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RESUMEN

El virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) es uno de los principales patogenos
humanos. Genera infecciones persistentes al ingresar a un estado de latencia
permanente en aquellas personas infectadas. Si bien existen drogas para su tratamiento,
las mismas presentan baja biodisponibilidad y en algunos casos alta toxicidad.
Ademaés, se ha observado el surgimiento de cepas resistentes, incluso a maltiples
drogas. Los aceites esenciales constituyen una fuente potencial de antivirales, siendo
Paraguay uno de los principales productores a nivel mundial de los mismos. En el
presente trabajo se determind la citotoxicidad y actividad antiviral contra el HSV-1 de
los aceites de Palo Santo (Gonopterodendron sarmientoi) (concentracion citotoxica
50-CC50- = 115,1 pg/mL vy actividad antiviral 50-EC50- = 56,6 ug/mL), Cabreuva
(Myrocarpus frondosus) (CC50 = 89 pg/mL y EC50 = 25,9 pg/mL) y Petitgrain
(Citrus aurantium L. var. amara) (CC50 = 146 pg/mL y EC50 = 7,95 pg/mL), siendo
los indices de selectividad 2,03, 3,44 y 18,36, respectivamente. El ensayo de tiempo
de infeccion realizado sugiere que el aceite esencial de Palo Santo y de Petitgrain
ejercen la actividad antiviral a nivel celular pre-infeccion y durante el periodo post-
entrada del ciclo viral, mientras que el de Cabreuva solo a nivel pre-infeccion. Asi
mismo, se determind los posibles mecanismos de accién del aceite esencial de
Petitgrain frente al HSV-1, que incluyen la inhibicion de la replicacion del genoma
viral, inhibicion de la produccion de la proteina estructural gD (44,6%) y el aumento
de expresion de la citoquina IL-6 en el contexto de la infeccion.

Palabras claves: HSV-1, Aceite esencial, Agente antiviral, Inhibicion en la
replicacion viral, IL-6.



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE ACEITES ESENCIALES
PRODUCIDOS EN EL PARAGUAY FRENTE AL HERPES SIMPLEX TIPO
1

Marcos Marcelo Florentin Pavia*, Patricia Langjahr**, Pablo Hernan Sotelo

Torres**

*Estudiante de la Maestria en Ciencias Biomédicas, Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud,
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién

**Departamento de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién

ABSTRACT

Herpes simplex type 1 (HSV-1) is one of the main human pathogens. It causes
persistent infections due entering a permanent latency state in the infected people.
Although there are drugs for its treatment, these usually show low bioavailability and
high toxicity. Also, the emergence of resistant strains, sometimes to multiple drugs,
has been observed. Essential oils constitute a new source of antiviral compounds, with
Paraguay being one of the main producers at a worldwide scale. In the present work
the cytotoxicity and antiviral activity against HSV-1 of the Palo Santo
(Gonopterodendron sarmientoi) (cytotoxic concentration 50-CC50 = 115,1 pg/mL
and antiviral concentration 50-EC50 = 56,6 pg/mL), Cabreuva (Myrocarpus
frondosus) (CC50 = 89 pg/mL and EC50 = 25,9 pg/mL) and Petitgrain (Citrus
aurantium L. var. amara) (CC50 = 146 pg/mL and EC50 = 7,95 pg/mL) essential oils
could be determined, with the selectivity indexes being 2,03, 3,44 and 18,36
respectively. The time of infection assay performed suggests that Palo Santo and
Petitgrain essential oils exhibit antiviral activity at a cellular level before the infection
and then in a post-entry way in the viral cycle, while Cabreuva exhibits antiviral
activity only before infection. Likewise, it was able to determine the possible
mechanisms of action of Petitgrain essential oil against HSV-1, such as the inhibition
in the viral genome replication, the decrease in structural protein gD production
(44,6%) and the increase of the expression of the cytokine IL-6 in the context of the
infection.

Keywords: HSV-1, Essential oil, Antiviral Agent, Inhibition of the viral replication,
IL-6.
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1.  MARCO TEORICO
1.1. Generalidades y epidemiologia del HSV-1

El virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1, nombre taxonémico Human
alphaherpesvirus 1) es un virus de ADN de doble hebra, con un de genoma de 152 Kb.
Pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, la cual se
caracteriza por infectar un gran nimero de especies de vertebrados, asi de como
presentar un periodo de latencia permanente en el huésped. En promedio, el 67% de la
poblacion mundial se encuentra infectada con HSV-1, siendo el estimado de 40-50%
para el continente americano. HSV-1 es asi la especie de Herpesvirus mas prevalente
en humanos (1,2).

La transmision ocurre por contacto entre mucosas o piel descubierta de una
persona susceptible y una persona que excreta al virus. Luego de la infeccion local
inicial oro-faringea, ocurre el transporte y la infeccion del nervio trigémino, donde
ocurre latencia (3-5).

La estructura del HSV-1 consiste en una membrana lipidica externa
recubriendo el tegumento proteico no organizado y finalmente una nucleocépside
conteniendo al genoma viral (3,6). La membrana contiene glicoproteinas que actdan
como receptores de unién como son gB y gC, y fusion o entrada de la particula viral
como son gD y el dimero gH-gL (7-9). El tegumento proteico contiene distintos
factores virales tales como VP16 que actGa como factor de trans-activacion para la
expresion de los genes virales inmediato-tempranos, la proteina de apagado del
huésped del virion o VHS, que actta como regulador de genes celulares y virales (10)
y VP1-2, encargada en la liberacion del genoma viral al poro nuclear (11). Finalmente,
la nucleocapside contiene al genoma viral, esta formada por proteinas tales como VP5,
VP23, VP26, VP19c y la proteina portal. Estd estructurada como icosaedro con
simetria T = 16 constituido por pentdmeros y hexameros de VP5 y engloba el genoma
viral, mayormente lineal, con un contenido de G+C de aproximadamente 68% y
constituido por dos porciones unidas covalentemente: la seccion larga y la corta, ambas

flanqueadas por secuencias repetidas y en fracciones equimolares (3,6).
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1.2. Ciclo viral

El ciclo viral puede diferenciarse entre productivo o latente, dependiendo de
la sintesis activa 0 no de nuevos viriones por la célula infectada. Asi mismo, se divide
en las siguientes fases: contacto y union del virus con la célula huésped, entrada del
virus, liberacion y transporte del tegumento y nucleocapside al nucleo celular, sintesis
en cascada de los ARN mensajeros (ARNm) virales, sintesis de proteinas y replicacion
viral, ensamblaje del virién y egreso del virus (3).

La union del HSV-1 se da por medio de la interaccion entre gB y gC con
glicosaminoglicanos celulares, luego la interaccién entre gD y receptores de heparan
sulfato para permitir la fusion de membranas y la liberacion del contenido viral dentro
del citoplasma celular (3,7-9). Asi mismo, el virus también interactia con otros
receptores celulares como son el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), que induce una cascada de sefializacion para la reorganizacion del esqueleto
de actina (12). La nucleocapside es transportada hasta el nucleo celular por medio de
la red de microtibulos de actina, mientras que VP16 es transportada por medio del
factor celular hospedador C1 o HCFC1 (13,14). Se cree que la ausencia de este factor
viral bloquea el avance del ciclo viral y genera latencia en células tales como neuronas
(15). Una vez ambos componentes llegan al ndcleo, la nucleocapside inyecta el
genoma a través de los poros nucleares, luego ocurre la circularizacion del mismo y
en presencia de VP16 ocurre la transcripcion de genes inmediato-tempranos (IE o
genes o)) como ICPO e ICP4, los cuales a su vez permiten la transcripcion de los genes
tempranos (E o genes B) como timidina quinasa (TK) e ICP8, los cuales estan
involucrados en la replicacion del genoma viral (3).

La presencia de genes IE y E causa la expresion de genes tardios (L o genes
v) que se dividen a su vez en laxos (genes y1) o astringentes (genes y2). Es asi, que los
genes y2 dependen de la replicacion y la cantidad de genoma viral acumulado para su
expresion, no asi los genes y1 que se expresan a valores minimos, aumentando su
expresion una vez ocurre la replicacion del genoma viral (3). ElI ensamblaje de la
particula viral ocurre durante la sintesis de proteinas estructurales pertenecientes al
grupo de genes L, primeramente sobre un andamio proteico formado por VP21 y
VP22a sobre el cual se organizan las demas proteinas formadoras de la nucleocapside
(VP5, VP19c, VP23 y la proteina portal) (16). EI ADN viral es luego insertado a traves
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de la proteina portal y la misma egresa del nlcleo para seguir su maduracion en el
citoplasma celular (3).

Los mecanismos por los cuales la nucleocapside pasa al citoplasma no estan
aun bien establecidos, es durante este periodo donde ocurre la adquisicion del
tegumento proteico. Las capsides recubiertas por tegumento pasan entonces al aparato
de Golgi o al sistema trans-Golgi donde adquiere la membrana externa y
glicoproteinas. El brote de viriones ocurre entonces por egreso de los mismos a traves
de las membranas celulares, pudiendo ocurrir el transporte directo por contacto célula-
celula o su liberacion al medio extracelular (3).

Para el caso de la reactivacion a partir de la latencia, se cree que lo que sucede
es una reactivacion parcial en la infeccion en neuronas del nervio trigémino, generando
un numero reducido de particulas virales comparando con la infeccion activa, con el
subsecuente transporte anterégrado de viriones por el exén hasta células del epitelio
de la zona oro-facial para causar los rebrotes visibles (4,15,17). Asi mismo, se cree
tener identificadas ciertos factores que generan la reactivacion, como son UV, stress,
dafo nervioso, uso de esteroides en modelos animales, presencia de metales pesados

y trauma fisico en el sitio de la infeccion inicial (17-25).

1.3. Antivirales y limitaciones

Las drogas utilizadas actualmente para el tratamiento de HSV-1 pueden
dividirse en tres grupos: analogos de nucledsidos representados mayormente por
aciclovir y sus derivados, foscarnet y docosanol (26-28). Aciclovir es la principal
droga utilizada frente a infecciones (29). Aciclovir actia mediante la interrupcion de
en la sintesis de genoma viral al ser utilizado como sustrato analogo de guanosina
durante la replicacién, sufriendo una fosforilacion inicial a monofosfato por TK y
luego di- y tri-fosforilaciones por quinasas celulares (30,31). Entre las desventajas se
encuentran su baja biodisponibilidad oral, alrededor del 10 a 20%, dosis dependiente
(32,33). En situaciones en las que se necesita una mayor biodisponibilidad o su uso
sistémico se utiliza la aplicacion intravenosa, la cual trae consigo el riesgo de
insuficiencia renal y nefrotoxicidad (34). Dentro del grupo aciclovir se tienen al

valaciclovir o L-valil éster de aciclovir. Actia como pro-droga, siendo metabolizado
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a aciclovir en el higado y compartiendo mismo mecanismo de accion frente al virus
con una mejor biodisponibilidad (32,35,36).

Ganciclovir o DHPG es un segundo ejemplo de droga derivada de aciclovir
que actua de manera similar (27,37). Asi, también interrumpe la sintesis del genoma
viral, estando su uso mayormente destinado al tratamiento de infecciones por
citomegalovirus, a excepcion de la forma en gel al 0,15%, aprobada por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para queratitis herpética en
2008 (38,39). Los efectos adversos que posee son neurotropenia y toxicidad del
sistema nervioso central, por lo que su uso puede agravar el estado de pacientes
inmunocomprometidos (40-42).

Trifluridina es otro compuesto analogo de nucleésido, teniendo una estructura
de pirimidina, que ademas de poseer actividad frente al HSV-1 también actua frente a
HSV-2, citomegalovirus, vaccinia y algunos adenovirus (39,43). Aparentemente posee
dos mecanismos de accion frente al HSV-1: por un lado actla inhibiendo
irreversiblemente la actividad timidilato sintasa luego de su monofosforilacion,
impidiendo el procesamiento de uracilos a timidinas e interfiriendo asi con la sintesis
de nuevo genoma viral (44); asi mismo se integra durante la replicacion del ADN viral
y celular (43,45,46), pudiendo asi ser utilizado como componente de una droga para
tratar cancer de estbmago metastatico, junto con un inhibidor de timidina fosforilasa
(46). Su uso es mayormente tdpico, y tiene como efectos secundarios incomodidad
local, edema, reacciones alérgicas, irritacion y erosiones epiteliales de la cornea (43).

Foscarnet o acido fosfometanoico es un analogo de pirofosfato que actta
también a nivel de interrupcion de la replicacién viral, por inhibicién del sitio de union
de pirofosfato en la polimerasa viral (47). Se utiliza no sélo para infecciones de HSV
sino también para el virus de la varicela-zoster, citomegalovirus, virus de Epstein-Barr,
virus linfotropico B humano y virus de la inmunodeficiencia humana (39,48). El uso
de esta droga frente a HSV-1 se encuentra limitado exclusivamente al tratamiento de
pacientes que poseen cepas resistentes a aciclovir y sus analogos (49,50), es decir,
como ultimo recurso o terapia de rescate (51), por los severos efectos secundarios que
posee tales como su capacidad de causar anemia y nefrotoxicidad (42,52,53).

Se tiene a docosanol como una de las Gltimas drogas aprobadas para el

tratamiento de infecciones herpéticas. Si bien se desconoce aln su mecanismo de
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accion, existe evidencia de la actividad del compuesto sélo frente a virus envueltos,
asi como de la interaccion entre las proteinas de membrana celulares y las proteinas
virales de envoltura, por lo que se tiene como mecanismo propuesto de accién su
interferencia durante la fusion entre la membrana viral y la celular (54,55). Es decir,
el mismo no actla directamente sobre la replicacion viral impidiendo la formacion de
nuevas particulas virales, sino sobre aquellos viriones ya desprendidos del foco de la
infeccion. Su aplicacion es solo por via topica, no siendo posible su uso por via
sistémica y limitando su biodisponibilidad (28,56).

La existencia de cepas resistentes a aciclovir y sus derivados estd ampliamente
reportada y ocurre generalmente en pacientes inmunocomprometidos o bajo terapia
inmunosupresora (49,57-60). Si bien existen casos de resistencia a aciclovir sensibles
a ganciclovir, se considera que la resistencia al primero otorga resistencia cruzada a
sus analogos (61,62). El uso de foscarnet se encuentra limitado al tratamiento de
pacientes que poseen cepas resistentes a aciclovir y sus analogos (49,61,63,64), es
decir, como ultimo recurso o terapia de rescate (51). Cabe destacar que también se han
reportado casos clinicos con cepas resistentes no solamente a foscarnet (64,65) sino

también con resistencias multiples a aciclovir y ganciclovir (62,66-68).

1.4. Aceites esenciales como antivirales

Los aceites esenciales (AE) son un grupo de concentrados liquidos
hidrofobicos volatiles provenientes de plantas. Los mismos son utilizados a nivel de
cosmeéticos y también en medicina popular (69-71). El uso de AE esta ampliamente
extendido en la medicina popular, asi como en la medicina alternativa y aromaterapia.
Diversos estudios cientificos han mostrado actividades antioxidantes (72—-74) de estas
sustancias, asi como actividad frente a patdgenos tales como hongos (75-78), bacterias
(79-83) y virus (84-86). También se han descrito efectos antiinflamatorios (87,88),
estimuladores (89) y supresores (90) de la respuesta inmune innata.

Si bien el nimero de reportes de AE con actividad antiviral es mucho mayor
para aquellos virus con envoltura, algunos también presentan actividad ante virus
desnudos (91,92). Existen antecedentes que describen actividad antiviral de AE frente

a miembros de la familia Herpesviridae, principalmente HSV-1 (93-95). Entre las
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plantas que son fuentes de estos AE pueden mencionarse el anis, orégano griego y
mexicano, manzanilla, ajenjo, menta, jengibre, tomillo y sandalo, entre muchas otras
(84,85,92,96-102).

A pesar que la informacion sobre la actividad antiviral de los AE es vasta, no
existen mayores antecedentes sobre los mecanismos de accién antiviral de los AE
utilizados o de sus componentes purificados (103). Entre los mecanismos de actividad
conocidos puede citarse que, la incubacion de los AE provenientes de menta y anis
estrella, asi como farnesol, beta-cariofileno o triptofordina C-2 con HSV-1, provoca
una desestabilizacion de la envoltura viral, notdndose que en el caso de los ultimos
cuatro compuestos no disminuye la unién ni penetracion del virus a las células
(92,99,104). También se da el caso de compuestos de AE con méas de un mecanismo
de accion frente al virus como el isoborneol, proveniente de Salvia fruticosa, el cual
actlia tanto como agente virucidico, causando la inactivacion de la particula viral, asi
como causando la inhibicion especifica de la glicosilacion de proteinas de la envoltura
viral, desconociéndose las causas exactas de este fendmeno. Se cree que puede darse
por la interferencia sobre alguna proteina viral encargada de realizar la glicosilacion,
o bien la generacion de un estado antiviral (100). Se pueden citar también al a-pineno,
obtenido de Melaleuca alternifolia, Eucalyptus globulus y Thymus Vulgaris, que causa
disminucion de infectividad del virus mediante en el tratamiento previo y posterior a
la infeccidon de las células (96) o el eugenol, obtenido de Eugenia caryophyllus,
Cinnamomum spp., Ocimum basilicum y Myristica fragrans, que posee actividad
virucidica y ademas causa la disminucion en la infectividad medida por reduccion en

el nimero de placas formadas en células tratadas luego de la infeccién (105,106).

1.5. Aceites esenciales de interés, usos y situacion a nivel pais

El uso de los AE puede dividirse en uso regulado o no. En el uso popular o
no regulado se incluye como aromaterapia, en cosméticos, en agricultura y como
agentes fitoterapéuticos (107-109). Luego esta su uso regulado ya sea en la industria
alimentaria como saborizantes 0 conservantes naturales y su potencial aplicacién

biomédica. Sobre esta Ultima se destaca el uso de distintos sistemas de entrega
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(nanoparticulas y nanoemulsiones) o en investigacion sobre las propiedades
antimicrobianas previamente citadas (110,111).

El Paraguay es un importante productor a nivel mundial de AE. Existen unas
3576 fincas productoras de los mismos, con un volumen productivo de 661 toneladas
para la exportacion con valor de 9.236.000 USD en 2009 y 659 toneladas exportadas
por un valor de 19.049.335 USD en el 2012 (112,113). El pais es asi también referente
de produccion para el AE Petitgrain (PG) y el de palo santo, teniendo el PG de origen
paraguayo certificado de origen que garantiza su calidad.

PG se obtiene de Citrus aurantium L. var. Amara, conocido cominmente como
naranja agria o apepu, pertenece a la familia Rutaceae, orden Sapindales. EI AE es un
liqguido amarillo palido, con un fuerte olor caracteristico y agradable, constituido
principalmente por linalool y acetato de linalilo, con trazas de otros componentes. Se
obtiene a partir de la destilacion por arrastre de vapor de hojas y ramas (114-116), y
es utilizado mayormente para aquellas aplicaciones no reguladas como son: fijante de
perfumes, elaboracion de jabones, pomadas, medicina popular paraguaya, etc. La FDA
le asigna la categoria de sustancia generalmente reconocida como segura para su uso
establecido, bajo el codigo electronico de regulacion de 182.20 (117).

Gonopterodendron sarmientoi, especie previamente conocida como Bulnesia
sarmientoi, pertenece a la familia Zygophyllaceae, orden Zygophyllales. Es llamado
comunmente como palo santo (PS) y es un arbol que crece en la regidn del Gran Chaco,
entre Paraguay, Argentina y Bolivia (118,119). ElI AE de PS se obtiene de restos de
madera y aserrin, también destiladas por arrastre de vapor (114,119). El mismo es un
liquido viscoso amarillento oscuro, capaz de solidificar a temperatura ambiente a una
masa amorfa color &mbar. Posee un olor suave, agradable y que recuerda a rosas. Esta
mayormente constituido por alcoholes sesquiterpenos como guaiol y bulnesol.
También se usa en perfumeria por sus propiedades fijativas (114). A diferencia de PG,
su uso esta orientado hacia el sector alimenticio: como aditivo de alimentos y
saborizante de bebidas, si bien también se lo utiliza como fijativo en perfumes (114).
Se encuentra aprobado como aditivo de alimentos permitidos para su adicién directa
para el consumo humano por la FDA bajo el codigo 172.510 (120). Al igual que en el
caso de PG, Paraguay es uno de los principales productores a nivel mundial del AE de
PS.
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Finalmente se encuentra el AE de Cabreuva, obtenido del &rbol Myrocarpus
frondosus, familia Fabaceae, orden Fabales, el cual se encuentra distribuido entre
Argentina, Brasil y Paraguay (121). Cabreuva se extrae de igual forma que el AE de
PS (122), siendo un liquido amarillo claro, viscoso y con un olor suave que recuerda a
madera y flores. Estd constituido mayormente por nerolidol y menormente por
farnesol. Se utiliza en la medicina popular como anti-inflamatorio y para sanar heridas
(123). Se encuentra registrado bajo el cddigo 294-497-3 en la base de datos de la
Agencia Europea de Quimicos 0 ECHA (124).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antiviral y los posibles mecanismos de accion de aceites
esenciales de Gonopterodendron sarmientoi, Citrus aurantium L. var. amara y

Myrocarpus frondosus producidos en el Paraguay contra el HSV-1 en células Vero.

2.2. Objetivos especificos

o Analizar la citotoxicidad de los aceites seleccionados y calcular la
concentracion citotdxica 50.

o Analizar la actividad antiviral de los aceites seleccionados, calcular la
actividad antiviral 50 y el indice de selectividad.

o Evaluar el mecanismo de accién de al menos un aceite esencial con

actividad antiviral demostrada.
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3. METODOLOGIA

3.1. Aceites esenciales

Los AE de PS (Gonopterodendron sarmientoi), Cabreuva (Myrocarpus
frondosus) y PG (Citrus aurantium L. var. amara) fueron obtenidos comercialmente
de Amigo & Arditi S.A. con sus respectivos certificados de analisis y tablas de
composicion quimica (Anexo 1). Se realizd un stock madre a 100 mg/uL en dimetil
sulfoxido (Sigma, Saint Louis, MO) y se esterilizo por filtracion en filtros de 0,22 uM
Minisart® Syringe Filter (Sartorius).

3.2. Cultivo celular

Se utilizaron células Vero, que corresponden a células epiteliales de rifion de
mono verde. Las mismas fueron cultivadas en medio Dulbecco-Eagle modificado
(DMEM) (Gibco, USA) con 7,5 % de suero fetal bovino (FBS) (Gibco, Brasil),
amino&cidos no esenciales (Gibco, Grand Island, NY) y penicilina y estreptomicina

(Sigma, Saint Louis, MO), a 37 °C y una atmosfera con 5% CO..

3.3. Virus utilizado

El virus utilizado fue la cepa F del HSV-1, proporcionado por la Dra. Maria
José Martinez de la Universidad de Chile. EI mismo se produjo por medio de la
infeccion de una botella con monocapa confluente de células Vero, cosechando el
sobrenadante conteniendo las particulas virales a los tres dias. Se realizd6 una
centrifugacion a 2000 g a 4 °C por 5 minutos para la remocién de restos celulares y se
alicuoto el sobrenadante conteniendo virus.

La titulacién viral se realizd por el ensayo de formacion de placas de lisis.
Brevemente, se realizaron diluciones seriadas del virus en DMEM 2% FBS, incubando
con las células por una hora para permitir la entrada del virus, luego se removio el
medio y se agrego una mezcla de agarosa 1,2% con DMEM 2% FBS. Se incubaron las
células por 5 a 6 dias hasta la visualizacion de placas de lisis. Luego las células fueron

fijadas con formol al 40% (Laboratorio Glorimar, Paraguay) y tefiidas con cristal
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violeta (Anedra). Se contd el nimero de placas de lisis a fin de determinar el titulo
viral. Una vez titulado, el virus se conservé a -80 °C en el Laboratorio de

Biotecnologia, FCQ.

3.4. Ensayos de citotoxicidad

Los ensayos de determinacién de citotoxicidad consistieron en el tratamiento
de células con los distintos AE en estudio. Para ello se prepararon 1E4 células Vero
por pocillo en placas de 96 pocillos, se incubd con 100 pL soluciones seriadas de los
AE en DMEM 2% FBS a distintas concentraciones. Como control (mock) se utilizaron
celulas incubadas con un volumen de DMSO en DMEM 2% FBS. La lectura se realizo
de acuerdo a las indicaciones del kit (alamarBlue® Assay, Invitrogen). Las placas se
incubaron en estufa a 37 °C 5% CO> por 72 h, luego se agreg6 20 uL de resazurina a
0,15 mg/mL (Alfa Aesar, Ucrania) en oscuridad a cada pocillo y se incub6 en estufa
por 3 h mas. Finalmente se midi6 la absorbancia en el equipo MultiskanGO
(ThermoFischer Scientific, Finlandia) a 570 y 600 nm, aplicandose la siguiente
férmula para la obtencion de los valores de viabilidad celular y luego citotoxicidad de

cada tratamiento:

(€ox)A24A; — (€5x)A1AA, de la muestra en estudio
(€0x)A2 A% — (o)A, A%A, del control

= viabilidad celular (%) (1)

x 100

100 — viabilidad celular = citotoxicidad (2)

Donde gox €s el coeficiente de extincién molar de la forma oxidada de la
resazurina (80,586 para 570 nm y 117,216 para 600 nm), A es la absorbancia de los
pocillos tratados, A° la absorbancia del control, A1 = 570 nm y A2 = 600 nm.

Una vez obtenidos los datos de citotoxicidad a las concentraciones estudiadas
se realizaron curvas en Prism 5, mediante la transformacion de las concentraciones a

escala logaritmica y la aplicacion de una regresion no lineal de inhibidor versus
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respuesta, con pendiente variable, normalizandose los valores de los tratamientos al

mock, obteniéndose asi los valores de concentracion citotoxica 50% (2) (CC50) y R2.

3.5. Ensayos de actividad antiviral

Los ensayos de determinacion de la actividad antiviral fueron realizados
como se ha descripto anteriormente (125). Brevemente, células Vero en placas de 96
pocillos se incubaron con 50 pL de la solucion de virus a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 1,5 y se incubaron a 37 °C 5% CO> por 1 h. Esto corresponde a
1,5 unidades formadoras de placas (PFU) de HSV-1 por cada célula en el pocillo. Las
celulas fueron lavadas con 100 pL PBS 1X para luego agregar 100 pL de diluciones
seriadas de los AE en DMEM 2% FBS, teniendo asi mismo un grupo de celulas
infectadas sin tratar como mock y un grupo de células sin infectar ni tratar como
control negativo. Las células fueron incubadas por 72 h en estufa a 37 °C 5% CO.. Una
vez cumplido el tiempo se cuantifico la cantidad de genoma viral presente en el
sobrenadante del cultivo por reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (QPCR).

El andlisis de datos se realizd mediante la obtencion del namero de copias de
genoma viral (VGC) en cada condiciéon por uso de una curva de cuantificacién
previamente establecida, normalizando los datos de infeccion obtenidos para cada
condicién con respecto al mock, el cual representa la totalidad de la infeccién. Se
utilizé Prism 5 para obtener los valores de concentracion efectiva 50% (como EC50)
y el R?,

3.6. Ensayos de tiempo de infeccion

Se prepararon placas de 96 pocillos con células Vero y se realizaron las
infecciones con HSV-1 como ya se ha descripto anteriormente variandose el momento
en el cual se agregd el AE. De esta manera se obtuvieron tres grupos: el grupo con Pre-
tratamiento previo a la entrada viral, infeccion y entrada simultaneas con el grupo
“Durante-tratamiento”, y el grupo “Post-entrada”, teniendo asi mismo un grupo de

células sin tratar (mock) y otro sin tratar ni infectar como control negativo de placa.
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Brevemente, para el grupo “Pre-tratamiento” se incubaron células con AE a
100 pg/mL en DMEM 2% FBS a 37 °C 5% CO> por 2 h. Posteriormente se removio
el sobrenadante y se infectd con 50 uL de HSV-1a MOI = 1,5. Para el grupo “Durante-
tratamiento”, se preparo una solucion conteniendo AE y HSV-1 a las concentraciones
citadas y se infecté como se ha descripto previamente. Para el grupo “Post-entrada”
primeramente se incubaron las células con el virus, luego se removio el indculo viral
y se agrego el AE en DMEM 2% FBS a la concentracion ya citada. Asi mismo, el
mock se infectd como se ha descripto previamente. Finalmente, al control negativo de
placa se realiz6 sélo el cambio de medio.

Luego de la incubacién por 72 h en estufa se cuantificé la cantidad de genoma
viral en el sobrenadante del cultivo por qPCR, realizando el analisis de datos como ya

se ha descripto.

3.7. Ensayo virucidico

El ensayo virucidico se realizd mediante el enfrentamiento de una solucién
de HSV-1 con una de PG. Para ello, se prepar6 una solucion de HSV-1 de 60.000
PFU/uUL y se agreg6 PG para llegar a una concentracion final de 794,5 ug/mL a un
volumen final de 150 pL. Posteriormente se elimind el genoma viral libre incubando
con 2 Ul de DNasa | RQ1 (Promega, Madison, W1), 2 pL de buffer RQ1 10Xy 10 puL
de muestra a volumen de reaccion de 20 UL, se incubd por 30 min a 37 °C y se inactivo
la enzima por 10 min a 65 °C.

Luego se cuantifico el nimero de VGC como ya se ha descripto previamente.
Se hall6 la relacion entre la digestion del grupo tratado con el AE frente a la digestion
del grupo sin tratar, utilizandose la siguiente formula para la determinacién del nimero

de viriones integros y posteriormente la actividad virucidica (4):

DNAsa PG
sin_DNAsa PG
DNAsa sin PG

sin DNAsa sin PG

= Viriones integros (3)

1 —Viriones integros = Actividad virucidica (4)
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Se utiliz6 Prism 5 para la elaboracion del grafico de barras del tratamiento

con PG con respecto al mock, realizando pruebas estadisticas con el mismo software.

3.8. Extraccién de genoma y ARN totales

Las extracciones de genoma y ARN se realizaron por medio del protocolo
TRIzol® (Ambion, USA). Primeramente, se sembraron placas de 6 pocillos con 2E5
células Vero, luego se infectaron con HSV-1 a MOI 5 y 15, seguido de una incubacion
a 37 °C 5% COz por 1 h, se removio el sobrenadante y se agregaron las soluciones de
tratamiento con PG a 100 pg/mL en DMEM 2% FBS y se incub6 en estufa por 4 u 8
h. Como control se infectaron células que fueron tratadas solo con DMSO.

La obtencién del ARN y ADN viral se realizé6 mediante la extraccion con
TRIzol® segun las indicaciones del fabricante. Brevemente, se removio el
sobrenadante del cultivo de cada pocillo y se agregd 500 pL de reactivo TRIzol® frio,
luego se recolecto el lisado de la monocapa, posteriormente se realiz6 una incubacion
a temperatura ambiente (RT) por 5 min, con agitacion con vortex y se agregd 100 pL
de cloroformo (Cicarelli, Argentina). Se centrifug6 a 12.000 g a 4 °C por 15 minutos,
separando 220 pL de la fase acuosa superior de la interfase porcion organica inferior
a un tubo nuevo, sin perturbar la interfase, mientras que el remanente conteniendo
genoma y proteinas se conservo a -20 °C hasta su posterior procesamiento.

Se agregd 20 L de acetato de sodio (Cicarelli, Argentina) 3 M y 200 pL de
isopropanol (Anedra, Argentina) a la fase acuosa, homogeneizando y dejando en
incubacidn a -20 °C hasta el dia siguiente. Luego se centrifug6 a 12.000 g a 4 °C por
10 minutos, se descarté el sobrenadante y agreg6 500 uL de etanol (J.T. Baker, USA)
al 70% al pellet formado, vortex y se centrifugd a 7.500 g a 4 °C por 5 minutos,
repitiendo una vez mas el lavado con etanol y la centrifugacion. Posteriormente, se
descarté el sobrenadante y se sec a 65 °C. El pellet de ARN total se resuspendié en
20 pL de agua ultrapura (Invitrogen, USA). Finalmente se realiz6 un tratamiento de
las muestras con DNasa I: se agregé 1 u de enzima DNasa | y 3 puL de buffer de
digestion 10X a la totalidad del volumen de ARN, se incub6 por 30 min a 37 °C y se
inactivo la enzima por 10 min a 65 °C. EI ARN digerido con DNasas se cuantifico por

absorbancia y conservo a -80 °C hasta su posterior uso.
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Para obtener el genoma total se utilizo la porcion orgénica inferior
mencionada, se realiz6 una centrifugacion a 12.000 g a 4 °C por 5 min para descartar
todo el remanente de la fase acuosa, se agrego 150 uL de etanol, homogeneizando e
incubando por 2 min a RT. Luego se centrifugd a 2.000 g a 4 °C por 10 minutos, se
separd la porcion acuosa en un tubo nuevo y se agreg6é 500 L de citrato de sodio
(Cicarelli, Argentina) 0,1 M con 10% de etanol, pH = 8,5, se incubd por 30 min a RT,
luego se centrifugd a 2.000 g a 4 °C por 5 minutos. Se repitio el lavado con citrato de
sodio una vez mas y se descartd el sobrenadante para agregar 1 mL de etanol al 75%,
luego se incubd por 30 min a RT, se centrifugd a 2.000 g a 4 °C por 10 minutos.
Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se seco a 65 °C. El pellet de genoma
total se resuspendié en 100 uL de agua ultrapura, se cuantificd por absorbancia y

conservo a -20 °C hasta su posterior uso.

3.9. Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNc se realiz6 siguiendo el protocolo de sintesis de la enzima
MMLV-RT (Promega, Madison, WI). Brevemente, se alicuoté6 volumen de ARN
equivalente a 2 ug, se agreg6 100 pm de oligoDT (Macrogen, Corea del Sur) 100 mM
y agua ultrapura a volumen fijo de 17,25 pL y se incub6 por 10 a 70 °C. Luego se
agregd 5 pL del buffer MMLV 5X y 2 uL de dNTPs (Promega, Madison, W1) 10 mM
e incubd por 5 min a 42 °C. Se agreg6 0,75 pL de enzima MMLV-RT a cada muestra,
teniendo asi mismo un grupo de control sin agregado de enzima como control negativo
de sintesis. Finalmente se incub6 por 90 minutos a 42 °C seguido de la inactivacién de
la enzima por 10 min a 70 °C. Las muestras de ADNc se conservaron a -20 °C hasta su

posterior uso.

3.10. Reacciones en cadena de polimerasa en tiempo real

Las reacciones en cadena de polimerasa en tiempo real (qPCR) se realizaron
utilizando 1 pL de templado, 500 pM de cada cebador, 5 pL de buffer SYBR ® Green
Master Mix (Bio-Rad, USA) 2X y agua ultrapura a volumen final de 10 pL de

reaccion. Los programas de uso general consistieron en una desnaturalizacion inicial
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de 5 min a 95 °C, seguida de 40 ciclos de 95 °C por 15 s y lectura a 60 °C por 30 s, con
una curva de melting de 60 °C por 1 min, lecturas a cada 0,3 °C/s hasta 95 °C
manteniendo por 15 s con una lectura final. Para las reacciones utilizando templado de
sobrenadante de infeccion se aumento la desnaturalizacion inicial a 10 min. El ciclado
para la amplificacion de RAD51 consistio en 40 ciclos de 95 °C por 15s, 63 °C por 60s
y lectura a 60 °C por 30 s. El ciclado para la amplificacién de BRIP1 consistio en 40
ciclos de 95 °C por 15 s, 58 °C por 90 s y lectura a 60 °C por 30 s. Las corridas se
realizaron en un StepOnePlus™ (ThermoFischer Scientific). Los primers utilizados se
encuentran en la Tabla 1.

Para el analisis de los datos obtenidos en las qPCR con transcriptasa reversa
(RT-gPCR), se utiliz6 el método de AACt, utilizandose a GAPDH como normalizador

para las otras condiciones.

Tabla 1. Primers utilizados.

Gen Sentido Secuencia 5’ - 3’ Referencia

ICPO Fw  GTCGCCTTACGTGAACAAGAC (125)
Rv GTCGCCATGTTTCCCGTCTG

GAPDH Fw  GAAGGTGAAGGTCGGAGT (126)
Rv CATGGGTGGAATCATATTGGAA

ICP4 Fw  GCGTCGTCGAGGTCGT (127)
Rv CGCGGAGACGGAGGAG

TK Fw  CGAGACAATCGCGAACATCTAC (128)
Rv CCCCGGCCGATATCTCA

gB Fw TGTGTACATGTCCCCGTTTTACG (129)
Rv GCGTAGAAGCCGTCAACCT

gC Fw  GAGGAGGTCCTGACGAACATCACC (130)
Rv CCGGTGACAGAATACAACGGAGG

Usll Fw CTTCAGATGGCTTCGAGATCGTAG (131)
Rv TGTTTACTTAAAAGGCGTGCCGT

IL-6 Fw  TCTCCACAAGCGCCTTCG (132)

Rv CTCAGGGCTGAGATGCCG
EGFR_2 Fw ATGCCCGCATTAGCTCTTAG (133)
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Rv GCAACTTCCCAAAATGTGCC
IRAK2 Fw GAGTGGGACTGGATGGAGTTCG
Rv GGTTTCCAGTTCAGGATGA

RADS51 Fw TCTCTGGCAGTGATGTCCTGGA (134)
Rv TAAAGGGCGGTGGCACTGTCTA

BRIP1 Fw CAATGCCCGTGCTGTCA (135)
Rv ATCTGCTGCCGTACCCATTTA

BRCA2 Fw GGCTTCAAAAAGCACTCCAGATG (136)

Rv GGATTCTGTATCTCTTGACGTTCC

3.11. Obtencidn de proteinas y cuantificacion por el método de acido

bicinconinico

Para la obtencion de proteinas se sembraron 2E5 células Vero en placas de 6
pocillos, se infecté con HSV-1 a MOI 5 y se incub6 a 37 °C 5% CO; por 1 h. Luego
se realizaron los tratamientos con soluciones de 100 pg/mL de PG en DMEM 2% FBS
0 cambio de medio para los grupos sin tratamiento, y se dej6 en incubacion por 16 h
en estufa. Se removid el sobrenadante y se agreg6 150 uL de buffer de lisis de proteinas
(Triton X-100 [Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO] 1% con inhibidor de proteasas
cOmplete™ EDTA-free 1X [Roche, Alemania] en PBS 1X autoclavado), se recolecto
el lisado y centrifugé a 12.000 rpm a 4 °C por 5 min. Finalmente se tomd el
sobrenadante conteniendo proteinas en tubos nuevos. Las proteinas se conservaron a -
20 °C hasta su posterior uso.

La cuantificacion de proteinas se realizd por el método del &cido
bicinconinico (BCA) (G-Biosciences, USA), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se realizaron diluciones seriadas de albumina de suero bovino
(BSA) (Sigma, Saint Louis, MO) en buffer de lisis de proteinas para elaboracion de
una curva de calibracion. Se cargo 12,5 puL de muestra, incluyendo los puntos de la
curva y buffer de lisis de proteinas como blanco en placa de 96 pocillos. Luego se
agreg6 100 pL de la solucidn de trabajo (50 partes BCA por 1 parte solucion de sulfato

de cobre) a cada pocillo, se incubo en estufa por 30 min a 37 °C, se dejé enfriar por 5
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min y se realizo la lectura de absorbancia en MultiskanGO a 562 nm. Se utiliz6

planillas Excel para el ordenamiento de los datos obtenidos.

3.12. Western blot

Se resolvieron 20 g de proteina en geles de 10% de SDS page. La corrida se
realiz6 a 80 V para el gel de apilamiento y a 100 V para el gel de separacion, luego se
ensamblé el cassette de transferencia con papel, esponjas y membrana Mini-Protean
(Bio-Rad), y se transfirié durante 90 min a 100 V. Se removio6 la membrana y realizd
el bloqueo en TBS 1X-Tween 0.05% (TBST) Leche 2,5% durante toda la noche.

Posteriormente se incubd la membrana con 1:750 de a-gD (MABF1975) en
agitacion toda la noche a 4 °C, se lavo la membrana tres veces por cinco minutos con
TBST en agitacion y se incubd con 1:2500 a-ratén en agitacion por 90 min a RT. Para
el revelado se agregd 500 L de solucion potenciadora de Luminol y 500 pL de H20>
(Promega, Madison, WI), se incubd por 3 minutos y se revel6 en un C-DiGit® (LI-
COR).

Luego del revelado se realizo el stripping de la membrana que consistio en
una incubacién con hidroxido de sodio (Biopack, Argentina) y se repitio el bloqueo
como ya se habia descrito. EIl segundo revelado consistié en la incubacién de la
membrana con 1:10.000 de a-y-actina en rodamiento por 90 min a RT. Se realiz6 los
lavados y continu6 con la incubacion con a-mouse Yy el revelado como ya se ha
descripto.

Una vez obtenidas las imagenes de ambas membranas y los valores de
intensidad de bandas se realiz6 el ordenamiento y analisis de datos con planillas Excel
y Prism 5, normalizando los niveles de proteinas de gD con respecto a y-actina,

realizando pruebas estadisticas con el software mencionado.

3.13. Andlisis estadistico

Se utilizo Microsoft Excel Professional Plus 2016 para el manejo de los
datos obtenidos. Los datos de qPCR se obtuvieron mediante el uso del StepOne™

Software v2.3. Los analisis estadisticos se realizaron en Prism (GraphPad Prism v5.0.1
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para Windows, GraphPad Software Inc., San Diego, California, www.graphpad.com),
utilizandose analisis de regresion no lineal del logaritmo de inhibicion versus
respuesta, logaritmo de inhibicion versus respuesta normalizada, y prueba t de Student

de una cola con valores de significancia de 95%.
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4, RESULTADOS
4.1. Ensayos de citotoxicidad para obtencién del CC50

En una primera instancia, se realizaron los ensayos de citotoxicidad para
obtener los valores de CC50 de cada AE. Como control de viabilidad se utiliz6 un
grupo sin tratamiento. Luego de la incubacion se utilizo el reactivo resazurina para la
determinacion de los niveles de viabilidad celular, como se ve en la Figura 1. En la

Tabla 2 se muestra la CC50 y el R? para cada uno de los AE ensayados.
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Figura 1. Citotoxicidad de los AE en células Vero. Porcentajes de citotoxicidad
normalizados a células sin tratar con respecto a la concentracion de cada AE utilizado.
Cada punto corresponde a duplicados. Analisis no lineal de logaritmo de inhibidor
Versus respuesta.



40

4.2. Ensayos de actividad antiviral para obtencion del EC50 y

determinacion del Sl

Luego de los ensayos de citotoxicidad se procedio a estudiar la actividad
antiviral de los AE. Para ello se infectaron células a una MOI de 1,5, se removio el
indculo y se agregaron los AE a concentraciones crecientes, teniendo también un grupo
infectado sin tratar (mock) y un grupo de células sin tratar ni infectar como control.
Luego de la incubacion con los tratamientos se obtuvo el sobrenadante de cada grupo,
y se cuantificd las VGC por gPCR en cada condicién. En la Figura 2 se muestran las
curvas de inhibicion de infeccion.

Una vez obtenidos los parametros de CC50 y EC50 se determind el indice de
selectividad (SI) (CC50/EC50). El SI es una medida que indica el intervalo
aproximado de seguridad de la sustancia en estudio, y significa que a mayor Sl, se
tiene una seguridad tedrica mayor pues es necesaria una menor cantidad de sustancia
para tener los efectos deseados asi como una mayor cantidad para que cause efectos
toxicos (137).

Los valores de citotoxicidad como CC50, actividad antiviral como EC50 e Sl
se encuentran en la Tabla 2. PG fue el AE con mayor valor de CC50, lo que indica una
mayor concentracion necesaria de la sustancia para causar un efecto citotoxico celular.
Asi mismo PG resulto con el mejor EC50 (7,95 pg/mL), lo que indica que es necesaria
una cantidad menor de sustancia para obtener la misma actividad antiviral, con un Sl
de 18,36.

Por otro lado, las CC50 de PS y Cabreuva (115,1 y 89 pg/mL
respectivamente) resultaron menores que la CC50 de PG (146 pg/mL). Esto sumado
con sus valores de EC50 relativamente altos (56,6 y 25,9 ug/mL), se traducen en unos
valores de Sl reducidos (2,03 y 3,44, respectivamente) con respecto a PG (18,36).
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Figura 2. Actividad antiviral de los AE frente a HSV-1 en células Vero. Porcentaje de
actividad antiviral, representado por la reduccion en la produccién de HSV-1 en sobrenadante
de cultivo, normalizado a células sin tratar con respecto a la concentracion de AE utilizado.
Cada punto corresponde a duplicados para AE de PS y PG, y triplicados para Cabreuva.



Tabla 2. Parametros de interés obtenidos de los AE en estudio.
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AE CC50 R2 CC50 EC50 R2 EC50
(Mg/mL) (Mg/mL)
PS 115,1 0,9900 56,6 0,8802
Cabreuva 89 0,9766 25,9 0,8454

PG 146 0,9922 7,95 0,9451

Si

2,03
3,44
18,36
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4.3. Ensayos de tiempo de infeccion

A fin de obtener datos sobre el mecanismo de accion antiviral de los AE sobre
HSV-1, se realiz6 el ensayo de tiempo de infeccion. Este consistio en realizar la
infeccion agregando el AE en diferentes etapas del ciclo viral: i) “Pre-tratamiento”,
donde al AE fue agregado 2 h antes de la infeccidn; ii) “Durante-tratamiento”, donde
el AE fue agregado junto al virus durante la adsorcion y entrada; iii) “Post-entrada”,
se incubo la célula con el virus permitiendo la entrada viral y luego se trat6 con el AE.
Se tuvo también un grupo de células infectadas sin tratar (mock).

El “Pre-tratamiento” permitio determinar si el AE activa genes celulares que
afectan a la infeccion; el grupo “Durante-tratamiento” permite determinar si el
tratamiento con el AE produce lisis de la particula viral y se afecta la union y entrada
del virus. Finalmente, el grupo “Post-entrada” permite determinar si el efecto antiviral
del AE es a nivel de eventos post-entrada del virus, tales como expresion, replicacién
y ensamblaje viral. EI esquema del ensayo se ve en la Figura 3.

Se realizo el ensayo tiempo de infeccion y se cuantifico las VGC en el
sobrenadante por gPCR. Los resultados se encuentran en la Figura 4 y los valores de

inhibicidn de cada tiempo se encuentran en la Tabla 3.

o N 4“"'
] / a WO‘(M 5
\m "‘““ //

Figura 3. Estructura del ensayo de Tiempo de infeccién. Se muestran los tres tiempos
diferentes: EIl “Pre-tratamiento” (izquierda) consiste en el tratamiento de las células con el AE,
luego se agrega el virus. “Durante-tratamiento” (centro) es la adsorcion de virus en presencia
del AE, permitiendo asi el contacto simultaneo entre el AE, el virus y la célula. “Post-entrada”
(derecha) consiste en la adsorcion del virus seguido por el agregado del AE al medio, asi el
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tratamiento es posterior al inicio del ciclo viral. Imagen de disefio propio. La célula posee
licencia publica. La imagen del virus fue extraida del Swiss Institute of Bioinformatics.

Como puede observarse en la figura 4, PS y PG mostraron actividad antiviral
en los tiempos de “Pre-tratamiento” y “Post-entrada”, con una inhibicion mayor al
80%, lo que sugiere que la actividad antiviral estd mayoritariamente mediada por
efectos sobre la célula y en eventos posteriores a la entrada del virus. Cabreuva s6lo
mostré una inhibicién del 76,7% en el tiempo de “Pre-tratamiento”, lo que indicaria
que su actividad antiviral esta mayormente orientada a efectos sobre la célula en vez

de afectar a la entrada o al ciclo viral.
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Figura 4. Ensayos de tiempos de infeccion de HSV-1 de los AE en células Vero.
Porcentajes de inhibicion en la producciéon de HSV-1 en sobrenadante, normalizados con
respecto a células sin tratar, con respecto al tiempo de infeccion (“Pre-tratamiento”, “Durante-
tratamiento” y “Post-entrada”) con los AE. Cada grupo representa triplicados.
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Tabla 3. Inhibiciones de la infeccion por HSV-1 obtenidas en el ensayo de tiempo
de infeccidn.

AE Inhibicién en “Pre- Inhibicién en Inhibicion en
tratamiento” “Durante- “Post-
tratamiento” entrada”
PS 84,3 % 31,3% 83,4 %
Cabreuva 76,7 % 52 % 51.5%

PG 82,1 % 60,6 % 83,2 %
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4.4. Ensayo virucidico

Considerando que el AE de PG presento los mejores valores de EC50 y S, se
decidio profundizar en los posibles mecanismos de accion del mismo.

Como sélo se observo un 60,6 % de inhibicién de la infeccion en el ensayo
“Durante-tratamiento” (Tabla 3), se procedié a analizar el efecto del PG sobre la
integridad de la particula viral, realizando para ello el ensayo virucidico. EI mismo
consiste en el enfrentamiento directo de HSV-1 con el AE, asi en caso de que el AE
genere dafios sobre la integridad de la particula viral ocurriria la liberacion del genoma
viral. Seguidamente, se realiza una digestion del genoma con la enzima DNAsa | que
permite eliminar al genoma libre o accesible por la enzima para posteriormente
cuantificar el genoma no digerido por gPCR. De esta manera, es posible determinar el
namero de particulas que no fueron lisadas. En el ensayo se utiliza como normalizador
un grupo de células sin tratar con AE (mock), de esta manera permite obtener la
relacién existente entre el genoma externalizado digerido y el presente en viriones sin
digerir, lo cual indica la actividad virucidica del AE estudiado.

En la Figura 5 puede observarse que PG no posee actividad virucidica a nivel
de la particula viral ya que no ocurre liberacion de genoma (p = 0,3731). Este resultado,
junto con el porcentaje de inhibicion de infeccion en “Durante-tratamiento”, indican

gue PG no actua mayoritariamente afectando la integridad de la particula viral.
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Figura 5. Resultado del ensayo de actividad virucidica de PG frente a HSV-1. Porcentaje
de la actividad virucidica del AE de PG sobre HSV-1 normalizado frente al grupo de virus sin
tratar. Cada grupo representa cuadruplicados. Se utiliz6 el test de t de Student.
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4.5. Cuantificacion del genoma viral

Considerando los resultados obtenidos en el ensayo de tiempo de infeccion
que indican actividad antiviral en eventos posteriores a la entrada del virus a la célula,
se decidio analizar el efecto de PG sobre la replicacion viral.

Para ello se infectaron células Vero a dos MOI (5 y 15). Luego de la entrada
del virus se traté con PG utilizando como control un grupo sin tratar con PG (mock).
Las células fueron lisadas y se purifico el ADN, para luego cuantificar la cantidad de
genoma viral intracelular por gPCR. Ademas, también se cuantifico la cantidad de
genoma celular presente en la muestra mediante el gen GAPDH. De esta manera se
determind el genoma viral intracelular, normalizado con respecto al GAPDH celular,
como se observa en las Figuras 6a y 6¢, como indicativo del cambio relativo en la
sintesis de genoma viral con respecto al nimero de células infectadas. También se
cuantifico a los VGC totales intracelulares por separado, en las Figuras 6b y 6d, como
indicativo del cambio absoluto en la sintesis de genoma viral.

Se pudo observar a MOI 5 una disminucién del genoma viral producido (p =
0,0406), ademas pese a no ser significativo se observa una tendencia en la disminucion
de genoma viral cuando es tratado con PG cuando es normalizado con GADPH. A
MOI 15 se observd una disminucion significativa (p = 0,0102) en el total de genoma
viral y también cuando fue normalizado con GADPH (p = 0,0181). Estos datos

sugieren que el PG afecta la replicacion viral.
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Figura 6. Disminucién en los niveles de produccién de genoma de HSV-1 causada por
PG, a dos diferentes MOI en células Vero. (a) y (c) Niveles de reduccién de genoma viral
producido y (b) y (d) disminucion en la cuantificacion del virus producido, causado por el
tratamiento con PG, normalizados al mock sin tratar, a MOl =5 (ay b) y 15 (c y d). Cada
grupo representa triplicados. Se utilizo el test de t de Student de una cola, * p < 0,05.
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4.6. Niveles de expresion de transcriptos de genes virales

El efecto sobre la replicacion viral del PG puede deberse a una inhibicion
directa sobre la replicacion o la disminucion de la expresion de genes virales
necesarios para la misma. Por ello, se procedio a determinar el efecto PG sobre la
expresion de los genes IE, E y L del virus.

Para ello, células se infectaron con HSV-1 y luego de la entrada del virus se
tratdé con PG utilizando como control un grupo sin tratar con PG (mock).
Posteriormente, se procedio a la extraccion y purificacion del ARN total y se analiz6
cada gen por RT-gPCR.

En la Figura 7 se observan los niveles de transcriptos de genes virales
inmediato-tempranos ICPO e ICP4, gen temprano Tk y los genes tardios gB, gC y
Us11. No se observa diferencias en ninguno de los genes estudiados, comparando entre
células tratadas y no (p = 0.2839 para ICPO, p = 0.1509 para ICP4, p = 0,4880 para Tk,
p =0,1160 para gB, p = 0,1393 para gC, p = 0,0993 para Us11).
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Figura 7. Niveles de expresion de transcriptos virales frente al tratamiento con PG.
Andlisis de AACt de genes inmediato-tempranos (ICPO, ICP4), temprano (Tk) y tardios (gB,
gC y Usl1l) de HSV-1 frente al tratamiento con PG. Cada grupo representa triplicados. Se
utilizo el test de t de Student de una cola.
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4.7. Niveles de expresion de proteinas virales

Posteriormente se procedi6 a evaluar la produccidn de proteinas virales. Para
ello, células Vero que fueron infectadas y tratadas con PG, teniendo como control
células sin tratamiento con el AE (mock). Luego de la incubacién se procedio a realizar
un ensayo de western blot.

En la Figura 8 puede notarse la disminucién en los niveles de la proteina viral
gD en presencia del tratamiento con PG, reduciéndose a 0,446 frente a 1 representando
al mock (p = 0,0067), en unidades arbitrarias de intensidad. Esto indicaria que el AE
no actla a un nivel de transcripcion, sino sobre la traduccion o la regulacion post-

traduccional de la proteina viral.
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Figura 8. Disminucién en los niveles de la proteina viral gD por el tratamiento con PG,
producidas durante la infeccién de células Vero con HSV-1. (a) Ensayo de western blot
representativo, utilizando células infectadas con MOI = 5, tratadas o no con PG y anticuerpos
anti-gD y anti- y-actina. (b) Semicuantificacion de niveles de gD, normalizado a y-actina. Cada
grupo representa triplicados. Se utiliz6 el test de t de Student de una cola, ** p < 0,005.
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4.8. Niveles de expresion de transcriptos de genes celulares

Como se observo actividad antiviral del PG en el ensayo de “Pre-
tratamiento”, se analizo el efecto del PG sobre ciertos genes celulares de interés en
ausencia de infeccion. Se dividio los genes a estudiar en dos grupos: el grupo
correspondiente a citoquinas de la respuesta innata antiviral o responsables de
sefializacion durante la infeccién como son interleuquina (IL)-6, IRAK2 y EGFR, y el
grupo de genes de la respuesta de dafio a ADN (DDR) relacionados a la replicacion
viral, como RAD51, BRCA2 y BRIP1. Diferencias en niveles de expresion en el
primer grupo indicarian efectos de PG sobre interacciones virus-célula no relacionados
al ciclo replicativo, como son la inmunidad celular innata o rutas de sefializacion,
mientras que diferencias del segundo grupo indicarian un efecto sobre la regulacion de
los sistemas celulares encargados de la reparacién de dafio presente en el genoma, los
cuales son explotados por HSV-1 para permitir su replicacion.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 9. No se pudieron observar
diferencias en los genes celulares estudiados (p = 0,0613 para IL6, p = 0,4778 para
IRAK2, p = 0,3081 para EGFR, p = 0,3732 para BRCA2, p = 0,0894 para RADS51, p
= 0,2541 para BRIP1). Si bien se pudo observar tendencias en el aumento de los
niveles de transcriptos para IL-6 y RAD51, los resultados indicarian que los efectos
del tratamiento con PG no ocurririan a nivel de expresion de genes celulares en
ausencia de la infeccion. Debido a ello, se procedio a estudiar efectos del PG sobre la

expresion de genes celulares en el contexto de la infeccion.
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Figura 9. Niveles de expresion de transcriptos celulares frente al tratamiento con PG de
células Vero. Andlisis de RT-gPCR de ARNm de genes celulares (a) como citoquinas y
sefializacién celular y (b) relacionados a la DDR relacionados a la replicacion viral, frente al
tratamiento con PG. Cada grupo representa triplicados. Se utilizo el test de t de Student de una

cola.

Para ello se infectaron células Vero en presencia o ausencia de PG. En la

Figura 10a se observan niveles de transcriptos del grupo de genes celulares
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pertenecientes a citoquinas y sefializacion celular. Se pudo observar aumento en los
niveles de IL-6 (p = 0,0263) en presencia de PG. Ademas, se observo una reduccion
en los niveles de IRAK2 (p = 0,0344), sin observarse diferencias significativas para
EGFR (p = 0,4054). Asi mismo, en la Figura 10b se observan los niveles de
transcriptos del grupo de genes celulares pertenecientes a la DDR. No se observaron
diferencias (p = 0,3136 para BRCA2, p = 0,3470 para RAD51, p = 0,1641 para
BRIP1), lo cual indica que los efectos del tratamiento con PG no ocurren sobre los

genes celulares estudiados relacionados a la replicacion viral.
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Figura 10. Niveles de expresion de transcriptos celulares frente al tratamiento con PG
durante la infeccién de células Vero con HSV-1. Andlisis de RT-gPCR de ARNm de genes
celulares (a) como citoquinas y sefializacion celular y (b) relacionados a la DDR, en infeccion
por HSV-1 frente al tratamiento con PG. Cada grupo representa triplicados. Se utilizo el test
de t de Student de una cola, * p < 0,05.
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5. DISCUSION

El estudio de la actividad antiviral y la citotoxicidad de los AE producidos en
Paraguay es un area previamente no abordada. Los datos obtenidos en el presente
estudio resultan importantes desde el punto de vista de otorgar un valor agregado a
productos intrinsecamente nacionales, con relevancia economica a nivel pais. Ademas,
el trabajo aporta informacion sobre su uso, lo cual es un fuerte incentivo para su
continuo estudio (112). Asi también, la busqueda de posibles mecanismos de la
actividad antiviral es un paso posterior en el estudio de compuestos naturales, que
ademas de facilitar la busqueda de los componentes involucrados al efecto, es
importante en lo que respecta a la determinacion de dianas de susceptibilidad viral.

Con respecto al AE de PS pudimos observar una CC50 de 115,1 pg/mL
(Figura 1y Tabla 2). Si bien no existen datos previos de la citotoxicidad del AE, se ha
reportado que el extracto obtenido por fluido supercritico, posee una CC50 de 18,1 a
61,1 pg/mL (138). Similar a lo encontrado en el presente estudio para PS, se ha
reportado la citotoxicidad de sus componentes, como 110,8 pg/mL para (-)-guaiol
(siendo 29,31% de PS) y 142,6 pg/mL para a-guaieno (1,33%) (138,139). No se
encontré reportes correspondientes al bulnesol (44,13%).

No existen datos publicados previamente con respecto a la actividad antiviral
del AE de PS o de alguno de sus componentes frente al HSV-1. En nuestro trabajo se
determind actividad antiviral, EC50 de 56,6 pg/mL, (Figura 2 y Tabla 2) con un Sl de
2,03. Este fue el menor Sl obtenido entre los tres aceites estudiados (3,44 para
Cabreuva y 18,36 para PG). Con respecto a los resultados del tiempo de infeccién, se
observO que PS presentd una mayor actividad antiviral en los tiempos “Pre-
tratamiento” y “Post-entrada” (Tabla 3). Esto sugiere que podria actuar a un nivel
celular, mediante la induccion de un estado antiviral, asi como también sobre el ciclo
infectivo del HSV-1.

Esta reportado que el guaiol, componente del 29,31% del AE de PS, presenta
actividad antitumoral para tres distintas lineas celulares in vitro (CC50 de 121,7 uM
para A549, 211,5 uM para H1299 y 297,1 uM para BEAS-2B) y actividad citotoxica
sobre xenoinjertos en modelos murinos(139). Ademas, el guaiol induce la expresion
de ciertos genes tales como IRAK2, EGFR e IL-6 y disminuye los niveles de varios
otros, entre los que destacan CDK1, BRIP1, FANCD2, PARP1, P53, y RAD51, este
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ultimo de critica importancia pues regula la autofagia celular en las lineas citadas
(139).

Con respecto al AE de Cabreuva, se ha reportado que sus compuestos presentan
una actividad antitumoral in vitro para lineas celulares, como es el caso de nerolidol
(69,09% del AE de Cabreuva), el cual posee una CC50 <10 uM y 3,02 pg/mL frente
a Hela (140,141), 41 pg/mL para MDA-MB-231 y 35 pug/mL para MCF7 (142). En
todos los casos, los valores de CC50 son menores a los observados en el presente
estudio (89 pg/mL). Cabe resaltar que la presencia de nerolidol podria explicar la
relativamente alta citotoxicidad observada para Cabreuva con respecto a los otros dos
AE estudiados (Figura 1y Tabla 2).

Con respecto a la actividad antiviral de Cabreuva, so6lo se reporto actividad
en uno de sus compuestos, el farnesol, con una EC50 de 3,5 pg/mL y una Sl de 11,4
frente al HSV-1 en células RC-37 (92). En nuestro estudio observamos una EC50 de
25,9 pg/mL para el AE, mostrado en la Figura 2 y Tabla 2, con un SI de 3,44. Es de
notar que el farnesol es un componente minoritario del AE (presencia de s6lo 0,86%),
ademas posee valores de CC50 que van entre <10 uM y 17,6 pg/mL frente a HeLa
(140,143), entre 39 a <80 UM para MIA PaCa-2 (144,145) y 40 pg/mL para RC-37
(92).

El AE de PG presentd una CC50 de 146 pg/mL (Figura 1 y Tabla 2). Datos
previamente publicados sobre PG indicaron valores de CC50 superiores a los 100
pug/mL en células MCF-7 y MDA-MB-231 (146), similar a lo encontrado en este
trabajo. Se ha reportado citotoxicidad para diferentes componentes del AE tales como
nerol (1,15% del AE) y geraniol (2,83% del AE), con CC50 de 1,6 pg/mL 0 3,2 pug/mL
respectivamente, hasta 400 pg/mL para a-terpineol, no observandose citotoxicidad a
la misma concentracion para el acetato de linalilo (49,12% del AE ) (96,147,148). Al
igual que para el caso de Cabreuva, algunos componentes de PG son considerados
como antitumorales in vitro debido a la alta citotoxicidad que presentan, como es el
caso de linalool (24,92% del AE), B-cariofileno (0,87% del AE) y geraniol (2,83% del
AE), con CC50 de 24,86 pg/mL, 3,92 ug/mL y 22,09 pug/mL, respectivamente (141),
también habiéndose reportado una CC50 de 35 pg/mL en RC-37 para el caso de B-
cariofileno (92). Cabe resaltar que linalool se ha reportado como no citotéxico (CC50
de 177,1 pg/mL) en células BCC-1/KMC (149).



61

De esta forma, el Sl encontrado para PG fue de 18,36, como se puede ver en
la Figura 2 y Tabla 2. Como referencia se tienen reportados los valores de Sl para
aciclovir, farmaco actualmente utilizado, que van desde 61,9 (CC50 de 130 pg/mL y
EC50 de 2,1 pg/mL) (150) a 880 (CC50 de 960 pg/mL y EC50 de 1,09 pg/mL) (151).
Asi también, los resultados del ensayo de tiempo de infeccion mostraron una reduccion
significativa de produccion de virus en los tiempos de “Pre-tratamiento” y “Post-
entrada”, con una menor reduccion en “Durante-tratamiento” (Tabla 3).

En relacion a la actividad antiviral, no existen reportes previos para el AE de
PG. Con respecto a sus componentes, se ha reportado que el acetato de linalilo y
linalool, principales componentes del AE, no poseen actividad antiviral frente a HSV
(152). Ademas, otros componentes tales como el acetato de terpinilo (5,53% del AE),
geraniol o mirceno (2,22% del AE) tampoco presentaron actividad antiviral (149,152).
Entre aquellos componentes minoritarios con actividad antiviral contra HSV-1 pueden
citarse al terpinoleno (0,46% del AE), con una EC50 mayor a 12 pg/mL (153), el B-
pineno (1,2% del AE), limoneno (0,84% del AE), a-pineno (0,14%) y a-terpineol +
con valores de EC50 de 3,5 pg/mL, 59 pg/mL, 45 pg/mL y 22 pg/mL
respectivamente (96,154). Asi también, se ha observado actividad antiviral del B-
cariofileno con una EC50 entre 0,25 y 5,38 pug/mL en células RC-37 y Vero, siendo el
ultimo dato para HSV-2 (92,152).

Se observé una inhibicién del 60,6% cuando el virus fue incubado con el AE
de PG durante la adsorcion en el ensayo de infeccion (Figura 4), pero notablemente no
fue posible determinar la actividad virucidica del AE (Figura 5). Esto podria deberse
a que en el ensayo “Durante-tratamiento”, hay un contacto simultdneamente entre las
células, PG y el virus, lo cual puede tener efectos no sélo sobre la particula viral, sino
también sobre receptores celulares, pudiendo afectar la unién y entrada del virus.

Cabe resaltar que el ensayo virucidico realizado consistio en el
enfrentamiento directo del virus con AE, seguido de una incubacion por 30 min a 37°C
(para permitir la actividad DNAsa). Se cuantifico los virus a través de la medicion de
los VGC totales por gPCR. De esta forma, se cuantificO solamente la actividad
virucidica. En ensayos virucidicos reportados previamente, el enfrentamiento del AE
0 compuesto de interés con el virus se realizé por un tiempo de 0 a 6 h a 37 °C, se
midié la infectividad del virus por PFU (85,92,98-100,104,155,156). De esta forma,
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estos ensayos determinaron no solamente la destruccion de la particula viral, sino
también otros efectos que pueden relacionarse con la union y entrada del virus a la
célula. Esto constituye una diferencia con el ensayo utilizado en este estudio.

Se observo una gran actividad del AE a nivel de “Post-entrada” del virus, con
una inhibicion de produccion de virus del 83,2% con respecto al control sin tratar. Esto
indica que uno de los principales mecanismos por los cuales PG actuaria es
directamente sobre el ciclo infectivo de HSV-1 en eventos post-entrada. Debido a la
secuencialidad del ciclo replicativo viral, una interferencia rio arriba del mismo
terminara produciendo efectos observables rio abajo, como la disminucion en el
namero total de particulas virales producidas.

A fin de determinar el punto donde ocurriria dicho evento se decidié estudiar
primeramente la replicacion viral. Se observd una tendencia en la disminucién del
genoma normalizado con GAPDH celular, a 72,8% (p = 0,1486) con respecto a células
sin tratar. Mientras que el genoma total cuantificado por VGC intracelular total se
redujo a un 74,7% (p = 0,0406) cuando se utilizé un MOI =5, en las Figuras 6a y 6b.
Esta diferencia se vio incrementada con una MOI = 15, donde ocurrié una disminucion
de produccion de genoma viral normalizado a GAPDH celular, a 26,2% (p = 0,0181)
0 40,3% (p = 0,0102) una vez se realizé la normalizacién con células sin tratar. Estos
resultados indican que PG posee actividad antiviral durante la replicacion viral o en
eventos que ocurren previo a esta etapa.

Por ello, se estudio la expresion de ARNm virales pertenecientes a cada uno
de los tres grupos correspondientes a la secuencialidad de expresion, es decir los genes
IE, E y L. Sin embargo, no se pudo encontrar diferencias en ninguno de los genes
estudiados (Figura 7), lo cual indicaria que los efectos observados ocurren a nivel de
replicacion viral. Es de notar que no hubo diferencias en la expresion de los genes
virales estudiados relacionados al ciclo viral. Por otro lado, no podemos descartar que
el efecto de la reduccidon de replicacién viral observado ocurra por una inhibicion de
la expresion a nivel post-transcripcional.

Se pudo determinar que PG induce la caida de expresion de la proteina viral
gD aun 44,6% de los niveles observados en ausencia de tratamiento (Figura 8), lo cual
coincide con lo observado en el tiempo “Post-entrada”. Esto sugiere un segundo

posible mecanismo de actividad antiviral del AE. Es importante notar que la
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produccion del ARNm para genes tardios no se vio afectada por el AE de PG. Esto
implicaria que la disminucién en los niveles de gD puede deberse a fenGmenos post-
transcripcionales, como la traduccion del mensajero o la degradacion de proteinas.
Teniendo en cuenta que gD es un gen L laxo, se considerd que la expresion basal del
mismo no es dependiente de la replicacion viral (3).

Se observo también efectos de PG durante el “Pre-tratamiento”, por lo que se
procedio a estudiar los niveles de transcriptos celulares en ausencia de infeccion. No
se observaron efectos de PG sobre los niveles de la expresion de estos genes en
ausencia de la infeccion viral (Figura 9). Cabe sefialar que en el ensayo “Pre-
tratamiento”, la incubacién con PG fue seguida de una infeccién por 24 h, lo que
permite al menos un ciclo replicativo viral, mientras que el estudio de los ARNm se
realizd a las 4 h del tratamiento con PG, en ausencia de infeccion. No se puede
descartar el efecto de PG sobre otros ARNm no estudiados o efectos del AE a nivel
post-traduccional.

Dentro de los transcriptos estudiados se encuentra BRCAZ2, también conocida
como FANCD o XRCC11, involucrada en la via de anemia de Fanconi y es explotada
por HSV-1 para permitir la replicacion del genoma viral (157,158). Ademas, se analizd
RADS51, que es utilizado junto con RAD52, para permitir la recombinacion homéloga
del virus, proceso critico para la replicacién viral (159). BRIP1, o proteina C-terminal
helicasa 1 de interaccion con BRCAL, también conocida como BACH1 o FANJ,
interactta de forma directa con BRCAL para mediar funciones de reparacién de dafio
gendémico (160,161).

El otro grupo de genes celulares estudiados corresponde a aquellos
relacionados a la produccion de citoquinas y sefializacion celular, ya que intervienen
en la defensa anti-viral. Se analizd los niveles de estos transcriptos celulares en
presencia de PG e infeccion. Un aumento de expresion de IL-6 fue detectado, asi como
una reduccién en los niveles de IRAK2 (Figura 10). Estos datos, sumados con los
obtenidos previamente en ausencia de la infeccién, indican una sinergia en la
produccion de ARNm de IL-6 por parte de PG en presencia de HSV-1, lo cual también
aplicaria para la reduccion de IRAK2.

Con respecto a IL-6, se ha reportado que los niveles de esta citoquina se

elevan durante la infeccion por HSV-1 (162), reportandose que la UL24 causa su
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disminucidn por el bloqueo selectivo de NFxB (163). Ademas, ratones knock-out para
IL-6 poseen una mayor susceptibilidad a la infeccion frente al virus (164) y se ha visto
que la utilizacion de anticuerpos blogueantes para la citoquina induce la reactivacion
del virus a partir de su latencia in vivo (165). Se ha reportado el aumento de expresion
de ARNm y proteinas de IL-6 como dependiente de la sintesis de proteinas virales
(162,166). Por lo anteriormente expuesto, un aumento en los niveles de I1L-6 mediado
por PG podria afectar el ciclo viral.

En este estudio se observo disminucion del ARNm de IRAK2 en presencia
de PG. IRAKZ2, corresponde a una quinasa que participa en la via de la activacion de
NF«xB (167,168), posterior al reconocimiento por TLR2 y TLR9 de glicoproteinas
virales o genoma viral, respectivamente (169-171). Sin embargo, cabe sefialar que lo
evaluado fueron niveles de ARNm, no asi niveles de proteina de IRAK2, ni otros
puntos en las vias de sefializacion tales como la produccién de proteinas, migracion
NF«B al nlcleo, entre otros. Se ha visto que la transcripcion de IRAK2 es regulado en
células humanas por union del factor de transcripcion CTCF, o factor de union a
CCCTF al promotor (172). Esto podria indicar algun efecto de PG sobre dicho factor,
causando la disminucion en los niveles de transcripcion observados.

Como perspectivas de este trabajo se encuentra la determinacion de los
compuestos o la combinacién de los mismos, encargados de generar los efectos
observados y la determinacion de las etapas del ciclo infectivo que se correlacionan
con la actividad antiviral. Asi mismo, se plantea la realizacion de los ensayos en otros
tipos celulares, como aquellos que derivan del linaje inmune para el estudio a
profundidad de los aspectos relacionados a la respuesta inmune innata celular y a la
interaccidn con PG. Es de notar, que el modelo utilizado se encuentra limitado en ese
aspecto por carecer de genes del cluster de interferon tipo | (IFN), una familia de
citogquinas altamente relevante para la respuesta antiviral. Otra proyeccion corresponde
a la evaluacion de la actividad antiviral en modelos animales, lo cual permitiria el
estudio de diferentes escenarios de infeccion como son las infecciones oculares,
cutaneas y sistémicas, permitiendo asi diferentes enfoques para el tratamiento con PG
0 Sus compuestos.

En conjunto los resultados de este estudio muestran que PG presenta el mejor

S| entre los AE estudiados. Los resultados obtenidos sobre los mecanismos de accion
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antiviral se resumen en la Figura 11, mostrando tres diferentes puntos identificados: la
disminucion en la replicacion del genoma viral, la disminucion de la expresion de la
proteina gD, y finalmente a nivel de regulacion en la sefializacion celular y defensa

antiviral el aumento de IL-6.

1

Figura 11. Mecanismos de actividad antiviral del PG frente a la infeccion por HSV-1. La
figura muestra el ciclo viral y los puntos posibles de accion del AE de PG. (1) Virion libre, no
hay actividad virucidica por el AE. (2) Unién y entrada del virion. (3) Entrada? del genoma
viral al nacleo celular. (4) Circularizacion del genoma viral y transcripcién de los genes IE.
(5) y (6) Proteinas IE inducen la transcripcion de ARNm de genes E. (7) Genes E inducen la
replicacion del genoma viral, uno de los puntos por los que actuaria PG. (8) La replicacion
viral y la presencia de genes E induce primero la transcripcion y luego la traduccién de genes
L. (9) Entre la traduccion de proteinas L se encuentra gD, siendo la traduccién de ésta el
segundo punto de accidn de PG. (10) Maduracion de las capsides a través del ndcleo, hasta el
ensamblaje de los nuevos viriones en el citoplasma. (11) Egreso de las nuevas particulas
virales. (12) Durante la infeccidn, receptores de la inmunidad innata de la célula reconocen
elementos virales y activan la cascada de sefalizacion con activacion del factor de
transcripcion NFkB. Este es el tercer punto donde actuaria PG, sobre la regulacién de la via
de sefializacion, medida como aumento de expresion de IL-6, y la regulacion por el factor
CTCF, medido como disminucién en la expresion IRAK2. Imagen de disefio propio. La
imagen del virus fue extraida del Swiss Institute of Bioinformatics.
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6. CONCLUSION

Se identifico la citotoxicidad de AE producidos en el Paraguay, provenientes
de las especies nativas Gonopterodendron sarmientoi (CC50 de 115,1 pg/mL),
Myrocarpus frondosus (CC50 de 89 pug/mL) y Citrus aurantium L. var. amara (CC50
de 146 pg/mL).

Se identificd la actividad antiviral de AE producidos en el Paraguay,
provenientes de las especies nativas Gonopterodendron sarmientoi (EC50 de 56,6
pg/mL y un Sl de 2,03), Myrocarpus frondosus (EC50 de 25,9 pg/mL y un Sl de 3,44)
y Citrus aurantium L. var. amara (EC50 de 7,95 pg/mL y un Sl de 18,36).

Mediante el ensayo de tiempo de infeccion se identificaron dos posibles
mecanismos por los cuales Gonopterodendron sarmientoi y Citrus aurantium L. var.
amara ejercen su actividad antiviral, afectando a nivel celular previo a la infeccion y
a nivel post-entrada del virus.

En el caso de Citrus aurantium L. var. amara se determino al menos tres
posibles mecanismos de actividad antiviral: inhibicion de la replicacion del genoma
viral, disminucién de la expresiéon de proteina gD y aumento de la expresion de la

citoguina IL-6 en presencia de la infeccién.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Composicion de los aceites esenciales utilizados.

Aceite esencial Componente Porcentaje (%)
BS a-guaieno 1,33
Guaiol 29,31
Bulnesol 44,13
Cabreuva t-nerolidol 69,06
t,t-farnesol 0,86
PG a-pineno 0,14
B-pineno 1,2
Sabineno 0,26
Mirceno 2,22
Limoneno 0,84
(Z) p-ocimeno 0,85
(E) p-ocimeno 2,55
Terpinoleno 0,46
Linalool 24,92
Acetato de linalilo 49,12
B-cariofileno 0,87
a-terpineol +
Acetato de terpinilo 5,53
Acetato de nerilo 2,19
Acetato de geranilo 3,72
Nerol 1,15
Geraniol 2,83




