito 

por Feoktistova et al., (2016). Las células se cultivaron 24 h en placas de 96 pozos a 37°C; 5% 

CO2 hasta observar monocapa celular confluente (̴ 24 h). Luego el medio se reemplazó por medio 

al 2% SBF que contenía la muestra y las placas se incubaron 72 h a 37°C; CO2 5%. Células tratadas 

con DMSO (desde 1% a 10%) se incluyeron como control positivo de citotoxicidad y células sin 

tratamiento (con muestra o DMSO) se incluyeron como control no-tratado. De cada muestra se 

analizaron siete concentraciones (desde 8 µg/mL hasta 512 µg/mL), cada una por triplicado. La 

viabilidad celular se determinó por tinción con cristal violeta (0.5%) como sigue: a cada pozo se 

adicionó 50 µL del colorante por 20 min a temperatura ambiente, el exceso de colorante se retiró 

lavando con PBS cuatro veces y luego la placa se dejó secar por 2 h a temperatura ambiente. Luego, 

el colorante retenido por la célula se liberó adicionando a cada pozo 200 µL de metanol (100%) y 

la placa se incubó 20 min a temperatura ambiente. La intensidad de color se midió en un 
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espectrofotómetro de placa (Multiskan Go Thermo Fisher Scientific, USA) a longitud de onda de 

570 nm. Cada muestra se analizó en tres ensayos independiente. 

Ensayo de MTT. Se usó con cultivos de macrófagos debido a que no forman monocapa 

confluente. Se siguió el protocolo descrito (Velandia et al., 2016). Brevemente, las células se 

trataron como se describió arriba (ECV) excepto que se usaron siete concentraciones (entre 4 

µg/mL y 300 µg/mL). Para determinar la viabilidad celular, se adicionó una solución (5mg/mL) 

de MTT (Promega, Madinson EE. UU) a cada pozo (20 µL), la placa se incubó a 4 h a 37°C y 

luego se adicionó DMSO (100 µL) para detener la reacción. La intensidad del color se midió a 580 

nm en un espectrofotómetro de placa. Cada muestra se analizó en tres ensayos independientes. 

3.6 Experimento I: eficacia antiviral en célula Vero 

 

Las nueve muestras vegetales se analizaron en el ensayo de reducción del efecto citopático 

inducido por el virus (DENV-ECP). Se optimizó un protocolo usando como referencia lo descrito 

por Smee et al., 2002. DENV-1 (10.000 u.f.p) se absorbió por 1 h sobre células crecidas en placa 

de 96 pozos, luego se adicionó medio de cultivo (2% SBF) que contenía la muestra vegetal y al 

virus se le permitió replicar 5 días a 37°C; 5% CO2. Al termino, se determinó la viabilidad celular 

por tinción con cristal violeta como se describió antes. Células tratadas con dextrán sulfato de 

sodio (DSS: 30 µg/mL) se incluyeron como control positivo de efecto antiviral y células infectadas 

no-tratadas con material vegetal se incluyeron como control infectado no-tratado. De cada muestra 

se analizaron seis concentraciones (desde 2.3 hasta 77.5 µg/mL) por triplicado y en tres ensayos 

independientes. El efecto antiviral de la muestra se expresó como el porcentaje de reducción 

DENV-ECP respecto al control infectado no-tratado, el cual se calculó con la siguiente fórmula: 

% R-DENV-ECP = (CT) x 100 / C, donde C es la media de los valores del control y T es la media 

de los valores de cada medida de tratamiento con la muestra de prueba. 
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3.7 Experimento II: modo de acción antiviral 

 

Se usaron células hepáticas humanas (HepG-2) que son blanco de la infección natural del 

DENV y por lo mismo secretan proteína NS1 (Rabelo et al., 2017) crecidas en placas de 96 pozos 

por cerca de 18 h antes del experimento. De cada muestra se analizaron seis concentraciones desde 

3.12 µg/mL a 100 µg/mL) por triplicado y en tres experimentos independientes. Se realizaron tres 

tratamientos que se diferenciaron en el momento que el virus fue expuesto a la muestra vegetal:  

Tratamiento antes de la adsorción: Evaluó la capacidad de la muestra para inactivar 

directamente el virus (actividad virucida). Brevemente, DENV-1 (20.000 u.f.p.) se incubó con la 

muestra por 2 h a 37°C, la mezcla (inóculo) se adicionó a la célula por 1 h a 37°C; 5% CO2, luego 

el inóculo se retiró, se adicionó medio fresco sin muestra y al virus se le permitió replicar 72 h. 

Virus no-tratado (incubado en medio de cultivo) y virus tratado con antiviral de referencia DSS se 

incluyeron como controles. El nivel de proteína NS1 en el medio de cultivo se determinó por 

ELISA con el estuche (PanBio Dengue Early Elisa-Alere™ Diagnostics). 

Tratamiento durante la adsorción. Evaluó la capacidad de la muestra para bloquear la 

adsorción del virus a la célula. Brevemente, DENV-1 (20.000 u.f.p.) suspendido en medio de 

cultivo que contenía la muestra (inóculo) se adicionó a la célula, 1.5 h después se retiró el inóculo, 

se adicionó medio fresco sin muestra y al virus se le permitió replicar por 72 h a 37°C; 5% CO2. 

Al termino, se colectó el medio de cultivo para determinar el nivel de proteína NS1 usando el 

estuche de ELISA. 

Tratamiento después de la adsorción. Evaluó la capacidad de la muestra para bloquear la 

replicación intracelular del virus. Brevemente, DENV-1 (20.000 u.f.p.) se adicionó a la célula por 

1.5 h para adsorción, después se retiró el inóculo, se adicionó medio freso que contenía la muestra 
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y al virus se le permitió replicar 72 h a 37°C; 5% CO2. Al término, se colectó el medio de cultivo 

para determinar el nivel de proteína NS usando un estuche de ELISA. 

3.8 Experimento III: efecto de la muestra sobre la producción de citoquinas 

 

Mϕ (500.000 células/pozo) cultivados en placas de 48 pozos se expusieron a DENV-1 

(7,142 u.f.p.) por 2,5 h; al término, el virus se retiró, las células se lavaron y se cultivaron en medio 

de cultivo con EXT (50 µg/mL y 100 µg/mL) por 72 h. Células no-expuestas al virus / no-tratadas; 

células expuestas al virus tratadas con fármaco dexametasona (100 µM); y células tratadas con 

lipopolisacárido bacteriano (LPS, Escherichia coli) se corrieron en paralelo. El nivel de TNF-α, 

IL-1β, IL-8 y RANTES en el medio de cultivo se colectó para determinar usando estuches 

comerciales de ELISA (Invitrogen KHC3011, 88-7261, EHRNTS y KAC13001). Cada 

concentración de la muestra se analizó por duplicado en tres experimentos independientes. 

3.9 Análisis de acoplamiento molecular (docking molecular) 

 

Compuestos químicos: Las estructuras tridimensionales de los compuestos presentados en 

la Tabla suplementaria 2 y 3 se descargaron de las bases de datos ZINC® (http://zinc.docking.org/: 

Irwin et al., 2012) y PubChem (Kim et al., 2020). Se incluyeron compuestos de referencia, es 

decir, con afinidad con las proteínas del DENV y de la célula mencionadas adelante: galato de 

epigalocatequina (EGCG) y baicaleina como inhibidores de proteínas DENV (Raekiansyah et al., 

2018; Zandi et al., 2013); celastrol (triterpeno) como inhibidor de la vía TLR2, MyD88 y NF-κB 

(Cascao et al., 2017; Yu et al., 2017), prednisolona (glucocorticoide) como fármaco 

inmunosupresor y modulador de citoquinas (Li et al., 2017). Los compuestos se prepararon 

asignándoles hidrógenos polares y cargas de Gasteiger a cada átomo siguiendo el protocolo 

recomendado por el programa AutoDock Tools. Las estructuras se guardaron en formato PDBQT. 

http://zinc.docking.org/
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Proteínas DENV: Cuatro proteínas se descargaron de la base de datos RSBC Protein Data 

Bank (código de acceso PDB): NS1 (4OIG), complejo NS2B/NS3 (3L6P), NS5 región MTasa 

(5IKM) y región RdRp (2J7U). Las proteínas E, prM y C se modelaron debido a que la estructura 

cristalizada no se encuentra disponible en RSBC Protein Data Bank. El modelamiento de E se hizo 

usando como molde la secuencia de aminoácidos de la misma proteína de DENV-2 

(D6MQ38_9FLAV) y se realizó una modificación del archivo PDB utilizando el programa Swiss 

PDB Viewer con la función mutation and rotation (Guex & Peitsch, 1997). El modelamiento de 

las proteínas prM y C se hizo por homología utilizando las secuencia de aminoácidos 

Q8V1L5_9FLAV y G4XX71_9FLAV (base de datos de UniProtK) usando el portal web Swiss-

Model (Waterhouse et al., 2018) y los moldes fueron las mismas proteínas cristalizadas de DENV-

2 (prM, PDB3C5X; C, PDB1R6R) (Li et al., 2008; Ma et al., 2004). Los mejores modelos 

presentaron porcentaje de identidad mayor al 70%. La similaridad estructural entre la proteína 

modelada y el molde se determinó mediante superposición de estructuras utilizando el software 

libre PyMOL 1.7.0 (Schrodinger, LLC. 2010). Los modelos se evaluaron teniendo en cuenta el 

diagrama de Ramachandram, a través del servidor web MolProbity (Williams et al., 2018). Valores 

mayores a 90% de los residuos de aminoácidos bajo la región favorecida fueron considerados un 

buen modelo (Wiltgen, 2018). La calidad de los modelos fue evaluada en el programa ProSA. En 

ProSA, el puntaje Z indica la calidad general del modelo y mide la desviación de la energía total 

de la estructura con respecto a una distribución de energía derivada de conformaciones aleatorias 

reportadas en el PDB (Wiederstein & Sippl, 2007). Puntajes Z inferiores a 1 se consideraron como 

un modelo energéticamente estable. 

Proteínas del Mϕ: Expuestas en la superficie de la célula y que virus DENV ocupa durante 

la adsorción: HSP90/70, (W6G-5AQZ); GRP78, (6EOC); DC-SIGN, (1K9I); RIG-1, (2YK6) y 
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MAVS, (2V6Q). Proteínas componentes de vías de transducción de señales que regulan la 

producción de citoquinas: TLR-2/1, (2Z7X); complejo MyD88-IRAK2-IRAK4, (3MOP); y NF-

κB, (1NFI).  

Optimización de las proteínas. Las proteínas fueron optimizadas eliminando moléculas de 

solvente y ligandos co-cristalizados a través del software PyMOL 1.7.0 seguido de minimización 

de energía hasta 1000 kJ/ mol / nm utilizando el campo de fuerza OPLS-AA incluido en el paquete 

de GROMACS 5.0 (Abraham et al., 2015). El sistema fue solvatado dentro de una caja cúbica, 

utilizando el modelo de agua SPC-216 (simple point charge). Las cargas de cada complejo fueron 

neutralizadas con 900 mM de NaCl. Se llevó a cabo una minimización de energía para obtener 

estructuras biológicamente más estables en condiciones homeostáticas en humanos, es decir, 

condiciones isotérmicas e isobáricas a temperatura constante de 310.15 K (NVT) y presión de 1 

bar (NPT) para 1 ns de simulación. A cada proteína se le agregaron cargas de Kollman para cada 

átomo, y los átomos de hidrógenos no polares se fusionaron con la estructura de la proteína 

empleando Autodock Tools (Morris et al., 2009). Luego, las estructuras se guardaron en formato 

de archivo PDBQT para el análisis de acoplamiento. Las simulaciones de relajación se analizaron 

a través del cálculo de la desviación cuadrática media (RMSD). Valores de RMSD entre 0.1 nm y 

0.3 nm fueron usados como límites para definir la estabilidad de las proteínas. 

Acoplamiento molecular. El acoplamiento compuesto químico / proteína se realizó con el 

programa AutoDock Vina 1.5.6 (Trott & Olson, 2010). Se estableció una caja de simulación 

personalizada que cubre toda la estructura de la proteína y configuró una búsqueda exhaustiva 

igual a 100. Se realizaron diez corridas para cada ligando y para cada corrida la energía de 

interacción se guardó y se calculó la energía promedio de interacción para todas las mejores poses. 

La mejor conformación proteína-fitoquímico fue seleccionada con base en la menor energía libre 
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de interacción (ΔG). La visualización de las estructuras se realizó con el programa PyMOL 1.7.0. 

Las interacciones moleculares en 3D y 2D se realizaron utilizando el programa BIOVIA Discovery 

Studio v. 21.1.0. 

3.10 Análisis de datos 

 

Los análisis se realizaron usando el software GraphPad Prism versión 8.0.0 para Windows 

(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). Los datos de densidad 

óptica (D.O.). se normalizaron restando los valores de pozos sin células a pozos con células 

tratadas con la muestra y células no-tratadas y se presentan como promedios con la error estándar. 

Datos de ensayos de citotoxicidad (ECV y MTT).  El porcentaje de viabilidad de células 

tratadas con muestra respecto al de células no-tratadas se calculó usando la siguiente fórmula:  

%Viabilidad = [(D.O. en células tratadas) / (D.O en células no-tratadas) × 100]. Cuando el 

tratamiento redujo >50% la viabilidad se pudo calcular la concentración citotóxica 50 (CC50) y 

cuando no se observó esta reducción, la concentración máxima del mayor porcentaje de reducción 

se adoptó como CC50 para efectos de calcular el índice de selectividad (IS). 

Datos de experimentos I. Las datos de D.O. se usaron para calcular el porcentaje de 

reducción del efecto citopático inducido por DENV-1 usando la siguiente fórmula:  % Reducción 

DENV-1-ECP = [(D. O. virus-tratado – D.O virus no-tratado) / (D.O. células no-infectadas/ no-

tratadas) – D.O virus no-tratado) × 100]. Se calcularon los valores de concentración mínima 

inhibitoria (CMI) o la más baja que redujo 25% DENV-1-ECP. Muestras que redujeron < 25% se 

consideraron inactivas.     

Datos de experimentos II. Los datos de D.O. se usaron para calcular el porcentaje de 

reducción del efecto citopático inducido por DENV-1 usando la siguiente fórmula:  % Reducción 

DENV-1-NS1 = [(D. O. virus-tratado – D.O virus no-tratado) / (D.O. células no-infectadas/ no-
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tratadas) – D.O virus no-tratado) × 100].  Se calculó la concentración inhibitoria 50 (CI50) y el IS 

(CC50/CI50). Valores CI50 ≤ 50 µg/mL con valores IS ≥ 3.0 indicaron efecto antiviral relevante 

(Butterweck & Nahrstedt, 2012; Cos et al., 2006) 

Datos de experimentos III.  ANOVA de una vía seguido de la prueba post- hoc de Tukey 

se usaron para comparar promedios de concentración de citoquinas (pg/ml) de macrófagos DENV 

estimulados y tratados con muestra vegetal con promedios de cultivos controles. La magnitud del 

cambio en el nivel de citoquina se expresó como índice de cambio (CT-CNT/CNT, donde CT es 

promedio en macrófagos y CNT promedio en no-tratados), valor 0 indicó ausencia de cambio y   

valor positivo y negativo indicó incremento y reducción, respectivamente.  

3.11 Consideraciones éticas 

 

El presente proyecto está anidado al Proyecto # 9 del Programa BIO-RETO con aval del 

Comité de Ética en Investigación Científica de la Universidad Industrial de Santander (Acta # 15 

del 23 de junio de 2017; Acta # 22 del 6 de diciembre de 2019). Para las actividades anidadas del 

proyecto, no hubo repercusiones o afectaciones negativas al medio ambiente. Las muestras 

vegetales fueron proveídas por la Prof. Dra. Elena Stashenko, directora del Centro de 

Cromatografía y Espectrofotometría de Masas (CROM-MASS) de la UIS y directora del Programa 

BIO-RETO. El Ministerio de Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible otorgó permiso a la UIS 

para colecta de las plantas mediante Contrato de Acceso a Recursos Genéticos y Productos 

Derivados (Resolución # 016 del 09 de enero de 2019 y acta de posesión # 07 del 22 de enero de 

2019).  La investigación en este proyecto se considera como de riesgo mínimo para los seres 

humanos, según normatividad en Colombia (Resolución #008430 de 1993, Decreto 2164 de 1992 

y Ley 10 de 1990).  
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4. Resultados 

 

4.1 Efecto antiviral de las muestras vegetales en célula Vero 

 

Previamente al análisis de actividad antiviral se determinó la citotoxicidad de cada una de 

las 9 muestras de L. origanoides. A concentración tan alta como 512 µg/mL ninguna muestra 

redujo la viabilidad celular respecto a las células no-tratadas (Figura 3A). Las nueve muestras se 

analizaron en el ensayo antiviral DENV-1-ECP, el tratamiento se hizo durante la adsorción del 

virus a la célula. A la mayor concentración (75 µg/mL) de muestra evaluada, los EXTs y el AE del 

quimiotipo felandreno redujeron entre 31% y 28% el ECP inducido por el virus, mientras que las 

de carvacrol y timol entre 25% y 9% (Figura 3B, Tabla 2). EXTs y AEs del quimiotipo felandreno 

se seleccionaron para los siguientes análisis y las muestras de los otros quimiotipos permanecen 

almacenadas a -20oC para análisis en el futuro. Dado que con ninguna muestra se observó 

reducción de DENV-1-ECP ≥ 50%, respecto al control no-tratado (Figura 3B), los valores de CI50 

no se pudieron estimar. 

 

 

Tabla 2. Efecto antiviral de muestras de quimiotipos de Lippia origanoides en célula Vero: 

porcentaje de reducción de DENV-1-ECP. 
Muestra Identificador  Felandreno Carvacrol Timol 

Extracto hidroalcohólico  EXT-HD  31 ± 4.8 25 ± 6.2 16 ± 4.3 

Extracto supercrítico  EXT-FSC  28 ± 4.5 10 ± 4.9   9 ± 5.8 

Aceite esencial  AE  31 ± 11.8   9 ± 6.5 22 ± 2.5 

Datos obtenidos de los gráficos dosis-respuesta presentados en la Figura 3B. Tratamiento con DSS (30 

µg/mL) redujo 92% DENV-1-ECP. 
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Figura 3. Efecto antiviral de las muestras de Lippia origanoides en el ensayo de reducción de DENV-

1-ECP. Extracto hidroalcohólico (verde), extracto supercrítico (rojo) y aceite esencial (morado) A. 

Citotoxicidad: células Vero se incubaron por 3 días en medio de cultivo que contenía muestra vegetal a las 

concentraciones mostradas y la viabilidad celular se determinó en el ensayo de cristal violeta; dimetil-

sulfóxido (DMSO) es el compuesto tóxico de referencia. B. Efecto antiviral: DENV-1 (10,000 PFU) 

disuelto en medio de cultivo con muestra vegetal a las concentraciones mostradas, se adicionó 1.5 h a la 

célula y luego se le permitió replicar en medio fresco libre de muestra por 5 dias cuando se determinó 
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porcentaje de reducción del efecto citopático inducido por el virus (DENV-1-ECP) respecto al control 

(células infectadas no-tratadas); dextran sulfato sódico (DSS: 30 µg/mL) es el antiviral de referencia 

(NI/NT, no-infectado / no-tratado). Datos son promedio ± SD de tres experimentos independientes por 

triplicado. 

 

4.2 Modo de acción antiviral de muestras de L. origanoides quimiotipo felandreno 

 

Previamente se determinó la citotoxicidad de las muestras para célula HepG-2 en el ensayo 

de cristal violeta. A concentración tan alta como 512 µg/mL, ninguna muestra redujo la viabilidad 

celular respecto a las células no-tratadas (Figura 4). En consecuencia, 512 µg/mL se consideró 

como el valor de CC50 de cada muestra para calcular el IS.  

 

 

Figura 4. Efecto de muestras de Lippia origanoides quimiotipo felandreno sobre la viabilidad de 

células HepG-2. Células cultivadas en medio con muestra a las concentraciones mostradas por 72 h y 

viabilidad medida en el ensayo de cristal violeta. Promedios ± DS de tres experimentos por triplicado. 

Dimetil sulfato de sodio (DMSO) como tóxico de referencia.  

 

DENV se replica fácilmente en células HepG-2 y esto se evidencia por la presencia de 

proteína NS1 en el medio de cultivo desde las 18 h post-infección (Thepparit et al., 2004). El efecto 

antiviral de las tres muestras del quimiotipo felandreno se analizaron en el ensayo de reducción de 

DENV-1-NS1. El virus se trató con muestra vegetal antes y durante la adsorción a la célula (Figura 

5). A la máxima concentración de100 µg/mL, los resultados fueron como sigue:   tratamiento antes, 

el EXT-HD redujo NS1 en 71% mientras que EXT-FSC en 27%; y con el AE no se observó 
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reducción; y tratamiento durante, el EXT-HD redujo NS1 en 75%, mientras que EXT-FSC y AE 

redujeron la proteína viral en 41% y 40%, respectivamente. La respuesta al tratamiento con EXT-

HD fue la que semejó más la respuesta al agente virucida DSS (100 µg/mL) que redujo 78% y 

85% proteína NS1 con tratamiento antes y durante adsorción, respectivamente. 

 

 

Figura 5.  Efecto de muestras de Lippia origanoides quimiotipo felandreno sobre DENV-1 antes y 

durante la adsorción a célula HepG-2. Tratamiento Antes (AN), DENV-1 (10,000 PFU) en medio de 

cultivo que contenía muestra se incubó 2 h a 37oC y la mezcla se adicionó a la célula para adsorción por 

1.5 h.  Tratamiento Durante (DU), lo mismo que AN excepto que la mezcla se adicionó directamente para 

adsorción del virus. Con ambos tratamientos, la mezcla se retiró y las células se lavaron con PBS, y luego 

se adicionó medio fresco sin muestra vegetal para replicación del virus 72 h. Dextran sulfato de sodio (DSS) 

como agente antiviral de referencia. Se presenta el porcentaje de reducción de proteína viral NS1 en tratados 

respecto a no tratados. Datos son promedios ± DS de tres experimentos independientes en triplicado. 

 

Los resultados con tratamiento después de la adsorción del virus a la célula se presentan en 

la Figura 6. Cuando el virus se dejó adsorber 1.5 h, luego se retiró y las células se lavaron con PBS 

para eliminar virus no-adsorbido de manera estable, ninguna muestra de L. origanoides felandreno 
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redujo DENV-1-NS1 cerca de 50%; el porcentaje máximo (29%) se observó con EXT-HD a 

concentración de 100 µg/mL. Dado que las muestras vegetales mostraron efecto antiviral durante 

la adsorción del virus a la célula, se razonó que el efecto antiviral por tratamiento después de la 

adsorción se haría evidente en presencia de virus no-adsorbido. Para probar esto se hicieron   

tratamientos modificados. Tratamiento DE*, la preparación del virus se retiró después de 1.5 h de 

adsorción, pero las células no se lavaron y con esto se pretendió dejar virus no-adsorbido; y 

tratamiento DE**, la preparación del virus no se retiró y en consecuencia las células no se lavaron 

(exceso de virus no-adsorbido). Se observó efecto antiviral con los tratamientos DE* y DE**, los 

EXTs y el AE redujeron más que 50% DENV-1-NS1 a concentración < 30 µg/mL y la reducción 

fue mayor con DE* que DE** probablemente porque quedó menos virus debido a que las células 

se lavaron.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Efecto de muestras de Lippia origanoides quimiotipo felandreno sobre DENV-1 después de 

la adsorción a células HepG-2.  Tratamiento DE, DENV-1 (10,000 PFU) en medio de cultivo libre de 

muestra se adicionó a las células para adsorción 1.5 h, el virus se retiró y las células se lavaron con PBS, y 
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luego se adicionó medio fresco con muestra vegetal para replicación del virus por 72 h. Tratamiento DE*, 

lo mismo que DE excepto lavar las células. Tratamiento DE**, lo mismo que DE excepto retirar el virus y 

lavar las células. Dextran sulfato de sodio (DSS) como agente antiviral de referencia. Se presenta el 

porcentaje de reducción de proteína viral NS1 de DENV-1 en tratados respecto a no tratados. Datos son 

promedios ± DS de tres experimentos independientes en triplicado 

 

Los datos presentados en las Figura 5 y 6 se usaron para estimar la potencia antiviral de las 

muestras. La Tabla 3 compara valores CI50 y valores IS de las muestras en cada tratamiento. El 

EXT-HD mostró la mayor potencia, los valores de CI50 fueron < 25 µg/mL con IS >10 en cuatro 

de los cinco tratamientos. El EXT-SFC presentó más potencia antiviral en los tratamientos DE* y 

DE** (CI50 < 20 µg/mL; IS de 28) comparado con tratamiento DU (CI50 > 50 µg/mL; IS de 9) y 

fue inactivo con el tratamiento AN. El AE mostró potencia solo con los tratamientos DE* y DE** 

CI50 < 20 µg/mL; IS > 25) sugiriendo menor potencial antiviral que los EXTs. Un hallazgo merece 

resaltarse, el tratamiento después DE* (se retiró el virus y no se lavaron las células) con cada 

muestra a concentración de 3.12 µg/mL redujo > 50% DENV-1-NS1 y no se observó incremento 

dependiente de la concentración; además, la reducción de NS1 resultó mayor que con el 

tratamiento durante con muestra a la misma concentración. Este resultado sugiere potente efecto 

antiviral de las muestras vegetales para bloquear la adsorción y penetración del virus al interior de 

la célula. En general los resultados de los tratamientos sugieren: (i) las muestras vegetales podrán 

bloquear etapas muy tempranas del ciclo viral como la adsorción del virus a la célula y la 

penetración al citoplasma; (ii) las muestras serían menos activas una vez se haya iniciado el ciclo 

replicativo viral en el citoplasma; (iii) el EXT-HD mostró efecto virucida, algunos compuestos 

químicos presentes podrían inactivar directamente el virus. La diferencia de potencial antiviral de 

los EXT se puede deber a la composición química obtenida mediante diferentes técnicas de 

extracción y con diferente contenido de flavonoides. 
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Tabla 3. Potencia del efecto antiviral de muestras de Lippia origanoides quimiotipo felandreno 

de acuerdo con el tratamiento. 
Muestra  Tratamiento 

AN DU DE DE* DE** 

EXT HD 22 ± 1.2 (23) 17 ± 1.2 (20) Ausente  <3.12 (164) 26 ± 1.4 (20) 

EXT SFC Ausente  54 ± 1.3 (9) Ausente <3.12 (164) 18 ± 1.5 (28) 

AE Ausente  Ausente Ausente <3.12 (164) 18 ± 1.4 (28) 
EXT, extracto hidroalcohólico (HD) y supercrítico (SFC); AE, aceite esencial. Tratamientos antes (AN), 

durante (DU) y después (DE) de la entrada del virus a la célula HepG-2; DE*, después de la entrada del 

virus, retirando el inóculo y sin lavado; DE**, sin retirar el inoculo y sin lavado. Datos son promedios ± 

DS de valores de CI50 calculado con base en gráficos de las Figuras 5 y 6. 

 

4.3 Efecto del EXT-HD sobre citoquinas 

 

El EXT-HD se seleccionó para investigar su efecto sobre la producción de citoquinas, 

debido a que fue la muestra que mostró el mayor potencial antiviral. Antes de evaluar el efecto 

sobre las citoquinas se determinó la citotoxicidad del EXT y el antiinflamatorio de referencia 

(dexametasona, DXM) en el ensayo del MTT.  Con base en la curva dosis-respuesta, se 

seleccionaron concentraciones de 50 µg/mL y 100 µg/mL de EXT-HD que redujeron la viabilidad 

celular en 36% y 28%, respectivamente; y con dexametasona se escogió 100 µM que redujo la 

viabilidad en 45% (Figura 7A).  

Se espera que una muestra de L. origanoides quimiotipo felandreno con potente eficacia 

antiviral in vitro sobre DENV afecte la producción de citoquinas en cultivo de macrófagos 

humanos estimulados con el virus. Para probar esto, los macrófagos se expusieron (2.5 h) al 

DENV-1, se mantuvieron 72 h en medio con EXT-HD y al término se midieron los niveles de 

TNF-α, IL-1β, IL-8 y RANTES. Como se mencionó en el marco teórico, estas citoquinas / 

quimioquinas tienen roles importantes en la activación temprana (primeras horas después de la 

introducción del virus en la piel del infectado) de la respuesta inmune innata de defensa contra la 

invasión del DENV. El efecto de los tratamientos con EXT-HD sobre la producción de citoquinas 
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se presenta en la Figura 7B y Tabla 4. La magnitud del efecto se expresó como el índice de cambio 

(IC). Valor de cero, indicó ausencia del cambio, valor positivo y negativo de IC indicó incremento 

y reducción de citoquinas, respectivamente (Figura 8). 

Efecto del tratamiento con EXT-HD de macrófagos expuestos al DENV. Valores del índice 

de cambio (IC) y del test de ANOVA (p) entre paréntesis. Sobre TNF-α, aunque el tratamiento 

redujo levemente la secreción de citoquina con EXT a concentración de 50 µg/mL (IC = -0.27; p 

= 0.353) y 100 µg/mL (IC = -0.38; p = 0.172) respecto a macrófagos virus-expuestos no-tratados, 

la diferencia no fue significante. Sobre IL-1β se evidenció incremento significante con 50 µg/mL 

(IC = 1.71; p = 0.002) pero no con 100 µg/mL (IC = 0.67; p = 0.068). Sobre IL-8 se observó 

incremento (IC = 0.75; p < 0.0001) significante que no varió con la concentración de EXT-HD. 

Sobre RANTES se evidenció incremento con 50 µg/mL (IC= 0.62; p = 0.241) y 100 µg/mL (IC = 

0.02; p = 0.998) pero en ningún caso fue significante. Como se esperaba, el tratamiento con 

dexametasona redujo (valores de IC entre -0.05 y -0.67; p < 0.05) la producción de las cuatro 

citoquinas. Los resultados sugieren tendencia del EXT-HD a modular la respuesta de citoquinas 

en el macrófago estimulado con DENV-1, se requieren más experimentos para concluir el 

potencial del EXT-HD para reducir TNF-α e IL-1β, dos citoquinas con roles importantes en el 

progreso a dengue severo como se mencionó. 

Efecto del tratamiento con EXT-HD de macrófagos no-expuestos al DENV. Se observó 

incremento no-significante de TNF-α con el EXT-HD a 50 µg/mL (IC = 2.64; p = 0.995) y a 100 

µg/mL (IC = 3.03; p = 0.994). Sobre IL-1β no hubo cambio significativo (IC = 0.05; p = 0, 997) a 

con las dos concentraciones evaluadas. Con IL-8, se observó incremento significativo con 50 

µg/mL (IC = 3.77; p = 0.005) que no con 100 µg/mL (IC = 2.32; p = 0.024). Con RANTES, se 

observó mayor incremento de la citoquina comparada con las demás, aunque tampoco fue 
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significante con 50 µg/mL (IC = 5.04; p = 0.432) y con 100 µg/mL (IC = 8.34; p = 0.241) respecto 

a macrófagos no-infectados no-tratados. 

Tabla 4. Niveles de citoquinas de macrófagos humanos expuestos o no a DENV-1 y tratados 

con EXT-HD de Lippia origanoides / felandreno 
Tratamiento TNF-α IL-1β IL-8 RANTES 

DENV + EXT (50 µg/mL) 683 ± 52.6 135 ± 8.1 32199 ± 271.7 2426 ± 156.9 

DENV + EXT (100 µg/mL) 575 ± 141.7 83 ± 8.8 32036 ± 132.5 1561 ± 439.1 

DENV-1 954 ± 64.2 50 ± 3.7 18684 ± 700.8 1495 ± 238.6 

     

EXT (50 µg/mL) 153 ± 30.2 11 ± 6.1 13470 ± 109.6 313 ± 138.4 

EXT (100 µg/mL) 162 ± 22.6 11 ± 2.9 9842 ± 1191.3 409 ± 132.5 

Ninguno 70 ± 49.2 10 ± 2.0 3345 ± 1332.9 47 ± 9.4 

     

DENV + DXM (100 µM) 359 ± 117.8 23 ± 0.6 17643 ± 74.6 505 ± 307.7 

LPS (50 ng/mL) 1354 ± 526.1 67 ± 8.2 30305 ± 380.0 525 ± 108.9 
Los datos se expresan en pg/mL para cada citoquina. Dexametasona (DXM) se incluyó como fármaco 

antiinflamatorio de referencia; y lipopolisacárido bacteriano (LPS) como inductor de citoquina en el 

macrófago. Datos son el promedio ± EE de dos experimentos independientes por duplicado. 
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Figura 7. Efecto del tratamiento con EXT-HD de Lippia origanoides /felandreno sobre la respuesta 

de citoquinas por macrófagos humanos. A. Efecto de la muestra vegetal y dexametasona sobre la 

viabilidad celular examinada en el ensayo con MTT. B. Macrófagos fueron expuestos o no a DENV-

1durante 2,5 h, el virus se retiró, se adicionó medio de cultivo con EXT-HD a las concentraciones mostradas 

y las citoquinas se midieron 72 h después. Tratamiento con lipopolisacárido bacteriano (LPS) se incluyó 

como inductor de citoquinas y dexametasona (DMX) como fármaco antinflamatorio. Los datos son 

promedios ± DS de dos experimentos independientes por duplicado. 
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Figura 8. Efecto del tratamiento con EXT-HD de Lippia origanoides /felandreno sobre la producción 

de citoquinas por macrófagos humanos. Se presenta la magnitud del cambio en tratados respecto al 

control no-tratado con la muestra vegetal. 

 

4.4 Análisis de acoplamiento molecular 

 

Como se mencionó en metodología, las proteínas prM y C del DENV-1 se modelaron 

debido a que la estructura 3D no se encuentra disponible en la base de datos PDB. Las proteínas 

modeladas presentaron atributos con valores cercanos al promedio de las estructuras 3D de las 

mismas proteínas del DENV-2 depositadas en PDB (Figura 9 A): proteína C, 68.9% identidad, Z 

= -4.42, RSMD = 0.044 nm; y proteína prM, 76.8% identidad, Z = -4.53, RSMD = 0.2 nm. 

Trayectorias obtenidas de las simulaciones de relajación se presentan en la Figura 9B. Proteínas 

virales: prM, C y NS5MTasa con RMSD = 0.10 ± 0.01nm; E, NS1, complejo NS2B/NS3 y 
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NS5RdRp con RMSD entre 0.20 y 0.22 nm. Proteínas celulares: mostraron valores RMSD entre 

0.22 y 0.12 nm, excepto NF-κB que presentó un comportamiento ascendente con RMSD = 0.27 ± 

0.09 nm. Rango de valores RMSD indicaron que cada proteína mantiene su equilibrio durante la 

trayectoria en el tiempo y puede concluirse que los modelos son estables con mínima fluctuaciones. 

En un intento de explicar el modo de acción antiviral de las muestras vegetales, se realizaron 

análisis de acoplamiento entre 61 compuestos químicos de la planta (11 flavonoides encontrados 

17 sesquiterpenos, 30 monoterpenos, 3 de otro tipo) y 16 componentes proteicos (7 del DENV-1 

y 9 del macrófago). 

 

Figura 9. Alineamiento estructural y trayectorias de simulaciones de relajación de las proteínas. A. 

Proteínas prM y C modeladas, se muestra la superposición de estructuras 3D de modeladas (azul cian) con 

las estructuras de proteínas homólogas del DENV-2 (morado). B. Estabilidad de los modelos de las 

proteínas, se muestra la trayectoria de valores RMSD para proteínas del DENV-1 (izquierda) y proteínas 

del macrófago (derecha). 
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Los valores de energías de interacción se presentan en las Tablas 4 y 5 suplementarias (final 

del presente documento). valores negativos > -7.5 kcal/mol predijeron acoplamiento. La Figura 10 

compara las energías de interacción entre flavonoides y proteínas de DENV-1 y del macrófago. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Mapa de calor de energías de interacción entre flavonoides del EXT-HD de Lippia 

origanoides y proteínas diana. Se presentan las energías con proteínas (prM, C, E, NS1, NS2B/NS3, 

NS5Mtasa y NS5RpRd) de DENV-1 (arriba) y proteínas (HSP90, HSP70, DC-SIGN, GRP78, RIG-, 

MAVS, TLR2/1, MyD88 y NF-κB) del macrófago (abajo). Valores de energía negativa ≥ -7.5 kcal/mol 

indicaron acoplamiento molecular. Galato de epigalocatequina y baicaleina son flavonoides con actividad 

antiviral reportada; prednisolona y celastrol son fármacos con actividad inmunomoduladora reportada. 
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Flavonoides y proteínas del DENV 

Proteína E. Los 11 flavonoides se acoplaron con la proteína E, eriodictiol, luteolina y 

crisoeriol presentaron energías negativas (> - 8.5 kcal/mol) similares al flavonoide de referencia 

baicaleina y los restantes ocho flavonoides energías menores (entre -8.3 y -7.5 kcal/mol). 

Eriodictiol interactuó con aminoácidos del sitio donde se une la molécula detergente n-octyl-d-

glucoside conocido como bolsillo βOG, el cual se ubica entre dominios I y II en la región de 

bisagra. Moléculas que llenan el βOG interfieren con los cambios conformacionales en E 

necesarios para la fusión entre la envoltura del virus y la membrana citoplasmática que permite la 

penetración del virión (partícula viral) al interior de la célula huésped (Zhang et al., 2017). La 

luteolina interactuó en el DII entre la cadena A y B formando puentes de hidrogeno con Lys247 y 

Glu249 en la cadena A y con Gln271 y Glu269 en la cadena B. Moléculas que se unen a esta región 

pueden interferir con la unión del virus al receptor DC-SIGN bloqueando el reordenamiento 

conformacional de la proteína E (Mir et al., 2016; Shah et al., 2013). 

Proteína NS1. Todos los flavonoides, excepto, cirsimaritina se acoplaron con la proteína 

NS1con energías entre -10.2 y -7.7 kcal/mol, siete con las energías mayores similares a los 

flavonoides de referencia. Interactuaron en la región carboxilo-terminal del dominio β-ladder de 

la cadena A con los residuos Glu289, Gly292, Arg294, y Arg314. Moléculas que se unen al 

dominio β-ladder pueden bloquear la replicación viral, la secreción de NS1 y la inducción de 

anticuerpos, debido a que es una región altamente conservada y contiene epítopos reconocidos por 

anticuerpos específicos de NS1(Songprakhon et al., 2020; Plaszczyca et al., 2019).  

Proteína NS5. Siete flavonoides se acoplaron con el dominio metiltransferasa (MTasa) de 

la proteína NS5 con energías (entre > -7.7 y – 8.1 kcal/mol) en el rango de la baicaleina; y tres de 

ellos también se acoplaron con el dominio de polimerasa (RdRp) de NS5, aunque con energía de 
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-7.8 kcal/mol mayor que la de los flavonoides de referencia (-9.2 y -8.0 kcal/mol). Los flavonoides 

que se acoplaron con el dominio MTasa interactuaron con aminoácidos Gly83, Glu111, Asp146, 

Gly148 y Lys180. Estos aminoácidos hacen parte del sitio activo del bolsillo de unión a GTP; 

moléculas que se unen a esta región pueden interferir con reacciones de metilación requeridas para 

la formación del CAP de ARN (Klema et al., 2016; Zhao et al., 2015). El dominio RdRp de la 

proteína DENV-NS5 es una enzima esencial para el proceso de replicación del virus (Nasar et al., 

2020). Tiene subdominios de dedos y el pulgar que forman túneles para la entrada del ARN en el 

sitio activo (Picarazzi et al., 2020; Khan et al., 2018). Eriodictiol, luteolina y crisoeriol se 

acoplaron al dominio RdRp en el subdominio de dedos formando puentes de hidrógeno con 

Asp538 y Arp598 e interacciones hidrofóbicas con Trp302, Lys357, Val353, Val358, Thr539, 

Lys575, Val577 Gly599, Ser600.  

Complejo NS2B/NS3. Solo eriodictiol (-7.6 kcal/mol) y luteolina (-7.5 kcal/mol) se 

acoplaron al complejo con energía similar a los flavonoides de referencia. Luteolina se acopló a la 

región NS3 con actividad proteasa formando puentes de hidrógeno con Leu31, Gln160, Glu193 

mientras que eriodictiol se acopló a la región NS3 con actividad helicasa formando puente de 

hidrógeno con Gln602. El complejo NS2B/NS3 son proteínas DENV con funciones importantes 

en la patogénesis y el procesamiento de poliproteínas, respectivamente (Phoo et al., 2016). Por 

tanto, representan un importante objetivo terapéutico para el dengue (Low et al., 2017). 

Proteínas C y prM. Los 11 flavonoides presentaron energías de interacción entre -6.1 y -

5.2 kcal/mol, similares a los flavonoides de referencia (entre -6.6 y -5.2 kcal/mol). En 

consecuencia, no se predijo acoplamiento molecular con ninguna de las dos proteínas. La Figura 

11 presenta resultados representativos de la interacción entre flavonoides con proteínas del DENV-
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1. La Tabla 5 presenta los flavonoides con mayor afinidad (energía negativa mayor) por proteínas 

del DENV-1.  

Los resultados sugieren que flavonoides del EXT-HD podrían ejercer efecto inhibitorio 

sobre la replicación del DENV-1 interactuando principalmente con las proteínas E, NS1 y NS5; 

en consecuencia, pueden afectar la unión y entrada del virus a la célula y su replicación. 
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Figura 11. Visualización tridimensional de la interacción entre flavonoides del extracto de Lippia 

origanoides y proteínas del DENV-1. Proteína NS1 con quercetina (-10.28 kcal/mol) y galangina (-9.20 

kcal/mol). Proteína de envoltura (E) con eriodictiol (-8.60 kcal/mol) y luteolina (-8.59 kcal/mol). 
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Flavonoides y receptores celulares del DENV-1 

Proteína HSP70. Los 11 flavonoides se acoplaron con la proteína HSP70; luteolina, 

pinocembrina, eriodictiol, sakuranetina y taxifolina presentaron las energías más negativas (> - 9.0 

kcal/mol) similares los compuestos de referencia. Todos los flavonoides interactuaron con 

aminoácidos del dominio NBD (dominio de unión de nucleótidos) entre los lóbulos AI y AII, e 

interactuaron por puentes de hidrógeno con residuos comunes como Asp10, Thr13, Thr14 y Tyr15. 

Moléculas que se unen a la hendidura donde se realiza la hidrólisis de ATP, pueden interrumpir la 

entrada del DENV a la célula huésped. (Howe et al., 2016).  

Proteína HSP90. Los 11 flavonoides presentaron energías de interacción entre -6.1 y -5.9 

kcal/mol, similares a la prednisolona utilizado como compuesto de referencia (-6.8 kcal/mol). En 

consecuencia, no se predijo acoplamiento molecular con ninguna la proteína HSP90. 

Proteína GRP78. Nueve flavonoides se acoplaron en el mismo sitio de unión en el dominio 

NBD de la proteína GRP78 donde se realiza la hidrólisis del ATP. Galangina metilada (-9.50 

kcal/mol) y crisoeriol (-9.45 kcal/mol) presentaron las energías más negativas e interactuaron con 

aminoácidos Asp34, Thr37, Tyr39, Ile61 y Asp224. Por otra parte, cirsimaritina (-8.76 kcal/mol) 

y quercetina (-7.36 kcal/mol) interactuaron entre el dominio NBD y SBD (dominio de unión al 

sustrato); moléculas que interactúan en esta región pueden inducir cambios conformacionales de 

la proteína, lo que puede inhibir la capacidad de unión al receptor e internalización del DENV a la 

célula (Ibrahim et al., 2019; Wati et al., 2009). 

Proteína DC-SIGN. Todos los flavonoides se acoplaron a la proteína DC-SIGN con 

energías entre -8.0 y -8.5 kcal/mol, similar a la prednisolona (-8.75 kcal/mol) utilizado como 

compuesto de referencia. Interactuaron en el dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) 

con aminoácidos Asn266, Gln274, Ser296, Glu298, Glu299, Leu336, Ser338 y Lys378. Moléculas 
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que interactúan en la región CRD pueden inhibir la interacción del receptor DC-SIGN con DENV-

E evitando el reconocimiento de la partícula viral (Shah et al., 2013; Alen et al., 2011).  

La Figura 12 presenta resultados representativos de la interacción entre flavonoides con 

proteínas receptoras en el macrófago. La Tabla 5 presenta los flavonoides con mayor afinidad 

(energía negativa mayor) por las proteínas. Los resultados sugieren que flavonoides del EXT-HD 

podrían ejercer efecto inhibitorio sobre la replicación del DENV-1 interactuando con receptores 

como HSP70, GRP7 y DC-SIGN y, en consecuencia, inhibir la etapa de unión entre el DENV y la 

célula, al interrumpir la asociación del receptor con la partícula viral. 
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Figura 12. Visualización tridimensional de la interacción entre flavonoides del extracto de Lippia 

origanoides y proteínas del macrófago que actuan como receptores del DENV-1. Proteína de choque 

térmico (HSP70) con luteolina (-9.20 kcal/mol) y pinocembrina (-9.09 kcal/mol). Proteína regulada por 

glucosa (GRP78) con galagina metilada (-9.50 kcal/mol) y crisoeriol (-9.45 kcal/mol). 

 

 

 



ESTUDIO DE ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE LIPPIA ORIGANOIDES KUNTH 
 

 

63 
 

Flavonoides y proteínas celulares con roles en la producción de citoquinas 

Dímero TLR-2/1. Los 11 flavonoides se acoplaron con el complejo TLR-2/1, luteolina, 

pinocembrina, eriodictiol y naringenina presentaron energías negativas (> - 9.0 kcal/mol) similares 

a los compuestos de referencia, los restantes siete flavonoides energías menores entre (-8.7 y -7.5 

kcal/mol). Diez flavonoides, excepto pinocembrina, se acoplaron con TLR-1 (cadena B) e 

interactuaron con aminoácidos Gly313, Ile319, Phe323, Arg337, Met338, Phe349. Pinocembrina 

(-9.35 kcal/mol) interactuó en la región intermedia de heterodimerización en el sitio donde se une 

la molécula Pam3CSK4 en un bolsillo de TLR-2 y un canal hidrofóbico de TLR-1 por puentes de 

hidrógeno con aminoácidos ser309, Arg337 y Tyr276, y con aminoácidos hidrofóbicos con Ile304, 

Val307, Ile319 y Met338. La heterodimerización del complejo es indispensable en la respuesta 

inmune innata para el reconocimiento de lipoproteínas como la envoltura del DENV que promueve 

el inicio de la señalización para la producción de citoquinas (Jin et al., 2007). Moléculas que se 

unen a esta región actúan como potentes activadores de la transcripción de citoquinas por la vía 

NF-κB (Zhong et al., 2015), y podría explicar el resultado de la alta producción de citoquinas en 

los experimentos sobre macrófagos anteriormente presentados. 

Complejo Myddsoma. De los 11 flavonoides que se acoplaron al complejo MyD88, tres de 

ellos (crisoeriol, taxifolina y luteolina) se unieron a una región del complejo ternario DD-MyD88 

específicamente a la quinasa IRAK4 cerca de los residuos Asp24, Asp27 Ala55 y Ala58 con 

energías negativas (> - 9.00 kcal/mol). Moléculas que interactúan con la quinasa pueden intervenir 

en la formación del complejo y su actividad para la activación del factor de transcripción NF-κB 

(De Nardo et al., 2018). Otros flavonoides como quercetina (-8.80 kcal/mol) y galangina (-8.70 

kcal/mol) interactuaron solo con el dominio MyD88 que participa en la vía de señalización para la 

respuesta de citoquinas pro-inflamatorias (Lin et al., 2010). 
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Proteína NF-κB. Seis flavonoides se acoplaron con la proteína NF-κB con energías entre -

7.6 y -8.1 kcal/mol. Interactuaron con la subunidad p50 y el inhibidor IκBα con los residuos Lys28, 

Arg50, Thr52, Glu49, Glu222, Gly259, Pro261, Gln266. Moléculas que se unen al inhibidor IκBα 

pueden inhibir su degradación y reducir los niveles de citoquinas como TNF-α (Choy et al., 2019), 

además, flavonoides pueden bloquear la translocación nuclear de la subunidad p50 de NF-κB y 

reprimir la expresión de genes asociados a citoquinas pro-inflamatorias (Yahfouf et al.,2018). 

Proteínas RIG-1 y MAVS. Todos los flavonoides, excepto, galangina y galangina metilada 

se acoplaron con las proteínas RIG-1 y MAVS con energías entre -7.5 y -8.1 kcal/mol. 

Interactuaron en el dominio CARD 1/2 de RIG-1 que interactúa con el domino CARD de MAVS 

con residuos Glu111, Gly326, Glu330, Thr359 y Ser854. Cuando RIG-1 se encuentra en el 

citoplasma está en una conformación fosforilada e inactiva, la fosforilación está mediada en el N-

terminal de los dominios CARD que permiten la activación e interacción con ARN viral (Brisse 

& Ly, 2019). La Figura 13 presenta resultados representativos de la interacción entre flavonoides 

con proteínas de la vía de producción de citoquinas. La Tabla 5 presenta los flavonoides con mayor 

afinidad (energía negativa mayor) por las proteínas. 

Los resultados sugieren que flavonoides del EXT-HD podrían ejercer efecto sobre la 

producción de citoquinas en macrófagos estimulados con DENV-1, interactuando con TLR-2/1, 

MyD88 y NF-κB y, en consecuencia, podrían tener efectos inmunomoduladores sobre la secreción 

de citoquinas mediante la activación o interrupción de vías de señalización que conducen a la 

expresión de genes de citoquinas. 



ESTUDIO DE ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE LIPPIA ORIGANOIDES KUNTH 
 

 

65 
 

 

 

Figura 13. Visualización tridimensional de la interacción entre flavonoides del extracto de Lippia 

origanoides y proteínas de la vía de señalización TLR-2/1 del macrófago. Proteína TLR-2/1 con 

luteolina (-9.36 kcal/mol) y pinocembrina (-9.35 kcal/mol). Myddsoma (MyD88-IRAK4-IRAK2) con 

taxifolina (-9.10 kcal/mol) y crisoeriol (-9.00 kcal/mol).
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Tabla 5. Flavonoides encontrados en el extracto de Lippia origanoides con la mejor energía de enlace en el análisis de acoplamiento 

molecular para proteínas virales y celulares. 

Flavonoides 
Formula estructural y 

química 
Proteínas diana kcal/mol 

Aminoácidos de interacción / Tipo de enlace 

Puente de H+ Hidrofóbicos 

Quercetina 

C15H10O7 

DENV-NS1 -10.28 ± 0.70 Glu289, Arg314, Glu334. Arg294. 

DENV-E -8.09 ± 0.03 Lys204, Ser205, His261, 

Ile270. 

Trp206, Lys241. 

TLR-2/1 -8.06 ± 0.08 Gln316, Phe325, Tyr326. Leu350, Pro352. 

DD- MyD88 -8.80 ± 0.00 Asn38, Arg40, Trp47, Gln63, 

Asp69. 

Thr66, Ala68. 

HSP70 -8.70 ±0.00 Lys56, Lys271, Ser340, 

Gly339, Arg342. 

Tyr15, Gly202, Arg272, 

Asp366. 

DC-SIGN -8.00 ± 0.00 Glu259, Gln274, Arg275, 

Ser338. 

Ser296, Glu298, Leu336. 

Galangina 

C15H10O5 

DENV-NS1 -9.20 ± 0.00 Glu289, Arg314. Arg294. 

DD- MyD88 -8.70 ± 0.17 Asn38, Arg40, Trp47, Gln63. Thr66, Ala68. 

HSP70 -8.00 ± 0.00 Lys56, Lys271, Gly339, 

Ser340. 

Tyr15, Gly202, Arg272, 

Asp366. 

DC-SIGN -8.30 ± 0.00 Asn266, Arg275, Ser296, 

Lys378. 

Asp279, Glu299. 

MAVS -8.15 ± 0.05 Glu111. Asp14, Lys15, Trp62, 

Ala63, Trp230. 

Pinocembrina 

C15H12O4 

DENV-NS1 -9.10 ± 0.00 - Arg294, Arg314. 

DENV-E -8.31 ± 0.03 Ala243, His244. Lys204, Lys241, Val251. 

NS5MTasa -8.01 ± 0.03 Gly148. Gly83, Lys105, Val132, 

Ile147. 

TLR-2/1 -9.35 ± 0.13 Ser309, Arg337, Tyr276. Ile304, Val307, Ile319, 

Met338. 

DD- MyD88 -8.78 ±0.04 Arg20, Gln42, Arg55. Asp27, Pro28, Arg54, 

Ala58. 

HSP70 -9.09 ± 0.03 Asp10, Thr13. Tyr15, Asp366. 

DC-SIGN -8.07 ± 0.21 Trp343, Asn362. Trp342. 

MAVS -8.10 ± 0.00 - Lys15, Trp62, Ala63, 

Asp65, Glu111. Trp340. 
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Tabla 5. continuación 

Flavonoides 
Formula estructural y 

química 
Proteínas diana kcal/mol 

Aminoácidos de interacción / Tipo de enlace 

Puente de H+ Hidrofóbicos 

Taxifolina 

C15H12O7 

DENV-NS1 -8.90 ± 0.00 Gly292, Asn293. Arg294, Arg314, Ser315, 

Gly334. 

DENV-E -8.10 ± 0.00 Ala243, Glu269. Glu249, Lys247, Ile278. 

TLR-2/1 -8.50 ± 0.00 Arg337. Ile319, Phe323, Val333, 

Met338. 

DD- MyD88 -9.10 ± 0.00 Asp27. Arg55, Ala58. 

HSP70 -9.08 ± 0.04 Thr13, Thr14, Asp199. Asp10. 

GRP78 -8.94 ± 0.19 Thr37, Glu201, Asp224. Asp34, Ile61, Gly364. 

DC-SIGN -8.32 ± 0.04 Phe262, Ser273, Gln274. Cys256, Thr261, Arg275, 

Ala297, Glu298. 

MAVS -8.00 ± 0.00 Asn12, Ala63, Trp340. Trp62, Asp65, Glu111. 

Eriodictiol 

C15H12O6 

DENV-NS1 -8.76 ± 0.13 Gly292, Asn293. Arg294, Arg314. 

DENV-E -8.60 ± 0.00 Glu44, His244, Lys247. His27, Ser29, Lys246. 

TLR-2/1 -9.27 ± 0.28 Tyr376. Val307, Ile319, Phe323. 

DD- MyD88 -8.90 ± 0.00 Gln52, Arg55. Asp27, Pro28, Arg54, 

Ala58. 

NF-κB -8.10 ± 0.00 Pro261, Gln266. Arg50. 

HSP70 -9.09 ± 0.03 Thr13, Thr14, Tyr15. Lys71, Asp199. 

GRP78 -8.48 ± 0.32 Thr37, Thr38, Lys96, Asp224. Asp34, Gly36, Tyr39, 

Ile61, Gly363. 

DC-SIGN -8.30 ± 0.00 Phe262, Ser273, Gln274. Cys256, Thr261, Arg275, 

Ala297, Glu298. 

Sakuranetina 

C16H14O5 

DENV-NS1 -8.50 ± 0.00 Arg314. Arg294, Cys313, Cys316. 

DENV-E -8.09 ± 0.03 Ala243, Glu269. His244, Lys246, Lys247, 

Glu249, Ile278. 

TLR-2/1 -8.41 ± 0.20 - Phe323, Val333, Arg337, 

Met338, Val339, Phe349, 

Tyr376. 

DD- MyD88 -8.80 ± 0.00 Asp27. Pro28, Arg40, Arg54, 

Arg55, Ala58.,  

HSP70 -9.09 ± 0.03 Arg261. Pro63, Lys257, Arg268. 
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Tabla 5. continuación 

Flavonoides 
Formula estructural y 

química 
Proteínas diana kcal/mol 

Aminoácidos de interacción / Tipo de enlace 

Puente de H+ Hidrofóbicos 

 
 

MAVS -8.10 ± 0.00 Met336. Lys15, Phe61, Trp62, 

Ala63, Asp65, Glu111, 

Leu262, Met330. 

Luteolina 

C15H10O6 

DENV-NS1 -8.42 ± 0.19 Arg314, Glu334. Arg294. 

DENV-E -8.59 ± 0.03 Lys247, Glu249, Glu269, 

Gln271. 

Ala243, His244, Ala245, 

Ile278, Ala280. 

TLR-2/1 -9.36 ± 0.08 Arg337, Met338 Val307, Ile319, Phe323, 

Val333. 

DD- MyD88 -9.00 ± 0.00 Asp24, Lys64. Ser23, Arg40, Arg55, 

Leu59, Gly63. 

NF-κB -8.00 ± 0.00 Pro262, Gln266. Arg50, Thr52. 

HSP70 -9.20 ± 0.00 Tyr149, Asp206, Pro265. Glu175, Asp199, Thr204. 

GRP78 -8.18 ± 0.04 Lys125, Ala179, Gln530. Ala183, Arg532, Asp529. 

DC-SIGN -8.40 ± 0.00 Try268, Arg275. Glu298. 

Crisoeriol 

C16H12O6 

DENV-NS1 -8.37 ± 0.07 - Phe261. 

DENV-E -8.51 ± 0.09 Glu269, Thr280. Thr280. 

TLR-2/1 -8.72 ± 0.08 Gln316. Tyr323, Phe325, Val248, 

Phe349, Pro352. 

DD- MyD88 -9.00 ± 0.00 Asp24, Gly63. Ser23, Asp27, Pro28, 

Trp32, Arg54, Arg55, 

Ala58, Leu60. 

HSP70 -9.01 ± 0.03 Thr13, Thr14, Glu268, 

Lys271, Gly339, Ser340. 

Tyr15, Gly230, Arg272. 

GRP78 -9.45 ± 0.13 Thr37, Thr38, Tyr39, Arg297. Asp34, Ile61, Asp224, 

Gly227. 

DC-SIGN -8.52 ± 0.04 Phe262, Gln274, Gln306, 

Ser338. 

Ala297, Leu336, Phe339. 

MAVS -8.00 ± 0.00 Asn12, Trp340. Ala63, Trp62, Glu111, 

Met330, Ser337. 
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Tabla 5. continuación 

Flavonoides 
Formula estructural y 

química 
Proteínas diana kcal/mol 

Aminoácidos de interacción / Tipo de enlace 

Puente de H+ Hidrofóbicos 

Naringenina 

C15H12O5 

DENV-NS1 -8.30 ± 0.00 - Phe261, Arg294. 

DENV-E -8.01 ±0.03 Lys128, Lys204. Pro53. 

TLR-2/1 -9.00 ± 0.00 Ser309, Gln316. Ile304, Val307, Phe323, 

Val333, Met338, Arg337. 

DD- MyD88 -8.90 ± 0.00 Arg20. Asp27, Pro28, Arg54, 

Arg55, Ala58. 

HSP70 -9.01 ± 0.03 Thr13, Thr14, Glu175. Asp10, Asp199, Arg271. 

DC-SIGN -8.00 ± 0.00 Phe262, Gln274, Ser338, 

Tyr342. 

Ala297, Leu336, Phe339. 

Cirsimaritina 
 

TLR-2/1 -8.38 ± 0.04 - Leu317, Ile319, Phe322, 

Val323, Lys347, Val348, 

Phe349, Leu350, Pro352. 

C17H14O6 

DD- MyD88 -8.60 ± 0.00 Asp24, Gln61. Asp27, Pro28, Gln52, 

Arg54, Ala58, Glu59. 

HSP70 -8.80 ± 0.00 Thr14, Lys71. Asp10, Tyr15, Val337, 

Val369. 

GRP78 -8.76 ± 0.49 Gly403. Phe45. 

DC-SIGN -8.24 ± 0.10 Phe262, Thr282. Arg275, Ala283, Ala297, 

Glu298, Ser338, Phe339. 

Galangina 

metilada 

 TLR-2/1 -8.45 ± 0.31 - Leu266, Phe284, Leu289, 

Leu312, Leu317. 

C16H12O5 

DD- MyD88 -8.25 ± 0.05  Arg20, Ser68. Asp27, Ser65, Arg55, 

Ala58. 

HSP70 -8.40 ± 0.00 Thr13, Gly202, Gly339. Gly201. 

GRP78 -9.50 ± 0.60 Thr37, Asp224, Tyr175, 

Thr229. 

Asp34, Try39, Ile61, 

Lys96, Pro390. 

DC-SIGN -8.20 ± 0.00 Gln264, Tyr268. Glu298. 

DENV-1 NS1, proteína no estructural; DENV-1 E, proteína de la envoltura; DENV-1 NS5MTasa, dominio metiltransferasa; TLR2/ TLR1, receptor 

tipo Toll 2 /1 proteína de diferenciación mieloide 2; Myddsoma: complejo MyD88-IRAK4-IRAK2; NF-κB; factor nuclear kappa B; HSP70, proteína 

de choque térmico 70; GRP78, proteína regulada por glucosa 78; DC-SIGN, molécula de adhesión intracelular 3 no asociada a integrina; MAVS, 

proteína de señalización antiviral mitocondrial
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5. Discusión 

 

En este estudio se pretendió identificar la muestra de L. origanoides con potencial como 

fuente primaria para investigación y desarrollo de fitoterapeúticos para tratamiento del dengue. Se 

analizaron EXTs y AEs de tres quimiotipos (felandreno, timol, carvacrol) de la planta. La primera 

etapa consistió en determinar el efecto inhibitorio de las muestras sobre la replicación del DENV-

1 en célula Vero, el ECP fue el indicador de replicación del virus. Las muestras redujeron ECP < 

que 50%, esta baja eficacia antiviral pudo deberse a: (i) exceso de virus, se usó una proporción 

virus – célula (MOI) de 1.0 (12,000 u.f.p x 12,000 células) en contraste con MOI ≤ 0.5 que es 

suficiente para replicación productiva del virus (Stein et al., 2011); y (ii) la manera de cuantificar 

el efecto antiviral, la cantidad de colorante retenido por células no-infectadas es el indicador 

indirecto del efecto (protección contra la infección) y estas células se pueden desprender de la 

placa durante los lavados más fácilmente comparado con el control no-infectado. Aun con estas 

desventajas del ensayo, se puedo evidenciar que las muestras del quimiotipo felandreno de la 

planta redujeron en mayor porcentaje el ECP inducido por DENV-1 comparado con las muestras 

de los otros quimiotipos. 

La presencia de la proteína viral NS1 en el medio de cultivo de células infectadas con 

DENV a las 72 h post-infección coincide con presencia de viriones infecciosos en el medio de 

cultivo (Mello et al., 2017; Ludert et al., 2008). El efecto antiviral de las muestras del quimiotipo 

felandreno se confirmó en el ensayo de reducción de proteína NS1, se observó reducción a CI50 

entre 3.12 y 54 µg/mL e IS > 4.0. Parámetros de actividad antiviral relevante de muestras vegetales 

no han sido aún establecidos. Sood y Col. (2015) propusieron valores CI50 < 30 µg/mL como 

indicador de actividad anti-DENV in vitro de extractos vegetales; Butterweck & Nahrstedt (2012) 

propusieron este mismo valor de CI50 para actividades biológicas de muestras vegetales; y Cos y 



ESTUDIO DE ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE LIPPIA ORIGANOIDES KUNTH 
 

 

71 
 

Col. (2006) propusieron 100 µg/mL como el máximo valor. Valores de IS > 4.0 reflejan la 

selectividad mínima aceptable de las muestras según Cos y Col. (2006). Con base en estos 

indicadores de actividad, se puede concluir que las muestras de L.origanoides quimiotipo 

felandreno presentan potencial antiviral sobre el DENV.  

Los cinco distintos tratamientos del DENV-1 pretendieron inferir el modo de acción 

antiviral de las muestras del quimiotipo felandreno. Los tratamientos antes y durante la adsorción 

del virus a la célula mostraron eficacia antiviral. Eficacia antiviral no se observó con el tratamiento 

después de la adsorción cuando el inóculo (virus + muestra) se retiró y se lavó la monocapa de 

células varias veces con PBS, esto es, se eliminó completamente el virus no-adsorbido. Sin 

embargo, se dejó el virus (tratamiento DE* y DE**) se observó eficacia antiviral (CI50 < 3.12 

µg/ml). Los resultados de los experimentos soportan la hipótesis que las muestras de L. 

origanoides ejercen su efecto antiviral durante la entrada y penetración del virus al interior de la 

célula y este efecto se reduce notoriamente cuando no hay virus sobre la superficie celular. En 

varios estudios (Kuo et al., 2020; Ali et al., 2020; Hernández-Castro et al., 2015; Zandi et al., 

2013; Lee et al., 2013) se reporta que la eficacia antiviral de extractos vegetales fue mayor antes 

y durante que después de la adsorción del virus.  

Es conocido que la actividad antiviral del extracto vegetal está determinada por la acción 

de sus componentes químicos sobre proteínas con roles importantes en el ciclo replicativo del virus 

(Rosmalena et al., 2019; Flores-Ocelotl et al., 2018; Abdul Ahmad et al., 2017; Tang et al., 2012). 

El análisis de acoplamiento entre componentes químicos del EXT de L. origanoides – felandreno 

y proteínas del DENV-1 predijo que los flavonoides se unen al sitio βOG de la proteína E; en 

consecuencia, pudieron bloquear la fusión entre envoltura del virus y membrana celular durante la 

entrada del virus a la célula. Análisis similares realizados por otros autores demuestran que 
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pinocembrina, luteolina naringenina y quercetina poseen alta afinidad con la proteína E del DENV 

(Lee et al., 2019; Frabasile et al., 2017; Powers & Serzer, 2016). Flavonoides que se acoplan al 

bolsillo βOG de E se han sugerido como plantillas para desarrollo de antivirales inhibidores de 

entrada del virus a la célula (Nasar et al., 2019; Aarthy & Singh, 2018). 

 Los flavonoides del EXT también se acoplaron con la proteína NS1, esta proteína está 

implicada en la patogénesis de la enfermedad ya que contribuye al deterioro del endotelio vascular 

incrementando la permeabilidad que lleva a fuga plasmática (Chen et al., 2018; Akey et al., 2015). 

Se ha reportado que flavonoides pueden bloquear la glicosilación de aminoácidos de la proteína 

NS1, lo cual es indispensable para actuar como co-factor durante la replicación del virus (Mishra 

et al., 2019). Por lo tanto, es probable que el EXT de L. origanoides ejerza su efecto antiviral a 

través de flavonoides que podrían afectar las funciones de la proteína NS1 y E interfiriendo 

simultáneamente con la adsorción del virus en la célula en etapas tempranas del ciclo viral y la 

NS1 secretada al medio extracelular. Los flavonoides también se acoplaron a la proteína NS5; en 

consecuencia, podrían bloquear la replicación del ARN viral. Afinidad de flavonoides por NS5 

está documentada (Khan et al., 2018; Klema et al., 2016).  

El análisis de acoplamiento entre los componentes químicos de los EXTs de L. origanoides 

– felandreno y proteínas de membrana, usadas por DENV-1 para adherirse y entrar a la célula, 

sugiere que flavonoides podrían actuar como inhibidores de la actividad ATPasa de HSP70 

necesaria la hidrólisis de ATP y el intercambio de ADP / ATP eventos que son clave para la unión 

con proteínas hidrófobas expuestas y la liberación de HSP70 durante el plegamiento de 

polipéptidos nacientes (Yang et al., 2020; Radons, 2016); en consecuencia, podrían bloquear no 

solo la entrada del virus a la célula sino etapas posteriores como la replicación del ARN y la 
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formación de las nuevas partículas virales como ha sido reportado (Howe et al., 2016; Taguwa et 

al., 2015).  

 Los flavonoides también se acoplaron con la proteína DC-SIGN por el dominio de 

reconocimiento de carbohidratos (CRD); se ha reportado que moléculas pueden bloquear dos sitios 

de glicosilación en Asn67 y otros residuos conservados presentes en la interfaz del complejo DC-

SIGN-DENV-E lo cual sugiere que puede bloquear la unión del virus al receptor (Liu et al., 2017; 

Shah et al., 2013). Por lo tanto, es probable que flavonoides del EXT de L. origanoides pueden 

afectar no solo la unión de la partícula al receptor sino también su internalización. 

Diferentes estudios sugieren que los AE y sus componentes actúan principalmente sobre 

partículas virales libres y pueden bloquear las primeras etapas del ciclo viral (Ma & Yao., 2020). 

El AE analizado en el presente estudio, fue la muestra con menor actividad antiviral comparado 

con los EXTs, se observó efecto antiviral con los tratamientos DE* (después de la adsorción 

retirando el virus sin lavar las células) y DE** (después de la adsorción sin retirar el virus ni lavar 

las células).  La diferencia podría explicarse por la composición química, ya que los componentes 

mayoritarios del AE son monoterpenos. Análisis de acoplamiento molecular revelan que estos 

compuestos químicos presentan energías de interacción menores comparadas con los flavonoides 

(Powers & Setzer, 2016; Pájaro-Castro et al., 2015). Es probable que el AE de L. origanoides 

ejerza su efecto a través de sesquiterpenos, estos compuestos tienen mayor tamaño y muestran 

energías de interacción menores con proteína E del DENV comparados con los monoterpenos (Ali 

et al., 2020; Pájaro-Castro et al., 2015). En un estudio previo del grupo se reportó reducción de la 

replicación in vitro de los cuatro serotipos del DENV debido a tratamiento con trans-β-cariofileno 

y citral (Flechas et al., 2018). Se ha propuesto que los sesquiterpenos podrán interferir con la 
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adsorción del virus a la célula y, por lo tanto, bloquear la entrada al citoplasma (Reichling, 2021; 

Ma & Yao, 2020). 

La respuesta inmune es determinante de la forma clínica del dengue (King et al., 2020; 

Uno & Ross, 2018). El Mϕ tiene roles importantes en la respuesta inmune innata de defensa contra 

el DENV, es una célula que invade el virus para replicarse y producir progenie. Los Mϕ responden 

a la presencia del virus secretando diversas citoquinas que activan otros Mϕ infectados y otras 

células del sistema inmune para robustecer la respuesta inmune que cuando es exacerbada 

contribuye a la severidad del dengue (Castillo et al., 2019; Wu et al., 2013). En el presente estudio 

se realizó un experimento exploratorio para evaluar el efecto del EXT-HD del quimiotipo 

felandreno sobre la producción de citoquinas por Mϕ humanos. En Mϕ expuestos al DENV-1, el 

tratamiento con EXT-HD afectó de manera distinta la producción de las citoquinas, cabe 

mencionar que, la diferencia no fue significante (p >0.05) en dos de las cuatro citoquinas 

evaluadas. En Mϕ DENV-estimulados se observó reducción de TNF-α como con el anti-

inflamatorio dexametasona, y esto podría ser relevante ya que TNF-α es una citoquina implicada 

en el progreso a dengue grave (Gonçalves- Pereira et al., 2020; Malavige & Ogg, 2017).  

Los Mϕ usados en este estudio se obtuvieron de monocitos expuestos al factor estimulante 

de colonias (GM-CSF), se ha propuesto (Hamilton, 2008) que este factor incrementa la 

susceptibilidad del Mϕ al DENV induciendo la producción de altos niveles TNF-α y activando 

proteínas del inflamosoma lo que conduce a secreción de altos niveles IL-1β. El tratamiento con 

GM-CSF podría explicar en parte el incremento de IL-1β y la leve reducción de TNF-α que se 

observó en Mϕ DENV-estimulados tratados con el EXT-HD. El tratamiento con EXT-HD de Mϕ 

no-expuestos a DENV incrementó RANTES y en menor proporción IL-8 y TNF-α. Cabe resaltar 

que el tratamiento no incrementó IL-1β y esta citoquina tiene un rol importante en los eventos que 
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llevan a incremento de la permeabilidad vascular que conduce al choque hipovolémico en dengue 

(Malagive & Ogg, 2017). 

Los resultados de los tratamientos del Mϕ sugieren que el EXT-HD podría actuar como 

agente profiláctico en individuos a riesgo de infección con DENV, podría estimular la respuesta 

antiviral innata dado que se observó tendencia a incrementar citoquinas. Mayores niveles de estas 

citoquinas se detectaron en niños con dengue leve antes de ser infectados y al contrario los que 

desarrollaron dengue severo (Friberg et al., 2018). Niveles elevados de TNF-α y RANTES en 

infectados con DENV respecto a no infectados, se han propuesto como componentes del perfil 

inmune protector de respuesta antiviral innata, así como la activación de células T específicas de 

DENV (Friberg et al. 2018). 

La traducción de señal a través de receptores tipo Toll (TLR-2/1) juega un papel importante 

en el proceso de producción de citoquinas en Mϕ estimulados con DENV, el DENV desencadena 

la homodimerización del receptor TLR-2/1 (Aguilar-Briseño et al., 2020). El análisis de 

acoplamiento molecular reveló, que los flavonoides del EXT de L. origanoides se unen al 

complejo TLR-2/1 con interacciones por puente de hidrógeno cerca de los residuos del canal 

hidrofóbico entre los dos receptores. Esta interacción podría tener efectos en el proceso de 

dimerización potenciando su activación como ha sido descrito por Pérez-Regidor et al (2016) con 

otras moléculas. El análisis también reveló que los flavonoides se acoplan al Myddsoma, en la 

proteína MyD88y en una región ubicada en la interacción IRAK2 / IRAK4, lo que podría interferir 

con la formación del complejo y, por lo tanto, la traducción de la señal. Las moléculas que 

interrumpen la formación del Myddosoma son fármacos candidatos como inhibidores de la vía 

TLR2/1 (Wang et al., 2020; Li et al., 2018). Algunos estudios han demostrado que el extracto de 

L. origanoides inhibe la señalización asociada a activación del factor nuclear NF-κB (Raman et 
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al., 2017), esta proteína es un traductor de señal a través del receptor dimérico TLR1/2 (Liu et al., 

2017). 

Los análisis de acoplamiento sugieren que los flavonoides presentes en el EXT de L. 

origanoides podrían actuar como moduladores en la vía de TLR2/1. Por lo tanto, el EXT podría 

facilitar el descubrimiento de fitomedicinas con efectos moduladores sobre la respuesta inmune 

exacerbada evitando la progresión a dengue severo. Los efectos inmunomoduladores de 

flavonoides de EXT de plantas medicinales sobre la secreción de citoquinas mediante la regulación 

de la vía de señalización de TLR2/1 están documentadas (Bai et al., 2020; Yoshida et al., 2013), 

así como la activación o interrupción de vías de señalización que conducen a la activación de NF-

κB que regulan la expresión de genes de citoquinas (Das et al., 2021; Raman et al., 2017). 

Finalmente, se reconocen limitaciones de este trabajo. Es necesario confirmar el efecto 

antiviral sobre los cuatro serotipos del virus en ensayos de progenie viral. Además, se debe 

proporcionar una explicación del efecto sobre modulación de citoquinas, evaluando interferones 

tipo I que hacen parte de la respuesta inmune innata antiviral.  El experimento con Mϕ tiene 

limitaciones por variabilidad respecto a la célula, estas fueron obtenidas de individuos sanos que 

varían en su perfil genético, lo que explica la magnitud de dispersión de los datos; además, es 

necesario evaluar un rango amplio de concentraciones del EXT dado que la respuesta de citoquinas 

es afectada por el número de ligandos que interactúan con los receptores de membrana. 

 

6. Conclusiones 

 

Los resultados del presente trabajo sugieren que el EXT de Lippia origanoides quimiotipo 

felandreno tiene efecto inhibitorio in vitro sobre la replicación del DENV y potencial efecto 

inmunomodulador sobre citoquinas implicadas en la patogénesis del dengue tales como TNF-α, 
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IL-8, IL-1β y RANTES. Modular la respuesta de citoquinas hacia un perfil de respuesta inmune 

más de tipo antiviral que inflamatorio, es una propiedad de un medicamento para tratamiento del 

dengue.  

 

Los efectos del EXT-HD antiviral y sobre la respuesta de citoquinas por el macrófago inducida 

por el DENV, se podrían explicar por las diversas interacciones entre flavonoides y proteínas del 

virus y la célula- Estas proteínas tienen roles importantes en el ciclo replicativo del virus y en las 

vías de señalización que conducen a la expresión de genes de citoquinas. Las proteínas del DENV 

diana de los flavonoides de mayor relevancia identificadas en el presente estudio son NS1, E y 

NS5; y las proteínas del macrófago son HSP70, DC-SIGN, TLR-2/1 y MyD88. 

 

Un fitoterapéutico que aminore las afectaciones de la infección con DENV podría servir para 

control del dengue ya que podría reducir hospitalizaciones por riesgo de dengue severo. El EXT-

HD de Lippia origanoides podría servir como punto de partida de investigaciones de 

farmacognosia enfocadas al descubrimiento de medicamentos para tratamiento holístico del 

dengue. 

 

Este estudio aportó nuevo conocimiento sobre el potencial de plantas de la medicina tradicional 

colombiana como fuente primaria para el descubrimiento de medicamentos para el dengue. Se 

requiere profundizar en este conocimiento realizando más investigación sobre el potencial 

farmacológico de Lippia origanoides y otras plantas de la medicina tradicional de Colombia. Esta 

investigación es indispensable ya que, ante la carencia de fármacos sintéticos eficaces, los 
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pobladores de países endémicos como Colombia recurren con frecuencia a preparaciones herbales 

para aliviar el dengue.   
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Apéndice A.  Identificación y cuantificación por UHPLC-ESI (+)-Orbitrap-

MS de compuestos fenólicos presentes en extractos hidroalcohólicos obtenidos 

a partir de biomasa residual de Lippia origanoides quimiotipo felandreno. 

Fitoquímico Fórmula Δ ppm (mg/g ± s; n=3) 

Taxifolina C15H12O7 0.30 0.73 ± 0.01 

Eriodictiol C15H12O6 0.57 2.2 ± 0.1 

Quercetina C15H10O7 0.12 1.08 ± 0.03 

Luteolina C15H10O6 0.92 0.93 ± 0.04 

Naringenina C15H12O5 0.28 0.11 ± 0.01 

Galangina metilada C16H12O5 0.42 0.10 ± 0.01 

Crisoeriol C16H12O6 0.99 0.07 ± 0.01 

Cirsimaritina C17H14O6 0.83 0.07 ± 0.01 

Sakuranetina C16H14O5 0.28 0.01 ± 0.01 

Pinocembrina C15H12O4 0.20 0.47 ± 0.04 

Galangina C15H10O5 0.49 0.40 ± 0.04 

Apéndice B. Identificación y cuantificación por UHPLC-ESI (+)-Orbitrap-MS 

de compuestos fenólicos presentes en extractos obtenidos con CO2 supercrítico 

a partir de biomasa residual de Lippia origanoides quimiotipo felandreno. 

Fitoquímico Fórmula Δ ppm (mg/g ± s; n =3) 

Eridictiol C15H12O6 0.57 0.44 ± 0.1 

Naringenina C15H12O5 0.28 1.06 ± 0.05 

Chrisoeriol C16H12O6 0.99 0.04 ± 0.01 

Cirsimaritina C17H14O6 0.83 0.05 ± 0.01 

Sakuranetina C16H14O5 0.28 1.42 ± 0.08 

Pinocembrina C15H12O4 0.20 48.3 ± 1.0 

Galangina C15H10O5 0.49 7.2 ± 0.2 
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Apéndice C. Composición química cualitativa y cuantitativa 

de los aceites esenciales Lippia origanoides. 

Fitoquímico RIcalc. RIlit. %,  

α-Thujene 931 931 0.9 

α-Pineno 937 939 0.9 

Canfeno 953 953 0.1 

Sabineno 976 976 0.4 

β-Mirceno 992 991 1.8 

α-Felandreno 1006 1005 0.2 

δ-3-Careno 1012 1011 0.1 

α-Terpineno 1019 1018 1.1 

p-Cimeno 1028 1026 10.3 

Limoneno 1034 1200 1.2 

trans-β Ocimeno 1040 1040 0.1 

ƴ-Terpineno 1062 1062 4.1 

Cis-Hidrato de sabineno 1075 1450 5.0 

trans-Hidrato de sabineno 1106 1160 0.1 

Terpinoleno 1090 1088 0.3 

Linalool 1101 1098 2.5 

Borneol 1168 1165 0.2 

Terpinen-4-ol 1180 1177 0.9 

Timol metíl éter 1237 1235 2.2 

Timol 1289 1290 18.5 

Carvacrol 1303 1298 38.6 

Acetato de timilo 1350 1858 4.8 

Eugenol 1358 2080 0.2 

1-Octen-3-ol 981 978 0.4 

1.8-cineol 1040 1225 5.0 

α-Alaskene 1501 1719 0.3 

trans-Piperitol 1264 1641 1.1 

α-Terpineol 1203 1705 0.1 

α-Humuleno 1453 1454 0.1 

ƴ-Gurjuneno 1476 2210 0.1 

Óxido de cariofileno 1583 1581 0.2 

α-Eudesmol 1674 2116 1.4 

Germacreno D 1481 1480 0.2 

β-Bisaboleno 1509 1509 0.1 

ƴ-Muuroleno 1464 1709 0.5 

Biciclogermacreno 1510 1750 0.1 

Espatulenol  1595 2043 0.1 

trans-β-Cariofileno 1436 1606 0.3 

trans-ƴ-Bisaboleno 1509 1509 0.1 

δ-cadineno 1524 1524 0.1 

β-Selineno 1486 1485 0.5 

trans-Calameneno 1534 1844 1.1 

trans-Nerolidol 1566 1946 0.2 

Datos tomados de: Stashenko et al., 2013. 
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Apéndice D. Energías de interacción (kcal/mol) con flavonoides de extractos de Lippia origanoides y proteínas de DENV-1 

Fitoquímico C prM E NS1 NS2B/NS3 NS5MTasa NS5RdRp 

Quercetina -6.00 ± 0.00 -6.20 ± 0.00 -8.09 ± 0.03 -10.28 ± 0.70 -7.24 ± 0.05 -7.88 ± 0.04 -7.20 ± 0.00 

Galangina -6.00 ± 0.00 -5.60 ± 0.00 -7.78 ± 0.04 -9.20 ± 0.00 -6.86 ± 0.05 -7.89 ± 0.03 -7.40 ± 0.00 

Pinocembrina -6.10 ± 0.00 -5.78 ± 0.06 -8.31 ± 0.03 -9.10 ± 0.00 -7.05 ± 0.05 -8.01 ± 0.03 -7.30 ± 0.00 

Taxifolina -5.70 ± 0.00 -6.10 ± 0.00 -8.10 ± 0.00 -8.90 ± 0.00 -7.30 ± 0.00 -7.70 ± 0.00 -7.40 ± 0.00 

Eriodictiol -6.02 ± 0.04 -6.10 ± 0.00 -8.60 ± 0.00 -8.76 ± 0.13 -7.65 ± 0.05 -7.70 ± 0.00 -7.80 ± 0.00 

Sakuranetina -6.00 ± 0.00 -5.66 ± 0.05 -8.09 ± 0.03 -8.50 ± 0.00 -6.90 ± 0.00 -7.45 ± 0.05 -7.30 ± 0.00 

Luteolina -6.30 ± 0.00 -6.08 ± 0.04 -8.59 ± 0.03 -8.42 ± 0.19 -7.50 ± 0.00 -7.82 ± 0.04 -7.80 ± 0.00 

Crisoeriol -6.25 ± 0.05 -5.82 ± 0.04 -8.51 ± 0.09 -8.37 ± 0.07 -7.30 ± 0.00 -7.93 ± 0.05 -7.80 ± 0.00 

Naringenina -5.90 ± 0.00 -5.80 ± 0.00 -8.01 ± 0.03 -8.30 ± 0.00 -7.30 ± 0.00 -7.45 ± 0.14 -7.39 ± 0.03 

Galangina metilada -5.78 ± 0.08 -5.20 ± 0.00 -7.50 ± 0.00 -7.72 ± 0.20 -6.90 ± 0.00 -7.40 ± 0.00 -7.10 ± 0.00 

Cirsimaritina -5.90 ± 0.00 -5.89 ± 0.03 -7.70 ± 0.00 -7.47 ± 0.07 -7.00 ± 0.00 -7.42 ± 0.15 -7.50 ± 0.00 

Compuestos de referencia        

Galato de epigalocatequina -5.90 ± 0.00 -6.60 ± 0.00 -9.95 ± 0.05 -10.05 ± 0.20 -7.41 ± 0.03 -8.64 ± 0.13 -9.27 ± 0.05 

Baicaleina -6.20 ± 0.00 -6.10 ± 0.00 -8.59 ± 0.03 -8.44 ± 0.05 -7.80 ± 0.00 -7.76 ± 0.05 -8.00 ± 0.00 
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Apéndice E. Energías de interacción (kcal/mol) con flavonoides de Lippia origanoides y proteínas celulares presentes en macrófagos humanos. 

Fitoquímico TLR-1/2 MyD88 NF-κB HSP70 HSP90 GRP78 DC-SIGN RIG-1 MAVS 

Crisoeriol -8.72 ± 0.08 -9.00 ± 0.00 -7.82 ± 0.06 -9.01 ± 0.03 -6.50 ± 0.00 -9.45 ± 0.13 -8.52 ± 0.04 -7.51 ± 0.03 -8.00 ± 0.00 

Taxifolina -8.50 ± 0.00 -9.10 ± 0.00 -7.62 ± 0.10 -9.08 ± 0.04 -6.20 ± 0.00 -8.94 ± 0.19 -8.32 ± 0.04 -7.70 ± 0.00 -8.00 ± 0.00 

Luteolina -9.36 ± 0.08 -9.00 ± 0.00 -8.00 ± 0.00 -9.20 ± 0.00 -6.60 ± 0.00 -8.18 ± 0.04 -8.40 ± 0.00 -7.80 ± 0.00 -7.99 ± 0.03 

Pinocembrina -9.35 ± 0.13 -8.78 ± 0.04 -7.30 ± 0.00 -9.09 ± 0.03 -6.10 ± 0.00 -7.90 ± 0.00 -8.07 ± 0.21 -7.70 ± 0.00 -8.10 ± 0.00 

Eriodictiol -9.27 ± 0.28 -8.90 ± 0.00 -8.10 ± 0.00 -9.09 ± 0.03 -6.40 ± 0.00 -8.48 ± 0.32 -8.30 ± 0.00 -7.80 ± 0.00 -7.80 ± 0.00 

Sakuranetina -8.41 ± 0.20 -8.80 ± 0.00 -7.47 ± 0.05 -9.09 ± 0.03 -6.29 ± 0.03 -7.83 ± 0.08 -8.10 ± 0.00 -7.59 ± 0.03 -8.10 ± 0.00 

Naringenina -9.00 ± 0.00 -8.90 ± 0.00 -7.60 ± 0.00 -9.01 ± 0.03 -6.40 ± 0.00 -7.71 ± 0.03 -8.00 ± 0.00 -7.50 ± 0.00 -7.90 ± 0.00 

Cirsimaritina -8.38 ± 0.04 -8.60 ± 0.00 -7.10 ± 0.00 -8.80 ± 0.00 -6.30 ± 0.00 -8.76 ± 0.49 -8.24 ± 0.10 -7.70 ± 0.00 -7.70 ± 0.00 

Galangina -7.83 ± 0.05 -8.70 ± 0.17 -7.35 ± 0.05 -8.00 ± 0.00 -5.95 ± 0.05 -7.40 ± 0.00 -8.30 ± 0.00 -7.08 ± 0.04 -8.15 ± 0.05 

Galangina metilada -8.45 ± 0.31 -8.25 ± 0.05 -6.97 ± 0.07 -8.40 ± 0.00 -6.08 ± 0.04 -9.50 ± 0.60 -8.20 ± 0.00 -7.30 ± 0.00 -7.90 ± 0.00 

Quercetina -8.06 ± 0.08 -8.80 ± 0.00 -7.78 ± 0.04 -8.70 ± 0.00 -6.10 ± 0.00 -7.36 ± 0.08 -8.00 ± 0.00 -7.93 ± 0.36 -7.82 ± 0.04 

Compuestos de 

referencia 
         

Celastrol -10.0 ± 0.00 -11.1 ± 0.00 -9.20 ± 0.00 -9.10 ± 0.00 -7.90 ± 0.00 -9.19 ± 0.03 -10.2 ± 0.12 -8.50 ± 0.00 -10.5 ± 0.05 

Prednisolona -8.99 ± 0.03 -9.18 ± 0.09 -7.47 ± 0.16 -9.47 ± 0.16 -6.82 ± 0.29 -9.38 ± 0.04 -8.75 ± 0.07 -7.85 ± 0.10 -8.70 ± 0.05 


