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RESUMEN

Un medicamento eficaz para el dengue no se ha descubierto y se requieren nuevas fuentes de
compuestos. El objetivo de este trabajo fue identificar aceites esenciales (AEs) de plantas de Colombia
que sirvan como fuente primaria para descubrimiento de un antiviral y/o medicamento natural para el
dengue. Se analizaron 50 muestras de AEs de 40 especies. Se siguié un protocolo guiado para
seleccionar los menos citotdxicos, con mayor efecto antiviral e inhibitorio de citoquinas TNF-a e IL-
8 y sin efecto sensibilizante a dermatitis de contacto. Se usaron ensayos en lineas celulares (MTT,
Proteccién, Reduccidon-NS1, ELISA-in-situ, THP-1-IL-8) y un ensayo en cultivo primario de
mononucleares de sangre periférica (MNSP). Se crearon perfiles de citotoxicidad usando una
estrategia de jerarquizacion en base a valores de CCso (MTT) de ocho condiciones experimentales. Se
generd un indicador de citotoxicidad (IC: XJpi) y los AEs se ordenaron de acuerdo a la citotoxicidad.
Los 24 AEs menos toxicos (IC > 4.0) se analizaron para actividad antiviral sobre un serotipo
(Proteccion - VDEN-1): Cordia curassavica, Piper marginatum, Psidium sartorianum y Turnera
difussa presentaron la mayor actividad (proteccion > 50% a 100 pg/mL). De estos, Cordia curassavica
y Psidium sartorianum presentaron actividad relevante (Clso < 44 pg/mL; 1S: 1.5 — 14.3) sobre tres
serotipos en el ensayo de Reduccion-NS1, pero solo Cordia curassavica sobre los cuatro (Clso: 18 - 26
pg/mL; IS: 6 -9) en el ensayo ELISA-in-situ. Los dos AEs mas activos redujeron TNF-o (MNSP: 85.0
y 97.3%) e IL-8 (96.2 y 99.1%). Ningun AE activo presentd efecto sensibilizante, excepto Pipier
marginatum (TPH-1: IL-8 420 pg/mL vs. 142 pg/mL, control). El estudio demostré el potencial de
plantas de Colombia para descubrimiento de medicamentos para el dengue. EI AE de Cordia
curassavica mostro el mayor potencial como fuente primaria seguido por Psidium sartorianum. Estos
AEs pueden ser seleccionados para futuros estudios pre-clinicos.

1 Trabajo de grado
2 Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Béasicas Biomédicas. Director Tesis RAQUEL E.
OCAZIONEZ PhD.
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SUMMARY

An effective drug for dengue has not been discovered. New sources of compounds are required.
The aim of this work was identify essential oils (EOs) from Colombian plants that could be used
as primary sources for discovery of an antiviral or natural medicine for dengue. Fifty EOs from 40
plants species were analyzed. A guided protocol was followed to select EOs less cytotoxic, with
the highest antiviral activity and inhibitory effect on cytokines TNF-o and IL-8, and without sensitizing
effect to allergic contact dermatitis. Cell-line based assays (MTT, Protection, NS1-Reduction, in-situ
ELISA, THP-1-1L-8) and a peripheral blood mononuclear cells (PBMC) based assay were used.
Cytotoxicity profiles were created using a hierarchical strategy based on CCso values (MTT) of eight
experimental conditions. A cytotoxicity indicator (Cl: XJpi) was generated and the EOs were ordered
according cytotoxicity. The 24 EOs less cytotoxic (Cl > 4.0) were selected for evaluation of antiviral
activities on one serotype (Protection - DENV-1): Cordia curassavica, Piper marginatum,
Psidium sartorianum and Turnera difussa showed the highest activities (protection > 50% at 100
ug/mL). Cordia curassavica and Psidium sartorianum presented relevant activities (ICso <44pg /
mL; SlI: 1.5 - 14.3) on three serotypes in the NS1-Reduction assay, but only Cordia curassavica
was active on all four serotypes (ICso: 18-26 ug/mL; SI: 6-9) in the in-situ-ELISA assay. Both
more active EOs reduced TNF-o (PBMC: 85.0 and 97.3%) and 1L-8 (96.2 and 99.1%). None active
EOs presented sensitizing effect, except Pipier marginatum (TPH-1: 1L-8: 420 pg/mL vs. 142
pg/mL, control). This study demonstrated the potential of plants grown in Colombia for
discovering of dengue drugs. Cordia curassavica EO showed the highest potential as a primary
source followed by Psidium sartorianum. The active EOs could be selected for future pre-clinical
trials.

3 Degree work
4 Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director Tesis RAQUEL E.
OCAZIONEZ PhD
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INTRODUCCION

El dengue es causado por el virus del mismo nombre (VDEN) del cual existen cuatro serotipos
que se transmiten a humanos por picadura de mosquitos infectados del género Aedes. Afecta cerca
de 100 paises y se estima que 3.6 billones de personas en areas endémicas estan en riesgo (Guzman
etal., 2016). En las Américas, la enfermedad ha incrementado 30 veces en los Gltimos 15 afios con
epidemias mas frecuentes en la ultima década. En 2013 se reportaron 2.3 millones de casos de los
cuales 37,989 fueron severos y 1,319 fatales (Beesetti et al., 2016; Guzman et al., 2015). El
impacto econdmico del dengue es notorio: el costo anual para las Américas (2000 — 2007) se
estimd en 2.2 billones de dolares, para Asia (2001 — 2010) 1.2 billones y a nivel mundial 8.9
billones (Guzman et al., 2016). El impacto econdémico podria ser mayor teniendo en cuenta el

subregistro de casos y el costo por ausencia laboral.

El dengue es endémico en Colombia con una incidencia de 366.2 casos por 100.000 habitantes.
Se estima que 23 millones de personas viven en areas de riesgo. En 2016 se reportaron 103.822
casos de los cuales 40% (41.555 casos) presentaron signos de alarma y 1% fueron severos. En
el mismo afo se confirmaron 60 muertes y otras 229 se consideran probables (Sivigila, 2016).
Colombia ocup6 el primer lugar entre paises de Latinoamérica con mayor numero de muertes
entre 2001 — 2007 (Castrillon et al., 2015; Villar et al., 2015). El impacto econémico ha sido
dificil de estimar: para 2012, Castro et al. (2015) estimaron en 202.3 y 497.9 dolares el costo

en atencion médica por caso ambulatorio y hospitalizaciones.
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Las manifestaciones clinicas del dengue derivan de la presencia del virus en sangre y otros
tejidos y del exacerbado nivel de citoquinas de respuesta inflamatoria, entre estas, el factor de
necrosis tumoral alfa - TNF-a y la interleuquina 8 -IL-8 (Guzman et al., 2015). El tratamiento
actual se limita a cuidados paliativos y fluidoterapia, y puede ser insuficiente en algunos casos
Ilevando a mortalidad por choque hipovolémico (Guzman et al., 2016). Un medicamento eficaz
no ha sido aun descubierto, la basqueda se ha enfocado en un farmaco con al menos uno de
estos modos de accidn: i) que interrumpa la replicacion del virus (antiviral); ii) que altere un
proceso en la célula huésped clave para la sobrevivencia del virus (ej.estatinas); o iii) que
aminore la accién de citoquinas y quimioquinas de respuesta inflamatoria (ej. corticosteroides).
Numerosos compuestos quimicos con distinto modo de accién se han descubierto y algunos
mostraron eficacia terapéutica en algin modelo animal. Unos pocos se evaluaron en ensayos
clinicos sin resultado prometedor para ser licenciados y otros se encuentran en proceso de

evaluacion (Beesetti et al., 2016; Beesetti et al., 2014; Canard, 2011).

La dificultad para descubrir un fA&rmaco ha mostrado la necesidad de nuevas fuentes primarias
de compuestos y los productos de plantas medicinales son una. Son bien conocidos los farmacos
licenciados para varias enfermedades que fueron derivados de plantas (Atanasov et al., 2015) y
también numerosos medicamentos herbales que mejoran sustancialmente la salud y calidad de
vida de quienes los usan (Dutra et al., 2016; Pigili & Runja, 2013). Los AEs son productos de
plantas que contienen al menos 20 compuestos distintos y esta propiedad los hace fuente de

nuevos compuestos con actividad farmacologica. EI Ministerio de Ambiente y Desarrollo
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Sostenible de Colombia reconoce la existencia de al menos 2404 especies de plantas usadas en
la medicina tradicional. De estas, 1656 son nativas y solo 12.5% han sido objeto de
investigacion (Bernal et al., 2011). En el Vademecum Colombiano de Plantas Medicinales
(Ministerio de la Proteccion Social de Colombia, 2008) no se reporta uso medicinal para el

dengue

La investigacion del potencial faramcol6gico para el dengue de AEs ha sido muy escasa. Se
encontraron solo cinco publicaciones de las cuales tres son de plantas de Colombia (Meneses
et al., 2009(a); Meneses et al., 2009(b); Ocazionez et al., 2010) y dos de Argentina (Garcia et
al., 2003; Garcia et al., 2010). El conocimiento generado de estos estudios es de limitado
alcance. En el presente estudio se usé un protocolo de ensayos en célula (in vitro) guiado hacia
identificar AEs de plantas de Colombia con potencial farmacoldgico. Se incluyeron 50 muestras
de 40 especies, de las cuales se estudiaron varias actividades bioldgicas: citotoxicidad, efecto
antiviral (sobre todos los serotipos del VDEN), efecto inhibitorio de TNF-a e IL-8 (con papel
en la patogénesis del dengue) y efecto sensibilizante a dermatitis de contacto (posible efecto

adverso).
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1. OBJETIVOS

General
Evaluar actividades bioldgicas de AEs de plantas de Colombia para identificar fuentes primarias

para descubrimiento de medicamentos para el dengue.

Especificos
e Seleccionar AEs con baja citotoxicidad para células eucarioticas
e Seleccionar AEs con actividad antiviral in vitro sobre los cuatro serotipos del VDEN

e Determinar el efecto inhibitorio de AEs con actividad anti-DENV sobre la produccion in vitro
de TNF-a e IL-8

e Determinar el efecto sensibilizante a dermatitis alérgica de contacto de AEs activos
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2. MARCO TEORICO

2.1 El dengue

Curso clinico:

El dengue es una enfermedad febril aguda causada por cualquiera de los cuatro serotipos del
VDEN. El virus ingresa en el huésped a través de la picadura de mosquitos del género Aedes y una
vez en circulacion logra infectar diferentes tejidos (Simmons et al.,2012; Whitehorn & Simmons,
2011). Después de un periodo de incubacién que puede durar de 3 a 7 dias, lo sintomas aparecen
y se pueden identificar tres fases clinicas. Una fase inicial febril o virémica que generalmente esta
caracterizada por altas temperaturas (> 38°C), dolor de cabeza, vomito, mialgias, dolor muscular
y en algunas ocasiones exantema maculopapular. En esta fase se alcanza el mayor pico de viremia
que disminuye rapidamente hacia el quinto dia de sintomas cuando inicia la fase critica. En esta
fase, se puede presentar incremento de la permeabilidad capilar con extravasacion plasmatica,
hemoconcentracién, coagulopatia y reduccion en el nimero de plagquetas que pueden desencadenar
en complicaciones mas severas como choque hipovolémico. Los pacientes que no entran en fase
critica se recuperan entre 48 y 72 horas y entran en fase de convalecencia cuando progresivamente
se estabilizan. Al inicio de la infeccidn en el torrente sanguineo se detectan linfocitos T activados

y anticuerpos IgM e 1gG dirigidos contra el virus.

El conocimiento del VDEN (estructura y replicacion) y de la respuesta de defensa del huésped
infectado, son bases que soportan la investigacion para el descubrimiento de medicamentos.

Esta informacion se detalla a continuacion.
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El Virus:

El VDEN pertenece a la familia Flaviviridae, al género Flavivirus. Existe como cuatro
serotipos (VENV1 — 4) genéticamente diversos y con homologia entre 60 — 75% de
aminoacidos (Guzman & Harris, 2015). Su genoma es un ARN monocatenario de polaridad
positiva con aproximadamente 11000 nucle6tidos de longitud que codifica para diez proteinas.
Tres proteinas estructurales (C: capside, E: envoltura y M: membrana) que conforman el virion
y siete proteinas no estructurales (NS) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) que son
necesarias para la replicacién, ensamblaje del virion y evasion de la respuesta inmune del
infectado. El virion tiene capside icosaédrica rodeada por una membrana externa derivada de la

célula que se conoce como envoltura viral.

La glicoproteina E se encuentra expuesta sobre la superficie del virion, anclada en la envoltura
viral y por esta localizacion posee dos funciones clave para la sobrevivencia del virus: puede
unirse a varios receptores celulares para la internalizacion del virus al citoplasma por
endocitosis y es un potente inmundgeno que estimula la produccion de anticuerpos
neutralizantes y activa la inmunidad celular. Por estas funciones bioldgicas, la proteina E es
seleccionada como blanco en estudios para descubrimiento de farmacos y vacunas. Diferentes
sitios de interés se han identificado y el bloqueo de estos puede interferir con el proceso de
endocitosis del virus (De La Guardia & Lleonart, 2014; Guzman et al., 2016; Whitehorn &

Simmons, 2011; Yacoub, et al., 2013).



19
ESTUDIO DE ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE ACEITES ESENCIALES

Las proteinas NS estan localizadas en el citoplasma de la célula y conforman el complejo de
replicacion del ciclo viral. La proteina NS1 se sintetiza como un mondmero que posteriormente
se se dimeriza (Byron et al., 2009; Simmons et al., 2012; Whitehorn & Simmons, 2011). Se
encuentra en tres formas: soluble en el torrente sanguineo, anclada en la membrana
citoplasmatica y anclada en la membrana del reticulo endoplasmatico. Altos niveles de NS1 se
encuentran en suero de pacientes en fase aguda y diversos estudios han mostrado su relacion
con los niveles de viremia y severidad. Por lo anterior, el nivel sanguineo de la proteina NS1 se
ha sugerido como parametro para definir el grado de severidad del dengue. Por otro lado, se
cree que altos niveles de NS1 potencian la respuesta inmune y favorecen la produccion de

citoquinas pro-inflamatorias durante el progreso de la enfermedad.

Resultados de varios estudios sugieren que el VDEN puede infectar monocitos, células
dendriticas, macrdfagos, fibroblastos, células epiteliales, hepatocitos, entre otras células; asi,
puede unirse a distintos receptores celulares como ICAM-3, DC-SING, L-SING, heparan
sulfato y receptor de manosa (Guzman et al., 2016; Urcuqui et al., 2010). Una vez el virus se
ha unido al receptor celular la internalizacién al citoplasma se lleva a cabo por endocitosis.
Dentro del endosoma, cambia la conformacién de la proteina E debido al pH &cido y esto
promueve la fusion de la envoltura viral con la membrana del endosoma liberdndose la capside
en el citoplasma. EI ARN viral es traducido en una poliproteina que posteriormente es
fragmentada por proteasas celulares y virales en las 10 proteinas mencionadas. Se sintetiza

ARN genomico que se ensambla con proteinas estructurales para dar origen a nuevas particulas
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virales (viriones). Este ensamblaje se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico rugoso donde el
virion obtiene la envoltura con heterodimeros de proteina M-E anclados. El proceso de
maduracion del virion se da en el aparato de Golgi donde la proteina M experimenta
fragmentacion de una porcidn y esto promueve el cambio conformacional de la proteina E que
le permitira unirse al receptor celular. Los viriones infecciosos son liberados por exocitosis al

torrente sanguineo.

Respuesta de defensa del individuo infectado:

Las causas por las cuales una minoria de casos progresa a dengue severo no son bien conocidas.
A la respuesta de defensa del infectado se le ha reconocido un papel preponderante (Simons et.
al. 2015; Yacoub et al., 2013). Por ejemplo, ciertos anticuerpos que se unen al virus no lo
neutralizan, mas bien le sirven de puente para penetrar al interior de la célula debido a que se
unen a receptores sobre la superficie. La activacion de células del sistema inmune resulta en
incremento notorio del nivel sanguineo de citoquinas como IFN-y, TNF-a, IL-1pB, IL-4, IL6,
IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17, IL-18, RANTES, CCL2, CCL4, CXCL10, Cuando este
incremento es exacerbado se conoce como tornado de citoquinas. El incremento de IL-6 e IL-8
se ha asociado con incremento de la permeabilidad vascular que lleva a derrame pleural y
ascitis, dafio hepatico y trombocitopenia. Por otro lado, la carga viral también se considera
factor determinante del incremento de citoquinas. Quimioquinas como IL-8 y RANTES
incrementan incluso con carga viral baja, mientras niveles elevados de TNF-a e IL-1 son mas

frecuentes cuando la carga viral es mayor (Simons et al. 2015; John et al., 2015).
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2.2 Investigacion en medicamentos

AUn no se ha descubierto un farmaco eficaz para tratamiento farmacoldgico del dengue. Asi, el
tratamiento es de soporte enfocado a disminuir el riesgo de complicaciones clinicas y muerte. El
manejo de la severidad se hace mediante monitoreo exhaustivo de signos de choque hipovolémico
y reposicion de liquidos intravenosos. El descubrimiento del farmaco se viene intentando desde
hace al menos 50 afios y son multiples los estudios realizados. Un medicamento ideal seria aquel
que sea seguro y facilmente suministrado a la poblacion general: de administracion oral, que
contribuya a disminuir la carga de la enfermedad (menos casos) sobre el sistema de salud y que el

uso permanente reduzca la trasmision del virus en &reas endémicas (menos infectados).

A continuacion se resume el conocimiento sobre el descubrimiento de medicamentos reportado
en las revisiones mas recientes de expertos con reconocimiento mundial (Alen & Schols, 2012;
Beesetti et al., 2016; Limet al., 2015; Whitehorn et al., 2015; Xie et al., 2015).

Se han descubierto docenas de moléculas sintéticas que inhiben in vitro la actividad de varias
proteinas del virus (NS3, E, NS5, NS4), pero la mayoria se han evaluado sobre un solo serotipo
del virus. Ademas solo unas pocas se evaluaron en raton AG129, el Unico disponible para
investigacién en antivirales, que presenta varias limitaciones, entre estas, la patologia que el
virus causa en el ratdn es distinta a la del humano. De las pocas moléculas activas evaluadas en
raton, la mayoria se abandonaron debido a que no presentaron caracteristicas de pro-farmaco
en base a propiedades fisicoquimicas, permeabilidad celular, biodisponibilidad, toxicidad y

eficacia. En este escenario de fracasos, surgieron los ensayos clinicos con farmacos licenciados
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para tratamiento de la hepatitis C (causada por otro flavivirus) como balapavir y ribavirina
(inhibidores de la replicacion del ARN viral). Los dos farmacos presentaron baja eficacia: el

tratamiento de pacientes no disminuyd la viremia ni los sintomas del dengue.

La necesidad de reducir el tornado de citoquinas de respuesta inflamatoria ha soportado también
el descubrimiento de medicamentos para el dengue. La eficacia clinica de corticosteroides y
esteroides, licenciados para tratamiento de varias enfermedades, se ha evaluado en maltiples
estudios por cerca de 25 afios. Hasta la fecha los resultados son desalentadores. Numerosos
estudios con prednisolona reportan baja eficacia clinica dado que el tratamiento no result6 en
reduccion del nivel de citoquinas a las dosis suministradas. Se presume que parte del fracaso se
deba a que el tratamiento se instauré tardiamente. Asi, se espera el reporte de nuevos estudios

con otros inmuno-moduladores administrados en estadios mas tempranos de la enfermedad.

La afectacion de vias celulares necesarias para la replicacion del virus se ha considerado otra
estrategia para descubrimiento de medicamentos. La produccion de viriones en el reticulo
endoplasmico depende del contenido de colesterol y la actividad de enzimas celulares a-
glucosidasas. Ambos son indispensables para el ensamblaje de la envoltura viral y para la
glicosilacion de la proteina E. La lovastatina es un medicamento usado para controlar el nivel
sanguineo de colesterol y tiene ademas actividad antinflamatoria y estabilizadora del endotelio

vascular. Varios inhibidores de a-glucosidasas se han descubierto, uno de los mas activos in
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vitro es celgosivir. En ensayos clinicos no se evidencio eficacia de tratamiento con lovastatina

ni con colgosivir: la viremia no se redujo ni las manifestaciones clinicas se aminoraron.

2.3 Productos naturales

Los productos naturales se consideran fuente de nuevos compuestos con potencial farmacoldgico.
También son fuente de recursos para la econdmica de un pais porque la produccion de farmacos
se sustenta en los cultivos de plantas. No obstante, han sido desestimados debido a que de ellos se
presume alta toxicidad y por lo mismo no se seleccionan para estudiar las actividades bioldgicas
en detalle. Este preconcepto ha reducido la variedad de fuentes primarias para descubrir

medicamentos para el dengue.

Se estima que alrededor del 80% de la poblacion en regiones de Asia y Africa dependen de la
medicina tradicional como fuente primaria para el cuidado de la salud (WHO, 2008). De otra
parte, cerca de 50% de los medicamentos disponibles actualmente derivan o estan basados en
productos naturales (Atanasov et al., 2015). Diferentes reportes han descrito el potencial activo
de plantas medicinales como antioxidantes, anti-inflamatorias e inmunomoduladoras y por lo
tanto se ha descrito que ayudan a reducir el dolor, la inflamacién y el estrés oxidativo. Al menos
31 especies de plantas con potencial medicinal para tratar el dengue se encuentran reportadas
pero no todas se han incluido en estudios cientificos (revisado en Abd Kadir et al., 2013). Entre

estas plantas se incluyen Carica papaya, Lippia alba y Lippia citriodora que son de uso
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medicinal en Colombia (Vademecum de Plantas Medicinales, Ministerio de la Proteccion
Social de Colombia, 2008).

La bdsqueda de un antiviral para el dengue se ha intentado analizando extractos de plantas
(revisado en Beesetti et al., 2014). La piperina, un compuesto derivado de Piper nigrum, se
descubri6 como potente inhibidor de la proteasa NS3 del VDEN. Otro fitoquimico de
Scutellaria baicalensis, conocido como baicalein (5,6,7-trihidroxi-flavona) inhibié la
replicacion de VDEN-2 en células de rifidn de mono. Al parecer el compuesto puede inactivar
directamente al virus e interrumpir la replicacion intracelular. Sood y colaboradores (2015)
reportaron actividad del extracto alcohdlico de Cissampelos pereira sobre los cuatro serotipos
en modelos in vitro y animal. El extracto también mostr6 efecto inhibidor sobre citoquinas pro-
inflamatorias. El tratamiento con una mezcla de atermisina, de Artemisia annua, y berberina,
de plantas Berberis, fue usada para tratar pacientes con dengue con resultados prometedores:

mitigd los sintomas previniendo desarrollo de la forma clinica severa.

Ademas de los extractos, otro de los derivados de plantas medicinales de interés en la
investigacion de antivirales son los AEs. Son metabolitos secundarios sintetizados en cualquier
parte de planta (hojas, semillas, raices, corteza, etc), altamente volatiles, que le proporcionan el
olor aromaético a la planta. Se estima que un AE puede contener entre 20 — 60 componentes y
esta cantidad y composicion quimica puede variar dependiendo del suelo, época del afio,
temperatura, edad y etapa del ciclo vegetativo de la planta (Bakkali et al., 2008). Los AE son

usados para la fabricacion de cosméticos, perfumes, remedios, productos de aseo y como
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aditivos en alimentos (Perricone et al., 2015). Las propiedades medicinales son ampliamente
conocidas: actividad antiséptica, antimicrobiana, anti-inflamatoria, sedante, anestésica,
espasmolitica, entre otras. La actividad esta estrechamente relacionada con la composicion
quimica.

El uso medicinal de AE como formulaciones de mezcla ha sido reconocido con varias patentes
(Sienkiewicz et al., 2012). Las patentes US6824795 y US6319958 son productos para
tratamiento de infecciones bacterianas resistentes a antibioticos; la patente US7150888 es un
producto a base de AE de eucalipto y arbol de té para prevenir enfermedades respiratorias. La
patente US7807202 es AE del arbol de té con algunos aditivos mineralizados para tratar lesiones
de piel causadas por el Virus del Papiloma Humano y el Virus Herpes Simplex. El medicamento
licenciado conocido como Acheflan (Aché laboratorios, Brasil) es una crema anti-inflamatoria

a base de AE de Cordia verbenacea.
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3. METODOLOGIA

En el presente estudio se utilizaron distintos ensayos basados en célula (in vitro) para identificar
AEs con potencial uso como fuente primaria para descubrimiento de medicamentos para el dengue.
Se sigui6 un abordaje experimental en cuatro etapas (Figura 1). Etapa I, se evalu6 la actividad
citotoxica de 50 muestras y se seleccionaron las 24 menos activas. Etapa Il (Antiviral 1), las 24
muestras se evaluaron para efecto inhibitorio sobre un serotipo del virus y se seleccionaron las 4
mas activas. Etapa 11, las 4 muestras se analizaron para: efecto inhibitorio sobre otros dos serotipos
del virus en otro ensayo; efecto sobre la produccion de TNF-a e IL-8; efecto sensibilizante a
dermatitis alérgica. Etapa IV, los 2 AEs con mayor actividad antiviral se analizaron para efecto

inhibitorio sobre los cuatro serotipos en un ensayo distinto a los usados en las etapas anteriores.

Citotoxicidad

+ Efecto sensibilizante
* Modulacion de citoquinas

Antiviral |
Resultado esperado:

‘ * Antiviral Il : isori
v i AE mas promisorio
24 AE menos 4 AE DENV activos 2 AE 1
toxicos \

Antiviral lll —

Figura 1. Abordaje experimental seguido en el estudio
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3.1 Materiales

Plantas:
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Se incluyeron 40 especies distintas (Tabla 1), algunas con mas de un ejemplar (Lippia origanoides:

5; Turnera diffusa: 3; Ageratina popayanensis: 2; Tagetes caracasana: 2; Calycolpus moritzianus:

2; Wedelia calycina) distinto con respecto a fecha y/o sitio de colecta.

Tabla 1. Plantas incluidas en el estudio.

Familia Nombre Voucher:
COL-
Asteraceae Ageratina aff. popayanensis (Hieron.) R.M.King & 579422
H.Rob.
Ageratina popayanensis (Hieron.) R.M.King & H.Rob. 582607
Austroepatorium inulaefolium (Kunth) R.M. King & H. 587130
Rob.
Baccharis decussata (Klatt) Hieron 582606
Baccharis trinervis Pers. 587092
Chromolaena odorata (L.) R.M. King & H. Rob. 583919
Elaphandra quinquenervis (S.F Blake) H. Rob. 587094
Senecio sp* 587133
Tagetes caracasana Kunth 587125
Wedelia calycina Rich. 578353
Wedelia cf. stuebelii 587093
Boraginaceae Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult. 559446
Burseraceae  Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand 582595
Fabaceae Dalea sp* Estéril
Zornia brasiliensis VVogel. 582604
Lamiaceae Eriope crassipes Benth. 578966
Hyptis brachiata Brig. 582531
Salvia aratocensis (J.R.l. Wood & Harley) Fern. Alonso 517740
Salvia oficinalis L 555844
Satureja viminea 566449

*: En proceso la identificacion de especie.
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Tabla 1. Continuacion.

Familia Nombre Voucher:
COL-
Myrtaceae Calycolpus moritzianus (O.Berg) Burret 578360
Psidium sartorianum (O. Berg) Nied. 578359
Piperaceae Piper aduncum L. 587136
Piper cumanense Kunth. 578977
Piper dilatatifolium Trel. & Yunck 578975
Piper eriopodon (Mig.) C. DC 578364
Piper holtonii C.DC. 582357
Piper marginatum Jacq. 578365
Piper medium Jacqg. 583968
Piper subflavum var. Espejuelanum 578976
Poaceae Cymbopogon martinii (Roxb.) W.Watson ~ 587116
Cymbopogon nardus (L.) Rendle 578357
Rutaceae Swinglea glutinosa Merr. 521530
Turneraceae Turnera diffusa Willd. ex Schult. 578361
Verbenaceae Lantana cf. canescens Kunth 587108
Lantana colombiana Lépez-Pal. 582328
Lippia alba (citral) Mill. 512272
Lippia graveolens Kunth 555839
Lippia micromera Schauer 578971
Lippia origanoides H.B.K 582599

Estéril: Identificacion incompleta por ausencia de parte reproductiva.
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La colecta de las plantas estuvo a cargo de investigadores del Centro Nacional de

Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaéticas y Medicinales

Tropicales (CENIVAM) y se realiz6 en &reas rurales y semiurbanas de los departamentos de

Santander, Valle del Cauca y Arauca. La identificacion taxondmica de la planta fue realizada

por el Dr. José Luis Fernandez de la Universidad Nacional (UNAL; Bogota) y una muestra con

un namero de voucher se depositd para referencia en el Herbario de la UNAL.
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AEs:

Se incluyeron 50 muestras de las 40 especies. Las muestras fueron suministradas por la
profesora Elena Stashenko, Directora del Centro de Investigaciones en Biomoléculas
(CIBIMOL) de la UIS. Para la extraccion del AE se utilizo arrastre por vapor e hidrodestilacion
asistida por radiacion de microondas como esta publicado (Stashenko et al., 2004). De cada
muestra se hizo una preparacion concentrada (1x10° pg/mL) en dimetilsulfoxido (DMSO) y
alicuotas de esta preparacion se almacenaron a -20°C. Para cada experimento se usé una

alicuota de la misma preparacion.

Lineas celulares:

Se usaron cinco lineas celulares obtenidas de la coleccion del Laboratorio de Arbovirus del
CINTROP. De origen humano: HEK293 (ATCC ® CRL-1573™ rifibn embrionario); HEPG-
2 (ATCC® CRL-11997™, higado); THP-1 (ATCC ® TIB.202™, monocitos). Las dos primeras
se cultivaron en medio DMEM-F12 [GIBCO Co.] suplementado con 10% de suero bovino fetal
(SBF [GIBCO, Co.]) y antibittico (P/E: Penicilina/Estreptomicina [Invitrogen Carlsbad, CA.]).
Las células THP-1 se cultivaron en medio RPMI [GIBCO Co.] con 10% de SFB. De origen
animal:

VERO (ATCC ® CCL-81™; rifion de mono) que se cultivo medio MEM (GIBCO)
suplementado con 8% de SBF y P/E. Las células B16F10 (ATCC ® CRL-6475™, melanoma

de raton) se cultivaron en medio RPMI-1640 [GIBCO Co.] con 10% de SBF y P/E.
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Cultivo primario de mononucleares de sangre periférica humana (MNSP):

Las células MNSP se obtuvieron de sangre periférica de donantes sanos. Sangre heparinizada
se diluyo en igual proporcion con medio RPMI 1640 (Gibco Co.) y solucion Ficoll-Hipaque
(Histopaque® Sigma Aldrich).La mezcla se centrifugd a 2800 rpm durante 30 minutos y la fase
superior se descarto. La fase intermedia que contenia las células se colectd, lavo dos veces con
PBSy el precipitado celular se resuspendié en medio RPMI. Las células se contaron en camara
de Neubauer y luego se sembraron, en cada pozo de una placa de cultivo de 24, a concentracion

de 1x10° células/ mL para ser tratadas con AE

VDEN:

Se usaron cepas de referencia de cada serotipo de la coleccion del Laboratorio de Arbovirus del
CINTROP: VDEN-1 (Hawaii), VDEN-2 (Nueva Guinea), VDEN-3 (H-87) y VDEN-4 (H-241).
De cada uno se hizo una preparacion de trabajo producida en células Aedes albopictus (clon
C6/36). El titulo viral (ufp/mL) de la preparacion se estim6 en el ensayo convencional de
plaqueo (Meneses et al., 2009). La preparacion se distribuyé en alicuotas que se almacenaron

a -80°C.

3.2 Evaluacion de actividades biologicas
3.2.1 Actividad citotoxica
El efecto del AE sobre la viabilidad celular se evaluo6 sobre cuatro lineas celulares (HEK293,

HEPG2, VERO y B16F10) en el ensayo del MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
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difeniltetrazolio) y siguiendo el protocolo del laboratorio (Ocazionez et al., 2010). Se hicieron
dos tratamientos: antes de la proliferacion (a), el AE se adicion6 en el momento de sembrar las
celulas en el soporte; después de la proliferacion (d), el AE se adiciond 24 h después de la
siembra cuando la monocapa celular tenia confluencia de 70 — 80%. Brevemente, las células se
crecieron en placas de 96 pozos por 72 h a 37°C, en medio de cultivo que contenia distintas
concentraciones de AE (50, 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL). Luego el medio se descartd, se
adicionaron 20 pL (5 mg/mL) de MTT en cada pozo y las placas se incubaron 4 h a 37°C cuando
el medio se descartd nuevamente y 100 pL de DMSO se adicionaron para solubilizar los
cristales de formazan. La intensidad del color de la reaccién se midi6é por espectofotometria
(Multiskan Go [Thermo Scientific]) a DO de 580 nm. Células tratadas con DMSO a diferentes
concentraciones y células no-tratadas se incluyeron como controles. Cada AE se evalué por
duplicado en tres ensayos independientes. El valor de DO se consideré proporcional a la
viabilidad celular la cual se estimd para cada muestra referente al 100% de las células no

tratadas (control). Los datos se analizaron como se describe adelante.

3.2.2 Actividad antiviral

Ensayo de proteccion de la infeccion viral:

En este ensayo la actividad antiviral del AE se interpreta como proteccion de muerte celular
causada por la replicacion del virus. Se optimizd un protocolo usando como referencia el
descrito por Busschots et al., 2015. Brevemente, VDEN-1 diluido (MOI: 0.5) en medio de

cultivo que contenia AE (30 y 100 pg/mL) se adsorbié a monocapas de células VERO crecidas
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24 h en placas de 48 pozos. Luego de 1 h de incubacion a 37°C, se retir0 el AE y se adiciono
medio de cultivo fresco. La replicacion del virus se permitid 5 dias a 37°C en atmosfera de CO2
5% y después las células se tifieron con colorante vital (200 puL x pozo de cristal violeta al 1%).
Cada muestra se evalu6 por triplicado en dos ensayos independientes cada uno con controles:
células infectadas / no-tratadas, células tratadas / no-infectadas y células no-infectadas / no-
tratadas. Las monocapas celulares tefiidas se observaron al microscopio de luz corriente y se
tomaron 6 fotografias al azar. El analisis de las fotografias se describe adelante.

Ensayo de reduccion de proteina viral NS1:

Se usaron células HEPG-2 (hepatocitos humanos) las cuales producen virus y secretan NS1
(Alen & Schols, 2012). El hepatocito se considera célula blanco durante la infeccién natural
por VDEN (Guzman et al., 2016). Se siguid el protocolo del laboratorio como fue publicado
(P4jaro et al, 2015). Brevemente, VDEN (MOI: 0.5) se adsorbi6 1 h sobre células crecidas en
placas de 96 pozos por 24 h, luego se adicioné medio de cultivo que contenia AE (10 — 50
pg/mL) y la replicacion del virus se permitio 72 h. La concentracion (unidades PanBio) de NS1
en el medio se determind con un estuche comercial (Pan-E Dengue EARLY ELISA™, PanBio)
del ELISA. Ribavirina (100 pM) se incluy6é como antiviral de referencia. En cada ensayo se
corrieron controles (células no-infectadas / no-tratadas y células infectadas /no-tratadas). Los
datos de densidad dptica (DO) se analizaron como se detalla adelante.

Inmunoensayo in situ ligado a enzima (ELISA):

Se usaron células VERO (rifion de mono) las cuales son altamente susceptibles a la infeccion

por VDEN. Se optimiz6 un protocolo usando como referencia el ensayo de microneutralizacion
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descrito por Vorndam & Beltran (2002). Para la optimizacion se tuvieron en cuenta parametros
como tiempo de incubacion, densidad celular por pozo, proporcion virus: célula (MOI), tiempo
de fijacion de las células a la placa, concentracién de anti-suero y anticuerpo secundario. Se
adoptd el protocolo experimental con el cual se obtuvieron con el control (virus sin tratamiento)
valores de densidad dptica (405 nm) entre 1.0 - 1.7, luego de 5 dias de incubacién a 37°C.
Brevemente el ensayo consistié en: VDEN se adsorbio 1 h sobre células (5x10* x pozo)
cultivadas en placas de 96 pozos y la replicacién se permitié 5 dias a 37°C en medio que
contenia concentraciones de AE (1, 10, 15, 20 y 30 pg/mL). Al término, el medio se retird y las
células se fijaron con solucion metanol:acetona (1:1) durante 30 minutos a -20°C. Luego se
realizaron 5 lavados con PBS. La presencia de antigeno viral se analizé por ELISA usando
anticuerpo contra VDEN obtenido en raton (liquido ascitico hiperinmune) y anticuerpo anti-
IgG de raton obtenido en cabra que se ligd a enzima peroxidasa (Kirkegaard and Perry,
Gaithersberg, USA). Después de varios lavados para retirar los anticuerpos, se adiciond
substrato ABTS (&cido 2,2-azino—bis—(3—etillbenzotiazolin—6—sulfonico) dejando incubar 1h
a temperatura ambiente hasta aparicion de color. La intensidad del color se ley6 en un
espectofotdmetro (Thermo Fischer Scientific, USA) a 405 nm. En cada ensayo se corrieron
controles (células no-infectadas / no-tratadas y células infectadas /no-tratadas. Ribavirina (100
HM) se incluy6 como antiviral de referencia. Los datos de DO se analizaron como se detalla

adelante.
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3.2.3 Efecto sobre la secrecion de citoquinas

TNF-a e IL-8 son blanco de terapia para dengue debido a que incrementan notoriamente durante
la fase febril contribuyendo al choque hipovolémico (Guzman et al., 2016; Pawitan,
2011).Células MNSP secretan estas citoquinas cuando se exponen a lipopolisacérido bacteriano
(LPS) (Hui et al., 2014). Para evaluar si los AEs podrian inhibir la secrecion de TNF-a e IL.8,
se optimizé un ensayo en MNSP expuestos a LPS. Brevemente, las células (5X10°/mL) se
sembraron en placa de 24 pozos en medio de cultivo que contenia LPS de Escherichia coli
(O55:B5) y AE (30 pg/mL) y la placa se incubd 24 h a 37°C en atmosfera de CO». La
concentracion de citoquina se determind por ELISA usando estuches comerciales (Invitrogen,
KHC3011 y KHC0081). Células no-tratadas (sin LPS ni AE) y células tratadas con LPS pero
no con AE se corrieron como controles. Efecto inhibitorio se considerd cuando la concentracion
(pg/mL) de citoquina en células expuestas a LPS y tratadas con AE fue menor (p < 0.05)
comparada con el control (células expuestas no-tratadas). Los datos se analizaron como se

detalla adelante.

3.2.4 Efecto sensibilizante

La tendencia a causar dermatitis alérgica de contacto (DAC) es uno de los parametros a evaluar
para identificar efectos adversos por uso de AEs y otros preparados herbales (Edris, 2007).
Compuestos sensibilizantes incrementan la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias y la
expresion de marcadores de activacion inmune en células presentadoras de antigeno (Parise et

al., 2015). El incremento de IL-8, como indicador temprano de respuesta inmune innata, se
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reconoce como indicador de sensibilizacion a DAC (Kaplan et al., 2012; Nukada et al., 2012;
Miyazawa et al., 2007). Monocitos de origen humano, estimulados in vitro con LPS producen
IL-8 a concentracion facilmente detectable y por esta propiedad se usan en ensayos que evallan
el efecto sensibilizante de compuestos de interés (Mitjans et al., 2010; Nukada et al., 2008;

Parise et al., 2015) .

Para conocer el efecto sensibilizante a DAC de los AE se optimizd un protocolo en células
THP-1 (monocitos humanos) usando como referencia el descrito por Nukada et al., 2008. Para
la optimizacion se emplearon compuestos con y sin efecto sensibilizante (detalles en
resultados). El ensayo consistié brevemente en: células sembradas en placas de 48 pozos se
expusieron o no al compuesto sensibilizante o AE durante 24 h y luego la concentracion de 1L-
8 en el medio de cultivo se determiné por ELISA usando un estuche comercial (Invitrogen
KHCO0081). Cada AE se evalud por duplicado en dos ensayos independientes y en cada uno se
incluyeron controles (células tratadas con sensibilizante y LPS como inductor de IL-8 y células
sin tratamiento). Efecto sensibilizante se considerd cuando la concentracion de I1L-8 en células
expuestas al AE fue mayor (p < 0.05) comparada con la del control (células no-expuestas). Los

datos se analizaron como se detalla adelante.

3.3 Analisis de los datos
Citotoxicidad: los datos de DO generados en los ensayos del MTT se usaron para estimar la

concentracion de AE que redujo 50% la viabilidad celular o CCso usando el programa R (R
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Development Core Team, 2013; libre acceso usando el portal https://www.rstudio.com/). Con los
valores de CCsp de las ocho condiciones experimentales (cuatro lineas celulares y dos tratamientos)
se construyd una matriz de datos con el programa Excel. Para identificar los AE con menor
tendencia a toxicidad se us6 una estrategia de jerarquizacion de la actividad que fue publicada

(Velandia., et al 2016) y se detalla en resultados.

Antiviral — ensayo de proteccion: las fotografias de las monocapas celulares se procesaron con
el software ImageJ (Instituto Nacional de Salud, USA, libre acceso usando el portal:

https://imagej.nih.gov/ij/) y se obtuvo la fraccion de éarea oscura (FA) o de células viables

(tefiidas) sin infeccion viral productiva. La actividad antiviral se expresé como porcentaje de
proteccion (PP) de muerte celular (dafio causado por el virus) que se calcul6 con la siguiente
férmula: PP = [FA células infectadas-tratadas — FA células infectadas-no tratadas] / [FA células
no infectadas — FA células infectadas-no tratadas] x 100. Valores de PP igual o mayores a 30%

se adoptaron como parametro de actividad.

Antiviral — ELISA (NS1 e in situ): los valores de DO se usaron para estimar la concentracion de
proteina viral NS1 la cual se expres6 en Unidades Panbio de acuerdo al fabricante del estuche.
Se estimd el porcentaje de NS1 del tratamiento versus 100% del no-tratado. Para el ELISA in
situ, los valores de DO se consideraron proporcional a la concentracién de antigeno (replicacion
del virus) y se usaron para estimar el porcentaje de reduccion en el tratado con respecto al 100%

del no-tratado. Los porcentajes se usaron para construir curvas dosis-respuesta y generar los
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valores de la concentracion que inhibi6 50% la replicacion viral o Clso. Se estimo el indice de
selectividad (IS) que correspondié a CCso/Clso. Valores de Clso < 30 pg/mL e IS > 4.0 se

adoptaron como parametros de actividad relevante.

Efecto inhibitorio sobre citoquinas: los valores (pg/mL) de TNF-a e IL-8 en cultivos tratados
con AE se compararon con los valores en cultivos no-tratados y la significancia de la diferencia

se estim6 por ANOVA usando el software R.

Definicion de fuente primaria: un AE se consider6 fuente primaria para descubrimiento de
medicamentos para el dengue cuando presenté actividad antiviral relevante (Clso< 30 pg/mL e

IS > 4.0) en dos ensayos distintos y redujo significativamente la secrecion de TNF-a e IL.8.

3.4 Consideraciones éticas

Este estudio esta anidado al proyecto # 4 del programa “Estudio Integral de Especies Aromaticas
y Medicinales Tropicales Promisorias para el Desarrollo Competitivo y Sostenible de la
Agroindustria de Esencias, extractos y derivados naturales en Colombia” de la Union
Temporal BioRed / Colciencias / CENIVAM (UT-BioRed-Co-CENIVAM). El proyecto es
liderado por la profesora Raquel Ocazionez y el programa por la profesora Elena Stashenko. El
programa es financiado por Colciencias y esta registrado bajo el cdédigo 550754331904-31893 El

material vegetal utilizado para ejecutar el programa es proveido por el Estado Colombiano
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mediante contrato suscrito entre el Ministerio del Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible y la

Unién Temporal Bio-Red-CO-CENIVAM (Contrato # 01, Junio 03, 2014).

El presente estudio se considera sin riesgo para la salud humana debido a que no se realiz6
sobre humanos. Para obtener células MNSP se obtuvo sangre de voluntarios sanos usando el
procedimiento rutinario en Laboratorios Clinicos y cada donante firmé el consentimiento como

lo solicita el Comité de Etica de la UIS.

En la ejecucion de los experimentos se cumplieron normas de bioseguridad para investigacion
cientifica: Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia: resolucion 008430 de 1993,
decreto 2164 de 1992 y la Ley 10 de 1990. OMS: Capitulo I. Manual de Bioseguridad en el

Laboratorio.
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4. RESULTADOS

4.1 Citotoxicidad

Las curvas dosis-respuesta de los ensayos del MTT se agruparon en clases dependiendo del ajuste
a un modelo de regresion logistico simple (Figura 2): clase 1, con ajuste (Ppwaigj: < 0.05); clase 2,
sin ajuste (Ppwaid): > 0.05) las cuales se dividieron en clase 2a cuando se observo reduccion de la
viabilidad en 90 — 100% a las menores concentraciones del AE y clase 2b cuando la reduccion fue
menor que 50% a cualquier concentracion. Se observé mayor proporcion de AEs con curvas clase
1 (buen ajuste) cuando el tratamiento se hizo antes que después de la proliferacion: 71 vs. 58%.
De las curvas dosis — respuesta se generaron los valores de CCso. Cuando no fue posible se asigné
la minima (50 pg/mL) o méaxima (500 pg/mL) concentracién evaluada (Tabla 1 y 2,

suplementarias).

T HEPG2 HEK293
o | p<0,01 p<0,01
o
<
(]
] T
2 o |1 1
_g (=T T T T T T T T T T T T
jo 0 100 200 300 400 500 O 100 200 300 400 500
C?J © 1° VERO E
g- - B16F10
4 p>0,01
o |2 S 2b
o T T T

T T T T T T T T
0 100 200 300 400 300 Q 100 200 300 400 500
Concentracion (pg/mL)

Figura 2. Curvas dosis-respuesta representativas obtenidas de ensayos de MTT. Las células se
trataron con AE a las concentraciones indicadas y se determiné la viabilidad con respecto al control
(no tratado) 72 h después. HEK293, HEPG2, VERO, B16F10: lineas celulares como se detalla en
Metodologia. El valor p se calculé con la prueba de Wald y refleja el ajuste a un modelo de regresién
logistico simple. 1, 2a'y 2b se refiere a la clase de curva (texto) y cada color de la linea corresponde a
un aceite esencial.
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Existe evidencia que la citotoxicidad de una muestra varia considerablemente dependiendo del
tipo de célula y la forma como se hace el tratamiento (Weyermann, Lochmann, & Zimmer,
2005; Xia et al., 2008). Para identificar cudles lineas celulares fueron las mas y menos
susceptibles en cada tratamiento con los AEs se usaron dos parametros:

1) Porcentaje de AEs que presentaron curva dosis-respuesta clase 2b (no hubo reduccién de la
viabilidad celular > 50% a ninguna concentracion del AE): cuanto menor el porcentaje mayor
la susceptibilidad de la linea celular. El orden de mayor a menor fue el siguiente (Figura 3):
tratamiento a, VERO (2%) > HEK293 (6%) =~ B16F10 (6%) > HEPG2 (10%); tratamiento d,
HEK293 (0%) > VERO (2%) > B16F10 (4%) > HEPG2 (6%). Los resultados indican que las
células de rifion humano (HEK293) y de mono (VERO) fueron las méas susceptibles y las de
higado humano (HEPG2) las menos.

2) Valores de CCso indicando grado de citotoxicidad (criterios de Cos et al, 2006; Ferraz et al,
2013): baja, 351 — 500 pg/mL; media, 201 — 350 pg/mL; alta, 100 — 200 pg/mL; muy alta, <
100 pg/mL. Cuanto mayor el porcentaje de AEs con valores CCso < 100 pg/mL mayor la
susceptibilidad de la linea celular. EI orden de mayor a menor fue el siguiente (Figura 4):
tratamiento a, BI6F10 (16%) > VERO (14%) > HEK293 (2%) ~ HEPG2 (2%); tratamiento d,
VERO (32%) > B16F10 (30%) > HEK293 (22%) > HEPG2 (18%). Los resultados indican que
las células de rifion de mono (VERO) fueron las mas susceptibles y las de higado humano

(HEPGZ2) las menos.
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Figura 3.Susceptibilidad de las lineas celulares al tratamiento con AEs segln curva dosis—respuesta.
Cuanto menor el porcentaje de curvas 2b mayor la susceptibilidad de la linea celular. Tratamiento (a) antes
y (d) después de la proliferacion celular. HEK293, HEPG2, células humanas de rifién e higado,
respectivamente. VERO, B1610: células de rifién de mono y piel de ratdn, respectivamente.
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Figura 4. Susceptibilidad de las lineas celulares al tratamiento con los AEs segun rango de CCsy.
Cuanto mayor porcentaje de AEs con valores < 100 pug/mL mayor la susceptibilidad. Tratamiento (a) antes
y (d) después de la proliferacién celular. HEK293, HEPG2, células humanas de rifion e higado,
respectivamente. VERO, B1610: células de rifidn de mono y piel de ratdn, respectivamente.

Jerarquizacion de la actividad citotoxica:

Actualmente no se cuenta con un valor numeérico que refleje el grado de citotoxicidad de una

muestra de planta acorde con resultados del ensayo del MTT. En consecuencia, se usé una



42
ESTUDIO DE ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE ACEITES ESENCIALES

estrategia de jerarquizacion para generar ese valor el cual se denomind indicador de
citotoxicidad (IC). Para esto se uso el siguiente algoritmo:

e Ponderacion por puntos de las lineas celulares. Méas puntos para células de origen humano
por ser de mayor interés toxicologico y mas para las de higado por resultar las mas
resistentes. De las animales, mas puntos para las de raton por resultar las mas resistentes.
La ponderacion (P) fue de la siguiente manera: HEPG2, 40; HEK293, 20; B16F10, 30;
VERO, 10.

e Jerarquizacién por condicidn experimental (una linea celular y un tratamiento): con cada
AE se aplicé la formula: JPi = (CCsox r/ CM) x P, donde r = 5 como referente comun,
CM es la concentracion méaxima del AE y P es el valor de ponderacion de la linea celular.

e Célculo del IC: sumatoria de valores de JPi (8 condiciones experimentales: 4 lineas x 2

tratamientos).

Perfiles de citotoxicidad:

Los valores IC se ordenaron de mayor a menor y se obtuvieron los perfiles de citotoxicidad de
las muestras en el panel de células (Figura5ayb). IC >5, entre 4.9 - 3.5 y < 3.5 se consideraron,
respectivamente, baja, media y alta citotoxicidad. Valores IC correspondieron con valores de
CCsode > 250 pg/mL, 150 - 250 pg/mL y < 150 pug/mL, respectivamente, en la mayoria de las
condiciones experimentales. De las 50 muestras analizadas, 12 (24%) presentaron perfil de
citotoxicidad baja, 17 (34%) media y 21 (42%) alta. Con muestras de la misma planta, la

citotoxicidad fue distinta o similar: Lippia origanoides, baja (n = 3 muestras) y alta (n = 2
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muestras); Ageratina popayanensis, Turnera diffusa y Wedelia calycina una baja y otra alta;

con Calycolpus moritzianus y Tagetes caracasana fue similar.

HEK293 HEPG2 VERO B16F10

Planta Voucher
a d a d a d a d IC
Calycolpus moritzianus 578360 - 9,7
Eriope crassipes 578066 9,0
Psidium sartorianum 578359 89
Calycolpus moritzianus 578360 8,3
Wedelia calycina 578353 6,5
Satureja viminea 5664490 6,4
Salvia oficinalis 555844 6,2
Lippia micromera 578971 - 6,2
Piper holtonii 582357 6,2
Piper medium 583068 5,8
Zornia brasiliensis 582604 5,3
Cymbopogon nardus 578357 5,2
Lippia origanoides 582590 4,9
Wedelia calycina 583011 4,9
Ageratina popayanensis 582600 49
Lippia origanoides 587105 - 4,7
Piper cumanense 578077 4,7
Piper dilatatifolium 578975 - 4.4
Piper marginatum 578365 - 4.4
Piper aduncum 587136 4,4
Lippia origanoides 587107 41
Turnera diffusa 578361 4,1
Cordia curassavica 550446 . - 4,0
Turnera diffusa 578361 3,9 CCs: pgimL
Baccharis decussata 582606 3,8
Cymbaopogon martinii 587116 - 3,8 3513500
Elaphandra quinquenervis 587004 3,8 201 -350
Lantana cf. canescens 587108 3,6 100 - 200
Hyptis brachiata 582531 - 35 20-99

Figura 5a. Perfiles de los AEs de baja y media citotoxicidad. Las muestras se organizaron de menor a
mayor citotoxicidad con base en los valores del indice citotoxicidad (IC) derivados de valores de CCso.
Cuanto mayor la intensidad del color mayor citotoxicidad. Lineas celulares de rifion (HEK293 y VERO),
higado (HEPG2) y piel (B16F10) tratadas (a) antes y (d) después de la proliferacion.
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HEK293 HEPG2 VERO B16F10

Planta Voucher
a d a d a d a d IC
Turnera diffusa 578361 B
Senecio sp. 587133 33
Lantana colombiana 582328 . 33
Piper eriopodon 578364 . 31
Ageratina aff. popayanensis 579422 - - 31
Chromolaena odorata 583919 - 31
Ageratina popayanensis 582607 29
Protium heptaphyllum 582595 29
Tagetes caracasana 579244 - 28
Piper subflavum var. Espejuelanum 578976 28
Wedelia cf. stuebelii 587093 28
Dalea sp Estéril - 26
Baccharis trinervis 587092 25
Salvia aratocensis 517740 25
Lippia origanoides 587104 25
Swinglea glutinosa 521530 23
Lippia graveolens 555839 2,2 CCso: pg/mL
Austroepatorium inulaefolium 587130 2,1 351 -500
Lippia alba (citral) 512272 1,7 201 -350
Lippia origanoides 587106 1,7 100 - 200
Tagetes caracasana 587125 15 20-99

Figura 5b. Perfiles de los AEs de alta citotoxicidad. Las muestras se organizaron de mayor a menor
citotoxicidad con base en los valores del indice citotoxicidad (IC) derivados de valores de CCso. Cuanto
mayor la intensidad del color mayor citotoxicidad. Lineas celulares de rifion (HEK293 y VERO), higado
(HEPG2) y piel (B16F10) tratadas (a) antes y (d) después de la proliferacion.
Para evaluar si la citotoxicidad por MTT varia en otro ensayo, 7 AEs con perfiles bajo, medio
y alto se analizaron en el ensayo de rojo neutro sobre la linea celular mas susceptible (VERO).
Este ensayo evalua la integridad de la membrana celular mientras que el del MTT la actividad
de una enzima (Weyermann et al., 2005). Se compararon entre si los valores de CCso Yy se
consideraron similares cuando indicaron el mismo perfil de citotoxicidad (Tabla 2). Los AEs

de Ageratina popayanensis y Tagetes caracasana presentaron el mismo perfil pero fue

discordante con los otros: medio vs. alto para Calycolpus moritzianus, Piper subflavium var.
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Esp y Cordia curassavica; y bajo vs. alto para Calycolpus moritzianus y Psidium sartorianum.

Estos resultados sugieren que el AE puede afectar un parametro especifico de la viabilidad

celular o varios de ellos.

Tabla 2. Perfil de citotoxicidad de AEs segun valores de CCspen dos ensayos.

AE: planta Voucher: Rojoneutro  MTT Perfil
COL

Tagetes caracasana 579244 <50.0 56 +£19.4 Alto
Ageratina popayanensis 582607 84 +47.8 112 +£48.1 Alto
Calycolpus moritzianus 578360 109 £51.9 216 +43.8 Discordante
P. subflavum var. Esp. 57896 157 +£152.0 86+59.4 Discordante
Cordia curassavica 559446 52+ 719 155 £ 55.6 Discordante
Calycolpus moritzianus 578360 <50.0 > 500.0 Discordante
Psidium sartorianum 578359 <50.0 488 £ 97.1 Discordante

Células VERO se trataron después de la proliferacion con AE (500, 400, 300, 200, 100 y
50 pg/mL) durante 72 h. La viabilidad se determind por los dos métodos. Datos de CCso
en pg/mL y son el promedio dos experimentos independientes por duplicado. Perfil segtn
el ensayo del MTT como se describe en el texto. Discordante: medio vs. bajo 0 bajo vs.

alto.

4.2 Actividad antiviral

Se evaluaron 24 AEs con perfiles de citotoxicidad baja y media (Figura 5a) siguiendo el protocolo

guiado que se detallé en metodologia (Figura 1). Las muestras se analizaron para actividad sobre

VDENS-1 a concentracion de 30 y 100 pg/mL en el ensayo de proteccion y valores de PP >30% se

consideraron relevantes (Figura 6). El 62.5% (n = 15) de las muestras presentaron actividad

relevante (PP: 30 - 49%) a 100 pg/mL y de estas, Cordia curassavica, Piper marginatum, Psidium

sartorianum y Turnera diffusa también a 30 pg/mL. AEs de Piper holtonii, otra muestra de

Turnera diffusa, Baccharis decusata, Calycolpus moritzianus, Wedelia calycina, Ageratina
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popayanensis, Ageratina aff popanayensis, Piper dilatafolium, Piper medium e Hyptis brachiata

resultaron activos solo a 100 pg/mL. Los restantes 9 AEs se consideraron inactivos (PP < 30% a

100 pg/mL)
Voucher

Proteccion: % Al COL:
250 - Cordia curassavica 559446
30-49 Piper marginatum 578365
<30 Psidium sartorianum 578359
Turnera diffusa 578361

Turnera diffusa 578361

Ageratina popayanensis 582600

Tagetes caracasana 559441

Hyptis brachiata 582531

Piper holtonii 582357

Lippia origanoides 587105

Lippia origanoides 587107

Baccharis decussata 582606

Calycolpus moritzianus 578360

Wedelia calycina 583911

Ageratina aff. popayanensis 579422

Piper dilatatifolium 578975

Piper medium 583968

Lippia origanoides 582599

Wedelia calycina 578353

Lippia micromera 578971

Piper aduncum 587136

Zornia brasiliensis 582604

Piper cumanense 578977

Calycolpus moritzianus 578360

pg/mL:
30 100

Cordia curassavica

& Piper marginatum

Hyptis brachiata

No tratado

No virus - No tratado
100% proteccion

Figura 6. Actividad antiviral de AEs sobre VDEN-1 evaluada en ensayos de proteccion. Virus (MOI

de 0.3) se adsorbhio

la célula en presencia de AE a las concentraciones mostradas. Detalles del

procedimiento se describen en Metodologia. Los AEs se presentan ordenados desde el més al menos
activo en base al porcentaje de proteccion a concentracion de 30 pg/mL. Se presentan fotografias
representativas de monocapas celulares infectadas con VDEN tratadas y no tratadas con AE que se

usaron para anélisis con el software ImageJ.
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En el descubrimiento de medicamentos para el dengue se espera que la fuente primaria presente
actividad relevante sobre los cuatro serotipos del VDEN. Los AEs de Cordia curassavica, Piper
marginatum, Psidium sartorianum y Turnera diffusa se analizaron en el ensayo de reduccion
de NS1 usando cepas virales serotipos 1, 2 y 4. Los AEs de Cordia curassavica y Psidium
sartorianum presentaron valores de Clso < 44 pg/mL para dos de los tres serotipos, mientras
que los otros AEs inhibieron solo VDEN-4 y a concentracion < 50 pg/mL (Tabla 3, Figura 7).

En todos los casos, los valores de Clso fueron menores a la CCsp resultando en IS de 1.4 y 14.3.

El AE de Cordia curassavica se selecciond para confirmar actividad antiviral en el ensayo
ELISA in situ (Figura 8). Se observo efecto inhibitorio sobre los cuatro serotipos a Clso entre
18 y 25 pg/mL e IS entre 6 y 9 (Tabla 4). EI AE de Psidium sartorianum se evalué a
concentraciones no-citotoxicas (1.5 y 10 pug/mL) y no se observé reduccion de la replicacion

viral a la maxima concentracion (DO: 1.798 vs 1.729 del control).

Tabla 3. Actividad antiviral de AEs sobre serotipos del VDEN evaluada en ensayos de
reduccion de NS1.

AE: planta CCoso: VDEN-1: VDEN-2: VDEN-4:

' ug/mL Clso (1S) Clso (1S) Clso (IS)
Cordia curassavica 106.2 70+144 (1.5 38+16.8(28) 10+1.5(10.6)
Psidium sartorianum 500.0 44 +0.8(11.3) 98+13.9(5.1) 35%13.6(14.3)
Turnera diffusa 100.9 60+17.0(1.7) * 37+£11.6 (2.7)
Piper marginatum 66.1 > 50* * 36 + 10.8 (1.8)

Datos de Clso derivados de curvas dosis — respuesta expresada en pg/mL. IS: indice de
selectividad = CCso / Clso. Valores de Clso<30 pg/mL e IS >4.0 indican actividad relevante.
Los resultados son promedio de tres experimentos realizados por duplicado + DS.*: no
calculada: no se observo reduccion de NS1 a la mayor concentracion usada en el ensayo (100

pg/mL).
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Figura 7. Efecto inhibitorio de los AEs de Cordia curassavica y Psidium sartorianum sobre serotipos
del VDEN en ensayos de reduccion de NS1. Se representan actividad dependiente de la concentracion
para estimar los valores Clso de la Tabla 3. Control (no-tratado): 56.4 £+ 15.8 unidades de NS1

Tabla 4. Actividad antiviral del AE de Cordia curassavica
sobre serotipos del VDEN en ensayos del ELISA in situ.

Serotipo Clso: pg/mL IS: CCso/ Clso
VDEN-1 26 +6.1 6.0
VDEN-2 24 +4.3 6.4
VDEN-3 18+ 3.4 8.6
VDEN-4 26 + 8.3 6.0

CCso: 155.1 pg/mL. Datos de Clso derivados de curvas dosis-
respuesta de dos ensayos independientes por triplicado. VValores
de Clso<30 pg/mL e IS >4.0 indican actividad relevante.
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Figura 8 Actividad antiviral del AE de Cordia curassavica sobre serotipos del VDEN en el
ensayo ELISA in situ. Se presenta el porcentaje de reduccion de la replicacién viral con respecto
al control (100%: DO > 1.0) a las concentraciones mostradas del AE. Los resultados son promedio
+ DS de tres experimentos realizados por duplicado.

4.3 Actividad sobre TNF-a e IL-8:

Con el fin de conocer el potencial de los AEs de Cordia curassavica, Piper marginatum, Psidium
sartorianum y Turnera diffusa para aminorar la produccion de TNF-a e IL-8, se us6 un ensayo
con células humanas de sangre periférica estimuladas con LPS (Figura 9). Cordia curassavica y
Piper marginatum inhibieron, respectivamente, 85.5% (1640 vs 213; p = 0.006) y 96.2% (1640 vs
68I; p = 0.003) la concentracion de TNF-o en el sobrenadante del cultivo. Con los dos AEs la
inhibicion fue mayor comparada con el medicamento de referencia dexametazona (71.8%, p =
0.019). Con respecto a IL-8, se observo inhibicion cercana a 100% en contraste con dexametazona

que fue 51.2% (Figura 9); no obstante, la diferencia con respecto al control no fue significante
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(14284 vs 281=0.114 para Cordia curassavica) posiblemente debido a la baja reproducibilidad de

los ensayos (reflejada en amplia desviacion estandar).

TNF-a IL-8
2500 25000
2000 20000
—

£ 1500 £ 15000

S~ ~

P ?
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500 * ®% 5000

£33
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Control  DXT Pm Td Cc Ps

Células  DXT Pm Td Cc Ps o LPS

+LPS

Figura 9. Efecto inhibitorio de AEs sobre la secreciéon de TNF-a. e IL-8 por mononucleares de sangre
periférica. Células estimuladas con LPS se trataron 24 h con AE (30 pg/mL) y la concentracion de
citoquina se cuantificé por ELISA. Células tratadas con el farmaco de referencia (dexametazona: DTX) se
incluyeron como controles. AEs: Pm, Piper marginatum; Td, Turnera difusa; Cc, Cordia curassavica; Ps,
Psidium sartorianum. ***: p<0,0001, **: p 0,01 — 0,001, *: p 0,01 — 0,05 (ANOVA, Tukey).

4.4 Efecto sensibilizante:

Para conocer si los AEs poseen actividad sensibilizante para dermatitis por contacto, las cuatro
muestras activas sobre VDEN se analizaron en el ensayo de THP-1 / IL-8. Inicialmente se
determing la concentracion de cada AE que reduce la viabilidad del cultivo celular en 30% (CCao).
Esta concentracion se considera no-toxica pero estimula la célula a producir 1L-8 si el compuesto

tiene efecto sensibilizante (Nukada et al., 2008; Mitjans et al., 2010). La Tabla 5 presenta los

valores de CCzo para cada AE.
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Tabla 5. Valores de concentracion citotoxica 30 (CCzo) de AEs sobre
monocitos humanos (linea celular THP-1).

AE: planta Voucher CCso pg/mL
Cordia curassavica COL559446 77 +£80.7
Psidium sartorianum COL578359 124 +58.7
Piper marginatum COL578365 <50.0
Turnera diffusa COL578361 <50.0

Valores derivados de curvas dosis-respuesta en ensayos del MTT.
Células en placa de 96-pozos se cultivaron en medio que contenia AE
(500, 400, 300, 200, 100, 50 pg/mL) por 24 h Los datos son el promedio
* DS de tres experimentos independientes hechos por duplicado.

Optimizacion del ensayo TPH-1/ IL-8:

Se usaron compuestos de referencia con efecto sensibilizante de distinto grado (Nukada et al.,
2008; Parise et al., 2015): fuerte, 2-aminofenol - AM y Glutaraldehido - GLU; moderado,
isoeugenol — 1SO; débil, eugenol - EU. Como control negativo (sin actividad) se incluyo
glicerina (GLI) y como control positivo LPS (inductor de 1L-8). Se hicieron experimentos para
establecer el tiempo de exposicién tratando las células 8, 12 y 24 h (FiguralQ): se detectd
incremento de IL-8 en todos los tiempos en las células tratadas con LPS siendo notoriamente
mayor a las 24 h; no se detect6 incremento con GLI incluso a concentracion tan alta como 2000
pg/mL. El tratamiento con AM causé incremento significativo de 1L-8 en todos los tiempos
pero fue mayor a las 24 h (p = 0.022, 0.014 y 0.0003 para 8, 12 y 24 h, respectivamente). Los
tratamientos con GLU, ISO y EU no causaron el incremento esperado de IL-8. Con base en
estos resultados, se adopt6 24 h como tiempo de tratamiento y se seleccion6 el AM como control

positivo.
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Figura 10. Induccién de IL-8 por compuestos sensibilizantes en monocitos humanos (THP-1). Las
células (5 X 10%mL) se sembraron en placas de 24 pozos en medio que contenia compuesto (CCso) y a los
tiempos mostrados se determind la concentracion de IL-8 en el medio de cultivo usando un estuche del
ELISA. AM, 2-aminofenol; EU, eugenol; 1SO, isoeugenol; GLU, glutaraldehido. Glicerina (GLI) y
lipopolisacarido bacteriano (LPS) se usaron como control negativo y positivo respectivamente. NT, células
no-tratadas. Los resultados son promedio de dos experimentos independientes por duplicado. (***) p <
0.0001, (**) p: 0.01 —0.001, (*) p: 0.01 — 0.05 (ANOVA, Turkey).

Actividad sensibilizante de los AEs:

Los cuatro AEs que presentaron actividad sobre el VDEN fueron evaluados a CCzo (Tabla 6).
So6lo el AE de Piper marginatum incrementd (p: 0.03) tres veces la secrecion de IL-8 respecto
al control (células no tratadas), sugiriendo posible efecto sensibilizante a DAC por aplicacion
topica. EI AE de Cordia Curasavica incrementd 2 veces IL-8 pero la diferencia no fue
significante (p = 0.36). Con los AEs de Psidium sartorianum y Turnera diffusa no se observo

incremento.
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Tabla 6. Efecto sensibilizante de los AEs activos sobre VDEN evaluado en ensayos

THP-1/IL-8.

AEs: IL-8: pg/mL P

Cordia curassavica 276 + 105 0.36*

Piper marginatum 420 +10.0 0.03*
Psidium sartorianum 401 + 325.1 0.89**
Turnera diffusa 551 + 322.3 0.99**
Controles: ensayo 1/ ensayo 2

Sin tratamiento 142 +4.2/692 £ 171

2-aminofenol 510+ 71.0/1158 + 208.7 0.007 /0.58
LPS bacteriano 549 +76.7/1044 +£227,1 0.004/0.97

Controles: se presentan valores promedios los dos ensayos independientes. Valor de
significancia (P) por ANOVA - post hoc Turkey: *: comparado con el control (sin
tratamiento) del ensayo 1. **: Comparado con el control del ensayo 2.
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5. DISCUSION

El dengue afecta cerca de 390 millones de personas alrededor del mundo y a la fecha no se cuenta
con un antiviral para tratamiento farmacoldgico eficaz. Aunque en las Gltimas décadas se
descubrieron decenas de inhibidores sintéticos del virus, ninguno presenté la eficacia protectora
esperada cuando se evalud en animales 0 humanos (Beesetti et al., 2014 y 2016). Asi, se requiere
encontrar nuevas fuentes de compuestos y los derivados de plantas son una de ellas (Abd Kadir et
al., 2013; Ngo et al., 2014). Al menos 50% de los medicamentos licenciados para tratamiendo de
otras enfermedades estan basados en compuestos encontrados en una planta medicinal (Atanasov
et al., 2015). El contexto descrito constituy6 la base racional del presente estudio. Se sigui6 un
protocolo guiado hacia identificar plantas de Colombia cuyo AE presente actividades bioldgicas

para ser considerado fuente primaria para descubrimiento de medicamentos para el dengue.

La citotoxicidad es un parametro usado para seleccionar fuentes primarias para descubrimiento
de farmacos; se considera que refleja, en medida aceptable, la tendencia de una muestra a
producir efectos toxicos en el humano (Xia et al., 2008). Aun no hay acuerdo sobre el indicador
para categorizar la citotoxicidad observada con el ensayo del MTT y esto en parte se debe a
variaciones del procedimiento técnico como célula empleada y forma de tratamiento (Tonder
et al.,2015; Velandia et al., 2016). Con material vegetal se ha propuesto que valores de CCsg <
100 ug/mL, sugieren alta citotoxicidad (Cos et al., 2006). En este estudio se generaron perfiles

de citotoxidad en base a valores de CCso en un panel de ensayos del MTT vy la estrategia sirvio
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para seleccionar las muestras menos citotoxicas. Esta estrategia podria considerarse confiable
dado que: los perfiles no variaron notoriamente al cambiar valores de ponderacion de la linea
celular o tratamiento (datos no mostrados) y el resultado con algunos AEs fue similar al
reportado en estudios por otros. Por ejemplo, el AE de Calycolpus moritzianus resultd de baja
citotoxicidad y asi reportaron Yarfiez et al (2009) con 40 muestras de esta misma planta; el de
Tagetes caracasana resultd de alta citotoxicidad concordante con su reconocida actividad como

anti-proliferante de células cancerosas (Ayyadurai et al., 2013; Singh et al., 2016).

Es conocido que la citotoxicidad del AE depende de su composicion quimica y que ésta varia
entre muestras de la misma planta (Sarrazin et al., 2015). Terpenos como p-cimeno, timol,
geraniol, carvacrol y B-felandreno son componentes mayoritarios del AE de Lippia origanoides
de Colombia (Stashenko et al., 2013). En este estudio, los AEs de esta planta presentaron
distinto perfil de citotoxicidad (bajo, medio o alto) y esto podria explicarse por concentracion
distinta de componentes como timol y carvacrol. Garcia et al (2006) y Maisanaba et al (2015)
reportaron baja citotoxicidad del AE con alto contenido de timol; y estos mismos autores y
Cabello et al (2014) reportaron alta citotoxicidad del AE con alto contenido de carvacrol. El
ocimeno y tagenona son componentes mayoritarios del AE de Tagetes caracasana que fue el

mas citotoxico en este estudio (Armas et al., 2012).

En el descubrimiento de un medicamento para el dengue se espera que una fuente primaria

(quimica o natural) posea efecto inhibitorio sobre los cuatro serotipos con la misma potencia.
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De otra parte, se considera que un inhibidor sintético tiene potencial antiviral si disminuye al
menos 50% la concentracion de virus en sangre (Beesetti et al., 2016). De los 24 AEs
analizados, los de Cordia curassavica, Turnera diffusa, Pisidum sartorianun y Piper
marginatum presentaron actividad anti-VDEN relevante (Clsop < 30 pg/mL e IS > 4); sin
embargo, Cordia curassavica fue el Unico con actividad sobre los cuatro serotipos. En México
y Brasil, infusiones de estas plantas se usan para tratar distintas dolencias y en varios estudios
se ha demostrado que extractos o AEs de estas plantas poseen actividad antibacteriana,
antimicotica antiinflamatoria y analgésica (Andrade et al., 2008; Bezerra et al., 2016; D’ Angelo
et al., 1997; De Carvalho et al., 2004; Delgado-Vargas et al., 2006; Passos et al., 2007;
Szewczyk & Zidorn, 2014). Estas plantas no estan listadas en el Vademecum Colombiano de
Plantas Medicinales (Ministerio de salud y Proteccién Social de colombia, 2008). No obstante,
de Cordia curassavica y Turnera diffusa se reporta uso medicinal; de Psidium sartorianum y
Piper marginatum no se encontrd informacion documentada pero si de otras especies de los
mismos géneros (Bernal et al., 2011). Luego de revisar varias bases de datos no se encontraron
publicaciones reportando efecto anti-VDEN del AE o el extracto de estas especies crecidas en

Colombia.

La produccion exacerbada de citoquinas pro-inflamatorias se considera un factor de riesgo para
dengue severo (Byron et al., 2009; Guzman et al., 2016) y un medicamento que aminore esta
produccidn es una alternativa de tratamiento. EI AE de Cordia curassavica inhibié al menos

80% la secrecion de TNF-a e IL-8 en células MNSP y no indujo la secrecion de 1L-8 en el
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ensayo con celulas THP-1. Estos hallazgos sugieren que el AE tiene efecto modulador de
citoquinas pero no efecto sensibilizante para dermatitis alérgica de contacto. Varios estudios
reportan el efecto inhibitorio in vitro del extracto de Cordia sobre TNF-a y otras citoquinas
pro-inflamatorias (Fernandes et al., 2007; Medeiros et al., 2007; Pimentel et al., 2012); el AE
de la planta es el componente mayoritario de la crema Acheflan producida en Brasil y que se
usa para tratamiento de inflamaciones localizadas (Dutra et al., 2016; Passos et al., 2007). Los
resultados de este y los otros estudios animan a realizar estudios sobre eficacia clinica del AE
de Cordia curassavica para tratamiento el exantema y prurito que sufren los pacientes con
dengue, estos sintomas resultan de la respuesta inmune exacerbada (Guzman et al., 2016;

Malavige et al., 2012).

El modo de accion del AE de Cordia curassavica podria inferirse de los tipos de ensayos usados
en este estudio para evaluar actividad antiviral. En el de proteccion, la presencia del AE al
momento de adsorber el virus a la célula redujo la muerte celular y esto refleja afectacion de la
infectividad del virus. La afectacion podria deberse a que el AE ocupa los receptores celulares
a los cuales el virus se liga y/o enmascara la envoltura viral impidiendo que se fusione con la
membrana de la célula para internalizacién en el citoplasma. Varios estudios respaldan este
supuesto (Bakkali ket al., 2008; Edris, 2007; Garcia et al., 2010) y este modo de accion se pudo
concluir en un estudio previo del grupo con AE de Lippia alba (Ocazionez et al., 2010). Los
resultados de los ensayos de reduccion de NS1 y ELISA in situ sugieren que el AE podria

ademas interrumpir eventos tempranos del ciclo viral. Esto se deduce porque cuando el
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tratamiento se realiz6 después de la adsorcion del virus se disminuyé notoriamente la secrecion
de antigeno viral y la proporcion de células infectadas. No se realizaron experimentos de adicion
del AE en tiempos distintos después de la adsorcidn del virus; asi, no se puede inferir cuél o
cudles etapas del ciclo viral podrian ser bloqueadas en presencia del AE.

La actividad bioldgica de los AEs podria depender de la presencia de terpenos que generalmente
son sus mayores constituyentes. La caracterizacion quimica del AE de Cordia curassavica
usado en el estudio fue realizada por investigadores del grupo CIBIMOL de la UIS. El B
cariofileno, a- y B- pineno, a- copaeno, germacreno D, entre otros, se encontraron entre los
componentes mayoritarios (manuscrito sometido para publicacion). En un trabajo reciente de
nuestro grupo se encontré que el B-cariofileno inhibe los cuatro serotipos del VDEN vy la
produccion de IL-8 en hepatocitos humanos infectados (Pajaro et al. 2015; Flechas &
Ocazionez, 2015). Se ha demostrado que este terpeno puede interrumpir la via de sefializacion
celular de la proteina NF-Kb, esta via conduce a la expresion de citoquinas pro-inflamatorias
(Kim et al., 2014). Se requieren estudios para evaluar el papel de otros componentes del AE en
la actividad antiviral y en la respuesta de citoquinas pro-inflamatorias inducidas por la infeccién

con el VDEN.

Los AEs de Piper marginatum, Turnera difussa, Psidium sartorianum presentaron efecto
inhibitorio sobre VDEN; y probablemente se deba a que contienen B-cariofileno (Alcaraz et al.,
2004; Andrade et al., 2008; Biegelmeyer et al., 2011; D’Angelo et al., 1997). La menor

actividad de estos AE comparada con Cordia curassavica puede deberse a la composicion
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quimica distinta con presencia de compuestos con menor actividad antiviral y/o antagonismo.
Ademas, las diferencias estructurales y biologicas de los serotipos del VDEN podrian
determinar que los AEs inhibieron el serotipo 1 pero no los otros. Sélo el AE de Piper
marginatum inhibi6 TNF-a e IL-8 y con la misma potencia como Cordia curassavica
sugiriendo que posee actividad anti-inflamtoria, como ha sido previamente reportado

(D’Angelo et al., 1997).

Los resultados de este estudio confirman el potencial de AEs de plantas de Colombia como
fuentes primarias para el descubrimiento de medicamentos. Por primera vez se identifica
Cordia curassavica como una planta que podria seleccionarse para invetigaciones futuras
enfocadas al descubrimiento de productos naturales para aliviar sintomas del dengue y como
fuente de compuestos base para el descubrimiento del antiviral. Se requiere mas estudio del
potencial farmacoldgico del AE de esta planta y de otras que frecumentemente usan los

Colombianos para tratar los sintomas del dengue.
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6. CONCLUSIONES

Se identificaron cuatro plantas cuyo AE puede servir como fuente primaria para el descubrimiento
de un farmaco o una medicina natural para tratamiento del dengue. ElI AE de Cordia curassavica
presentd la mayor actividad relevante in vitro: i) antiviral, sobre todos los serotipos del VDEN
(Clsp < 30ug/mL e IS > 4.0) con reduccion de proteina NS1 en célula hepatica humana y de
replicacion del virus en células de rifidn de mono; ii) anti-inflamatoria, sobre monocitos humanos
con reduccion (> 75%) en la produccidn de citoquinas (TNF-a e IL-8) con papel en la patogénesis
del dengue. Los AEs de Psidium sartorianum, Piper marginatum y Turnera diffusa presentaron
actividad relevante sobre al menos un serotipo del VDEN vy redujeron las citoquinas pro-

inflamatorias.

Los resultados sugieren que AEs con actividad relevante sobre la infeccion celular por VDEN
(Cordia curassavica y Psidium sartoriarum) podrian ser inocuos para la salud humana. In vitro,
no afectaron notoriamente la viabilidad de células humanas y animales (CCso > 100 pg/mL para
la mayoria de células) ni estimularon la produccién de IL-8 por monocitos humanos (indicador

de sensibilizacion a dermatitis de contacto).

Los AEs se diferenciaron con respecto a citotoxicidad. Los de Calycolpus moritzuanus, Eriope
crassipes y Psidium sartorianum no afectaron la viabilidad de células humanas a concentracion

alta (> 100 pg/mL) y por esto podrian ser seleccionados para investigaciones futuras enfocadas
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al descubrimiento de medicamentos para enfermedades infecciosas. Al contrario, los AE de
Tagetes Caracasana, Lippia origanoides y Lippa alba quimiotipo citral, afectaron notoriamente
la viabilidad de células cancerosas convirtiendolos en candidatos para investigacion de

medicamentos para el cancer.

Los hallazgos de este estudio demuestran que las plantas medicinales y aromaticas de Colombia
analizadas, merecen ser tenidas en cuenta para la produccion de medicamentos naturales y la
investigacion de farmacos sintéticos. Se requieren ensayos pre-clinicos para confirmar los

resultados de los AEs que inhibieron la infeccion por VDEN.
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APENDICES

Tabla 1 Suplementaria: Valores de CC50 de aceites esenciales sobre células humanas en

ensayos del MTT.

Planta Voucher HEK?293: a/d HEPG2: a/d
Ageratina aff. Popayanensis 579422 218 +70,3/99+£38,1 199+575/88+45,7
(Hieron.) R.MKing &

H.Rob.

Ageratina 582607 144 +49,7/158 +48,4 117 +51,3/119+49,9
popayanensis(Hieron.)

R.M.King & H.Raob.

Ageratina popayanensis 582600 261 £68,1/347 +50,1 302+ 46,7 /285 +68,3
(Hieron.) R.M. King & H.

Rob

Austroepatorium 587130 184+61,7/50 139+54,9/120+48,4
inulaefolium (Kunth) R.M.

King & H. Rob.

Baccharis decussata (Klatt) 582606 217 £ 47,6 /213 +44,5 268 £51,5/221
Hieron 45,6
Baccharis trinervis Pers. 587092 189 +62,9/101+£88,5 161 +50,0/122+50,0
Chromolaena odorata (L.) 583919 135+56,8/147 +48,3 210+ 40,6/166 +48,8
R.M. King & H. Rob.

Elaphandra quinquenervis 587094 246 £56,1/139+ 232+58,2/179+47,6
(S.F Blake) H. Rob. 68,1

Senecio sp. 587133 192 +58,3/159+ 61,6 140+52,0/178+45,1
Tagetes caracasana Kunth 587125 50/50 120+63,3/95+60,3
Tagetes caracasana Kunth 579244 213 +78,6/99 £ 38,2 300/98 + 38,2
Wedelia calycina Rich. 578353 500/229 £57,4 300/225+75,0
Wedelia calycina Rich. 583911 254 +54,9/194 £40,2 272+47,6/284+49,9
Wedelia cf. stuebelii 587093 132+75,6/106 £84,5 140+£51,9/151+47,4
Cordia curassavica (Jacq.) 559446 281 +£89,3/99 +47,3 300/ 106 + 46,0
Roem. & Schult.

Protium 582595 188 +52,2/154+54,6 149+525/132+45,9
heptaphyllum(Aubl.)

Marchand

Dalea sp Estéril 171+47,3/100£56,1 171+46,6/144+45,1
Zornia brasiliensis VVogel. 582604 222 £ 45,6 /378 + 81,3 208 £51,6/423 =

110,9
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Tabla 1 Suplementaria: continuacion

Planta Voucher HEK?293: a/d HEPG2: a/d

Eriope crassipes Benth. 578966 474 +110,4 /280 + 59,4 494 + 236,0/ 500

Hyptis brachiata Briq. 582531 156 +43,8/213 £55,9 176 £43,7 /224 + 55,2

Salvia aratocensis (J.R.I. Wood 517740 150 £58,4/ 124 + 49,4 117 +£49,2/142 +439

& Harley) Fern. Alonso

Salvia oficinalis L 555844 371+91,9/225+47,2 331+73,3/332+545

Satureja viminea 566449 344 +99,2/217+719 387 +106 /500

Calycolpus moritzianus 578360 500/ 485 +122,8 300/4912 +112,6

(O.Berg) Burret

Calycolpus moritzianus 578360 296 +65,1/297 £ 46,9 415+55/411+589

(O.Berg) Burret

Psidium sartorianum (O. Berg) 578359 500/381+103,4 300 /500

Nied.

Piper aduncum L. 587136 179 +69,9/120 + 65,5 261 +58,9/282 +67,1

Piper cumanense Kunth. 578977 225 + 48,7/ 337 + 66,9 287 +52,0/149+ 73,2

Piper dilatatifolium Trel. & 578975 294 + 75,0/ 158 £ 55,3 168 +59,6 /103 + 60,5

Yunck

Piper eriopodon (Mig.) C. DC 578364 176 + 48,9/ 200 + 50,1 166 £55,2+ 74+ 64,1

Piper holtonii C.DC. 582357 213 + 58,6/ 346 + 68,1 478 £ 73,3 /500

Piper marginatum Jacq. 578365 278 +84,2/137 +52,3 298 + 78,4 /66 + 56,0

Piper medium Jacq. 583968 221+526/364,8+82,2 377+62,2/365+63,2

Piper subflavum var. 578976 125 +62,1/159 £ 56,5 192 £56,5/119 + 55,7

Espejuelanum

Cymbopogon martinii (Roxb.) 587116 214 £57,4/ 108 + 67,7 248 £58,5/238 + 55,0

W.Watson

Cymbopogon  nardus  (L.) 578357 307 £68,1/179+£59,5 256 +49,8/361 +57,8

Rendle

Swinglea glutinosa Merr. 521530 123 +£86,2/60 + 69,7 154 £ 60,4 /124 + 50,6

Turnera diffusa Willd. ex 578361 216 £58,1/184 + 41,7 235+44,0/ 262

Schult. 47,3

Turnera diffusa Willd. ex 578361 243 +93,2/92 + 27,2 261 +63,5/101 +

Schult. 36,0

Turnera diffusa Willd. ex 578361 143 + 60,9/ 152 + 46,2 199 +42,6/186 +

Schult. 58,4

Lantana cf. canescens Kunth 587108 214 +£59,9/188 + 58,7 134 +54,3/199 +
47,0

Lantana colombiana Lépez-Pal. 582328 221 +445/169 + 46,9 250+50,5/171
50,1

Lippia alba (citral) Mill. 512272 180 = 76,2/ 50 59+72,0/57+62,9

Lippia graveolens Kunth 555839 120 + 67,2/ 82 £ 55,7 114 +49,6/116

44,7
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Tabla 1 Suplementaria: continuacion

Planta Voucher HEK293: a/d HEPG2: a/d

Lippia micromera Schauer 578971 409 + 77,4 /185 + 56,8 300/98 £57,1
Lippia origanoides H.B.K 582599 186 + 46,7 /364 £ 96,5 193 +45,4 /383 +56,4
Lippia origanoides H.B.K 587105 233+549/213+41,2 254+46,3/229+574
Lippia origanoides H.B.K 587107 231+£49,9/152+56,2 257 +50,4/254+43,8
Lippia origanoides H.B.K 587104 111+£545/154+519 111+52,7/58,9 +64,9
Lippia origanoides H.B.K 587106 120 £55,6 /50 143 +48,8/56 + 69,0

Tabla 2 Suplementaria: Valores de CC50 de aceites esenciales sobre células de origen animal en

ensayos del MTT.

Planta Voucher B16F10: a/d VERO: a/d

Ageratina aff. Popayanensis 579422 113+62,0/80+37,0 239+55,0/152+54,3
(Hieron.) R.M.King & H.Rob.

Ageratina popayanensis 582607 153+42,2/123+485 135+49,7/112+48,1
(Hieron.) R.M.King & H.Rob.

Ageratina popayanensis 582600 245+38,6/114+496 225+57,6/131+449
(Hieron.) R.M. King & H. Rob

Austroepatorium inulaefolium 587130 123 +52,8/50 50/50
(Kunth) R.M. King & H. Rob.

Baccharis decussata (Klatt) 582606 162 +49,0/151+62,6 183+48,9/114+50,8
Hieron

Baccharis trinervis Pers. 587092 109 £59,4 /107 + 55,9 50/50
Chromolaena odorata (L.) R.M. 583919 155 +40,0/103 £ 60,9 126 +56,1/50
King & H. Rob.

Elaphandra quinquenervis (S.F 587094 165+47,3/152+47,4 157 +63,3/117 +64,0
Blake) H. Rob.

Senecio sp. 587133 159+478/112+51,1 114+60,3/134+62,8
Tagetes caracasana Kunth 587125 50/50 50/50
Tagetes caracasana Kunth 579244 27 +13,3/74+ 27,8 50,0/56 +19,4
Wedelia calycina Rich. 578353 174+61,4/196+£70,0 168+47,9/433+948
Wedelia calycina Rich. 583911 235+41,7/174+476 225+51,1/139+40,2
Wedelia cf. stuebelii 587093 65+60,6/140+495 126+66,5/118+57,4
Cordia curassavica (Jacq.) 559446 184 +£81,1/79+46,7 132+53,4/155+55,6
Roem. & Schult.

Protium heptaphyllum (Aubl.) 582595 152 +55,9/112 £ 65,8 117 £58,4 /50

Marchand
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Tabla 2 Suplementaria: continuacion

Planta Voucher B16F10: a/d VERO: a/d

Dalea sp Estéril 120 £ 48,6 / 96 + 55,6 83,7 £55,3/50
Zornia brasiliensis VVogel. 582604 234+61,6/188 +51,9 125+ 475/ 105+ 66,9
Eriope crassipes Benth. 578966 405 + 129,7 / 500 352 +116,4/ 241+ 73,4
Hyptis brachiata Briq. 582531 500/ 128 + 45,5 107 £45,9/41 + 99,3
Salvia aratocensis (J.R.I. 517740 164 +51,4 /50 129 +51,4/65 + 67,2
Wood & Harley) Fern.

Alonso

Salvia oficinalis L 555844 381 +59,1/324 + 80,8 213+101,7/113+74,6
Satureja viminea 566449 287 + 76,3/ 206 + 96,3 135+70,8/113+71,6
Calycolpus moritzianus 578360 40,2 +34,9/413 + 268,8 117 £ 49,4/ 500
(O.Berg) Burret

Calycolpus moritzianus 578360 406 +56,6 / 284 + 51,2 258 +59,2 /216 + 43,8
(O.Berg) Burret

Psidium sartorianum (O. 578359 152 + 105, 2/ 287 + 147,7 188 +47,4/489 +97,1
Berg) Nied.

Piper aduncum L. 587136 191 +49,9/ 156 +£ 53,2 166 +58,2 /192 + 60,3
Piper cumanense Kunth. 578977 153 £53,9/ 156 + 61,7 212 +53,9/130 + 53,9
Piper dilatatifolium Trel. & 578975 88+375/173+715 180 + 50,4 / 349 + 60,9
Yunck

Piper eriopodon (Mig.) C. 578364 157 +51,0/ 177 +53,1 189 +48,1/50
DC

Piper holtonii C.DC. 582357 257 +59,2 /208 £ 62,9 160 +67,5/117 £ 67,5
Piper marginatum Jacq. 578365 125 +384,3/ 154 /69,4 209 +48,5/283+67,4
Piper medium Jacqg. 583968 252 +70,7/285+59,4 199 +49,6 /122 £ 55,0
Piper  subflavum  var. 578976 131 +55,2/50 161 + 55,7 /86 + 59,4
Espejuelanum

Cymbopogon martinii 587116 162 £79,1/50 186 £ 60,9/188 + 52,5
(Roxb.) W.Watson

Cymbopogon nardus (L.) 578357 200 +£63,3/144+63,4 238 +£105,8 /203 + 65,5
Rendle

Swinglea glutinosa Merr. 521530 120 +67,4/109 £ 134,1 63+61,8/62+70,3
Turnera diffusa Willd. ex 578361 214 + 40,4/ 155 + 48,3 224+49,4/161+41,3
Schult.

Turnera diffusa Willd. ex 578361 43+18,5/114 +58,3 190 +46,0/ 327+ 77,8
Schult.

Turnera diffusa Willd. ex 578361 161 +41,2/84 £55,3 135+54,6/91 +£56,7

Schult.
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Tabla 2 Suplementaria: continuacion

Planta Voucher B16F10: a/d VERO: a/d
Lantana cf. canescens Kunth 587108 186 £45,6 /121 £ 49,5 130 +£62,0/ 137 £62,3
Lantana colombiana Lopez- 582328 159 +46,7 /146 + 64,6 157 £ 56,9/ 68 + 68
Pal.

Lippia alba (citral) Mill. 512272 68 +88,1/50 112+ 70,1 /107 £ 56,4
Lippia graveolens Kunth 555839 139+51,8/66+79,1 65 + 62,3 /103 £ 53,0
Lippia micromera Schauer 578971 460 +400,7 /161 + 70,2 234+515/481+77,1
Lippia origanoides H.B.K 582599 162 + 50,9/ 145+ 45,0 173 +42,3/128 £ 65,5
Lippia origanoides H.B.K 587105 190 +£42,6/ 75+ 50,6 183 +53,5/110 + 48,5
Lippia origanoides H.B.K 587107 150 £ 48,6/ 106 + 65,4 150 £ 53,3/ 157 + 47,9
Lippia origanoides H.B.K 587104 153 +43,0/ 140 +£58,3 137 +48,7/76 + 60,6
Lippia origanoides H.B.K 587106 59+ 70,3/50 135+ 54,2 /50
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