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RESUMEN

En este estudio se evalud in vitro el efecto citotoxico y la actividad antiviral
sobre el virus de la fiebre amarilla (YF-17DD) de aceites esenciales extraidos
de plantas colombianas, usando el ensayo colorimétrico MTT y reduccion del
titulo viral (UFP/ml), respectivamente.

Se evaluaron tres tipos de tratamiento antiviral. A, virus tratado 24 hs a 4°C
antes de la adsorcion sobre células Vero. B, virus tratado antes de la adsorcion
y durante la replicaciéon. C, células tratadas antes de la adsorcion del virus. El
titulo viral en el sobrenadante de los cultivos cosechado 72 hs post infeccién se
comparo con el control.

Aceites esenciales de Origanum vulgare, Lippia origanoide, Artemisia sp y
Lippia alba no fueron citotdéxicos (CCso: 84.8 — 97.7 pg/ml) y todos los cuatro
inhibieron el virus después del tratamiento A o B. O. vulgare (oregano) a 11.1
pug/ml fue el mas activo con el tratamiento A (1.8 vs 14.7 x10° UFP/ml. p <
0.05) y L. origanoides (orégano de burro) a la misma concentracién inhibio
100% con el tratamiento B (0 vs 13.3x10° UFP/ml). Para todos los cuatro
aceites esenciales, el tratamiento B resulté mas efectivo que el A (p < 00,1
ANOVA). El tratamiento C con cualquiera de los cuatro aceites no tuvo efecto
inhibitorio (5 vs 9.6 x 10* UFP/ml. p < 0.05). Los resultados sugieren que estos
extractos de hierbas contienen agentes con potencial antiviral contra el virus de
la fiebre amarilla que pueden ser explorados para el desarrollo de un remedio
alternativo para la FA.
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ABSTRACT

In this study was evaluated in vitro the effect cytotoxic and antiviral activity on
yellow fever virus (YF-17DD) of essential oils extracted of Colombian plants
using the MTT colorimetric assay and viral title (PFU/ml) reduction, respectively.

Three types of antiviral treatment were tested. A, virus treated 24 hs at 4°C
before adsorption on Vero cells. B, virus treated before adsorption and during
replication. C, cells treated before virus adsorption. Viral title in culture
supernants harvested 72 hs post infection was compared with the control.

Essential oils of Origanum vulgare, Lippia origanoide, Artemisia sp y Lippia
alba were not cytotoxic (CCso: 84.8 — 97.7 pg/ml) and all of four inhibited YF
virus after treatment A or B. O. vulgare at 11.1 uyg/ml was the most active by
treatment A (1.8 vs 14.7 x1 0*UFP/ml. p < 0.05), and L. origanoides at the same
concentration caused inhibition 100% by treatment B (0 vs 13.3x10° UFP/ml).
For all four essential oils, the treatment B resulted more effective than treatment
A (p < 0.0,1 ANOVA). Treatment C with any one of four essential oils do not
have inhibitory effect (5 vs 9.6 x 10* UFP/ml. p < 0.05). These results suggest
that this herbal extract has potent anti-viral agents against yellow fever virus
that can be exploited for development of an alternative remedy for YF.

* Masters thesis. Medical Basic Sciences Postgraduate Programme.
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INTRODUCCION

El virus de la fiebre amarilla (VFA) pertenece a la familia Flaviviridae, género
flavivirus, donde se agrupan otros trasmitidos por mosquitos como el del
dengue (VDEN), Rocio (VR), Oeste del Nilo (VON), encefalitis de San Luis
(VESL), encefalitis del Valle de Murray (VEVM) y encefalitis transmitida por
garrapata (VETG) (Heinz et al. 2000). Los flavivirus tienen capside icosaedrica
y envoltura, el genoma es de ARN de hebra simple en sentido positivo que
transcribe una poliproteina la cual se fragmenta en 10 polipétidos por accion de
proteasas virales y celulares. Las proteinas C, M y E se denominan
estructurales, las dos primeras conforman la capside y la matriz y la otra es el
principal componente viral de la envoltura. La proteina E se considera la de
mayor importancia bioldgica, es el receptor a través del cual el virus se fusiona
con la membrana celular y el principal antigeno inductor de anticuerpos
neutralizantes que intervienen en la defensa del huésped. Las restantes 7
proteinas se encuentran en la célula infectada participando en la morfogénesis
del virus y se conocen como no-estructurales (NS) (Chambers, 1990).

La circulacién del VFA ocurre en area selvatica y urbana, en la primera el virus
se trasmite entre primates no humanos o entre estos y el hombre a través de la
picadura de mosquitos de diversas especies Haemagogus y Sabettes en
América. En la segunda, la transmision se inicia cuando un paciente virémico
infectado en la selva se desplaza hacia centros urbanos donde es picado por el
mosquito Aedes aegypti y éste transmite el virus a un individuo susceptible
(Monath, 2001). La infeccién con el VFA puede resultar asintomatica o en
infeccion aguda de corta duracion cuya severidad varia desde leve hasta
fulminante. La forma leve se caracteriza por fiebre que puede ir acompanada o
no de cefalea y sintomas generalizados inespecificos. En contraste, en la
severa se presentan los sintomas clasicos que reflejan el dano hepato-renal
tales como ictericia, hemorragias, vomito y postracion y a estos hallazgos
clinicos se le debe el nombre de Fiebre Amarilla (FA). Se estima que el 90%
de los casos son de la forma leve y el 10% de la severa, de los cuales 25-80%
resultan fatales (Monath, 2001).

La FA se puede prevenir por vacunacién con un virus atenuado (YF 17DD)
pero debido a la baja cobertura de la poblacion, en algunas regiones los casos
son permanentes y se han incrementado en los ultimos 10 afos. La
Organizacion Mundial de la Salud estima que aproximadamente 200,000
pacientes se reportan cada afno, de los cuales cerca de 50% mueren por falta
de tratamiento antiviral oportuno y eficiente (PAHO, 2006). En Colombia, la FA
selvatica viene ocurriendo desde el siglo pasado con brotes cada 5 — 7 afios y
la urbana al parecer ha estado ausente desde 1929 cuando se informd por
ultima vez (PAHO, 2006). Los casos se reportan con mayor frecuencia en los
departamentos de Amazonas, Norte de Santander, Guaviare, Meta, Vaupés,
Orinoco, Magdalena, Antioquia y Santander. En el 2003 ocurrié el ultimo brote



con 106 casos confirmados por laboratorio de los cuales 47 murieron (PAHO,
2004).

No existe un medicamento licenciado para el tratamiento de pacientes con FA'y
esto hace dificil disminuir el riesgo de dafo hepatico y alteraciones
multiorganicas que se presentan en casos severos. El manejo es sintdmatico
con aporte de liquidos, farmacos vasopresores, oxigeno, soporte nutricional,
correccion de acidosis metabdlica y soporte renal, que en mas del 50% no es
suficiente para mejorar el estado del paciente (Monath, 2001). Se han
evaluado compuestos sintéticos como la ribavirina, analogos de ésta e
interferén. La ribavirina es un analogo de nucledsido de amplio espectro que
actua en etapas intracelulares del ciclo de replicacion del VFA y lo mismo se ha
visto con otros virus ARN como influenza, sincitial respiratorio (VSR), hepatitis
C (VHC) y VDEN (Huggins, 1989). In vitro la ribavirina disminuye por lo menos
50% del titulo viral en cultivos infectados con el VFA en presencia de 30 — 45
pMg/ml (Leyssen, 2006; Crance, 2003; Leyssen, 2001; Huggins, 1989). Sin
embargo, al evaluar la actividad del compuesto in vivo los resultados varian de
acuerdo al animal siendo inactiva en monos Rhesus (Huggins, 1989) y al
contrario en hamster (Julander & Morrey, 2007; Sbrana, 2004). En pacientes
con FA el tratamiento con ribavirina ha resultado de baja eficacia ademas de
efectos secundarios debidos a la toxicidad y esto ha impedido ser licenciada
para uso meédico rutinario. Esta dificultad motivé la fabricacién de derivados del
compuesto como el viramidine que ha resultado con actividad en ensayos in
vitro pero no se ha demostrado eficacia aceptable in vivo (Julander & Furuta,
2007; Julander & Morrey, 2007; Ojwang, 2005; Tolou, 1996). El interferén es
otro compuesto que se ha evaluado como antiviral y los resultados demuestran
mayor actividad en modelo animal, pero su uso en humanos no ha sido
aprobado y es restringido por sus multiples efectos secundarios (Julander &
Morrey, 2007).

La disponibilidad de medicamentos para el tratamiento de casos severos de la
FA es una necesidad para evitar fatalidades durante los brotes. Los
inconvenientes con los antivirales de uso actual y la dificultad para encontrar
nuevos, han obligado de manera permanente a la busqueda de compuestos
derivados de plantas con actividad antiviral. El uso de brebajes o emplastes de
origen natural para aliviar o prevenir diversas enfermedades humanas, es una
practica milenaria a la cual estan recurriendo con mayor frecuencia habitantes
de las ciudades mas desarrolladas. De los miles de productos que las plantas
son capaces de sintetizar centenares se han evaluado in vitro e in vivo contra
una variedad de virus causantes de enfermedades en humanos (Martin, 2003;
Jassim & Naji, 2003). Se ha reportado que el consumo diario de brebajes a
base de hierbas chinas disminuyo la carga viral en pacientes con SIDA
(Kusum, 2004), el extracto de Phyllanthus disminuyd la concentracion de
antigeno de superficie y normalizé los niveles séricos de transaminansas en
individuos con hepatitis B (Dhiman, 2005) y el tratamiento de infecciones
humanas herpéticas con acido glicirricico (Glycyrrhiza) ha resultado
esperanzador para disminuir la latencia propia de estos virus (Curreli, 2005).



A diferencia de otros un numero muy limitado de productos extraidos de
plantas han sido evaluados contra el VFA. Algunos han mostrado efecto
inhibitorio de la replicacién in vitro, muy pocos han sido evaluados in vivo y
resultados en modelo murino mostraron que los extractos fueron activos
cuando se inocularon simultdneamente con el virus disminuyendo los sintomas
y la carga viral (Ono, 2003). Colombia posee mas de 51,220 especies de
plantas medicinales entre ellas Conyza sp. (Tacehsa), Ambrosia artemisioides
(marco), Eupatorium glutinosum (matico), Goupia glabra (jodna) e Iryanthera
tricornis (jaka), que han sido usadas por siglos para calmar dolencias
producidas por diversos microorganismos (Bernal, 1995). Sin embargo, pocos
esfuerzos se han realizado para identificar los componentes bioactivos y su
potencial terapéutico.



1. OBJETIVO

Evaluar el efecto antiviral sobre el virus de la fiebre amarilla de extractos que
contienen aceites esenciales obtenidos de plantas cultivadas en Colombia.



2. MARCO TEORICO

Actualmente se ofrecen en el mercado mas de 40 medicamentos para el
tratamiento del SIDA, influenza, hepatitis B, hepatitis C y Herpesvirosis pero
ninguna para enfermedades causadas por flavivirus entre estas la fiebre
amarillla (WHO, 2002). Por muchos afos las plantas han sido ampliamente
usadas en la medicina natural para tratar enfermedades infecciosas, razén por
la cual ha sido centro de atencidén para muchos laboratorios de la industria
farmacéutica. Los compuestos activos de la mitad de los medicamentos
disponibles se han obtenido de plantas y es posible que se puedan obtener
otros mas eficaces de amplio espectro de mas de 50,000 especies. Las
plantas tienen una capacidad inagotable de sintetizar proteinas, azucares,
metabolitos secundarios y aceites esenciales responsables de su actividad
bioldgica (Jassim & Naji, 2003).

2.1 ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE ACEITES ESENCIALES.

Los aceites esenciales son mezclas de componentes de bajo peso molecular
que incluye terpenos (diterpenos, triterpenos, tetraterpenos, hemiterpenos y
sesquiterpenos) y homologos de fenil-propanoides. Se cree que los terpenos
son activos contra bacterias, parasitos, hongos y virus por diferentes
mecanismos, pero a nivel general interactian con la membrana de células
patdégenas disolviendo la bicapa lipidica con subsiguiente pérdida de
constituyentes intracelulares. Aceites esenciales de frutas, hojas, semillas,
corteza y raices de muchas plantas han sido ampliamente usados en medicina
tradicional con propiedades inmunomodulatorias, antiinflamatorias vy
antirreumaticas (Reichling, 2006; Moreira, 2005; Gulluce, 2003; Cox, 2000).

No existe informacion documentada de actividad antiviral de aceites esenciales
sobre el VFA y es muy escasa con otros miembros de la familia. Garcia y col.
encontraron que aceites de plantas argentinas como Heterothalamus alienus y
Buddleja cordobensis fueron activos contra virus DEN-2 (Clsp = 60-150 ppm)
aungque menos comparado con virus envueltos de otras familias (Garcia, 2003).
Lo mismo se demostr6 con aceites de Peptis odorata, Gaillardia
megapotamica, Heterothalamus alienus y Buddleja cordobensis, pero la
concentracion inhibitoria fue muy cercana a la citotoxica (Duschatzky, 2005).

Un sin niumero de publicaciones demostrando actividad antiviral de aceites
esenciales contra virus envueltos de otras familias diferentes a la Flaviviridae
estan disponibles, en especial contra virus Herpes Simplex 1 (VHS-1) y 2
(VHS-2). Aceites obtenidos de Hypericum mysorense, Hypericum hookerianum
y Usnea complanta inhibieron 100% la productividad del VHS-1 por interaccion
directa con la particula viral. Minthostachys verticillata mostré el mismo efecto a
concentraciones no citotoxicas (Vijayan, 2004; Primo, 2001). El aceite
conocido como Sandalwood obtenido de Santalum album inhibié el virus de
manera dosis dependiente y con efecto



mas pronunciado contra el VHS-1 (Tenencia & Courreges 1999). Melissa
officinalis ha sido usada como tratamiento tépico para heridas en piel y
administrado por via oral para el tratamiento de sintomas respiratorios. Al
evaluar la actividad in vitro de aceites esenciales de esa planta contra el VHS-
1y 2 se encontré que fue similar a la del aciclovir, el medicamento de uso
actual (Allahverdiyev, 2004). Mentha piperita o Hierbabuena es una de las
especies con mayor distribucion geografica y utilidad en la industria culinaria.
Sus propiedades biolégicas llamaron la atencion por el uso en medicina
tradicional para el tratamiento externo de lesiones en piel producidas por
hongos, virus o bacterias. In vitro aceite de peppermint inactivdo VHS
dependiente de la concentracion y el efecto aumentd con el tiempo de
incubacion (Schuhmacher, 2003). Inhibicidn de la replicacion in Vitro del VHS
entre 57.9 y 98.2% se ha reportado con aceite del arbol de té australiano
(Melaleuca alternifolia) de uso popular como preservante antimicrobial en
productos cosmeéticos y el extraido de eucalyptus (Schnitzler, 2001). Lo mismo
con el de plantas aromaticas argentinas como Eupatorium patens, Artemisia
douglasiana, Aloysia gratissima, Tessaria absinthioides (Clsp = 65-125 ppm)
(Duschatzky, 2005; Garcia, 2003) y el de Leptospermum scoparium conocido
en Nueva Zelanda con el nombre de manuka (Clsp = 0.96-0.58 pg/mL
dependiendo del serotipo) (Reichling, 2005).

Aceites esenciales de Hypericum perforatum han sido activos contra el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) y el VHC. Esta planta posee actividad
biolégica de amplio espectro contra agentes de enfermedades infecciosas y
también ha mostrado actividad en el mantenimiento de las funciones
metabdlicas (Lavie, 1995). Extractos de plantas cultivadas en Argentina como
Lippia junelliana y Lippia turbinata, tuvieron efecto inhibitorio sobre el virus
Junin, un Arenavirus que causa la fiebre hemorragica Argentina (Garcia, 2003).
El aceite de la semilla de Nigella sativa disminuy6é la enfermedad por
Citomegalovirus en ratones infectados experimentalmente y al parecer fue por
fortalecimiento del sistema inmune mas que por accién directa sobre el virus
(Salem, 2000).

El propdsito de estudiar la actividad antiviral in vitro de productos naturales es
identificar el componente activo responsable del efecto biologico, para
establecer estrategias de manufacturacion segun la enfermedad a tratar. Muy
pocos compuestos derivados de aceites esenciales han sido identificados y
purificados. Se ha estudiado el efecto antiviral de terpenoides y flavonoides,
el primero es el principal componente de la Artemisa una planta de amplio uso
para el tratamiento de la malaria. El mayor potencial antiviral descubierto en
terpenoides y sus derivados se ha visto sobre virus que causan infecciones
cronicas latentes las cuales con frecuencia resultan en cancer. El acido
glicirrinico, extraido de las raices de Glycyrrhiza sp. (licorine), inhibe la latencia
del virus del Epstein Barr, el agente del linfoma de Burkitt y otras neoplasias,
herpevirus del sarcoma de Kapossi y el VHC que esta asociado a cancer
hepatico (Curreli, 2005; Lin, 2003; Liu, 2003). EIl acido glicirrinico y otros como
el acido mordnico, ursolico y maslinico (Deum japonicum, Rhus javanica)
poseen potente actividad inhibitoria contra otros virus como el VIH, VHS y el



Coronavirus de la neumonia atipica (SARS) (Raulin, 2005; Jasmin, 2003). El
isoborneol, un monoterpeno y componente de varios aceites esenciales mostré
actividad dual contra el VHS-1. Esto es, inactivo significativamente el virus
antes de la infeccidn e inhibié completamente la replicacion en cultivo celular a
concentraciones no citotoxicas (Armaka, 1999). En el caso de Origanum
acutiens, el efecto antiviral se relaciona con el alto contenido de carvacrol, un
componente que posee actividades antioxidantes (Sokmen, 2004; Gulluce,
2003; Barrata, 1998). Scutellaria baicalensis es una planta usada en la
medicina tradicional china para tratar diversas enfermedades infecciosas. El
gran interés por entender el mecanismo de accion de los aceites originados de
esta planta llevo a Li y col. a purificar e identificar el baicalin, un flavonoide,
como el componente bioactivo. Cuando se usé contra el VIH inhibi6 la infeccién
viral no solo en cultivo de lineas celulares transformadas sino que los
resultados se corroboraron en cultivo primario de mononucleares de sangre
periférica periféricos (Li, 1993). Varios reportes han demostrado el efecto
inhibitorio de ciertos flavonoides sobre la proteasa, integrasa y transcriptasa
reversa del VIH (Critchfield, 1996). Recientemente, de Pithecellobium clypearia
se aislaron dos flavonoides que inactivaron varios virus envueltos como el VSR
(Clso =5 -10 uM/mL), influenza A (Clso = 15.7 - 13 uM/mL), Coxsackie B3 (Clsg
=12.5 - 25 yM/mL) y VHS-1 (Clsp = 5 - 10 uM/mL) (Li, 2006). De Kaempferia
parviflora se extrajeron el 5-hydroxy-7-methoxyflavone, 5,7-dimethoxyflavone y
5-hydroxy-3,7-dimethoxyflavone, los dos primeros inactivaron la proteasa del
VIH (Clsp = 19 uM) y el ultimo la del VHC (Sookkongwaree, 2006). De
Phyllanthus urinaria se aislé el acido ellagico que bloqued efectivamente la
sintesis del antigeno e del VHB (Clsp = 0.07 yM/mL), un indicador de
replicacion viral activa y permanente, pero no la del antigeno S ni la ADN
polimerasa (Shin, 2005).

Teniendo en cuenta que se han reportado mas de 10 especies de plantas
productoras de aceites esenciales con actividad biolégica y que existe
componentes activos purificados de las mismas, se han explorado nuevas
herramientas con el objetivo de aumentar el efecto antiviral. En afios recientes
los liposomas han sido extensamente estudiados como un instrumento de
transporte que aumenta la seguridad y la actividad de muchas drogas. El uso
de los liposomas se basa en la capacidad de transportar medicamentos a
través de la membrana lipidica para transferir el componente bioactivo dentro
de la célula infectada. Ademas, la incorporacion en liposomas aumenta la
estabilidad del aceite esencial y pueden ser administrados por varias vias de
acuerdo al tipo y severidad de la infeccion (Uchegbu, 1998). Aceite esencial
extraido de Artemisia arborescens contenido dentro de diferentes
preparaciones de liposomas aumento la actividad antiviral contra el VHS-1 a
pesar que el principal efecto de este aceite se da durante la etapa de
adsorcion. Los resultados claramente indican que el uso de liposomas permite
mantener estable el aceite en el medio externo y aumenta la distribucion del
mismo (Sinico, 2005).



2.2 MECANISMOS DE ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE ACEITES ESENCIALES

La mayor actividad antiviral in vitro de los aceites esenciales se ha reportado
con virus ADN o ARN con envoltura y que son tratados por varias horas antes
de adicionarse a la célula. Varios autores concuerdan en que los aceites
esenciales pueden interactuar con la envoltura viral por su naturaleza
lipoproteica enmascarando proteinas que actian como receptores en el
reconocimiento de la célula huésped o induciendo un cambio conformacional
en estas que impide la adsorcion o entrada del virus a través de la membrana
celular (Cox, 2000). Este mecanismo ha sido demostrado con aceites
esenciales de Santolina insulares que solo fue activo contra los dos serotipos
del VHS antes de la infeccidn celular pero no previno la penetracion viral ni la
infeccién por tratamiento previo de la célula (De Logu, 2006). La interaccion
directa del aceite con la estructura viral se puede explicar por la presencia de
flavones en altas concentraciones. Los flavonoides fortalecen el efecto
antiviral inducido por el factor de necrosis tumoral y se les ha identificado
actividad sinérgica con el aciclovir en el tratamiento del VHS; es decir, la
administracion simultanea del compuesto natural y sintético previene la
adsorcion de HSV-1, la penetracion y la sintesis de proteinas virales (Hayashi,
1997).

Por otra parte, se cree que los aceites esenciales pueden atravesar la
membrana de la célula huésped y por lo mismo se ha postulado que eventos
posteriores a la adsorcion del virus pueden estar involucrados en el efecto
antiviral. Componentes de algunos aceites pueden interrumpir etapas de
replicacién intracelular por interaccion con la expresion de proteinas,
replicacién del material genético o en ensamble de nuevas particulas virales.
La actividad antiviral a este nivel se infiere para aceites esenciales que
disminuyen la productividad de virus tratados durante la replicacion en cultivo
celular (Duschatzky, 2005). Con el aceite de Sandalwood el efecto antiviral
solo pudo ser detectado cuando se adicion6 a los cultivos infectados y no por
exposicion directa del virus. Se concluy6 que el aceite inhibi6é la replicacion y
no la adsorcion del virus a la membrana celular (Benencia, 1999). Esta
propiedad se ha sugerido como alternativa de tratamiento de infecciones
herpéticas por cepas virales resistentes al aciclovir, ya que aislados de
pacientes que no respondieron al tratamiento al medicamento fueron inhibidos
in vitro por el aceite (Schnitzler, 2007; Benencia, 1999).

Se ha visto que células infectadas y tratadas con el acido glizirrinico
incrementan la sintesis de la proteina p53 un regulador del ciclo celular
resultando en inhibicion de la proliferacion celular que conlleva a la formacion
de tumor. Este terpenoide puede simultaneamente potenciar la accién antiviral
del interferdén, una citocina del sistema inmune de defensa del huésped (Curreli,
2005; Lin, 2003; Liu, 2003).

La mayoria de flavonoides inactivan proteasas o polimerasas virales
bloqueando la replicacién del genoma y/o sintesis proteica. No obstante,



algunos tienen baja selectividad pudiendo inhibir ARN y ADN polimerasas
celulares (Jassim & Naji, 2003).

2.3 ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE EXTRACTOS CRUDOS Y OTROS
PRODUCTOS NATURALES

Extractos crudos obtenidos a partir de diversas plantas también han mostrado
actividad antiviral por mecanismos similares a los descritos para los aceites
esenciales y en muchos casos porque comparten composicion y caracteristicas
quimicas. En extractos de plantas cultivadas en paises de todos los continentes
se detectd actividad antiviral contra virus con envoltura, entre estos los
flavivirus. Son conocidas las propiedades anti-inflamatorias, anti-piréticas,
hipoglicemiantes y anti-microbianas de Azadirachta indica (Sai, 2000; Udeinya,
1993) y extractos acuosos de esta planta pueden inhibir la replicacién in vitro
del virus DEN-2. La inhibicion viral dependié de la dosis y el mayor efecto se
obtuvo a concentracion no citotoxica. Aun mas, cuando el extracto se
administré a ratones infectados con el virus se observé disminucion de los
sintomas y de las alteraciones patoldgicas (Parida, 2002). Extractos crudos de
Gymnogongrus grifthsiae y Cryptonemia crenulata también fueron activos
contra VDEN principalmente el serotipo 2 y ninguna de las fracciones mostré
efecto citotoxico sobre células Vero (Talarico, 2005). De igual forma,
tratamiento con polisulfatos de Meristiella gelidium redujo el titulo viral del
mismo serotipo del virus a concentraciones no citototoxicas (Tischer, 2006) y
presencia durante la adsorcién viral de extracto acuoso de Schizymenia binderi
resulté en fuerte actividad antiviral (Matsuhiro, 2005). Se sugiri6 que la
adsorcion viral es el principal blanco de accién de polisulfatos y polisacaridos,
principal componente de los extractos de esas plantas, ya que pueden
interactuar con proteinas virales involucradas en la unién al receptor sobre la
membrana de la célula huésped. Sin embargo, no se descarta que puedan
tener poder inhibitorio sobre la replicacién inmediatamente después de la
adsorcion (Tischer, 2006; Matsuhiro, 2005; Talarico, 2005;).

Los polisacéaridos y dentro de ellos los galactomananos son compuestos de los
extractos de plantas que han mostrado la mayor actividad antiviral. Dicha
actividad se ha relacionado con la presencia de grupos sulfatos cargados
negativamente los cuales pueden inhibir la adsorcion del virus a la célula
huésped bloqueando la interaccion entre la glicoproteina viral y los
glicosaminoglicanos presentes en la superficie de la célula huésped. No
obstante, estudios con el VIH sugieren que la inhibicion también pude ocurrir
después de la internalizaciéon viral (Gonzalez, 1987). Actividad antiviral de
polisacéridos se ha reportado contra el VFA y VDEN, siendo 100 veces mas
activos contra el primero (Ono, 2003). La castanospermine es un alcaloide
derivado de Castanospermum australae que actua como inhibidor de la enzima
glucosidasa y reduce la infeccion in vitro de VDEN y en menor proporcion el
VFA. Estudios de mecanismo de accién sugieren que puede interrumpir el
procesamiento y maduracion de proteinas virales en el reticulo endoplasmico.
Al parecer actuan modificando azucares en las proteinas virales y esto resulta



en bloqueo de la secrecion y posterior ensamblaje de la particula viral (Whitby,
2005).

Extractos etandlicos originados de Schefflera heptaphylla y Youngia japonica
mostraron actividad contra el VSR en etapas tempranas y tardias de la
replicacién, sugiriendo inactivacion por accién directa sobre la envoltura viral e
inhibicion la formaciéon de sincitios por interaccién del compuesto con la
proteina F del virus (Li, 2007; Ooi, 2006). Extractos metandlicos de Acokantera
schimperi y Euclea schimperi cultivadas en Etiopia mostraron actividad antiviral
contra virus Coxsackie e Influenza con igual eficacia, justificando el uso
tradicional en el tratamiento de lesiones de piel de etiologia viral (Gebre-
Mariam, 2006).

Resveratrol, un compuesto encontrado en varias plantas inhibié la replicacion
del VHS-1 y 2 (Docherty, 1999). La reduccion de titulo viral no se debié a
interaccion con la particula viral ya que el mayor efecto se obtuvo al tratar el
cultivo en la primera hora post infeccion. Se ha sugerido un amplio espectro de
funciones biolégicas del compuesto que pudieran explicar el efecto adverso
sobre la proteina kinasa del virus. Esto resulta en la disminucién de Ia
expresion de proteinas tempranas necesarias para la replicacion o reactivacion
de la latencia caracteristica de los herpesvirus.

Extractos naturales de tipo polisacaridos han mostrado buena actividad luego
de tratamiento de animales de laboratorio infectados con el VFA, VDEN y de la
influenza. Extractos de Mimosa scabrella y Leucaena leucophala protegieron
de los sintomas a 87 — 96% de los animales que se inocularon con VFA'y
VDEN (Ono, 2003). La administracion de extractos de Aphanothece
halophytica disminuy6 el edema pulmonar y congestion en animales infectados
con virus de la influenza. Administracién oral del extracto aumenté la
capacidad de los macrofagos para liberar citoquinas demostrando efecto
inmunomodulatorio (Zheng, 2006).

2.4 ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE PLANTAS COLOMBIANAS

Los productos naturales son importantes en la medicina tradicional Colombiana
y se cree que por lo menos 51,220 especies son usadas en el tratamiento de
diversas dolencias (Cracraft & Grifo, 1999). Sin embargo, muy poca
informacion documentada existe sobre la actividad antiviral y pocos reportes la
confirman en modelos in vitro y ninguno in vivo. Lopez y col. evaluaron la
actividad antiviral sobre el virus de la poliomelitis y VHS de extractos obtenidos
a partir de 24 especies de plantas cultivadas en diferentes regiones y usadas
para tratar infecciones cutdneas. No se detecto actividad contra poliovirus y
muy pocas plantas fueron activas contra VHS. EIl extracto con mayor efecto
antiviral fue el obtenido de Byrsonina verbaseifolia ya que solo se requirié 2.5
Mg/ml para disminuir 50% el titulo viral. Otras especies como Vismia
macrophylla, Durala hirsuta, Iryanthera megistophylla y Myrteola nummulai
fueron activas a concentracién superior de 5 ug/ml sin producir efecto toxico
sobre el cultivo celular (Lopez, 2001).
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En otro estudio se evaluo la actividad anti-herpética y anti-cancérigena de 47
extractos obtenidos a partir de 10 especies de plantas pertenecientes al género
Euphorbia (E) usadas en medicina tradicional para el tratamiento de uUlceras en
piel, cancer y otras enfermedades. E. tirucalli y E. cotinifolia mostraron la
mayor actividad contra VHS-2, seguido por E. cestrifolia, E. heterophyla y E.
cyatophora. Para corroborar que la actividad antiviral no se debiera a la accién
toxica sobre le cultivo celular se realizaron ensayos de citotoxicidad y se
calculo el indice de selectividad. E. tirucalli y E. cotinifolia mostraron los
mayores indices de selectividad y al compararlos con ribavirina se concluy6
que estos extractos mostraron actividad aceptable (Betancur-Galvis, 2002).

2.5 ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE COMPUESTOS SINTETICOS

La rivabirina es un analogo sintético de la guanosina que ha mostrado tener
actividad contra el VFA y un gran numero de virus RNA como el de Influenza,
VSR, Fiebre de Lassa y Hantavirus (Leyssen, 2001). Actualmente es utilizada
en aerosol para el tratamiento de infeccion respiratoria por VSR y oralmente en
combinacion con IFN-alfa como terapia contra infecciones crénicas por el VHC
(Ishii, 2006). .La actividad de ribavirina contra VFA reportada en diferentes
estudios es variable. Poco o ningun efecto ha sido demostrado cuando se usoé
para tratamiento profilactico en monos rhesus (Huggins, 1989) pero ha sido
efectivo en ratones infectados cuando se administré por via intraperitoneal
(Sbrana, 2004). Su actividad in vitro ha mostrado resultados variables con
actividades de ECsp (concentracion requerida para reducir 50% del efecto
citopatico) de 20 a 50 pg/ml (Leyssen, 2001; Crance, 2003; Ojwang, 2005).

La ribavirina es fosforilada por kinasas intracelulares y siendo asi un potente
inhibidor de la enzima monofosfato dehidrogenasa (IMPDH; EC 1.1.1.205) que
convierte el IMP en xantina monofosfato (XMP), una etapa importante en la
sintesis de novo de guanosina trifosfato (GTP). La disminucion de XMP resulta
en disminucion de los depdsitos del nucleétido guanosina inhibiendo la sintesis
de DNA y RNA e inhibiendo indirectamente al virus ya que las enzimas virales
competiran desventajosamente con las enzimas celulares (Markland, 2000).

Derivados de la ribavirina como el 5-monofosfofato interfiere directamente con
la sintesis de RNA polimerasa NS5 de los flavivirus, una 2-O-metiltransferasa
(NS5MTaseDV) capaz de unirse a la molécula GTP del cap del RNA viral.
Existe evidencia que la ribavirina 5-trifosfato inhibe la NS5MTaseDV
compitiendo con el GTP (Benarroch, 2004). Ojwang y colb. evaluaron la
actividad antiviral sobre varios flavivirus, entre ellos VFA y VDEN, de un
derivado de la ribavirina conocido como ZX-2401 . El compuesto fue activo
contra el VFA 3 veces comparado con la ribavirina e inhibié 100% la replicacién
del VDEN con minimo de toxicidad celular. Sin embargo, no existen reportes
que confirmen los resultados y el potencial antiviral del compuesto (Ojwang,
2005).
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El acido micofendlico (MPA) es el compuesto activo formado después de la
administracion del mofetil micofenolato. EI MPA es un inhibidor enzimatico no-
nucledtidico y al igual que la ribavirina bloquea la sintesis de XMP
disminuyendo las reservas de guanosina intracelular. Este medicamento ha
sido utilizado como inmunosupresor en la prevencion en rechazo de érganos
transplantados (Lipsky, 1996). Ensayos in vitro han demostrado que
tratamiento con MPA inhibe la infeccion de células con varios virus DNA y RNA
por un mecanismo aun desconocido. ElI MPA bloqueé el efecto citopatico del
VFA en células de mono (Neyts, 1998) y disminuy6 en 99% la infeccion por
VDEN vy la cantidad de virus secretado hasta un millén de veces (Diamond,
2002).
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3.1 PLANTAS

3. METODOLOGIA

Se incluyeron 10 especies aromaticas cultivadas en los departamentos de
Santander, Narifio y Antioquia. La seleccion se realizo teniendo en cuenta que
la planta perteneciera a familias con actividad antiviral reportada por otros
autores, ademas del uso tradicional informado por personas de la comunidad.

La Tabla 1 presenta detalles de las plantas.

Tabla 1. Plantas colombianas incluidas en el estudio

Nombre Tejido Uso (s) popular

Cientifico En América usado

Artemisia sp Ajenjo, abrotano Hoja Contusiones, calambres
musculares.

Conyza sp. Carnicera Todos Sintomas respiratorios,
gastritis, enfermedad
gastrointestinal

Cordia Guascanegra Hojay Sintomas estomacales

cylindrostachya fruto

Lepechinia Salvia negra Todos Antipirético, sintomas

schiedeana gastrointestinales

Lippia alba Valeriana Todos Expectorante, resfriado,

Hierva maestro diarrea.

Lippia citriodora Hierbaluisa Todos Analgeésico, anti-
Verbena inflamatorio,
olorosa enfermedad

gastrointestinal

Lippia origanoides Orégano de Hojay Dolor de estémago,

burro flor infeccién urinaria.

Origanum vulgare Orégano Todos Sintomas respiratorios,
astenia.

Rosmarinus oficinalis Romero Todos Anemia, epilepsia.

Thymus vulgaris Tomillo Todos Resfriados, enfermedad

gastrointestinal
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3.2 EXTRACTOS DE ACEITES

Fueron obtenidos en el Laboratorio de cromatografia, Escuela de Quimica,
UIS, como uno de los productos del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales
Tropicales (CENIVAM). Para la extraccion se usé la Hidrodestilacion asistida
por radiacién de microondas para unos e Hidrodestilacion industrial para otros
(Registro CENIVAM, comunicacion personal). Las suspensiones fueron
remitidas al CINTROP como un preparado liquido en frascos individuales. En el
laboratorio se usaron alicuotas de 50 ul almacenadas en frascos ambar a
temperatura ambiente como solucidon stock para los ensayos de citotoxicidad y
actividad antiviral. A cada aceite, la Coordinadora del Laboratorio de
Quimioterapia le asigné un cédigo con el que se identifico durante el desarrollo
de los ensayos y el analisis de datos. El nombre de la planta correspondiente al
cddigo se conocié después del analisis de los datos obtenidos en los
experimentos.

3.3 CELULA

Se uso la linea epitelial Vero (riidn de mono verde africano) obtenida del
Laboratorio de Arbvorirus, CINTROP, UIS. Las células fueron mantenidas a
37°C. en atmdsfera con 5% de CO, en frascos plasticos de 75 cm? con medio
minimo esencial 199 (M-199, Sigma-Aldrich) con 10% de suero bovino fetal.

3.4 VIRUS

Cepa vacunal YF 17DD donada por la Secretaria Departamental de Santander.
Este virus se uso por su bajo riesgo biolégico y porque se replica facilmente en
las condiciones del laboratorio. El mantenimiento se realizé en cultivo celular
de la siguiente forma: monocapas de células Vero en caja de 25 cm? de 48 h
de crecimiento en medio M199 - SBF 10% fueron infectadas con el virus e
incubadas por 3 dias a 37°C; CO;, 5%. Al término, el medio se colecté y fue
usado para infectar una nueva monocapa celular y el procedimiento se realizo
tres veces consecutivas. El sobrenadante del cuarto cultivo se colecté y se
distribuyd en tubos eppendorf que fueron almacenados a -70°C hasta la
posterior cuantificacion de titulo viral como se describe adelante.

3.5 CUANTIFICACION DEL VIRUS

Por el método de plaqueo siguiendo el procedimiento rutinario del laboratorio
(Ocazionez, 2006). Brevemente, 200 pl de diluciones seriadas (10™" hasta 10°)
de sobrenadantes de los cultivos se adicionaron a monocapas de células Vero
cultivas en cajas de 24 pozos por 1 h a 37°C y al término el virus no adsorbido
fue retirado mediante lavados con tampdn fosfato (PBS). Las células fueron
cubiertas con medio de plaqueo (62.5% de M-199; 6% de SBF; 31.5% de
carboxi-metil-celulosa) e incubadas 6 dias a 37°C; CO;, 5%., cuando se fijaron
con formol y se colorearon con cristal violeta para visualizar las placas virales.
La concentracién de virus o titulo viral expresado en unidades formadoras de
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placa por ml (UFP / ml) se calculé asi: promedio de placas en el pozo x
dilucién mayor a la que se contaron x 10 (conversién a ml).

3.6 REPLICACION DEL VIRUS

Monocapas de células Vero en cajas de 24 pozos fueron contaminadas a
diferente multiplicidad de infeccién o proporcién virus:célula (MOI 0.01, 0.03,
0.1,0.3, 0.5y 1) por 1 h a 37°C. Luego de lavados con PBS se adiciono el
medio de cultivo (M-199;SBF 2%) y las cajas de incubaron a 37°C; CO; 5%.
Diariamente durante 5 dias post infeccién se recolectd el sobrenadante para
determinar el titulo viral por plaqueo. Los datos (UFP / ml) fueron graficados
contra dias de infeccibn para determinar el MOI que en el menor tiempo
produjo en el mayor titulo viral. Estas condiciones fueron las usadas en los
ensayos de actividad antiviral.

3.7 CITOTOXICIDAD

Antes de realizar los ensayos de actividad antiviral se determin6 el efecto
citotoxico de los extractos de aceites. Células Vero cultivadas en cajas de 96
pozos por 24 h a 37°C en medio M-199; SBF 10% fueron tratadas o no con
concentraciones crecientes (3.7, 11.1, 33.3 y 100 ug/mL) de cada extracto
diluido en di-metil-sulfoxido y medio. Se incluy6 ribavirina (1-beta-D-
ribofuranosyl-1H-1,2,4-triazole-3-carboximide; SIGMA) como antiviral de
referencia. A las 72 h de exposicion a los compuestos se determind la
viabilidad celular usando el método de MTT o [3-(4,5-dimethylthiazol-2-il)-2,5-
tetrazolium diphenylbromide] con algunas modificaciones (Hussain, 1993).
Brevemente, las células se incubaron con 10 uyl de MTT (5 mg/ml) por 4 h a
37°C cuando el sobrenadante se removi¢ y se adiciond6 100 pyl de DMSO a
cada pozo para solubilizar los cristales de formazan. Inmediatamente las cajas
fueron agitadas vigorosamente y la intensidad del color se determiné por
espectofotometria a 580 nm. Cuanto mayor el valor de la densidad 6ptica
mayor la viabilidad del cultivo. El efecto citotoxico o CCsg se expresdé como la
concentracion minima del compuesto que disminuyd 50% la viabilidad celular
con respecto al control (células sin tratamiento) calculada por regresion lineal
usando el programa xlI-fit. Cada compuesto se evalud por triplicado en tres
experimentos independientes. Los extractos de aceites con valores de
CCsp < 80 ug/ml se consideraron toxicos para células de mamifero y no fueron
incluidos en los ensayos antivirales.

3.8 EFECTO ANTIVIRAL
Cada aceite se evalué por duplicado simultaneamente con los otros y en
algunos casos con ribavirina en 2 experimentos independientes. Se usaron los

siguientes protocolos de tratamiento:

3.8.1 Tratamiento A o antes de la infecciéon. El virus se incubd 24 h a 4°C con
variadas concentraciones del extracto (3.7, 11.1, 33.3 y 100 pg/mL) o con
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medio de cultivo y la mezcla se usé para infectar células Vero como se
describi6 arriba.

3.8.2 Tratamiento B o antes y después de la infeccion. El virus incubado
previamente con el extracto como se describid en el tratamiento A se
adicion6é a monocapas de células Vero que se mantuvieron en medio M-199;
SBF 2% suplementado con las concentraciones de extracto o ribavirina
descritas arriba. El segundo se incluy6 solamente en este procedimiento debido
a que el medicamento actia en etapas posteriores a la infeccion celular
(Leyssen, 2001).

3.8.3 Tratamiento C o de la célula. El extracto a las concentraciones descritas
arriba se adicioné a monocapas de células Vero crecidas en cajas de 24 pozos
que se incubaron 24 h a 37°C; CO;, 5%. Al término los cultivos se lavaron con
PBS y se infectaron con el virus.

Independiente del tratamiento, las cajas de cultivos infectados con el virus se
incubaron 48 h a 37°C; CO; 5%. cuando se cosechd el sobrenadante y
almacené6 a -70°C hasta completar todos los experimentos, para luego
procesarlos por plaqueo para conocer el titulo viral como se describié arriba.
Se considero actividad antiviral cuando se detectd disminucion significativa del
titulo viral (UFP/mL) en el cultivo tratado con respecto al no tratado.

3.9 ANALISIS DE DATOS

La exploracién visual mediante un histograma permiti6 considerar una
distribucion normal de los datos. La actividad antiviral se determiné teniendo en
cuenta la relacion de protocolo de tratamiento, tipo de aceite y concentracion
en la reduccion del titulo viral mediante analisis multivariado. El titulo viral
promedio de los tratamientos se compararon entre si y con el control sin
tratamiento por ANOVA de 1 y 2 vias. Se usaron los paquetes estadisticos
STATA 8.0 y SSPS 13.0.

16



4. RESULTADOS
4.1 CITOTOXICIDAD

De diez extractos evaluados seis fueron toxicos para células transformadas de
mamifero (linea Vero) con valores de CCsy entre 16 — 47 ug/ml. EI de mayor
actividad fue de Conyza sp. seguido por L. citrodora, C. cylindrostachya, R.
oficinalis, L. shiedeana y T. vulgaris. Los otros cuatro mostraron valores de
CCso > 80 pg/ml y por lo mismo se consideraron no citotéxicos, el de menor
actividad fue O. vulgare, seguido por Artemisia sp., L. origanoides y L. alba
(Tabla 2). Cuando la actividad citotoxica en términos de porcentaje de
viabilidad de los extractos menos activos se compard con la ribavirina, con
ninguno se observo diferencia a concentracion de 3.3, 11.1 y 33 ug/ml. No
obstante, todos resultaron mas citotoxicos que la ribavirina a 100 pg/ml a
excepcion O. vulgare (Figura 1). En los ensayos de actividad antiviral se
incluyeron los extractos de aceites no citotoxicos.

Tabla 2. Efecto toxico sobre células Vero de extractos de aceites esenciales
obtenidos de plantas colombianas.

Planta CCso (ug / ml)’

Exp.1 Exp.2 Exp.3 Promedio
Conyza sp 11.5 20.5 * 16 £6.3
Lippia citrodora 24.3 23.1 * 23.7+0.8
Cordia cylindrostachya 29.6 26.2 254 279124
Rosmarinus oficinalis 35.1 24.8 32.8 30.8+54
Lepechinia schiedeana 281 57.5 37.5 41+14.9
Thymus vulgaris 48.1 46.3 * 472+1.2
Lippia alba 70.3 > 100 84.1 84.8+14.8
Lippia origanoides 100 93.3 100 97.7+3.8
Artemisia sp >100 * 95.7 979129
Origanum vulgare > 100 > 100 95.1 98.3+2.8

*: no determinado. f: concentracion que disminuyé 50% la viabilidad celular (ver detalles en metodologia). CCs, < 80
pg/ml citotoxicidad significativa. Exp.: experimento.

4.2 REPLICACION DEL VIRUS

El titulo viral (UFP/ml) de los cultivos infectados con el virus en ausencia de
extracto de aceites o ribavirina dependié del MOI y del tiempo de incubacion.
Con cualquier MOI el titulo viral se incrementd 24 h después de la infeccién y
la mayor productividad se obtuvo a las 24. Sin embargo, con MOI de 1 se
consiguié el mayor titulo viral (1.9 x 10° UFP / mL) 2 dias después de la
infeccion y la productividad viral se mantuvo hasta el dia 5 lo que no sucedio
con MOI < 0.5. Cuando se usé MOI entre 0.01 - 0.3 el titulo viral disminuyd a
partir del 3°. dia llegando a 0 en el 5° (Figura 2). Teniendo en cuenta estos
resultados, los ensayos de actividad antiviral se hicieron con MOI de 1
cosechando el sobrenadante 48 h post infeccion.
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Figura 1. Comparacion de la viabilidad de cultivos de células Vero tratados con
aceites esenciales de plantas colombianas y Ribavirina
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Figura 2. Titulo viral (UFP/mL) diario en cultivos de células Vero infectados con
virus de la fiebre amarilla (YF-17DD) en relacién con el MOI
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*Promedio de dos experimentos independientes, los valores se encuentran en escala logaritmica (Logqo).
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4.3 EFECTO ANTIVIRAL

El efecto antiviral fue aparente al observar disminucion notoria de proteina viral
intracelular por inmunofluorescencia con anticuerpo policlonal y del numero de
placas virales cuando el sobrenadante del cultivo se procesé para
cuantificacion del virus por plaqueo (Figura 3).

Figura 3. Efecto antiviral aparente sobre el virus de la fiebre amarilla (YF-17DD)
por tratamiento con extracto de aceites esenciales de plantas colombianas.

virus no tratado virus tratado

GO 900
96 9909

A: resultado de la inmunofluorescencia para detectar proteina viral intracelular, rojo es ausencia de infeccién viral. B:
disminucién del nimero de placas de infeccion (puntos claros).

4.3.1 Tratamiento A. La incubacion del virus con cualquier extracto antes de la
infeccidon celular resultd en disminucién significativa del titulo viral a
concentracion > 11.1 y/ml (P < 0.05), desde 3 hasta 7.4 veces segun el tipo de
planta. No hubo incremento del efecto antiviral en relacién con la
concentracion del extracto con ninguno de ellos (P > ,0.05 regresion multiple).
La mayor actividad antiviral se observo con O. vulgare a concentracion de 11.1
u/ml con reduccion del titulo viral de 13.9 x 10° (control) hasta 1.8 x 10° UFP/m,
seguido por L. origanoides, L. alba y Artemisia sp, de 5.5 a 3.2 x 10° UFP/ml
(Figura 4).

4.3.2 Tratamiento B. La adicion del extracto o ribavirina al sobrenadante de
cultivos infectados con el virus previamente expuesto al aceite incrementd
significativamente el efecto antiviral dependiendo de la dosis (P < 0.005,
regresion multiple). e mayor efecto se observé con L. origanoides seguido por
O. vulgare, L. alba y Artemisia sp. El tratamiento con L. orioganoides a
concentracion de 11.1 uyg/mL disminuyd el titulo viral por debajo del limite de
deteccion del ensayo de plaqueo ya que placas de infeccién no se obtuvieron
del sobrenadante de los cultivos tratados. Artemisa sp, L. alba y O. vulgare
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necesitaron la mayor concentracion (100 ug/mL) para producir el mismo efecto
que L. orioganoides. (Figura 5). Al comparar el efecto antiviral de los extractos
de aceites con el de ribavirina, los de O. vulgare y L. origanoides fueron mas
activos, con reducciéon de 2,600 y 5.1 veces el titulo viral, respectivamente
<0.0001, ANOVA) y con los otros no hubo diferencias (Tabla 3).

4.3.3 Tratamiento C. La exposicién de células Vero a cualquier concentracién
del extracto de aceite antes de la infeccidon con el virus no produjo disminucion
significativa del titulo viral 48 h después: 9.6 a 5 x 10* UFP/ml comparado con
10,9 x 10* del control (P > 0.05, regresion mdltiple) (Figura 6). Este resultado
respalda el efecto antiviral de los extractos de aceites descrito arriba.

Figura 4. Efecto antiviral sobre la replicacion del virus de la fiebre amarilla (YF-
17DD) de extractos de aceites esenciales de plantas colombianas —
Tratamiento A.

o
™ .
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* Ver detalles del tratamiento en metodologia. Los datos representan el promedio de dos experimentos independiente.
P < 0.05 (regresion multiple, F = 59.19, R? = 0.84) al comparar entre si el titulo viral con cada concentracion del
compuesto con respecto al control.
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Figura 5. Efecto antiviral sobre la replicacion del virus de la fiebre amarilla (YF-
17DD) de extractos de aceites esenciales de plantas colombianas —
Tratamiento B.

—B— Arermiaia 5p
—e— Lippia alba
—f— Lippia ariganoides
—— Clrganum vulgare
—— Ribaviting
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* Ver detalles del tratamiento en metodologia. Los datos representan el promedio de dos experimentos independiente.
P < 0.05 (regresion multiple, F = 59.19, R? = 0.84) al comparar entre si el titulo viral con cada concentracién del
compuesto con respecto al control.

Tabla 3. Efecto antiviral sobre el virus de la fiebre amarilla (YF-
17DD) de aceites esenciales de plantas colombianas segun
tratamiento y comparado con Ribavirina.

Compuesto* Titulo viral (UFP/mL) x 10% Factor!
Tratamiento A Tratamiento B*

Extracto de: Artemisia sp 6.0/4.7 21/6.0
L. alba 56/4.4 1.4 /9.0

L. origanoides 46/3.0 0/13 300

O.vulgare 1.8/7.4 0.4/295

Ribavirina - 26/51
Ninguno 13.9 x 10%/ - 13.3 /-

*:11.1 pg/mL. t: Titulo sin tratamiento / titulo del tratado. Los datos representan el promedio de dos
experimentos independientes por tratamiento (detalles en metodologia). 1: p > 0.05 (ANOVA,
F<0.05) Artmesia sp. o L. alba vs Ribavirina, pero no con los otros
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Figura 6. Efecto antiviral sobre la replicacion del virus de la fiebre amarilla (YF-
17DD) de extractos de aceites esenciales de plantas colombianas —

Tratamiento C.
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* Ver detalles del tratamiento en metodologia. Los datos representan el promedio de dos experimentos independiente.
P > 0.05 (regresion multiple, F = 59.19, R? = 0.84) al comparar entre si el titulo viral con cada concentracién del

compuesto con respecto al control.
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5. DISCUSION

Existen numerosas publicaciones que describen el efecto antiviral in vitro de
productos naturales usados en medicina tradicional. Sin embargo, los
resultados son dificiles de comparar debido al uso de diversas metodologias
que evaluan compuestos de diferente naturaleza con multiples criterios para
definir la actividad antiviral. En este estudio se demostré actividad antiviral de
aceites esenciales extraidos de plantas colombianas sobre la cepa vacunal del
VFA (YF-17DD). No se pudo conocer si este efecto podria variar con el virus
silvestre ya que aislados primarios de pacientes no fueron disponibles. Es
altamente probable que el resultado sea igual por lo menos en lo que se refiere
a la interaccion del extracto con la envoltura externa del virus, ya que al
comparar la glicoproteina E de ambas cepas los cambios que se observan no
son significativos (Schlesinger, 1984).

Cuando el VFA se expuso al extracto antes de la adsorcion a la monocapa
celular (tratamiento A), el titulo viral en el cultivo disminuyd significativamente
hasta 8 veces con respecto al control (Figura 4). Evidencias de efecto antiviral
sobre el mismo virus por aceites esenciales no han sido documentadas, pero si
para otro miembro del género flavivirus. Garcia y col. observaron efecto leve en
la infectividad del VDEN cuando se traté con aceite de Artemisia douglasiana
con disminucion en 50% del titulo viral en presencia de 60 ug/ml (Garcia,
2003). Mayor actividad antiviral se han reportado con otros virus envueltos
como el virus Junin y el VHS. Con el primero, la incubacion con Lippia
turbinata, Buddleja cordobensis y Heterothalamus alienus causé disminucion
en 50% de titulo viral con 14, 39 y 44.2 ug/ml, respectivamente (Garcia, 2003;
Duschatzky, 2005) EI VHS ha mostrado sensibilidad al tratamiento con
Cymbopogon citratus y Malaleuca alternifolia entre otros (Minami, 2003).

Mayor efecto antiviral se observd cuando la replicacion del virus previamente
tratado se llevd acabo en presencia en el medio de cultivo de bajas
concentraciones de cada uno de los extractos (tratamiento B) (Figura 5).
Efecto similar se demostr6 para Salvia fruticosa, el tratamiento durante 24
horas con 0.06% del aceite inhibi6 100% la replicacion del VHS (Armaka,
1999). Hasta el momento no se ha reportado disminucién de la replicacion viral
al tratarse cultivos infectados con flavivirus.

El tratamiento de la célula con los extractos evaluados no tuvo impacto en la
productividad de los cultivos infectados con el virus, esto es, el titulo viral en el
sobrenadante no se diferenci6 con el control (Figura 6). Este resultado
concuerda con la baja citotoxicidad detectada en los ensayos (Tabla 2) y lo
mismo ha sido reportado por otros cuando tratan la célula antes de la infeccion
con el virus (Li, 2005; Kuo, 2002). Este resultado soporta el concepto que los
aceites evaluados en el estudio tuvieron accion directa sobre el virus en
términos de interacciéon con la envoltura viral e inhibicion de las etapas de
replicacién dentro del interior de la célula.
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De todos los aceites analizados el de Origanum. vulgare (oregano) fue el mas
activo antes de la adsorcién del virus y el de Lippia origanoides (orégano de
burro) durante la replicacién. Este es el primer reporte que demuestra efecto
antiviral de las dos plantas. Los extractos de O. vulgare se habian identificado
previamente como anti-oxidante, inhibidor de lipoxigenasa, anti-
hiperglicemiante, anti-cancérigeno, bactericida, antifungico y antiparasitario
(Kulisic, 2007; Koukoulitsa, 2007; Santoro, 2007; Oukoulitsa, 2006). Sokmen y
col. evaluaron la actividad frente al VHS de aceites esenciales y extractos
metandlicos extraidos de otra especie de la planta (O. acutidens) sin encontrar
actividad significante a pesar que el virus también posee envoltura (Sokmen,
2004). No existe documentacion acerca de la actividad antiviral de L.
origanoides pero las especies junelliana, turbinata y alba han sido activos
contra al VHS (Andrighetti-Frohner, 2005; Garcia, 2003).

Los extractos de Artemisia y L. alba fueron los menos activos sobre el VFA por
cualquiera de los tratamientos evaluados (Figura 4,5). Efecto moderado
(reduccion del 50%) ha sido reportado por otros autores para Artemisia cuando
VDEN, Junin y VHS que se trataron con 60, 250 y 83 ug/ml (Garcia, 2003). No
hay reportes de actividad contra VFA u otros flavivirus con aceites esenciales
obtenidos de Lippia alba, pero se demostré inhibicion 50% de la replicacion del
VHS por tratamiento con extractos metandlicos originados de la misma planta
(Andrighetti-Frohner, 2005).

El mecanismo de accién antiviral de los aceites esenciales no esta claro y
aunque en este estudio no se realizaron experimentos para evaluarlos, los
resultados constituyen evidencia de algunos. No obstante, el analisis es
limitado considerando que no se cuenta con informacion acerca de los
componentes quimicos de ninguno de los extractos. La disminucion de la
productividad de los cultivos por exposicion directa del virus al aceite podria
explicarse por interaccion del mismo con la envoltura viral inactivando o
enmascarando moléculas necesarias para la adsorcion o internalizacion en
célula hospedera. Garcia et al reportd inactivacion del virus Junin al observar
disminucién de mas del 80% de infectividad por tratamiento durante una hora y
media con 250 pg/ml de Lippia junelliana, menor efecto fue obtenido de la
misma forma para VDEN con Artemisia douglasiana (Garcia, 2003). En otro
estudio, Duschatzky y col no pudieron demostrar que tratamiento con 100
Mg/ml de Buddleja cordobensis y Heterothalamus alienus disminuyera la union
a células del virus Junin usando marcacion con S* a pesar de observar
disminucién del titulo viral. Los autores propusieron que la interaccién del virus
con el aceite afectdé moléculas que controlan la internalizaciéon y no la adsorcién
viral (Duschatzky, 2005).

Como se muestra en la Tabla 3, el extracto de Lippia origanoides fue el mas
activo principalmente cuando se adiciond al cultivo (tratamiento B). Bajo esa
circunstancia, se podria asumir que el extracto actua en eventos intracelulares
de la replicacion viral, inhibiendo enzimas necesarias para replicacion del
genoma o procesos de la morfogénesis como la glicosilacién de proteinas y el
ensamblaje. Un hallazgo que soporta este supuesto es que cuando el virus se
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expuso directamente al aceite la disminuciéon del titulo viral fue 3 veces
comparado con 13300 veces cuando se adicion6 al sobrenadante del cultivo.
Hasta el momento se ha reportado efecto a este nivel para isoborneol, un
componente del aceite esencial de Salvia fruticosa. Armaka y col demostraron
que tratamiento con 0.06% de isoborneol completamente inhibio la aparicion de
la proteina glicosilada gB del VHS en células infectadas y tratadas durante 24
horas (Armaka, 1999). Por otra parte, Allahverdiyev y col sugirieron que la
actividad de Melissa officinalis sobre el VHS se podria asociar a inhibicion de la
sintesis de proteinas aunque dicha hipdétesis no ha sido confirmada
(Allahverdiyev, 2004).

Un hallazgo que merece resaltarse es que la actividad antiviral de dos de los
cuatro aceites resultd6 mejor comparada con la ribavirina en especial por
tratamiento B con Lippia origanoides a bajas concentraciones (Tabla 3). Esto
sugiere que el aceite esencial puede tener mayor potencial inhibitorio
bloqueando varias etapas de la sintesis viral. Esta propiedad lo coloca como un
buen candidato que podria igualmente inhibir otros virus RNA con o sin
envoltura. Es necesario primero evaluar la actividad antiviral de cada
componente del aceite, teniendo en cuenta que el sinergismo con otros
compuestos puede aumentar la actividad contra el virus (Allahverdiyev, 2004).

La evaluacion de la actividad antiviral in vitro tiene limitaciones y los resultados
pueden variar dependiendo de las condiciones del ensayo. En este estudio se
usaron células transformadas de rifidn de mono (Vero) que no son el huésped
natural para el virus. No obstante, la susceptibilidad de estas células a la
infeccion del VFA es ampliamente conocida y demostrada, razén por la que se
usan de rutina en laboratorios donde se investigan flavivirus (Chen, 1996b). No
obstante, es necesario confirmar si el efecto antiviral se observa con cultivos
primarios de macrofagos, la célula blanco en el infectado, ya que el Vvirus
puede interactuar de manera distinta sobre la membrana celular por la
presencia de receptores diferentes. Otro parametro que determina el resultado
de los ensayos in vitro es la proporcion de virus con respecto al numero de
células en el cultivo que se emplea para infectar. Cuando se usan
concentraciones muy bajas se favorece el efecto antiviral porque la
productividad del cultivo puede ser muy poca para detectarla haciendo mas
notoria la diferencia con el control. En este trabajo se usé la proporciéon mayor
(MOI = 1) que aseguré la mayor producciéon de virus y aun bajo estas
condiciones se detectd actividad antiviral. No obstante, se observd inactivacion
del virus solamente por la incubacién a 4°C durante las 24 horas de exposicion
con el aceite. En la preparacion incubada baja estas condiciones y no tratada
se disminuyo 10 veces el titulo viral (resultado no mostrado).

De los 10 extractos incluidos en el estudio Conyza sp, Cordia cylindrostachya,
Lepechinia schiedeana, Lippia citrodora, Rosmarinus oficinalis y Thymus
vulgaris fueron toxicos para células inmortalizadas de mamifero. Estos
resultados sugieren que algunos de los componentes de los extractos pueden
tener actividad antitumoral. Este efecto ha sido reportado con lineas celulares
originadas de tejido tumoral como K-562, HL-60 y S180 luego del tratamiento
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con Youngia japonica, una planta que pertenece a la misma familia de Conyza
sp. como la incluida en el estudio (Ooi, 2006). Galvis y col evaluaron la
actividad biologica de extractos obtenidos a partir de diferentes especies de
Euphorbia cultivadas en Colombia. Seis extractos de cuatro plantas mostraron
actividad anti tumoral demostrada en células HEp-2 y CHO en mayor magnitud
con extracto de E. cotinofolia (Betancur-Galvis, 2002).

Los resultados de este estudio confirman la actividad antiviral de productos
naturales y por primera vez se identifican plantas cultivadas en Colombia que
pueden ser fuente de medicamentos contra la FA. Para que la contribucion a la
busqueda de antivirales sea mayor es necesario continuar con los estudios
evaluando in vitro los componentes del extracto de aceites y confirmando el
resultado en ratones BALB/c el modelo animal que se usa para investigacion
con flavivirus.
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6. CONCLUSIONES

Aceites esenciales extraidos de plantas Colombianas como Artemisia sp, Lippia
alba, Lippia origanoides y Origanum vulgare contienen compuestos que
inhibieron significativamente la replicacion in vitro del virus de la fiebre amarilla
que pueden ser explorados para la fabricacién de un medicamento

El extracto de aceites esenciales de la planta Colombiana Lippia origanoides
conocida popularmente como orégano de burro inhibe la replicacion del VFA de
manera mas eficaz que la Ribavirina probablemente por bloqueo de mas de
una de las etapas del ciclo.

Aceites esenciales extraidos de plantas Colombianas como Conyza sp, Cordia
cylindrostachya, Lepechinia schiedeana, Lippia citrodora, Rosmarinus oficinalis y
Thymus vulgaris inhibieron la viabilidad de células transformadas de mamifero,
siendo potenciales candidatos para explorar la actividad contra tumores y
cancer.
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