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RESUMEN

El virus de sarampién es un virus envuelto, pertenece a la familia Paramixoviridae,
con genoma de RNA con polaridad negativa. Actualmente la infeccion por el virus
continda siendo una de las principales causas de muerte en nifios pequefios en paises
menos desarrollados a pesar de la existencia de una vacuna preventiva efectiva. Se
sabe que algunos de los fitoquimicos, como los polifenoles, derivados de
subproductos naturales que comunmente las industrias de alimentos consideran
desecho, poseen actividad antiviral contra virus de RNA y DNA actuando a
diferentes niveles de accion durante el ciclo viral. En esta tesis se evalu6 la actividad
antiviral de extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de corteza de
palo de Brasil (Haematoxylum brasiletto), cascara de limoén (Citrus limon), cdscara
de cidra (Citrus medica) y orujo himedo y seco de uva (Vitis vinifera), sobre el virus
sarampion. Todos los extractos inhibieron la infeccién del virus en células Vero, sin
embargo, el extracto derivado de la corteza de H. brasiletto mostré un efecto
altamente toxico a 10 pg/ml, siendo descartado para ensayos posteriores.
Posteriormente se determind para cada uno de los extractos, la concentracion
citotoxica al 50% (CCsp) mediante reduccion de resazurina y la concentracidon
efectiva al 50% (CEsy), mediante unidades formadoras de placas (UFP): el extracto
de cascara de C. limon presentd la citotoxicidad mds baja con una CCsy= 214.429
pg/ml en comparacion con los extractos de cdscara de C. medica y orujo himedo y
seco de V. vinifera (CCsp=108.77 pg/ml, CCs5;=86.351 png/ml y CCsy=75.250 pg/ml
respectivamente). Los extractos derivados de cascara de C. limon, C. medica y orujo
himedo de V. vinifera mostraron una actividad antiviral similar (CEs;=8.68 pg/ml,
CE50=8.94 png/ml y CEso= 8.10 pg/ml respectivamente), la CEs del extracto de orujo
seco de V. vinifera se encontraba a concentraciones mayores a las evaluadas
(10pg/ml). El extracto de cascara de C. limon mostrd el mejor indice de selectividad
(o indice terapéutico) [S=24.70. Mediante qPCR se determiné el efecto de este
extracto sobre la replicacion del virus, mostrando una disminucién del 64% en el
numero de copias virales con 10ug/ml del compuesto, concordando con los
resultados obtenidos mediante UFP. Para conocer el nivel de accion sobre el virus
sarampion del extracto de C. limon, se realizaron ensayos de tiempos de adicion,
mostrando una reduccion significativa en los primeros 30 minutos post-infeccion con
una fuerte reducciéon a los 15 minutos post-infeccién, y mediante los ensayos de
efecto virucida se encontrd una inhibicién directa sobre la particula viral reduciendo
la infeccion del cultivo celular. Con el objetivo de conocer si el extracto podia ejercer
un efecto sinérgico con drogas comerciales, se combinaron diferentes
concentraciones del extracto de C. limon y ribavirina, encontrando un efecto
sinérgico de CE,sde ribavirina con CE;5 del extracto hidroalcohdlico de C. limon. El
extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de cdscara de C. limon o la
combinacion de este con ribavirina, podria ser usado como posible agente antiviral
contra el virus de sarampion, que actué en conjunto con la vacuna existente para el
control de sarampién. De esta manera subproductos como la cdscara de C. limon
podrian ser aprovechados en lugar de ser considerados como desecho.
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ABSTRACT

Measles virus (MeV) is an enveloped virus with negative stranded RNA linear
genome. It belongs to Paramyxoviridae family and now days it continue being one of
the most important causes of death in children at developing countries despite the
existence of a prophylactic vaccine. There are currently reports about antiviral
activity against RNA and DNA virus acting at different levels at the viral cycle of
some phytochemicals like polyphenols derived from by-products which most of food
industries consider as waste. The objective of this work was to evaluate the antiviral
activity of hydroalcoholic extracts rich in polyphenols derived from Citrus limon and
Citrus medica peel, Vitis vinifera wet and dry pomace and Haematoxylum brasiletto
steam bark over MeV. All the extracts showed to inhibit the virus. However the
hydroalcoholic extract rich in polyphenols derived from H. brasiletto steam bark was
highly cytotoxic at 10ug/ml therefore it was discarded for following experiments.
Then we determined the concentration of the selected extracts that reduced Vero cell
viability by 50% (CCsp) by resazurin reduction and the concentration of a test
compound that reduced the number of MeV plaques in Vero cells by 50% (CEs).
The extract of C. limon peel showed the lowest cytotoxicity with a CCsy= 214.429
pug/ml compared with C. medica peel and V. vinifera wet and dry pomace extracts
(CCs50=108.77 pg/ml, CCsp= 86.351 ng/ml and CCs5y=75.250 respectively). The
extracts of C. limon and C. medica peel and V. vinifera wet pomace presented similar
(CEs50p=8.68 pg/ml, CE5;=8.94 and CE5;=8.10 respectively). The CEsy of V. vinifera
dry pomace extract could not be determined because this value was superior to the
evaluated concentrations at these experiments (10pg/ml). The extract of C. limon
peel displayed the highest IS (IS= 24.70). By qPCR we determinate the effect of this
extract on MeV replication showing a reduction of 64% on the number of viral
copies with 10pug/ml of the compound. These results are similar to those obtained by
UFP. In order to determinate the possible action level of C. limon peel extract on
MeV replication we perform time of addition assays revealing a significative
reduction at the first 30 minutes post-infection with a higher reduction at 15 minutes
after infection occurs. Virucidal effect assays revealed the direct inhibition over the
viral particle reducing the viral infection on the cell culture. To know if the extract
could exert a synergic effect with commercial drugs we combined different
concentrations of C. limon peel extract and Ribavirin finding a synergic effect by the
CE,s of Ribavirin and the CE;s of C. limon peel extract. The C. limon peel
hydroalcoholic extract rich in polyphenols or the combination of this one with
Ribavirin could be used as a possible antiviral agent against MeV acting together
with the prophylactic vaccine for the control of measles. This way by-products like

C. limon peel could be useful instead of being considered like waste.
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1. INTRODUCCION
El virus de sarampién continda siendo una de las principales causas de muerte en
niflos a nivel mundial en paises subdesarrollados a pesar de la existencia de una
vacuna profildctica efectiva para su prevencion. Debido a esto, la Organizacién
Mundial de la Salud (WHO) ha puesto en marcha un plan estratégico para su
erradicacion para el afio 2020 en el cual uno de los objetivos busca desarrollar
investigaciones que puedan aportar herramientas utiles para contribuir a la

erradicacion del virus a nivel mundial.

A pesar de que actualmente la FDA ha aprobado alrededor de 90 farmacos antivirales
capaces de inhibir la infeccidén por diferentes virus, la mayoria de estos va dirigido
contra un grupo limitado de agentes virales y son altamente téxicos. Por lo que en
aflos recientes los metabolitos secundarios derivados de plantas se han vuelto de gran
interés para la comunidad cientifica dado a sus importantes propiedades bioldgicas.
Particularmente los subproductos naturales obtenidos del procesamiento de
diferentes frutos, vegetales y hierbas han demostrado ser capaces de inhibir la
infeccion de virus tanto de DNA como de RNA mediante diversos mecanismos. Un
grupo de fitoquimicos presentes en subproductos encargados de dicha actividad son
los polifenoles. Estos compuestos se caracterizan por tener al menos un anillo
aromético con uno o mas grupos hidroxilo unido y generalmente se clasifican en
clases y subclases basadas en su estructura quimica. Se ha observado que uno de los
factores que influye en la cantidad y concentracion de estos compuestos bioacivos es
su posicién en los diferentes tejidos del mismo fruto e incluso se ha llegado a
observar que en algunos casos pueden encontrarse en mayor concentracion en

aquellos considerados como subproductos que en el producto de consumo.

La busqueda de agentes antivirales a partir de subproductos naturales puede ser un
recurso de bajo costo para nuestra poblacion ya que se encuentran en abundancia en
la industria de alimentos y pueden ser aprovechados en lugar de ser considerados

como desechos.

El desarrollo de un antiviral a partir de los compuestos polifendlicos obtenidos de
estos subproductos podria ser un valioso elemento que trabaje en conjunto con la
vacuna que existe actualmente. De tal modo, que aquellas poblaciones no
inmunizadas y que sean infectadas con el virus tengan una alternativa como
tratamiento y que de igual forma, este deje de esparcirse entre la poblacion,

ayudando a su erradicacion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Agentes antivirales

Los agentes antivirales son compuestos capaces de detener el desarrollo y
propagacién de un virus sin causar un dafio relevante en la célula huésped. Sin
embargo, el nimero de antivirales disponibles es aun pequefio y efectivo solo contra

un grupo limitado de patégenos (Menéndez-Arias y Gago, 2013).

En 1959 la Idoxuridina, un andlogo de la timidina capaz de inhibir la replicacién del
virus del herpes, comienza con la historia de la terapia antiviral. Posteriormente en
1963 la FDA lo aprueba y desde esa fecha hasta abril del 2016 se han aprobado ya 90
farmacos antivirales para el tratamiento de 9 enfermedades infecciosas humanas. Sin
embargo, la mayorfa de los medicamentos aprobados que se han introducido en los
ultimos 25 afios se utilizan en el tratamiento del virus de inmunodeficiencia humana

(HIV) (Figura 1) (Clercq 2016).
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Figura 1. Linea del tiempo que muestra la aprobacion de farmacos por la FDA contra 9
enfermedades humanas infecciosas (HIV, HBV, HCV, VHS, HCMYV, HPV, RSV, VZV, y virus
de la influenza). El eje “x” indica el periodo comprendido entre enero de 1959 a abril de 2016. El eje
“y” muestra el nimero total de medicamentos aprobados. Para cada virus se muestra el niimero total
de medicamentos aprobados. Se observan también los afios en que se descubrieron los virus, HBV

(1963), HPV (1965), HIV (1983), y el HCV (1989) (Clercq 2016).



2.2 Mecanismo de accion de drogas antivirales

Los agentes antivirales pueden clasificarse en diferentes mecanismos dependiendo si
actian directamente afectando los componentes derivados del virus incluyendo
proteinas y genomas virales (DAASs) o si lo hacen sobre la célula huésped (HAAs)
modificando factores o maneras en que el virus afecta su ciclo de vida, asi como
interviniendo en los componentes de la respuesta inmune, incluyendo anticuerpos,

interferones o vacunas (Martinez-Luscher et al., 2014) (Tabla 1).

Tablal. Agentes antivirales principales en el uso clinico actualmente (Lou et al. 2014).

Viral Entrada HIV Inhibidores de la fusién: Enfuvirtide
Desensamble Influenza = Unidn con la proteina M2: Amantadina
y Rimantadina
Replicacion HIV Inhibidores de nucleétidos y
del genoma nucledsidos: Zidovudine (AZT),
didanosina (ddl), zalcitabine (ddC),
stavudine (d4T), lamivudine (3TC),
abacavir (ABC), emtricitabine (FTC) y
tenofovir.
Inhibidores no nucleosidicos:
Nevirapine,
delavirdine, efavirenz, etravirine y
rilpivirine
HBV Andlogos de nucledsidos/nucleétidos:
Lamivudine, emtricitabine, entecavir,
telbivudine, adefovir y tenofovir.
HSVy Anélogos de nucleésidos/nucledtidos:
VZNV Aciclovir, penciclovir, idoxuridine,

trifluridine y brivudine

HCMV Ganciclovir y cidofovir
Integracidén en el genoma HIV Inhibidores de la integrasa: Raltegravir
del huésped y elvitegravir
Sintesis de mRNAs virales HCMV Oligonucle6tido antisentido:
Fomivirsen
Corte de las proteinas HIV Inhibidores de la proteasa: Saquinavir,
virales ritonavir, indinavir, nelfinavir,

amprenavir and su pro-droga



fosamprenavir, lopinavir, atazanavir,

tipranavir y darunavir.

Ensamblaje Influenza Inhibidores de la neuroaminidasa:

Oseltamivir y zanamivir

Celular Entrada viral HIV Inhibidores de correceptores virales:
Maraviroc
Inmunidad innata HCVy Interferones: Pegilados a-2a 'y
HVB a-2b, e interferones a-2ay a-2b
Inhibidores de ciclofilina HCV Alisporivir

2.3 Uso de productos de origen natural para el tratamiento de
enfermedades

A través de la historia los hombres han sido dependientes de las plantas para sus
necesidades basicas y el uso de plantas medicinalmente activas perdura en la historia
moderna. A través de la evolucién humana cientos de plantas bioldgicamente activas
se han identificado y forman parte integral de sistemas de medicina tradicional
alrededor del mundo. La organizacién mundial de la salud (WHO) reporta que més
del 80% de la poblacion a nivel mundial presenta una dependencia por plantas
tradicionales para sus requerimientos de salud (WHO 1993). Y de acuerdo a un
inventario llevado a cabo por el instituto nacional indigenista (INI) hay mas de 3015
especies de plantas medicinales que son cominmente usadas para el tratamiento de

enfermedades comunes en México (Argueta et al., 1994).

Estas plantas sintetizan un amplio rango de compuestos orgdnicos que son
clasificados como metabolitos primarios y secundarios. Los metabolitos primarios
son compuestos que tienen roles esenciales asociados a la fotosintesis, respiracion,
crecimiento y desarrollo. Entre estos se incluye los fitoesteroles, acil-lipidos,
nucledtidos, aminodcidos y dcidos organicos. Mientras que los metabolitos
secundarios tienen un rol clave en la protecciéon de las plantas contra herbivoros,
patégenos, otras plantas pardsitas, contaminacion, deficiencia de nutrientes, exceso
de nutrientes y sales, cambios climdticos, compactacion del suelo y radiacién (Joshi
et al., 2012). Estos compuestos estan divididos en 3 grupos principales: terpenos,
alcaloides fendlicos y nitrogenados y compuestos sulftricos (Crozier et al., 2006;

Mazid et al., 2011).



En afios recientes los metabolitos secundarios se han vuelto de gran interés para la
comunidad cientifica dado a sus importantes propiedades, una de ellas como

potenciales recursos de nuevas drogas de origen natural (Crozier et al., 2006).

Estos metabolitos secundarios son compuestos fitoquimicos (sustancias que se
encuentran en los alimentos de origen vegetal, biolégicamente activas, que no son
nutrientes esenciales para la vida por lo menos a corto plazo, pero tienen efectos
positivos en la salud). Dependiendo de la especie de planta, la variedad y el tipo de
tejido como cdscaras, semillas y huesos, diferentes fitoquimicos podrian encontrarse
(Joshi et al., 2012). Estos ultimos son comiunmente descartados durante el
procesamiento y consumo de alimentos de origen natural y se denominan

“subproductos”.

2.4 Produccion de subproductos naturales en la industria

alimenticia

Dado a que los habitos alimenticios de consumidores contempordneos han cambiado
en el siglo XXI en relaciéon a los estilos de vida y como resultado de un mejor
entendimiento de los efectos que tiene la comida en la salud, existe un incremento en
la demanda de frutos y vegetales frescos o procesados, principalmente como jugos,
enlatados y congelados. En esta industria alimentaria muchas de las veces puede
generarse una importante pérdida a través de la cadena de suministro que tiene lugar
ya sea post-cosecha, en las etapas de procesamiento o durante la produccién (Parfitt
et al. 2010) presentdndose asi altas cantidades de subproductos como céscaras,

semillas, huesos, pulpa residual, etc. (De Ancos et al., 2015).

De acuerdo a una busqueda reciente llevada a cabo por la FAO, cerca de 1.3 billones
de toneladas se producen cada afio a nivel mundial como desperdicio, lo cual
representa un tercio del total de la produccién de las industrias de alimentos. La
mayor cantidad de pérdidas se da por frutas y vegetales, representando 0.5 billones
de toneladas (FAO 2000). La Figura 2 muestra el porcentaje del peso inicial de
frutas y vegetales que es descartado en diferentes fases de la cadena alimenticia en
diferentes regiones a nivel mundial. Cabe destacar que en la mayoria de los paises, el
porcentaje del peso inicial de los vegetales y frutas que se pierde supera el 40%

llegando hasta 50% en paises menos industrializados (Gustavsson et al. 2011).
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Figura 2. Porcentaje de produccion de frutas y vegetales descartados en diferentes fases de la
cadena de produccion en industrias de alimentos en diferentes regiones a nivel mundial (De

Ancos et al., 2015).

Generalmente, los desperdicios o subproductos del procesamiento de frutas y
vegetales es reusado como alimento para animales, composta o en biomasa para la
produccion de combustibles como bioetanol (Lenucci et al., 2013). En el presente,
los productores y la industria de alimentos estdn buscando formas innovadoras de
usar estos desperdicios. Por lo que la recuperaciéon y el reciclaje de estos

subproductos puede ser econdmicamente atractivo para las industrias.

2.5 Fitoquimicos presentes en subproductos naturales y su

clasificacion

Dentro de los fitoquimicos presentes en subproductos naturales se encuentran
carotenoides, fibras dietéticas, vitaminas C, minerales y polifenoles. (De Ancos et al.,
2015; Jasna et al., 2009; Ayala-Zavala et al., 2010). Los polifenoles constituyen el
grupo mds amplio de substancias presentes en el reino vegetal, principalmente

flavonoides, a la fecha se conocen més de 8000 flavonoides (Wenzel et al., 2001).

En la Figura 3 se muestran algunos ejemplos de los principales polifenoles que
pueden ser extraidos de subproductos derivados del procesamiento de frutas y

vegetales.
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Figura 3. Ejemplos de polifenoles presentes en subproductos naturales (De Ancos et
al., 2015).

Estos compuestos se caracterizan por tener al menos un anillo aromético con uno o
mas grupos hidroxilo unido y generalmente se clasifican en clases y subclases
basadas en su estructura quimica (Crozier 2009). En subproductos frutales y
vegetales una de las cuatro clases principales de polifenoles que se pueden encontrar
son 4cidos fendlicos, que a su vez, son divididos en hidroxibenzoicos e
hidroxicindmicos, dentro de los cuales se incluyen 4cido gélico, acido p-cumadrico,
acido cafeico, acido clorogénico, acido fertlico y 4cido sindpico. Los lignanos y
estilbenos también cuentan como principales polifenoles presentes en subproductos
vegetales y frutales, pero los flavonoides (sustancias fendlicas hidroxiladas) son los
compuestos fendlicos mds numerosos en plantas presentes como metabolitos
secundarios sintetizados por la via fenilpropanoide con estructura benzo-gama-

pirona.



La naturaleza quimica de los flavonoides depende de la clase de estructura que
presenten, el grado de hidroxilacién y otras substituciones y conjugaciones, ademds

del grado de polimerizacién (Heim et al., 2002).

La estructura quimica bésica de un flavonoide es un polifenol constante de 15 d&tomos
de carbono consistiendo en dos anillos de benceno (A y B mostrados en la Figura 4)
unidos mediante un anillo pirano heterociclico (C mostrado en la Figura 4). Su
esqueleto puede ser representado como C6-C3-C6. La siguiente figura ilustra la

numeracion de la estructura de un flavonoide (Naithani et al., 2008).

Figura 4. Estructura basica de un flavonoide (Pandey y Kumar, 2013).

Posteriormente este puede ser clasificado en flavonoles, flavones, flavonones,
1soflavones, antocianidinas, cumarinas y chalconas basados en los patrones de
oxidacion y substitucion de los anillos de carbono (Naithani et al., 2008; Shan 2016).

La Figura 5 muestra algunos ejemplos de dicha clasificacion.
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Figura 5. Ejemplos de flavonoides segiin su clasificacion (Shan 2016).

2.6 Actividades bioldgicas de extractos polifendlicos de

subproductos naturales

Los extractos polifendlicos naturales han sido usualmente asociados a diferentes
propiedades bioactivas, una de ellas es la actividad antimicrobiana. Leouifoudi et al.,
evaluaron la actividad antimicrobiana de un extracto polifendlico derivado de
subproductos de aceituna contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli 'y
Streptococcus faecalis encontrando que este extracto mostraba un espectro

antibacterial significativo contra estos microorganismos (Leouifoudi et al., 2015).



Los extractos de subproductos derivados de Anis también han mostrado actividad
antimicrobiana contra diferentes bacterias Gram positivas y Gram negativas
farmacoresistentes (Ibrahim et al., 2017). Existen antecedentes que demuestran
también la actividad antiparasitaria de extractos derivados de subproductos naturales,
Teichmann et al.,, (2016) por ejemplo, encontraron que los extractos crudos de
diferentes subproductos naturales obtenidos por la industria alimenticia poseian
actividad contra Cryptosporidium parvum. Mientras que Kabir et al., (2015) han
demostrado la actividad antioxidante del extracto acuoso de semillas de uva y el

extracto etandlico de céascara de pifion.
2.7 Actividad antiviral de polifenoles

Existen antecedentes que demuestran la actividad antiviral contra diferentes virus de
RNA como de DNA por parte de diferentes polifenoles. En la Tabla 2 se mencionan

algunos ejemplos.

Tabla 2.Actividad antiviral de polifenoles

Baicaleina Anti-DENV; Anti-HCMV Zandi et al., 2012; Evers et
al., 2005
Quercetina Anti-DENV; Anti-HSV-1, Anti- Zandi et al., 2011; Kaul et
poliovirus tipo I, Anti- al., 1985
parainfluenza tipo 3, Anti- RSV
Narasina Anti-DENV Low et al., 2011
Metoxiflavones Anti-picornavirus Santhosh y Mishra, 1996
Isoflavona Anti-Newcastle Takatsuki et al., 1969
Epicatequina Anti-HSV-1 Lyu et al., 2005
Galatoepicatequina
Galangina
Kaempferol
Crisina Anti-HIV-1 Critchfield et al., 1996
Acacetina
Apigenina
Catequina Anti-RSV, Anti-HSV-1 Kaul et al., 1985
Apigenina Anti-EBV; Anti-enterovirus 71 Wau et al., 2017; Qian et al.,
2015
Quercetina Anti-CDV Carvalho et al., 2013
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Morina
Rutina
Hesperidina

Chalconas Anti-HIV Deng et al., 2006

2.8 Actividad antiviral de polifenoles derivados de productos

naturales

Ademads de la presencia de actividad antiviral respecto a polifenoles en general,
existen antecedentes que demuestran que estos compuestos derivados de productos

naturales también poseen tal actividad contra diferentes virus.

Lin et al.,, (2013) reportan que los taninos hidrolizables 4cido quebulagico y
punicalagina derivados de Terminalia chebula tienen la capacidad de inhibir la
interaccion entre glicosaminoglicanos de superficie celular y glicoproteinas virales
de citomegalovirus humano (HCMV), hepatitis C (HCV), virus del dengue (DENV),
virus respiratorio sincitial (RSV) y el virus de sarampion (MeV). Mientras que para
herpes simple tipo 1 (HSV-1) observaron que tienen la capacidad de inactivar las

particulas virales previniendo su interaccion con la superficie celular.

Respecto al virus de influenza Song et al., (2005) han encontrado que las catequinas,
presentes como mayor compuesto polifendlico en el t€ verde pueden alterar la
infectividad de los virus mediante la interaccion especifica con las hemaglutininas
virales e intervenir también en la sintesis de RNA en la células huésped. Estos
compuestos también son capaces de inhibir la actividad endonucleasa de la RNA
polimerasa viral de influenza A (Kuzuhara et al., 2009) y se ha demostrado que

poseen una fuerte actividad anti-influenza HIN1 A/NES/33 (Lee et al., 2012).

También existen antecedentes para el virus de coxsackie subgrupo B 1 donde Chiang
et al., (2005) han demostrado que la apigenina derivada de la hierba popular culinaria
y medicinal Ocimum basilicum (albahaca dulce) posee actividad antiviral. Contra
respiratorio sincitial (RSV) Huang et al., (2010) han encontrado que tres
bioflavonoides llamados genkwanol B, genkwanol C y esteleranol extraidos de Radix
wikstroemiae poseen actividad y Wang et al., (2012) encontraron que los flavon 6-C-
monoglicosidos de las hojas de Lophatherum gracile también pueden inhibir la

infeccién por dicho virus.
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Phrutivorapongkul et al., (2003) han demostrado que las chalconas derivadas de
Millettia leucantha KURZ (Leguminosae) tienen actividad antiviral contra HSV y
Likhitwitayawuid et al., (2006) demostraron la actividad anti-HSV de compuestos

fendlicos aislados del duramen de Artocarpus gomezianus.

Lin et al., (2013) reportan que los taninos hidrolizables de Terminalia chebula actian
como agentes antivirales de amplio espectro contra varios virus incluyendo el virus
del dengue (DENV) mediante la inactivacién directamente de las particulas libres de

DENYV, interfiriendo asi con el anclaje y fusién durante la entrada viral.

Ho et al., (2009) encontraron que la galato-epigalocatequina extraida del té verde
interfiere con la replicacion de enterovirus 71 mediante la modulacién de un

ambiente celular redox.

Respecto al virus de sarampion se ha encontrado que bioflavonoides aislados de
Rhus succedanea y Garcinia multiflora tienen la capacidad de inhibir la infeccién
del virus de manera in vitro (Lin et al., 1999; Parker et al., 2007) y que dos taninos,
acido quebulagico y punicalagina también han mostrado robustos efectos contra su
infeccion, particularmente inactivando las particulas virales, interrumpiendo asi la
unién y fusién durante la fase de entrada viral y previniendo el esparcimiento del
virus post-infecciéon (Lin et al., 2013). Existen también antecedentes de extractos
herbales como el Shengma-Gegen-Tang con actividad contra el virus de sarampion
(Huang et al., 1997) mediante la estimulacion del factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-alfa).

La mayoria de los antecedentes de polifenoles de productos naturales encontrados se
presentan contra el virus de inmunodeficiencia humana (HIV), tal es el caso de la
investigacion llevada a cabo por Chiang et al., (2003) donde han encontrado que
flavonoides extraidos de Caesalpinia pulcherrima poseen actividad antiviral contra
HIV durante las primeras etapas del ciclo viral. Los taninos derivados de Terminalia
triflora por ejemplo, han demostrado poseer un efecto inhibitorio en la accién
polimerasa y ribonucleasa de la transcriptasa reversa (RT) del virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) (Martino et al., 2002). Y Creagh et al.,
(2001) encontraron que el calanolido A, una arilcumarina aislada del &rbol
Calophyllum lanigerum en Malasia es un inhibidor de transcriptasa reversa no

nucledsido con potente actividad anti-HIV. La baicalina obtenida de Scutellaria
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baicalensis, una droga medicinal tradicional china y japonesa perteneciente a las
siete plantas medicinales constituyentes del Sho-Saiko-To (Ohtake et al., 2004)
también ha presentado actividad anti-HIV inhibiendo su replicacion en células
sanguineas periféricas mononucleares de manera dosis dependiente (Kitamura et al.,
1998; Li et al., 1993). Inhibe también la fusién mediada por la glicoproteina Env con
los receptores CD4/CXCR4 y CD4/CCRST (Li et al., 2000) e induce selectivamente
apoptosis en células infectadas (Wu et al., 1995). Tewtrakul et al., (2002)
encontraron que el kaempferol y quercetina de hojas de Thevetia peruviana exhiben
una apreciable actividad inhibitoria de RT de HIV y Mahmood et al., (1993)
determinaron que la epicatequina y epicatequina-3-O-galato extraidas de Detarium
microcarpum bloquean la infecciéon de HIV mediante una interaccion irreversible
con la glicoproteina gp120. El tetrahidroxiflavonol kaempferol extraido de Rosa
damascena reduce la maduracién de progenie viral infecciosa debido a su inhibicién
selectiva de proteinas virales de HIV (Hussein et al., 1999). Y el flavonoide
glucurénido, apigenina 7-O-beta-D-(4’-caffeoyl) glucurénido aislado de flores de
Chrysanthemun morifolium ha mostrado una fuerte actividad inhibitoria de integrasa
en HIV-1 (Lee et al.,, 2003). Los flavonoides 4,6-dihidroxi-2.metoxi-3-metil-
5(3’hidroxi)-cinamoilbenzaldehido (una chalcona) y lawinal (una flavanona) aisladas
de Desmos spp. inhiben la replicacion de HIV (Wu et al., 2003). Y Yamaguchi et al.,
(2002) han demostrado que los galato-epigalocatequinas (EGCG) extraidos también
de té verde destruye los viriones de HIV-1 mediante su unién a la superficie de la
envoltura viral deformando los fosfolipidos, inhibiendo de manera dosis-dependiente

la entrada del virus.

2.9 Actividad antiviral de polifenoles derivados de

subproductos naturales

Se ha reportado que los subproductos de origen vegetal son ricos en compuestos
fitoquimicos, los cuales podrian ser convertidos en productos de alto valor con
aplicaciones en diversos campos biotecnolégicos, como productos farmacéuticos,
alimentos y cosméticos. Dentro de estos subproductos se encuentran céscaras,
semillas, bagazos, orujos, palos, frutos o vegetales completos, orujos etc. Havsteen et

al., (2002) mencionan que las proantocianidinas derivadas de semillas de uva posen
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una prometedora actividad anti-HIV y Nair et al., (2002) han encontrado que

disminuyen la expresion de co-receptores de HIV como CCR2b, CCR3, y CCRS.

Los subproductos derivados del té€ verde presentan catequinas y Lee et al., (2012) han
demostrado su actividad anti-influenza en ratones y pollos donde al menos en
ratones, la administracién oral reduce los titulos virales en los pulmones durante las
etapas tempranas de la infeccion, pero no los protegian de la enfermedad y la muerte.
En cambio, su administracion terapéutica via alimentacidén o en agua resultaba en un
efecto antiviral significativo dosis-dependiente en pollos siendo la dosis mds efectiva
de 10g/kg, por lo cual este estudio demuestra que los extractos derivados de

subproductos del té verde son antivirales anti-influenza prometedores para animales.

2.10 Generalidades de productos y subproductos del genero

Citrus

Las especies del género Citrus pertenecen a la familia Rutaceae la cual incluye frutas
como naranja, mandarina, lima, limén y toronja (Rafiq et al., 2016) y es el cultivo
mas importante a nivel mundial y su principal uso en las industrias incluye el jugo
fresco y bebidas preparadas. Practicamente el 40% de las frutas citricas va a la
produccién de jugos. Durante la produccién de jugos de citricos, aproximadamente el
50-60% del peso se considera como subproducto. Los principales subproductos
derivados del procesamiento de citricos es el fruto completo descartado en el proceso
de seleccion, las cdscaras, pulpa y semillas. Siendo la cdscara de los productos
citricos el subproducto principal, el cual representa el 50% del peso de la fruta fresca.
La céascara de los productos del género Citrus tradicionalmente se seca y se usa como
alimento para animales (Bocco et al., 1998). Hoy en dia la cascara de productos
citricos es un recurso importante de valiosos productos como compuestos
saborizantes voldtiles usados en industrias cosméticas y de perfumes, compuestos
fendlicos y carotenoides y fotoquimicos como limonoides y terpenoides oxigenados.
(Djilas 2009; Lagha-Benamrouche y Madani 2013; Joshi et al., 2012; Manthey y
Grohmann, 2001).

La produccién mundial de productos citricos es mas de 88 x10° toneladas y un tercio
de este cultivo es procesado (Izquierdo y Sendra, 2003). A nivel mundial sus

desperdicios se estiman en mas de 15 x10° toneladas, siendo el 50% de la masa total
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del fruto completo, y son explotados por la industria quimica para extraer

flavonoides y aceites esenciales (Marin et al., 2007).

En el 2011 se produjo 131.20 millones de toneladas de productos citricos siendo
China el principal productor con 29.99 millones de toneladas, seguido de Brasil
(22.01 millones de toneladas) y Estados Unidos (10.70 millones de toneladas).
También hay una remarcable produccion en paises mediterraneos como Espafia (5.77
millones de toneladas), Italia (3.84 millones de toneladas) y Egipto (3.73 millones de
toneladas) (FAO 2011).

Citrus limon es el tercero mds importante dentro de las especies de Citrus. Muchos
estudios han apuntado al limén como importante fruto promotor de la salud rico en
compuestos fendlicos. La red de produccion del limon genera altas cantidades de
desperdicios y sub-productos siendo la cdscara de limén entre el 50 a 65% del peso
completo del fruto, constituyendo el principal subproducto derivado del limén
(Gonzélez-Molina et al., 2010). Estos subproductos constituyen un importante
recurso con potencial de alimento animal, alimentos manufacturados y cuidado de la
salud. Dentro de los componentes quimicos importantes presentes en Citrus limon se
encuentran compuestos fenodlicos (principalmente flavonoides) y otros nutrientes y
no nutrientes como vitaminas, minerales, fibra dietética, aceites esenciales y

carotenoides (Gonzalez-Molina et al., 2010).

2.10.1. Polifenoles derivados del genero Citrus
Mis de 60 flavonoides han sido identificados en especies del género Citrus y la
mayoria de ellos han sido clasificados en 3 grupos: flavanones, flavones y flavonoles
(Benavente-Garcia et al., 1997; Macheix et al., 1990) aunque también se ha

encontrado acidos fendlicos.

Los flavanones son la clase més abundante de flavonoides en los productos citricos
(98% en toronjas, 96% en limas y 90% en limones, Peterson et al., 2006) son acidos
débiles y pueden ser facilmente convertidos en chalconas isoméricas en medio
alcalino o acido (Tomas-Barberan y Clifford, 2000). Su estructura quimica es casi
especifica para cada especie, lo cual los pone como una especie de marcador para
identificar los jugos comercialmente adulterados (Calabro et al., 2004; Mouly et al.,

1994).
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Si comparamos la cédscara con su porcion comestible de los productos citricos, esta
contiene incluso mayores cantidades de flavonoides que la porciéon comestible
(Manthey y Grohmann, 2001; Wang et al., 2014). Gorinstein et al., (2001)
encontraron que el total de compuestos fendlicos en cdscara de limén, naranjas y
toronjas era 15% mayor que la pulpa de estas frutas. La Tabla 3 muestra el
contenido total de contenido fendlico en cdscaras de naranjas, limones y toronjas
comparado con el de estos mismos frutos pero sin cascara (Gorinstein 2001).
Tabla 3. Comparacion del contenido de fenoles totales, acidos fendlicos y actividad

antioxidante total en cascara de diferentes frutos del género Citrus y el fruto sin cascara
(De Ancos et al., 2015).

Naranja 154+10.2 34.1+3.1 30.71+3.1 24.10£2.2  8.10x0.8 2111+199
sin cdscara

Céascara de 179+10.5 39.244.0 34.40+3.1 279025  9.50+0.8 3183+311
naranja

Limén sin 164+10.3 38.8+4.1 36.40+3.1 31.30+3.1 12.10£0.8  4480+398
cascara

Cascara de 190+10.6 44.9+4.2 42.10+4 1 34.90+3.4 14.20+1.3 67201601

limén

Toronja 135+10.1 27.1+£3.0 27.30%2.9 10.80+1.1 5.0+0.5 1111102
sin cdscara

Cascara de 155+10.3 32.3+3.1 31.90+3.0 13.10+1.3  5.6+0.5 1667+161
toronja

*mg/100g de peso fresco **TRAP, captura total de radicales potencial antioxidante

Si comparamos la cdscara con otros subproductos citricos como las semillas, se ha
encontrado que la cédscara es mds rica en flavonoides que las semillas (Tripoli et al.,
2007). Esta cdscara es rica en neo-eriocitrina, neohesperidina, naringina y tiene pocas
cantidades de narirutina (Baldi et al., 1995; Bocco et al., 1998; Kawaii et al., 1999;
Wang 2008). También se ha identificado quercetina, kaempferol, iso/limocitrol 3-
beta-glucosido, limocitrin 3-beta-d-glucosido y limocitrol como flavonoles
polimetoxilados (Dugo et al., 2005; Gentili y Horowitz, 1964; Li et al., 2014)
mientras que la semilla contiene eriocitrina y hesperidina mds abundante y pocas
cantidades de naringina. Limonina, nomilina y nomilinica también han sido

identificados en subproductos citricos (Djilas 2009).
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Algunos factores que pueden influir en las concentraciones de flavonoides en los
frutos del lim6n depende del cultivar, el estado de madures (Gonzélez-Molina et al.,
2008; Vandercook y Tisserat, 1989; Baldwin 1993; Lallan et al., 2002) o al tipo de
fruto dentro del género Citrus, por ejemplo: la hesperdina es la principal flavanona
en las naranjas, localizandose en cdscara; la naringina es la flavanona predominante
en toronjas (Ameer et al., 1996); las cdscaras de limén contiene hesperitina y

eriocitrina (eriodictiol 7-rutinosido) (Macheixet al., 1990).

2.10.2. Actividades bioldgicas de polifenoles derivadas del género Citrus
Las frutas citricas, los extractos de estas frutas y sus flavonoides exhiben un amplio
rango de propiedades bioldgicas debido a su perfil fendlico y antioxidante
(Middleton y Kandaswami, 1994; Montanari et al., 1998). Varios ejemplos sobre el
uso de las frutas del género Citrus como remedios terapéuticos pueden ser citados:
naranjas para curar el escorbuto (Magiorkinis et al., 2011), jugos de naranja, lima y
lim6én como remedios para la prevencion de formacién de piedras en el rifion (Pak
2004), toronjas como agentes capaces de bajar la presion arterial e interferir con
bloqueos en los canales de calcio (Sica 2006), flavonoides presentes en productos del
género Citrus como agentes efectivos a nivel in vivo para modular el metabolismo de
lipidos en el higado (Cha et al., 2001), jugo de naranja para prevenir y modular los
procesos inflamatorios (Coelho et al., 2013) jugo de toronja con efectos

antigenotoxicos (Alvarez-Gonzélez et al., 2010) entre otros.

La cdscara es un importante recurso de flavonoides con un amplio rango de efectos
biologicos como antioxidante donde se ha visto que incrementan la capacidad
antioxidante del suero contra la peroxidacion lipidica (Assini et al., 2013), también se
ha observado su actividad anticancerigena como suplemento de drogas
quimioterapéuticas (Meiyanto y Hermawan, 2012) y antiinflamatoria (Romagnolo y
Selmin, 2012; Park y Pezzuto,2012), antiaterosclerosis (Mulvihill y Huff,2012),
antidiabetes (Aruoma et al., 2012), neuroprotectora (Hwang et al., 2012) y antiviral

(Harborne 2000).

2.10.3. Actividad antiviral de polifenoles derivados de productos y
subproductos del género Citrus
El género Citrus posee actividad antiviral contra diferentes virus como Newcastle o

influenza A (Rezatofighi et al., 2014; Joo y Lee., 2005). Biskind y Martin (1954) han
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utilizado flavonoides derivados de Citrus como terapia para el virus de influenza.
Balestrieri et al., (2011) han encontrado que la limonina de semillas de Citrus
bergamia posee la actividad contra HTLV-1 y HIV-1 y Xu et al., (2014) han
observado actividad antiviral contra el virus respiratorio sincitial por parte de

flavonas polimtoxilados derivados del pericarpio de Citrus reticulata “Chachi”.

2.11 Generalidades de productos y subproductos de Vitis

vinifera

Las uvas son un cultivo importante a nivel mundial, con una produccién de 58.5
millones de toneladas en el 2011. Siendo el primer productor China con 9.17
millones de toneladas, seguido de Estados Unidos con 6.75 millones de toneladas y
paises mediterrdneos como Italia con 7.11 millones de toneladas, Francia con 6.58
millones de toneladas y Espafia con 5.80 millones de toneladas. Uno de los productos
generados a partir de las uvas es el vino y durante su produccién mas del 40% de la
uva termina como subproducto. Dentro de estos subproductos se incluyen pulpa,
semillas, orujo, bagazos, tallos y hojas (Cheynier, 2006, 2012, 2013) que son
considerados desperdicios y se generan en gran cantidad (alrededor de 5-9 toneladas
por afio a nivel mundial). Esto incrementa considerablemente la demanda de oxigeno
quimico (COD) y bioquimico (BOD) de la atmosfera debido a la fermentaciéon de
estos desperdicios como parte de su descomposicion, ademds de ser nocivos para la
flora y fauna en las zonas de descarga (Djilas et al., 2009). Sin embargo, estos
subproductos son ricos recursos de compuestos fendlicos antioxidantes baratos, las
semillas de Vitis vinifera por ejemplo, son ricas en compuestos activos,
especialmente polifenoles, representando un recurso generoso y disponible para la
obtencion de nuevas biopreparaciones activas con valoracion agricola, biomédica y
ecologica. De tal manera que las semillas desperdiciadas de la industria vinicola se
convierten en un recurso natural util para la obtencién de algunos bioproductos con
capitalizacién practica, ya sea como fertilizante, antimicrobiano, antifingico,
citostatico, inmunomodulador y agentes antioxidantes, etc. Siendo ademads el impacto

ambiental un objetivo importante a tomar en cuenta.
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2.11.1. Polifenoles derivados de productos y subproductos de Vitis
vinifera
Los subproductos de uva como semillas y orujo derivados de la produccién de jugo
de uva y vino también son recurso de muchos compuestos fendlicos, particularmente
mono, oligo y polimeriproantocianidinas (Shrikhande, 2000). Son ricos
principalmente en antocianinas, catequinas, procianidinas, flavonoles glicdsidos,

acidos fenodlicos y estilbenos (Yu, 2013; Djilas et al., 2009).

Su composicion fendlica varia considerablemente dependiendo de la variedad de la
uva, el cultivar y la tecnologia utilizada para producir el vino, el drea donde crece, el

clima y la maduracién de la uva (Cantos et al., 2002; Friedman 2014).

Otro factor que puede determinar el tipo de compuesto polifenélico encontrado
puede ser la parte de la uva de la que sea extraido, en semilla por ejemplo se
encuentra 4cido gélico, catequina, epicatequina, procianidina dimérica y
proantocianidinas (Pastrana-Bonilla et al., 2003; Hernandez-Jimenez et al., 2009;
Bell et al., 2000; Huang et al., 2005), en hojas miricetina, acido elagico, kaempferol,
quercetina y 4cido gdlico (Pastrana-Bonilla et al., 2003), en tallo rutina, astilbina
(Makris et al., 2008) y en hollejo proantocianidinas, acido eldgico, miricetina,
quercetina, kaempferol y trans-resveratrol (Pastrana-Bonilla et al., 2003; Hernandez-

Jimenez et al., 2009).

2.11.2. Actividades biolégicas de polifenoles derivados de Vitis vinifera
Se sabe que Vitis vinifera L. posee diferentes actividades bioldgicas entre ellas
antifingicas, contra la levadura Candida albicans y Candida parapsilosis,
antimicrobianas contra Gram positivas como Staphylococcus aureus y Enterococcus
faecalis 'y Gram negativas como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.
También se le ha encontrado efecto antioxidante (Orhan et al., 2009). Burin et al han
encontrado que la capacidad antioxidante de extractos polifendlicos de Vitis vinifera
variedad Sauvignon y Merlot y Vitis labrusca variedad Bordd y Concord estaba
fuertemente correlacionada con el contenido de trans-resveratrol (Burin et al., 2014).
También se ha observado que los polifenoles de Vitis vinifera variedad Petite Sirrah
posee actividad antiaterosclerosis (Frankel et al., 1993) y se han visto otros
beneficios contra estrés cronico y agudo, dolor gastrointestinal, desérdenes

neuroldgicos (Goldberg y Soleas, 2011; Guilford y Pezzuto, 2011; Catalgol et al.,
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2012; Del Rio et al., 2013), pancreatitis y carcinogénesis. Se ha reportado una
significante citotoxicidad contra células de adenocarcinomas de mama, pulmén y
géstricas, asi como proliferacién y viabilidad de células normales (Bagchi et al.,

2002, 2014; Mihai et al., 2016).

2.11.3. Actividad antiviral de Vitis vinifera
Se ha observado que el resveratrol extraido de uva inhibe irreversiblemente la
replicaciéon de adenovirus (Matias et al., 2010) y se ha visto que este compuesto

también es capaz de reducir la replicacién de DNA de citomegalovirus (Campagna y

Rivas, 2010).

2.12 Efecto de combinaciones de polifenoles y farmacos

antivirales comerciales

La combinacién de quimioterapia antiviral puede ofrecer ventajas por encima de un
solo agente antiviral, incrementando la eficiencia, potencial y retrasando la

emergencia de un virus resistente (Wijesekara et al., 2011).

La quimioterapia en combinacidn con agentes antivirales sinergistas tienen diferentes
puntos blanco para la replicacion viral, lo que puede ofrecer ciertas ventajas en lugar
de tratar solo con un agente antiviral, como una mayor potencia, superior eficiencia
clinica, reduccién de la toxicidad y efectos secundarios debido a la reduccién de la
dosis necesaria de la droga, supresion de emergencia de cepas resistentes a la droga,

ademds de resultar mas econdémicos (Vlieghe et al., 2002).

Se ha observado efecto sinérgico entre la mezcla de polifenoles, como kaempferol y
luteolina que mostraron un efecto sinérgico contra el virus de HSV y se ha sugerido
ser mas activo que el componente de manera individual (Amoros et al., 1992). El
sinergismo se ha mostrado incluso entre flavonoides y otros agentes antivirales. Se
ha reportado que la quercetina tiene la capacidad de potencializar los efectos de 5-
etil-2-dioxiuridina y Aciclovir contra HSV y pseudorabia (Gegova et al., 1993;
Haidari et al., 2009; Serkedjieva et al., 2010).

2.13 Generalidades del virus de sarampion

Pertenece a la familia de los Paramyxoviridae, al género de los Morbillivirus, que
agrupa a los virus del moquillo canino, virus de la peste bovina, virus de los
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pequeinos rumiantes, morbillivirus de los fécidos y al morbillivirus de los delfines. Es
un virus de RNA de una sola cadena de polaridad negativa (complementaria a los
RNA mensajeros) que forma nucleocdpside helicoidal recubierta de membrana de

origen celular (Flint et al., 2015).

El genoma de los virus del sarampién es una molécula de RNA de 15, 984
nucledtidos, codifica para las proteinas estructurales: N (nucleocdpside); P
(fosfoproteina); L (polimerasa); M (matriz); H (hemaglutinina) y F (fusién), que se
incorporan a las particulas viricas, y otras no estructurales las V y C que son
codificadas por el gen P mediante edicién del RNA y cambio en el marco de lectura
respectivamente y contrarrestan la respuesta de interferén del huésped (Ito et al.,
2013). Dos proteinas en la membrana de envoltura son importantes para su
patogénesis, siendo una de estas la proteina F, que es responsable de la fusion del
virus con la membrana de la célula huésped, la penetracion viral y la hemolisis. Y
por otro lado, estd la proteina H, la cual es responsable de la adsorcion del virus en

las células (Flint et al., 2015) (Figura 6).
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Figura 6. A) Representacion esquematica del virion de sarampion. B) Organizaciéon del
genoma del virus de sarampion. Los rectangulos coloreados representan las regiones
codificantes y los rectdngulos blancos las no codificantes, las barras negras representan
trinucledtidos intergénicos. El tamafio de las regiones individuales no estd a escala (Bankamp et

al., 2015).
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El genoma del virus de sarampidén sufre una replicacién propensa a errores como
otros virus de RNA, pero con el tiempo, se ha mantenido antigénicamente
monotipico. La tasa de mutacion del virus de sarampion es aproximadamente de 1.8
x107¢ por base por evento de replicacidon (Zhang et al., 2013). Las limitaciones en el
virus que impiden la aparicién de variantes antigénicas no estdn claras. La inmunidad
desarrollada por el huésped depende del desarrollo de anticuerpos neutralizantes a las
glicoproteinas hemaglutinina y de fusién. Fulton et al., (2015) sugieren que estas
proteinas ocupan poco espacio evolutivo, por lo que tienen dificultades para cambiar
frente a las presiones selectivas. Proponiendo que estas proteinas previenen la
variacion de secuencia requerida para escapar de la neutralizacién de anticuerpos por

el huésped, permitiendo una larga inmunidad después de la infeccion viral.

2.14 Ciclo viral del virus de sarampion

La infeccion inicia una vez que se da la union de la proteina de anclaje H
(hemaglutinina) con los receptores principales SLAM o molécula de sefializacion
para la activacion de linfocitos, también llamada CD150 y el receptor 4 relacionado a
poliovirus (PVRL4) también llamado nectina 4. El virus de sarampién también
puede utilizar al cofactor proteico de membrana CD46 como receptor alternativo
para llevar a cabo la adsorcion del virus. Mientras que la proteina F (fusion) lleva a
cabo la fusi6on de la membrana viral con la membrana de la célula huésped para

permitir la entrada del virus (Griffin et al., 2012).

La proteina F es una glicoproteina integral de membrana tipo I (el grupo amino
terminal yace fuera de la membrana viral). Es sintetizada como un precursor llamado
FO que es cortada durante su paso por la superficie celular por una proteasa de la
célula huésped para producir 2 subunidades, F1 y F2 unidas por un enlace disulfuro.
El nuevo grupo amino terminal formado por 20 amino4cidos de la subunidad F1 es
altamente hidrofébico, formando una regiéon llamada péptido de fusion. Estos
cambios conformacionales en la proteina F pueden dejar al péptido de fusién en una
posicion expuesta, pudiendo tener contacto asi con la membrana de la célula blanco

(Flint et al., 2015).

Dado que las células infectadas expresan las glicoproteinas virales en la superficie

celular, son capaces de fusionarse con células vecinas no infectadas produciendo
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células gigantes multinucleadas denominadas sincicios. Sin embargo, no todo tipo de
células infectadas forman sincicios. Se han observado de manera in vivo en células
de pulmon, piel y tejido linfatico, pero no en células del sistema nervioso central

(Griffin et al., 2012).

Como resultado de la fusién entre la membrana plasmética y la membrana viral, la
nucleocdpside viral, una ribonucleoproteina que consiste en un genoma viral de RNA
de sentido negativo asociado a las proteinas virales L (polimerasa) la cual contiene
las actividades enzimdticas del complejo de RNA polimerasa dependiente de RNA
(RdRp), la proteina N (nucleocdpside) y la proteina P (fosfoproteina) es liberada en
el citoplasma donde comienza la sintesis de RNA mensajeros. El complejo RdRp
actia tanto como transcriptasa viral y como replicasa (Flint et al., 2015; Griffin y
Oldstone, 2009). El complejo de RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp)
inicia la transcripcion uniéndose a la region 3°’'UTR de la cadena de RNA negativa
(genoma). A los mRNA sintetizados de cada gen se les agrega el “cap” y al final de
cada gen viral hay una sefial de paro hacia el extremo 5’en la cual RdRp produce una
sefial de poliadenilacion mediante “tartamudeo” sobre un tramo de uracilos en el
extremo 5’antes de liberar el mRNA. Para luego volver a iniciar la transcripcion en la
siguiente sefial de iniciacion, es decir lleva a cabo una “transcripcion secuencial”.
Cada mRNA se traduce y la replicacién de un genoma de longitud completa ocurre
eficientemente solo después de la acumulacién de proteinas virales, ya que la
molécula de RNA naciente es inmediatamente encapsulada por la proteina N, asi que
debe haber cantidad suficiente de dicha proteina (Griffin y Oldstone, 2009). El
complejo RdRp viral es probablemente el mismo para la replicaciéon y para la
transcripcion. Puede ser transcriptasa y también puede convertirse en replicasa

dependiendo de la concentracion de nucleocépside.

El proceso de replicacion viral del virus de sarampién involucra la produccién de
anti-genomas con sentido positivo, los cuales actian como plantilla para la sintesis
de nuevos RNAs gendmicos de sentido negativo (Flint et al., 2015). El complejo de
la RNA polimerasa dependiente de RNA se une a la region 3’UTR del genoma de
RNA sentido negativo con capside y comienza la replicacion creando cadenas de
RNA de sentido positivo también llamado antigenoma el cual es al mismo tiempo
encapsidado durante la replicacién. Para esto, el complejo de RNA polimerasa

dependiente de RNA ignora todas las sefiales de transcripcién cuando estd en modo
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de replicacion. A partir de las cadenas de RNA de sentido positivo creadas, RdRp
comienza a transcribir a partir de la region 3’UTR y crea nuevas cadenas de RNA de
sentido negativo. Al mismo tiempo que las nuevas cadenas de RNA de sentido
negativo son sintetizadas son encapsidadas. Los genomas de la progenie pueden ser
usados después para la replicacidn, transcripcion secundaria o su incorporacién en
particulas virales (Flint et al., 2015). Las proteinas de membrana viral alcanzan su
destino mediante una via secretora celular donde el primer punto de parada es el
reticulo endopldsmico rugoso. Como los procesos proteoliticos son necesarios para
producir glicoproteinas de envoltura maduras, los precursores entran en esta via. El
lumen del reticulo endopldsmico posee enzimas que catalizan las modificaciones
quimicas como la formacion de enlaces disulfuro en los pasos iniciales del
ensamblaje de las cadenas de los oligosacaridos (glicosilacién). La glicosilacion se
lleva a cabo mediante la adicién de asparagina (N-glicosilacion) serina o treonina (O-
glicosilacién). La proteina posteriormente es transportada hacia el aparato de Golgi
mediante un transporte de vesiculas donde salen de un compartimiento a otro en una
via secretora. Cuando una vesicula de transporte se encuentra con la membrana
blanco se desensambla como resultado de interacciones entre proteinas de fusion de
membranas (Snare) presentes en la vesicula y en la membrana blanco. El complejo
N-etilmaleimida-sensitiva (Nsf) y la proteina de anclaje soluble a Nsf (Snaps)
preparan la fusion de membranas ensamblindose de manera regulada vy
yuxtaponiendo las membrana que se fusionardn (Griffin y Oldstone, 2009). Una vez
dentro del aparato de Golgi ocurren reacciones especificas en cada uno de sus
compartimientos. Las enzimas responsables de las reacciones tempranas de
maduracion de estos oligosacaridos se encuentran en las “cisternas cis” de la red cis
del aparato de Golgi, mientras que las reacciones tardias se llevan a cabo en los
“cisternas trans”. Dicha separacion asegura que el procesamiento del oligosacérido

siga una secuencia precisa conforme pasan a través del aparato de Golgi.

Las nuevas ribonucleocdpsides sintetizadas son transportadas a sitios selectos de la
membrana plasmadtica, donde ocurre la interaccidn con las glicoproteinas integrales
de membrana viral, seguido del rompimiento de la membrana y liberacién de las
particulas virales mediante el complejo endosomal requerido para transporte

(ESCRT, Griffin et al., 2012) (Figura 7).
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Figura 7. Representacion esquematica del ciclo viral de sarampioén (Flint et al., 2015)

2.15 Situacion actual de casos reportados por el virus de

sarampion a nivel mundial

Sarampion es una enfermedad viral altamente contagiosa que continda siendo una de
las principales causas de muerte en nifios pequefios a nivel mundial a pesar de la
disponibilidad de una vacuna segura y efectiva. Esta enfermedad se transmite
mediante gotas de saliva expulsadas mediante la tos, estornudos y al hablar y
mediante moco. Dentro de los sintomas que provoca estan fiebre alta, escurrimiento
nasal, ojos rojos y rash en la piel, pero las complicaciones clinicas mds serias
incluyen ceguera, encefalitis, diarrea severa, deshidratacion e infecciones

respiratorias severas como neumonia (WHO, 2017).

En el 2011 se reportaron 26,025 casos en el continente Europeo, de los cuales la
mayoria de ellos se presentaron en Francia. Durante el mismo afio se reportaron més
de 103,000 casos en el continente africano y en América el dltimo caso reportado

habia sido en el 2002 pero en el afio 2011 se reportaron brotes relacionados a la
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importacién del virus desde otras regiones, alcanzando para al menos América Latina

75 casos.

En marzo del 2013 se presentaron 219 casos y 88 hospitalizaciones en el Reino
Unido y a finales de ese mismo afio 6497 casos y 23 muertes ocurrieron en Filipinas.
Hasta mayo del afio siguiente se presentaron 288 casos en Estados unidos y para
enero del 2015 el ndmero de casos aumento debido a un brote generado por personas
que contrajeron la enfermedad en el parque temético de Disneylandia (Zipprich et al.,

2015).

Si bien es cierto que las muertes causadas por esta enfermedad han disminuido en
afios recientes a nivel mundial de 550,100 en el afio 2000 a 89,780 en el 2016, sin
embargo permanece en pafses en desarrollo, particularmente en partes de Africa y
Asia al menos en lo que va hasta el mes de Octubre del 2017 (WHO, 2017) (Figura
8).
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Figura 8. Mapa mundi representando el niimero de casos de personas infectadas con el
virus de sarampion reportados a nivel mundial hasta el mes de Octubre del 2017

(WHO, 2017).

El centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC) reporta 120 personas
infectadas con el virus de sarampion dentro de 15 estados de los Estados Unidos
dentro del periodo que va del primero de Enero hasta el 7 de Octubre del presente
aflo. Ademads, mencionan que la mayoria de estas personas contrajo la enfermedad

debido a que no estaban vacunados o a la realizacion de viajes internacionales (CDC,

2017)

26



2.16 Situacion actual de casos reportados por el virus de

sarampion en México

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) en su boletin semanal de
sarampion y rubéola reporta 2.6 casos sospechosos por cada 100,000 habitantes para

nuestro pais (Tabla 4).

Tabla 4. Indicadores de vigilancia del sarampion y rubéola para el periodo entre las
semanas 1-42 del aiio 2017 (OPS, 2017)

% de sitlos Y de Tasa de casos sospechosos
Subraglén y notificando % d::l:sm g;m?: id;r:;::::; resultados Ultimas 52 semanas
semanalmente de lab. <=4 (2016/43-2017142)
Pais investigacidn sangre llegan al lab. <=
Total | o actual | adocuada | adecuada 5 dias ihas EATIRD. RO
Unidades reportados | (100.000 pob.) (10,000 nv)

AND BOL 3514 0 98 100 72 85 0.6 0.0
coL 5212 a7 75 a7 B 96 24 123

ECU 3208 (1] 96 100 83 B6 1.5 0.0

PER 777 0 87 95 72 55 11 0.0

VEN 13002 (1] 99 96 L 68 16 0.7

BRA 11660 79 62 58 58 54 0.7 0.2
CAP CRI 57 0 74 95 B3 BT 19 308
GTM 1541 (1] i 94 47 B2 06 0.0

HMD 470 92 58 99 75 ] 1.7 31

NIC 185 100 85 100 84 90 35 6.4

PAN 348 (1] 86 100 BA 93 1.3 0.0

SLV 1256 0 72 84 a7 91 33 0.0

CAR CAR 700 [ 92 92 1 75 21 7.7
LAC CUB 168 0 100 100 100 100 150 0.0
DOM 247 0 2 a7 50 56 11 0.0

HTI 368 (1] 84 97 56 69 12 17

MEX MEX 20146 0 ar 98 92 3] 28 00

NOA CAN

50C ARG 809 0 18 78 83 67 o7 28
CHL 783 85 34 BO 83 98 [VK:] 8.0

PRY 1159 0 80 98 89 9 74 0.2

URY 335 0 i 0 0 0 0.0 0.0

Total y promedio® 73029 2 83 91 81 B4 1.8 1.3

*ponderado _.. No s& recibld informe

Mientras que la Secretaria de Salud solo ha alertado a los mexicanos en diversos
meses del presente afio con avisos preventivos y epidemioldgicos sobre casos
reportados del virus de sarampién alrededor del mundo recomendando no hacer
viajes a esas zonas o tomar las medidas preventivas necesarias (Secretaria de salud,
2017) pero no se encuentran reportes de casos actualmente en el pais mediante dicha

fuente.

2.17 Plan estratégico para la erradicacion del virus de

rubeola y sarampion

Para el afio 2010, el impulso global para mejorar la cobertura de vacunacién contra
los virus de rubeola y sarampion resulté en una reduccion de muertes del 74%. Los
194 miembros de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) contindan
comprometidos a reducir las muertes por el virus de sarampion hasta un 95% para el

afio 2015 (WHO, 2012).
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El plan hace hincapié en la importancia de una sé6lida inmunizacidn sistemética con
sistemas de campaifias, la vigilancia de laboratorio, la preparacién en caso de brotes
asi como la investigacion y el desarrollo. Presenta claras estrategias para el control y
eliminacion del virus de rubeola y sarampidn, el cual se busca alcanzar entre el afo
2015 y el afio 2020, dentro del cual, una de las metas es la investigacion cientifica y

desarrollo que apoyen operaciones econdmicas y efectivas (WHO, 2012).

A pesar del control exitoso a nivel global, el progreso busca la reduccién en el
nimero de casos y muertes dadas por el virus de sarampion el cual se estancé entre
los afios 2008 y 2010 debido a numerosos brotes de sarampién en Africa y Europa y
un alta tasa de mortalidad aun continua en India. La investigacién apoya las bases
cientificas de las estrategias, lo que comprende el desarrollo de nuevas estrategias de

inmunizacion y herramientas de defensa efectivas (WHO, 2012).

Las localidades con alta densidad de poblacién, las rutas de migracién, asi como la
naturaleza de infeccién que presenta el virus de sarampion vuelven un reto el control
y la eliminacion del virus de sarampion. India tiene actualmente el nimero mas alto
estimado de casos y muertes debido a su baja cobertura de inmunizacién y la

implementacién incompleta de la vacuna (WHO, 2012).

Cuando los individuos ya no ven casos de una enfermedad previamente comun,
comienzan a creer que la vacuna no proporciona beneficios, por lo que los programas
exitosos pueden comenzar a sufrir malos entendidos, donde la poblacién tiene la
percepcion errénea de que los riesgos asociados a la vacuna podrian superar los

invisibles beneficios de esta (WHO, 2012).

La responsabilidad para la eliminacion del virus de sarampion no puede alcanzarse
sin el compromiso y apoyo global de todos. Cada uno deberia hacer uso de sus
ventajas para apoyar al pais a alcanzar las metas. Este apoyo puede ayudar a proveer
de asistencia técnica, como el dmbito cientifico, por lo que la busqueda de
compuestos activos que puedan ser candidatos a farmacos antivirales podria

contribuir a esta causa (WHO, 2012).
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3. JUSTIFICACION

El virus de sarampién es una enfermedad altamente contagiosa que continda siendo
una de las principales causas de muerte en nifios en paises sub-desarrollados a pesar
de la existencia de una vacuna viva atenuada. Las campafias de vacunacién han
logrado disminuir el indice de personas infectadas, sin embargo, en la actualidad
contindan presentdndose casos a nivel mundial. En respuesta, la Organizacién
Mundial de la Salud ha creado un plan estratégico para lograr el control y la

eliminacién del virus de sarampién y rubeola en un periodo que va del 2012 al 2020.

Dicho plan se enfoca en la implementacion de componentes como alcanzar y
mantener una alta cobertura de vacunacidén, monitorear la enfermedad mediante
vigilancia efectiva, tener una rdpida respuesta a los brotes y el tratamiento efectivo

de los casos.

La FDA ha aprobado actualmente alrededor de 90 farmacos antivirales, sin embargo,
estos presentan un estrecho espectro de actividad entre los cuales no se encuentra el

virus de sarampion, tienen una limitada utilidad terapéutica y son altamente toxicos.

Los productos naturales tienen una interminable variedad de constituyentes quimicos
y se ha observado que los subproductos naturales o de desecho generados mediante
el procesamiento de productos naturales en la industria alimenticia poseen incluso
mayor cantidad de metabolitos secundarios bioactivos que el producto de consumo
en si. Uno de estos compuestos son los polifenoles, los cuales ya se ha observado que
poseen actividad antiviral pudiendo ser utilizados para inhibir la replicacion de virus

de DNA y RNA mediante diferentes mecanismos.

El desarrollo de agentes antivirales derivados de compuestos polifendlicos a partir de
subproductos naturales seria un recurso de bajo costo para la poblacién pudiendo ser
aprovechados en lugar de ser considerados como desechos siendo ademads un valioso
elemento que trabaje en conjunto con la vacuna existente. Aquellas poblaciones que
sean infectadas con el virus tendrian asi una alternativa como tratamiento ademds de

colaborar a la erradicacion de la enfermedad.
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4. HIPOTESIS

Los extractos hidroalcoholicos ricos en polifenoles derivados de subproductos
naturales poseen actividad antiviral contra el virus de sarampién cepa Edmoston de

manera indvidual o en combinacidn con ribavirina.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antiviral, el nivel de accién y el efecto combinado con
Ribavirina de polifenoles derivados de subproductos naturales contra el virus de

sarampion cepa Edmoston.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

I. Realizar la seleccion de los extractos polifendlicos que presenten actividad

antiviral contra el virus de sarampién cepa Edmoston

II. Determinar el efecto citotoxico de los extractos polifendlicos seleccionados sobre

celular Vero

III. Determinar el efecto inhibitorio de los compuestos seleccionados contra el virus

de sarampidén cepa Edmoston

IV. Determinar si la accién antiviral ejercida por el (los) compuesto(s) ocurre a nivel
virucida y/o en los primeros pasos de la infeccion y/o etapas posteriores a la entrada

del virus

V. Determinar el efecto de combinaciones de los compuestos seleccionados y la

Ribavirina en contra del virus de sarampion cepa Edmoston
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Figura 9. Representacion esquematica del disefio experimental.

6.2 Material Biolégico

Virus de sarampién cepa Edmoston ATCC VR-24 Lote: 62653191.

Linea celular de rifién de mono verde africano (Vero, ATCC® CCL-81).
Extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de cédscara de Citrus
limon con concentraciones de 24.67 mg EAG/g p.s de fenoles totales, 66.90
mg EQ/g p.s de flavonoides totales y 9.69 mg ECat/g p.s de taninos totales
recolectado de comercios en Monterrey, Nuevo Ledn, México.

Extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de cédscara de Citrus
medica con 23.07 mg EAG/g p.s de fenoles totales, 83.38 mg EQ/g p.s de

flavonoides totales y 23.70 mg ECat/g p.s de taninos totales recolectado de

comercios en Monterrey, Nuevo Le6én, México.
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¢ Extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de orujo himedo de
Vitis vinifera con 149.18 mg EAG/g p.s de fenoles totales, 140.88 mg EQ/g
p.s de flavonoides totales y 110.02 mg ECat/g p.s de taninos totales
proporcionado por vinicultores de Guanajuato, México.

«» Extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de orujo seco de
Vitis vinifera con 101.51 mg EAG/g p.s de fenoles totales, 61.88 mg EQ/g p.s
de flavonoides totales y 55.86 mg ECat/g p.s de taninos totales proporcionado
por vinicultores de Guanajuato, México.

« Extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados del tallo de
Haematoxylum brasiletto con 268.48 mg EAG/g p.s de fenoles totales,
409.53 mg EQ/g p.s de flavonoides totales y 53.70 mg ECat/g p.s de taninos

totales.

6.3 Extraccion hidroalcohdlica para la obtencion de
polifenoles y determinacion de fenoles, flavonoides y
taninos totales de los subproductos derivados de

subproductos naturales.

El material vegetativo fue trasladado al Laboratorio de Bioquimica y Genética de
Microorganismos de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma
de Nuevo Ledén donde se desinfectd y se liofilico para después ser triturado y
macerado en etanol-H,O (7:3) para extraer fitoquimicos. El extracto obtenido se
evapord en rotavapor (30°C-700 mmHg), el concentrado fue resuspendido en agua
esteril. Posteriormente se determiné el contenido de fenoles totales por el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau propuesto por Swain y Hillis (1959) con algunas
modificaciones, flavonoides totales mediante la metodologia descrita por Ghasemi et
al., (2009), con ligeras modificaciones y de taninos totales mediante lo descrito por

Sun et al., (1998).
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6.4 Seleccion de los extractos hidroalcohélicos ricos en
polifenoles derivados de subproductos naturales con

actividad anti-sarampion

6.4.1. Cultivo de células Vero
Se utilizé la linea celular Vero (ATCC® CCL-81), la cual se cultivd en medio
DMEM enriquecido con 5% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de antibidtico
(Penicilina 10, 000 unidades y Estreptomicina 10 mg/ml) (AB). En cajas de cultivo
de 25 cm3 con 4 ml de medio a 37°C en atmosfera de aire con 5% de CO, y 85% de

humedad relativa.

6.4.2. Propagacion del virus de sarampion
Se utiliz6 el virus de sarampidén de la cepa vacunal Edmoston (ATCC VR-24 Lote:

62653191). Se propagé el virus en células Vero (ATCC®CCL-81™). Se agregaron

500ul del virus a una monocapa de células Vero en una caja de cultivo de 25cm3 con

500u1 medio DMEM enriquecido con 5% SFB y 1% AB incubédndose a 37°C con 5%
de CO, en condiciones adecuadas de humedad por 1 hora. Pasado el tiempo de
incubacion se agregaron 3ml de medio DMEM 5%SFB 1% AB y se dejo incubando
durante 72 horas. Posteriormente, una vez observado el dafio citopético causado por
el virus se transfirié la caja al congelador (-80 °C) donde se mantuvo por 24 horas.
Luego, esta fue descongelada y el medio de cultivo fue transferido en alicuotas en

tubos de 200y, cada alicuota con un volumen de 20pl.

6.4.3. Titulacion del virus de sarampion cepa Edmoston mediante Dosis
Infectiva en Cultivo de Tejidos al 50% (DICTso)
En placas de 96 pozos se sembraron 15,000 células por pozo en medio DMEM 5%
SFB 1% AB y se dejaron incubar a 37°C con 5% de CO; en condiciones de
humedad hasta que alcanzara una confluencia de 80%. Posteriormente se retiré el
medio y se agregaron 100ul de diluciones en base 10 del virus de sarampion cepa
Edmoston previamente preparadas en DMEM (6 repeticiones para cada dilucion) a
partir de 1:10! hasta 1:10° y 100 ul de DMEM a 6 pozos de control celular. Se
incub6 durante 1 hora a 37°C, 5% de CO; en condiciones de humedad para luego
retirar el medio con el virus, colocar 200ul de DMEM e incubar la placa a 37°C, 5%

de CO; en condiciones de humedad hasta observar en microscopio invertido la
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presencia de sincicios. Se consideré como la dilucion de punto final aquella en la
cual el 50% de los tratamientos presentaron efecto citopatico siguiendo el método de

Reed y Muench (1938). Los ensayos se realizaron por triplicado.

6.4.4. Actividad antiviral mediante inhibicién de sincicios
Se trabajé en placas para cultivo celular de 12 pozos (CELLTREAT®) a las que se
les colocaron 50,000 células por pozo de la linea celular Vero en medio DMEM
enriquecido con 5% de SFB y 1% de antibiético. Se incubaron a 37°C con 5% de
CO; hasta obtener un 80% de confluencia. Posteriormente se removié el medio
DMEM vy se agregaron 500ul en cada pozo de los extractos hidroalcohdlicos ricos en

polifenoles derivados de los subproductos, a concentraciones 0.01, 0.1, 1 y 10pg/ml,

y 500ul del virus de sarampion cepa Edmoston 10> DICTso/ml. Cada concentracion

se llevo a cabo por triplicado para cada experimento y cada experimento fue repetido
al menos tres veces. Se dejo incubando durante 1 hora a 37°C con 5% de CO; en
condiciones de humedad. Cada 15 minutos dentro del periodo de incubacion se agito
cuidadosamente la placa. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se retird el
medio con el tratamiento y el virus y se agregé 1 ml de medio DMEM enriquecido
con 5% SFB y 1% de antibidtico y 1 ml del extracto, por pozo y se dejo incubar de
nuevo hasta que el control viral presentd formacion de sincicios. Una vez notando
sincicios en el control viral de tamafio adecuado se retir el medio y se fijaron las
células agregando 500ml de metanol-acetona (1:1) a -30°C durante 30 min por pozo.
Posteriormente se agregaron 350ul de cristal violeta 1% y se dej6 tefiir durante 1
hora. Luego se realizaron lavados con 500ml de PBS hasta no ver residuos de
cristales del colorante y se observaron en microscopio invertido para contar la

totalidad de sincicios por pozo.

Este ensayo se realizd6 empleando tres pozos con cada concentracién evaluada y el

ensayo se realiz6 por triplicado.

En base a estos ensayos se seleccionaron los extractos polifendlicos derivados de
subproductos naturales que presentasen actividad antiviral contra el virus de

sarampion cepa Edmoston.
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6.5 Determinacion del efecto citotoxico de el/los extracto(s)
hidroalcohdlico(s) rico(s) en polifenoles derivados del/los

subproducto(s) seleccionado(s) sobre la linea celular Vero

Se determiné el efecto citotoxico de los polisacdridos sulfatados mediante la
reduccion de resazurina (7-hydroxi-3H-fenoxazin-3-uno 10-oxido) preparando el
reactivo a 0.15 mg/ml en PBS (buffer de fosfatos- salina) para posteriormente ser
filtrado con filtro de 0.25nm. Se colocd en un tubo estéril de 15ml cubierto de la luz

y se mantuvo en refrigeracion a 4°C.

Se prepar6 una caja de 25cm3 con células Vero a un 80% de confluencia, a la cual se

le retir6 el medio de cultivo (DMEM enriquecido con 5% de SFB y 1% AB) y se
disgregaron las células con solucion tripsina-verseno al 0.25%, se realiz6 el conteo
de las células en una cdmara Neubauer. Posteriormente se pasaron las células a
placas de microtitulaciéon de 96 pozos con fondo plano (CELLTREAT?®), con una
cantidad de 15,000 células por pozo resuspendidas en 500ul de medio DMEM
suplementado con 5% SFB y 1% AB. Después fueron incubadas en a 37°C y 5% de
CO; en condiciones de humedad hasta que las células en la microplaca presentaron
una confluencia de 80%. A continuacidn, se retiré el contenido de cada uno de los
pozos y se agregaron 200ul del extracto a cada uno de los pozos manejando las
siguientes concentraciones: 0.1, 1, 10, 250, 500, 1000, y 1500 pl/ml. Se incubd la
placa con los extractos durante 48 horas a 37°C con 5% de CO, en condiciones de
humedad. Luego se eliminaron los extractos y se agregaron 100ul de medio DMEM
mas 22l de resazurina. Se incub6 a 37°C durante 4 horas para posteriormente leer su
fluorescencia en un lector de placas ELISA a 560 nm de excitacién/590 nm de
emision. Cada concentracion del extracto se evalué por triplicado en cada

experimento y cada experimento se realiz6 al menos tres veces.

Se calcularon los porcentajes de supervivencia relativa a las células control no

tratadas y mediante un andlisis de regresion Probit se calcularon las concentraciones

citotoxicas al 50% (CCso) de las células tratadas.
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6.6 Evaluacion del efecto antiviral de/los extracto(s)
hidroalcohdlico(s) rico(s) en polifenoles derivados del/los

subproducto(s) seleccionado(s)

6.6.1. Titulacion del virus de sarampién cepa Edmoston por Unidades
Formadoras de Placa (UFP)
Al agregar el virus de sarampion a un medio de cultivo celular este se deja incubar
durante un tiempo determinado para que el virus se adsorba y posteriormente se
agrega agar (1.2%). La progenie viral solo podrd infectar a las células
inmediatamente vecinas y no a las alejadas, ya que el medio semisolido limitard su
movilidad. Posteriormente cuando estas células sean coloreadas se observardn zonas
no tefiidas a lo cual se le denomina placas de lisis. Estas placas corresponden a las
células destruidas y contienen los nuevos viriones que se produjeron durante la
infeccion. En teoria cada placa de lisis formada corresponde a un unico virus de la

suspension inicial. Esto se conoce como unidades formadoras de placas.

En placas de 6 pozos se sembraron 350,000 células Vero con medio DMEM 5% SFB
1% AB y se incubaron a 37°C con 5% de CO, en condiciones de humedad adecuadas
hasta obtener 80% de confluencia, posteriormente se infecté cada pozo con 1 ml de
diferente dilucion del virus de sarampion (diluciones en base 10, con su respectivo
control celular sin infectar); se incubaron durante 1 h a 37°C con 5% de CO; en
condiciones de humedad, se retir6 el inéculo y se cubrié cada pozo con 1 ml de agar
(MP Biomedicals Cat No. 194615 Lot No. R19854) al 1.2% disuelto en medio
DMEM vy 1 ml de DMEM, se incubaron por 72 h en ambiente controlado, al término
de lo cual se retir6 el agar y se fijaron las células con metanol-acetona 1:1 durante
30min a -30°C y se tifieron con cristal violeta al 1% para cuantificar las UFP. Este

ensayo se realizé por triplicado.

6.6.2. Ensayo de actividad antiviral del/los extracto(s) hidroalcohdlico(s)
rico(s) en polifenoles derivado del/los subproducto(s) seleccionado(s)
por medio de UFP

Se plaquearon 350,000 células Vero por pozo en placas de 6 pozos en medio DMEM

5% SFB, 1% AB y se incubaron a 37°C, 5% de CO2 y condiciones de humedad

adecuadas hasta obtener una confluencia del 80%. Posteriormente se infectaron con
500ul del virus de sarampion (5.8x10™* UFP/ml) y 500 pl de los extractos
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hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de los subproductos seleccionados
disueltos en medio DMEM a diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 1 y 10ug/pl).
Posteriormente se incub6 durante una hora a 37°C con 5% de CO, en condiciones de
humedad agitando la placa cada 15 minutos dentro del periodo de incubacién. Luego
se removi6 el virus y el extracto de cada pozo y se adiciono 1 ml de la misma
concentracion de extracto y 1ml de agar 1.2% disuelto en medio DMEM. Se incubé a
37°C con 5% de CO; en condiciones de humedad y después de 72 horas, se retir6 el
agar, se fijaron con metanol-acetona por 30min a -30°C y se tifieron con cristal
violeta al 1% durante 1 hora para finalmente contar el nimero de placas detectadas.
Este ensayo se realiz6 empleando tres pozos con cada concentracién evaluada y el

ensayo se realizo por triplicado.

Los valores de la concentracion efectiva al 50% (CEso) se determinaron mediante un

andlisis de regresién Probit y se calculé el Indice Terapéutico (IT) o Indice de

Selectividad (IS) mediante la siguiente formula en base a los valores de CCso

previamente obtenidos por los ensayos de viabilidad.

IT=CCs,
CEso

6.7 Confirmacion de la actividad antiviral del/los extracto(s)
hidroalcohdlico(s) rico(s) en polifenoles derivado del/los

subproducto(s) seleccionado(s) por RT-qPCR

Se plaquearon 85,000 células Vero por pozo en placas de 12 pozos en medio DMEM

5% SFB, 1% AB y se incubaron a 37°C, 5% de CO:2 y condiciones de humedad
adecuadas hasta obtener una confluencia del 80%. Posteriormente se agregaron

250ul del virus de sarampién (5.8x107* UFP/ml) y 250 pl de los extractos
hidroalcohdlicos ricos en polifenoles de los subproductos seleccionados a diferentes
concentraciones. Posteriormente se incubd la placa durante una hora a 37°C con 5%
de CO; en condiciones de humedad agitando la placa cada 15 minutos dentro del
periodo de incubacién. Luego se removié el virus y el extracto de cada pozo y se
adicionaron 500 pl del extracto a la misma concentracién y 500 pl de medio DMEM.

Se incubé a 37°C con 5% de CO; en condiciones de humedad y después de 72 horas
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se retir6 el medio y se realiz6 una extracciéon de RNA con el reactivo RNAzol® RT
(MRC Inc., USA). Posteriormente la transcripcion reversa fue realizada por medio de
random primers utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, USA). Un fragmento de 95 nucleétidos del gen N del virus fue
amplificado utilizando primers especificos (MeVF: 5
GAGGGTCAAACAGAGTCGAG 3’, MeVR: 5° CGGTTGGAAGATGGGCAG 3).
La qPCR se realizo utilizando el kit SensiFAST™ SYBR® No-ROX (BIOLINE,
USA) y utilizando el termociclador Chromo4™ Real-Time PCR Detector (Bio-Rad,
USA) con el siguiente programa: 95°C por 2min, seguido de 50 ciclos de 95°C por
2seg, 60°C por 10seg y 72°C por 20seg. La curva estdndar se obtuvo graficando el
valor Ct (en inglés threshold cycle) de cada una de las diluciones contra el logaritmo
del nimero de copias del gen N de MeV. Cada punto de la curva estdndar se corri6
por triplicado. Para validar la cuantificaciéon absoluta se corri6 en tres ensayos

independientes.

La estimacién del nimero de copias del gen N de los estdndares utilizados para la

construccién de la curva estdndar se hizo de acuerdo a la siguiente ecuacion:

(Cantidad de transcrito) (# de Avogadro)
(# pares de bases) (1 x 10%)(340)

Numero de copias de gen =

Donde la cantidad de transcrito de RNA se expresa en mg, el nimero de Avogadro
corresponde a 6.02 x10%3, pb al nimero de pares de bases del transcrito, 1x10% es un
factor de conversion para convertir de g a mg y 340 es el peso molecular promedio
de un nucledtido en una hebra sencilla de RNA. Se determino el titulo viral en cada
una de los tratamientos por la interpolacion del valor Ct en la curva. Se calcularon
los porcentajes de inhibicion relativos al control viral para comparar el resultado con

el previamente obtenido por el ensayo de UFP.

6.8 Evaluacion del nivel de accion de los extractos

6.8.1. Ensayos de inhibicion viral del/los extracto(s) hidroalcohélico(s)
rico(s) en polifenoles derivados del/los subproducto(s)
seleccionado(s) a diferentes tiempos de infeccion mediante UFP

Se plaquearon 350,000 células Vero por pozo en placas de 6 pozos en medio DMEM
5% SFB, 1% AB vy se incubaron a 37°C, 5% de CO, y condiciones de humedad
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adecuadas hasta obtener una confluencia del 80%. Posteriormente se infecté con
500ul del virus de sarampion cepa Edmoston 5.8x10~4 UFP/ml y se adicioné el
compuesto con el siguiente esquema: se adicion6 500ul de los extractos
hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de subproductos naturales
seleccionados a diferentes tiempos de infeccion (1 h pre-infeccién, de forma
simultdnea a la infeccién o tiempo 0O de la infeccidn, 15 min y 30 min post-infeccion
y 1, 2, 4 y 6 horas post-infeccién). Se incubd durante una hora a 37°C con 5% de
CO; en condiciones de humedad para posteriormente remover los extractos y el
virus. Se agregé 1 ml de agar al 1.2% disuelto en medio DMEM y 1 ml de DMEM,

se incubaron a 37°C con 5% de CO2 en condiciones de humedad. Después de 72

horas, se retir6 el agar, y las células se fijaron con metanol-acetona 1:1 por 30min a -
30°C y se tifieron con cristal violeta al 1%. Finalmente se cont6 el nimero de placas

detectadas.

6.8.2. Ensayo de efecto virucida del/los extracto(s) hidroalcohdlico(s)
rico(s) en polifenoles derivado(s) del/los subproducto(s)
seleccionado(s) mediante UFP

Para analizar si los compuestos actdan directamente sobre la particula viral llevando
a cabo la inactivacién de los viriones, se realiz6 un ensayo virucida. En placas de 6
pozos se sembraron 350,000 células por pozo y se incubaron a 37°C con 5% de CO2
en condiciones de humedad hasta obtener una confluencia del 80%. Se pusieron en
contacto 500ul del virus de sarampidn (5.8x10~* UFP/ml) con 500ul de los extractos
hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de subproductos seleccionados (1 y

10 pg/ml) y fueron agregados inmediatamente al cultivo celular en placa, contando

esto como el tiempo 0. A su vez, se puso en contacto S00UI del virus de sarampidn

(5.8x10~* UFP/ml) y 5001 de los extractos (1 y 10 pg/ml) y se incubaron durante 3 o

6 horas para posteriormente, pasado este tiempo, ser adicionados al cultivo de células

Vero en placa. Después de agregar la mezcla a los pozos con cultivo de células, se

incub6 durante 1 hora a 37°C con 5% de CO2 en condiciones de humedad para

posteriormente ser retirada de los pozos. Se adicioné 1 ml de DMEM y 1 ml de agar

al 1.2% disuelto en DMEM vy se incub6 durante 72 horas a 37°C con 5% de CO2 en

condiciones de humedad. Posteriormente se retird el agar y se fijo la placa con
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metanol-acetona 1:1 durante 30 min a -30°C. Finalmente se tiiié cada uno de los
pozos con cristal violeta al 1% y se cuantific6 las UFP presentes. Este ensayo se

realizé por triplicado.

6.9 Evaluacion del efecto en combinacion (aditivo, sinérgico o
antagonista) de el/los extracto(s) hidroalcohdlico(s)
rico(s) en polifenoles derivado(s) del/los subproducto(s)

seleccionado(s)

Con los valores de concentracion efectiva al 25% (CE»s) y de concentracion efectiva
al 50% (CEso) previamente obtenidos de los ensayos de actividad antiviral por UFP,
se llevaron a cabo combinaciones entre el/los extracto(s) hidroalcohdlico(s) rico(s)
en polifenole(s) derivado(s) del/los subproducto(s) con mejor actividad antiviral y el

farmaco antiviral Ribavirina.

En placas de cultivo de 6 pozos se colocaron 350,000 células por pozo de la linea
celular Vero en medio DMEM enriquecido con 5% de SFB y 1% AB y se incubaron
a 37°C con 5% de CO, en condiciones de humedad hasta obtener un 80% de

confluencia. Posteriormente se retir6 el medio DMEM de la placa y se agregaron

500ul de cada combinacion y SOOMI del virus de sarampidn (5.8x10~# UFP/ml) a cada

pozo. Se incubd durante 1 hora a 37°C con 5% de CO; en condiciones de humedad
agitando cuidadosamente la placa cada 15 minutos. Posteriormente se retiraron los
extractos y el virus para luego agregar 1 ml de cada combinacién y 1 ml de agar al
1.2% disuelto en medio DMEM a cada pozo. Después se dejé incubar durante 72
horas a 37°C con 5% de CO, en condiciones de humedad. Posteriormente se retir¢ el
agar y se fijaron las células agregando 500ml de metanol-acetona (1:1) a -30°C
durante 30 min. Posteriormente se tifieron con cristal violeta 1% durante 30 minutos
para finalmente realizar lavados con 500 ml de PBS vy realizar la cuenta de placas

presentes.

El efecto de las combinaciones de los extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles

derivados de subproductos naturales y la Ribavirina fue calculado usando el indice
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combinacional (IC) obtenido mediante el programa estadistico Compusyn creado por
Ting Chao Chou, el cual es un software que provee de la simulacién analitica
computarizada simple usando el principio del efecto medio basado en el principio
fisico-quimico en relacién a su masa-accion. La ecuacion del efecto medio deriva de
una induccion y deduccién matemadtica de ecuaciones derivadas de los modelos de
cinética enzimdtica con diferentes mecanismos de accién en presencia de un
inhibidor. La validacién de la ecuacion del efecto medio se da a partir del hecho que
deriva de las cuatro reacciones principales en la bioquimica, llamadas ecuacion de
Michaelis-Menten para la cinética enzimadtica, la ecuacion de Hill para la ocupaciéon
del receptor, la ecuacién de Scatchard para la unién del receptor y la ecuacién de
Henderson-Hesselbach para la ionizacion de pH. Un indice combinacional (IC) < 1

indica sinergismo, un IC =1 indica efecto aditivo y un IC > 1 indica antagonismo.

6.10 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con el programa SPSS version 20. Todas las
variables fueron analizadas por triplicado para cada experimento, y cada experimento
se llevo a cabo al menos tres veces. Los valores de CE;s y CEs fueron determinados
mediante un andlisis de regresién Probit. Se realizé un andlisis ANOVA de un factor
y se utiliz6 la prueba Dunnet para la comparacién de medias contra el control viral y
prueba Tukey para comparar las medias de distintas técnicas. Los resultados fueron

considerados como significativos si p < 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Seleccion de los extractos hidroalcohélicos ricos en
polifenoles derivados de subproductos naturales con

actividad antiviral

7.1.1. Obtencion del titulo del virus de sarampion cepa Edmoston por

Dosis Infecciosa en Cultivo de Tejidos al 50% (DICTso)

El titulo viral obtenido por la técnica de dosis infecciosa en cultivo de tejidos al 50%

fue de 10° DICTso/ml.

7.1.2. Actividad antiviral de los extractos hidroalcohélicos ricos en
polifenoles derivados de subproductos naturales mediante
inhibicion de sincicios

El virus de sarampion tiene la capacidad de diseminarse intracelularmente debido a
la glicoproteina de fusion “F” presente en su envoltura por lo que puede presentarse
la formacion de sincicios. Las células Vero cultivadas fueron tratadas con diferentes
dosis de los polifenoles derivados de subproductos naturales y se infectaron con
MeV. Se analiz6 la inhibicién de la formacion de sincicios como se indica en la

metodologia.

Todos los extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de subproductos
naturales probados redujeron el nimero de sincicios de las células infectadas con
MeV en comparacion con el control viral (CV), sin embargo, a 10 ug/ml el extracto
hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de la corteza de H. brasiletto fueron

altamente citotéxico llegando a causar la lisis de la monocapa celular, por lo cual no

se pudo evaluar la presencia de sincicios a esta dosis (Figura 10).
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Figura 10. Seleccion de extractos hidroalcohélicos ricos en polifenoles derivados de
subproductos naturales con actividad anti-sarampion. Las columnas de la izquierda muestran
las células sin tratamiento polifendlico tomadas como el 100% representado como CV (control

viral) seguidas de las células tratadas con concentraciones de 0.01 a 10pg/ml de los compuestos.

7.2 Efecto citotoxico de los extractos hidroalcoholicos ricos en
polifenoles derivados de los subproductos naturales
seleccionados sobre las células Vero

Para determinar la citotoxicidad de los extractos hidroalcohdlicos ricos en
polifenoles derivados de los subproductos seleccionados Citrus limon, Citrus medica,
Vitis vinifera (seco) y Vitis vinifera (himedo) se realizaron ensayos de viabilidad
celular en células Vero mediante la técnica fluorescente de reduccion de resazurina
tal cual se menciona en la metodologia. Se realizaron tres ensayos por triplicado para

cada uno de los extractos y se calculé la CCsy mediante regresion lineal (Probit) con

el programa SPSS 20.

En la Figura 11 se muestra la gréifica correspondiente a la determinacion del efecto
citotoxico de los extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles de los subproductos
seleccionados. Se observd que a concentraciones de 0.1 pg/ml a 100 pg/ml, el
extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de la cascara de Citrus limon
no presenté citotoxicidad y que de 0.1 pg/ml a 50 pg/ml el extracto hidroalcohdlico
rico en polifenoles derivado de la cascara de Citrus medica present6 el mismo efecto.
El extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de la cascara de Citrus limon
mostré una CCsy de 214.429 pg/ml y el de cascara de Citrus medica una CEs

75.250 pg/ml.

Los extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de los orujos himedo y

seco de Vitis vinifera presentaron una citotoxicidad a partir de 50 ug/ml llegando a
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ser altamente toxicos a 250 pg/ml con 0% de viabilidad a esta concentraciéon. Con el
extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado del orujo himedo de Vitis
vinifera se obtuvo una CCsy de 86.351 pg/ml y con el del orujo seco de Vitis vinifera
se encontrd la menor CCsj obtenida comparada con el resto de los tratamientos con

un valor de 75.250 pg/ml.
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Figura 11. Efecto citotoxico de los extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles
derivados de los subproductos seleccionados sobre la viabilidad celular. Las columnas de
la izquierda muestran la absorbancia de células Vero sin tratar y tomadas como 100% de

viabilidad (control), seguidas de las células tratadas con concentraciones de 0.1 a 1,500 pg/ml

Por medio de un ANOVA de un factor y posteriormente una prueba Dunnet
(p<0.05), se determiné que no existe diferencia significativa entre la viabilidad
celular presentada con los extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles de los
subproductos naturales a concentraciones de 0.1-100 pg/ml y el control celular, pero
comparando las concentraciones de 250 - 1500ug/ml de los extractos respecto al

control celular existe diferencia altamente significativa.

7.3 Evaluacion del efecto antiviral de los extractos
hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de los

subproductos seleccionados

7.3.1. Obtencion del titulo del virus de sarampion cepa Edmoston por

unidades formadoras de placas (UFP)

El titulo viral obtenido por la técnica de UFP fue de 5.8x10~# UFP/ml.
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7.3.2. Efecto antiviral de los extractos hidroalcohoélicos ricos en

polifenoles derivados de los subproductos seleccionados mediante

UFP
Todos los extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de los
subproductos seleccionados mostraron una reducciéon en el porcentaje relativo del
nimero de placas siguiendo una curva dosis respuesta, donde a mayor concentracién
se obtuvo una mayor actividad antiviral (Figura 12). Los extractos hidroalcohdlicos
ricos en polifenoles derivados de la cdscara de C. limon y C. medica y del orujo
himedo de V. vinifera presentaron un porcentaje relativo de inhibicién del ndmero de
placas similar a 10 pg/ml, obteniendo valores de 44.64%, 44.79 y 45.31%
respectivamente. Sus CEsy también fueron similares obteniendo valores de 8.68, 8.94
y 8.10 pg/ml respectivamente. El valor de CEsq del extracto hidroalcohdlico rico en
polifenoles derivado del orujo seco de V. vinifera no se pudo determinar, ya que este

valor se encontraba fuera de la concentracion maxima evaluada en este trabajo (10

pg/ml).
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Figura 12. Inhibicion de UFP producidas por el virus de sarampion cepa Edmoston con los
extractos hidroalcohélicos ricos en polifenoles derivados de subproductos naturales. Las
columnas de la izquierda muestran las células sin tratamiento polifenélico tomadas como el 100%
(control viral) seguidas de las células tratadas con concentraciones de 0.01 a 10ug/ml de los

compuestos.

Comparando el porcentaje relativo del nimero de placas resultantes bajo las
diferentes concentraciones de los tratamientos mediante un ANOVA simple de un

factor y una posterior prueba Dunnet (p<0.05), se determiné que a 0.01 pg/ml no
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existe diferencia significativa con el control viral, a 0.1 y 1 pg/ml existe diferencia

significativa y a 10 pg/ml existe diferencia altamente significativa.

En base a los valores de CCsy y CEs5j obtenidos en los ensayos de citotoxicidad y de
actividad antiviral se calcula el indice de selectividad (IS). Este es un parametro
importante para evaluar la actividad antiviral ya que indica que tan efectivo puede ser
un antiviral sin llegar a ser toxico para la célula huésped. Se calcul6 el IS para los
extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de la cdscara de C. limon,
C. medica y orujo himedo de V. vinifera himedo encontrando que este ultimo
mostrd un IS de 10.66, el extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de la
cascara de C. medica de alcanzo un IS=12.11 y el mayor IS observado lo presento el
extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de la cédscara de Citrus limon,
con un valor igual a 24.70. Por lo que este tratamiento fue seleccionado para
determinar su mecanismo de accién y su efecto en combinacién con antivirales
comerciales (Tabla 5). El IS del extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles
derivado del orujo seco de V. vinifera no pudo determinarse dado a que no se obtuvo

su CE50.

Tabla 5. Valores de IS obtenidos para los extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles

derivados de la cascara de C. limon y C. medica y del orujo hiimedo de V. vinifera

Citrus limon 214.429 8.68 24.70

Citrus medica 108.77 8.94 12.11

Vitis vinifera himedo 86.351 8.10 10.66
Vitis vinifera seco 75.250 No calculable No calculable

7.3.3. Evaluacion del efecto del extracto hidroalcohélico rico en
polifenoles derivad de la cascara de Citrus limon sobre la carga viral
del virus de sarampion por RT-qPCR

Con el fin de confirmar la actividad antiviral del extracto hidroalcohdlico rico en
polifenoles derivado de la céascara de Citrus limon, una placa de 12 pozos con una
monocapa de células Vero se infecté con el virus de sarampion cepa Edmoston,
luego de las 72 horas de incubacion se realizé la extraccion de RNA total de cada
pozo y finalmente se realiz6 una RT-qPCR para la obtencién del porcentaje de

inhibicién de nimero de copias virales. La curva de amplificacién obtenida mediante

47



la RT-qPCR muestra efectivamente una reduccion de la carga viral a 1 (mostrado en
color azul) y 10 pg/ml (mostrado en color celeste) del compuesto comparado con el

control viral (mostrado en color verde) en la Figura 13.
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Figura 13. Curva de amplificacion del cDNA del gen N del virus de sarampion a las
concentraciones 1 y 10 pg/ml del extracto hidroalcohélico rico en polifenoles derivado de la
cascara de Citrus limon obtenida mediante qPCR. En el eje de las “y” se indica ARn que
representa la magnitud de sefial generada mediante las condiciones de PCR y en el eje de las “x”

se indica el ndmero de ciclo.

En la Figura 14 se muestra que no se observa diferencia significativa entre el

porcentaje relativo del nimero de placas y la carga viral.

A concentraciones de 1 pg/ml del extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles
derivado de la cascara de C. limon se obtiene (mediante RT-qPCR) un porcentaje de
copias virales de 66.92%, mientras que mediante UFP se obtiene un porcentaje
relativo del ndmero de placas de 73.96%. A 10 pg/ml mediante RT-qPCR se alcanza
un porcentaje de copias virales de 36.73% y mediante UFP un porcentaje relativo de

numero de placas de 44.64%.
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Figura 14. Evaluacion de la actividad antiviral del extracto hidroalcohdlico rico en
polifenoles derivado de la cascara de C. limon mediante las técnicas de unidades formadoras
de placas (UFP) y qPCR. Las columnas de la izquierda muestran las células sin tratamiento
polifendlico tomadas como el 100% (control viral) seguidas de las células tratadas con las
concentraciones 1 y 10ug/ml de los compuestos. En color verde se representa la actividad antiviral
conseguida mediante UFP y en color azul mediante RT-qPCR.

No existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos por las diferentes
técnicas (RT-qPCR y UFP) pero si existe diferencia significativa entre el porcentaje
relativo del nimero de placas y de copias virales obtenidas a las concentraciones de 1

y 10 pg/ml respecto al control viral.

7.4 Evaluacion del nivel de accion del extracto
hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de la cascara

de C. limon

7.4.1. Efecto del extracto hidroalcohélico rico en polifenoles derivado de
la cascara de C. limon en la infeccion por el virus de sarampion cepa
Edmoston a diferentes tiempos de adicion
Para la determinacién de la etapa en la cual el extracto hidroalcohdlico rico en
polienoles derivado de la cdscara de C. limon actuaba a lo largo del ciclo viral se
realizaron ensayos de tiempos de adicion analizando la inhibicién del porcentaje

relativo del nimero de placas sobre células Vero.

En la Figura 15 se observa que el extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles
derivado de la cédscara de C. limon generan una reduccién en el porcentaje relativo

del nimero de placas de 0 a 30 minutos post-infeccién, lo que corresponde a las
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primeras etapas del ciclo replicativo del virus de sarampién. Sin embargo, a los 15

minutos post-infeccién se observa un mayor efecto antiviral.
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Figura 15. Efecto del extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de la cascara de
Citrus limon a diferentes horas de la infeccion sobre la formacion de UFP. Las columnas de
la izquierda muestran las células sin tratamiento tomadas como el 100% (control viral) seguidas

de las células tratadas con la CEso de C. limon a diferentes tiempos de infeccion.

Se determiné que no existe diferencia significativa en el porcentaje relativo del
numero de placas en los tiempos -1, 1, 2 y 4 horas respecto al control viral. Sin

embargo, de 0 a 30 min si se present6 diferencia significativa.

7.4.2. Evaluacion del efecto virucida contra el virus de sarampion del
extracto hidroalcohélico rico en polifenoles derivados la cascara de
Citrus limon
Se realizaron ensayos de efecto virucida en una monocapa de células Vero mediante
la técnica de UFP para determinar si el extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles
derivados la cdscara de C. limon poseia un efecto sobre la particula viral impidiendo

de esta manera que esta pudiese entrar en contacto con la célula huésped.

En la Figura 16 se muestra con la CEsy determinada para el extracto una inhibicién
de 61.77% a las 0 horas de incubacion virus/polifenol en comparacién con el control
viral, mientras que a 3 y 6 horas se presenta una inhibicion del 100% en comparacién
con el control viral. Con la CE55 del extracto se obtuvo una inhibicion de 80.56% a
las O horas de incubacidén en comparacién con el control viral mientras que a las 3

horas y 6 horas de incubacién presenta una inhibicion de 95.24 %. Esto indica que el
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compuesto es capaz de inhibir mds del 95% de las particulas virales después de 3

horas de contacto con estas.
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Figura 16. Efecto virucida del extracto hidroalcohélico rico en polifenoles derivado de la
cascara de C. limon a diferentes horas sobre la formacion de UFP. Las columnas de la

izquierda muestran las células sin tratamiento tomadas como el 100% (control viral) seguidas de
las células tratadas con la CEsq (azul) y CE25 de C. limon luego de 0,3 y 6 horas de contacto virus-

polifenol.

El anélisis estadistico mostré que existe diferencia significativa entre el porcentaje
relativo del nimero de placas presentadas bajo el tratamiento CEsy y CExs 20,3y 6

horas de contacto virus-polifenol respecto al control viral.

En la Figura 17 se observa la reduccién del nimero de placas comparado con el
control viral en una monocapa de células Vero infectadas con el virus de sarampion
cepa Edmoston generada por la CE;s y CEsy del extracto hidroalcohdlico rico en

polifenoles derivado de la cédscara de C. limon luego de 3 y 6 horas de interaccién

virus-polifenol.

Control celular Control viral 0 horas 3 horas 6 horas
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Figura 17. Efecto del extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de cascara de
C. limon sobre los virones de sarampion (efecto virucida). Fotografias de las unidades
formadoras de placas (UFP) presentadas por la concentracion efectiva 50% (CE5p) en A'y 25%

(CEys) en B de Citrus limon alas 0, 3 y 6 horas de exposicion virus-polifenol.

7.5 Evaluacion del efecto combinado del extracto
hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de cascara

de C. limon

7.5.1. Evaluacion del efecto combinado del extracto hidroalcohdélico rico
en polifenoles derivado de cascara de C. limon y el antiviral
comercial Ribavirina sobre la formacion de unidades formadoras de
placas (UFP) producidos por el virus de sarampién cepa Edmoston

En base a las concentraciones efectivas al 25% y 50% obtenidas se desarrollaron 4
combinaciones donde se mezclaron las CE;5 y CEso del extracto hidroalcohdlico

rico en polifenoles derivado de cdscara de C. limon y el antiviral comercial

Ribavirina tal como se muestra en la Tabla 6. Los valores de CE25 y CEso de la

Ribavirina fueron previamente obtenidos por nuestro equipo de investigacién

publicado por Moran-Santibafiez, 2016.

Tabla 6. Conformacion de las combinaciones del extracto hidroalcohélico rico en polifenoles

derivado de cascara de C. limon y la Ribavirina

Combinacién de los compuestos ~ Concentracién de los

compuestos (pg/ml)

~ Ribavirina  Citrus limon
R50/L50 36 8.68
R50/L25 36 3.14
R25/L50 26 8.68
R25/L25 26 3.14
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Se realizaron ensayos de actividad antiviral mediante la técnica de UFP con dichas
combinaciones. En la Figura 18 se muestra que las combinaciones R50/L50 vy
R25/L50 presentan un efecto antiviral similar al que presenté el extracto
hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de cdscara de C. limon de manera

individual, obteniendo una inhibicién de 55.38% y 51.79% respectivamente.

R50/L50 R50/L25 R25/L50 R25/1.25
Combinaciones
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Figura 18. Actividad antiviral del efecto combinado del extracto hidroalcohélico rico en
polifenoles derivados cascara de C. limon y Ribavirina. Las columnas de la izquierda muestran
las células sin tratamiento tomadas como el 100% (control viral). La letra R corresponde a

Ribavirina y L a C. limon, asi como 50 y 25 corresponde a las CEsy y CE,5 respectivamente.

El andlisis estadistico demostré que existe diferencia significativa entre el porcentaje
relativo del nimero de placas presentado por las combinaciones respecto al control

viral pero no existe diferencia significativa entre ellas (prueba Tukey).

7.5.2. Evaluacion del efecto de combinaciones (antagonismo, aditividad o
sinergismo) del extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado
de cascara de C. limon y el antiviral comercial Ribavirina

Se utilizé el software Compusyn credo por Ting Chao Chou el cual genera
ecuaciones para proveer la base tedrica para el indice combinacional (IC) que
permite la determinacién de las interacciones entre diversas drogas donde un IC < 1
indica sinergismo, un IC =1 indica efecto aditivo y un IC > 1 indica antagonismo

(Chou T, 2006).
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Un valor de IC dentro del rango 0.1 a 0.3 es considerado fuertemente antagonista, un
valor de IC dentro del rango 0.3 a 0.7 son considerados sinergistas y un valor de IC

dentro del rango 0.7 a 0.85 es considerado sinergismo moderado.

En el gréfico del efecto medio (Figura 19) obtenido con el software Compusyn se
muestran las cuatro combinaciones del extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles
derivado de céscara de C. limon y el antiviral comercial Ribavirina en relacién a los
tratamientos de manera individual observiandose el efecto antagénico de estas

combinaciones.
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Figura 19. Grafico del efecto medio de las combinaciones CE;y y CE,s del extracto
hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de cascara de C. limon (circulos azules) y el
antiviral comercial Ribavirina (cuadros rojos). Las combinaciones estdn representadas por
tridngulos verdes.

En el isobolograma normalizado a radios no constantes (Figura 20) obtenido

mediante dicho software se muestra de manera grifica los IC resultantes de las

combinaciones. En este isobolograma no se muestra ninguna de las figuras

representantes de cada una de las combinaciones debido al alto IC que mostraron

(>1) de tal manera que su comportamiento se describe como antagdénico.
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R50/L50
R50/L25
R25/L50
R25/L25

Figura 20. Isobolograma normalizado de las combinaciones de las CE5, y CE,s del extracto
hidroalcoholico rico en polifenoles derivado de cascara de C. limon y el antiviral comercial
Ribavirina a radios no constantes. Cada punto representa una de las cuatro combinaciones

cuyo IC fue calculado mediante el software Compusyn y es representada por figuras diferentes.

En la Tabla 7 se observa que el indice combinacional (IC) de las cuatro
combinaciones probadas para el extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado
de cédscara de C. limon y el antiviral Ribavirina mostraron un efecto fuertemente

antagonico dado que todas las combinaciones alcanzaron IC muy superiores a 1.

Tabla 7. Efecto combinado del extracto hidroalcohélico rico en polifenoles derivado de cascara

0.5
B

de C. limon y el antiviral comercial Ribavirina

R50/L50
R50/L25
R25/L50
R25/1.25

Dado a que el efecto combinado no fue el esperado, se disminuy6 la concentracién
del extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de cascara de C. limon hasta

alcanzar una CE;5 combindndola con las CEsyy CE,s de la Ribavirina.

La actividad antiviral obtenida por la combinacién de CEsy Ribavirina/ CE;s de C.

limon fue mayor que la combinacion antes probada de CEsy Ribavirina/CE,s de C.

5.32251
2.51229
3.44662
2.21762

Fuerte antagonismo
Fuerte antagonismo
Fuerte antagonismo

Fuerte antagonismo



limon, e incluso mejor que la actividad antiviral del extracto hidroalcohdlico rico en
polifenoles derivado de cdscara de C. limon de manera individual presentando un

porcentaje relativo del nimero de placas de 30% (Figura 21).

La combinacién de CEjs Ribavirina/CE;s de C. limon también mostro una mejor
actividad antiviral que la combinacion antes probada de CE,s Ribavirina/CE;s Citrus
limon con un 42.5% de porcentaje relativo del nimero de placas, siendo muy similar
a la actividad antiviral mostrada por el extracto de manera individual (44.64% a
10pg/ml).
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Figura 21. Actividad antiviral del efecto combinado del extracto hidroalcohélico rico en
polifenoles derivado de cascara de C. limon y Ribavirina. Las columnas de la izquierda muestran
las células sin tratamiento tomadas como el 100% (control viral). La letra R corresponde a

Ribavirina y L a C. limon, asi como 50 y 15 corresponde a las CE5y y CE;s respectivamente.

Se determindé que existe diferencia significativa entre el porcentaje relativo de
numero de placas presentado por ambas combinaciones respecto al control viral.
Posteriormente se realizd una prueba Tukey en la cual se obtuvo que no existe
diferencia significativa entre ambas combinaciones

Luego de analizar su efecto en combinaciéon mediante el software Compusyn se
obtuvo un gréfico del efecto medio que muestra que las dos combinaciones CEs5o
Ribavirina/CE1s C. limon y CE2s Ribavirina/CE15s C. limon presentan un

comportamiento sinérgico (Figura 22).
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Figura 22. Grafico del efecto medio de las combinaciones de CE;, y CE,s del antiviral

comercial Ribavirina (circulos azules) y CE;s del extracto hidroalcohélico rico en
polifenles derivado de cascara de C. limon (cuadros rojos). Las combinaciones estan

representadas por tridngulos verdes.

En el isobolograma normalizado a radios no constantes se observa mejor esta

actividad sinérgica, donde la combinacién CE25 Ribavirina/CE15 C. limon mostrada

con un cuadro rojo en la Figura 23 obtuvo un IC = 0.66037 siendo sinérgico y

combinacion CEsg Ribavirina/ CE15 C. limon mostrada con un circulo azul en la

misma figura un IC=0.77804 siendo moderadamente sinérgico.
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Figura 23. Isobolograma normalizado de las combinaciones CE;s; del extracto
hidroalcohoélico rico en polifenoles derivado de cascara de C. limon y CEsy y CE,s del
antiviral comercial Ribavirina a radios no constantes. Cada punto representa una de las dos

combinaciones cuyo IC fue calculado mediante el software Compusyn y es representada por

figuras diferentes.
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Tabla 8. Efecto combinado de las CEsy y CE,s de Ribavirina y la CE;; del extracto

hidroalcohoélico rico en polifenoles derivado de cascara de C. limon

Combinacion de compuestos Indice combinacional (IC) Descripcion
R25/L.15 0.66037 Sinergismo
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8. DISCUSION

Los productos naturales han sido utilizados desde la antigiiedad para el tratamiento
de diversas enfermedades y padecimientos (Dias et al., 2012), habilitando el
descubrimiento de recursos marinos y terrestres vastos en metabolitos secundarios
bioactivos, como los polifenoles. Estos compuestos son producidos por productos y
subproductos (desechos) naturales (Joshi et al, 2012) y poseen propiedades
potenciales en la salud del organismo humano, entre ellas la actividad antiviral

(Havsteen et al., 2002; Nair et al., 2002; Lee et al., 2012).

El sarampion continda siendo una de las principales causas de muerte en nifios
pequenos en paises subdesarrollados a pesar de la disponibilidad de una vacuna
efectiva y en afos recientes esta enfermedad continia presentando un nimero
importante de brotes a nivel mundial (WHO 2017). Actualmente existen alrededor de
90 farmacos antivirales aprobados por la FDA, sin embargo, estos van dirigidos
contra un grupo limitado de enfermedades virales dentro de las cuales no se
encuentra sarampion (Clercq 2016). El desarrollo de un agente antiviral derivado de
compuestos polifendlicos a partir de subproductos naturales seria un recurso de bajo
costo para la poblacion pudiendo ser aprovechados en lugar de ser considerados
como desechos siendo ademads un valioso elemento que trabaje en conjunto con la
vacuna existente. Es por ello que en este trabajo decidimos evaluar la actividad anti-
sarampion de extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de corteza de
palo de Brasil (H. brasiletto), céscara de limoén (C. limon), cdscara de cidra (C.

medica) y orujo seco y humedo de uva (V. vinifera).

Existen antecedentes que demuestran la actividad antiviral de polifenoles derivados
de subproductos naturales contra virus de DNA (Havsteen et al., 2002) como de
RNA (Lee et al., 2012). Asi que previo a la evaluacion de extractos derivados de
subproductos naturales como agentes con actividad anti-sarampién, se realizé una
selecciéon mediante la técnica de inhibicién de sincicios. Todos los compuestos
demostraron tener la capacidad de inhibir el virus, sin embargo, el extracto
hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de corteza de H. brasiletto present6 una
alta citotoxicidad a 10 pg/ml lisando por completo la monocapa celular. Se ha
observado que altas concentraciones de neoflavonoides como la hematoxilina
presente en los extractos de H. brasiletto son toxicos (Armstrong 1992). Este

extracto fue finalmente descartado para ensayos posteriores debido a su alta
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citotoxicidad, siendo seleccionados los extractos hidroalcohdlicos ricos en

polifenoles derivados de C. limon, C. medica, orujo himedo y seco de V. vinifera.

Es importante establecer la concentracion citotoxica in vitro de un producto para
evaluar su actividad antiviral, ya que en una linea celular la aparente actividad
antiviral de un compuesto puede deberse a la muerte celular tras su exposicion a este.
Ademais, el producto que estéd siendo investigado, aparte de tener actividad antiviral,
debe poder administrarse a concentraciones que no causen efectos citotdxicos sobre
las células. Para esto, las pruebas de citotoxicidad utilizan una serie de
concentraciones crecientes del compuesto para determinar a qué concentracion el
producto causa la muerte del 50% de las células, lo que se conoce como
concentracion citotoxica media (CCsp) (FDA 2006). En este trabajo se encontré que
los extractos hidroalcohdlicos de orujo humedo y seco de V. vinifera fueron
altamente citotoxicos a 100 pg/ml, presentando una CCsyp= 86.35 ug/ml y CCsp=
75.250 pg/ml respectivamente. Dicho efecto se habia reportado ya anteriormente por
Nirmala et al., quienes encontraron que los extractos polifendlicos derivados de
subproductos de V. vinifera presentaban un efecto toxico dosis-respuesta en células
A431 (Nirmala et al., 2017). Mihai et al., (2016) reportaron también en el afio 2016
que Vitis vinifera tenia un efecto citotoxico sobre la linea celular Vero, lo cual
concuerda con nuestros resultados, ya que utilizamos la misma linea celular. Yu y
Ahmedna (2013) mencionan que el principal polifenol presente en el orujo de uva,
especificamente la variedad roja, como la utilizada en este trabajo, son las
antocianinas y existen antecedentes que demuestran su efecto citotéxico (Katsube et
al., 2003; Meyers et al., 2003; Lazze et al., 2004). Los extractos derivados de C.
medica y C. limon fueron los menos toxicos alcanzando una CCsp= 108.77 ug/ml y
214.429 png/ml respectivamente. Esta baja citotoxicidad habia sido demostrada ya por
Tang et al., (2012) quienes evaluaron el efecto citotéxico de extractos polifendlicos
de diferentes especies del genero Citrus. Gonzalez-Molina et al., (2010) han indicado
que los principales polifenoles encontrados en estos productos son los flavonoides,
especificamente glucdsidos de flavanona (Ram y Singh, 2006) y Lyu et al., (2005)

han indicado su baja citotoxicidad en células Vero.

La determinacion de la concentracion efectiva media (CES0%) es esencial para el
entendimiento de las caracteristicas farmacoldgicas y bioldgicas de un agente

quimioterapéutico. Este valor mide la concentracion en la cual la replicacién viral es
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inhibida mediante un 50% e idealmente se busca que sea considerablemente menor a
la CCsp. De tal modo que el agente logre inhibir el patégeno sin dafiar a las células.
Dicha actividad antiviral se determina utilizando ensayos cuantitativos para medir la
replicacion del virus en presencia de concentraciones crecientes del candidato a
farmaco comparado a la replicacién en ausencia del mismo (Muller y Milton, 2012).
En este trabajo, se evalu6 la actividad antiviral de los extractos mediante la técnica
de unidades formadoras de placas (UFP) y todos los extractos a excepcién del orujo
seco de V. vinifera mostraron que a 10pug/ml eran capaces de inhibir mds del 50% de
las UFP. El extracto hidroalcohdlico de orujo himedo de V. vinifera mostr6 una
CEsp de 8.10 pg/ml mientras que para el orujo seco, no se pudo obtener el valor de
CEsp dado que este era superior a la médxima concentracion probada (10ug/ml).
Anqué no existen antecedentes que demuestren la actividad antiviral de V. vinifera
contra el virus de sarampién, Orhan et al., (2009) han encontrado que la fraccién
cloroférmica rica en polifenoles de un extracto derivado de hojas de Vitis vinifera
posee actividad antiviral contra el virus de parainfluenza el cual pertenece a la misma
familia que el virus de sarampion, la familia Paramixoviridae. Los extractos
hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de C. medica y C. limon también
mostraron tener una buena actividad anti-sarampion presentando una CEsy de 8.94
pg/ml y 8.68 pg/ml respectivamente. Rezatofighi et al., habian demostrado en el
2014 la capacidad antiviral de C. limon contra otro virus perteneciente a la familia
Paramixoviridae, el virus de Newcastle (Rezatofighi et al., 2014) mientras que Xu et
al. (2014) encontraron que utilizando el pericarpio de C. reticulata rico en flavones
polimetoxilados se podia inhibir otro miembro de esta familia, el virus respiratorio

sincitial.

En base a las CCsy y CEs( obtenidas por los cuatro extractos se calcul6 el valor
correspondiente a su indice terapéutico (IT) o de selectividad (IS). Este valor mide la
eficiencia relativa de un farmaco respecto a la inhibicién de la replicacion viral en
comparacion con la induccién de la muerte celular y se obtiene comparando ambas
concentraciones (CCso/CEsg) (Muller y Milton, 2012).Es deseable tener un indice de
selectividad elevado que proporcione la méxima actividad antiviral con minima
toxicidad celular (FDA 2006). Los resultados en este trabajo muestran que el menor
indice de selectividad lo presentd el extracto derivado del orujo himedo de V.

vinifera con un valor de IS= 10.66. El indice de selectividad del extracto derivado de
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orujo seco de V. vinifera no pudo ser calculado dado a que no se pudo determinar su
CEsy. El extracto de C. medica mostro un valor IS= 12.11 y el extracto de C. limon
presento el mayor indice de selectividad de los cuatro extractos con un valor de IS=
24.70. Nuestro equipo de investigaciéon ha determinado previamente la actividad
antiviral del farmaco Ribavirina contra el virus de sarampion, obteniendo un IS= 11
(Moran-Santibafiez et al., 2016). El IS del extracto hidroalcohdlico rico en
polifenoles derivado de C. limon fue doblemente mayor a este, siendo altamente
efectivo con baja citotoxicidad. Dado a que el extracto hidroalcohdlico rico en
polifenoles derivado de C. limon obtuvo el mayor IS en comparacién con el resto de
los extractos fue seleccionado para ensayos posteriores. El efecto de este extracto
sobre la carga viral del virus de sarampion fue evaluado mediante RT-qPCR
concordando con los resultados obtenidos mediante UFP. Esta reducciéon en la
cantidad de copias de RNA viral ha sido demostrada por Zandi et al., (2011)
utilizando quercentina contra el virus del dengue y por Vazquez-Calvo et al., (2017)
con cloruro de delfinidina y epigalocatequin galato (abundante en te verde) contra el

virus del Este del Nilo, Zika y Dengue.

Posteriormente, para conocer a que nivel del ciclo viral del virus de sarampion
actuaba el extracto de C. limon, se realizaron ensayos de tiempos de adicion. El
resultado de estos ensayos sugiere que C. limon actia durante las primeras etapas del
ciclo, con mayor influencia en la adsorcién viral, como se observa en la Figura 17,
donde se advierte que a 15 minutos post-infeccion existe una mayor reduccion del
porcentaje relativo de UFP. Friedman (2007) menciona que uno de los mecanismos
de acciéon antiviral de los compuestos polifendlicos puede estar basado en su
habilidad para prevenir la unién y penetracion celular por parte de los virus. Esta
capacidad puede deberse a que estos compuestos interactien con los receptores
celulares requeridos para el anclaje viral o a la desnaturalizacion de las moléculas de
envoltura viral llevando a la inactivacion irreversible de los viriones (efecto virucida)
(Sydiskis et al., 1991). Con el fin de determinar si C. limon estaba actuando
directamente sobre las particulas virales se realizaron ensayos de efecto virucida. En
la Figura 18 se observa que exponiendo el virus a la CE,s de C. limon durante 3 y 6
horas se logra una inhibicién viral de més del 95%, mientras que utilizando su CEs
durante el mismo tiempo se alcanza el 100% de inhibicion mostrando asi tener

actividad virucida contra el virus de sarampion. Esto es ideal en un antiviral, ya que
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la mayoria de estos presentan una alta toxicidad sobre la célula dado que los virus
son pardsitos intracelulares, de esta manera el compuesto logra actuar directamente
sobre la particula viral sin afectar la célula huésped. El efecto virucida de polifenoles
derivados de productos naturales ya ha sido reportado anteriormente por otros
investigadores contra virus de la familia Flaviviridae y Herpesviridae (Vazquez-
Calvo et al., 2017; Zgorniak-Nowosielska et al., 1989). Y se han propuesto diferentes
mecanismos de accién, por ejemplo, Calland et al., (2015) han observado el
mecanismo virucida de epigalocatequin galato (EGCG) contra hepatitis C y creen
que este mecanismo se deba probablemente a la interaccion de estos compuestos con
la funcién de proteinas virales en multiples sitios de unién. Ismail y Jusoh (2016)
han llevado a cabo estudios de simulacion dindmica y acoplamiento molecular que
predicen la union de EGCG, baicalina y quercetina a la superficie de la proteina E
del virus del dengue formando interacciones con esta proteina viral. Yamada et al.,
(2009) proponen un mecanismo diferente, ellos observaron que uno de los
principales compuestos polifendlicos en Olea eurolaea presente en sus hojas
presentaba un efecto virucida mediante la inducciéon de cambios morfoldgicos en la
particula viral del virus de influenza. En este trabajo se observd que el extracto
hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de cascara de C. limon actia sobre el
virus de sarampion, pero se desconoce el mecanismo mediante el cual interactia el
compuesto con la particula viral por lo que se necesitan estudios posteriores para su

determinacion.

Se ha reportado que la combinacién de agentes antivirales contra diferentes puntos
blanco para la replicacion viral, puede ofrecer ciertas ventajas en lugar de tratar solo
con un agente antiviral como: incrementar su eficiencia, potencial, reducir su
toxicidad y efecto secundarios y retrasar la emergencia de un virus resistente cuando
interactian de manera sinérgica (Wijesekara et al., 2011; Vlieghe et al., 2002). En
este proyecto se realizaron combinaciones entre el extracto hidroalcohdlico rico en
polifenoles derivado de C. limon con el farmaco antiviral Ribavirina utilizando sus
respectivas CEsp y CE,s (Tabla 6) con el fin de evaluar si estas aumentaban la
eficiencia antiviral del extracto mediante una interaccion sinérgica entre los
compuestos. Los resultados obtenidos muestran que utilizando la combinacién de
CE,s de Ribavirina con CEysde C. limon se obtiene una inhibicion de 41.01% y que

la CEsy de Ribavirina con CE,s de C. [limon inhibe solo el 36.04%. Las
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combinaciones de CE5y de Ribavirina con CEsgde C. limon y de CE,s de Ribavirina
con CEsy de C. limon presentaron una inhibicién ligeramente mayor a las antes
mencionadas con un 55.38% y 58.99% de inhibicion respectivamente mostrando la
misma inhibicién viral que la obtenida por C. limon de manera individual (55.56% a
10pg/ml). Ninguna de estas combinaciones represento un aumento en la actividad
antiviral de C. limon. Estos resultados fueron posteriormente analizados para la
determinacion de su indice combinacional (IC) por el método descrito por Chou
(2006). Todas las combinaciones mostraron un efecto combinado antagonista, es
decir, un IC>1 tal como se muestra en la Tabla 7. Se sabe que una interaccidén
antagonica puede ser el resultado de la interaccién directa entre dos compuestos que
pudiera dar como resultado cambios en la conformacién de su estructura molecular
reduciendo su actividad inhibitoria (Mandalari et al., 2010). Ademas, Riou et al.,
(2002) han observado que los taninos derivados de las semillas de uva poseen la
habilidad de agregarse de manera dependiente a la concentracién. Para determinar si
la concentracion era el factor determinante del efecto antagénico obtenido, se
realizaron nuevas combinaciones bajando la concentracion de C. limon hasta CE;s.
Los resultados muestran que utilizando la combinacién CE;s de Ribavirina y CE;s de
C. limon se obtuvo un IC=0.6603, representando un efecto sinérgico mientras que la
combinacion CEsy de Ribavirina con CE;5 de C. [limon mostro un IC=0.7780
entendiéndose como un efecto levemente sinérgico, con un 70% y 57.5%
respectivamente. El efecto sinérgico de polifenoles derivados de Geranium
sanguineum L. e inhibidores de proteasa ha sido demostrado contra el virus de
influenza A (Serkedjieva et al., 2010). Respecto al virus de sarampion, nuestro
equipo de investigacion ha encontrado en afos recientes que la combinacion de otro
tipo de compuestos como los polisacdridos sulfatados derivados de algas mexicanas
y el farmaco antiviral Ribavirina también posee efecto sinérgico contra este virus

(Moran-Santibafiez et al., 2016).

El extracto hidroalcohdlico derivado de cédscara C. limon mostro una baja toxicidad a
nivel in vitro y una alta efectividad contra el virus de sarampidn, alcanzando un
indice de selectividad mucho mayor a fairmacos administrados como tratamiento de
esta enfermedad como es la Ribavirina. Ademas, su nivel de accion mostro ser
mediante un mecanismo virucida, actuando directamente sobre la particula viral. Con

bajas concentraciones del extracto en combinacién con la Ribavirina se logré un
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efecto combinado sinérgico, lo que podria permitir disminuir el efecto toxico de la
ribavirina con un mejor efecto antiviral. Debido a esto, este extracto o la
combinacion de este con ribavirina, podria ser un valioso candidato a farmaco
antiviral que actué en conjunto con la vacuna existente para el control del sarampion.
De esta manera subproductos como la cascara de C. limon podrian ser aprovechados

en lugar de ser considerados como desecho.
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I1I.

9. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de corteza de
Haematoxylum brasiletto se descarté en el proceso de seleccién ya que a
pesar de presentar actividad antiviral fue altamente téxico a bajas
concentraciones (10pg/ml), siendo seleccionados los extractos
hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de orujo seco y himedo
de V. vinifera y de ciscara de C. medica y C. limon.

El extracto hidroalcohélico rico en polifenoles derivado de la cdscara de
C. limon mostro menor citotoxicidad (CCs5y=214.429 pg/ml) que los
extractos hidroalcohdlicos ricos en polifenoles derivados de cdscara de
C. medica (CCsy=108.77 pg/ml) y de orujo seco (CCsp=75.250 ug/ml) y
himedo (CCsy=86.35 ng/ml) de V. vinifera.

Los extractos hidroalcoholicos ricos en polifenoles derivados de cédscara
de C. limon, C. medica y orujo himedo de V. vinifera fueron igualmente
efectivos contra el virus de sarampién (CEs5p=8.68 ng/ml, CEsy= 8.94
pug/ml y CEs5=8.10 pg/ml respectivamente). Pero debido a su baja
citotoxicidad, el extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles derivado de
la cascara de Citrus limon obtuvo el IS mas alto (1S=24.70).

La actividad antiviral del extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles
derivado de la cascara de C. limon actia en las primeras etapas de
infeccion (0-30 min post-infeccion) y fue demostrado su efecto directo
sobre la particula viral (efecto virucida).

Las combinaciones CE;s del extracto hidroalcohdlico rico en polifenoles
derivado de la céscara de C. limon y CE,s y CEs( de Ribavirina presentan

un efecto de combinacion sinérgico.
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10.PERSPECTIVAS

Seria interesante realizar la caracterizaciéon y determinacién de la capacidad
antioxidante e inmunomoduladora de los extractos hidroalcohdlicos ricos en
polifenoles derivados de subproductos naturales y su posible relacién a su actividad

antiviral.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los extractos utilizados pueden
ser potenciales antivirales contra otros virus envueltos de importancia médica por lo
que evaluar su actividad antiviral y mecanismo de accién podria ser de gran

importancia.

La realizacion de pruebas in vivo en un modelo animal proporcionaria datos
importantes de los compuestos sobre su toxicidad, efectividad, biodisponibilidad y

metabolismo.
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