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RESUMEN

El virus del Herpes simple tipo 1 (VHS-1) infecta a humanos causando lesiones
epiteliales leves en la mayoria de los infectados, sin embargo, en pacientes
inmunocomprometidos se podrian desarrollar casos graves como encefelatis
herpética con compromiso de la vida. Se ha observado una mayor frecuencia de
aislamiento de cepas resistentes al tratamiento antiviral. Debido a ello es necesario el
desarrollo de nuevas fuentes de tratamiento, las especies vegetales constituyen
fuentes interesantes para la busqueda de nuevos farmacos. En este proyecto se evaluo
la actividad antiviral de 28 extractos metanolicos de plantas del Paraguay mediante
gPCR. Se determind que 10 extractos presentaron actividad antiviral asociada a una
baja citotoxicidad. Ademas, se analizaron algunas fracciones, donde se destacan por
su actividad antiviral las fracciones hexanicas y cloréformicas de Acanthospermum
australe y A. hispidum. Se observé un IS de 49,35 y 430,58 para las fracciones
cloroférmicas de A. australe y A. hispidum, y de 12,38 y 521,41 para las fracciones
hexanicas de A. australe y A. hispidum. La evaluacion del mecanismo de accion
permitio determinar que las fracciones hexanicas acttan a nivel celular en la etapa de
pre y pos adsorcion. Mientras que las fracciones cloroformicas de ambas especies
actlan en todas las etapas del ciclo viral. En cuanto a la composicion quimica de las
fracciones activas se determind mediante LC-MS la presencia de 5,7,3",4 -
tetrahidroxi-3,6-dimetoxiflavona o axilarina, 5,7,4 trihidroxy-3,6-dimetoxiflavona o
3,6 dimetoxiapigenina, 5, 4' dihidroxi 3,6,7 trimetoxi flavona o penduletina, 3',4',5-
trihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona o crisosplenol D, (Z,Z)-9,12-octadecadienoato de
metilo, y fitol. Estos compuestos podrian ser responsables de la actividad antiviral,
sin embargo, no se descarta que pueda haber otros compuestos que contribuyan a la
misma y que no han podido adn ser identificados. Ademas, demuestra que el método
de gPCR constituye una herramienta efectiva para la identificacion de productos
vegetales con actividad antiviral.

Palabras claves: VHS-1, Antiviral, extractos vegetales, Acanthospermum, Solanum,
Baccharis, Annona, Lessingianthus
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SUMMARY

The Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) infects humans causing mild epithelial
lesions in the majority of those infected, however, however, in immunocompromised
patients, severe cases such as herpetic encephelatis with life compromise could
develop. A higher frequency of isolation of strains resistant to antiviral treatment has
been observed. Because of this, it is necessary to develop new sources of treatment,
plant species are interesting sources for the search for new drugs. In this project, the
antiviral activity of 28 methanolic extracts from Paraguayan plants was evaluated
using qPCR. It was determined that 10 extracts presented antiviral activity associated
with low cytotoxicity. In addition, some fractions were analyzed, where the hexane
and chloroform fractions of Acanthospermum australe and A. hispidum stand out for
their antiviral activity. An IS of 49.35 and 430.58 was observed for the chloroform
fractions of A. australe and A. hispidum, and of 12.38 and 521.41 for the hexane
fractions of A. australe and A. hispidum. The evaluation of the mechanism of action
made it possible to determine that the hexane fractions act at the cellular level in the
pre and post adsorption stage. While the chloroform fractions of both species act in
all stages of the viral cycle. Regarding the chemical composition of the active
fractions, the presence of 5,7,3", 4 -tetrahydroxy-3,6-dimethoxyflavone or axilarin,
5,7,4trihydroxy-3,6-dimethoxyflavone or 3,6 dimethoxyapigenin, 5, 4 'dihydroxy
3,6,7 trimethoxy flavone or penduletin, 3', 4 *, 5-trihydroxy-3,6,7-trimethoxyflavone
or chrysosplenol D, (Z, Z) - Methyl 9,12-octadecadienoate, and phytol was
determined by LC-MS. These compounds could be responsible for the antiviral
activity; however, it is not ruled out that there may be other compounds that
contribute to it and that they have not yet been identified. Furthermore, it shows that
the gqPCR method constitutes an effective tool for the identification of plant products
with antiviral activity

Keywords: HSV-1, Antiviral, plant extract, Acanthospermum, Solanum, Baccharis,
Annona, Lessingianthus



INDICE

1.

4.

MARCO TEORICO ...ttt 1
1.1. Generalidades Virus del Herpes simple tipo 1 .........cccoooviiieiiieniniienene, 1
1.2, CICIO VIFAl. ..o 2
1.3.  VHS-1 un problema de salud publica...........cccccooviiiiiiiiin, 5
1.4, Tratamiento antiviral..........cccooooiiiiiii 5
1.5. Las especies vegetales como fuente de nuevos tratamientos....................... 8
1.6. Métodos para evaluar actividad antiviral ...............cccooiiieviie i 9

OBUIETIVOS. ...t e et e e e 11
2.1, ODJetiVO gENEIal .......ccociee e 11
2.2, ODbjetivos 8SPECITICOS .....uviiiiiieeiiii ettt 11

METODOLOGIA ...ttt 12
3.1 VIFUS Y CEIUIAS ...ttt 12
3.2. Biblioteca de EXIrACLOS. .......ceveiireiiieiiieieeie e 13
3.3, Fraccionamiento QUIMICO........cccuueeiiiieeiitiee e e e e 13
3.4. Busqueda de extractos y fracciones con actividad antiviral por gPCR ....... 15
3.5.  Evaluacidn de la citotoxicidad de extractos y fracCiones .............c.ccccue..e. 17
3.6. Determinacion de la concentracion efectiva 50 (ECso) y concentracion
CILOLOXICA 5O (CC50) vouvrreiriieeiirie ettt e e et e sttt et e et e e et e et e et e e e e e anaeeeenes 18
3.7. Ensayo de tiempo de iNfECCION........ceeeiiviieiiie e, 18
3.8. Evaluacidn de los efectos de las fracciones en la etapa de union................ 20

3.9. Andlisis de las componentes de las fracciones por Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Masas (LC-MS) ..........cccooveiiiie i, 20

RESULTADOS ... 22



5.

6.

4.1. Tamizaje de extractos con actividad antiviral ..............cccccoeviiiiiiinieninne, 22
4.2. Niveles de citotoxicidad e indice de selectividad. ... 24
4.3. Efecto de los extractos sobre el ciclo Viral ..o 25

4.4. Bulsqueda de actividad antiviral en los productos de fraccionamiento
quimico del género BaCChariS...........ccoviiieiiieiie e 32

45. Mecanismo de accion de las fracCiones activas ..........eevveeeeeeeeeiiiieeeeeeens. 33

4.6. Busqueda de actividad antiviral en los productos de fraccionamiento
quimico del género ACanthOSPEIMUM .........ciureirieiiee e eeee e e e saeesree s 41

4.7. Determinacion del IS para las fracciones del género Acanthospermum......42

4.8. Evaluacion del modo de accion de las fracciones activas del género
ACANTNOSPEIMUM L.ttt ettt 50

4.9. Evaluacion de los componentes principales de las fracciones activas de

ACANTNOSPEIMUIM ...t ettt e e e e e e st e e et a e et aeesrb e e e antaeeenraeeanneeeas 54
DISCUSION . ...t e et et e et e e e e e et e e e et e ereere et et e et e seeeaaanee s 63
(010 N[ I U] [0 ] N IR 70

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........c.cooiiiieeeieieeeeeteee e 72



1. MARCO TEORICO

1.1.  Generalidades Virus del Herpes simple tipo 1

El virus del Herpes simplex tipo 1 (VHS-1) es miembro de la familia Herpesviridae,
perteneciente a la subfamilia Alfaherpesvirinae que infecta a humanos. Se caracteriza
por presentar un ciclo reproductivo relativamente corto, répida propagacion en
cultivo y capacidad de establecer infecciones latentes (Roizman et al., 1981). La
particula viral tiene un diametro de 150 a 200 nm, y estructuralmente consta de 4
componentes principales: genoma, capside, tegumento y envoltura. EI genoma viral
se compone de una molécula de ADN de doble hebra de 152 kpb, que puede ser
divida en dos regiones unidas covalentemente denominadas UL (larga) y US (corta).
La capside icosaédrica compuesta por pentones y hexones rodea al genoma, a su vez
rodeando a la cépside se encuentra el tegumento, una capa proteica amorfa que
alberga numerosas proteinas encargadas de la activacion de la expresion génica y la
evasion de la respuesta inmune del huésped, y finalmente la capa externa constituye
una envoltura lipidica que en su superficie incluye por lo menos 10 glicoproteinas

virales, necesarias para la infeccion (Hep et al., 1954; Pellett,- Roizman, 2007).



1.2. Ciclo viral

El ciclo viral puede ser divido en dos etapas principales: ciclo litico y latencia. El
ciclo litico se caracteriza por una alta produccion de progenie viral asociada con una
regulacion positiva de la expresion génica. Por otro lado, a diferencia de una
infeccion productiva en el estado de latencia solo se transcribe un pequefio nimero
de genes asociados al establecimiento y sostenimiento del estado de latencia en las
neuronas sensoriales. Estas etapas se encuentran conectadas a través del proceso de
reactivacion, que consiste en la capacidad de restaurar una infeccion litica a partir de

un estado de latencia ( Roizman et al., 1981).

El inicio de una infeccion tiene como primer paso la llegada del virus hasta el nicleo
celular, este paso es conocido como entrada. Se conocen dos vias principales que
pueden ser fusion de membranas o endocitosis de la particula viral dependiendo
principalmente de la linea celular que infecta, asi en células de rifion de mono verde
(Vero), HEp-2 y neuronas primarias ingresa por fusion de membranas en la
superficie celular, mientras que en las lineas de células de ovario de hamster chino
(CHO) y Hela la entrada es realizada por endocitosis de la particula viral (Nicola,
McEvoy & Straus, 2003).

La entrada viral presenta dos pasos principales: union y penetracion. La union viral
implica el reconocimiento de glicoproteinas virales con receptores celulares, la
primera interaccion del tipo no especifica y no esencial ocurre entre la glicoproteina
viral gB o gC con receptores del tipo heparan sulfato, la misma es facilitada a través
del remodelamiento del citoesqueleto de actina con la formacién de filopodios, y
sirve para direccionar al virus a los cuerpos celulares (Zheng et al., 2014), facilitando
asi la union de gD con por lo menos uno de sus receptores celulares, HVEM, nectina
1 y 3-O- sulfato de heparan (Geraghty, Krurnmenacher, Eisenberg & Spear, 1998;
Montgomery, Warner & Spear, 1996; Shukla et al., 1999). Esta segunda interaccién
si resulta ser necesaria y desencadenante de la entrada viral, permitiendo el
reclutamiento del heterodimero gH/gL y la activacion de la proteina fusogénica gB

(Heldwein et al., 2006). Esto resulta en la liberacién de la particula viral sin



envoltura al citoplasma celular, el cual es trasportado hasta el nlcleo a través del
sistema de microtubulos (Ojala, Sodeik, Ebersold, Kutay & Helenius, 2000).

Una vez que la particula viral alcanza el nicleo celular necesita pasos adicionales
para la generacion de progenie viral que incluyen: expresion de genes virales,
replicacion del genoma, ensamblaje del virion y salida (Atanasiu, Saw, Cohen &
Eisenberg, 2010; Gianni, Amasio & Campadelli-fiume, 2009; Honess & Roizman,
1974; Morgan, Rose & Mednis, 1968). La expresion de genes virales ocurre de
manera regulada observandose cinética de fases. Los genes inmediatos tempranos
genes alfa (IE o genes a) son genes que se transcriben sin la necesidad de sintesis de
proteinas virales, y son activados por proteinas presentes en el tegumento viral, estos
genes activan la expresion de los genes tempranos o genes beta (B) y finalmente se
expresan los genes tardios o genes gamma (y). La activacion de la expresion de los
genes o se encuentra mediada por la interaccion de VP16 (una proteina del
tegumento viral) y proteinas celulares. Los genes a codican para 5 proteinas
denominadas proteina de células infectadas (ICP) O, 4, 22, 27 y 47 (Honess &
Roizman, 1974). ICPO constituye un factor trancripcional viral clave, a través de su
dominio ubiquitin ligasa es capaz de inducir la degradacion de proteinas celulares
encargadas del silenciamiento viral resultando en la activacion de la expresion de los
genes B (Boutell, Sadis & Everett, 2002; Kalamvoki & Roizman, 2010). Los genes 3
constituyen proteinas implicadas en la replicacion del genoma viral. Finalmente, la
expresion de genes vy, que constituyen en su mayoria a proteinas estructurales (Pellett
& Roizman, 2007; Bernard Roizman & Zhou, 2015).

En el ndcleo celular la molécula de ADN viral se vuelve circular y sirve de molde
para la sintesis de nuevas moléculas, para lo cual necesita de proteinas esenciales
como proteina de union al origen (OBP), la proteina de unién al ADN de una sola
hebra (ICP8), la ADN polimerasa viral (ADNpol), y finalmente una helicasa/primasa
(Weller & Coen, 2012). Generando concatémeros que deben ser escindidos para
empagquetarse en el virion formado a partir de los productos de transcripcion de genes
v (Pereira, Wolff, Fenwick & Roizman, 1977; Roizman, Aurelian, & Roane, 1963).

El ensamblaje del virion ocurre primeramente en el ndcleo, donde el ADN naciente



es integrado a las capsides preformadas, la salida del ntcleo ocurre por fusion con la
membrana nuclear externa, una vez en el citoplasma la nucleocapside se asocia a las
proteinas del tegumento y adquieren su envoltura en los compartimentos
endosomales para finalmente liberar particulas virales (Crump, 2018).En la Figura 1

se observa un esquema del ciclo viral.

1. Entrada
e 1 L,
3 [ ) e 2. Expresion de genes virales
N
‘I 3. Replicacién del genoma

4. Ensamblaje del virion

5. Salida

Figura 1. Ciclo litico del Virus del Herpes simplex | La entrada viral en primera
instancia necesita la interaccion glicoproteina viral-receptor celular, este paso es conocido
como adhesién (1.a) posteriormente se realiza la penetracion, donde la capside alcanza el
citoplasma celular (1.b) y finalmente es transportado hasta el nicleo (1.c). Una vez en el
nacleo la molécula de DNA se circulariza y se expresan genes virales de manera regulada
(2.). La replicacion del material genético es realizada por la ADNpol viral (3.) y ensambladas
en el nucleo, finalmente el virus maduro provisto de membrana es liberado (5.)



VHS-1 un problema de salud publica

La infeccion por VHS-1 por lo general es asintomética, sin embargo, en algunas
ocasiones se presenta con lesiones epiteliales dolorosas conocidas como pupas
labiales, las cuales pueden ser recurrentes. Se estimé que alrededor del 67% de la
poblacién mundial se encuentra infectada por el VHS-1, que corresponderia a 3.709
millones de personas menores a 50 afios (Looker et al., 2015). Por lo general la
infeccion viral no presenta mayores complicaciones, la gravedad de la infeccion
depende en gran medida del estado inmunolégico del huésped. Los casos graves con
compromiso de la vida estan asociados a pacientes inmunocomprometidos como:
pacientes VIH positivo, recién nacidos y pacientes trasplantados. El hecho de que la
mayoria de los seres humanos han sido infectados y albergan virus latentes que
pueden reactivarse constituye un gran reservorio de VHS-1 para la transmision a
individuos susceptibles inmunocomprometidos en los cuales se desarrollan los casos

mas severos (Ziyaeyan et al., 2007).

Estudios epidemioldgicos han informado una mayor frecuencia de reactivacion en
pacientes inmunocomprometidos, lo cual condiciona la instauracion del tratamiento
por periodos de tiempo mas largo y con mayor frecuencia ejerciendo una presion
positiva para la seleccion de virus resistentes. De hecho se ha informado el
aislamiento de cepas de virus resistentes al tratamiento antiviral con mayor
frecuencia en pacientes inmunocomprometidos con respecto a pacientes
inmunocompetentes (Chakrabarti et al., 2000; Christophers et al., 1998; Englund et
al., 1990; Langston et al., 2002).

1.3. Tratamiento antiviral

Para las lesiones epiteliales, esta disponible una crema para uso tépico, aprobado por
la FDA llamada abreva cuya molécula activa es un alcohol primario lip6filo (1-
Docosanol) que se encuentra presente en muchas especies vegetales (Katz et al.,
1994). El mecanismo principal de actividad antiviral es la inhibicién de la

penetracion viral, este hecho hace que dicho farmaco también constituya una opcion



terapéutica para infecciones con otros virus con envoltura (Katz, Marcelletti, Khalil,
Pope & Katz, 1991).

El tratamiento antiviral de primera linea lo constituye el aciclovir, un anédlogo de
nucleosidos del tipo guanosina cuyo mecanismo de accion (Figura 2) implica la
activacion mediante tres fosforilaciones. La primera fosforilacion es realizada por la
enzima timidina quinasa viral (TK), y las otras dos fosforilaciones se realizan
mediante quinasas celulares. Esta forma activa es sustrato de la ADNpol que
incorpora aciclovir a la cadena de ADN naciente, deteniendo la sintesis de ADN. El
principal inconveniente para la aplicacion de ACV como terapéutico antiviral radica
en su pobre carateristica farmacocinética como: escasa biodisponibilidad oral,
solubilidad limitada en agua y vida media corta en el torrente sanguineo. Por estos
motivos se desarrollaron variaciones de aciclovir tales como penciclovir, valaciclovir
y famciclovir (Elion et al., 1977; Gnann, Barton & Whitley, 1983).

La resistencia antiviral constituye la problematica clave para el tratamiento antiviral,
las mutaciones puntuales sobre los genes UL23 y UL30 que codifican para las
enzimas TK y ADNpol viral provocan resistencia. Ante esta situacion, esta clara la
necesidad del desarrollo de nuevos farmacos (Gaudreau, Hill, Boivin, Balfour, Erice,
1998; Fife, Clyde, Crumpacker, Gregory, Mertz, Hill,-Boone, 1994). Para casos
graves, con aislamiento de cepas resistentes a analogos de nucledsidos, se ha
desarrollado foscarnet, un analogo de pirofosfato y un inhibidor no nucleésido de la
ADNpol viral que se une al sitio activo de la polimerasa y evita la union del
nucleotido entrante. Este farmaco no se encuentra disponible para administracion por
via oral ademas de resultar nefrotoxico; y aunque el foscarnet inhibe a la ADNpol
por un mecanismo diferente a los analogos de nucledsidos, muchos mutantes de
ADNpol son resistentes a ambos tipos de compuestos (Coes & Richman, 2007;
Eriksson & Oberg, 1982). Por lo tanto, hay pacientes con infecciones graves por

VHS-1 para los cuales no hay opciones de tratamiento viables.
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Figura 2. Mecanismo de accion de Aciclovir. A: ElI ACV es fosforilado selectivamente por
la timidina quinasa del virus del Herpes simplex (HSV) para generar monofosfato de ACV.
Las enzimas celulares huésped fosforilan secuencialmente el farmaco monofosfato a las
formas difosfato y trifosfato (pppACV). B: El trifosfato de ACV tiene un mecanismo de
inhibicion de la ADNpol viral de tres etapas: (1) La forma trifosfato del farmaco actiia como
un inhibidor competitivo de la unién de desoxiguanosina trifosfato (dGTP) (pppdG); (2) el
trifosfato del farmaco acta como un sustrato y se incorpora en la cadena de ADN en
crecimiento por complementariedade de bases frente a desoxicitosina (dC) en el templado,
ocurre la terminacién del alargamiento de la cadena; y (3) la polimerasa queda atrapada en la
cadena de ADN terminada en ACV cuando se une el desoxinucleétido trifosfato (ANTP).
Extraido de Fields Virology 2007 sixth edition Cap.13



1.4.  Las especies vegetales como fuente de nuevos tratamientos

Es necesaria la busqueda de nuevas moléculas con actividad antiviral, que presenten
idealmente, dos caracteristicas principales, baja o nula toxicidad y una alta actividad
antiviral. Como se menciono anteriormente, en los casos de cepas de virus resistentes
a aciclovir es necesario un farmaco que presente un mecanismo de inhibicién
diferente a la replicacién del material genético viral actuando en otras etapas del
ciclo viral (Ibafiez, Farias, Gonzalez-troncoso & Corrales, 2018). Las especies
vegetales constituyen fuentes interesantes para la bldsqueda de nuevos antivirales
debido a la diversidad de estructuras presentes en las mismas, con potencial de
presentar mecanismos de inhibicion diferentes a los farmacos disponibles en el
mercado. En este sentido los extractos provenientes de especies vegetales de
diferentes familias han sido ampliamente estudiados para determinar actividad
antiviral contra el VHS (Tareq, Khan, Ather, Thompson & Gambari, 2005). Una de
las més reportadas constituye la familia Asteraceae, describiéndose diversos géneros
con actividad antiviral contra los virus de la subfamilia Alfaherpesvirinae, como por
ejemplo los géneros de Acanthospermun (Rocha Martins et al., 2011; Summerfield,
Keil, Mettenleiter, Rziha & Saalmdller, 1997), Arctium 6, Artemisia (Cheng, Lin,
Huang, Yang & Lin, 2008), Baccharis ( Abad, Bermejo, Palomino, Chiriboga &
Carrasco, 1999; Torres et al., 2011; Venturi et al., 2018; Zanon & Rovera, 1998),
Centaurea (Karaoglu, Yesllada & Gurbuz, 2009; Koca & Ozcelik, 2009; Uzuncar,
2016), Echinaceae (Binns, Hudson, Merali & Arnason, 2002; Ghaemi et al., 2009;
Scheneider, Reichling, Stintzing, Messerschmidt, Meyer, Schnitzler, 2010; Sharma,
Anderson, Schoop & Hudson, 2009; Thompson, 1998; Vimalanathan et al., 2005;
Wacker & Hilbig, 1978), Laggera (Shi, Huang, Zhang, Zhao & Du, 2007),
Tanacetum (Alvarez, Habtemariam, Juan-Badaturuge, Jackson & Parra, 2011;

Onozato et al., 2009) entre otras.

Entre los compuestos aislados a partir de especies vegetales que presentan
mecanismos de accion diferentes al aciclovir se puede mencionar al galato de
epigalocatequina (EGCG) un compuesto polifendlico que se encuentra presente en el

té verde, que actua inhibiendo la union viral mediante la interaccion con proteinas de



la membrana viral (Colpitts & Schang, 2014). Por otro lado, el compuesto
denominado harmalina de estructura alcaloidal obtenido de Ophiorrhiza nicobarica
actua interfiriendo la union del complejo IE que a su vez conduce a la supresion de la
sintesis viral del gen IE; ademéas harmalina ha demostrado inhibir la produccién viral
en modelos animales (Bag et al., 2014). Por lo tanto, esta claro que las especies

vegetales constituyen fuentes interesantes para la busqueda de nuevos antivirales.

1.5.  Métodos para evaluar actividad antiviral

La evaluacion de la actividad antiviral in vitro en un nuevo candidato requiere de la
cuantificacion viral en dos condiciones de infeccion, células que fueron infectadas y
tratadas con el candidato en estudio y células que fueron infectadas que no recibieron
tratamiento, a fin de poder compararlos. EI método estandar de titulacion viral es el
ensayo de reduccion de placa de lisis que se fundamenta en la capacidad del virus de
formar placa de lisis en un medio semisolido. Este método es procedimentalmente
engorroso y necesita de profesional calificado para su desarrollo, ademas de la
inversion de una gran cantidad de material, por lo cual su utilizacion como método
para buscar nuevos antivirales a gran escala lo hace poco conveniente (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2004).

Debido a esto se han desarrollado otras técnicas que sirvan como opcion para la
evaluacion de la actividad antiviral, como por ejemplo la observacion del efecto
citopatico (CPE), sin embargo, este método se fundamenta en la observacion de
efectos del virus sobre las células, lo cual lo convierte en un método dependiente del
observador. A fin de poder realizarlo de una manera mas cuantitativa, se han
empleado colorantes supravitales que miden la sobrevida celular, lo cual es una
medida indirecta del efecto toxico del virus a la célula (McLaren, Ellis & Hunter,
1983; Schmidtke, Schnittler, Jahn, Dahse & Stelzner, 2001). También se han
empleado técnicas con base inmunoldgica como ELISA, este método a su vez
implica varios pasos haciéndolo igualmente laborioso (Leahy, Christiansen &
Shellam, 1994).
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La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) permite no solo detectar
material genético sino cuantificarlo, este método puede ser adaptado a la
cuantificacion viral a través del desarrollo de curvas de calibracion. En este sentido
en el Departamento de Biotecnologia se ha estandarizado un método de
cuantificacion viral basado en la técnica de qPCR de tal manera a poder cuantificar
virus de sobrenadantes de cultivo celular que permita determinar actividad antiviral

de candidatos de una manera més sencilla (Gabaglio et al., 2019).

En el marco de esta tesis, se utilizé este método para determinar actividad antiviral
de los extractos vegetales que conforman la biblioteca de extractos, obtenidos en el

Departamento de Fitoquimica.



2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo general

Evaluar la actividad antiviral y el mecanismo de accion de extractos vegetales y sus

fracciones contra el VHS-1.

2.2.  Objetivos especificos

e ldentificar extractos metandlicos activos contra el VHS-1 a partir de una
biblioteca de extractos de origen vegetal por el método de gPCR.

e Determinar la concentracién citotéxica 50 (CCso), la concentracion efectiva
50 (ECso) y el indice de selectividad (IS) contra VHS-1 de los extractos
metanolicos y de las fracciones activas disponibles.

e Analizar en que etapa del ciclo viral ejercen efecto los extractos metandlicos
activos y sus fracciones.

e ldentificar las fracciones con actividad antiviral y las familias de compuestos

presentes en las mismas.



3. METODOLOGIA

3.1.  Virusy células

Las células epiteliales de rifion de mono verde (Vero) fueron proporcionadas por el
Laboratorio Central de Salud Publica del Paraguay y son mantenidas en Dublecco’s
modified eagle medium (DMEM) suplementadas con suero bovino fetal (SBF) al
7,5%.

Se utilizaron cepas de VHS-1 (F) que fueron proporcionadas por la Dra Maria José
Martinez de la Universidad de Chile, que se mantuvieron almacenados a -20°C en el
Departamento de biotecnologia de la FCQ-UNA (Ejercito, Kieff, & Roizman, 1968).
Los stocks virales fueron producidos infectando células Vero susceptibles hasta la
observacion de efectos citopéticos. La titulacion viral fue realizada por el método
produccion de placa de lisis. Brevemente, 2x10°células en placa de 6 pocillos se
infectaron con 5 diluciones seriadas del virus (1x10* a 1x10%), permitiendo la
adsorcion viral por 1h a 37°C, posteriormente el in6culo viral se reemplazd con un
medio semisolido de agarosa (DMEM 2% SBF y 0,6% de agarosa). ElI medio
semisdlido permite que el virus infecte a las células vecinas y evita la difusion viral
formando asi las placas de lisis. Posteriormente, las células fueron fijadas con formol
40% por 30 minutos y el medio semisélido removido. Luego las células fueron

tefiidas con una solucion de 1% de cristal violeta y finalmente contadas.
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3.2. Biblioteca de extractos

La identificacion de las especies vegetales fue realizada por el Departamento de
Botanica y los extractos metandlicos de las hojas fueron obtenidos en el
Departamento de Fitoquimica de la FCQ-UNA. Brevemente, al polvo de las hojas
secas se agregd metanol (de grado HPLC) y se sometié a 9 ciclos de sonicacion de
30 minutos con reposo de 15 min, posteriormente se filtro para finalmente secar al
rotavapor obteniendo un residuo soOlido. Estos extractos metandlicos fueron
mantenidos a 4°C en el Departamento de Biotecnologia y fueron resuspendidos en
dimetil sulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich). Posteriormente se procedio a preparar las
diluciones de los extractos en medio de infeccion (DMEM 2%SBF) a la
concentracion requerida para el ensayo, como se detalla mas adelante. En la Tabla 1
se presenta el listado de extractos disponibles dentro de la biblioteca de extractos.

3.3.  Fraccionamiento quimico

Se seleccionaron los extractos activos para fraccionamiento quimico considerando
dos factores principales los resultados de ECso, CCso € IS y la disponibilidad de
estos. La obtencion de las fracciones fue realizada en el Departamento de
Fitoquimica, brevemente, el extracto metandlico se sometié a particién con solventes
de polaridades crecientes, obteniendo las fracciones de hexano, cloroformo o
diclorometano, acetato de etilo y butanol, y finalmente se evaporo a sequedad en el

rotavapor a 40°C.
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Tabla 1. Listado de las especies vegetales cuyos extractos metandlicos fueron
analizados para determinar la actividad anti VHS-1

Especie

Acacia caven (Molina)
Molina

Familia

Mimosaceae

Nombre
comun
aromita

Uso medicinal

no reportado uso
medicinal

Acanthospermum Asteraceae tapekué antiinflamatorio. Para
australe (Loefl.) Kuntze lavar heridas ulcerosas
Acanthospermum Asteraceae tororati antiinflamatorio
hispidum DC.
Aloysia gratissima Verbenaceae azafran digestivo y
(Gillies & Hook. ex del antiespasmaodico
Hook.)  Tronc. var. campo
gratissima
Aloysia virgata (Ruiz & Verbenaceae no digestivo y
Pav.) Pers. var reportado  antiespasmaodico
platyphylla (Briqg.)
Moldenke
Amphilophium Bignoniaceae ka’i bronquitis
paniculatum (L.) Kunth cuchara
Annona emarginata Annonaceae aratiku’i  para tratar la
(Schltdl.) H. Rainer amigdalitis.
Austroeupatorium Asteraceae no
inulifolium (Kunth) reportado
R.M. King & H. Rob.
Baccharis Asteraceae chirca antiseptico. Para tratar
dracunculifolia DC. colicos
Baccharis notosergila Asteraceae typycha  para picaduras de
Griseb. guaikuru  insectos
Baccharis punctulata Asteraceae no no reportado uso
DC. reportado  medicinal
Baccharis trimera Asteraceae jaguarete  digestivo. Emenagogo
(Less.)DC. ka'a
Calea uniflora Less. Asteraceae no no reportado uso
reportado  medicinal
Centratherum punctatum Asteraceae typycha  para lavar granos
Cass. boto,
guayaki
yvoty
Croton paraguayensis Euphorbiaceae no no reportado uso
Chodat reportado  medicinal
Chromolaena ivifolia (L.) Asteraceae typycha  no reportado uso
R.M. King & H. Rob. pito medicinal
Lessingianthus Asteraceae no no reportado uso
niederleinii (Hieron.) H. reportado  medicinal
Rob.
Lippia recolletae Verbenaceae salvia no reportado uso
Morong. moroti medicinal
Lippia origanoides Verbenaceae no no reportado uso
Kunth reportado  medicinal
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Tabla 1. Listado de las especies vegetales cuyos extractos metandlicos fueron
analizados para determinar la actividad anti VHS-1 (continuacion)

Especie Familia Nombre Uso medicinal
comdn
Phoradendron liga Viseaceae ka'avoty  no reportado uso
(GillEies ex Hook. & re’y medicinal
Arn.) Eichler EK 149PE
Pluchea sagittalis (Lam.) Asteraceae no no reportado uso
Cabrera reportado  medicinal
Pterocaulom Asteraceae toroka'a  para transtornos
angustifolium DC gastrointestinales
Solanum  americanum Solanaceae arachichu para tratar herpes zoster
Mill.
Solanum comptum C. V. Solanaceae no no reportado uso
Morton reportado  medicinal
Solanum sisymbriifolium Solanaceae fiuati pyta  diurético e hipotensor
Lam.
Solidago chilensis Meyen Asteraceae mbuy antiinflamatorio
sayju,
cola de
Zorro
Stachytarpheta Verbenaceae tatu apendicitis
cayennensis (Rich.) Vahl rugudi
Tessaria dodoneifolia Asteraceae chilca en acné y salpullido
(Hook. & Arn.) Cabrera dulce

3.4. Determinacion de la actividad antiviral por qPCR en extractos y

fracciones

A fin de identificar extractos metandlicos con actividad antiviral por el método de
gPCR, se cultivaron 1x10* células por pocillo en placa de 96 pocillos. Posteriormente
se procedié a realizar la infeccién con el VHS-1 a una multiplicidad de infeccién
(MOI) de 1,5. Para ello se agregd el inoculo viral en medio de infeccién y se
procedio a la adsorcion del virus incubando por 1 h a 37°C, seguidamente el indculo
viral fue reemplazado por una diluacion del extracto en medio de infeccion (DMEM
2%SBF) a una concentracion de 62,5 pg/ml. Como control de infeccion y
normalizador se agregd medio de infeccién solo con DMSO. En el caso de las

fracciones de los extractos que presentaron actividad antiviral la concentracion de



16

prueba fue de 25 pg/ml. A las 72 h post infeccion se recogieron los sobrenadantes de
todos los pocillos y el genoma viral fue cuantificado por qPCR utilizando al par de
cebadores RL2_ICPO Fw y RL2_ICPO Rv previamente descripto (Cantero, Gabaglio
& Sotelo, 2017). Posteriormente los resultados fueron analizados seglin una curva de
calibracion que nos permitio calcular el namero de copias de genoma viral (VGC).
Para poder determinar el porcentaje de inhibicion o actividad antiviral de los
extractos metandlicos se procedi6 a comparar la cantidad de el genoma viral en el
sobrenadante de células infectadas tratadas con el extracto o fraccion en estudio.
Como control y normalizador se utilizaron células infectadas sin tratamiento. El

ensayo se realizé por triplicado para cada condicion

Para la obtencion del porcentaje de inhibicidn se utilizo la siguiente formula:

VGC infectados + tratados
VGC infectados sin tratamiento

% de inhibicion = (1 )xlOO

Donde:
VGC-= Copias del gen viral

Aquellos extractos o fracciones cuyo porcentaje de inhibicién fueron superior al 60%
fueron considerados activos. Como control positivo de actividad antiviral se utilizo

aciclovir a 0.5 pug/ml
Condiciones para la reaccion de gPCR

La reaccion de PCR en tiempo real se realié en dos pasos utilizando el kit de BIO-
RAD SSO Advanced Universal SYBR®Green supermix que contiene: dNTPs,
MgCI2, SYBR Green | dye, potenciadores, estabilizadores, 500 nM de los
respectivos cebadores y 2,5uL de la muestra con un volumen final de reaccion de 10

UL, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cuatificaron en el termociclador en
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tiempo real Lightcycler nano, (Roche), utilizaron los siguientes parametros:
desnaturalizacién inicial a 95° por 5 minutos seguidos de 30 ciclos de
desnaturalizacién por 15 segundos, union de los cebadores y extension a 60° por 30
segundos. Por ultimo, se realiz6 una curva de desnaturalizacién de los productos,
para el andlisis de especificidad, iniciando a 60 °C por 20 s, para luego ir
incrementando a 0,1 °C/s hasta 95 °C, para luego finalizar a 95 °C por 20 s.

3.5.  Evaluacién de la citotoxicidad de extractos y fracciones

Los extractos o fracciones ademas de ser efectivos contra VHS-1 deben ser inocuos
para las células, por lo tanto, es necesario evaluar la toxicidad celular. Para ello, se
sembraron 1x10* células en placa de 96 pocillos, posteriormente el medio de cultivo
fue reemplazado por una dilucion del extracto a 62,5 pg/ml o fracciones a 25 pg/ml
en medio de infeccion. Como control y normalizador se utilizd células tratadas con
medio de infeccion con DMSO. Posterior a 72 h de incubacion en condiciones
mencionadas anteriormente, se procedid al agregado de resazurina a una
concentracion de 0,15 mg/ml para obtener una concentracion final de 0,0025% en
cada pocillo, luego de 3 h de incubacion se midieron las absorbancias en el equipo
Multiskan™GO (ThermoScientific™) a 570 y 630 nm. El ensayo se realizd por

triplicado para cada condicion.

Para calcular el porcentaje de citotoxicidad se utilizo la siguiente formula:

EoxA2.AA1—-EoxA1.AA2tratado
EoxA2.AA1—EoxA1.AA2DMSO

% de citotoxicidad= (1 )x100

Donde:

Eox= coeficiente de oxidacion, constante

A1= longitud de onda a 570nm

A2= longitud de onda a 630 nm

A= Absorbancia

Los extractos o fracciones con citotoxicidad menor al 20% fueron considerados para

analisis posteriores.



18

3.6. Determinacion de la concentracion efectiva 50 (ECso) y concentracion
citotoxica 50 (CCso)

Para determinar el ECso y CCsp Se ensayaron diferentes concentraciones de extractos
o fracciones de extractos y se midieron la respuesta de citotoxicidad y actividad
antiviral como se mencioné anteriormente. Las curvas de dosis-respuesta fueron
realizadas en el programa estadistico GhapsPad prism 5.01 y finalmente se calculé el

IS, mediante la siguiente férmula.

_ €C50
~ EC50

IS
3.7. Evaluacion de la etapa a la cual ejercen accion los extractos y

fracciones activos

El ensayo se dividio en tres gupos donde el extracto se agrega en momentos
diferentes que se relacionan con el ciclo infectivo (Figura 3). Todos los grupos
fueron evaluados en células Vero a MOI 1,5. En el primer grupo (preadsorcion), el
extracto o fraccion a 62,5 o 25 pg/ml respectivamente, se agregé a las células y se
incubd por dos horas, posteriormente se retir6 el medio y se agrego6 el inoculo viral,
luego de una hora de adsocion viral, el inculo fue removido y se agregé DMEM 2%
SBF. En el segundo grupo de tratamiento (durante la adosorcion) el extracto o
fraccion se agregd junto con el indculo viral, posteriormente se incub6 por 1h a
37°C, luego se retird el indculo y se agreg6 DMEM 2% SBF. Finalmente, para el
tercer grupo (posadsorcion) se agrego el inoculo viral, luego de una hora de
adsorcion viral, el indculo fue removido y se agregé DMEM 2% SBF con el extracto
o fraccion. Para todos los tratamientos se incubaron por 72 h luego de lo cual se
obtuvieron los sobrenadantes para su cuantificacion como se explico anteriormente.

El ensayo se realizé por triplicado para cada condicion.
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1. Preadsorcidon 2. Durante adsorcion 3. Posadsorcion

Extracto/Fraccion
poiatacs

> SRV

Incubacién 2 hs: células + Tratamiento

5= W
'm' Ym

Incubacién por 1ha 37°C Incubacién por 1 ha 37°C

l l

Incubacion por 72 ha 37°C

Figura 3. Esquema representativo del ensayo de tiempo de infeccion. Los extractos y
fracciones fueron evaluados a 62,5 y a 25 pug/ml respectivamente a fin de conocer a que
etapa del ciclo viral ejercen accion.
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3.8.  Evaluacién del efecto de las fracciones activas en la etapa de unién
del VHS-1 a las células

A fin de evaluar el efecto de las fracciones cloroférmicas del género
Acanthospermum sobre la union del virus, placas de 24 pocillo con 5x10* células
Vero se incubaron con VHS-1 a MOI 10 por 1h a 4°C en presencia o ausencia de 50
pg/ml de las fracciones cloroformicas de A. australe y A. hispidum permitiendo la
unién viral pero no la penetracion. Posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS
frio para eliminar las particulas virales que no se unieron y finalmente las particulas
virales unidas fueron recuperadas con buffer citrato pH=3 (135 mM de NaCl, 10 mM
de KCI, 40 mM Na3C6H507) y neutralizadas con buffer Tris 3 M. Las particulas
recuperadas fueron cuantificadas por g°PCR como fue descripto anteriormente.

El porcentaje de union se obtuvo comparando los VGC obtenidas en las muestras
tratadas con las fracciones cloroférmicas con respecto al control de células infectadas
a MOI 10 en presencia solo de DMSO. Como control de inhibicion se utilizaron
células infectadas en presencia de heparina a 50 pg/ml, el cual posee una estructura
similar al heparan sulfato y posee la capacidad de unirse a las glicoproteinas virales
inhibiendo la adsorcion viral. El ensayo se realizd por quintuplicado para cada

condicion.

3.9. Anadlisis de las componentes de las fracciones por cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)

Las fracciones activas contra VHS-1 del género Acanthospermum fueron sometidas a
andlisis por LC-MS a fin de identificar a los componentes mayoritarios mediante
determinacion de la masa molecular. Para ello las muestras se disolvieron en
acetonitrilo grado LCMS (Merck KGaA, Alemania) a una concentracion de 10 mg /
mL y se filtraron con un filtro de nailon para muestras de 0,22 u de diametro de poro
(Microclar, Argentina). Posteriormente se inyectaron en un cromatografo de liquidos
acoplado a un espectrometro de masas en tandem (Xevo-TQD, Waters Corporation,

EE. UU.) con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) y en las siguientes
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condiciones: columna Kinetex EVO C18 (100 x 2,1 mm x 1,7 um, Phenomenex, EE.
UU.), Flujo de 0,3 mL / min, elucién en gradiente usando una mezcla de agua (con
acido férmico al 0,1%, formato de amonio 10 mM) y acetonitrilo (con &cido férmico
al 0,1%, formato de amonio 10 mM). Todos los reactivos fueron de grado LCMS
(Merck KGaA, Alemania). Las condiciones de gradiente fueron: inicial 100% A,
manteniendo estas condiciones durante 1 minuto, luego disminuyendo A a 0% a los
7,75 minutos y manteniendo esas condiciones hasta 10 minutos, luego aumentando A
a 50% a los 15 minutos, aumentando nuevamente a 95% a 18 minutos y manteniendo

estas condiciones hasta el final (20 minutos).

Las condiciones del espectrometro de masas fueron las siguientes: ionizacion en
modo negativo, se utilizé un voltaje de cono en rampa de 18,80 a 30 V, voltaje
capilar -3,90 kV, temperatura de la fuente 150 °C, temperatura de desolvatacion 500
°C y flujo de gas de desolvatacion 1000 L / h. La masa molecular obtenida
experimentalmente fue comparada con las masas moleculares de los compuestos
descritos en la bibliografia del género Acanthospermum. Para ello primeramente se
realizé una busqueda bibliografica en bases de datos como Pubmed y Google scholar
utilizando como palabras claves Acanthospermum; Chemical composition;
Phytochemical composition. En muchos casos los compuestos identificados para el
género Acanthospermum fueron reportados, pero no asi la masa molecular; por lo
tanto, se realizé la busqueda de la masa molecular de los compuestos descritos para
el género en la base de datos del National Institute of Standards and Technology
(NIST).



4. RESULTADOS

4.1. Tamizaje de extractos con actividad antiviral

A fin de identificar los extractos activos contra VHS-1 en la biblioteca de extractos
de especies vegetales detalladas en la Tabla 1. Se realizo el tamizaje de actividad
antiviral por el método de gPCR. Para ello, las células de la linea celular Vero fueron
puestas en contacto con VHS-1 y 1h después de la adsorcion el inoculo viral fue
reemplazado por los diferentes extractos a la concentracion de 62,5 pg/ml y la

actividad antiviral analizada como se describe en materiales y métodos.

La citotoxicidad del extracto fue evaluada utilizando la misma concentracion que en
el ensayo de actividad antiviral, a fin de descartar que la disminucién en el nimero
de copias de genoma se deba a efectos citotoxicos del extracto. Los resultados de
citotoxicidad y actividad antiviral a concentracion fija se presentan en la Tabla 2. Se
puede observar que, de los 28 extractos metandlicos analizados, 10 presentaron
actividad antiviral mayor al 60% Yy una citotoxicidad menor al 20% a la
concentracion de 62,5 ug/ml. Estos extractos activos corresponderian al 36% de la
biblioteca de extractos, y fueron caracterizados como procedentes de las familias

Annonaceae, Asteraceae y Solanaceae
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Tabla 2. Resultados de la evaluacion de la actividad antiviral y citotoxicidad de
los extractos que componen la biblioteca de extractos

Citotoxicidad a  Actividad antiviral a 62,5 pug/ml

Extracto
Acacia caven 4,49 12,89
A. australe 2,59 71,78
Acanthospermum hispidum 5,24 80,05

. . 5,50
Aloysia gratissima 0,24
Aloysia virgata 7,01 43,96
Amphilophium paniculatum 85,38 2,77
Annona emarginata 7,80 94,90
Austroeupatorium inulifolium 0,90 5,67
Baccharis dracunculifolia. 13,85 79,79
Baccharis notosergila 4,24 82,39
Baccharis punctulata 38,61 14,94
Baccharis trimera 0,60 72,44
Calea uniflora 2,82 0,00
Centratherum punctatum 81,13 3,18
Croton paraguayensis 1,76 8,11
Chromolaena ivifolia 0,00 21,04
Lessingianthus niederleinii 3,89 69,24
Lippia recolletae. 15,23 11,62
Lippia origanoides 17,09 18,07
Phoradendron liga 10,39

13,53

Pluchea sagittalis 26,96 15,95
Pterocaulom angustifolium 29,56 19,21
Solanum americanum. 6,30 76,73
Solanum comptum 0,00 80,05
Solanum sisymbriifolium 6,41 92,36
Solidago chilensis 15,00 8.08
Stachytarpheta cayennensis 11,24 8,84
Tessaria dodoneifolia 19,87 0,00
Aciclovir (0,5 pg/ml) 0,00 99,83

Citotoxicidad y actividad antiviral expresados en %
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4.2.  Niveles de citotoxicidad y actividad antiviral e indice de selectividad.

Una vez identificados los extractos que presentan actividad antiviral se procedié a
preparar diluciones seriadas de cada extracto y se midio la respuesta de citotoxicidad
y actividad antiviral a fin de poder determinar la concentracidn citotoxica 50 (CCso)
y la concentracion efectiva 50 (ECso), para posteriormente calcular el indice de
selectividad (1S). El IS consiste en la relacion entre la CCso y la ECso y €S una
medida del nivel de seguridad del extracto. En la Tabla 3 se presentan los resultados
de CCso, ECso € IS obtenidos para los extractos metandlicos activos. Los valores de
IS mas altos se obtuvieron con los extractos representantes de la familia Solanaceae
(1S>100) debido principalmente a su baja citotoxicidad. Ademas, es de resaltar que
dentro de un mismo género los extractos activos presentan IS muy variables como
los observados con el género Acanthospermum, la especie Acanthospermum australe
arrojo el valor mas bajo de IS (IS= 9,71), mientras que el extracto metandlico de la

especie A. hispidum present6 un IS >100.

Tabla 3. Resultados de CC50, EC50 e IS de los extractos activos

Extracto CCso pg/ml ECso IS
pag/ml

Acanthospermum australe 178,60 18,40 9,71
Acanthospermum hispidum. 255,60 1,94 131,96
Annona emarginata 127,10 4,48 28,39
Baccharis dracunculifolia 175,30 8,01 21,89
Baccharis notosergila 175,40 7,62 23,01
Baccharis trimera 275,00 22,62 12,16
Lessingianthus niederleinii 352,30 8,66 40,68
Solanum americanum 475,00 3,26 145,71
Solanum comptum 1590,00 7,62 208,55
Solanum sisymbriifolium 2206,00 18,40 119,90

Donde: CC50= concentracion citotoxica 50 expresada en pg/ml; EC50= concentracion
efectiva 50 expresada en pg/ml; 1S= Indice de selectividad
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4.3. Determinacién del efecto de los extractos activos sobre el ciclo viral

Los extractos con actividad antiviral fueron evaluados en el ensayo de tiempo de
infeccion a fin de establecer a que etapa del ciclo viral ejercen su accion. El ensayo
de tiempo de infeccién se divide en evaluar el efecto sobre tres etapas: preadsorcion,
durante la adsorcién y posadsorcion. En el tratamiento preadsorcion el extracto es
adicionado 2 hs antes de la infeccion y evalla la capacidad del candidato antiviral de
inducir un estado antiviral a las células ya sea por bloqueo de receptores o activacion
de vias de defensa, entre otros. En el ensayo durante la adsorcion, el extracto se
encontraba presente solo durante la adsorcion viral y permite evaluar la capacidad
del candidato de interferir con la entrada viral. Finalmente, para evaluar eventos
posteriores a la entrada viral el extracto es agregado posterior a la adsorcion viral. En
todos los casos los sobrenadantes se recogieron posterior a 72 hs de incubacion y se

cuantificaron por qPCR.

El extracto metandlico de A. emarginata demostré actividad antiviral actuando en
todas las etapas del ciclo viral como se puede ver en la Figura 4, con porcentajes de
inhibicion mayores al 60%, esto puede deberse a que el extracto metandlico
constituye una mezcla compleja de estructuras que pueden actuar en diferentes etapas

realizando sinergia en el modo de accion antiviral.
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Figura 4. Determinacion del efecto de A. emarginata sobre el ciclo viral el extracto fue
ensayado a 62,5 ug/ml. Los sobrenadantes fueron recuperados a las 72 hs y cuantificados por
gPCR. Se grafican el promedio de tres replicas biolégicas y el SD.

Los extractos metanolicos, tanto de A. australe como A. hispidum demostraron actuar

en todas las etapas del tratamiento, con porcentajes de inhibicidn mayores al 60%

como se puede ver en la Figura5 Ay B.
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Figura 5. Determinacién del efecto de A. australe en (A) y A. hispidum en (B) sobre el
ciclo viral. Los extractos fueron ensayados a 62,5 pg/ml, los sobrenadantes fueron
recuperados a las 72 hs y cuantificados por qPCR. Se grafican el promedio de tres replicas

bioldgicas y el SD.

Los extractos metandlicos de B. dracunculifolia y B. trimera presentaron actividad
antiviral mayor al 60%, y afectaron todas las etapas del ciclo viral como se puede ver
en la Figura 6 A y C al igual que los extractos ya mencionados. El extracto
metanolico de B. notosergila presentd actividad antiviral en la etapa de preadsorcion

y posadsorcién como se puede ver en la Figura 6B.
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Figura 6. Determinacion del efecto de B. dracunculifolia en (A), B. notosergila en (B) y
B. trimera en (C) sobre el ciclo viral. Los extractos fueron ensayados a 62,5 pg/ml, los
sobrenadantes fueron recuperados a las 72 hs y cuantificados por qPCR. Se grafican el
promedio de tres replicas bioldgicas y el SD.
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El extracto metandlico de L. niederleinii present6 actividad antiviral mayor al 60%
en la etapa de preadsorcion y posadsorcion. Sin embargo, como se puede ver en la
Figura 7 el porcentaje de inhibicion en el tratamiento durante la adsorcion presenta

valores cercanos al 60%.

120+ L. niederleinii
100

80+

% de inhibicion
3

Figura 7. Determinacién del efecto de de L. niederleinli sobre el ciclo viral. El extracto
fue ensayado a 62,5 pug/ml, los sobrenadantes fueron recuperados a las 72 hs y cuantificados
por gPCR. Se grafican el promedio de tres replicas bioldgicas y el SD.
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Los extractos metandlicos de S. americanum, S. comptum y S. sismbrifolium
presentaron un comportamiento homogéneo en el ensayo de tiempo de infeccién
como se puede ver en la Figura 8 de tal manera que se observd actividad antiviral en

la etapa de preadsorcion y posadsorcion.
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Figura 8. Determinacion del efecto de S. americanum en (A), S. comptum en (B) y S.
sisimbrifolium en (C) sobre el ciclo viral. Los extractos fueron ensayados a 62,5 pug/ml, los
sobrenadantes fueron recuperados a las 72 hs y cuantificados por qPCR. Se grafican el

promedio de tres replicas bioldgicas y el SD.
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En general los extractos metandlicos presentaron dos tipos de respuestas al ensayo de
tiempo de infeccion. Por un lado, presentaron actividad antiviral mayor al 60% en
todas las etapas del ciclo viral y por otro lado presentaron activida antiviral en la

etapa de preadsorcion y posadsorcion viral.

4.4. Busqueda de actividad antiviral en los productos de fraccionamiento
guimico del género Baccharis

Un primer paso para el aislamiento del compuesto bioactivo procedente de especies
vegetales constituye el fraccionamiento del extracto crudo. Si bien fueron activos 10
extractos metandlicos procedentes de diversas familias, solo fue posible el
fraccionamiento quimico de las especies A. australe, A. hispidum, B. trimera, B.
punctulata, B. dracunculifolia y B. notosergila. Por lo tanto, se procedio a realizar la
evaluacion de la actividad antiviral y citotoxicidad de las fracciones de dichas
especies a 25 pg/ml, como se explico anteriormente. En la Tabla 4 se muestran los
resultados de actividad antiviral y citotoxicidad para las fracciones del género

Baccharis disponibles.

Las fracciones del género Baccharis presentaron resultado heterogéneo entre las
diferentes especies. Entre las fracciones acuosas analizadas, solo B. punctulata
presentd una actividad antiviral superior al 60%. En el caso de las fracciones
butandlicas, B. notosergila y B. trimera fueron activas. Para las fracciones de acetato
de etilo todas las fracciones excepto la de B. notosergila presentaron actividad
antiviral mayor al 60%. En cuanto a las fracciones de diclorometano, tres especies de
las cuatro ensayadas presentaron actividad antiviral mayor al 60% (B.
dracunculifolia, B. notosergila y B. punctulata). Finalmente, de las fracciones
hexanicas, solo la de B. dracunculifolia present6 una actividad antiviral superior al
60%. Para analisis posteriores se seleccionaron las fracciones con actividad antiviral

mayor al 60% Yy citotoxicidad menor al 20%.
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Tabla 4. Resultados de la actividad antiviral y citotoxicidad de las fracciones del
género Baccharis

Extracto Fraccion Citotoxicidad a 25 Actividad antiviral a
g/ml 25 pag/mil

B. dracunculifolia acuosa 0,00 51,49
butanélica 0,00 54,73
acetato de etilo 6,61 72,65
diclorometano 0,00 85,10
hexanica 0,00 84,51

B. notosergila acuosa 0,00 n.d.
butandlica 5,60 61,11
acetato de etilo 0,00 58,95
Diclorometano 0,00 89,53
hexanica 0,00 36,90
B. trimera acuosa 0,00 50,82
butandlica 0,00 69,58
acetato de etilo 0,00 69,69
Diclorometano 0,00 15,03
hexanica 0,00 40,02
B. punctulata acuosa 0,00 60,30
butandlica 0,00 54,77
acetato de etilo 1,46 67,44

diclorometano 0,00 64,5

hexanica 0,00 n.d.

n.d. no detectado

Una de las limitantes en el momento de realizar los analisis de IS constituye la
necesidad imperante de realizar diluciones seriadas de las mismas para obtener el
CC50 y EC50. Para las fracciones del género Baccharis no fue posible obtener

cantidad del material suficiente para estos analisis.

4.5, Determinacion del efecto de las fracciones activas sobre el ciclo viral

Dentro de las fracciones hexanicas, solo la de B. dracunculifolia present6 actividad
antiviral mayor al 60%, dicha fraccion fue evaluada en el ensayo de tiempo de
infeccibn. Como se puede ver en la Figura 9. la fraccibn hexanica de B.
dracunculifolia acta en todas las etapas del ciclo viral con porcentajes de inhibicion

mayor al 60%.



34

B. dracunculifolia fraccién hexanica

100-
80+
S 60-T—pury
2 -
= ) '}
£ 40 P
- e
20 ﬁ
oL B :
& o &
(“\o &\0 (o\b
(3 (9 (9
¥ ¥ ¥’
& o &
D & ¢
b&

Figura 9. Determinacion del efecto de la fraccion hexanica de B. dracunculifolia sobre
el ciclo viral. La fraccion fue ensayada a 25 pg/ml, los sobrenadantes fueron recuperados a
las 72 hs y cuantificados por qPCR. Se grafican el promedio de tres replicas bioldgicas y el
SD.
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Se evaluaron las fracciones en diclorometano de B. dracunculifolia, B. notosergila y
B. punctulata a fin de conocer el modo de accion. Como se observa en la Figura 10
solo se presentan los resultados de porcentaje de inhibicion del tratamiento durante la
adsorcion y posadsorcion, esto es debido a que en el tratamiento preadsorcion se
observd que indujo una muerte celular lo cual impidié la determinacién del
porcentaje de inhibicion considerando que la muerte celular puede brindar una falsa
inhibicidn asociada a la falta de replicacion viral, las demas etapas del tratamiento en
su mayoria demostraron fuerte inhibicion. Como se puede observar en la Figura 10
A, la fraccion diclorometano de B. dracunculifolia present6 una fuerte actividad
antiviral en la etapa durante la adsorcion y posadsorcion, donde la inhibicion de la
entrada viral podria estar involucrada en el mecanismo de accion, ademas de eventos
posteriores a la entrada. Asi mismo la fraccion diclorometano de B. punctulata que
Ilamativamente presenté actividad antiviral, (a pesar de que el extracto metandlico no
fue activo), demostré una fuerte actividad antiviral debido a una inhibicion en la
etapa de entrada viral como se puede ver en la Figura 10 C. A diferencia de B.
dracunculifolia y B. punctulata la fraccion de diclorometano de B. notosergila
presentd una actividad antiviral en etapas posteriores a la entrada viral como se

puede ver en la Figura 10 B.
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Figura 10. Determinacion del efecto de las fracciones en diclorometano de B.

dracunculifolia en (A), B. notosergila en (B) y B. punctulata en (C) sobre el ciclo viral.
Las fracciones fueron ensayadas a 25 pg/ml, los sobrenadantes fueron recuperados a las 72

hs y cuantificados por gPCR. Se grafican el promedio de tres replicas bioldgicas y el SD.
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Al analizar las fracciones en acetato de etilo de B. dracunculifolia, B. trimera y B.
punctulata (Figura 11) se puede observar que las mismas actuan principalmente en
la etapa de preadsorcion y posadsorcion siendo mas notoria para la fraccion de

acetato de etilo de B. trimera como se puede ver en la Figura 11 B.



38

A.) 100~ B. dracunculifolia fraccion acetato de etilo

80+

% inhibicion

R, & \’
9°‘° e°‘° 9é°
'bé > 'ob
& @ &
Q & Q
b&
B.) : y .
1004 B. trimera fraccion acetato de etilo
80
c 1 e
Q
2 6 A
e
£
£ 401
R
20
0- T
(}bQ & R
é O& O&
ol ¥ ¥
@'} eq’ o
) & d
b\s‘
C — B. punctulata acetato de etilo
801 ——

BO-—F e 1

% inhibicion
8
1

0 T T
O S &
® & &
R R g
& 2° 2
5 S &
N ® &
) S )
&

Figura 11. Determinacion del efecto de las fracciones en acetato de etilo de B.
dracunculifolia en (A), B. trimera en (B) y B. punctulata en (C) sobre el ciclo viral. Las
fracciones fueron ensayadas a 25 pg/ml, los sobrenadantes fueron recuperados a las 72 hs y
cuantificados por gPCR. Se grafican el promedio de tres replicas biol6gicas y el SD.
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Las fracciones en butanol de B. notosergila y B. trimera fueron evaluadas en el
ensayo de tiempo de infeccion. Como se puede ver en la Figura 12 A la fraccion
butandlica de B. notosergila present6 actividad antiviral en todas las etapas del ciclo
viral, mientras que la fraccion butandlica de B. trimera, brind6 actividad antiviral en

la etapa de preadsorcion y posadsorcién como se puede ver en la Figura 12 B.
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Figura 12. Determinacién del efecto de las fracciones en butanol de B. notosergila en
(A) y B. trimera en (B) sobre el ciclo viral. Las fracciones fueron ensayadas a 25 pg/ml, los
sobrenadantes fueron recuperados a las 72 hs y cuantificados por qPCR. Se grafican el
promedio de tres replicas bioldgicas y el SD.

En el caso de la fraccion acuosa solo la correspondiente a la especie de B. punctulata
presento actividad antiviral mayor al 60%. Si bien, esta actividad antiviral fue apenas
superior al 60% fue evaluada en el ensayo de tiempo de infeccion. Como se puede

ver en la Figura 13 la actividad antiviral leve solo se observd en la etapa de

posadsorcion.
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Figura 13. Evaluacion del mecanismo de accion de la fraccion acuosa de B. punctulata.
La fraccion acuosa de B. punctulata fue evaluada en el ensayo de tiempo de infeccion a 25
po/ml, los sobrenadantes fueron recuperados a las 72 hs y cuantificados por gPCR. Se
grafican el promedio de tres replicas biologicas y el SD.

4.6. Determinacién de actividad antiviral en las fracciones de extractos

del género Acanthospermum

El producto del fraccionamiento quimico del género Acanthospermum rindié cuatro
fracciones: butandlica, cloroférmica, hexanica y acetato de etilo, las cuales fueron
evaluadas a 25 pg/ml a fin de determinar actividad antiviral y citotoxicidad. Como se
puede observar en la Tabla 5 las fracciones de Acanthospermum analizadas
presentaron una baja o nula citotoxicidad con valores por debajo del 20%. En cuanto
a la actividad antiviral las fracciones de cloroformo y hexano tanto de A. australe y
A. hispidum presentaron porcentajes de inhibicion mayor al 60%. Estas fracciones

fueron seleccionadas para un analisis mas exhaustivo.
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Tabla 5. Determinacion de la actividad antiviral y citotoxicidad de las
fracciones del género Acanthospermum

Especie Fraccion Citotoxicidad a 25 | Actividad antiviral
pg/mi a 25 pg/mi

Acanthospermum butandlica 0,00 53,47
australe

cloroférmica 11,62 84,30

hexanica 0,00 84,27

acetato de etilo 0,00 11,87

Acanthospermum butandlica 0,00 63,29
hispidum

cloroférmica 6,79 90,23

hexanica 0,00 84,89

acetato de etilo 0,00 37,92

Citotoxicidad y actividad antiviral expresados en porcentaje (%)

4.7.  Determinacion del IS para las fracciones del género Acanthospermum

Una vez identificadas las fracciones de Acanthospermum que poseen actividad
antiviral, se procedio a realizar diluciones seriadas de las mismas y se midio las
respuestas de citotoxicidad y actividad antiviral, de la misma manera a la realizada

con los extractos metandlicos, a fin de poder determinar CCso, ECsg € IS.

Considerando primeramente el analisis de la fraccion cloroférmica de A. australe, se
puede observar en la Figura 14 A el grafico dosis-respuesta para la determinacion
del valor de CCso el cual arrojé un valor de 128,3 pg/ml con un R?= 0,9133. En
cuanto a la determinacion de la ECso de la fraccion cloroformica de A. australe se
realizé el grafico de dosis-respuesta representado en la Figura 14 B donde se
observa una relacion lineal, obteniendo un valor de ECso= 2,6 pg/ml con un r?=
0,9520. A partir de los datos de CCso y ECso fue posible determinar la relacion entre
ellos representado por el IS con un valor de 49,35 como se puede observar en la
Tabla 6.
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Figura 14. Determinacion de CCsoen (A) y ECsoen (B) de la fraccién cloroférmica de A.
australe. Diluciones seriadas de las fracciones fueron agregadas en presencia o ausencia de
infeccion y fueron incubadas por 72 hs, posteriormente la respuesta de citotoxicidad y
actividad antiviral fue evaluada mediante el agregado de resazurina y qPCR respectivamente.
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La evaluacion de la fraccidn cloroférmica de A. hispidum presenté un valor de CCso=
96,88 pg/ml con un R?=0,9500(Figura 15 A) y un valor de ECso= 0,22 pg/ml con un
r’= 0,9124, Figura 15 B. EI IS fue de 430,58. Al comparar los IS obtenidos en la
fraccion cloroformica, se puede ver que A. hispidum presentd un valor de IS mayor al

obtenido para A. australe como se puede observar en la Tabla 6.
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Figura 15. Determinacion de A CCso B ECso para la fraccion cloroférmica de A.
hispidum. Diluciones seriadas de las fracciones fueron agregadas en presencia o ausencia de
infeccion y fueron incubadas por 72 hs, posteriormente la respuesta de citotoxicidad y
actividad antiviral fue evaluada mediante el agregado de resazurina y qPCR respectivamente.
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La fraccion hexanica de A. australe fue evaluada a fin de determinar los valores de
CCso Yy ECso. Como se puede observar en la Figura 16 A se obtuvo un CCso de
68,57 pg/ml y con un R?= 0,9957. La Figura 16 B se observa los resultados de
actividad antiviral, con un ECsp de 5,54 pg/ml y un R?= 0,9106, que a diferencia de
las demas curvas de ECso observadas tuvo un comportamiento no lineal a los valores

ensayados.



47

A)

150- R?= 0,9957
S CCso= 68,57 pg/ml
-
.
« 100
o
>
()
S
9 50
()
T
2
0 1 L L} 1
0 1 2 3 4

Log,, [fraccion hexanica de A. australe] pg/mi

B)
150-
R?=0,9106
EC50= 5,54 pg/mL
S 100
:_'é °
o
£
< 501
0

-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Log4, [fraccion hexanica de A. australe] pg/mL

Figura 16. Determinacion de CCs en (A) y ECs en (B) de la fraccion hexanica de A.
australe. Diluciones seriadas de las fracciones fueron agregadas en presencia o ausencia de
infeccion y fueron incubadas por 72 hs, posteriormente la respuesta de citotoxicidad y
actividad antiviral fue evaluada mediante el agregado de resazurina y por gPCR

respectivamente.
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En la figura 17 se observan los resultados de la fraccion hexanica de A. hispidum
donde se observé una CCso de 81,34 pug/ml con un R?=0,96 y una ECso de 0,16 pg/ml
con un r?=0,9130.

El IS obtenido a partir de los datos se encuentra en la Tabla 6 siendo nuevamente

mayor para A. hispidum.
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Figura 17. Determinacién de A.) CCsy B.) ECs para la fraccion hexanica de A.
hispidum. Diluciones seriadas de las fracciones fueron agregadas en presencia o
ausencia de infeccién y fueron incubadas por 72 hs, posteriormente la respuesta la
respuesta de citotoxicidad y actividad antiviral fue evaluada mediante el agregado de
resazurina y por gPCR respectivamente.
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En resumen, los IS de las fracciones de Acanthospermum fueron mayores a sus
respectivos extractos metandlicos, principalmente debido a una actividad antiviral
mas potente. Por otra parte, las fracciones de A. hispidum presentaron mejores IS que

las respectivas fracciones de A. australe.

Tabla 6. Resulatados de CCso, ECso e IS para las fracciones del género
Acanthospermum

Especie Fraccion CCso ECs IS
Acanthospermum australe Cloroformo 128,30 2,60 49,35
Hexano 68,57 5,54 12,38
Acanthospermum hispidum Cloroformo 96,88 0,23 430,58
Hexano 81,34 0,16 52141

CCso= concentracion citotoxica 50, en pug/ml; ECso=concentracién efectiva 50, en pg/ml; 1S=
indice de selectividad

4.8. Evaluacion del modo de accion de las fracciones activas del género

Acanthospermum

A fin de comprender el mecanismo de accion de las fracciones cloroférmicas de A.
australe y A. hispidum éstas fueron evaluadas en el ensayo de tiempo de infeccion.
Como se observa en las Figuras 18 A y B las fracciones cloroformicas de A. australe
y A. hispidum presentan respuestas similares en el ensayo de tiempo de infeccion

actuando a todas las etapas del ciclo viral.
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Figura 18. Determinacion del efecto de las fracciones cloroférmicas de A. australe en
(A) y A. hispidum en (B), sobre el ciclo viral. Las fracciones fueron ensayadas a 25ug/ml,
los sorenadantes fueron recueperados a las 72 hs y cuantificados por qPCR. Se grafican el

promedio de tres replicas bioldgicas y el SD.

Las fracciones hexanicas de A. australe y A. hispidum también fueron evaluadas en
el ensayo de tiempo de infeccion, como se puede ver en las Figuras 19 Ay B. las
fracciones hexanicas de A. australe y A. hispidum presentaron comportamientos

similares con una actividad antiviral mayor al 60% en las etapas de preadsorcion y

posadsorcion viral.
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Figura 19. Determinacion del efecto de las fracciones hexanica de A. australe en (A) y
A. hispidum en (B), sobre el ciclo viral. Las fracciones fueron ensayadas a 25ug/ml, los
sorenadantes fueron recueperados a las 72 hs y cuantificados por gPCR. Se grafican el
promedio de tres replicas bioldgicas y el SD.
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Evaluacion del efecto sobre la unién del VHS-1 a las células Vero, en las

fracciones cloroformicas del género Acanthospermum

El VHS-1 es un virus con envoltura que ingresa a las células Vero por el mecanismo
de fusién de membranas, la cual se desarrolla en dos etapas union y fusion. La unién
implica el reconocimiento de los receptores celulares por parte de las glicoproteinas
virales. Esta interaccién puede ocurrir a 4°C, sin embargo, la penetracion a la célula
solo ocurre a 37°C, ya que la fusion de membranas es inhibida a 4°C. Por ello se
incubaron células Vero al VHS-1 en presencia o ausencia de las fracciones
cloroférmicas del género Acanthospermum a 4°C. Posteriormente se procedio a
recuperar el virus unido y cuantificarlo por g°CR. Como control, se utilizé heparina
un analogo de heparan sulfato que se sabe inhibe la infeccion de VHS-1. Como
puede observarse en la Figura 20 tanto la fraccion cloroformica de A. australe como

A. hispidum tiene la capacidad de inhibir la unién viral, al igual que heparina.
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Figura 20. Analisis de la capacidad de unidn del virus a la célula. Las fracciones
cloroférmicas de A. australe y A. hispidum ademas de Heparina, el cual fue utilizado como
un control positivio, fueron evaluadas a 50 pg/ml por gqPCR. Se grafican el promedio de
cinco replicas biolégicas y el SD. Prueba t de Student de una cola con un 95% de confianza,
*p < 0,05 ** p<0.01.

4.9. ldentificacion de los componentes mayoritarios de las fracciones

activas de Acanthospermum

La identificacion de los compuestos presentes en las fracciones del género
Acanthospermum se realiz6 a través de una separacion por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). De esta manera se procedi6 a
identificar los compuestos mayoritarios presentes en las diversas fracciones. En la
Figura 21 A y B se presentan el cromatograma de las fracciones cloroférmicas de A.

australe y A. hispidum respectivamente, es de notar que la fraccién cloroférmica de
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A. hispidum presenté un perfil mas complejo con mayor cantidad de picos con
respecto a la fraccién cloroférmica de A. australe.

El cromatégrafo liquido se encuentra asociado a un espectrometro de masas como
detector, esto permite obtener su masa molecular basado en su relacion masa/carga
(m/z) y con ello poder realizar una identificacion en el caso de hallar coincidencia
con las descritas en la bibliografia para la misma especie. Para ello, se realiz6 una
basqueda bibliografica a fin de hallar los compuestos descritos para el género
Acanthospermum y poder comparar la masa de dichas moléculas con las masas
moleculares obtenidas experimentalmente. En muchos casos fue necesario la
busqueda de las masas de las moléculas descritas en la bibliografia en bases de datos
como NIST.

La fraccion cloroférmica de A. australe presentd cuatro picos principales los cuales
son enumerados en la Figura 21 A de estos picos tres pudieron ser asociados a
moléculas ya descritas previamente para el género Acanthospermum, sugiriendo que
el pico 1 con tiempo de retencion (tr) de 4,204 corresponde al compuesto 5,7,3",4"-
tetrahidroxi-3,6-dimetoxiflavona o axilarina; el pico 2 con tr = 4,681 corresponde al
compuesto 5,7,4 trihidroxy-3,6-dimetoxiflavona o 3,6 dimetoxiapigenina y el pico 3
con tr = 5,099 correspode al compuesto 5, 4' dihidroxi 3,6,7 trimetoxi flavona o
penduletina. El caso de la fraccidn cloroférmica de A. hispidum, si bien presentd mas
picos como se puede ver en la Figura 21 B, solo fue posible identificar cuatro
compuestos; de los cuales dos se encuentran presentes también en la fraccion
cloroformica de A. australe, con tiempos de retencion muy similares.como: 5,7,3",4"-
tetrahidroxi-3,6-dimetoxiflavona o axilarina y 5,7,4 trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona o
3,6 dimetoxiapigenina, adicionando la presencia de: crisosplenol D el cual
corresponde al pico numero 2 con tr = 4,607 vy el compuesto (Z,Z2) 9,12-

octadecadienoato de metilo que corresponde al pico 4 con tr =6,01.
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Figura 21. Cromatograma de las fracciones cloroférmicas de A. australe en (A.) y A.

hisipidum en (B.)
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Tabla 7. Identificacion de los compuestos presentes en la fraccion cloroférmica
de A. australe

T M- Compuesto Estructura
retenci6 H
n
1 4,204 34 5,7,3",4 -tetrahidroxi-
5 3,6-
dimetoxiflavona/axilari
na

2 4,681 32 5,7,4’trihidroxy-3,6-
9 dimetoxiflavona/3,6
dimetoxiapigenina

3 5,099 34 5, 4'dihidroxi 3,6,7
3 trimetoxi flavona/
Penduletina

T retencién= en minutos
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Tabla 8. Identificacion de los compuestos presentes en la fraccion cloroférmica

de A. hispidum

Pic T M- Compuesto Estructura
o retenci6 H

N° n
1 4,109 34 5,7,3",4 -tetrahidroxi-3,6-
5 dimetoxiflavona/axilarina

2 4,607 35 3'4'5-trihidroxi-3,6,7-
9  trimetoxiflavona/Crisosple
nol D

3 4,886 32  5,7,4’trihydroxy-3,6-
9  dihidroxiflavona/ 3,6
dimetoxiapigenina

4 6,01 29 (Z,2)-9,12-
3 octadecadienoato de
metilo = o~

T retencién= en minutos
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De la misma manera las fracciones hexanicas de A. australe y A. hispidum fueron
analizadas a fin de conocer los compuestos presentes en las mismas. Como se puede
ver en la Figura 22 A 'y B el perfil cromatogréfico de las fracciones hexanicas de A.
australe y A. hispidum reveld la presencia de cinco picos principales en ambas
fracciones. En el caso de la fraccion hexéanica de A. australe de los cinco picos
principales fue posible asignar tres iones moleculares con una relacion [M-H] de
293; 295 y 299 correspondientes a los picos 1, 3y 4 sefialados en la Figura 22 A. En
el caso de la fraccion hexanica de A. hispidum se asignaron cuatro iones moleculares
con una relacién [M-H] de 293; 295; 299 y 313 los cuales corresponden a los picos
1, 3 y 5 sefialados en la Figura 22 B. En ambos casos, la busqueda bibliografica
indico la presencia de (Z,Z) 9,12-octadecadienoato de metilo y fitol. En el caso de los
iones moleculares con relacion m/z de 299 y 313 no fué posible relacionarlos a un

compuesto especifico decripto en la bibliografia para el género de Acanthospermum.
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Tabla 9. Identificacion de los compuestos presentes en la fraccion hexanica de

A. australe

Pic T M-
0 retenci6 H
N° n

Compuesto Estructura

1 5987 293 (2,2)-9,12-
octadecadien O
oato de ~
=
metilo 9
3 6,324 295 Fitol

)\/\/'\M\OH

4 7,858 299

No asignado  No asignado

T retencidn= en minutos



Tabla 10. Identificacion de los compuestos presentes en la fraccion hexanica

de A. hispidum

Pic T M-H  Compuesto
0 retencid

N° n

1 6,016 293  (Z,2)-9,12-
octadecadien
oato de
metilo

Estructura

62

2 6,339 295  Fitol

4 7,85 299  No asignado

No asignado

5 8,203 313  No asignado

No asignado

T retencién= en minutos
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5. DISCUSION

En el ambito de esta tesis se realizd el tamizaje amplio de extractos de vegetales
contra el VHS-1, que permitio la evaluacion de 28 extractos metandlicos(Gabaglio,
Cantero et al., 2019). El 36% de los extractos que componen la biblioteca de
extractos presentaron actividad antiviral mayor al 60% y citotoxicidad menor al 20%,
la identidad y los porcentajes de inhibicion de los extractos metandlicos se presentan
en la Tabla 2 Ademas de evaluar actividad antiviral es importante evaluar la
citotoxicidad de los candidatos en estudio principalmente a fin de demostrar su
seguridad, pero también a fin de poder descartar un falso efecto antiviral debido a
una muerte celular. Los extractos que presentaron actividad antiviral representan a la
familia Asteraceae, Solanaceae y Anonaceae y fueron considerados para analisis

posteriores.

Una vez identificados los extractos metanolicos activos es necesario caracterizarlos
en términos de IS a fin de determinar su nivel de seguridad, cuanto mayor sea este
valor es indicativo que el candidato en estudio ejerce accion preferentemente hacia
una actividad antiviral que efectos a nivel celular, por lo tanto, es considerado mas
seguro. En la Tabla 3 se presentaron los resultados de IS para todos los extractos
metanolicos activos, como se puede observar se obtuvieron valores variables y
prometedores de IS para todos los extractos activos. EI género Solanum present6 IS
superior a 100, de la misma manera la especie de A. hispidum proporcioné un IS
superior a 100, es de resaltar que para A. australe se obtuvo el menor IS con valor
por debajo de 10. De tal manera todos los extractos activos son considerados
antivirales basados en IS mayor a 4 (Tsuchiya et al., 1985). EI método desarrollado y
los resultados obtenidos de este estudio fueron publicados en la revista Natural
Products Research (Gabaglio, Cantero et al., 2019).

En este estudio, el extracto metandlico de Annona emarginata demostré potencial
como antiviral (1S=28,39, Tabla 3). Se ha reportado previamente que el extracto
hidroalcoholico de A. muricata una especie del mismo género posee la capacidad de

inhibir los efectos citopaticos de la infeccion por el VHS-2 (Padma, Pramod,
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Thyagarajan & Khosa, 1998). Se observo que la respuesta de A. emarginata en el
ensayo de tiempo de infeccion, tuvo actividad antiviral en todas las etapas del ciclo
viral (Figura 4), esto puede deberse a que el extracto crudo es una mezcla compleja

y los diversos compuestos actdan a diferentes niveles.

Asi también el extracto metandlico de L. niederleinii (anteriormente conocido como
Vernonia niederleinii) demostré ser candidato antiviral con un 1S= 40,68. El IS
obtenido con el extracto metandélico fue mayor que los reportados anteriormente para
los compuestos tipo poliacetilenos de V. scorpiodes (Pollo et al., 2013). En cuanto al
modo de accion el extracto metanolico de L. niederleinii presento actividad antiviral

en la etapa de preadsorcion y posadsorcion viral (Figura 7).

Los extractos metandlicos de S. americanum, S. comptum y S. sisimbrifolium
presentaron los IS mas altos fundamentalmente debido a su baja citotoxicidad (Tabla
3) con un IS de 145,71; 208,55 y 119,90 respectivamente. La actividad antiviral para
el género Solanum ha sido descrita ampliamente, sin embargo, este constituye el
primer reporte de actividad antigherpetica para las especies de S. comptum y S.
sisimbrifolium. La evaluacion del mecanismo de accion revel6 que dichos extractos
actGan principalmente en la etapa de preadsorcion y posadsorcion viral (Figura 8).
La actividad antiherpética del género Solanum ha sido atribuida a extractos ricos en
compuestos polifendlicos, y se ha asociado a la inhibicién del estrés oxidativo
inducido por la infeccién viral (Rich et al., 2018; Sebastianoa, Chastel, Thoisy, Eens
& Costantini, 2016). Nuestros resultados estan en concordancia con estos
antecedentes, ya que se observd una actividad antiviral en el tratamiento
posadsorcion de 92,3%, 76,7% y 80,0% para S. sisimbrifolium, S. americanum y S.
comptum respectivamente. Por otro lado, la presencia de compuestos tipo glucésidos
de esteroides en el género Solanum ha sido relacionado con una actividad del tipo
virucidica (Ikeda et al., 2000; Valadares, Branddo, Kroon, & Souza, 2009). Sin
embargo, en nuestros resultados al ensayo de tiempo de infeccion las especies de
Solanum presentaron actividad antiviral baja en el ensayo durante la adsorcion, por lo
que la inactivacion de la particula viral no constituye el mecanismo principal de

actividad antiviral (Figura 8)
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Los extractos metandlicos de B. dracunculifolia, B. notosergila y B. trimera
presentaron actividad antiviral a la concentracion ensayada, sin embargo, el extracto
metandlico de B. punctulata no fue activo contra VHS-1. Varias especies del género
Baccharis han sido descritas con actividad antiviral contra VHS-1 como el extracto
acuoso de B. genistelloide provenientes de Bolivia, fue capaz de inhibir la
replicacion del VHS-1 con concentraciones muy cercanas a las concentraciones
toxicas (Abad, Bermejo, Gonzales & Iglesias, 1999). Por lo tanto, podemos
considerar que los extractos metandlicos del género Baccharis evaluados aqui
presentan mejores propiedades antivirales que los informados por dicho grupo. El
extracto acuoso de B. trinervis proveniente del Ecuador demostré inhibir la
replicacion del VHS-1 a concentraciones no toxicas (Abad et al., 1999), sin embargo
en dicho trabajo no se determino el IS por lo cual no es posible comparar con
nuestros resultados. Por otro lado, la fraccion acuosa de B. gaudichaudiana
procedente de Argentina demostrd inhibir la replicacion del VHS-1, asociada a un
alto IS superior a 100 debido principalmente a su baja citotoxicidad (Visintini et al.,
2013). En este trabajo hemos obtenido valores de IS de 21,89, 23,01 y 12,16 para B.
dracunculifolia, B. notosergila y B. trimera respectivamente (Tabla 3) fueron
inferiores a los obtenidos por Visintini et al, este fendmeno podria asociarse a la
naturaleza del extracto, se ha observado que por lo general los extractos alcohdlicos
resultan mas toxicos que los extractos acuosos (Abad et al., 1999). A diferencia de
los resultados reportados previamente donde la fraccién acuosa de muchas especies
del género Baccharis presentan actividad antiherpetica, en nuestros resultados solo la
fraccidn acuosa de B. punctulata presentd actividad antiviral con valores cercanos al
60% (Figura 13). Es de notar que el extracto metandlico de dicha especie no fue
activo contra VHS-1, lo cual nos hace pensar que en nuestras condiciones los
compuestos altamente polares se encuentran poco involucrados en la actividad

antiviral contra el VHS-1.

El analisis del modo de accion de los extractos activos demostré resultados diferentes
entre especies, donde los extractos de B. dracunculifolia y B. trimera act(an
inhibiendo todas las etapas del ciclo viral (Figura 6). El perfil de actividad antiviral

del extracto metandlico de B. dracunculifolia se podria deber a sinergias entre las



66

fracciones activas. Por un lado, la fraccién hexanica actla en todas las etapas del
ciclo viral (Figura 9). La fraccion de diclorometano actia en la etapa durante la
adsorcion y posterior a la adsorcion viral (Figura 10). Finalmente, la fraccion de
acetato de etilo actua en la etapa de preadsorcion y posadsorcion viral (Figura 11).
El extracto metandlico de B. trimera si bien se determiné que actla en todas las
etapas del ciclo viral, las fracciones activas actlan a nivel celular antes del ingreso
viral y posterior al mismo (Figura 11 B y 12 B). Por otro lado, el extracto
metanolico de B. notosergila actda principalmente en la etapa de preadsorcion y
posadsorcion (Figura 6), la fraccion butandlica demostré el mismo perfil de
actividad, mientras que la fraccion de diclorometano actla a etapas posteriores de la
entrada viral (Figura 10 y 12) por lo cual los compuestos presentes en dichas
fracciones podrian ser los responsables del perfil de actividad del extracto metandlico
de B. notosergila. Los estudios publicados hasta la actualidad se han centrado en la
actividad antiherpética de la fraccion acuosa del género Baccharis las cuales
contienen moléculas altamente polares, en este trabajo hemos aportado la inclusion
del tamizaje de fracciones menos polares que podrian contener compuestos con
caracteristicas diferentes. Sin embargo, no se observé resultados similares entre las
diferentes fracciones esto puede deberse a la variedad de compuestos con diferentes
caracteristicas que pueden estar relacionados con diferentes tipos de actividad

antiviral.

La actividad antiviral de los extractos metandlicos de las especies de A. australe y A.
hispidum frente a otros virus miembros de la subfamilia Alphaherpesvirinae que
infecta a animales, ha sido descrita previamente (Rocha Martins et al., 2011;
Summerfield et al., 1997). Como se puede observar en la Tabla 3 los extractos
metanolicos de A. australe y A. hispidum presentaron IS de 9,71 y 131,96
respectivamente, ambos extractos son considerados candidatos antivirales potentes
(Tsuchiya et al., 1985).

En busca de identificar los posibles compuestos responsables de la actividad antiviral
se evaluaron las fracciones disponibles de A. australe y A. hispidum. Se disponia de

cuatro fracciones (butandlica, cloroférmica, hexanica y acetato de etilo) de las cuales
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la fraccion hexanica y cloroférmica presentaron una fuerte actividad antiviral con 1S

superiores a los observados para los extractos metandlicos (Tabla 3 y Tabla 4).

Al comparar las fracciones en un mismo disolvente para cada especie hemos notado
que la especie de A. hispidum presentd IS mas altos que A. australe, esto puede
deberse a diferencias en la composicion de cada material. En este sentido el analisis
de cromatografia liquida demostr6 que las fracciones de A. hispidum son mas
complejas con mayor cantidad de picos que la de A. australe (Figura 21 y 22). La
mayor cantidad de picos observados en el cromatograma de A. hispidum indica la
presencia de una mayor cantidad de compuestos, lo cual a su vez podria explicar un

IS mas alto obtenido con dicha fraccion.

Tanto los extractos metanolicos como las fracciones activas del género
Acanthospermum fueron evaluados en el ensayo de tiempo de infeccion. Los
extractos metanolicos de A. australe y A. hispidum presentaron actividad antiviral
mayor al 60% en todas las etapas del ciclo viral (Figura 5). En cuanto a la inhibicion
de la entrada viral se encuentra mediada por los compuestos presentes en la fraccion
cloroférmica de ambas especies (Figura 18), asociado a la inhibicion de la
interaccion entre glicoproteinas virales y receptores celulares (Figura 20). Nuestros
resultados concuerdan con los obtenidos anteriormente por Summerfield et al, donde
determinaron que el extracto acuoso de A. hispidum inhibe la entrada del virus de la
pseudorrabia porcina (PRV), debido a la interaccion con gC (Summerfield et al.,
1997). Si bien VHS-1 y PRV pertenecen a diferentes géneros son clasificados dentro
de la subfamilia Alfaherpesvirinae. Los miembros de esta subfamilia comparten el
mismo mecanismo de entrada, la unién o adsorcion viral en ambos virus se encuentra
mediada por la interaccion de gC con los receptores tipo heparan sulfato (Spear,
1993). Los compuestos presentes en las fracciones cloroférmicas fueron
mayoritariamente flavonoides. Se ha demostrado que los compuestos polifendlicos
poseen la capacidad de unirse a proteinas a través de los grupos hidroxilos por
puentes de hidrégeno o interaccion covalente, permitiendo su unién a proteinas
virales o receptores celulares (McManus, Davis, Lilley & Haslam, 1981). De hecho,

la evaluacion de la fraccion rica en compuestos fendlicos obtenidas de la piel de
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almendra contra VHS-1 revelé que el mecanismo de inhibicion se debe a la
inhibicion de la adsorcion viral (Bisignano et al., 2017).

Si bien la inhibicion de la adsorcion viral puede ser atribuida a la presencia de
compuestos polifendlicos, también hemos identificado la presencia de (Z,2)-9,12-
octadecadienoato de metilo, un éster de metilo del acido linoleico en la fraccion
cloroférmica de A. hispidum (Tabla 8). Se ha descrito que el &cido linoleico posee
actividad antiviral contra virus con envoltura como el VHS-2, debido a un efecto
virucidico asociado a la desestabilizacién de la membrana viral con pérdida de la
capacidad de union a la célula blanco (Sands, Auperin & Snipes, 1979). La presencia
de los compuestos polifenolicos junto con (Z,Z)-9,12-octadecadienoato de metilo
explicarian el mecanismo de accion asociado a la inhibicion de la entrada viral, y a
su vez sugiere estudiar el efecto virucidico como un posible mecanismo de accion

para dichas fracciones.

Los flavonoides identificados en la fraccion cloroformica del género
Acanthospermum correspoden al grupo de las 3-metoxiflavonas. Se ha demostrado
que las 3-metoxiflavonas como axilarina y penduletina poseen actividad antiviral
contra virus de ARN como el rinovirus y enterovirus 71 respectivamente (Tsuchiya
et al., 1985; Zhu et al., 2011). En cuanto a la actividad antiviral especifica contra el
VHS, se demostré que axilarina posee actividad antiviral inhibiendo la replicacion
del VHS-2, sin embargo no se ha establecido su mecanismo de inhibicion (Alvarez et
al., 2011). Ademéas de presentar actividad antiviral contra virus de ARN, las
estructuras del tipo metoxi-flavonoides han demostrado inhibir virus de ADN. Los
virus de ARN y ADN tienen mecanismos de replicacion diferentes. Las 3-
metoxiflavonas presentes en las fracciones cloroformicas del género
Acanthospermum podrian ser responsables de la actividad antiviral observadas
cuando las mismas se encuentran presentes antes o después de al adsorcion viral, por
mecanismos asociados a la afectacion de vias celulares necesarias para la

propagacion viral (Ortega et al., 2019).
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Mediante comparacion del ion molecular obtenido de la fraccion hexanica con los
iones moleculares de los compuestos descritos para el género Acanthospermum se
han identificado en primera instancia a los compuestos como (Z,Z2)-9,12-
octadecadienoato de metilo y fitol. Como se mencioné anteriormente (Z,Z2)-9,12-
octadecadienoato podria estar involucrado en la inhibicion de la entrada viral por un
efecto virucidico, sin embargo, para la fraccion hexanica la inhibicion de la entrada
viral no constituyo el principal mecanismo de accion antiviral . El fitol es un alcohol
primario diterpénico de cadena larga insaturada componente de la clorofila, se ha
demostrado que los alcoholes insaturados de cadena larga (a partir de 14 carbonos)
son capaces de inactivar virus con membranas, de hecho, el fitol ha demostrado tener
un efecto virucidico contra VHS-1 y 2 (Sands et al., 1979; Snipes, Person, Keller,
Taylor & Keith, 1977). Sin embargo, estos resultados no se relacionan con lo
observado en este trabajo, donde las fracciones hexanica de A. australe y A.
hispidum, un extracto con actividad virucidica deberia inhibir mayoritariamente en el
grupo durante la adsorpcion, sin embargo, se observaron actividad antiviral mayor al
60% en las etapas de preadsorcion y posadsorcion viral para esta fraccion (Figura
19). En concordancia con nuestros resultados Santoyo et al. observaron que el fitol es
capaz de inhibir la replicacion viral cuando las células son tratadas antes o posterior a
la adsorcion viral (Santoyo et al., 2010). Sin embargo, no se puede descartar la
presencia de otros compuestos no identificados mediante nuestros analisis
responsables de la actividad antiviral. Estos resultados justifican mayores analisis
tanto en los compuestos constituyentes de las diferentes fracciones, asi como en la

busqueda de los mecanismos de accion antiviral.
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6. CONCLUSION

Se logro obtener datos de actividad antiviral contra el VHS-1 y el indice de
selectividad de diez especies no reportadas previamente. De estas, ocho presentaban
antecedentes de actividad antiviral contra el VHS-1 a nivel de género (B.
dracunculifolia, B. notosergila, B. trimera, L. niederleinii, Solanum americanum, S.
comptum y S. sisymbriifolium). Las especies estudadas del genéro Solanum

presentaron los mejores indicies de selectividad.

No se observé un comportamiento homogeéneo en la actividad antiviral presente en
las diferentes fracciones de los miembros del género Baccharis, asi como en el
andlisis de los tiempos de infeccion. Lo cual sugiere, que la actividad antiviral en
este género es realizada por una diversidad de compuesto con diferentes polaridades

y mecanismos de accion.

Se observd actividad antiviral en las fracciones cloroférmica y hexanica de A.
australe y A. hispidum con IS altos, incluso mayores a los obtenidos para sus
correspondientes extractos metanolicos. En este caso se observo un comportamiento
similar en torno a los resultados de tiempo de infeccién para las fracciones en un
mismo disolvente de ambas especies. Esto sugiere la presencia de compuestos

activos similares en ambas especies.

Las fracciones cloroformicas de las especies del género Achantospermum inhibieron
todas las etapas del ciclo viral, ademas dicha fraccion fue capaz de interferir la union
viral a la célula. En cuanto a la fraccion en hexano de ambas especies actuaron en las

etapas de preadsorcion y posadsorcion viral.

Fue posible identificar mediante el analisis cromatografico de las fracciones
cloroférmica y hexanica de A. australe y A. hispidum la presencia de 5,7,3",4 -
tetrahidroxi-3,6-dimetoxiflavona o axilarina, 5,7,4 trihidroxy-3,6-dimetoxiflavona o

3,6 dimetoxiapigenina, 5, 4' dihidroxi 3,6,7 trimetoxi flavona o penduletina, 3',4',5-
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trihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona o Crisosplenol D, (Z,Z)-9,12-octadecadienoato de
metilo, y fitol. Los cuales pueden considerarse como posibles candidatos responbles
de la actividad antiviral.
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