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SINTESIS.

Se prepard un liofilizado a partir del extracto hidroalcohdlico de los frutos maduros de la especie
vegetal Punica granatum L. (BLBu), que se normaliz6 tanto en los parametros de calidad de la
materia prima como en su preparacion y conservacion. El tamizaje fitoquimico del mismo arroj6 la
presencia de diversos compuestos con potencial antiviral, de ellos, los flavonoides que representan
el 73%. Se evaluo la accion antiviral del BLBU frente a la Influenza A/ Mississippi/1/85 (HsN,) en
embriones aviares de 9 -11dias, inoculados por la via alantoidea. La amantadina se utiliz6 como
antiviral de referencia. El extracto, suministrado una hora antes 6 una hora posterior al reto viral,
redujo la infectividad de 1, 10 y 100 DIEs, de la cepa de virus influenza in ovo. Se evalud su
espectro de accion antiifluenza, frente a diferentes tipos y subtipos del virus, inoculado una hora
posterior a la infeccion a 1, 10 y 100 DIEsy,. EI BLBuU present6 accion antiviral frente a todas las
cepas de influenza, tanto las del tipo HsN,, H;N; y la influenza B. Se determind la accion virucida
directa del BLBu y se ratifico la accion antiviral irreversible, con reducciones de los titulos
infectivos virales en més de 3 logyo los que representaron indices de neutralizacion mayores de
cien, para todas las cepas de influenza estudiadas. A dichas cepas de influenza se les realizo la
electroforesis de las proteinas estructurales por (SDS — PAGE), y como parte del mecanismo
antiviral virucida, el BLBu no altero el patrén electroforético de las proteinas virales, corroborado
por los densitogramas correspondientes y los pesos moleculares estimados a las bandas de interés,
no obstante, la prueba de hemaglutinacion fue negativa para todas las cepas estudiadas. La actividad
virucida in vitro del BLBu se verificd al evaluar la capacidad de inhibir la fragmentacion del
ADN celular que le provocé el virus Influenza A/ Japan /10/99(H3N;) a la Linea celular MDCK.
Este extracto, protegié de este dafio citopatico a las MDCK tratadas con el BLBu, en funcion de la
concentracion que se empled para el tratamiento. Se disefid un modelo de gripe experimental en
ratones Balb/C, con el empleo del virus Influenza A /Sydney/5/97 (HsN;) y con éste evaluar la
actividad antiviral del BLBU in vivo. Los ratones, infectados via intranasal con 10DIEs, del virus
Influenza A /Sydney/5/97 y tratados a diferentes concentraciones del extracto, por la via oral o
intranasal, mostraron una ganancia de peso corporal acorde a la especie. En estos animales el
periodo de duracién de los sintomas clinicos se acort6 y los titulos infectivos del virus influenza,
disminuyeron en mas de 2 logi. Se observd la recuperacién del tejido pulmonar en los ratones
enfermos y tratados con el BLBU, en contraste con los que sélo recibieron el virus, que mostraron

las alteraciones histopatoldgicas y el conjunto de signos y sintomas que les produce este virus.
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Abreviaturas
e BLBu: extracto liofilizado de los frutos de Punica granatum L. (granada).
e 0. M. S.: Organizacion Mundial de la Salud (WHO).
e PBS: solucion balanceada de fosfato (pH 7,2).
e DIEs: Dosis infectiva media por embrion.
e CENPALAB: Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio, Cuba.
e INHEM: Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia,Cuba.
e CIM: Centro de Inmunologia Molecular, Cuba.
e |PK: Instituto de Medicina Tropical Dr Pedro Kouri, Cuba.
e IMEFA: Industria Médico Farmacéutica
e V/V:Volumen/Volumen
e TA: Temperatura ambiente
e HA: Hemaglutinina viral.
e NA: Neuraminidasa viral.
e p.i.: posterior a la infeccion.
e a.i.: antes de la infeccion.
e SDS: Dodecil sulfato de sodio
e PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida.
e CCso: Concentracion citotéxica media.
e k Da: kilodaltons.
« PME: Peso Molecular estimado.
e MTT: bromuro de 3-(4-5 dimetil tiazol 2- il)-2,5 difeniltetrazolio.
« MINSAP: Ministerio de Salud Publica, Cuba.
e stock: se refiere al virus que se prepara a partir de las cepas de referencia

conservadas en el cepario, que se titula y conserva para la experimentacion.
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[.- Introduccién.

La influenza, cominmente conocida como gripe, es una enfermedad aguda epidémica
del aparato respiratorio, que se caracteriza por un comienzo subito, cuya presentacion
mas grave es la bronconeumonia. Se transmite por contacto directo, de persona a
persona, a través de las gotitas de saliva que se proyectan al toser, estornudar, hablar
y que son transportadas por el aire, las manos y los objetos de uso corriente. El
agente causal de esta enfermedad, es el virus del mismo nombre, el que se ha
clasificado dentro de la familia Orthomyxoviridae, cuyos tipos fundamentales son el A,
B y C. Los virus influenza A, son los de mas amplio rango de hospederos naturales,
ademas del hombre, han sido aislados de numerosas especies animales: caballos,
cerdos, aves, focas, ballenas (van Regenmortel et al., 2000; Fauquet, 2005). La gran
variabilidad antigénica que presentan, ha dificultado su tratamiento y control
(Ostheraus y De Jong et al., 1999; Osterholm, 2005; WHO, 2006).

De acuerdo con el modo de diseminacion del virus influenza, las epidemias que este
agente causa se propagan con gran rapidez, facilitadas en gran medida por la
urbanizacion de las zonas rurales, el crecimiento demografico y las condiciones de
hacinamiento en que viven gran cantidad de personas en las grandes ciudades
(Glezen, 1996). Por esos motivos, las epidemias anuales que este virus origina,
repercuten en la vida cotidiana de las naciones, en las que eleva el ausentismo
laboral y escolar, ocasionan trastornos en los servicios publicos vitales, aumentan el
namero de hospitalizaciones y la mortalidad en los grupos que fundamentalmente
afecta: niflos y ancianos.

En Cuba, la influenza y neumonia ocupa el cuarto lugar como causa de muerte y el
primer lugar, entre las causas de caracter infeccioso (MINSAP, 2005) y a nivel
mundial, constituyen importantes causas de morbimortalidad. En los Estados Unidos
de Norteamérica, las estadisticas brindadas por el centro de control de las
Enfermedades de Atlanta (CDC), el 31 de marzo de 2006, indicaron que de 12,298
muestras procesadas por ese centro durante el primer trimestre de ese afio, el 89.8%
fue positivo a influenza A, tipo (H3N2), (HiN;) y la influenza B. A la situacién anterior

se suma que una pandemia de gripe se espera con gran expectacién (Osterholm,
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2005). La influenza A (HsNj), procedente de las aves, logré cruzar las barreras de
especies y ha causado la muerte de numerosas personas (Nishimura et al., 2000;
Brown, 2005; Osterholm, 2005). A pesar de esto Ultimo, la problematica actual de la
gripe se centra en las epidemias anuales, causadas en el humano por los subtipos de
influenza A (HiN1), (H2N2) y (H3Ny).

En la prevencion de las infecciones por los virus influenza A y B, la principal estrategia
es la vacunacién sistematica y repetida de la poblacion susceptible; pero las
variaciones antigénicas del virus, obligan a modificar anualmente la composicién de
las cepas que integraran la vacuna (Solérzano et al., 2000). Esto se explica porque la
severidad de la gripe en los humanos se relaciona con cepas de nueva circulacion
frente a estados inmunologicos incapaces de neutralizar al virus (Oropesa et al.,
2000).

Para el tratamiento de la influenza, diferentes firmas farmacéuticas han logrado
antivirales, ellos son la amantadina, la rimantadina, el oseltamivir (Tamifli®), el
zanamivir (Relenza®) y la ribavirina (VADEMECUM, 2005). No obstante, existe el
inconveniente del surgimiento de cepas virales resistentes a estos antivirales y de los
efectos adversos que estos medicamentos puedan originar durante el tratamiento
(Belshe et al., 1989; Ostheraus, 1999; Lipatov, 2004; Yen et al., 2005; De Jong et al.,
2005). Por esa razoén la ribavirina, que es un antiviral de amplio espectro, resulta
ineficaz para tratar la influenza A (Shigeta, 1998). Por otra parte, alrededor del 30%
de las personas infectadas con la influenza del tipo (HsN1) y que fueron tratadas con
los farmacos anteriormente mencionados, generaron cepas resistentes a los mismos.
Se aislaron cepas de virus influenza, del tipo (HsN;) resistentes al tratamiento con el
oseltamivir. Estos aislamientos se lograron a partir de los casos de nifios viethamitas
enfermos con la influenza aviar y que fueron tratados con este farmaco (De Jong et
al., 2005; Yen et al., 2005). No obstante lo argumentado con anterioridad, la terapia
antigripal ha devenido realidad y ha experimentado avances importantes.

Las plantas medicinales son consideradas alternativas a los medicamentos sintéticos,
en particular en paises con economias dependientes, por estar intimamente
asociadas a la vida del hombre y ser una medicina mas econdmica, que esta al

alcance de todos (Cépiro, 2004). Estas plantas poseen una serie de sustancias
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guimicas conocidas como metabolitos secundarios. Estos compuestos, a los cuales
se les atribuyen alguna accion farmacologica, pueden actuar en el extracto total o
aislados, cuando se les purifica y formula de manera adecuada (Miranda, 1995). Los
productos de la llamada medicina verde, representan actualmente la practica habitual
del 79% de la poblacion mundial y la mayoria de los farmacos sintéticos que se
comercializan, son directa o indirectamente, de origen vegetal (Capiro 2004).

En los ultimos afios, las investigaciones de antivirales a partir de las plantas se ha
intensificado y hay quienes opinan que la utilizacién de extractos totales de plantas,
ejercen acciones mas beneficiosas sobre el organismo humano, que la exhibida por
un compuesto aislado. Los productos naturales, por lo general, producen menos
reacciones secundarias indeseables y la accion curativa deseada se puede lograr, al
estar varios principios activos presentes. Serian la forma natural de los conocidos
cocteles, que tanto uso tienen hoy dia para el tratamiento de otras enfermedades
infecciosas, con los que se trata de evitar el surgimiento de cepas resistentes a los
farmacos y combinar varios mecanismos de accion farmacolégica.

La basqueda de principios activos a partir de plantas con actividad antiinfluenza es
sumamente amplia (Serkedjieva et al.,, 1990; 1992; 1993; 1995; 1998; 2000).
Numerosas compafias privadas y corporaciones, protegen los resultados de sus
investigaciones e invenciones sobre principios activos, los procesos de preparacion
de los extractos y las formulaciones farmaceéuticas obtenidos a partir de los extractos
vegetales (Shimamura y Hara, 1991; Tempesta, 1993; Bombardelli et al., 1995;
Hagiwara y Kikuchi, 1995; Serkedjieva et al., 2000).

Punica granatum L., es una especie vegetal que pertenece a la familia de las
Punicaceae, orden Myrtales (Roig y Mesa, 1974; Morton, 1981, Fitoterapia, 2003). En
Cuba, se conoce comunmente como granada al fruto y a la planta. A estos ultimos,
se les atribuyen la capacidad antioxidante in vivo e in vitro (Dass et al., 1999;
Chimdambara et al., 2002; Noda et al., 2002; Suddessh y Vijayalakshmi, 2005 y
Sanchez-Lamar et al., 2005) asi como propiedades antitumorales, hipoglucemiantes,
entre otras (Kim, 2002; Adams, 2006).

En la medicina tradicional de paises del continente americano, tales como Colombia,

Brasil, Venezuela, Curazao, Puerto Rico e Islas Turcas, entre otros, la decoccién de la
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cascara del fruto de la granada, es utilizada para tratar la diarrea y la disenteria. La
corteza de esta planta, después de su decoccidn, es eficaz para expulsar lombrices y
tenias (Morton, 1981). En la regién de Yucatan, México, la decoccion de las flores y la
cascara del fruto, se utilizan para gargarismos y aliviar la inflamacién de la boca y la
garganta (Tramil, 1990-1992). En La India, las flores macho o abortivas de la granada,
son usadas en la medicina popular para el tratamiento de la Diabetes Mellitus (Jafri et
al, 2000). En la medicina tradicional cubana, la granada es utilizada para curar Ulceras
y con la cédscara de la fruta se tratan las afecciones pulmonares. Existen referencias
gue en Cienfuegos, con el fruto maduro completo, se preparan remedios contra las
afecciones en el pulmén y para combatir el catarro y la gripe (Roig y Mesa, 1974;
Iglesias, 1990).

Una patente japonesa, cita a la granada con propiedades antivirales. Se refiere a un
producto preparado con la corteza de la raiz y la cascara del fruto de esta planta, al
gue les encontraron un principio activo que sirve para el tratar por via oral a los
pacientes con lesiones herpéticas (Hozumi et al., 1995).

En la investigacion de antivirales, es fundamental estudiar la toxicidad, la eficacia del
futuro medicamento y evaluar su accién in vitro e in vivo, en diferentes biomodelos,
cuando se dispone de ellos. Esto se justifica por la diversidad de virus y hospedantes,
para lo que es imposible utilizar una prueba antiviral Gnica en la investigacion de
nuevas sustancias antivirales. El embrion de pollo ha sido muy utilizado para evaluar
antivirales contra influenza (Serkedjieva y Manolova, 1992; Nagai et al., 1992). Los
cultivos celulares, en particular las Lineas de células VERO y MDCK, resultan muy
Utiles para las evaluaciones iniciales y para los estudios de mecanismos de accion de
los antivirales (Watanabe, 1994; Caballero, 2001; Casadelvalle, 2004). EL biomodelo
experimental de gripe en el ratdn, constituye un excelente medio para evaluar
antivirales, puesto que los dafios que origina el virus influenza en el ratén son
similares a los que origina en el humano y es, por tal razén un valioso instrumento
para las evaluaciones preclinicas in vivo de los candidatos a medicamentos antivirales
(Walker et al., 1994; Cook et al., 1998; Nishimura et al., 2000; Ottolini et al., 2005).
Los aspectos comentados con anterioridad, sugieren la necesidad de ampliar y

profundizar la investigacion ciéntifica sobre las propiedades antivirales de Punica
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granatum L., ( granada) y en particular su fruto, por lo que el presente trabajo de tesis

se desarroll6 tomando como base la Hipétesis siguiente:

Hipotesis:
El extracto hidroalcohdlico liofilizado (BLBu) preparado con el fruto de Punica
granatum L., posee accion antiviral frente a la infeccion provocada por

diferentes tipos y subtipos del virus influenza.

Para aceptar o refutar esta hipotesis se disefid una investigacion con el siguiente
Objetivo general:
Evaluar la accion antiviral del BLBu, frente a diferentes tipos y subtipos del virus

influenza in ovo, in vitro e in vivo.

Para cumplimentar este objetivo general, el trabajo se estructuré en los siguientes

Objetivos especificos:

e Normalizar el material vegetal (frutos de granada), el extracto hidroalcohdlico y el
hidroalcohdlico liofilizado (BLBu).

e Evaluar la accion antiinfluenza del BLBu, in ovo e in vitro mediante diversos
protocolos de tratamiento.

e Establecer un biomodelo experimental de gripe en ratones Balb/C.

e Evaluar la accion antiviral del BLBu en el modelo experimental de gripe en ratones
Balb/C.

Novedad cientifica.
Por primera vez para la Ciencia:

e Se refiere la actividad antiviral de la especie vegetal Punica granatum L., frente a
la familia viral Orthomyxoviridae.

e Se demostré que el extracto liofilizado BLBU, protege a las células MDCK de la
apoptosis que les provoca el virus influenza.

e Se evidencid el espectro de accion antiviral antiinfluenza del extracto liofilizado

preparado con el fruto de Punica granatum L. (BLBuU) in ovo, in vivo e vitro.



En Cuba:
e Se valido un modelo experimental de gripe de ratdn en estudios de antivirales, por

lo que puede considerarse una novedad de implicaciones practicas.

Importancia teorica:

e La tesis aporta conocimientos acerca de las propiedades bio-activas de la especie
vegetal Punica granatum L.

e Se aportan nuevos datos de las propiedades antiapoptoéticas del fruto de Punica

granatum L., en su mecanismo de accién antiviral.

Importancia practica:

e La informacion que aporta esta tesis avala cientificamente el posible uso de la
granada, como medicamento herbario para tratar la influenza o gripe.

e Los aspectos tedricos y practicos de esta tesis sirven de informacion para la
elaboracion de un medicamento natural, que supla la carencia de farmacos en
estados de emergencia nacional.

e Se valido un modelo de gripe en ratones, que sirve de punto de referencia a otras
investigaciones de medicamentos antivirales en Cuba.

e Se valido una metodologia para el estudio antiviral de los extractos de plantas, a
través de la combinacion de diferentes modelos in ovo, in vitro e in vivo.

e La informacion que aporta esta tesis puede ser utilizada en cursos de pregrado y
postgrado de Medicina Natural y Tradicional.

Los resultados de este trabajo forman parte de seis publicaciones nacionales y cinco

internacionales. Han sido presentados en mas de 12 eventos cientificos nacionales e

internacionales.

Las diferentes fases del trabajo han formado parte de 8 Trabajos de Diplomay 2 Tesis

de Maestria.

Varios resultados presentados en la tesis forman parte de:

e Trabajo relevante del Forum de Ciencia y Técnica a nivel provincial, 1997.



e Premio al Mejor Resultado en la Direccion de Salud Humana, 2002/03,
Facultad de Biologia, Universidad de la Habana.

e Seis logros cientificos de la Facultad de Biologia, Universidad de La Habana.



Il.- Revision bibliogréfica.

I1.1- Influenza.
[I.1.1- La enfermedad: la influenza o gripe, es una enfermedad infecciosa causada

por el virus de éste mismo nombre, que afecta al sistema respiratorio del hombre. Se
transmite por contacto directo, de una persona enferma a otra sana, a través de las
gotitas de saliva, que se proyectan al toser, estornudar, conversar y que son
transportadas por el aire, las manos y los objetos de uso corriente. Se caracteriza por
un periodo de incubacion corto y la instalacion brusca del cuadro clinico. Esta
enfermedad presenta un conjunto de signos y sintomas tales como: cefalea, debilidad,
malestar general, tos, escalofrios, fiebre elevada, mialgia, artralgia y su presentacion
mas grave es la bronconeumonia. Pueden ocurrir manifestaciones gastrointestinales,
hemorragias, meningitis, polineuritis, fallo multiorgano, como parte de las
complicaciones (Oropesa et al., 2000; Field, 2001; Rosete et al., 2002). Cuando esta
enfermedad cursa sin complicaciones, la recuperacién comienza a partir del cuarto
dia, pero sintomas como fatiga, tos y debilidad general, pueden persistir durante
semanas (Walker et al., 1994). La recuperacion total suele ocurrir entre las dos y
cuatro semanas de comenzado el cuadro clinico.

En Cuba y en muchos otros paises, las infecciones respiratorias agudas (I. R. A y
la influenza en particular, tienen alta incidencia y morbimortalidad. Representan un
serio problema de salud publica, al incrementar la demanda de los servicios médicos,
las incapacidades laborales y escolares, asi como las muertes que originan cada afo,
principalmente en los grupos de los extremos de la vida (Rosete et al., 2002; Anuario
Estadistico, 2005; Osterholm, 2005). Se han descrito cinco grandes pandemias por
el virus influenza, entre las que se destaca la ocurrida de 1911 a 1919, que ocasioné
méas de 20 millones de muertes. En el pasado siglo dos pandemias mas tuvieron
lugar, la de 1957, conocida como asiatica y la de 1968, identificada como Hong Kong
(Nakajima et al., 1982). En ambos casos, a pesar de que surgieron de manera subita
y que las cepas que las originaron eran muy patdgenas, dejaron un saldo de muertes
menor que la primera. En 1997, ocurrié un brote de influenza originada por una
variante emergente, del tipo A (HsN;), que afectd a personas residentes en Hong

Kong. Estos casos detectados en humanos por primera vez, alcanzaron la cifra de 18
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enfermos y ocho fallecidos con esta nueva variante del virus (Nishimura et al., 2000).
Los autores refieren que las medidas de control y prevencion local fueron rigurosas,
pues resultaron eliminadas un millon de aves domésticas. También se reforzaron las
medidas de vigilancia epidemioldgica con estudios en patos, perros y gatos, que
estuvieron en contacto con las aves infectadas. A inicios de 2006, los datos oficiales
de la Organizacion Mundial de la Salud, informaron que el nUmero total de casos en
humanos enfermos con la tipo A (HsN3), alcanzé la cifra de 235 a finales de 2005 y de
ellos, ocurrieron 83 defunciones (W. H. O, 2006). Esta nueva variante de Influenza se
ha diseminado por numerosos paises (Brown, 2005; WHO, 2006) con el peligro que
se extienda como pandemia de incalculables consecuencias para la salud humana y
animal (Scholtissek, 1994; Glezen, 1996; Brown, 2005; Osterholm, 2005). Numerosos
especialistas plantean que el principal problema que ha impedido un control eficaz
del virus influenza, es su gran capacidad de variacion (Fields, 2001; Osterholm, 2005)
ya que surgen nuevos subtipos del virus capaces de burlar la respuesta inmune
hospedera y ante las que la poblacion no puede responder adecuadamente (Webster
et al., 1992; Lipatov et al., 2004; Yen, 2005).

[1.1.2. -Virus influenza: Taxonomia. Composicién Quimicay Morfologia.
La familia Orthomyxoviridae (orden Mononegavirales), a la que pertenecen los virus

influenza, posee cinco géneros: Influenza A, B, C, Isavirus y Thogotovirus (Fauquet,
2005). Son un grupo de agentes con genoma ARN segmentado, de cadena sencilla,
polaridad negativa y con envoltura lipoproteica. Estos virus se dividen en los tipos: A,
B y C, en base a las diferencias antigénicas de sus nucleoproteina y proteina de la
matriz. Los virus del tipo A son los que presentan mayor variabilidad antigénica y
rango hospedero, pues han sido aislados de diversas especies animales (cerdos,
caballos, ballenas, focas, aves acuaticas y domésticas). Los tipos se subdividen en
subtipos, atendiendo a las diferencias antigénicas de las glicoproteinas de superficie:
la hemaglutinina y la neuraminidasa. Los tipos B y C, pertenecientes a esta familia de
virus, a pesar que afectan al humano y a otras especies animales, presentan menos
variabilidad antigénica que los del tipo A (van Regenmortel et al., 2000; Field, 2001;
Fauquet, 2005).



Composicién quimica: ARN (0,8%); Proteinas (70 -75 %); Lipidos (18-37%);
Carbohidratos (5-9%). (Field, 2001; Fauquet, 2005). El virion posee una masa
molecular de 2.5 x 10® g, su densidad en una solucién de sacarosa de 1.19 g/cm?®
S,ow Y para las particulas no filamentosas, de 700-900 g/cm® S,o. (Barret e Inglis,
1985).

Propiedades fisico-quimicas: el virus Influenza es relativamente estable, por lo que
puede almacenarse a 4°C durante semanas, y por periodos prolongados a -70°C o
liofilizado. Los viriones son muy sensibles a la accion del calor, radiaciones
ultravioletas y al tratamiento con solventes organicos (formaldehido), detergentes y
agentes oxidantes (Mahy y Kangro ,1996).

Morfologia: los virus influenza, son pleomorficos, aunque predomina la forma esférica,
poseen un diametro que oscila entre 80 y 120 nm y un centro denso al paso de los
electrones de 70 nm. La nucleocapsida es de simetria helicoidal, presenta envoltura
lipoproteica, a la que se incorporan proteinas virales.

Genoma: Los tipos A y B presentan 8 segmentos de ARN y el C solamente 7, con un
peso de 4 x 10° kDa y un total de 10-13 kb. Estos segmentos contienen de 900 a
2350 nucledtidos, secuencias conservadas y parcialmente complementarias en los
extremos terminales 5’ y 3’ (van Regenmortel et al., 2000; Fields ,2001).

Proteinas Virales.

Hemaglutinina (HA): esta proteina es un trimero codificado por el segmento cuatro del
genoma viral (Késermann y Kempf ,1996; Flint, 2001), cada cadena posee unos 560
aminoacidos y una masa molecular de 61 kDa. Las tres sub unidades que conforman
el trimero son idénticas y con una estructura en lazo que comienza en la membrana o
peplos, se proyecta a 135 A hacia el exterior y se pliega para entrar de nuevo a la
membrana del virus (Carr y Kim, 1994; Kasermann y Kempf ,1996). La HA es
originada a partir del precursor HAo, que al escindirse por accién de las proteasas
celulares , da lugar a dos sub unidades las cuales quedan unidas por puentes
disulfuro. Esta activacion proteolitica es un paso critico para la actividad de fusion de
la HA 'y por tanto determina la infectividad viral (Kostolansky et al., 1988; Kasermann
y Kempf, 1996; Kido et al., 1996; Fields, 2001). Cada una de estas sub unidades,

consta de dos regiones que difieren estructuralmente: la cadena HA1l que es un
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dominio globular en la regién distal de la molécula y que contiene el sitio de unién al
receptor y los determinantes antigénicos del virion y la sub unidad HA2, una
estructura en forma de tallo, rica en alfa-hélice, la cual se extiende 76 A hacia el
exterior de la membrana. La union de la HA al receptor celular tiene lugar por una
zona conservada en forma de bolsa, de pocos aminodacidos, situada en el extremo
distal de HA1 (Sakar et al., 1989; Bizebard et al., 1995). En el caso de HA2 se le
responsabiliza con la fusion a la membrana celular a través del llamado péptido de
fusion de 25 residuos de aminoécidos, el cual se encuentra hacia el interior de la
molécula y que es expuesto para la fusién, tras los cambios de conformacién que
sufre la HA durante este proceso (Webster et al., 1982; Carr y Kim, 1994). Estos
cambios en la conformacion de HA son favorecidos por valores de pH cercanos a 5
(Kasermann y Kempf, 1996).

La hemaglutinina esta considerada una de las tres principales proteinas del virus
Influenza, esta representada de forma mayoritaria en el virién y constituye el principal
determinante antigénico, para dar lugar a la respuesta de anticuerpos neutralizantes
(Horisberger, 1980). Posee la propiedad de aglutinar glébulos rojos de diferentes
especies animales in vitro y éste fendmeno, llamado hemaglutinacién, se utiliza para
detectar y cuantificar al virus (Kilbourne, 1975; Lennette, 1992; Burlesson, et al.,
1992).

Neuraminidasa (NA): esta es otra de las proteinas de superficie del virus influenza,
cuya estructura la conforma un tetramero o espicula en forma de blogues, unidos a la
particula viral por un tallo delgado. Cada bloque tiene un sitio catalitico, por lo que
cada espicula posee cuatro sitios activos (Webster et al., 1982, Kingsbury, 1996; Flint,
2001). Aparece en menor cuantia que la HA y se le atribuye actividad hidrolasa
(Kingsbury, 1996; Fields, 2001). La neuraminidasa es imprescindible para que ocurra
la escision de la HA por parte de las proteasas celulares durante la infeccion, pues
ayuda a eliminar los acidos neuraminicos de la célula hospedante y cuyos residuos
interfieren con este proceso, lo cual constituye un paso fundamental para la
replicacion del virus. Otra importante funcion de la neuraminidasa es la relacionada
con su actividad hidrolasa, que se encarga de facilitar la liberacion de la progenie

viral de la célula hospedera. Este proceso ocurre por la destruccion de acidos sialicos
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celulares, que son receptores del virus y asi evitar la agregacion del virus en las
fases finales del ciclo replicativo (Maeno, 1994; Kingsbury, 1996; Morris et al., 1999;
Fields, 2001).

Proteina M1: es una proteina no glicosilada de la cubierta viral, especifica para los
tipos de influenzas A y B, que permite la diferenciacién de estos y su estructura es
invariable para los subtipos de influenza. Segun Kingsbury, 1996, las
ribonucleoproteinas (RNPS) recién sintetizadas en el nlcleo se asocian a ella en su
viaje al citoplasma, por lo que M1 es fundamental para el transporte del nucleo al
citoplasma de las RNPs. Asi, a la M1 se le atribuye participacion en el
desnudamiento, transporte nuclear y ensamblaje de las RNPs (Bui et al., 1996;
Kingsbury, 1996).

Proteina M2: es una glicoproteina integral de membrana, a la cual se le conocen
importantes funciones en el ciclo replicativo viral, ya que es capaz de formar un
canal selectivo de protones que funciona durante el desnudamiento y liberacion del
virus del endosoma. Se sabe ademas que permite la regulacion del pH de la célula
infectada (Kasermann y Kempf, 1996) y que contribuye con el proceso de maduracion
viral, al modificar el pH en los viriones y en las vesiculas de trans-Golgi (Chizhmakov
et al., 1996; Kasermann y Kempf, 1996). Segun estos autores, tanto M2 como HA,
funcionan en la formacion de canales idnicos que se producen durante el
desnudamiento del virus del endosoma. A esta proteina M2 se le considera el blanco
de la accién quimioterapéutica de la amantadina y sus derivados (Lin et al., 1997;
Fields, 2001). Aungue en las influenzas B y C se les nombra diferente (NB y CM2),
poseen propiedades bioquimicas similares y les atribuyen también una actividad
canal, para el caso de la influenza C.

Polimerasas: las ARNp son un complejo enzimatico, que lo conforman las proteinas
PB1, PB2y PA. De las tres, PB1 es la subunidad catalitica de las ARNp y bajo ciertas
condiciones, es capaz de catalizar la sintesis de ARN in vitro (Toyoda et al., 1996).
PB2 ha mostrado actividad in vitro de union a la caperuza, y se conoce que para la
fragmentacion del ARN celular que da lugar a los cebadores (primers) en el proceso
de sintesis de ARNm, se requiere la presencia de PB1, PB2 y PA. (Shi et al., 1996).
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NS1 y NS2: son proteinas abundantes en las células infectadas con influenza A, pero
no en los viriones, aunque algunos autores refiren la presencia de NS2 en estos
altimos (Murphy y Webster, 1996). A la proteina NS1, se le atribuye la regulacion de
la exportacién nuclear de ARNm, asi como la inhibicién del procesamiento del pre-
ARNmM

[1.1.2.1- Ciclo replicativo.
El ciclo replicativo se inicia cuando la HA se adhiere al &cido siélico, receptor para

este virus, que se localiza en la superficie de las células susceptibles (Fields, 2001).
Se conoce que la fusion es facilitada por un pH medianamente acido, cercano a cinco
(Kostolansky et al., 1988). La entrada del virus ocurre por endocitosis mediante el
receptor e involucra tanto a HA como a M2 (Kasermann y Kempf, 1996). EI pH
medianamente &acido en el interior del endosoma induce cambios conformacionales
en la HA, la que proyecta el péptido de fusién que interactia con la membrana blanco
para lograr la fusion de las membranas viral y la del endosoma, lo que conduce a la
liberacion de la nucleocapsida al interior del citoplasma (Carr y Kim, 1994). Para el
desnudamiento de la nucleocapsida, donde ocurre la disociacion de la proteina M1 y
las ribonucleoproteinas y el pH bajo contribuye de alguna manera a éste evento (Bui
et al., 1996). Asi, las ribonucleoproteinas (RNPs), penetran el nucleo a través de los
poros de la membrana para dar comienzo al proceso de formacion de ARNm,
formados a partir de los cebadores originados de la escision del ARN hospedero. En
este momento el complejo de polimerasas virales ejerce un papel crucial (Shih y Krug,
1996; Kinsbury, 1996). Segun Kinsbury, 1996, las cadenas de ARNm son alargadas
hasta alcanzar un intervalo de Uridina (15-20 nucleétidos) antes del extremo 5’ y se
adiciona la cola de poly A para dejar formados los ARNm virales. En cuanto a la
replicacion del ARN del genoma viral hay formacion de copias completas, pero no de
cebadores y no se produce poliadenilacion. Los segmentos de ARN gendmicos,
luego de ser sintetizados, se asocian con las nuevas moléculas de NP, son
transportados del ndcleo al citoplasma y alli se unen a las tres polimerasas para
formar las RNPs , que finalmente se asocian a la proteina M1, y éstas se unen

finalmente a la superficie interna de la membrana plasmatica celular, modificada por
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las tres proteinas integrales de membrana del virus: HA, NA y M2, las cuales se
sitlan en la parte mas externa de la superficie celular a través del aparato de Golgi.
De esta manera, los viriones conformados estan listos para salir de la célula a través

del proceso de gemacion (Kingsbury, 1996).

[1.1.2.2- Variacién antigénica.
Los virus influenza se pueden clasificar, en base al tipo de ribonucleoproteina y de

receptores virales, en tres tipos de particulas:

e Tipo A. Dentro de éste se han descrito 14 tipos de HA y 9 de NA, con reaccién
seroldgica cruzada minima. Las combinaciones entre estas dos moléculas van a
determinar la aparicion de un nuevo subtipo viral, ademéas que pueden aparecer
nuevas formas de ellas, lo que resulta en un mayor numero de combinaciones.
Entre las cepas que infectan al hombre se han encontrado cuatro tipos de HA y dos
de NA correspondientes a los subtipos HiN;, HoN2 HsN2 y el HsNj. (van
Regenmortel et al., 2000 ; Lipatov et al., 2004; WHO, 2006 )

e Tipo B. En él no existen subgrupos de HA y NA definidos hasta el momento.

e Tipo C. No se han identificado variaciones antigénicas.

Los cambios antigénicos radican principalmente en la HA y la NA conocidos por shift

y drift. El shift (salto antigénico), informado entre las variaciones mayores, implica

cambios radicales entre los subtipos, se basa en la recombinacién ¢ intercambio de

genes entre cepas diferentes que infectan simultdneamente una misma célula, a

menudo en las de especies animales que sirven de reservorio del virus. Puesto que

afecta un segmento del genoma, con la aparicion de nuevas HA y NA, contra las que
el hombre puede estar desprotegido, y asi se originan las pandemias por un nuevo
virus. El drift (deriva) se refiere a dafilos menores que ocurren al azar en los subtipos,

e involucra la alteracién de unos cuantos aminoacidos en HA o NA. Estos pequefios

cambios resultan en alteraciones tipo antigénico para dar lugar a una nueva cepa 0

subtipo. Las variaciones antigénicas que sufre el virus Influenza es el principal

problema para el control de la enfermedad que éste causa, ya que no se cuenta hoy

dia con una vacuna que pueda proteger contra cualquier cepa, y constituye también
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un obstaculo a vencer en la busqueda de drogas antivirales (Webster et al., 1992;
Osterholm, 2005; Brown, 2005).

[1.1.2.3- Rango Hospedero y cultivo del virus.
Los virus influenza A, infectan de manera natural a humanos, otras especies de

mamiferos y a varias de aves (Osterholm, 2005), mientras que la influenza B parece
afectar solamente a humanos. En cuanto al tipo C, éste ha sido aislado de humanos
y de cerdos (Murphy et al., 1995; Fields, 2001).

El embrion de pollo ha sido referido como el sistema hospedero idoneo para realizar
el aislamiento y el cultivo del virus influenza en el laboratorio (Williams y Robertson,
1993). Asi como en la evaluacidon de antivirales contra influenza (Serkedjieva y
Manolova, 1992; Nagai et al., 1992). El virus puede ser detectado en los liquidos
alantoideos y en la membrana corialantoidea de los embriones infectados (Lennette,
1992; Mahy y Kangro, 1996; Nishimura et al., 2000).

Los cultivos celulares, en particular la linea VERO y la MDCK, son muy Utiles para
evaluar antivirales y para los estudios de interaccion virus - célula y la apoptosis que
induce el virus influenza en estas lineas celulares (Watanabe, 1994; Caballero, 2001;
Casadelvalle, 2004). Cuando las células MDCK, son inoculadas a baja multiplicidad
de infeccion, se puede evidenciar la fragmentacion del ADN celular como parte del
dafio que el virus les provoca, asi como otras alteraciones propias del proceso de
apoptosis (Price et al., 1997; Fujimoto et al., 2000; Ohyama et al., 2003).

Para el cultivo del virus influenza y el estudio de antivirales, se han utilizados los
fragmentos de oOrganos embrionarios o adultos de diferentes animales. Estos
fragmentos son mantenidos en condiciones de laboratorio in vitro, para evitar la
proliferacion celular, como por ejemplo, la membrana corioalantoidea de embrién de
pollo (Burlesson et al., 1992; Lennette, 1992; Williams y Robertson, 1993). También
han sido utilizados animales de diversas especies: hurones, hamsters, curieles, ratas
y ratones. (Kilbourne, 1975; Burlesson et al., 1992; Neirynck et al., 1999). En 1997,
F. Calvi, observé en ratas infectadas con influenza A, diversas alteraciones tales

como: edemas e inflamacién de la mucosa de la laringe y la traquea y refirié también,
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edema por infiltracion de células mononucleares y neutréfilos en los pulmones de los
animales infectados (Calvi, 1997).

Los ratones de laboratorio no sufren de forma natural la infeccion del virus influenza,
pero son muy sensibles a la infeccion experimental con este virus (Cook, 1965). Hay
autores que recomiendan la adaptacion de las cepas de influenza al tejido del
pulmén de ratén mediante los pases seriados del virus por la via intranasal, sobre
todo para trabajos que exijan altos titulos hemaglutinantes e infectivos (Lobodzinska y
Krisanova, 1966). En este biomodelo, cuando el virus se multiplica con elevados
titulos infectivos, los animales presentan las lesiones tipicas de la neumonia que
provoca el virus influenza en los humanos. La neumonia viral en ratones se
caracteriza por degeneracion temprana del epitelio ciliado de la traquea y los
bronquios. Otros investigadores también han concluido que entre el cuarto y el sexto
dia del comienzo de la gripe, puede observarse en los ratones, cierta recuperacion
clinica y sélo persisten lesiones vasculares focales (Drobyshevskaya et al., 1962;
Sidwell et al., 1994 y Sidwell et al., 1998). Otros estudios han sefialado que el virus
influenza provoca en los ratones la pérdida peso corporal y la muerte de estos
fundamentalmente. (Cook et al., 1998; Sidwell et al., 1998; Nierynck et al., 1999). Otro
dafio que también origina el virus influenza en las células del tracto respiratorio de los
ratones, es la ruptura del ADN o apoptosis de estas (Mori et al., 1995; Miyamoto et al.,
1998).Esta evidencia constituye un aspecto importante para el estudio de las bases
de la patogénesis y la terapéutica de la enfermedad. El biomodelo de la gripe en el
ratén, constituye una excelente réplica de los dafios que origina el virus influenza en
el humano, caracterizado por bronquiolitis, neumonia intersticial aguda y dafios

alveolares difusos (Walker et al., 1994).

[1.1.2.4. Epidemiologia. Profilaxis y Tratamiento de la influenza.
La influenza es una de las enfermedades infecciosas mas antiguas que se conocen,

suele presentarse en brotes aislados, epidemias anuales y pandemias; en cuanto a
estas Ultimas, las mas notorias del siglo XX fueron las de 1918,1957 y 1968 (Fields,
2001).
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La morbilidad y mortalidad asociadas con la circulacion del virus influenza, hacen de
la influenza o gripe, una enfermedad infecciosa que ocupa el centro de atencion de
las autoridades sanitarias de muchas naciones, por el impacto social y econémico
gue origina (Nicholson, 1996; Osterholm, 2005). Su comportamiento mas usual es la
de presentarse en ondas epidémicas sucesivas y sus infecciones ocurren de manera
horizontal de un sujeto enfermo a uno sano. A nivel mundial constituye un importante
problema de salud, en el que estan implicados los individuos en edades extremas de
la vida (Osterholm, 2005).

Basandose en datos de estudios filogenéticos, se ha sugerido que las aves acuaticas
son el principal reservorio de estos virus, en las que éste se perpetla y circula a
bajos niveles, sin causar patogénesis y a partir de las cuales trasmiten el virus a las
aves domesticas y a los mamiferos, incluido el hombre. Los cerdos actian como
hospedero intermediario, en el que se producen intercambio de segmentos del
genoma viral entre los de cepas aviares y humanas, lo que da lugar a nuevos subtipos
del virus. (Webster et al., 1982; Webster et al., 1992).

La influenza o gripe en Cuba, como en otras latitudes, sucede en forma de epidemias,
aunque se presentan también casos esporadicos todo el afio. En el mes de
septiembre generalmente, se presenta un primer incremento del numero de enfermos,
cuyo pico maximo se alcanza en los meses de octubre y noviembre. Puede haber un
incremento en enero, con el maximo entre febrero y marzo (Gonzalez et al., 1989;
Armas et al., 1993; Oropesa et al., 2000). De acuerdo al Informe brindado por el
MINSAP, la influenza y la neumonia, costituyen la cuarta causa de muerte en Cuba
(Anuario Estadistico, 2005). Resulta de interés un caso documentado de neumonia
hemorragica viral en Cuba, del que se aisld el virus influenza como agente causal
(Oropesa et al.,, 2000). La cepa que lo origind era similar a la de referencia
A/Johannesburg/33/94(H3Ny).

Profilaxis y Tratamiento de la influenza (gripe): sin importar cual sea la latitud o
régimen social, por su alta morbilidad y mortalidad, se alerta constantemente de lo
catastréfico que resultaria la circulacion a nivel global de la variante de gripe aviar, de

alto poder patégeno y elevada mortalidad para los humanos, lo que justifica la
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busqueda de formas eficaces de tratamiento y control de la enfermedad (Glezen,
1996; Barreto, 1998; Osterholm, 2005; WHO, 2006).

La principal estrategia en la prevencion de lainfluenza, es la vacunacion sistematica y
repetida de la poblacién susceptible. Las variaciones antigénicas que experimenta el
virus que la causa, obliga a modificar anualmente la composicion de las cepas que
integran la vacuna, (Solérzano et al., 2000). La severidad de la influenza en los
humanos  se relaciona con cepas de nueva circulacion frente a estados
inmunoldgicos incapaces de neutralizar al virus (Oropesa et al., 2000). Una vacuna
ideal seria aquella que pudiera combinar las sub unidades del virus influenza y asi
combinar las diferentes HA y NA que afectan al hombre. Estas se recomiendan por
lo seguras, eficaces y baratas; ademas, estimulan la respuesta inmune humoral y
celular mas eficazmente (Johansson et al., 2002). La eficacia de la vacuna en uso
actualmente depende de numerosos factores: la edad de la persona vacunada, el
estado de su sistema inmune, el grado de similitud entre los virus contenidos en la
vacuna y aquellos en circulacion y el momento de exposicion al virus. Cuando ocurre
dentro del mes posterior a la inmunizacion, se ha observado que la eficacia media de
la vacuna es de alrededor del 70%. (Ostheraus y de Jong, 1999; Brown, 2005).

Los farmacos antivirales y las vacunas podrian coadyuvar a la profilaxis y terapéutica
de la influenza de manera méas exitosa. Esto se ajusta a grupos de alto riesgo no
vacunados y aquellos que ofrecen una respuesta inmune deficiente ante la vacuna
(Kostolansky et al., 1988; Nicholson, 1996; Brown, 2005; W H O 2006). Por lo que la
busqueda de antivirales es un objetivo primordial a nivel mundial (Osterholm, 2005; W
H O, 2006). Con este fin, diferentes firmas farmacéuticas han licenciado antivirales, el
oseltamivir, el zanamivir, la amantadina y la rimantadina y la ribavirina. No obstante,
existe el inconveniente del surgimiento de cepas resistente a dichos medicamentos y
los efectos adversos que se han referido para todos ellos. (Ostheraus y de Jong,
1999; Lipatov, 2004; Yen, 2005; De Jong, 2005)

La aparicion de cepas resistentes a la amantadina y la rimantadina ha sido bien
documentada (Belshe et al., 1989). Se conoce que estos dos medicamentos son
ineficaces para tratar la influenza tipo (HsN;), ya que alrededor del 30% de las

personas tratadas con estos farmacos, generan cepas resistentes (De Jong et al.,
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2005; Yen, 2005). Otro de los antivirales autorizados para tratar la influenza es la
ribavirina, con amplio espectro de accion antiviral, sin embargo, algunos estudios
refieren su ineficacia frente a Influenza A (Shigeta, 1998). Otros medicamentos
utilizados actualmente en el tratamiento y prevencion de la influenza o gripe son el
Zanamivir (Relenza®) y el Oseltamivir (Tamiflu®), capaces de inhibir la accion de la
neuraminidasa del virus, lo que explica la eficacia antiviral que se les adjudica
(Hayden, 1996). No obstante, hay referencias de que se han aislado cepas
emergentes de la nueva variante de influenza (Hs Nj), resistentes al tratamiento con
el Oseltamivir, en los casos de nifios viethamitas tratados con el farmaco (De Jong et
al., 2005; Yen et al., 2005).

En conclusiones, la terapia antiviral ha devenido realidad y ha experimentado avances
importantes, a pesar que los virus utilizan las mismas vias metabdlicas y los
precursores que la célula para su replicacion y los diversos mecanismos de
resistencia que despliegan para evadir los tratamientos con antivirales (Tempesta,
1994; Shigeta, 1999; Barreto et al., 1998; Yen, 2005).

[I.2.Antivirales.
En las investigaciones preclinicas para la busqueda de antivirales, es fundamental

evaluar la toxicidad, la eficacia y selectividad del futuro medicamento y realizar el
estudio de su accion in vitro e in vivo, en diferentes biomodelos, cuando se
disponen de ellos. (Mahy y Kangro, 1996). Dada la diversidad de virus y hospederos
es imposible disponer de una prueba antiviral Unica para la investigacion de nuevas
sustancias con esta propiedad. Un antiviral debe ejercer su accion de manera que
inhiba selectivamente algun paso o evento del ciclo replicativo del virus en cuestion
(Berghe et al., 1984; Shigeta, 1999). Los requisitos que debe cumplir un farmaco
antiviral son:

e Compuesto soluble en agua, polar y capaz de penetrar a la célula infectada.

e La concentracion efectiva del compuesto en la reduccion de la infectividad viral no

puede tener accion citotdxica, citostatica ni inmunosupresora.
e Su efecto debe ser especifico para el virus y no tener actividad mutagénica.
En resumen, un antiviral es un producto capaz de reducir in vivo 0 in vitro, directa o

indirectamente, la infectividad de un virus en la célula hospedera. Numerosos
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antivirales ejercen su accion al actuar directamente sobre la particula es decir, en el
ambiente extracelular y se dice que la accion es virucida in vitro. Esto se puede
determinar por tratamiento de la célula antes o durante la fase de adsorcion viral y
verificando la integridad de la particula viral desde el punto de vista quimico e
infeccioso. La actividad virucida podria producirse también intracelularmente, cuando
el antiviral penetra a la célula hospedera y actia en el ciclo replicativo viral (Hu, 1989).
El mayor obstaculo de los antivirales ha sido la posibilidad de diferenciar los procesos
vitales de la célula de los virales. La demostracion de la actividad antiviral en los
cultivos celulares, no es suficiente para asegurar su eficacia en el humano (Hirsch y
Kaplan, 1990). Hay investigadores que han indicado dos direcciones fundamentales
para actuar los agentes antivirales: por estimulacién de las defensas especificas e
inespecificas del hospedante y por limitacion de la replicacion del virus. La busqueda
de antivirales puede seguir diferentes vias o estrategias que incluyan la minuciosa
seleccion tras un programa de tamizaje de numerosos compuestos naturales,
elegidos por su empleo popular; la sintesis de analogos de compuestos antivirales y/o
la prediccion de estructuras con actividad a partir de datos obtenidos por técnicas de
resonancia magnética nuclear, difraccion de rayos X, etc (Berghe et al.,, 1984;
Caballero, 2001).

[1.2.1. Antivirales a partir de plantas.
Para encontrar compuestos antivirales a partir de plantas, los primeros pasos

consisten en el muestreo de extractos vegetales contra determinados virus, para
luego proceder al aislamiento de principios activos puros contra el virus vy la
evaluacion de la eficacia de dichos compuestos en biomodelos (Hu, 1989).

Las plantas medicinales poseen una serie de sustancias quimicas naturales que le
confieren valores que son bien reconocidos (Morén y Levy, 2002). Estos compuestos
suelen actuar de manera sinérgica y se les denominan principios activos (Miranda,
1995). Se sabe que las propiedades medicinales de las plantas son responsabilidad
de los metabolitos secundarios, que son productos de la asimilacion del nitrégeno
(Rodés ,1992). Estos compuestos a los cuales se les atribuye alguna accién

farmacologica, tales como los  alcaloides, taninos, flavonoides, lectinas,
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antragquinonas, etc. pueden ejercer su accion en el extracto total o de manera aislada,

cuando se les purifica y formula de manera adecuada (Berghe et al.,1984). En la

Guia Metodologica para la investigacionde las plantas medicinales, vigente en Cuba

desde 1992, la busqueda de principios activos a partir de plantas se divide en etapas

gue incluyen: la caracterizacion fitoquimica preliminar de la planta, previa al estudio

farmacologico; el establecimiento de las especificaciones de calidad del material

vegetal y sus extractos; las especificaciones de calidad del medicamento herbario y el

aislamiento y elucidacion estructural del principio activo (Guia Metodologica Para la

Investigacion Fitoquimica en Plantas Medicinales, 1992; Miranda,1995). Sin embargo,

algunos autores opinan que la utilizaciébn de extractos totales de plantas ejerce un

efecto mas beneficioso sobre el organismo humano que la accion del compuesto

aislado, puesto que producen menos efectos secundarios indeseables y el efecto

farmacoldgico se puede potenciar al estar presentes varios principios activos. Como

desventajas sefalan que el principio activo pudiese actuar a menor concentracion de

la necesitada, al estar inmerso entre otras sustancias le pueden restar la accién

farmacolégica que se desea (Berghe et al., 1984; Serkedjieva et al., 2000).

Otro aspecto no menos importante en cuanto al uso de las plantas medicinales, es la

evaluacion del riesgo — beneficio y las interacciones clinicas que pueden tener lugar

entre medicamentos herbarios con otros farmacos indicados con otros fines (Moron

et al., 2002).

Para la busqueda de antivirales a partir de plantas (Berghe et al.,1984) recomiendan

los pasos siguientes:

1. Seleccion inicial, colecta e identificacion de la planta.

2. Preparacion de extractos crudos para el tamizaje antiviral.

3. Estudio de extractos para conocer su actividad antiviral in vitro.

4. Recolecta y confirmacion de la actividad antiviral in vitro de las plantas
seleccionadas. Bioensayo para el aislamiento de principios activos.

5. Determinacion de la actividad antiviral in vitro y evaluacion toxicologica de los
principios activos puros.

6. Elucidacion de la estructura del producto activo.

7. Confirmacién de la actividad antiviral mediante ensayos in vivo.
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8. Reaislamiento en gran escala y sintesis. Estudio del mecanismo de accion del
principio activo sobre la replicacion viral.

9. Evaluacion farmacoldgica clasica, formulacion y toxicologia del antiviral.

10. Ensayos clinicos.

La busqueda de nuevos medicamentos antivirales requiere una rigurosa identificacion

y caracterizacion del material. Cuando este requisito no se cumple, puede que no se

observe el efecto deseado y se refieran datos erréneos en cuanto al extracto/planta

gue se evalla y se produzcan graves intoxicaciones o muertes (Morén y Levy, 2002).

[1.2.2.1- Plantas con actividad antiinfluenza.
La mayoria de los extractos naturales activos contra el virus influenza son de origen

vegetal. El principio activo, responsable de la accion contra el virus, es por lo general
algunos de los compuestos que el tamizaje fitoquimico detecta. En estudios
realizados a la especie Camellia sinensis O. Kuntze, esta especie vegetal es referida
como poseedora de un potente inhibidor del virus influenza y el de la poliomielitis
(Yamazaky y Togaya, 1980). Productos del cultivo del micelio del hongo Cortinellus
shiitake, constituidos por polisacaridos complejos tipo citoquinas y otros metabolitos,
resultaron dtiles en el tratamiento de la influenza, la hepatitis y el cancer (lizuka,
1980; lisuka y Hiroaki, 1982). Un medicamento antigripal que fue patentado y
preparado a partir de un grupo de plantas, entre ellas Croscomaeflora lemoine,
proporcion6é un principio activo que inactivd al virus influenza cuando este fue
replicado en embriones de pollo. Dicho preparado antiviral mostré baja toxicidad en
dicho hospedero y el efecto antiviral resultdé dependiente de la concentracion y del
tiempo de aplicacion (Inoi et al., 1985). Berghe y cols., estudiaron diferentes especies
de plantas, tales como Chelllidonium majus L. y Colchicum autunnales L., con
propiedades inhibitorias del virus influenza (Berghe et al., 1984). En otra
investigacion, se evaluaron extractos de ajo, frente a diferentes tipos del virus
influenza, que resultaron altamente eficaces contra la influenza B (Tsai et al., 1985).
En los estudios de Shimamura y Hara, ellos encontraron y patentaron un componente
del té, capaz de prevenir la infeccion con el virus influenza, el cual no tuvo efectos

colaterales adversos y fue efectivo a bajas concentraciones. El principio activo aislado
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fue un polifenol del tipo de las catequinas y flavonas. Estas sustancias mostraron
capacidad para desactivar la hemaglutinina y la neuraminidasa del virus (Shimamura
y Hara, 1990). lvancheva y cols., analizaron fitoquimicamente tres plantas medicinales
bulgaras: Geraniun macrorrhizum L., Geraniun sanguineum L. y Epilobium hirsutum L.
y detectaron como sus principales constituyentes los polifenoles, del tipo flavonoides
y taninos y encontraron un efecto inhibitorio de un extracto y de una mezcla
polifendlica preparado a partir de Epilobium hirsutum L. que mostré actividad frente a
la replicacion del virus Influenza (lvancheva et al., 1992). Serkedjieva y Manolova
investigaron un complejo polifendlico aislado de Geraniun sanguineum L., que resultd
capaz de inhibir la replicacion de los virus influenza Ay B, in vitro, in ovo e in vivo y
protegio a los ratones de la infeccion letal con este virus (Serkedjieva y Manolova,
1992). Por otra parte, M. Tempesta, inform6 la potente actividad antiviral de los
polimeros de proantocianidina, aislados de la planta croton o de plantas del género
Calophylum, que fueron activos contra las influenzas A, B y C. Estos polimeros
solubles en agua, mostraron actividad antiviral in vitro e in vivo y una estructura
guimica tipo flavonoide (Tempesta, 1993). Bombardelli y cols., presentaron una
invencion relacionada con el novedoso extracto de Piliostigma Thonningii Schum, que
mostré accion antiviral contra influenza y otros virus. En la patente, aparecen el
proceso de preparacion, formulacidon del producto y sus usos terapeéuticos,
especialmente en procesos bronco-pulmonares (Bombardelli et al., 1995). En 1995,
J. Serkedjieva estudi6 el efecto de un complejo polifendlico sobre la cepa
InfluenzaA/Rostock (H;N;) en fibroblastos de embrién de pollo y observo la inhibicion
de la sintesis proteica del virus, con la consecuente inhibicion de la expresion de
glicoproteinas de membrana de origen viral, la HA y NA (Serkedjieva, 1995). En otra
investigacion, estudiaron un flavonoide aislado de las hojas de una planta Scutellaria
baicalensis, frente a dos cepas de influenza A, replicada en embrién de pollo y en
células MDCK respectivamente. Se observd una inhibicion de la actividad de
neuraminidasa viral (Nagai et al., 1992). Por otra parte, Nagai y cols., estudiaron otro
flavonoide de esta misma planta, que produjo la inhibicion de la fusién de la
membrana viral a la membrana lisosomal (Nagai et al.,, 1995a). Zgorniak y cols.,

investigaron la infusion liofilizada de flores de la planta Verbascum thapsiforme
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Schrad, contra el virus influenza in vitro, los resultados arrojaron una disminucién de
los titulos infectivos virales entre uno y tres logaritmos. El tamizaje fitoquimico de
dicho liofilizado detect6 la presencia de flavonoides, acidos fendlicos, saponinas,
aminoacidos y azucares libres (Zgorniak et al., 1991). Petica y cols., realizaron un
experimento in vivo en el que administraron virus Influenza A/PR/8/34/ (H:N;) por la
via intranasal a ratones y por la misma via, suministraron con fines terapéuticos un
extracto acuoso de flavonoides obtenidos de diferentes plantas. Notaron una
evolucién favorable de la bronconeumonia, con recuperacibn completa de los
animales tratados y no observaron efectos toxicos en estos (Petica et al., 1994).
Serkedjieva y cols., estudiaron la preparacion SHS-174, una infusion liofilizada de
diferentes partes de tres plantas superiores, este preparado inhibio la replicacion de
diferentes cepas de influenza A in vitro e in vivo. Estos autores plantearon que el
analisis quimico del SHS-174 revel6 la presencia de flavonoides, saponinas,
triterpenos, acidos fendlicos, taninos, polisacéaridos, los que podrian estar implicados
en la accion antiviral detectada (Serkedjieva et al., 1990). En otro estudio, Serkedjieva
y Zgorniak, evaluaron la actividad antiviral combinada de la infusion antes referida y
derivados de la amantadina frente a cepas A/(HiN1) y A/(HsN,). Las combinaciones
tuvieron un efecto inhibitorio sinérgico mayor que las sustancias individuales
(Serkedjieva y Zgorniak, 1993). Un extracto de Sanicula europea L., probado frente a
la cepa InfluenzaA/PR/8/34 en células MDCK, inhibid la sintesis de ARN polimerasa
ARN dependiente viral, lo cual sugiere que esta planta tiene principios activos contra
el virus influenza. Otros trabajos refieren a los polisacaridos: sizofirano,
escleroglucano y pendulano, de alto peso molecular y baja toxicidad, capaces de
inhibir la infeccidn por el virus influenza (Hagiwara y Kikuchi, 1992). El escleroglucano,
producido por Sclerotium glucanicum y pendulano, producido por Porodisculus
pendulus, dieron lugar a las formas farmacéuticas (tableta y granulado) eficaces para
el tratamiento de la gripe y herpes (Hagiwara y Kikuchi, 1994). En otra investigacion,
el destilado gaseoso de la planta de Houttuynia cordata Thumb, compuesta de tres
componentes mayoritarios: metil-n-nonil-cetona, lauril aldehido y capril aldehido,
mostrd actividad contra el virus influenza. Ellos encontraron la accion virucida y baja

toxicidad de estos aceites esenciales, quizas por interferir con la membrana viral
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(Hayashi et al., 1995). Una patente japonesa, refiere a la granada con propiedades
antivirales. A la corteza de la raiz y a la cascara del fruto de esta planta, les
encontraron un principio activo que sirve para el tratar por via oral a los pacientes
con lesiones herpéticas (Hozumi et al., 1995). Hayashi y cols., estudiaron un principio
activo extraido del alga verde-azul Spirulina platensis. EIl polisacarido sulfatado
aislado inhibi6 el virus influenza A, entre otros virus envueltos y en particular, inhibid
su penetracion a la célula hospedera (Hayashi et al.,, 1996). EIl tratamiento con un
extracto del cactus Opuntia streptacantha, suministrado antes de la infeccion del virus
influenza, inhibi6 la replicacibn de este virus intracelularmente e inactivo
extracelularmente al virus. Otros investigadores que estudiaron un extracto acuoso de
hojas de la planta Sanicula europea L., refirieron que dicho extracto inhibio la sintesis
de ARN viral in vitro, al afectar la actividad de ARN polimerasa viral y no tuvo efectos
toxicos e inhibié la multiplicacion de la cepa Influenza A/PR/8/34(H1N;). Este extracto
no presentd accion virucida directa cuando se evalu6 frente a la cepa Influenza A
/Victoria/1/75(H3N,) en la linea celular MDCK, pero indujo la formacion de placas
pequefas en el cultivo de células y no afecté a Influenza B /Lee/40 también estudiada
(Turan et al., 1996). Otro extracto vegetal, el SP-303, fue probado frente al virus
influenza en las células MDCK. En los ensayos de citotoxicidad, este polimero
polifendlico aislado de un extracto de plantas de la familia Euphorbiaceae, presento
menor indice de citotoxicidad que el ribavirin, utilizado como control. No obstante, el
SP-303, fue capaz de inhibir cepas A y B de influenza (Wyde et al., 1993). En 1998,
Serkedjieva y Hay evaluaron la accién antiviral del extracto polifendlico aislado de
Geraniun sanguineum L.. Cuando este extracto se administré 30 minutos después de
la infeccién, mostré actividad antiinfluenza en dependencia de la concentracion. Otros
extractos naturales, preparados a partir de invertebrados y algas marinas, resultaron
activos contra el virus influenza en este estudio (Serkedjieva et al., 2000).

La busqueda de principios activos en extractos naturales, particularmente con los
preparados a partir de plantas con actividad antiinfluenza, es sumamente amplia.
Numerosas compafias privadas y corporaciones, protegen los resultados de sus
investigaciones e invenciones sobre principios activos, asi como los procesos de

preparacion de estos extractos y las formulaciones farmacéuticas a partir de los
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extractos vegetales. En un simposio de la fundacion Ciba, los alli presentes
definieron a la Shaman Pharmaceuticals, como una compafia empefiada en el
desarrollo de la farmacia tradicional, que sienta sus bases en el descubrimiento de
los procesos de aislamiento de principios activos de las plantas tropicales, con una
historia de uso en la Medicina Tradicional (King y Tempesta, 1994). Como resultado
de esta tendencia, se han integrado la etnobotanica, la medicina y los productos
naturales, para lograr en corto tiempo y a bajo costo, la identificacién de principios
activos, con cualidades prometedoras en la terapia de enfermedades virales. En este
sentido, el empleo de plantas medicinales y medicamentos herbarios ha tenido un
marcado y ascendente auge en el ambito mundial a partir que la OMS, llamé en
1997, a introducir recursos medicinales tradicionales, ya que el uso de las plantas es
una de las formas de la medicina tradicional mas universal, pues aparece en todas las

culturas (Moron y Levy, 2002).

[I.3. Punica granatum L.
Punica granatum L. es una especie vegetal que pertenece a la familia de las

Punicaceae, orden Myrtales. Sus nombres vernaculos, son: granada (fruto y el arbol),
granadero, granado (arbol), pomegranate (arbol) entre otros (Roig y Mesa, 1974;
Morton, 1981; Fitoterapia, 2003). En Cuba, se conoce comunmente como granada.

Es cultivada en las regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo.

[1.3.1.Descripcion botanicay Composicion quimica de la granada.
Es un arbusto de hasta 7 m. Sus hojas son ovales, elipticas u oblongas, de 1 a 8 cm,

obtusas o agudas. Las flores son solitarias 0 humerosas con pétalos escarlatas o
blancos, sub-orbiculares, de 2.5 cm. El fruto es globoso de 6 a 14 cm. Las semillas
estan cubiertas por un anillo rojo, jugoso y dulce (Tramil, 1992; Fitoterapia, 2003).
Segun Morton, el fruto posee una corteza delgada con coloraciones que van del
amarillo-verdoso a rojizo, con 5 a 8 compartimentos donde se encuentran las semillas,
incluidas en una pulpa carnosa y jugosa de sabor agridulce. En el lugar opuesto a la

insercion forma una pequefa corona, cuya testa es coreacea (Morton, 1981).
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Composicidon quimica: la corteza de la granada, contiene al menos tres alcaloides:
pelleterina, isopelleterina y metilisopelleterina. La corteza de la raiz contiene
metilpelleterina y la hoja posee taninos, granatinas A y B, corilagina y un tanino
elagico denominado punicafolina. Las flores son ricas en sitosterol y acido ursoélico.
En cuanto al fruto de la granada, es rico en vitamina C, antocianinas, tiamina y
riboflavina. Su almacenamiento prolongado conduce a la disminucion de los dos
primeros compuestos y cambios de color. La corteza de este fruto contiene &cido
elagico y acido galico en un 0.55 % y un 0.09 % respectivamente. Cuando el fruto
entero se analiza en cuanto a componentes quimicos (Fitoterapia, 2003), se refiere la
presencia de elagitaninos y punicalagin, taninos a los que se les atribuye importantes

propiedades biologicas, en enfermedades tumorales (Adams et al., 2006).

[1.3.2.Usos en la medicina tradicional y Propiedades medicinales estudiadas.
En la medicina tradicional de paises del continente americano, tales como Colombia,

Brasil, Venezuela, Curazao, Puerto Rico e Islas Turcas, la decoccion de la cascara del
fruto de la granada es utilizada ampliamente para tratar la diarrea y la disenteria. En
Islas Turcas, la cascara de la granada se reduce a polvo y, luego de ingerida, corta la
diarrea de inmediato (Morton 1981). Este autor también refiere que en Cienfuegos,
Cuba, el polvo de la cascara tostada es aplicado para curar Ulceras y con la cascara
ademas se preparan remedios contra afecciones pulmonares. La corteza de la
planta, después de su decoccion, es eficaz para expulsar lombrices y tenias. En la
region de Yucatan, la decoccion de las flores y la cascara del fruto se utilizan para
gargarismos Yy aliviar la inflamacion de la boca y la garganta. En La India, las flores
macho o abortivas de la granada son usadas en la medicina popular para el
tratamiento de la diabetes mellitus (Jafri et al., 2000).

Estudios cientificos de extractos preparados con diferentes partes de la granada y
muy en particular su fruto, brindan datos de gran utilidad. En un muestreo de varias
plantas medicinales de la India, el extracto metandlico de esta planta, mostro
capacidad para evitar la fertilidad en ratas, con un 50 % de efectividad en los
animales tratados, con respecto a sus controles (Prakash, 1986). Popularmente se le

atribuye a la granada su uso como anticonceptivo.
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Extractos preparados de diversas partes de la granada, avalan las propiedades
antibioticas que se le atribuyen esta planta (Prashant et al., 2001). La actividad
antimicrobiana in vitro para E. coli, S. aureus y A. niger, de un extracto total de la
planta a la concentraciéon de 62.5 mg/mL también ha sido demostrada (TRAMIL,
1995). En el Instituto Osvaldo Cruz de Brasil, se realiz6 un estudio de 13 plantas
utilizadas para el tratamiento de las enfermedades infecciosas referidas como
medicinales y utilizadas en la medicina tradicional de ése pais. La granada resultd
bactericida y eficaz frente a S. aureus (Barbieri, 2002). En otro estudio, un extracto de
la granada resulto eficaz frente a S. aureus y su enterotoxina, ya que fue capaz de
inhibir el crecimiento de la bacteria y la produccion de la toxina por parte de ésta
(Braga et al., 2005). Zhang y cols., evaluaron un tanino del pericarpio del fruto de
granada que resulto efectivo contra Herpes simple tipo 2, que bloquea la replicacion y
la adsorcién del virus (Zhang et al., 1995). En otras investigaciones, se encontré que
la corteza y el fruto de la granada son Utiles para la preparacion de una droga cruda,
qgue contiene un antiviral de amplio espectro y efectivo para tratar la infeccion por el
virus herpes (Hozumi et al., 1995).

En 1995, se evalud la toxicidad de los extractos acuosos del fruto de granada, tal
como son utilizados en la medicina folklorica en Brasil para combatir los helmintos.
Los ensayos de toxicidad se llevaron a cabo en ratones. No se detectd mutagénesis
en las células de la médula 6sea del fémur de los animales tratados con el extracto de
granada, cuando se administro via oral (intragastricamente) durante tres dias, incluso
a dosis de 1 y 2 mg/Kg de peso. La toxicidad aguda (LDsp) fue de 4 g/Kg peso
corporal de los ratones (Amorin, 1995). Huklery y cols, también encontraron actividad
para inhibir helmintos en extractos de este fruto (Huklery et al., 1993). Otros autores,
han estudiado la toxicidad y las propiedades antivirales antes y después de la
liofilizacion, de un extracto preparado con los frutos de la granada. Esta planta, que es
de amplio uso en la medicina tradicional cubana, tiene estudios preclinicos de
prometedores resultados (Caballero, 2001; Casadelvalle, 2004).

A los extractos del fruto de la granada, se le atribuyen la capacidad antioxidante in
vivo e in vitro (Dass et al.,, 1999; Chimdambara et al., 2002; Noda et al., 2002;

Suddessh y Vijayalakshmi, 2005 y Sanchez-Lamar et al., 2005). Quizas relacionado
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con las propiedades antioxidantes, esta el hecho que se le han encontrado al fruto
propiedades moduladoras de la respuesta inmune. Esto se verificd6 cuando se
suministr6 a conejos 100 mg/Kg, por la via oral, el fruto reducido a polvo en
suspension acuosa y se observo la estimulacion de la migraciéon de los linfocitos, asi
como de los componentes solubles y celulares del sistema inmune (Gracious et al.,
2001).

A los extractos del fruto de la granada, se les ha investigado la posible accion
preventiva y también como adyuvante, en los tratamientos del cancer de mama. Al
respecto, se ha verificado su papel como inhibidor natural de los estrogenos. Se
refiere también que extractos de esta planta poseen la capacidad de inhibir la
apoptosis que se observa en las ceélulas cancerosas de las mamas de los murinos
(Kim, 2002). Otros estudios acerca de las propiedades del jugo del fruto de la
granada, han arrojado que posee derivados de los taninos, capaces de suprimir la
sefial inflamatoria propia de las células del cancer de colén y se ha notificado que
estos taninos, inducen la apoptosis de dichas células, a través de a modulacion de
los factores de la transcripcion en las mismas (Adams, 2006).

Estos estudios hablan a favor de las bondades y potencialidades que atesoran las

plantas medicinales y en particular la granada, para el desarrollo de nuevos farmacos.
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[ll- Materiales y métodos.

[1l.1- Material vegetal.

Las frutas maduras de Punica granatum L. (granada) fueron colectadas a partir de
plantas en estado adulto, en determinadas localidades del municipio de San Antonio
de los Bafos, provincia de La Habana, en los meses de julio y agosto
correspondientes a los afios 1998, 2001 y 2003. Las frutas se conservaron en
refrigeracion hasta la preparacion del liofilizado. Una muestra de dicha especie

vegetal radica en el herbario del Jardin Botanico Nacional (No 40619 HAJB).

[11.1.1 — Obtencidn y estandarizacion del extracto de granada.
Las frutas de granada se cortaron en pequefos fragmentos, los que mezclados,

constituyeron el material vegetal con el que se prepard, mediante un procedimiento
estandarizado, el extracto hidroalcohdlico que posteriormente se sometié al proceso
de rotoevaporacion y posterior liofilizacion (Iglesias 1990). A continuacion se describe
abreviadamente la marcha experimental:

1500 gr de frutas—> Macerar en etanol + agua bidestilada V/V — Filtrar— Dejar en
reposo (15 dias) = decantar y rotoevaporar = liofilizar-> conservar en refrigeracion. El
rendimiento del extracto fue del 10%.

La liofilizacion se realizé en el Departamento de Crioconservacion del Centro Nacional
de Investigaciones Cientificas (CNIC) y los procedimientos fundamentales y la
evaluacion de las propiedades fisico —quimicas y biolégicas del liofilizado se
establecieron durante esta etapa de trabajo.

Los parametros de calidad y el tamizaje fitoquimico del extracto liofilizado de P.
granatum L. (BLBu) se determinaron de acuerdo a las normas establecidas para
extractos vegetales (NRSP-309, 1992; NRSP-312, 1992 y Guia Metodoldgica para la
Investigacion Fitoquimica en Plantas Medicinales, 1992). Los ensayos para el
tamizaje fitoquimico fueron: Molish (glucésidos y mucilagos); Draggendorf
(Alcaloides); Mayer (Alcaloides); Baljet (coumarinas); Borntrager (quinonas); Shinoda
(flavonoides); Espumas (saponinas); Fehling (carbohidratos); Antocianidinas
(antocianinas); CloruroFérrico (Compuestos Fendlicos); Ninhidrina (aminoacidos);

Kedde (glicésidos cardiotonicos). Se determind el contenido de flavonoides (Ogbeide
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y Parvez, 1991). La toxicidad del BLBu se estudi6 tomando en consideracion
experiencias previas (Morton, 1981). La capacidad hemaglutinante y hemolitica del
extracto liofilizado se llevdé a cabo tomando en consideracion lo recomendado para
los estudios de extractos vegetales (Wyde et al., 1993).

Para el trabajo experimental se preparé una solucion madre de 500mg/mL del BLBu
en agua bidestilada, se esterilizo a través de filtros Millipore de 0,2 um, se dispensoé
en alicuotas y se conservo a 4°C, hasta su utilizacion.

[ll.2-Sistemas Hospederos.
[11.2.1 Embriones de pollo:

Se emplearon embriones de pollo, de 9 a 11 dias de incubacién, libres de gérmenes
patogenos especificos suministrados por el CENPALAB, Cuba. Se incubaron a las
condiciones estandares: 37°C y humedad relativa de 80%, previo a los experimentos
con virus. Para los estudios antivirales la temperatura de incubacion fue de 35°C. La

viabilidad se cheque6 diariamente al ovoscopio.

[1l.2.2.Linea Celular MDCK.
Linea celular MDCK, de rifion de perro (ATCC-L34), fue suministrada por el

Laboratorio de Control de la Calidad, Centro de Inmunologia Molecular, Cuba. Para
su mantenimiento se utilizé el medio de cultivo Dulbecco’s, suplementado con suero
bovino fetal (5%) y HEPES 25mMm +glutamina 25 g/L + albamina humana fraccion V
(0,2 %) + amino acidos no esenciales (100X) al 1%, penicilina 1000UlI/ mL y
estreptomicina 1000UI/mL. Se sembraron a razén de 2 x 10 ° cel /mL e incubaron a
37°C, 95% humedad relativa y 5% atmaésfera CO..

[1l.2.3-Ratones.
Se utilizaron ratones de la Linea Balb/C (hembras), de 15 -18 g de peso, de 4

semanas de edad y calidad certificada por el CENPALAB. Luego de una cuarentena
de dos dias, los animales se ubicaron en grupos de 10 en respectivas cajas T3 con
tapas filtro, colocados en cabinas de presion negativa, marca TECNIPLAST, para
evitar la posibilidad de contaminacion adicional. Se alimentaron con pienso comercial
aprobado para la especie y tomaron agua potable a libre consumo. La temperatura
ambiente de 25+1° C; humedad relativa 60% y un fotoperiodo de 12 h luz /12 h
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oscuridad. Todas las manipulaciones de los ratones y las muestras utilizadas en los
ensayos antivirales, se realizaron en un gabinete de seguridad Clase Il (STI
TEUFRANCE), de acuerdo a las recomendado en estos casos (Kruse et al., 1991) y
tomando en consideracion las regulaciones cubanas acerca de la proteccion de los
animales, contenidas en el Cdodigo Practico para el Uso de los Animales de
Laboratorio, CENPALAB; bajo la supervision del Jefe del Bioterio del IPK.

[11.3 - Virus influenza.
Las cepas de virus influenza y su procedencia utilizadas en esta investigacion se
refieren en la tabla 1.

Tablal. Cepas de virus influenza utilizadas en los diferentes experimentos.

Cepa Procedencia
A/Mississippi/l/ 85(HsN2) INHEM y Cepario del Instituto Finlay, Cuba.
A/URSS 3/85(H3Ny) INHEM y Cepario del Instituto Finlay, Cuba.
AlVictoria /3/75(H3N2) Centro de Biologia Molecular. Madrid, Espafia.
A/Habana /299/ 88(HsN2)* INHEM y Cepario del Instituto Finlay, Cuba.
A/ Singapur / 6/ 86(H1N1) Cepario del Instituto Finlay, Cuba.
A/Chile /2/83 (H1N1) Cepario del Instituto Finlay, Cuba.
A/Holguin/ 7/93 (H1N1)* INHEM y Cepario del Instituto Finlay, Cuba.
B/ Ann Arbor /1/ 86 Cepario del Instituto Finlay, Cuba.
AlJapan/10/99 (HsN2) Centro de Inmunologia Molecular, Cuba.
A/Sidney /5/97(HsN>) Cepario de Instituto de Medicina Tropical ,Cuba

* Aislamientos cubanos.

[11.3.1.- Preparacién del stock de virus influenza.

Todas las cepas de virus influenza referidas en la tabla 1 y que se utilizaron en los
diferentes experimentos, se prepararon de acuerdo a los procedimientos
recomendados por diversos autores (Lennette et al., 1985; Mahy y Kangro, 1996; Ji-
Yong Zhou et al., 2006). A partir del virus procedente del cepario, a cada una de las
cepas virales se le realizd el pase viral en embriones de pollo de 9 a 11 dias de
incubacién, por la via alantoidea. Para la titulacion del virus influenza, se prepararon
diluciones del virus, que se inocularon por la misma via a grupos de 30 embriones
por dilucion y se incubaron a 35°C y 80% humedad relativa, durante 48 6 72 horas,
segun la cepa viral. A cada liquido alantoideo colectado, se les detecto la presencia
de Hemaglutinina viral (Burlesson et al., 1992). Con los datos obtenidos se calcularon

los respectivos titulos infectivos (Reed y Muench, 1938). Se preparo el stock de virus
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correspondiente a cada cepa, se dispensaron estériimente en alicuotas y se
conservaron a —70° C, hasta su uso.

[11.3.2- Titulo hemaglutinante (HA) y Titulo Infectivo del virus influenza (DIEs).
El titulo hemaglutinante viral (u HA) se calcul6 de acuerdo a los procedimientos

normalizados para ésta técnica (Burlesson et al., 1992; Mahy y Kangro, 1996). Se
utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos (fondo en U) y como diluente PBS pH
7.2; como sistema indicador, una suspension de glébulos rojos de gallo al 5% en PBS.
Criterio de lectura: se consider6 como muestras HA (+), las que presentaron
hemaglutinacion total (enrejado caracteristico) y HA (-) cuando se observo ausencia
total de ésta y en su lugar estaban los glébulos rojos compactados en el fondo del
pocillo. El titulo coincidié con la dilucion més alta con hemaglutinacion total.

El titulo infectivo viral (DIEso) se calcul6 de acuerdo al método de Reed y Muench y
recomendado por otros autores (Reed y Muench, 1938; Burlesson et al., 1992, Mahy y
Kangro, 1996; Ji-Yong Zhou et al., 2006). Este método, permite establecer el punto
final de dilucién de la preparacién viral donde el 50% de los embriones que estan
infectados, con presencia de hemaglutinina o sea HA (+), nos indican la dosis
infectiva media por embrion (DIEso). El reciproco de este nimero, da el titulo infectivo
viral en términos de dosis infecciosas por unidad de volumen.

[11.4 -Otros Reactivos y Materiales utilizados.
¢ Clorhidrato de amantadina: (tabletas de 100 mg) usada como control positivo en los

ensayos antivirales, de la Empresa MEDSOL, Cuba.
e MTT: Metilboromuro de 3-(4-5 dimetil tiazol-2- il) -2,5 difenil tetrazolio (Thyazolyl
Blue), SIGMA.
e Proteinasa K y agarosa: Se utilizaron en la digestion de las células y los geles de
electroforesis de acidos nucleicos respectivamente (BDH y FMC, Betheshda).
e La acrilamida y la N —N etilen- bis- acrilamida (SIGMA). Azul de Bromofenol,
betamercaptoetanol, SDS y Azul de Coomasie, Firma comercial Merck.
e Patrones de peso molecular para la electroforesis de proteinas (Laboratorio de

Control de la Calidad del Instituto de Sueros y Vacunas C. J. Finlay, Cuba).
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e Medio de cultivo de células Dulbecco. Solucion de Albumina Bobina (BSA),
albumina Humana fraccién V) SIGMA.

e Placas de cultivo de cultivo de células y materiales desechables (COSTAR).

e EDTA 10 mM; Buffer Tris —-HCL 10mM y Buffer: TBE (Tris —base pH8.0, &cido
bdrico 0.89mM, EDTA 20 nM); TE 1X (Tris HCL 10mM +EDTA1 mM, pH8.00).

e Eter etilico, formol, hematoxilina de Harris y eosina (calidad reactivo),

e Soluciones tampon PBS pH 7.2 y HEPES (GIBCO).

lll. 5 - Ensayos antivirales en embriones de pollo (in ovo).

[11.5.1- Ensayo de la toxicidad del extracto BLBu.

Se inocularon embriones de pollo (30 embriones/dilucion), por la via alantoidea, con
100 pL de las diluciones: 1, 2 y 3 mg/mL del BLBu y 25, 50 y 150 mg/mL de la
amantadina (antiviral control), todas preparadas en agua bidestilada estéril. Se
inocularon 100uL del agua bidestilada estéril /embrion como control negativo del
experimento y todos se incubaron a 35°C y 80% humedad relativa, durante siete dias.
Se examino la viabilidad de cada embrion diariamente en el ovoscopio. Los embriones
muertos se cuantificaron en cada concentracion ensayada y se incluyeron en los
célculos de embriotoxicidad. Las concentraciones del BLBu y de la amantadina, con
resultados de toxicidad similares a los del agua, expresadas por los porcientos de
sobrevivencia de los embriones, fueron seleccionadas para realizar los ensayos
antivirales (Shihman y Yeung, 1988).

1. 5. 2- Evaluacién in ovo de la accion antiviral del BLBu.

La evaluaciéon antiviral del BLBu a diferentes tiempos y concentraciones, se realizé
frente al reto de 1, 10 y 100 DIEso de la cepa InfluenzaA/Mississippi/1/85(HsN,). Se
emplearon 1 y 2 mg/mL del extracto liofilizado, suministrado una hora antes de la
infeccion (a.i.) 6 una hora posterior a la infeccién (p.i.) a razon de 200 uL/ embridn,
por la via alantoidea. Por cada dilucion se emplearon grupos de 30 embriones, para
el tratamiento y el control (+) de virus. En este ultimo, el antiviral se sustituyé por PBS
pH 7.2. El clorhidrato de amantadina (antiviral de referencia) se diluy6é en agua, a la
concentracion sub-toxica calculada. Se procedié de manera similar que con extracto

en estudio. Los embriones se incubaron a 35 °C y 80% de humedad relativa, durante
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48 horas y se procedié a la colecta de los liquidos alantoideos. Se evalud la
presencia o0 no de hemaglutinina (HA) a cadamuestra. Se calcularon los titulos
infectivos DIEsp y los indices de reduccion de la infectividad. Se realizo el analisis

estadistico de los resultados.

[11.5.3 — E valuacion del espectro anti-influenza del BLBu in ovo.
Se inocularon a grupos de 20 6 30 embriones / dilucion, por la via alantoidea:

Influenza A/Mississippi/1/85(HsN2), AIURSS/3/85(H3N2), A/Habana/299/88(HsN2),
A/Holguin/24/7/93(H1N,), A/Singapur/6/86(H1N;), B/Ann Arbor/1/86 y
A/Chile/2/83(H1N;). Transcurrida una hora posterior a la inoculacion se les administro
2 mg/mL del extracto por la misma via, a razén de 100 uL / embrién, se incubaron a
35°C y 80% de humedad relativa durante 48 6 72 horas, segun la cepa empleada. Se
calcularon los respectivos titulos infectivos virales y los indices de reduccion de la
infectividad.

[1l.6- Estudio de la actividad virucida directa (in vitro) del BLBu.

l11.6.1- Evaluacion preliminar de la actividad virucida directa.

Para determinar el rango de concentracién virucida directa del extracto y utilizarlos en
los experimentos posteriores, se selecciond como prototipo la cepa Influenza
A/Mississippi/1/85(HsNz). Para ello se mezclaron v / v 100 pL cada una de las
concentraciones del extracto (desde 50 hasta 250 pg/mL) con 100 pL de virus
influenza (8u HA). Las mezclas se incubaron a temperatura ambiente (25 °C) durante
60 minutos. Se les determind la presencia de HA viral. Para estudiar el tiempo
minimo de accién del extracto sobre el virus, se mezclé (v / v): 250 ug/ mL de BLBu y
virus influenza (8u HA) se incub6 la mezcla a temperatura ambiente. Se determind la
presencia de hemaglutinina, desde 0 hasta 60 minutos y se verific el titulo HA para
cada muestra. Los resultados de este estudio, se tomaron como referencia para
determinar el tiempo, temperatura y concentracion minima para la accion virucida
directa del BLBu.
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I11.6.2— Accion virucida directa del

tratamiento.

BLBu a diferentes condiciones de

La interaccion del tiempo, concentracion y temperatura minima para la accion virucida

directa del extracto se realizé mediante el disefio que aparece en la Tabla 2.

Tabla 2.Variantes de ensayo virucida directa (in vitro) del extracto de granada (BLBu) frente a la

Influenza A/Mississippi/ 1/85 (H3Ny).

Concentracion Tiempo Temperatura (° C)
Tratamiento (pg /mL) (minutos)
1 1 000 60 *TA
2 1000 60 37
3 1 000 60 4
4 1 000 30 TA
5 1000 30 37
6 1000 30 4
7 1000 15 TA
8 1000 15 37
9 1000 15 4
10 200 60 TA
11 200 60 37
12 200 60 4
13 200 30 TA
14 200 30 37
15 200 30 4
16 200 15 TA
17 200 15 37
18 200 15 4
19 125 60 TA
20 125 60 37
21 125 60 4
22 125 30 TA
23 125 30 37
24 125 30 4
25 125 15 TA
26 125 15 37
27 125 15 4

*TA: temperatura ambiente (25+ 1°C).
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La presencia o no de la hemaglutinina del virus en cada una de las muestras
tratadas, fueron medidas por la técnica HA (Burlesson et al., 1992). Los valores
medios de los titulos hemaglutinantes encontrados indicaron la accion virucida. Se

procesaron estadisticamente los resultados.

[11.6.3- Evaluacion de la infecciosidad de diferentes cepas de influenza por la
accion virucida directa del BLBu.

Para este estudio se seleccionaron las cepas: Influenza A/Mississippi/1/85(HsNy);
Influenza A/URSS/3/85(H3Ny); Influenza A/Singapur/6/86(HiN;) y la Influenza
A/Chile/2/83(H1N;1). Se mezclaron V/V de 4 mg/mL del extracto y 10 DIEso de virus
respectivamente, para una concentracion final de 2mg/mL. Estas mezclas fueron
incubadas a 37°C, durante una hora e inoculadas por la via alantoidea
(200uL/embrién), a grupos de 30 embriones/dilucion. Los embriones se incubaron a
35 °C y a 80% de humedad relativa, durante 48 horas. Se colectaron los liquidos
alantoideos y se les determind el titulo HA y las respectivas DIEso (Reed y Muench
1938; Burlesson et al., 1992).

[11.6.4-Accion del BLBu sobre las proteinas del virus influenza.
Para el estudio electroforético de las proteinas virales, las cepas de influenza

seleccionadas con titulos infectivos equivalentes a 8u HA y 100 DIEsy, fueron
previamente concentradas por ultracentrifugacion a 150, 000 g por 30 minutos,
(ultracentrifuga Beckman L7-65), luego de una clarificacién previa a 10,000 r. min™, en
una centrifuga Beckman, modelo J-6B (Barret e Inglis, 1985).

Para el tratamiento del virus concentrado con el BLBu, se mezclaron volumenes
iguales del virus y una solucién de BLBu 4 mg/mL (concentracion final de 2 mg/mL) y
las mezclas se incubaron 25°C y 37°C, por una hora. Las electroforesis de las
proteinas totales (Laemmli, 1970) de las muestras preparadas anteriormente, se
realizaron segun estos autores. Se utilizé dodecil sulfato de sodio (SDS) como
detergente anionico, para facilitar la separacion de las proteinas por su masa
molecular. Se empleo6 el gel separador al 10 % y el gel concentrador al 5 %. La
concentracion de acrilamida fue del 30 y 8 % respectivamente. El tiempo de

polimerizacion de los geles fue 45 minutos y sus dimensiones: 6 cm de altura, 8 cm de
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ancho, 0.1 cm de grosor para el gel separador y 1 cm para el gel concentrador. A 100
uL de las muestras se les incorporé p-mercaptoetanol y se calentaron 5-10 minutos.
Se emplearon los patrones de masa molecular de 27. 0 a 74.9 k Da, donados por el

Laboratorio de Control de la Calidad del Instituto Finlay, Cuba. Estos fueron:

[ 01 (=T = VN Masa Molecular (KDa).
Proteina 70K (Vacuna VAMENGOC-BC)........ccccuiiiiiiiiiiaieesiee sttt sie sinesineesseeseenieesines 74.9.
AlDUMING € SUETO DOVINA.......iiiiiieiiiieciie ettt e e et e teeessteessteesnseeesneeaneeenns 67.0.
Cadena pesada de IgG NUMANA...........coiiiiiiiiii e e e e e s e e s eneas 50.0.
Proteinas P1 6 P40 (VAMENGOC-BC)......ccciiiiiiieeiiiiiiie e s iiiieee e ssiteeeaesiaseea e s snnsaaeeeeannaeeesnnnneeeesnn 41.8.
Cadena ligera de IgG NUMENA.........cccuviiee it e e e e e e s e e e e st e e e e ensbreaaeeannes 27.0.

En los geles se aplicaron 20 uL de las muestras, el extracto BLBu y el liquido
alantoideo sin infectar y 10 uL de los patrones de masa molecular. Los pardmetros de
la corrida fueron: corriente constante de 35 mA, voltaje variable de 100-240 V y
tiempo de corrida una hora y 45 minutos aproximadamente. Se utilizé6 una fuente
LKB-EPS 500/400. Luego de la corrida, los geles fueron tefiidos con Azul de
Coomassie una hora, a temperatura ambiente y luego decolorados.

Densitometria: Los geles decolorados fueron leidos en un microdensitometro laser
LKB Bromma, modelo 2202 Ultrascan, con un registrador integrador acoplado. Se
empled una velocidad de 40 mm/minuto y una sensibilidad igual a uno.

Para la determinacion de las masas moleculares a cada corrida electroforética, se
realiz6 un grafico de log de las masas moleculares de los patrones contra los
respectivos valores de tiempo de retencién (RT) en segundos, como medida de la
movilidad relativa de cada banda, medidos con el densitdbmetro. La masa molecular
de las proteinas virales se determind interpolando en los graficos correspondientes los
valores RT de cada banda proteica (Chavez et al.; 1990).

Para determinar la concentracion de las proteinas de las muestras virales tratadas y
sin tratar, se utilizé el método de Lowry y los valores obtenidos sirvieron para calcular
los ug de proteina de cada una de las bandas de las corridas electroforéticas (Lowry
et al.; 1951). La curva de calibracion se preparé con albumina de suero bovina (BSA)
a una concentracion de 0.2 mg/mL. Para las lecturas se utilizé un espectrofotébmetro

marca Phillips.
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[1l.7 — Accion del BLBu frente a la apoptosis inducida por el virus Influenza A en
células MDCK.

lll.7. 1- Ensayo de citoxicidad del BLBu sobre las células MDCK.
Para determinar si el extracto vegetal en estudio tenia algun efecto téxico sobre la
linea celular MDCK, se emple6 la técnica del MTT propuesta por Mossman y
modificada por Watanabe y Rodriguez (Mosman, 1983; Watanabe, 1994 vy
Rodriguez et al., 1997).
Toxicidad del extracto de granada: Este estudio de citotoxicidad en las MDCK requirio
la preparacion de una solucion madre de 10 mg/mL del extracto vegetal. A partir de
ésta ultima se realizaron diluciones de trabajo a concentraciones de: 25, 50, 100, 200,
250, 500, 700 y 1000 pg / mL respectivamente. Las células MDCK fueron tratadas con
las diluciones del extracto antes referidas, en pocillos separados y con 8 réplicas por
dilucién. Se observaron diariamente bajo el microscopio Optico para detectar algun
efecto citotdxico. Transcurridos 5 dias de incubacion con las respectivas diluciones
de tratamiento, se afiadié 10 pL del reactivo de MTT a cada pocillo. Las placas de
cultivo se incubaron durante 3 horas a 37°C, en atmoésfera de CO, y humedad relativa
de 95%. Posteriormente se elimin6 el medio de cultivo de los pozos, se afiadieron 100
UL por pozo de isopropanol — acido y se agito la placa. La lectura se realizo en el
lector de microplacas (marca Multiscan MCC/304C, de Pharmacia) a una longitud de
onda de 540 nm. Se emplearon como controles del experimento, las células sin
aplicacion de las diluciones de extracto en estudio, con su medio de cultivo y con las
mismas condiciones de incubacién que las tratadas. Los resultados del estudio de
citotoxicidad fueron expresados como porcentaje de la absorbancia relativas a los
controles (células sin tratar), definidos como el 100%. Cada uno de los experimentos
se realizo por triplicado con un numero de n = 8. El % de viabilidad se calculo
mediante la expresion siguiente:

% de viabilidad = 100 - [ (1- DO,/ DO ¢) x 100]
Donde: DO , es la densidad Optica de la muestra y DO . la densidad optica del
control de células.
El % de viabilidad sirvio para calcular la concentraciéon citotoxica media (CCso), a

través del célculo del coeficiente de determinacién de la regresion (programa Excel).
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l1l.7.2- Estudio de la fragmentacién del ADN en la linea celular MDCK tratadas
con el BLBu.

Para conocer si el extracto BLBU era capaz de inducir la apoptosis de las células
MDCK, se evaluaron los tratamientos con el extracto a las concentraciones que no
resultaron citotoxicas en MDCK, es decir: 25 pg / mL, 50 pg / mL y 100 pg / mL
respectivamente. Para cada concentracion del extracto, las células fueron tratadas a
diferentes tiempos: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24, 48 y 72 horas con las diferentes diluciones del
extracto antes referidas y a razon de tres réplicas por tratamiento. El control positivo
para observar la fragmentacion del ADN consistié en el tratamiento con clorhidrato de

amantadina (100 mg/mL) aplicado durante 24 horas, a dichas células.

[11.7.3- Induccion de la apoptosis por el virus Influenza A/Japan /10/99 (H3Ny) en
lalinea celular MDCK.

La titulacion del virus influenza en la linea celular MDCK fue realizada mediante el
método de conteo de placas (Tobita et al., 1975) con ligeras modificaciones: agar al
1% como suplemento del medio de cultivo, el tiempo en que el medio de cultivo
agarizado fue retirado (36 horas) y la concentracidon de violeta cristal empleada en la
coloracion de las placas (0.5%). El titulo viral calculado sirvié para utilizarlo en el
ensayo de baja multiplicidad vy la variante de inhibiciébn de la apoptosis, con la
aplicacion del extracto vegetal 1 hora posterior a la infeccién.

Induccion de la apoptosis: se inoculo la linea celular MDCK a baja multiplicidad de
infeccidon (0.01 m.d.i.) con la cepa de virusantes titulada y la aparicion de la apoptosis
fue verificada mediante electroforesis de ADN nuclear. Para analizar la integridad del
material nuclear, se realiz6 la electroforesis en gel de agarosa (Collins et al., 1997;
Walter et al., 1997, Alfaro et al., 2000), con algunas modificaciones que consistieron
en: realizar la digestion en la propia placa de cultivo y reducir el tiempo de digestion
con la proteinasa K. Para el procesamiento de las muestras, se extrajo el medio
celular de mantenimiento de cada pozo (unidad experimental) y las monocapas
celulares fueron lavadas con PBS 1X estéril. Se adicion6é 200 pl de tampdn de
extraccion que contenia 10 pg/mL de proteinasa K (Kocher et al., 1989). La digestion
se llevé a cabo durante una hora 37°C, en atmoésfera de 5% CO, y humedad relativa

del 94%. Las muestras fueron colectadas para el analisis del ADN.
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LA extraccion y purificacion del ADN total de las muestras colectadas, se realizo
segun el protocolo siguiente: se adiciond V / V a cada una de estas una solucion de
fenol / cloroformo y se agitd en un rotoevaporador por 10 minutos. Se centrifugaron a
8,000 r. min? durante 5 minutos y se transfiri6 la fase acuosa a otro tubo de
Eppendorf. La fase acuosa se extrajo nuevamente con igual volumen de cloroformo y
se hizo rotar durante 10 minutos. Se centrifug6 por 5 minutos a 8000 rpm de nuevo. A
dicha fase acuosa se le afiadio ¥z volumen de NH; Ac 10 nM pH 7.2 y 2 volimenes de
isopropanol. Las muestras obtenidas se almacenaron a -20°C de 2 a 24 horas. Para
recuperar el ADN se centrifugd a 12,000 r. min-1 por 15 minutos. La solucién
alcohdlica fue eliminada y el precipitado se lavé con 200 pL de etanol al 70%. Se
procedié a centrifugar a 12,000 r. min™* por 10 minutos. El precipitado se dejé secar a
temperatura ambiente (5 -10 minutos) y se resuspendio en buffer TE 1X pH 8.00. Se
realizaron las electroforesis del ADN en geles de agarosa al 1% en buffer TBE1X
(TRIS —Base 0.89 mM, EDTA 20 nM). Se aplicaron 8 ul de las muestras de ADN
mezclado con 2 pLde la solucion de corrida (bromo fenol azul 0.01 %, EDTA 10mM).
El tiempo de electroforesis fue de aproximadamente 45 minutos a 50 Volts (Kocher et
al., 1989). Se analiz6 el metabolismo celular midiendo la actividad mitocondrial por
la técnica del MTT (Mossmann, 1983; Walter et al., 1998; Uchide et al., 2002).

[11.7.3.1- Capacidad del BLBu de inhibir la apoptosis.
La cepa de Influenza A/Japan/10/99/ (H3N.) titulada en la Linea celular MDCK, fue

utilizada a baja multiplicidad de infeccion (m. d. i.) y la variante de aplicacion del

extracto 1 hora p. i, de acuerdo al siguiente esquema de trabajo (Tabla 3).

Tabla 3. Tratamiento de las células MDCK infectadas con influenza con el BLBu a diferentes

concentraciones y tiempos de incubacion.

Tiempo de

tratamiento (horas)

Concentracion del
BLBu (ng/mL)

Concentracion del
BLBu (ug/mL)

Concentracion del
BLBu (ug/mL)

24 25 50 100
48 25 50 100
72 25 50 100

*se realizaron 3 réplicas de cada uno de los tratamientos.
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El andlisis de la fragmentacion del ADN vy el efecto sobre la viabilidad celular en este
experimento, se verificO de manera similar a la descrita anteriormente. Se realiz6 el
andlisis estadistico de los resultados.

[11.8- Estudio de la acciéon antiviral del extracto vegetal liofilizado (BLBu) en el
modelo experimental de gripe en ratones de la linea Balb/C.

[11.8.1- Montaje y evaluacion del biomodelo.
En el montaje y evaluacion del modelo se utilizaron ratones de la linea Balb/C,
embriones de pollo y la cepa de virus Influenza A/Sydney/5/97/ (Hs N>), todas las
labores practicas fueron realizadas en el bioterio del IPK, con el cumplimiento
estricto de las Normas de Bioseguridad vigentes alli. Las tareas en la
implementacion del biomodelo fueron:

Adaptacioén del virus al ratén: la adaptacion de la cepa de influenza al tejido pulmonar

del ratén fue realizada mediante pases seriados del virus en la linea de raton
seleccionada. Como inoculo inicial se empled la cepa viral previamente evaluada:
titulo HA: 64 u y una DIEso de 10 >,

A partir del primer pase, se prepararon macerados de pulmén a partir de los animales
infectados y controles (inoculados con PBS estéril). Los macerados de pulmén se
prepararon con arena silice estéril, hasta lograr una concentracion final del 10% p / v,
los que constituyeron los indculos para los pases de virus (adaptacion). Del total de
animales, seleccionados al azar, se cred el grupo control (10 ratones/caja), que
fueron inoculados con PBS solamente. El inéculo (50 pL de la cepa viral o el PBS), se
les administré a los ratones previamente anestesiados, a razén de 25 pL / fosa
nasal.

Se detectd la presencia del virus influenza a las muestras de los pulmones: HA y
DIEsp y se destinaron porciones de tejido pulmonar para el estudio
anatomopatoldgico.

Se verifico la ganancia de peso corporal de todos los ratones, durante siete dias con
una balanza marca Sartorios, de exactitud menor de 0.01g y se observo la evolucién
clinica de cada uno de los animales en estudio. La evaluacion de los signos y
sintomas clinicos se realiz6 de acuerdo al sistema de puntaje (Cook et al., 1998),

mediante el esquema que se presenta en la Tabla 4.
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Tabla 4. Categorias clinicas agrupadas de acuerdo al puntaje asignado.

Puntaje Signos y sintomas clinicos
1 Sano ,sin signos y sintomas de la enfermedad
2 Erizamiento ,en especial la zona del cuello y lomo
3 Erizamiento, respiracion agitada, letargo (animales menos alertas)
4 Respiracion forzada, temblores y letargo.
5 Paso o marcha anormal reduccién de la movilidad respiracion forzada, cianosis de la cola
y las orejas.
6 Muerte.

La necropsia parcial de los animales (controles e inoculados), fue llevada a cabo en el
gabinete de seguridad, Clase Il. Los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical al tercer, cuarto y quinto dia de evolucidon y se les practico la extraccion de
sus pulmones, los que fueron divididos en dos grupos para el estudio virologico e
histopatologico.

Estudio virolégico: a todas las muestras se le determiné la dosis infectiva media de

virus (DIEso) y la presencia de HA mediante los métodos antes referidos (Burlesson et
al., 1992).

Estudio histopatolégico: para ello se examinaron 30 muestras de tejido pulmonar (de

ratones inoculados y controles), las cuales fueron fijadas en formol al 4% en una
cantidad 10 veces el valor del volumen del tejido pulmonar. El procesamiento de las
muestras fue realizada en un procesador automatico (marca Histokinette, VACUUM
ROTATORY) que contiene doce vasos: 4 de alcoholes de gradacion creciente
(deshidratacion), 4 de xiloles (aclaracion) y 4 de parafinas licuadas (inhibicion),
durante 1 hora y media. Para la coloracion de las muestras fue utilizada hematoxilina
de Harris y eosina alcohdlica (Borrajero et al., 1983).

Criterio de lectura: en la muestra el nacleo de la célula se tefiira de azul, mientras
gue el cito plasma se vera tefiido de rosado. Para la observacion de las muestras se
utilizé un microscopio 6ptico (marca Olimpos, con cdmara adaptada PANASONIC) y
las fotografias fueron tomadas utilizando un programa ATIPLAY en formato

WINDOWS NT. El examen de las preparaciones histologicas fue realizado en el
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departamento de Anatomia del IPK y del HCQ J. Albarran, sin la previa informacion a

los patélogos acerca de la identificacion de las muestras.

[11.8.2- Evaluacion de la actividad antiviral del BLBu en el modelo de raton.
Toda vez que se constato la validez y factibilidad del biomodelo experimental de gripe

en la linea Balb/C, se procedio a la evaluacion de la accidn antiviral del extracto en
estudio en este sistema experimental. Con éste fin se designaron cuatro grupos
experimentales de 20 animales cada uno, seleccionados al azar. Dos grupos se
emplearon para la administracién del extracto (variante A y B) respectivamente (Tabla
5). Los otros dos restantes, sirvieron de control en el experimento. Al control positivo
de virus, se les inocul6é Influenza A/Sydney/5/ 97(H3N,), adaptado al pulmoén del
ratén y previamente titulado (10°° DIEsy / 32u HA). El reto viral se realiz6 con el
equivalente a 10 DIEse. Transcurridas 24 horas de la inoculaciéon con el virus, se
comenzo el tratamiento de los animales con el BLBu, que consistié en dosis Unicas
del extracto en estudio, durante cinco dias. El grupo control negativo de virus (1V), fue
inoculado con la mayor concentracion del BLBu: 175mg / Kg peso / dia. Se administro
25uL / fosa nasal del virus. Los sintomas y signos clinicos se observaron diariamente
en todos los grupos de ratones y evaluados segun la Tabla 4. El esquema de

tratamiento aplicado, aparece en la Tabla 5.

Tabla 5. Variantes A y B de tratamiento con el BLBu (via intranasal u oral respectivamente) a

ratones infectados con Influenza A/ Sydney/ 5/ 97(HsN,).

Grupo de Identificacion de grupo de acuerdo ala variante de ensayo

ratones

| Reciben por la via intranasal * 10 DIEs, (Control positivo de virus influenza).

1] (A) Reciben BLBuU 175 mg/Kg de peso/dia, por la via intranasal u oral + *10DIEsg.

I} (B) Reciben BLBu 50 mg/Kg/dia de peso, por la via intranasal u oral + *10 DIEso.

\Y Reciben BLBu 175mg/Kg de peso/dia, por la via intranasal u oral

*DIEsq: Dosis infectiva media en embrién de pollo.

Se colectaron las muestras de pulmones para el estudio anatomopatolégico y se
procesaron los titulos hemaglutinantes e infectivos virales de la muestras de pulmoén
de todos los animales involucrados en el experimento, asi como los datos

correspondientes a la variacién de peso corporal.
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I11.9- Andlisis estadistico de los datos.
El procesamiento estadistico de los resultados del potencial antiviral del extracto de

granada y de su espectro antiviral realizado en embriones de pollo, se llevo a cabo
mediante tablas de contingencia 2 x 2 para el andlisis de las variables 1, 10 y 100
DIEsp. Se aplicé una prueba G de clasificacion simple (Sigarroa, 1985). El analisis se
realizo en el sistema MICROSTAT.

Para el estudio de la accion virucida directa del extracto se emple6 un Andlisis de
Varianza Trifactorial modelo fijo, donde se consideraron las concentraciones 1000,
200 y 125 pg/mL, los tiempos 60, 30 y 15 minutos y las temperaturas ambiente (25 +
1 °C), 37 y 4°C. Para comprobar las medias se emple6 la prueba de Rangos
Multiples de Duncan. Antes del procesamiento estadistico se comprobdé la normalidad
por la Prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de las varianzas por la
Prueba de Bartlett.

Para la determinaciéon de la concentracion citotoxica media (CCsp) se estimaron las
ecuaciones de regresion entre los porcentajes de sobrevivencia y las
concentraciones de extractos. A los datos muestrales se les determind la
homocidasticidad utilizando la prueba F maxima y la normalidad segun la prueba de
Kolmogorov-Smirnov de bondad de ajuste a la distribucion. Para investigar la
existencia de diferencias entre los tratamientos de inhibicion de apoptosis por el
BLBu, en cada experimento se utilizd un ANOVA de clasificacion simple. En los
casos en gue se compar6 la media del control con las medias de cada tratamiento se
empled la prueba de Dunnett y las medias entre tratamiento (dos a dos) y se
compararon mediante la prueba t de Student (Sigarroa, 1985). Para ponderar la
probabilidad de encontrar valores significativos (error tipo I) debido al azar en las
comparaciones entre medias el valor de probabilidad de error (a), fue corregido segun
el método de Bonferroni (Sokal y Rohlf, 1995).

Todos los analisis se realizaron en una hoja de célculo del programa Excel, de
Windows 2000 (estadistica descriptiva, homocidasticidad, ANOVA y Prueba de
Dunnett).

Para el andlisis estadistico del modelo de gripe en el ratén se evalué la variacion del

peso corporal mediante un analisis de covarianza de clasificacion simple (ANCOVA),
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cuyas medias ajustadas fueron comparadas a partir de la Prueba de Rangos
Multiples de Duncan (Sigarroa, 1985); las alteraciones histopatologicas del tejido
pulmonar se procesaron mediante el programa Epi-Info version 6.04 (CDC /Atlanta)
en el que fueron introducidos todos los datos de las alteraciones observadas. Para el
andlisis de las variables se utiliz6 el estadistico chi cuadrado (x?), con la utilizacién de
la correccion de Yates. Se realizo el andlisis estadistico de los valores de titulos HA
para los diferentes grupos utilizados en la evaluacion del extracto BLBu y para los dos
vias de administracion. Para ello los datos se transformaron segun log (x+1) para
emplear un andlisis de Varianza de Clasificacién Simple y se compararon las medias

por la prueba de Rangos Multiples de Duncan.
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V-

Resultados.

IV.1- Parametros de calidad del BLBu.

IV.1.1-Tamizaje fitoquimico y Normalizacion de los extractos de granada.

Los resultados del control de calidad de la materia prima y los extractos preparados

con las frutas de Punica granatum L. aparecenen la Tabla 6.

Tabla 6. Normalizacion* de las frutas y los extractos de Punica granatum L. (granada).

Frutos de granada Extractos de granada**
Parametro Valores (%) Parametro Extracto BLBuU.
Hidroalcohélico Liofilizado
Humedad residual 81,00 Color Carmelita claro Amarillo
intenso
Sustancias solubles 95,52 pH 4,3 55
Cenizas totales 0,53 (%)solidos 0,02 0,999
totales
Cenizas solubles en 0,48 Densidad 1,00 1,009
agua relativa
Cenizas insolubles en 0,42 indice de 1,375 1,339
CIH (10%) refraccion

*Promedios de tres determinaciones. ** Resultados de tres lotes.

La determinacion de los valores de las cenizas totales y las solubles en la materia
prima resultd6 de gran utilidad, puesto que confirmaron la identidad y pureza del
material de partida que se empled en la preparacion del extracto liofilizado. Los datos
encontrados en la determinacion de las sustancias insolubles en acido clorhidrico,
corroboraron estos hallazgos. Resultdé muy util conocer los valores del pH del extracto
liofilizado, en el rango de 5y 5,5. Este parametro resulta de gran importancia para la
infectividad viral, puesto que en el caso del virus influenza, el valor 6ptimo del pH es
de alrededor de 5.5 en los eventos cruciales del ciclo de replicacion, tales como
adsorcion y desnudamiento (Kostolansky et al.; 1988).

El tamizaje fitoquimico aportdé datos de la presencia de metabolitos secundarios que
estan presentes tanto en el extracto hidroalcohélico, como en el liofilizado (BLBuU). En
este dltimo, los flavonoides estan presentes en un 0.73%, aspecto de gran
importancia, por la actividad de estos compuestos frente a numerosos virus envueltos.
Muy interesante result6 la deteccion de taninos y antocianinas por su actividad contra
el virus influenza, de acuerdo a datos que refieren otros autores (Berghe et al., 1985;
Ivancheva et al., 1992). En la Tabla 7, se reflejan los resultados de los componentes

qguimicos determinados al extracto de granada BLBu.
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Tabla 7. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de las frutas de Punica granatum

L. (granada).

Ensayo Metabolito Extracto Extracto
hidroalcohdlico liofilizado(BLBuU)
Fehling Carbohidratos + +
reductores
Baljet Cumarinas + N R
Espumas Saponinas + +
Mucilagos Mucilagos + +
Molish Glicésidos + +
Cloruro férrico Fenoles y/o taninos + +
Ninhidrina Aminoacidos - -
Kedde Glicésidos cardioténicos - -
Shinoda Flavonoides + +
Antocianidinas Antocianidinas + +
Buchard Esteroides - -
Dragendorff Alcaloides + -
Mayer Alcaloides - -
Sabor Principios amargos y + +
astringentes
Flavonoides Flavonoides 0,63% 0,73%
(totales) *

*Se refiere a los promedios de tres determinaciones. ** NR: No realizado

IV.2.- Ensayos Antivirales en embriones de pollo.

Los estudios toxicolégicos del extracto de la granada (BLBu) resultaron de vital
importancia para su futura evaluacién como antiviral. A continuacion se muestran los
resultados de la embriotoxicidad de este extracto, considerando la importancia de la
membrana corialantoidea y el liquido alantoideo para el desarrollo y viabilidad del
embrion en el proceso de morfogénesis, asi como la funcion que desempefan en las

etapas del desarrollo embrionario.

IV.2.1- Toxicidad del BLBu en embriones de pollo.

El estudio de embriotoxicidad aguda por la via alantoidea, del BLBu y la amantadina
(antiviral de referencia), arrojo los resultados que se muestran en la Tabla 8. Las
concentraciones que produjeron una mortalidad menor del 25% en los embriones
evaluados, posterior a las 72 horas en los examenes de viabilidad, se seleccionaron
para los estudios antivirales en embriones de pollo, o sea, 12,5 mg/mL para la

amantadina y 2 mg/mL para el extracto BLBu.
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Tabla 8. Toxicidad del extracto liofilizado de la granada (BLBu) y la amantadina para los

embriones de pollo.

Sustancia a evaluar Concentraciéon Mortalidad Mortalidad
(mg/mL) /embrién (MIT)** (%)*
Extracto liofilizado de 3 58/95 61.05
granada 2 18/95 18.94
1 3/96 3.12
Clorhidrato de amantadina 50 60/95 63.15
25 35/94 37.23
12.5 5/95 5.26
Agua (vehiculo) 0 2/94 2.15

*Cada valor del % de mortalidad representa la media relativa a tres experimentos.
**embriones muertos del total de embriones tratados.

El tratamiento que empledé 2mg /mL / embrién del BLBu, presentd una viabilidad
superior al 80%. El control del vehiculo en que se diluyo el extracto y la amantadina,
en que solamente se inoculd el agua bidestilada estéril, 200 p L / embrion, presento
un valor de mortalidad del 2,15%, lo que a nuestro juicio se debié fundamentalmente a
los traumas propios de la inoculacion y el traslado de los embriones de pollo, entre

otros factores.

IV.2.1.1 Accién antiviral preliminar del BLBu in ovo frente a diferentes (DIEso)

del virus Influenza A/Mississippi/1/85 (H3N>).

La medida de la reduccion de la infectividad del virus en embriones de pollo, cuyo
titulo infectivo de partida fue de 10*°" DIEso, luego del tratamiento con el extracto
vegetal y comparado con la amantadina, constituyé una determinacion preliminar que
sirvi6 de pauta para continuar o no el estudio de las propiedades antivirales del
extracto. Se produjo la reduccién de mas dos log;p de la infecciosidad del virus
influenza en el embrién de pollo. Cuando el extracto vegetal BLBu, se administré
posterior al reto viral, a diferentes dosis de virus infeccioso, quedé demostrada la
propiedad antiviral del mismo y la capacidad de inhibir la replicacion del virus
influenza. El embrion de pollo es un sistema experimental muy sensible a la infecciéon
con este virus. Las Tablas 9 y 10 respectivamente, aportan los datos que permiten

arribar a tales conclusiones.
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Tabla 9. Embriones con presencia de la hemaglutinina (porcientos HA) * detectados
después del tratamiento con el BLBu (2mg/mL) y la amantadina (12,5mg/mL), frente al

reto con influenza A/Mississippi/1/85 (H3N,).

Control positivo de | Embriones tratados | Embriones tratados con
virus. con amantadina el BLBu.
DIEso
(HA +) (HA-) (HA +) (HA-) (HA +) (HA-)
1 47,5% 52,5% 40% 60% 30% 70%
10 45% 55% 55% 45% 35,5% 64,5%
100 52,5% 47,5% 45% 55% 47,5% 52,5%

*Se refiere a los resultados de tres réplicas.

En la Tabla 9, se aprecia que cuando el reto consistio en 100 DIEsg, de virus
influenza, a pesar que se detectaron embriones negativos a la deteccion de la
hemaglutinina del virus, la accién antiviral fue menos marcada y no significativa en el

analisis estadistico.
Tabla 10. Reduccién de los titulos infectivos del virus influenza tratada con amantadina

y el extracto BLBu una hora posterior ala infeccién.

Cepa A/ Mississippi /1/85 (H3Ny) Log del titulo indice de reduccion
infectivo (DIEsp)
Control 4,97
Tratada con amantadina 3,05 83.20
Tratada con BLBu 2,31 457.10

IV.2.1.2- Accion antiviral del BLBu en embriones de pollo una hora posterior y
una hora antes del reto con la Influenza A/Mississippi/1/85 (HsNy).

En los estudios de antivirales, es de gran utilidad investigar si esta accién contra el
virus se ejerce previa y/o posterior al inicio de la infeccion.

Como se aprecia en la Figura 1, cuando se suministré el extracto de granada, BLBu,
una hora posterior a la infeccion (p. i.) a ambas concentraciones, se manifestd una
accion antiviral con significacion estadistica, a excepcion del tratamiento frente a 100

DIEso (Figuraly laTabla 11).
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00,0026 =
1 10 100 DIE so

B Embriones no tratados HA (+) con 2 mg/mL
OO0 Embriones tratados HA (+) con 2 mg/mL

B Embriones no tratados HA (+) con 1 mg/mL
O Embriones tratados con Ha (+) con 1. mg/mL

Figura 1. Porciento de embriones HA (+) tratados con 1y 2 mg/mL del extracto una hora
posterior a la infeccion frente a la cepa Influenza A/Mississippi/l1/85 (HzN,) y sus

respectivos controles.

Tabla 11. Analisis estadistico de los resultados del tratamiento a embriones una hora posterior

alainfeccién (p.i.) con influenza A/Mississippi/1/85 (HsNy).

Concentracion del BLBu
(Tratamiento p.i.) DIEso X2 Probabilidades
1 8, 962** p<0,01
1 mg/mL 10 9, 073* p<0,01
100 3,556 "° p >0, 05
1 21, 525*** p<0,01
2 mg/mL 10 30, 912+ p<0,01
100 3,942™ p< 0,01
Andlisis estadistico: Chi Cuadrado de Proporciones. Diferencias estadisticas indicadas por asteriscos: * p< 0,05.

DIEso: dosis infectivas media por embrién.

Los resultados del tratamiento con el BLBu a los embriones de pollo, antes de
infectarlos con dosis crecientes del virus influenza, asi como el correspondiente

andlisis estadistico, se muestran en la Figura 2 y laTabla 12, respectivamente.
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Figura 2. Porciento de embriones HA (+) tratados con 1y 2 mg/mL del extracto BLBu una hora
antes de la infeccidon con la Influenza A/Mississippi/1/85 (HsN,) y sus respectivos controles.

Los resultados antes expuestos, indicaron una accién antiviral del BLBu
independiente del momento del tratamiento, antes o después de la infeccién con el
virus, pero se observé una respuesta mejor, cuando la concentracion del extracto

aumento a 2 mg/mL y éste se administro antes del reto con el virus influenza. En ésta
ultima modalidad de tratamiento, los resultados altamente significativos en el analisis
estadistico, confirmaron esta apreciacion (Tabla 12).

Tabla 12. Analisis estadistico de los resultados de los tratamientos con 1y 2 mg/mL del BLBuU,

una hora(a i), frente al reto con Influenza A/Mississippi/1/85 (HsNy).

Concentraciéon del BLBu
(1 hora a.i.) DIEso X2 Probabilidad

1 8,032** p<0,01

1 mg/mL 10 15,91 3*** p <0, 001

100 5,027* p <0, 001

1 15,521 %+ p<0,001

2mg/mL 10 24,030%** p <0, 001

100 6,081* p< 0, 001

Andlisis estadistico: Chi Cuadrado de Proporciones. Diferencias estadisticas indicadas por asteriscos: * p< 0,05.  DIEsy: dosis
infectivas media por embrién.

Cuando este extracto se suministré una hora posterior a la infeccién en el embrién de
pollo, que es un tiempo suficiente para que se inicie la infeccién del virus, también se
produjeron reducciones estadisticamente significativas de los titulos infectivos.

Cuando este extracto vegetal se suministr6 una hora antes de la infeccion, a pesar

gue estuvo durante todo ese tiempo expuesto a la accion biolégica del liquido
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alantoideo, o sea, a las condiciones propias de los tejidos embrionarios, se aprecio
una reduccién mas marcada de la infectividad,. Todos estos hallazgos, permitieron
concluir que el BLBuU, tiene accion antiviral in ovo frente a la cepa Influenza A/
Mississippi/ 1/85 (H3N,).

IV.2.1.3 - Espectro antiviral del BLBu frente a diferentes tipos de influenza in

ovo.

En este estudio se incluyeron cepas de influenza B y de influenza A, de diferentes
hemaglutininas y neuraminidasas, tanto de referencia como aislamientos cubanos de
esta Ultima, lo que permitié apreciar mejor el espectro de accion antiviral del BLBu.
En las Tablas 13 y 14, se informan los resultados de la accion del liofilizado BLBu en
el embrién de pollo, al reducir el porciento de aquellos que fueron positivos en la
prueba de hemaglutinacién, dado por el papel crucial que juega esta proteina durante
la infeccion.

La neutralizacion de la infectividad de las cepas de influenza, corroboré la accion
antiviral del extracto liofilizado en el embrion de pollo, los que resultan muy sensibles
a la infeccién con el virus influenza y brindan la posibilidad de evaluar la accién
antiviral de extractos naturales y en particular los de origen vegetal frente a este
virus.

Los resultados hallados para el BLBu, confirmaron la accidon de este extracto frente al

virus (tabla 13) confirmado por el correspondiente andlisis estadistico.
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Tabla 13. Porciento de embriones con hemaglutinina (+) y (-) tratados con 2 mg/mL del BLBu, 1
hora p.i., frente a diferentes DIEs, de virus Influenza.

DIEs Embriones no tratados Embriones tratados Estadigrafo
(BLBu) G
HA(H) % [ HAGQ) % | HAM) % | HA() %
A/Mississippi/1/85 (HsN2)

1 70 30 12.5 875 26,772
10 95 5 25 75 42,926%**
100 97.5 2.5 375 62.5 4,690 ™

AJ/URSS/3 /85/ (H3Ny)

1 35 65 10 90 6,020*
10 95 5 25 75 42,926***
100 100 0 35 65 3,859™

A/Habana/299/88/(HsN2)

1 325 67.5 25 97.5 11,760%**
10 87.5 12.5 0 100 72,273
100 97.5 2.5 0 100 2,085™

A/Holguin/2/ 92/(H1N1)

1 67.5 325 5 95 34,923***
10 90 10 2.5 97.5 69,523***
100 95 5 325 67.5 4,923™

A/Singapur/6/86/ (H1N1)

1 65 35 10 90 25,326%**
10 85 15 25 75 28,546***
100 90 10 35 65 5,326*

B/Ann Arbor/1/86

1 67.5 325 5 95 34,923***
10 90 10 15 85 28,648***
100 90 10 325 67.5 2,690"™

A/Chile /2/83(H1N1)

1 6 6.5 325 5 955 34,922%*
10 90 .11 9.9 25 97. 69,532***
100 95 5 325 67.5 4,923™

Leyenda: prueba G de clasificacién simple. Probabilidad:* p< 0.05.  *** p<0.001.

Tabla 14. Titulos infectivos de virus Influenza Ay B, controles y tratados con BLBu
(2 mg/mL), una hora (p.i.) y los indices de reduccion de la infectividad respectivos.

indice Reduccién de la
Cepas de influenza DIEsg DIEsq infectividad viral
tratado (antilogaritmo )
A/Mississippi/1/85 (HaNz) 10°% 107 2,089.0
AIURSS/3 /85/ (HsNy) 10°°1 10°% 1,585.0
A/Habana/299/88/(H3sN5) 107 1077 5,012.0
A/Holguin/2/ 92/(HiNy) 10™%2 10%%% 3,3088.0
A/Singapur/6/86/ (H1N1) 10°°1 10°% 1,413.0
B/Ann Arbor/1/86 10°% 107 275.4
A/Chile /2/83(H1N1) 10°7 10°% 758.6
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IV.3- Actividad virucida directa del BLBu frente al virus Influenza A.
El estudio de la accion virucida directa del BLBu permitié conocer las potencialidades
antivirales del mismo, a la vez que ayudoé a dilucidar posibles mecanismos de accion

involucrados en la accién antiinfluenza.
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Fig 3. Titulo hemaglutinante del virus influenza A en dependencia de la concentracién del
extracto (25°C, 60 minutos).

En la Figura 3 se exponen los resultados de la accién virucida directa del BLBu. La
region de la curva con valores de concentracion entre 50 pg/mL y 125 pg/mL,
muestran una relacion lineal de esta accion con respecto a la concentracion del
extracto, con un coeficiente de correlacién de -0.9471. Se deduce, por tanto, que la
reduccion de los titulos hemaglutinantes del virus influenza, estdn en dependencia
directa de la concentracion del BLBu. Este dato sera de utilidad para realizar
estudios preclinicos futuros.

Con la finalidad de estudiar la interaccion de las variables se realizaron los ensayos
en los que se combinaron concentracion, temperatura y tiempo y de esta manera
conocer el resultado de la interaccién de estas en la accién antiviral descrita con
anterioridad. Este estudio permitio encontrar las variantes optimas de tratamiento

virucida cuyos resultados se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Combinaciones de tratamiento virucida directa con el BLBu capaces de inhibir la
deteccién de hemaglutinina a la cepa Influenza A/Mississippi/1/85(HsN,).

Numero Tratamiento Media Duncan
19 2.000 000 a
20 2.000 000 a
15 1.227 778 b
12 1.666 670 b
13 1.055 556 b, c
10 1.000 000 b, c
18 1.000 000 b, c
21 0.888 889 c
14 0.777 778 c
22 0.777 778 c
23 0.777 778 c
26 0.777 778 c
25 0.722 222 c
17 0.722 222 c
27 0.666 667 d
16 0.666 667 d
24 0.666 667 d
11 0.555 556 d
1 125 pg/mL, 60 minutos, (t a) 0.180 556 e
7 125 ug/mL, 15 minutos,(t a) 0.972 222 e
8 125 ug/mL, 15 minutos, 37°C 0.902 778 e
4 125 pg/mL, 30 minutos, (t a) 0.868 056 e
2 125 ug/mL, 60 minutos, 37°C 0.763 889 e
5 125 pg/mL, 30 minutos, 37°C 0.763 889 e
3 125 pg/mL, 60 minutos, 4°C 0.659 722 e
9 125 pg/mL, 15 minutos, 4°C 0.590 278 e
6 125 pg/mL, 30 minutos, 4°C 0.555 556 e

Leyenda: temperatura ambiente (t a) 25+1 °C
Syabc = 0.595 546

A partir de los datos recogidos en la Tabla 15, se concluyé que la variante de ensayo
gue utilizé 125 pg/mL, con independencia del tiempo y la temperatura de tratamiento,
resulté suficientemente efectiva para reducir la presencia de hemaglutinina del virus
influenza.

El tiempo minimo para ejercer la accion virucida directa el BLBu, resulté ser de 15
minutos. También se concluyd que la accion virucida directa del extracto estuvo
siempre presente en las diferentes temperaturas probadas.

Otras cepas de influenza A que se sometieron a similar estudio, mostraron igual
comportamiento a la cepa A/Mississippi/1/85(HsN2) aqui mostrada.

De igual modo, los indices de reduccion de la infectividad en las cepas de virus
influenza por la accion directa del BLBu, fue mayor de cien, ya que los titulos

infectivos disminuyeron dos y tres Log;o DIEso, en todos los tratamientos.
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Estos resultados apoyaron la accion antiviral referida para la cepa Influenza

A/Mississippi/1/85(HsN2) al inicio de este estudio. Los resultados de reduccion de la

infectividad, se refieren en la Tabla 16.

Tabla 16. Titulos infectivos de virus Influenza A (DIEs) y los indices de reduccion de la
infectividad luego del tratamiento directo con BLBuU.

indice Reduccioén de la
Cepas de influenza DIEs, DIEs, infectividad viral
tratado (antilogaritmo )
A/Mississippi/1/85 (HsN,) 10°% 10 33,120
AJURSS/3 /85/ (HsN,) 10™°7 10°% 6,166
A/Singapur/6/86/ (H:1N;) 10°°7 10°% 1,148
A/Chile /2/83(H:N;) 10°7 107 15,140

A continuacién se exponen los datos de estudio de la accion del extracto sobre las

proteinas de este virus.

IV. 3.1- Accion directa del BLBu sobre las proteinas del virus influenza A.
La accion del BLBuU sobre las proteinas del virus, requirio la determinacion previa de

los parametros de calidad al material viral de partida, empleados en este estudio. Los

datos obtenidos aparecen en la Tabla 17.

Tabla 17. Valores de los titulos de HA y concentracion de proteinas de las cepas de influenza A

y del BLBu.
Cepas Titulo Concentracion de
hemaglutinante proteinas (pg / mL)
AlVictoria/ 3/75(HsN>) 1:256 3.23
A/Mississippi/1/85/(HsN2) 1:64 3.61
A/Habana/299/88/(HsN>) 1:64 3.44
A/Singapur/6/86/(H1N1) 1:512 4.80
A/Holguin/24/7/93(H1N1) 1:128 12.90
BLBuU (2 mg/mL) () 2.4

Los hematies de pollo se usan con frecuencia en las técnicas para la deteccion del

virus influenza, por lo que result6 de gran valor

determinar que al extracto de

granada no es capaz de aglutinar ni de provocar la lisis de los glébulos rojos de pollo,

aun a concentraciones mayores a las utilizadas en los diferentes experimentos

expuestos en este trabajo.

Los resultados de la accion del extracto de granada sobre las proteinas constitutivas

del virus influenza, a la concentracion de 2 mg/mL, a diferentes temperaturas de

incubacioén, durante una hora, se exponen a continuacién. En la Figura 4, de izquierda
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a derecha, aparece la corrida electroforética de la cepa influenza
A/Mississippi/1/85(Hs Ny), tratada con el extracto de granada y las de las diferentes
muestras de los controles del ensayo asi como el el densitograma correspondiente
(Figura 4a).

=
*PPM

KDa

-749
-67.9
-50.0

-41.8
-27.0

.u_,.
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 4. Perfil de corrida electroforética (SDS- PAGE) de la cepa Influenza
AIMississippi/1/85(H; N,) tratada BLBuU y sin tratar (37 y 25 °C), los controles de virus. En
(a) se muestra el densitograma correspondiente a la corrida.

La flecha a la derecha de la corrida indica la banda correspondiente a la hemaglutinina (HA).
. Caril 1:Influenza A/Mississippi/1/85(Hs Ny), tratada 37°c.
Caril 2: Influenza A/Mississippi/1/85(Hs N2), tratada25°C.
Carril 3: extractode granada, incubado a 25°C
Carril 4: patrén de pesos moleculares (PPM), incubado a 25°C.
Carril 5: liquido alantoideo sin infectar, incubado a 25°C
Carril 6: Influenza A/Mississippi/1/85(Hs N2) sin tratar, incubado a 37°C.
Carril 7: liquido alantoideo sin infectar, incubado a 37°c.
Carril 8: Influenza A/Mississippi/1/85(Hs N2) sin tratar, (25°C).
PPM: a la izquierda de la figura 4 aparecen los valores de los pesos moleculares del patrén.

Las proteinas de superficie del virus influenza HA, M1 y la NA fueron detectadas en

> o © o o o o o

las muestras de liquido alantoideo infectados. La corrida del liquido alantoideo sin
tratar, que sirvié de control negativo de virus, aportd bandas de proteinas propias de
esa muestra, las que no que interfirieron en la interpretacion de los resultados del
perfil electroforético tipico del virus influenza.

En la Tabla 18, se exponen los valores correspondientes a los pesos moleculares de

las bandas de interés, mostradas en la Figura 4.
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Tabla 18. Peso molecular estimado (PME*), % de area y pg de proteina de las bandas de interés
obtenidas en la electroforesis en SDS-PAGE de la cepa de influenza A tratada con BLBu y su
respectivo control.

A/Mississippi/1/85(Hs N2) A/Mississippi/1/85(Hs N2)
(control) (tratada)
25°C 37°C 25°C
Proteina* PME* % 1] PME % ug PME % [¥0s]
NP 68.5 | 5.40 1.56 676 | 3.6 | 1.00 68.3 5.30 1.50
NA 58.6 | 0.30 0.10 60.3 | 0.1 | 0.10 59.0 0.30 0.10
HAl 53.0 | 1.50 0.48 508 | 1.4 | 0.30 50.8 2.60 0.70
M1/ HA2 33.1 | 0.40 0.12 31.3 | 05 | 0.10 32.0 9.30 2.60

*PME expresado en kDa. NP: nucleoproteina. NA: neuraminidasa. HA: hemaglutinina 1.
M1/ HA2: matriz / hemaglutinina 2.

Los pesos moleculares de las proteinas constitutivas del virus influenza, fueron
estimadas a través de los densitogramas correspondientes, Figura 4 (a) y fueron
referidos a la corrida del juego de patrones de pesos moleculares (carril 4, Figura 4).
A la izquierda de las electroforesis que se muestran en dicha figura, fueron
relacionados los valores de los pesos moleculares correspondientes a las proteinas
integrantes del juego patrén.

La hemaglutinina, proteina marcadora de la presencia del virus en las muestras del
liquido alantoideo, se detect6 en las corridas de las muestras tratadas con el BLBu,
asi como en las de los controles de virus. Se observd que las cepas de influenza
tratadas con el BLBu, a 37 y 25°C respectivamente, no mostraron variacién del perfil
electroforético con respecto al del virus sin tratar con el extracto (control +), cuyas
corridas se muestran en la Figura 4.

En la corrida del BLBu (carril 2, Figura 4), no aparecieron bandas de proteinas, al
menos en nuestras condiciones de trabajo, lo cual coincide con el hallazgo del
estudio fitoquimico preliminar del BLBu antes expuesto. Este resultado para la corida
del BLBu, permiti6 deducir que las bandas de proteinas observadas en las
electroforesis por SDS-PAGE, de las cepas de influenza tratadas con el extracto, eran
las correspondientes al virus influenza y a las del liquido alantoideo respectivamente,
ratificado por los perfiles de las cepas de virus sin tratar y los pesos moleculares

calculados.
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HA

En las Figuras 5y 6, se muestran las electroforesis correspondientes de otras cepas

de influenza estudiadas, y los densitogramas respectivos (5by 6c).

*PPM {(b)
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1- 74.9 kDa 4- 41.8 kDa
2- 67 kDa 5- 27 kDa
3- 50 kDa

3 4 56 7 8

Figura 5. Perfil de corrida electroforética (SDS- PAGE) del virus Influenza
AlVictoria/3/75(HsN,), tratada con el BLBu y sin tratar a 37°C y 25°C. En (b) aparece el
densitograma correspondiente al patron de pesos moleculares.

: InfluenzaA/Victoria /3/75(Hs N) tratada con BLBu (37°C).
: InfluenzaA/Victoria /3/75(Hs N) tratada con BLBu (25°C).
: liquido alantoideo tratado con el BLBu (2mg/mL), 37 °c.
: extracto BLBuU (2mg/mL) incubado a 37°C, durante una hora.
: patrones de pesos moleculares, (PPM) incubados a 37°C, durante una hora.
: InfluenzaA/Victoria /3/75(Hs Ny) sin tratar con BLBu (37°C) durante una hora.
: InfluenzaA/Victoria /3/75(Hs N2) sin tratar con BLBu (25°C) durante una hora.
: liquido alantoideo sin tratar con el extracto, incubado 25°C durante una hora.
*PPM: a la derecha de la figura 5 aparecen los valores de los pesos moleculares del patron.

O~NO U~ WNPE

Los célculos de los pesos moleculares de las proteinas de interés que
correspondieron a las mencionadas electroforesis, aparecen en las Tablas 19 y 20
respectivamente. En dichas tablas se muestran las variaciones que se produjeron en

las principales proteinas del virus de manera cualitativa y cuantitativa.
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Tabla 19. Peso molecular estimado (PME*), % de area y pg de proteina de las bandas de interés,
obtenidas en la electroforesis en SDS-PAGE de las cepas de Influenza A tratadas con el BLBu a
37°C y 25 °C durante una hora.

AlVictoria/3/75( Hz N2) control AlVictoria/3/75( Hz No) Tratada
25°C 37°C 25°C
Proteina PME % Hug PME % Mg PME % Hg
NP 67.60 4.50 1.22 67.60 3.60 0.96 67.50 5.80 1.54
NA 57.70 0.30 0.80 55.30 0.30 0.05 55.40 2.10 0.53
HA1 52.30 2.50 0.67 50.00 1.80 0.47 50.30 4.90 1.30
M1/HA2 31.30 1.10 0.28 30.00 0.40 0.11 30.70 2.60 0.69

*PME expresado en kDa. NP: nucleoproteina. NA: neuraminidasa. HA 1: hemaglutinina. M1/HA2: matriz/hemaglutinina 2.
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Figura 6.Electroforesis (SDS-PAGE) de las cepas de influenza tratadas con el BLBu, los
controles correspondientes. En (c) se muestra el densitograma de la corrida.
1: perfil de la corrida del liquido alantoideo sin infectar.
2y 3: perfiles correspondientes a la cepa A/Habana/299(HsN,) tratada con BLBu a 37 y 25°C respectivamente.
4y 5: perfiles correspondientes a la cepa A/Singapur/6/86(H1N,) tratada con BLBu a 37 y 25°C.
6: Perfil de corrida del extracto liofilizado de granada (BLBu) incubado a 37°c.
7: Corrida del patrén de peso molecular (PPM).
8 y 9: perfiles correspondientes a la cepa A/Habana/299(HsN2) y A/Singapur/6/86(H1N1), sin tratar, incubadas a
37°C y 25°C, respectivamente.
*PPM: a la izquierda de la figura 6 aparecen los valores de los pesos moleculares del patrén.

Los datos encontrados para las cepas correspondientes a aislamientos cubanos no
mostraron grandes diferencias en cuanto a sus perfiles y a los pesos moleculares de

las proteinas estudiadas, incluso si se les compara con las cepas de referencia
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Influenza  A/Victoria/3/75(HsN2) y la Influenza  A/Singapur/6/86(HiN;). Un
comportamiento similar mostro la Influenza A/Holguin/7/93(H;N3), aislamiento cubano,
cuyos perfiles electroforéticos no fueron mostrados.

Tabla 20. Peso molecular estimado (PME?*), % de &rea y ug de proteina de las bandas de interés

obtenidas en la electroforesis en SDS-PAGE de las cepas de influenza A tratadas con el extracto
durante una hora a 37°C y ateratura ambiente (25°C).

A/Habana/299(H3N,) control A/Habana/299(H3N,) tratada
Proteina PME % mg PME % ug
NP 67.00 20.10 5.54 68.00 16.9 4.68
NA 57.20 0.60 0.16 56.30 0.60 0.17
HAl 53.20 0.60 0.16 51.60 0.20 0.06
M1/HA2 33.00 2.40 0.67 32.50 0.50 0.14
A/Singapur/6/86(H;N;) control A/Singapur/6/86(H;N,) tratada
Proteina | PME % ng PME % ug
NP 67.00 9.60 3.70 67.00 10.6 4.09
NA 57.20 1.00 0.38 60.50 4.80 1.86
HAl 45.30 5.00 1.91 50.20 0.80 0.31
M1/HA2 33.90 2.60 1.00 32.10 0.30 0.12
A/Holguin/7/93(H;N;) control A/Holguin/7/93(H;:N,) tratada
Proteina | PME % ug PME % ug
NP 67.0 4.40 1.69 70.0 3.20 1.22
NA 61.5 3.40 1.33 62.3 0.30 0.13
HAl 53.2 1.10 0.34 51.6 4.70 1.80
M1/HA2 33.0 2.30 2.29 30.2 1.00 0.39

PME expresado en kDa. NP: nucleoproteina. ~ NA: neuraminidasa. HA: hemaglutinina.  M1: matriz.

Como resultado fundamental de este estudio, se concluyé que el BLBu modifica el
comportamiento biolégico de las cepas de influenza A de diferentes subtipos
sometidas al tratamiento virucida directo, al inhibir la hemaglutinacion que ellas
producen, pero este extracto no produce alteraciones apreciables en el patrén
electroforético por SDS-PAGE de las proteinas constitutivas de dichas cepas de virus
influenza tratadas con el BLBu(2 mg/mL), al menos en nuestras condiciones de
trabajo (Figuras 4, 5 y 6). Todo esto corroborado por los datos de los pesos
moleculares estimados para las proteinas a partir de los densitogramas de las

corridas de las cepas de influenza estudiadas (Tablas 18, 19 y 20).
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IV.4- Accién del BLBu sobre la apoptosis inducida por el virus influenza A en la
linea celular MDCK.

El estudio de la citotoxicidad del extracto liofilizado BLBu, mediante el método
colorimétrico del MTT (Mossmann, 1983) puso a relieve que la concentracion
citotéxica media (CCsp) de éste extracto fue de 400+59 ug/mL para las células MDCK.
Vale sefalar que la concentracién de 100 pg/mL de BLBu no resultd téxica para esta
linea celular practicamente. La toxicidad de este extracto estuvo en funcién de la
concentracion, tal como fue observado en estudios de toxicidad del BLBu, mostrados
anteriomente. Otro dato de interés que se obtuvo en este experimento, fue el de la
maxima concentracion citotoxica del BLBU equivalente a 1000 pug/mL, en la que la
viabilidad de las células MDCK fue de un 12%, al menos en nuestras condiciones de

trabajo (Figura 7).
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Figura 7. Sobrevivencia de células MDCK tratadas con diferentes concentraciones del BLBu
durante 5 dias.
Los resultados del ensayo para conocer si el BLBu a la concentracion de 100 pg /mL,

inducia algin dafo a la integridad del ADN, se pueden observar en la Figura 8. En el
extremo derecho de esta figura, se muestra la imagen de la electroforesis del ADN,
luego que las células MDCK fueron tratadas con 100mg /mL de amantadina, la cual
es capaz de inducir la fragmentacién del material nuclear de dichas células. Esto

ualtimo sirvié de control positivo del fendmeno a observar. Como resultado fundamental
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de éste ensayo, fue poner a relieve que el extracto BLBu, a la concentracién de 100

pg/mL, no induce la fragmentacion del ADN en las células MDCK (Figura 8).

ADN
nativo

MDCK (sin infectar). 1 2 3 4 5 6 7 8 MDCK (apoptosis)

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa (1%) del ADN de las células MDCK tratadas con BLBU a
diferentes tiempos y sus respectivos controles. De izquierda a derecha: MDCK, sin infectar a las 72h
(control de células). Corridas por duplicado de las MDCK tratadas con BLBu (100 pg/mL) a diferentes
tiempos: Carriles 1y 2 (6h); 3y 4 (24h); 5y 6 (48h); 7y 8 (72 h). MDCK + amantadina (100 mg /mL) alas 24h

(control positivo de apoptosis).

A partir del ensayo en que se evalué la accion del BLBu durante 72 horas de
tratamiento en las células MDCK, se pudo advertir el ADN celular intacto con respecto
al ADN de las células tratadas con amantadina.

La Figura 9, muestra la fragmentacion del ADN celular que provoca el virus influenza
en las células MDCK, comparable al que induce la amantadina, utilizada como control
positivo de este dafio citopatico, durante el tiempo que duré el tratamiento. Estos
resultados fueron de gran importancia, puesto que este extracto BLBu se evaluara
posteriormente para estudiar su capacidad protectora ante este dafio inducido por la
Influenza A/Japan/10/99 (HsNy).
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DN nativo

_MDCK control 1 2 3 MDCK+ amantadina
MDCK + influenza A

Figura 9. Andlisis de la fragmentacion del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en lalinea
MDCK infectadas con el virus influenza A/Japan /10/99 (HsN.). (Se aplicaron 8 pL de extracto de ADN). De
izquierda a derecha: MDCK control: células no infectadas a las 72 h. La flecha indica el ADN celular
intacto. MDCK + virus influenza A: Carril 1: 24 horas; carril 2: 48 horas y carril 3: 72 horas,

respectivamente. MDCK + amantadina 100 mg/mL: Células MDCK tratadas a las 24h.

En la Figura 10 se muestra la accidon protectora del extracto BLBu en la linea MDCK

infectada con la Influenza A.
Influenza A/Japan/10/99
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Figura 10. Viabilidad celular de la linea MDCK infectada con influenza A/Japan/10/99 (HsN,) y tratada con
BLBu, durante 72 horas. (a); MDCK sin infectar y tratadas con el extracto BLBu a diferentes
concentraciones (pg/mL). (b): MDCK infectadas con virus influenza y tratadas con diferentes
concentraciones de BLBU. (c): Células infectadas con virus influenza.

65



Cuando las células MDCK infectadas con influenza, fueron tratadas una hora
posterior al reto, con 100 pg/mL del extracto BLBU a diferentes tiempos (24, 48y 72
horas), mostraron el ADN intacto, como sefal de inhibicion del dafio que el virus
influenza les provoca (Figuras 10 y 11).

Este efecto protector del BLBu se puso en evidencia en la electroforesis de ADN

realizado a las células infectadas con el virus y tratadas con este extracto (Figura 11).

@ | ADN

ARN

A

C. 1 2 3 4 5 6 7
Figura 11. Anédlisis de la integridad del ADN en la linea MDCK infectada con el virus influenza A/Japan/10/99

y tratada con el BLBu.

Carril C: Control de células MDCK sin tratar. Carriles 1y 2: BLBu, 25y 100 pg/mL, alas24 horas; carriles 3
y 4: BLBu, 25 y 100 pg/mL, a las 48 horas; carriles 5y 6: BLBu, 25 y 100 ug/mL, a las 72 horas; carril 7,
control de tratamiento: BLBu, 100 pug/mL, a las 72 horas. En la parte superior de los carriles la banda
correspondiente al ADN intacto. Las flechas de puntos sefialan laregion del gel donde se observa el ARN.

Los resultados del estudio in vitro acerca de la proteccién de la apoptosis provocada
por el virus influenza en la linea MDCK (permisiva para este virus) indicaron que el
extracto BLBu, a las concentraciones subtOxicas ensayadas, protege de la
fragmentacion del ADN celular. La apoptosis de las células infectadas por el virus
influenza, ha sido referida como un mecanismo inducido por este virus, con la
finalidad de lograr su salida de la célula y/o su diseminacién en las celulas o en los
tejidos infectados. Por esa razoén, la ruptura del ADN es la manifestacion citopatica
mMas grave que este virus provoca en las células. La proteccion del ADN en las

células MDCK, luego del tratamiento con el BLBu, permitié adjudicarle a este extracto
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vegetal, la capacidad de proteger in vitro de los dafios citopaticos que provoca el
virus influenza. Todos estos resultados, sirvieron de puntos de partida para estudiar
la capacidad antiviral in vivo del BLBu, en el biomodelo experimental de gripe del
ratén, provocado por el virus influenza.

IV.5- Actividad antiviral del BLBu en el biomodelo experimental de gripe en
ratones de la linea Balb/C.

IV.5.1-Montaje y evaluacion del biomodelo experimental de gripe del raton.
Los signos y sintomas clinicos en los ratones inoculados con la cepa del virus
Influenza A/Sydney/5/97(HsN2) con respecto a los que no recibieron virus (controles

negativos), fueron utilizados en el estudio de patogénesis.

%

PRIMER PASE 0% 0% 0% 0% 0% 0%
[ SEGUNDO PASE | 0% 0% 50% | 50% | 100% | 65%
O TERCER PASE 0% 50% | 100% | 100% | 95% | 85%

Figura 12. Porciento de ratones con erizamiento, respiracion forzada, y letargo por dias en cada
uno de los pases del virus Influenza A/Sydney/5/97(HsN,) por la via intranasal.

Para el grupo de ratones inoculados con el virus influenza, al tercer dia en el tercer
pase viral, el 100% de estos presentaron como signos y sintomas predominantes
respiracion forzada y letargo, aspecto que contrastaba con los controles negativos, los
se mostraban alertas y activos durante la manipulacién y observacion de los mismos.
En el primer pase del virus, el erizamiento en la zona del cuello en los ratones, se
observdé al cuarto dia de evolucion. Este sintoma luego se presentd mas
frecuentemente en el segundo y tercer pase, hasta que aparecié en casi la totalidad
de los animales, en el tercero. Los ratones del grupo control negativo, no presentaron

los sintomas que les provoca el virus influenza, se comportaban muy activos ante los

67



estimulos y mostraron una ganancia de peso acorde a lo referido para la especie
(Johansson et al., 2002).

%,/

1 2 3 4 5 6
OPRIMER PASE 100% 100% 100% 85% 65% 65%
BSEGUNDO PASE 100% 50% 5% 0% 0% 0%
B TERCER PASE 100% 40% 0% 0% 0% 0%
DIAS

Figura 13. Porciento de ratones sanos durante los dias de observacién luego de inoculados con
la cepa de Influenza A/Sydney/5/97(HsN,) en el estudio de patogénesis.

En el examen minucioso de la evolucion clinica de los ratones, se constaté en el
grupo inoculado con el virus, que el numero de animales sanos descendio
paulatinamente en el tiempo (Figural3). Esto se hizo méas evidente en la medida que
se realizaron los pases sucesivos del virus en los ratones, hasta que al tercer pase
(tercer dia), el 100% enfermaron.

En este biomodelo de gripe, el estudio de la variacion del peso diario ofrecié datos
gue permitieron objetivamente apreciar la trascendencia de la afectacion de éste
parametro, el cual es marcador del desarrollo biolégico normal de los animales. Los
cambios en éste sentido se hicieron mas evidentes, al ser ratones recién destetados,
en los que la ganancia de peso corporal de estos animales cuando estan sanos, se
produce mas marcadamente que en el estado adulto. En el primer pase, el peso
promedio de cada animal fue mayor con respecto al segundo y tercer pase de virus,
con diferencias significativas (p< 0.001), mientras que para los animales controles, sin

inocular, en los distintos pases virales se produjo en ellos una ganancia de peso
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normal y uniforme. La Tabla 21, muestra la variacién del peso corporal (gramos) de

los ratones en este estudio de patogénesis.

Tabla 21. Variacion del peso corporal (g) y de la unidades de hemaglutinina en los pulmones de
los ratones inoculados y controles en cada pase del virus influenza A/ Sydney/ 5/ 97(H3Ny).

Inverso del titulo
hemaglutinante.

Medias ajustadas del peso corporal (g) *

Pase Controles Inoculados Rango de valores (u)**
1 18.47+0.028 n. s. 17.39 + 0.084(a) 2/4
2 18.44+0.064 n.s. 16.81 + 0.056(b) 4/8
3 18.28 + 0.021n. s. 16.42+ 0.042(b) 32/64

*Test de Duncan: letras desiguales difieren significativamente para p<0. 00lentre cada pase. (n. s.: no significativo)
**|Inverso de los valores en que fluctuaron los titulos HA, equivalentes a unidades hemaglutinantes.

La deteccion de hemaglutinina en las muestras de los pulmones de los ratones
inoculados con el virus (Tabla 21), sirvi6 también de guia para las afectaciones que
causo el virus influenza en el curso de la infeccion experimental, lo cual coincidié con
lo descrito por otros autores (Neirynck et al., 1999; Johansson et al., 2002).

La histopatologia de los pulmones de los animales sanos y de los inoculados con el
virus, en diferentes pases virales, confirmaron los hallazgos virolégicos anteriores,

cuyas imagenes aparecen a continuacion.

Vasos conaestivos

Area de enfisema

Figura 14. Corte de tejido pulmonar de ratén sano del grupo control negativo en el tercer pase. El

parénquima alveolar dentro de los limites normales (100x, H/E).

La foto que aparece en la Figura 14, corresponde a la muestra de tejido de un pulmoén
de los animales que pertenecid al grupo control, aquellos que no fueron inoculados

con virus influenza. Se aprecia la estructura nomal del tejido pulmonar, que permite
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establecer la comparacion, con las imagenes del tejido pulmonar de los ratones

infectados con el virus (Figuras 15, 16, 17 y 18 respectivamente).

I Congestion septal

Parénquima engrosado.
Engrosamiento septal

Figura 15. Corte de tejido pulm ulado con virus en el tercer dia del primer pase. Se
evidencia un aumento de la celularidad en el tabique interalveolar (100x, H/E).

Células redondas mononucleares.

Area de marcada congestion
septal

Figura 16. Tejido pulmonar de ratén inoculado con virus, al quinto dia del segundo pase. La imagen
muestra neumonia intersticial, presencia de elementos inflamatorios que obliteran el espacio aéreo y
ejercen traccidn sobre la pared rompiendo los espacios aéreos (400x, H/E).

Zona de hiperplasia papilar del
enitelio bronauial

Figura 17. Tejido pulmonar de raton inoculado con virus influenza correspondiente al tercer dia del tercer

pase. Se advierte la pérdida de la estructura normal del tejido (400x, H/E).
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Se observo también una marcada congestidon septal en los tejidos de los pulmones de
los animales inoculados (Figural7), caracterizada por un incremento de la celularidad,
por encima de los limites histologicos normales (2 o 3 capas). En la Figura 18 se
aprecia el avance de los dafios en el tejido del pulmén, que provoca la infeccion del

virus influenza.

Figura 18. Corte de tejido pulmonar de ratén inoculado con virus influenza al quinto dia del tercer pase. La
imagen muestra neumonia intersticial severa. Se observa consolidacién inflamatoria intersticial, con
espacios aéreos totalmente obliterados. Se aprecian células redondas mononucleares. Existe una
distorsion intensa de la arquitectura normal del tejido pulmonar del ratén (400x H/E).

Otras alteraciones observadas en los diferentes cortes de pulmones de los animales
inoculados con el virus influenza, consistieron en hemorragia intrabronquial, vasculitis,
inflamacion pleural, descamacion de células bronquiales, propio de una neumonia
ligera. En algunos pulmones de los ratones del grupo control, se detectd enfisema
pulmonar y hemorragias intersticiales (Figura 15). Estos hallazgos, se atribuyeron
fundamentalmente a los traumas que se pueden originar durante el sacrificio de los
animales. El conjunto de signos y sintomas que caracterizaron la patogénesis viral en
los ratones, avalaron la pertinencia del biomodelo experimental de gripe en la Linea
Balb/C de ratén, cuando se inocularon por la via intranasal, con la cepa Influenza A/
Sydney/ 5/ 97(HsNy). Estos resultados del material de partida, sirvieron de base para
iniciar los ensayos en que se evalud la accion del extracto para proteger a estos

animales de los efectos de la gripe.

IV.5.1-Evaluacion del BLBu en el biomodelo experimental de gripe.
Los ratones infectados con el virus influenza, experimentaron una pérdida de peso

corporal durante el periodo que transcurre la evolucion clinica de la gripe o influenza
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gue les causo el virus, en comparacion con los animales enfermos y tratados con el
BLBu (Tabla 22). Esta tabla refiere los datos fundamentales de la evaluacién del BLBu
en el biomodelo de gripe. En la misma se muestran los resultados de la variante
experimental A: reciben extracto 175 mg/Kg de peso, por la via intranasal u oral luego
del reto con 10DIEso de influenza y de la variante B: reciben extracto 50 mg/Kg de
peso, por la via intranasal u oral luego del reto con 10 DIEsy de influenza. En ambas
variantes (A y B) de tratamiento con el BLBu, los ratones del grupo control positivo de
virus (), experimentaron una pérdida de peso corporal con significacion estadistica.

Tabla 22. Peso inicial, final e incremento peso promedio (g) en los animales infectados vy

tratados con BLBu (I y Ill), los controles de virus (l) y del extracto BLBu (IV), por ambas vias de

administraciéndel extracto.

G 10DIEsg BLBU Via intranasal Via oral
rupo
P Pi+DS | Pf+DS | Ip+DS Pi+ DS Pf+DS | Ip% DS
I 10DIEsp | - 164 = 152 -12+1.1 16.3+0.4 154 +0.7 -0.95+
(25 pL) 0.5 0.9 b 0.8 b
1 10DIEsp 175 16.2 = 180 1.8+ 04 16.3+0.4 176 +0.4 1.3 %
(25 pL) mg /kg 0.6 0.6 a 06a
" 10DIEsp 50 159 = 178 = 1.9+0.7a 16.3+0.5 175+ 0.6 1.2 +
(25 pL) mg/kg 0.5 0.7 09a
v - 175 16.1+ 180 + |1.9+06a 16.4+0.5 17.3+05 |10
mg/kg 0.3 0.5 0.8a

Leyenda: letras diferentes en el peso promedio indican significacion estadistica en el Test de Duncan con p< 0.05.
Pi: Peso inicial promedio; Pf: Peso final promedio; Ip: Incremento de peso promedio. DS: desviacién estandar.

En contraste, los grupos que recibieron el extracto y estaban infectados con el virus
influenza y los pertenecientes al grupo control de BLBu, que solamente recibieron el
extracto (IV), mostraron una ganancia de peso corporal normal. Todo lo anterior, fue
corroborado por el analisis estadistico, que no arrojo diferencias significativas entre

ultimos grupos.

Las variaciones del peso corporal, en los animales infectados con el virus y tratados
con el extracto de granada y los ratones del grupo control negativo, que recibieron
exclusivamente la maxima concentracion del BLBu (175 mg/Kg peso/dia) en
comparacion con los controles positivos de virus influenza, constituyeron un resultado

muy importante, al poner a relieve el efecto protector al dafio que ocasiona el virus
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influenza en los animales, particularmente en el desarrollo biolégico normal de los
animales infectados con este virus. Los resultados del estudio anatomopatologico
confirmaron lo comentado anteriormente (Figura 19). Como se puede apreciar en la
figura 19 (a), en la imagen del tejido pulmonar de los ratones que enfermaron y fueron
tratados con el BLBuU, se puede observar el parénquima alveolar, el que permanece
dentro de los limites normales, muy similar a las imagenes de los tejidos del pulmén
normal, mostrada en la Figura 15. Todo esto, habla a favor de la recuperaciéon del

tejido pulmonar en los animales enfermos, luego del tratamiento con el BLBu.

Figura 19. Laimagen (a) corresponde a un corte de tejido pulmonar de los ratones infectados con
el virus influenza A, al quinto dia de tratamiento, por la via oral, con el BLBu (175 mg/Kg/dia).
Nétese la recuperacién del tejido en contraste con la imagen (b) que muestra a un corte de
tejido pulmonar correspondiente a los ratones infectados sin tratamiento. Se aprecia la marcada
congestion septal y la pérdida de la estructura normal (100x, H/ E).

En la Figura 19 (b), contrasta con la imagen mostrada en (a), la marcada congestion
del tejido pulmonar, propio del dafio que ocasiona el virus influenza en los pulmones
de los animales infectados experimentalmente. Apoyaron las evidencias anteriores, la
sintomatologia clinica de los animales del grupo infectados con el virus influenza que
enfermaron y no se trataron con el BLBu (Tabla 23). En esta tabla aparece la
variacion del niumero de animales con signos y sintomas clinicos, en particular:
erizamiento, respiracion agitada y letargo (puntaje 3, Tabla 4). Estos signos y
sintomas clinicos en los ratones, disminuyeron en su presentacion, luego que los
animales recibieron el tratamiento diario con el BLBu. Notese en dicha Tabla 23, las
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diferencias de porcientos en los grupos tratados por ambas vias de administracion
del BLBU (Il y 1ll), comparado con el control de virus (I), en cuyo grupo se observé un

elevado porciento de animales con los sintomas antes descritos.

Tabla 23. Porciento de ratones que presentaron los sintomas clinicos* en los grupos infectados
con virus influenza (1), los infectados con influenzay tratados con 175y 50 mg/Kg/ dia (Il'y IIl), y
los tratados con BLBu 175 mg/Kg/ dia (IV) por ambas vias de administracion del extracto,

durante cinco dias.

% (ratones con sintomas)* % (ratones con sintomas)*
Grupo Via intranasal Via oral (%)
Tercer dia Quinto dia Tercer dia Quinto dia

Control virus 95 95 70 60
0]

175mg/Kg/peso 60 0 0 15
()

50mg/Kg/peso 55 90 50 80
()

Control BLBu 0 0 0 0
(V)

*Puntaje 3: erizamiento, respiracion forzada y letargo.

La presencia de hemaglutinina, proteina marcadora del virus influenza en las
muestras de pulmones de los animales infectados y tratados con el BLBu, de las
variante A y B, con respecto a los ratones enfermos del grupo control de virus, al

guinto dia de evolucion clinica, se comporté como aparece en la Tabla 24.
Tabla 24. Titulos hemaglutinantes de las muestras de pulmones de ratones infectados con virus
influenza (1), los tratados con el BLBu (Il y 1ll) y los tratados con BLBu (IV), por ambas vias de

administracién, al quinto dia de tratamiento.

Variantes de tratamiento
Intranasal (A) Oral (B)
Grupos Titulo HA Suma de Titulo HA Suma de
(u HA) rangos (u HA) rangos
| (control virus) 32 1.44a 32 1.17a
Il (175mg/Kg/ dia) <2 0.11c 4 0.53c
Il (50mg/Kg/ dia) 8 0.82b 8 0.82b
IV (175mg/Kg/dia) <2 0.11c <2 0.11d
Sx =0.007*** Sx =0.005***

Las letras diferentes en la suma de rangos indican significacion estadistica para p<0.05.

En el caso que se calculé el titulo hemaglutinante (HA), este fue < 2 unidades y

coincidié cuando no se observo el fendmeno de hemaglutinacién, durante la lectura
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de resultados. Acerca de esto ultimo, consideramos que es negativo el titulo HA o
equivalente a cero. La técnica de hemaglutinacion por tanto, permitio verificar de
manera rapida y barata la presencia o0 no de virus influenza en las muestras de
pulmones estudiadas. Vale comentar que la sensibilidad de esta técnica es
relativamente baja. No obstante, cuando se les calculé los titulos infectivos virales, a
las muestras referidas anteriormente, estas mostraron indices de reduccion de la
infecciosidad, incluso mayores de cien, los que confirmaron la actividad antiinfluenza
del BLBu (tabla 25). Se conoce que el titulo infectivo es una técnica altamente
sensible, ya que tedricamente, una particula infecciosa, es capaz de iniciar la
infeccidén (Burlesson, 1992; Lennette, 1992). La disminucién de la infectividad resulto
definitoria en la evaluacién de la accion antiviral del BLBu, al arrojar indices de

reduccion de la infectividad muy cercanos o mayores de cien.

Tabla 25. Indice de reduccion de lainfectividad en las muestras de pulmones de los ratones
infectados con Influenza A/sydney/5/97(HsN,). Control de virus (1), tratados con 175y 50
mg/Kgpeso/dia (Il y 1ll) y control de BLBu (IV).

Via de tratamiento 10 DIEs, /indice de reduccion de la DIEs
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
Intranasal 10 % 102" /199.5 10°%°/3541 | -------
Oral 10 % 10%% /251.2 10%4 /1676 | -

En las muestras procedentes de tejido pulmonar de los ratones que fueron infectados
con virus y posteriormente tratados con el BLBu, por ambas vias de administracion
de este extracto, se produjo una reduccién importante de la infectividad para los
embriones de pollo. A su vez, en los ratones tratados con el BLBu, se acorto el
periodo de tiempo en que fueron evidentes los signos y sintomas clinicos, verificados
en el biomodelo de la infeccion experimental con el virus influenza que sirvié de base
para la evaluacion farmacologica de este extracto. Las imagenes de los pulmones de
los ratones que se infectaron y trataron con el BLBu, mostraron una apariencia similar
a las de los tejidos de los pulmones de los ratones del grupo control negativo de virus,
gue solamente recibié el BLBuU.

A pesar que no se logré eliminar totalmente la infeccion del virus influenza en los
ratones tratados con el extracto, cuando el BLBu se administr6 posterior a la

infeccidén, se puso en evidencia una mejoria clinica y evolucién favorable en los
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animales bajo tratamiento. Lo expresado con anteriorioridad se sustenté al
constatarse una recuperacion clinica de los ratones tratados con el BLBu, por ambas
vias de administracion del extracto, si se tiene en consideracion los diferentes
parametros que fueron evaluados para verificar la eficacia del extracto evaluado, en
este biomodelo experimental.

Cuando el tratamiento se realizé con la menor concentracion del extracto BLBu, por
la via oral, se produjo una reduccion de los valores de infecciosidad, aunque los
analisis estadisticos de estos no fueron significativos. De acuerdo a los resultados
alcanzados, se considera que las variantes que emplearon la dosis para el tratamiento
de 175 mg/Kg de peso/ dia, resultaron eficaces por ambas vias de administracion del
BLBu para acortar la clinica, disminuir la carga viral y recuperar los tejidos del dafo
gue les provoco el virus al tejido pulmonar de los ratones. Los tratamientos por ambas
vias, mostraron también en éste biomodelo, una dependencia de la concentracién del
extracto BLBu, para mostrar su accion antiviral. Este criterio fue respaldado por los

analisis estadisticos a los diferentes parametros evaluados.
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V- Discusion.

V.1 — Parametros de calidad del extracto liofilizado de granada (BLBu).

La utilizacion de los extractos naturales para combatir diferentes afecciones ha sido
retomada como una via para aliviar y curar diversas enfermedades. La busqueda de
nuevos medicamentos, entre los que estan los antivirales, requiere una rigurosa
identificacién y caracterizacion del material de partida. Cuando este requisito no se
cumple, puede que no se observe el efecto deseado, se refieran datos errébneos en
cuanto al extracto / planta que se evalla y se produzcan graves intoxicaciones o
muertes (Moron y Levy, 2002).

En los ultimos afos, la especie vegetal Punica granatum L., ha sido ampliamente
estudiada y son muy valiosas y variadas las propiedades farmacologicas que se le
atribuyen (Dass et al., 1999; Gracious et al., 2001; Chimdambara et al., 2002; Noda
et al., 2002; Suddessh y Vijayalakshmi, 2005 y Sanchez-Lamar et al., 2005). En este
sentido, las dos ultimas referencias, son estudios acerca de la capacidad de extractos
preparados con las frutas de la granada, en su accidén protectora frente al estrés
oxidativo. En concordancia con esto, a los componentes quimicos que se le detectan
a estas frutas, se le adjudican propiedades antitumorales. En estos trabajos, se
refieren a ciertos componentes quimicos presentes en dichas frutas, como los
responsables de la accion farmacoldgica.

El extracto liofiizado BLBu, preparado a partir de frutas de Punica granatum L.
(granada), presenta en su composicidon quimica grupos amino, fenoles, mucilagos,
glucésidos, taninos, antocianinas y flavonoides del tipo pirocatecélicos. EL estudio
fitoquimico que se le realizé a este liofilizado, coincidié con lo informado para otros
extractos de origen vegetal, provenientes de diversas familias de plantas y que han
mostrado actividad antiviral y antiinfluenza en particular (lvancheva et al., 1992;
Serkedjieva y Manolova, 1992; Petica et al., 1994; Nagai et al., 1995 a y b; Hayashi et
al., 1996 y Serkedjieva et al., 2000). Estos investigadores, responsabilizaron a los
polifenoles del tipo flavonoides y taninos, como los responsables de la actividad
antiinfluenza detectada por ellos.

Numerosas investigaciones acerca de las propiedades farmacolégicas de los

productos naturales en los Estados Unidos de Norteamérica y en Japdn, han sido
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protegidas mediante patentes. Al respecto, M. Tempesta investigo la actividad antiviral
de una mezcla de polimeros de proantocianidinas, aislados de plantas de la especie
Calophylum. Esta mezcla resulté activa in vivo e in vitro contra influenza A, By C y el
virus sincitial respiratorio. En ella fue identificado como componente mayoritario, una
estructura quimica del tipo flavonoide, Patente No. 5211944, de la Shaman
Pharmaceuticals, Inc. (Tempesta, 1993).

En el BLBu, el porciento de solidos totales del liofilizado, equivalentes al 99%,
permitieron conocer la baja cantidad de sustancias volatiles presentes en éste, tanto
en el extracto hidroalcohdlico de partida, como con el que se preparo el liofilizado.
Este dato resulté de gran importancia y utilidad para la normalizacion del proceso de
preparacion del BLBu. Por otra parte, el tamizaje fitoquimico del BLBu, detecto la casi
totalidad de compuestos contenidos en el extracto hidroalcohdlico de partida para
preparar el liofilizado. Estos resultados pueden servir de base a los farmacologos para
el ajuste de la dosis de un medicamento elaborado a partir de materiales vegetales.
Ademas, las caracteristicas polares que posee el BLBuU, facilitan su solubilidad en
agua. Este es un requisito indispensable que debe cumplir un medicamento antiviral,
pues le permitira acceder mas facilmente a la célula infectada y alli ejercer su accién
(Stuart-Harris et al., 1985).

En esta investigacion se conocié también que el BLBu, al menos en el rango de
concentraciones empleadas en este trabajo, no aglutina los glébulos rojos de las
diferentes especies animales, incluidos los eritrocitos de humanos. No obstante, se
encontré que a concentraciones mayores de 500 pg/mL y 37°C de incubacién, es
capaz de aglutinar estas células in vitro. Este comportamiento pudiera explicarse por
el alto contenido de mucilagos que posee el fruto de la granada, que estan presentes
en elliofilizado. Al BLBu, tampoco se le detectd capacidad hemolitica para los tipos de
glébulos rojos que emplearon en esta investigacion y en el rango de concentraciones
utilizados en los diversos ensayos. Estos hallazgos fueron de inestimable valor, pues
la literatura especializada refiere que ciertos extractos de origen vegetal, pueden
aglutinar o provocar la lisis de los glébulos rojos de diferentes origenes in vivo y tener
otros efectos adversos, en caso que se preparen medicamentos herbarios a partir de

ellos. Con respecto a esto, otros investigadores, cuando estudiaron el extracto SP-
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303, proveniente de la familia Euphorbiceae, encontraron el inconveniente que
aglutinaba los hematies, lo que les impidié continuar dicha investigacion (Wyde et al.;
1993).

El BLBuU presento valores de pH que estuvieron en el rango acido, entre cinco y seis.
Resulta de gran utilidad conocer el pH del extracto a estudiar como antiviral, por el
papel que juega éste, en la multiplicacion viral. En el caso del virus influenza, resulta
crucial que se mantenga el pH del medio en el rango de acidez adecuado
(Kostolansky et al., 1988; Bui et al., 1996). Otros virus requieren también de valores
de pH oOptimos, para iniciar su replicacion. Tal es el caso del virus Semliki Forest, en el
gue la proteina transmembrana E1, necesita de un pH medianamente &acido para
llevar a cabo la fusion viral. Algo muy similar ocurre con el virus Sindbis y el virus de la
estomatitis vesicular, en los que ligeras variaciones del pH del medio, pueden impedir
la replicacion estos (Kaserman y Kempf, 1996). El virus Influenza, precisa de un pH
entre 5 y 5.5 para llevar a cabo los pasos iniciales del ciclo de multiplicacion
(Kostolansky et al., 1988). Estos autores plantearon que las proteinas que conforman
las particulas de virus influenza, experimentan cambios conformacionales que se
traducen en alteraciones de la permeabilidad de la membrana viral, a valores de pH 5,
con la consiguiente formacion de poros y canales ionicos, durante la fase de
desnudamiento del virus en el ciclo replicativo. Estos canales ionicos provocan la
fusion de las membranas del virus y del endosoma, lo que facilita el desnudamiento y
liberacion del material genético en el citoplasma de la célula. Los valores de pH
encontrados al BLBu, apuntan a que el este extracto proporciona acidez al medio en
gue se encuentre y este es un factor que favorece la multiplicacién del virus influenza.
Estos datos permitieron concluir que la actividad antiviral encontrada para el BLBu, se
deben a otros mecanismos de accion antiviral y no a la accién adversa del pH del
medio, que hubiese impedido los eventos antes referidos.

Resulté de gran valor no detectarle al BLBu glicésidos cardioténicos. Esto se verifico
en el extracto acuoso producto de la rotoevaporacion, a partir del cual se preparo el
liofilizado. La importancia de este resultado se justifica por los posibles efectos
toxicos que podrian provocar estos compuestos quimicos a los hospedantes utilizados

en los ensayos antivirales.
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Los estudios de toxicidad realizados al BLBu, en los que se emplearon diversos
modelos, in ovo, in vitro e in vivo, mostraron baja toxicidad para éste (Caballero, 2001;
Casadelvalle, 2004 y Sanchez - Lamar, 2005). El valor de la concentracion citotdxica
media (CCsp) del BLBu, calculados en este trabajo para la linea celular MDCK,
coincidié con el informado anteriormente (Caballero, 2001). Este autor, que evaluo el
efecto citotoxico de este extracto en estas células, mediante la técnica del MTT y
durante 3 dias de tratamiento, obtuvo valores de CCso= 460+69 pg/mL, los cuales
son cercanos a los 40059 pug/mL estimados en esta investigacion. Los estudios de
toxicidad del BLBu in vivo (Morton, 1981) han indicado que es necesario emplear altas
concentraciones de este extracto para que resulte téxico, al menos en los modelos de
rata Wistar y ratones OF1 empleados en otras investigaciones asi como para los
ratones Balb/C, empleados en esta investigacion. Los resultados referentes a la
toxicidad del BLBu son cercanas al rango de concentraciones informados para un
extracto vegetal preparado a partir de la planta P. orbicularis, que fue evaluada en
diferentes lineas celulares (del Barrio y Parra, 2000). Es bueno sefalar que las CCsg
obtenidas por estos autores, diferian en cada sistema celular. Asi, para la linea
MDBK fue de 262+12.7 pg/mL, para Hep-2 de 144+3.6 pg/mL, para HelLa de
212+8.37 ug/mL y para la linea FPH fue de 669+36 pg/mL. Ellos concluyeron que
para el extracto de P. orbicularis, la toxicidad in vitro variaba en las diferentes lineas
celulares que emplearon. Estos hallazgos, justifican la necesidad de evaluar la
toxicidad de un candidato a medicamento herbario en diferentes hospedantes, in vitro
e in vivo, de ser posible y realizar los estudios antivirales con dosis sub - toxicas para
el hospedante.

V. 2- Accion antiviral del BLBu en embriones de pollo.

Las investigaciones de farmacos antivirales requieren el uso de un patron de
comparacion, siempre que sea posible (Serkedjieva y Zgorniak-Nowosielska, 1993;
De Clerq, 1995). El clorhidrato de amantadina se emple6 en esta investigacion, con
éste fin. La amantadina, cuyo blanco fundamental es la proteina M2 del virus
influenza, constituye uno de los primeros medicamentos licenciados para el
tratamiento de la gripe producida por el virus influenza y hoy dia aun se prescribe con

ese fin (VADEMECUM, 2005). La amantadina se ha visto implicada también en una
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accion antiviral en las fases tardias del ciclo replicativo del virus influenza, relacionado
con la maduracion del virion y la incorporacion de la molécula de hemaglutinina a éste
(Shihman y Yeung, 1988; Ruiigrok et al., 1991; Kasermann y Kempf, 1996). Otro
antecedente que tiene gran valor para fundamentar la seleccion de tomar la
amantadina como antiviral control en la evaluacion inicial del BLBu, fueron los
resultados del estudio de Serkedjieva y Zgorniak-Nowosielska, ellos probaron la
accion aislada 'y combinada del extracto SHS-174 con la amantadina. EI SHS-174, es
una infusién liofilizada preparada con varias plantas superiores y la amantadina sirvié
como patrén positivo de la actividad a evaluar. Este estudio se realiz6 in vitro, frente a
cepas de virus influenza de los subtipos (HiN;) y (HsNy). Estos autores, observaron
una accion antiviral sinérgica al combinar el SHS-174 con la amantadina, lo cual se
evidencié por los altos indices de reduccién de infectividad viral (Serkedjieva y
Zgorniak-Nowosielska, 1993)

Las concentraciones subtdxicas del BLBu y de la amantadina, que fueron empleadas
en esta investigacion del BLBu, provocaron porcientos de mortalidad en los embriones
de pollo tan bajos, que resultaron muy cercanos a los del agua estéril utilizada. No
obstante, se demostr6 que el BLBu, pudo ejercer su actividad antiviral a
concentraciones sub — toxicas, con la ventaja de la baja mortalidad por efectos
toxicos en la poblacion tratada. Todo esto indico la factibilidad de continuar los

estudios de este liofilizado.

V.2.1- Estudios antivirales del extracto BLBu en embriones de pollo.

Los embriones de pollo han sido universalmente utilizados para la evaluacion de
farmacos, por lo que el saco alantoideo y la membrana corioalantoidea del embrion de
pollo, han sido exitosamente empleadas para investigaciones de farmacos antivirales
(Inoi et al., 1985; Serkedjieva y Manolova, 1992; Nagai et al., 1992; Serkedjieva,
1995).

Con el BLBu, se observd un efecto antiviral in ovo sobre la multiplicacién del virus
influenza, para los tipos de influenza A y B. Se constataron reducciones en la
infectividad del virus en mas de dos logaritmos, que se traducen en indices de

reduccion de la infectividad mayores de cien, todo esto cuando el virus se replico en
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el saco alantoideo de los embriones de pollo y mas marcado aun, cuando este
extracto BLBuU se administro antes del reto viral. El BLBu provoco reducciones de + 2
logio de los titulos infectivos (DIEsp), incluso cuando fue administrado una hora
posterior a la infeccion, lo que representd indices de reducciéon de la infectividad
mayores de cien, resultados que fueron interpretados como neutralizantes del poder
infectivo viral, tanto en embriones de pollo, como en animales de laboratorio
(Lennette, 1992; Burlesson et al., 1992). Lo planteado con anterioridad es comparable
a la accién de un producto obtenido de la planta Croscomaeflora lemoine, cuyo
principio activo inactivé al virus influenza, con una reduccion significativa de la
infectividad. ElI efecto antiviral del mencionado producto, fue dependiente de la
concentracion y del tiempo de aplicacion (Inoi, 1985). Otros investigadores que han
evaluado la actividad antiviral a través de la reduccion de la infectividad en embriones
y cultivos celulares, han constatado reducciones significativas de los titulos infectivos.
Ejemplo de ello, es el estudio de un complejo polifendlico frente a la cepa A/Rostock
(H7N1) en cultivos de fibroblasto de embrién de pollo. En dichas células, este complejo
polifendlico, provocd la inhibicion de la expresion de hemaglutinina, la neuraminidasa
y la sintesis de proteinas. Todo lo anterior, se interpret6 como expresion de la
inhibicion de la replicacion del virus in vitro. En este mismo sentido, otros
investigadores estudiaron la accion in vitro de la infusion liofilizada de flores de la
planta Verbascum thapsiforme Schrad contra diferentes cepas de influenza A. Los
resultados arrojaron una disminucién de los titulos infectivos virales entre uno y tres
logaritmos (Zgorniak et al., 1991). Por dltimo, un flavonoide aislado de las hojas de la
planta Scutellaria baicalensis, fue evaluado en embridon de pollo y en células MDCK,
frente a dos cepas de influenza A. Este flavonoide, provocé una inhibicién de la
actividad de neuraminidasa viral (Nagai et al.,1992).

Para el BLBu, se observo que la respuesta al tratamiento con 2 mg/mL del extracto,
antes y después de la infeccion de los embriones de pollo, resultd eficaz frente a
diferentes dosis infecciosas del virus influenza. Este efecto resulté dependiente de la
concentracion del extracto. Cuando el BLBu se suministr6 antes o después de la
infeccién, se observé actividad antiinfluenza y los resultados de los analisis

estadisticos, asi lo confirmaron. Vale destacar, que el BLBu, estuvo bajo la influencia
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de diversos factores metabdlicos propios del medio en que esta inmerso el embrion
de pollo, que bien hubiesen podido inactivar, degradar o activar, en fin modificar su
capacidad antiviral. EI hecho que la accidn antiviral se produjo una hora antes y una
después del reto viral, induce a pensar que la accién antiviral detectada aqui, tenga
lugar en los pasos iniciales del ciclo de replicacion, relacionado con la adsorcion y/o
penetracién del virus influenza. Los resultados de los ensayos en embriones de pollo,
cuando el extracto fue suministrado una hora antes del reto viral y los de la accién
virucida directa, pudieran explicar estos planteamientos y constituyeron hallazgos
fundamentales en el estudio del BLBu.

Cuando se estudian antivirales contra influenza, un obstaculo de importancia a tomar
en consideracion son los cambios antigénicos que experimentan la hemaglutinina
(HA) y la neuuraminidasa (NA) del virus (Belshe, 1989; Médico Interamericano, 1995;
Hampson, 1997; De Jong, 2005). Se conoce que estas variaciones de las proteinas
de superficie del virus, pueden generar variantes virales resistentes al farmaco
(Ruiigrok et al., 1991; Bizebard, 1995; Lipatov et al., 2004; Osterholm, 2005). Algunos
autores refieren que, en la aparicion de cepas resistentes y sensibles a la amantadina,
la hemaglutinina del virus, juega un papel fundamental, al influir de manera indirecta
en la susceptibilidad a la droga. Tal es el caso de cepas de influenza con
hemaglutinina tipo7 (H7), frente a la accion de éste antiviral. La actividad de la
amantadina trasciende a las fases tardias del ciclo replicativo e implica a la HA
(Riiugrok et al.; 1991). Para esta proteina del virus influenza, los cambios en uno o
varios residuos de aminoacidos en su estructura primaria, originan variantes que
pueden ser resistentes a las drogas y a los anticuerpos (Stuart-Harris et al., 1985;
Bizebard, 1995; Kasermann Y Kempf, 1996). Lo anterior se explica, porgue la unién
de la hemaglutinina al receptor de acido siélico, tiene lugar por un bolsillo poco
profundo, cuyos residuos de aminodcidos constituyen sitios que son fundamentales
para que se inicie el ciclo replicativo de este virus y este paso es un blanco perfecto
de drogas antivirales (Lentz, 1990; Bizebard et al., 1995). Por ésta razon, es
necesario incluir en los estudios de antivirales, cepas de virus influenza con diferentes
tipos de HA y NA, ya que al estudiar la acciéon de extractos vegetales, se pueden

detectar respuestas diferentes (Nagai et al., 1995 b). Tal es el caso de los estudios
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con los extractos de la planta Sanicula europea L., frente a las cepas de influenza Ay
B. Los investigadores detectaron accion antiviral frente a las del tipo A pero no para
las del tipo B. Cuando ése mismo extracto, fue probado frente a la cepa
AlVictoria/1/75(H3N2), provoco la aparicion de placas microscépicas del virus en las
células MDCK. Esta respuesta, pudiera estar relacionada con cambios en la virulencia
de la cepa, luego del tratamiento con el extracto de la planta Sanicula europea L.,
(Turan et al., 1996). Todo lo antes expresado, hace que la busqueda de drogas
antivirales de amplio espectro, sea una necesidad que crece por dia y justifica las
investigaciones en este campo (Ostheraus y de Jong, 1999; Lipatov et al., 2004;
Osterholm, 2005).

En este estudio del BLBu, se encontré6 que las cepas de virus influenza A y B
estudiadas, mostraron reducciones significativas de sus titulos infectivos (DIEsp), tanto
las de referencia como los aislamientos nacionales de influenza A, aspecto muy

importante para estudios futuros de este extracto de granada.

V.2.2- Actividad virucida directa del BLBu frente al virus influenza A.

En los extractos procedentes de plantas, a los alcaloides, flavonoides y fenoles, se
les atribuyen actividad virucida extracelular para los virus envueltos. Para el caso de
los virus desnudos, sin embargo, la accion virucida es intracelular (Berghe et al.,
1984). Estos autores les adjudicaron a flavonas y glicésidos flavonoides, afinidad por
las proteinas virales y a juicio de ellos, estos compuestos ejercen su accion en el
paso de adsorcion de los viriones a la célula hospedera. Para el BLBu, el estudio
fitoquimico arrojo un alto contenido de flavonoides y probablemente opere en su
accion antiviral virucida un mecanismo similar al descrito con anterioridad, ya que el
virus influenza es envuelto. Dado la variada composicion quimica del BLBu, quizas
ésta no sea la Unica via por la que ejerce la accion antiinfluenza observada durante
esta investigacion.

Los ensayos de la accion virucida directa del BLBu, frente a la cepa de virus
Influenza A/Mississippi/1/85(H3Nz), permitieron concluir que la mejor variante de
tratamiento con este extracto liofilizado fue la que utiliz6 125ug / mL y un tiempo

minimo de 15 minutos, con independencia de la temperatura que se utilizé en los
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mismos; este resultado que fue de gran utilidad para profundizar en el mecanismo de
accion antiinfluenza del BLBu.

En otra investigacion realizada por O. Caballero, éste evalu6é una fraccion quimica
denominada REA. Esta fraccion, rica en flavonoides y preparada a partir del extracto
BLBu, exhibié una accion virucida directa en la linea MDCK, contra la cepa del virus
Influenza A/Victoria/3/75(H3N3). Esta fraccion, cuando fue evaluada en dicha linea
celular, produjo la reduccion de mas de 3.2 logio del titulo infectivo viral. Segun este
autor, la accién antiviral de REA, fue dependiente de la concentracion (Caballero, O.,
2001). Estos resultados contribuyeron a confirmar los encontrados para el liofilizado
BLBu, en esta investigacion.

El estudio de las proteinas totales mediante SDS-PAGE, diferentes cepas del virus
influenza para estudiar la accion virucida directa del BLBu, demostré luego del
tratamiento con el extracto, la presencia de las proteinas PA, NA, HA1, HA2 y M2, las
gue son constitutivas del virus. Se verific6 que no se produjeron diferencias en los
patrones electroforético de las cepas del virus influenza tratadas con el BLBu y las no
tratadas, que se utilizaron como controles. Este resultado fué sustentado por los
densitogramas correspondientes a las diferentes corridas, los que permitieron los
célculos de los pesos moleculares de las bandas de proteinas de las diferentes
corridas. El patron electroforético y los pesos moleculares estimados para las
respectivas bandas de proteinas de las diferentes cepas de influenza, utilizadas en
esta investigacion, coincidieron con los encontrados por otros autores para éste virus
(Kristova et al., 1987; Pérez, 1989; Haslam, 1990). Los perfiles electroforéticos
obtenidas en este estudio, fueron muy similares a los mostrados en otros trabajos,
sé6lo con ligeras diferencias en los pesos moleculares estimados (Kristova et al., 1987;
Kingsbury, 1996). Estas diferencias podrian explicarse por la variabilidad de los
antigenos de superficie del virus influenza, entre ellos, la HA y quizas a condiciones
experimentales distintas con respecto a los de los autores antes citados.

El perfil de corrida obtenido para las cepas Habana y Holguin, aislamientos cubanos,
resulté en nuestro caso muy similar al mostrado en otro estudio electroforético de
cepas de influenza (Pérez, 1989). En otros estudios con antivirales, se ha referido

también actividad virucida contra el virus influenza, pero en tales casos se ha
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producido la destruccién de las proteinas superficiales del virion, cuestion que ha
explicado la accién antiviral referida (Luo, 1997). Este resultado permitié conocer que
luego del tratamiento directo con el extracto BLBu, no ocurre la destruccion de las
proteinas constituyentes del virus influenza.

La corrida electroforética del extracto BLBu, éste no mostr6 bandas de proteinas,
aspecto que favorecio el analisis de la accién antiviral de este extracto frente al virus.
Los grupos amino encontrados al BLBu en el tamizaje fitoquimico, posiblemente
pertenezcan a péptidos o polipéptidos de bajo peso molecular que contiene este
extracto, los que no fueron detectables en este estudio. En las electroforesis de las
muestras virales controles y las tratadas con el BLBu, se encontraron proteinas en
el rango de 16-68 kDa para el % de acrilamida empleado. En este resultado, se
incluyeronn las proteinas del huevo, ya que estas son parte integrante del embrion de
pollo y que fue el hospedante donde se replico el virus. Estas proteinas no fueron
eliminadas totalmente en el proceso de preparaciéon de las muestras, con relacion a
esto Ultimo, se ha verificado que para los virus envueltos, inclusive en muestras
virales purificadas rigurosamente, es inevitable un determinado grado de
contaminacion con las proteinas hospederas (Barret e Inglis, 1985).

Para el caso de la proteina Ha, del virus influenza, el patron de corrida coincide con
una proteina propia del liquido alantoideo, razén que a nuestro parecer, no nos
permitid distinguirla. Las HA1 y HA2, se separaron en las corridas y se pusieron a
relieve en los densitogramas correspondientes. Esto fue corroborado por los pesos
moleculares estimados para las bandas de proteinas en los densitogramas. Ya que
HAl y HA2, aparecieron en las electroforesis de las muestras, pero la prueba de
hemaglutinacion fue negativa, podria inferirse que debi6 haber ocurrido un bloqueo o
impedimento estérico por parte del BLBu, que impidié la hemaglutinacion y esto
explicaria la accion virucida directa exhibida por este extracto.

El mecanismo acerca de la accion de los antivirales, propuesto por Lentz en 1990,
podria servir de sustentacion para explicar la accion virucida directo del BLBu. La
explicacién se basaria en la estructura espacial de la molécula de hemaglutinina, en la
que el sitio activo de la molécula reside en un bolsillo poco profundo, donde podria

depositarse el antiviral para producir el bloqueo de su accion biolégica. Algo similar a
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lo que ocurre con los anticuerpos neutralizantes para el virus, los que producen
reducciones cuantificables en la infectividad viral y la inhibicién de la hemaglutinacion
de los virus influenza (Berghe et al., 1985, Lentz, 1990; Burlesson, et al., 1992; Mahy
y Kangro, 1996; Choi et al., 1996). Aqui tiene su expresion mas fiel, el vinculo
estrecho de la estructura con la funcién, tal como lo han sugerido numerosos autores.
En este estudio, se observé también que cuando el BLBu se enfrenté a la cepa
A/Habana/299/ (H3N>), ocurrié la mayor reduccion de titulo infectivo, mas de tres log;o,
en comparacién a su control, para todas las dosis de virus ensayadas. Lo antes
expuesto, concuerda con los resultados informados para los extractos crudos de hojas
y frutos de una planta conocida como guareaguidona (Simoni et al., 1996). Estos
extractos mostraron actividad antiviral contra el virus de la pseudorrabia y provocaron
reducciones del titulo infectivo de 3 logio en tratamientos virucidas contra éste. Otros
estudios de accion virucida, fueron los realizados por Wyde y cols., ellos encontraron
gue el extracto SP-303, redujo 2 logio y mas la infectividad del virus influenza y del
sincitial respiratorio que emplearon (Wyde et al., 1993).

Con respecto a las glicoproteinas de superficie del virus influenza, la hemaglutinina, la
M2 y la neuraminidasa, es a esta ultima, a la Unica que no se le conoce implicaciones
en la formacién de canales ionicos (Késerman y Kempf, 1996). Este evento es
fundamental para que se lleve a cabo la liberacion del virion del endosoma durante la
replicacion. Se conoce que la hemaglutinina participa en este paso, el cual es crucial
para la multiplicacion del virus. A nuestro parecer, la accion del BLBu pudiera
consecuentemente impidir este paso de la replicacion viral

Si tomamos en cuenta que la hemaglutinina es la proteina mayoritaria del virus
influenza, se plantea que por cada 200 espiculas de HA hay solamente una de NA'y,
gue la proteina M2 esta pobremente representada en la membrana de los viriones
(Frankel et al., 1988; Kaserman y Kempf, 1996), entonces pudiera ser que las
alteraciones que produce el extracto BLBu en la hemaglutinina de influenza, inciden
de manera tal en la funcionalidad de esta molécula, que no le permiten al virion
infectar y lograr la replicacién. Esto Ultimo, estd en consonancia con lo planteado por
Stuart-Harris, quién definié la hemaglutinina como el blanco por excelencia para el

desarrollo y basqueda de antivirales contra el virus influenza (Stuart-Harris, 1985). Los
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resultados aqui presentados, permiten concluir que el BLBu tiene una accion virucida
directa relacionada con la molécula de hemaglutinina, que afecta la infecciosidad del
virion de manera irreversible. Esta accion virucida del BLBu, no afecta el patron
electroforético del virus, es dependiente del tiempo y de la concentracion de este

extracto e independiente de la temperatura de tratamiento.

V.2.3-Accion del BLBu sobre la apoptosis inducida por influenza A en las
células MDCK.

Estudios actuales de evaluacion farmacologica de algunas sustancias naturales
procedentes de plantas medicinales o que normalmente incorporamos en la dieta
cotidiana, han sugerido que muchas de ellas intervienen, estimulando o inhibiendo,
el proceso de apoptosis. El frijol de soya, el ajo, el jengibre, el té verde, asi como el
acido brionolitico procedente de Trichosanthes kirilowii var Japonica y la alicina,
proveniente de Alliun sativum, son potentes inductores de apoptosis, contrariamente a
los efectos inhibitorios que muestra el extracto proveniente de Panax ginseng, sobre
la muerte celular programada que inducen las radiaciones en los foliculos del cabello
(Thatte et al., 2000). Se conoce también que la cafeina, presente en el té negro y el
café, es un inductor de apoptosis en cultivos celulares y en modelos animales in vivo
(Dubrez et al., 2001; Jang et al., 2002; Bhattacharyya et al., 2003). Otras sustancias
de origen sintético y de amplio uso en la cura de muchas enfermedades, como la
aspirina (vasodilatador por excelencia), esteroides (actividad antinflamatoria), la
amantadina, la rimantadina y el zamnamivir (antigripales), también han mostrado un
efecto de induccidén de apoptosis, tanto en modelos in vitro como in vivo (Qiao et al.,
1998; Freund, 1999; Hayden, 1999; Sugayay Miura, 1999; Marchetti et al., 2003).
Los virus son patdgenos intracelulares y debido a su capacidad de disparar los
mecanismos efectores de la inmunidad celular, han sido ampliamente utilizados en
investigaciones de induccion e inhibicion de la apoptosis, tanto en animales de
experimentaciéon, como en cultivos celulares (Mori et al., 1995; Aries et al., 2001;
Casadelvalle, 2004).

La fragmentacion del ADN es uno de los eventos caracteristicos de la muerte
apoptotica (Collins et al., 1997; Mc Carthy y Evan, 1998; Walker et al.; 1998; Alfaro et
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al.; 2000; Li y Darzynkiewicz, 2000; Nagata, 2000), de manera que los virus pueden
ser empleados, ademas, como sistemas modelo para la evaluacion del efecto anti -
apoptosis de sustancias naturales o sintéticas (Hayden, 1999; Vaqueroa, 2000; Alfaro
et al.; 2000; Aries et al., 2001; Dubréz et al., 2001).

Las diferencias en los eventos de induccion de apoptosis por las cepas de influenza A
y B, se atribuyen a las diferencias seroldgicas en las hemaglutininas de este virus
(Ohyama et al., 2003). Se conoce que la neuraminidasa de influenza, también juega
un papel relevante en la induccion de este fendmeno. Existen evidencias de que la
neuraminidasa y la hemaglutinina, constituyen un conjunto clave para disparar la
apoptosis (Hayden, 1999; Lou et al., 1999). La NS1, que es una proteina no
estructural del virus, también tiene un papel fundamental en la apoptosis que
desarrollan los virus influenza. A través de NS1, se ejecuta el proceso de muerte
programada cuando se inicia la infeccion en células MDCK y Hela, mecanismo que
se establece mediante la inhibicibn de la activacion del interferén celular. Es
interesante destacar el papel de las proteinas no estructurales relacionadas con el
interferén celular. Ya que NS1 no fue detectada en este estudio, pudiera constituir
otro blanco de la accion antiviral del BLBu

En este estudio, la influenza A/Japan/10/99(H3sN,) fue inoculada a baja multiplicidad
de infeccion en las células MDCK, con el objetivo de poder visualizar la
fragmentacion del ADN. Esta ruptura del ADN, tiene lugar, como parte del dafio
citopatico que provoca el virus influenza, en una linea celular permisiva para este
virus (Price et al., 1997; Garcia-Sastre et al., 1998; Fujimoto et al., 2000; Ohyama et
al., 2003). Para estudiar si el BLBu por si sélo era capaz de inducir la fragmentacion
del ADN, se partio de las concentraciones del extracto que permitieron mas del 50 %
de células viables en un estudio anterior. Con relacion al tiempo de tratamiento con el
BLBu, se considero que la apoptosis puede manifestarse de manera temprana, tardia
0 como aponecrosis (Formigli et al., 2000; Hay y Kannourakis, 2002).

Como resultado del andlisis de la integridad del ADN de las células MDCK infectadas
con el virus influenza, se evidencioé que a las 24 horas de infeccidon, ya habia tenido
lugar la fragmentacion del ADN y comenzaba por tanto el proceso de apoptosis en

estas células. La fragmentacion del ADN se observo aun a las 48 horas y a las 72
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horas, posteriores a la infeccidn con el virus, en el que se produjo la total degradacion
del material nuclear, por lo que el estudio de proteccion del BLBu, fue posible
realizarlo durante este tiempo, o sea que el estudio de la posible accion
antiapoptética del BLBu se pudo iniciar de manera temprana.Resultados similares a
los mostrados en este estudio del BLBu, han sido observados por otros
investigadores. Ellos refieren que para induccién de apoptosis con el virus influenza, a
partir de las 72 horas posteriores a la infeccion, ya es demasiado tarde para estudiar
este fendbmeno en las células MDCK vy las Hela, infectadas con el virus influenza
(Schulttz-Cherry et al., 2001; Takizawa, 2002; Zhirnov et al., 2003).

Para estudiar al BLBu, fue muy util seleccionar a la amantadina como patron para
inducir la apoptosis, tomando en consideracion los estudios que encontraron que éste
fendmeno se produce cuando se administra esta sustancia a altas concentraciones a
las células en cultivo (Asai et al.,, 2001). Esta fragmentacién del ADN celular que
provoca la amantadina, fue también verificada y mostrada en los resultados de este
trabajo. Se demostrd que éste proceso es llevado a cabo en funcién de la dosis y el
tiempo de duracion de exposicion al inductor, similar a lo encontrado por otros
investigadores (Lorenzo et al., 1999; Chang et al., 2000; Patel et al., 2000; Zhu et al.,
2001; Zhang y Xu, 2002).

Luego del tratamiento con el BLBu, no se detecto la fragmentacion del ADN de las
células MDCK. Todo esto, a nuestro juicio, tiene correspondencia con los hallazgos de
Sanchez - Lamar y cols., cuando estudiaron la accion de este extracto en otra linea
celular y demostraron la accién protectora del mismo, frente al estrés oxidativo
(Sanchez- Lamar et al., 2005). En este trabajo, qued6 demostrada la capacidad del
extracto BLBu para inhibir el fendmeno de apoptosis inducido por el virus influenza en
las células MDCK.

Con respecto a esto ultimo, se ha planteado el importante papel que juega la
hemaglutinina del virus influenza, en el desencadenamiento del fenémeno de
apoptosis (Price et al., 1997; Fujimoto et al., 2000; Ohyama et al., 2003) y como fue
evidenciado en esta investigacion, esta proteina quedo6 blogueada por parte del BLBu
para su accionar biolégico, lo que formaria parte del mecanismo de accidon

antiapoptético del BLBuU.
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Estd demostrado que los virus influenza inducen degeneracion celular en los cultivos
de células y el efecto citopético principalmente es registrado a traveés de la muerte
celular programada (Mahalingman et al.; 2002). En los ultimos afios se ha discutido
que los virus influenza utilizan la apoptosis para garantizar la diseminacién viral y
lograr una espectacular produccion de viriones en un periodo de tiempo breve,
burlando de esta forma el sistema inmune del organismo invadido (O’Brien, 1998;
Yuan et al., 2001; Everett y Mc Fadden, 2001; Mahalingam et al., 2002).

De modo general, las particulas virales que conducen la célula hacia la apoptosis,
viajan dentro de los apoptosomas y cuando estos son fagocitados por los macrofagos,
transitan a través del 6rgano u organismo en el interior de los cuerpos apoptoéticos,
sin ser reconocidas por mediadores del sistema inmune, ni atacadas por las enzimas
de degradacion. De esta forma, colonizan otros tejidos y érganos para establecer la
enfermedad infecciosa y garantizar una progenie viral en muy corto tiempo (Geiss et
al., 2002; Uchide y Ohyama, 2003).

En este estudio se encontré que el BLBu de alguna manera interrumpe el proceso de
replicacion viral, relacionado con la adsorcién y penetracion del virus, al impedir
quizas la unioén de la hemaglutinina, en primera instancia. A la luz de estos resultados,
se puede concluir que los componentes de este extracto, también ejercen otras
acciones farmacologicas que pudieran impedir la replicacion viral, en especial para
aquellas particulas virales que pudieron escapar a la accion inicial del extracto y que
al replicarse pudieran involucrar eventos o dafos citopaticos mas tardiamente y que
conducen a la muerte celular programada.

Teniendo en cuenta los elementos anteriores, ser4 necesario continuar
profundizando en el papel que juegan los componentes aislados del BLBu, cual o
cuales de estos, estan implicados en la inhibicion de la fragmentacion del ADN
genomico verificada para este extracto, asi como investigar qué mecanismos
moleculares se disparan para que sus componentes logren inhibir el proceso
apoptotico inducido por el virus influenza in vitro, como parte de su mecanismo de

accion antiviral.
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V.3- Accion antiviral del BLBu en el modelo experimental de gripe en el raton.
Las evaluaciones de los antivirales en diferentes biomodelos, ha sido ampliamente
recomendado para los estudios preclinicos de los mismos (Drobyshevskaya et al.,
1962; Hsiung y Chan, 1989; Hirsch y Kaplan 1990; Sidwell et al., 1994; Sidwell et al.,
1998; Greek y Swingle, 2000; Olfert y Godson, 2000).

En los ratones tratados con el extracto de granada, BLBu, fue evidente la proteccion
gue brindd este extracto a los animales, en particular ante los efectos tan adversos
gue en ellos causa la infeccion experimental con el virus de la gripe. Los ratones que
fueron tratados con 175mg/Kg del extracto solamente, por la via intranasal u oral,
exhibieron una ganancia de peso similar a los animales controles. Para esta variante
de tratamiento, los animales manifestaron una reduccion apreciable en la triada de
sintomas clinicos: erizamiento, respiracion forzada, temblores y letargo con respecto a
los que no fueron sometidos al tratamiento con este extracto.

El conjunto de sintomas mencionado con anterioridad, fueron los marcadores de la
enfermedad que produjo la cepa de influenza que fué utilizada en este estudio. Las
imagenes del tejido pulmonar de los ratones infectados y tratados con el BLBu, por
ambas vias de administracion del antiviral y con la mayor concentracién de éste,
mostraron una recuperacion de los dafios que les causoé el virus al recuperarse el
aspecto caracteristico del tejido sano. Se produjo en consecuencia, un acortamiento
en la duracion de la sintomatologia clinica que el virus produce en estos animales.
Por tanto, las imagenes de los pulmones de los ratones tratados, comparados con las
del grupo al que sélo se le administré el BLBu (control negativo), fueron definitorias
para apreciar la proteccion del extracto in vivo.

Los resultados de la accion antiviral in vivo del extracto BLBu, fueron similares a los
encontrados para el extracto vegetal liofilizado SP- 303. En los estudios llevados a
cabo en los ratones tratados con este extracto, se produjo una ganancia de peso,
dentro del rango de valores normales que se refieren para esta especie, la que fue
interpretada como sefal de recuperacion de la neumonia experimental. En este
estudio, los investigadores también observaron la reduccién del tiempo de la
consolidacién de los pulmones en los animales tratados con el SP- 303, aspectos que

les indico la eficacia de este extracto (Sidwell et al., 1994).
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Otros resultados similares a los descritos para el BLBu, fueron los encontrados para
un jarabe preparado con un extracto vegetal procedente de la familia Euphorbiaceae,
evaluado frente a un conjunto de virus respiratorios de la familia Paramyxoviridae, con
el objetivo de estudiar su espectro antiviral. Los signos y alteraciones propios de una
neumonia en los ratones, fueron disminuidos y/o eliminados por la accién antiviral del
extracto vegetal en estudio (Wyde, 1993).

En las investigaciones de posibles medicamentos con accion antigripal, resultan de
gran utilidad los datos que se puedan obtener acerca de la histopatologia del tracto
respiratorio de los ratones sometidos a este tipo de estudio preclinico. Esto se justifica
también en gran medida, por la capacidad carcinogénica y alta toxicidad que suelen
tener los medicamentos antivirales (Faccini et al., 1990; Sidwell et al., 1994). En los
pulmones de los animales a los que soélo se les administré el BLBu y que
pertenecieron al grupo control del extracto, no se observaron lesiones macroscépicas,
ni en la histologia normal de dichos 6rganos. Los resultados de la histopatologia de
los ratones Balb/C presentados en este trabajo, complementaron otros estudios que
evaluaron la toxicidad aguda del BLBu en ratones OF1 y ratas Wistar, en las que no
observaron dafios estructurales en los tejidos de los pulmones (Morton, 1981).

En el estudio de la accion antiviral del BLBu in vivo, con el tratamiento por via oral, el
extracto mostré efecto protector, a la mayor concentracion ensayada. Para analizar
estos resultados, se debe tener en cuenta las caracteristicas del tracto digestivo y la
existencia de otras barreras, a las que se sometid el extracto para su accion
farmacoldgica. Por esta via de administracion, el BLBu pudiera sufrir degradaciones
guimicas y diversos cambios con respecto al extracto original, que pudieran modificar
a favor o en contra, su accion antiinfluenza. Con respecto a los resultados de estos
estudios, pudiera haber sucedido que la dosis que se suministré para observar el
efecto deseado, debid ser superior a la minima que se empleo en esta investigacion.
Otros investigadores, refirieron la inhibicion de la infeccion del virus influenza en
ratones por parte de un extracto vegetal denominado GS — 4104, a dosis inferiores a
las empleadas para el BLBu. En esas condiciones el GS — 4104, mostr6 su eficacia

cuando fue suministrado por via oral a los ratones (Sidwell et al., 1998).
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Cuando se realizé el tratamiento de los ratones con ambas concentraciones del BLBuU,
pero por la via intranasal, se puso de manifiesto una ganancia de peso acorde a lo
referido para esta especie, se redujo el tiempo y la gravedad de los sintomas en los
animales infectados con el virus. En esta modalidad de ensayo, la infecciosidad y por
ende la presencia de hemaglutinina viral, en las muestras de pulmoén provenientes de
los animales tratados con este extracto, mostraron reducciones apreciables en sus
titulos hemaglutinantes e infectivos.

Sin embargo, este efecto protector que se manisfestdé en dependencia de la
concentracion para el BLBu, no se produce siempre para los extractos de origen
vegetal. El SP-303, no mostré una accion dependiente de la concentracion y la accion
antiviral dependié de la via que se utilizo para el tratamiento de los animales
enfermos. En este estudio, la administracion del SP-303 mediante aerosol, funcion6
mejor que la via intraperitoneal ensayada (Sidwell et al., 1994).

En 1992, Hennet y cols., describieron las alteraciones en los pulmones y el higado de
los ratones infectados influenza A. Ellos vincularon los dafios del virus a las
alteraciones de las defensas en los animales inoculados con virus influenza y notaron
gue los dafios que se producian en estos, estaban relacionados con la ausencia de
sustancias antioxidantes en los tejidos infectados con el virusinfluenza, el que
causaba estrés oxidativo en el curso de la enfermedad (Hennet et al., 1992).En la
literatura aparecen referencias a los estudios acerca de las modificaciones que tienen
lugar en el funcionamiento hepatico y en los tejidos del pulmén de los ratones que se
infectan experimentalmente con cepas de influenza A. En particular se mencionan las
alteraciones en los mecanismos de defensa antioxidantes que tienen lugar en el
biomodelo de gripe (Hennet et al., 1992).

Para el caso del BLBu, existen estudios que refirieren la capacidad de éste extracto
en cultivo de células para protegerlas del dafio causado por el estrés oxidativo
(Casadelvalle, 2004; Sanchez- Lamar et al., 2005). Estos hallazgos han resultado
referencias de gran valor para explicar la posible base de la actividad antiviral
detectada a este extracto, si se tiene en cuenta, que el virus influenza origina muchas

de las alteraciones antes referidas en los tejidos que infecta. En particular, este
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efecto antioxidante se sumaria a otros, en aras de explicar los posibles mecanismos
implicados en la accion antigripal del BLbu, en el modelo disefiado para evaluarlo.
Los resultados de la accion antiinfluenza del BLBu presentados en esta tesis,
podrian compararse a los de Serkedjieva y Manolova. Ellos estudiaron el complejo
polifendlico aislado de Geraniun sanguineum L., el que resultd capaz de inhibir la
replicacion de los virus influenza A 'y B in vitro, in ovo e in vivo. Estos investigadores
refirieron la proteccion de los ratones de la infeccion letal con este virus (Serkedjieva y
Manolova, 1992).

El estudio de la accion del extracto de granada, en el modelo experimental de gripe en
ratones Balb/C, complementd un importante paso en la evaluacion preclinica de éste
extracto liofilizado, preparado con el fruto de la especie vegetal Punica granatum L.
frente al virus influenza.

V.4- Valoracion de la utilidad del biomodelo experimental de gripe.

El desarrollo de modelos adecuados para la investigacién de antivirales resulta de
gran importancia y vigencia, si se toma en consideracion la recurrencia y surgimiento
de enfermedades originadas por el virus influenza (Snacken et al., 1999; Osterholm,
2005). En tal sentido, otros trabajos con biomodelos de ratén, forman parte de los
pioneros en este tipo de investigacion. Estos estudios, sentaron las bases para el
empleo exitoso del modelo experimental de gripe causado por el virus influenza en los
ratones. Ellos refirieron la gran similitud de este biomodelo, con las alteraciones que
este virus provoca en los pulmones de los humanos (Schulman y Kilbourne, 1963 y
Hsiung y Chang, 1989; Calvi, 1997). Investigaciones mas actuales en este campo,
han confirmado el criterio antes planteado (Petica et al., 1994; Nishimura et al., 2000;
Laver et al.,, 2000; Ottolini et al.,, 2005). Al respecto, Nishimura y cols., cuando
estudiaron la influenza (HsN;) en ratones de la linea ddY, libres de gérmenes
patdgenos especificos, refirieron por primera vez, la necrosis del tejido adiposo, como
parte de la patogénesis del virus influenza in vivo. Estos hallazgos avalan la
importancia el uso de biomodelos, puesto que en los ratones se pueden verificar
dafos no referidos con anterioridad (Nishimura et al., 2000). Los autores antes
mencionados, también observaron en la infeccién con la cepa de influenza (HsN,) la

congestion pulmonar, desde el primer pase del virus en las Lineas de ratones que
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emplearon. Cuando compararon los resultados anteriores con los obtenidos por ellos
para los ratones de la linea Balb/C, advirtieron que el grado de letalidad de la
influenza (HsN;) estaba afectado por un factor o la combinacion de varios, que
identificaron con: la cepa viral, el nimero de pases del virus, la edad de los animales y
el volumen de in6culo.
Respecto a los dafios que puede originar in vivo el virus influenza, Nishimura y cols.,
refirieron para la cepa de influenza (HsN1) un conjunto de alteraciones no descritas
con anterioridad en el modelo de ratén. Los dafios en drganos y sistemas, radicaron
en cambios degenerativos severos en el tejido adiposo, dafios del sistema nervioso
central y afectaciones graves de los pulmones de los ratones. En el estudio
inmunohistoquimico, detectaron antigenos del virus influenza en el corazon, el higado,
el bazo, los rifones y la sangre de los ratones infectados (Nishimura et al., 2000). Los
datos que se brindaron en éste modelo, resultan de gran utilidad practica, para la
busqueda de antivirales; en particular aquellos que sean eficaces ante las variantes
emergentes de influenza, capaces de afectar a los seres humanos (Lipatov et al.,
2004; De Jong et al., 2005).
Respecto a los factores involucrados en la patogénesis viral, in vivo, Hsiung y Chan
también destacaron la influencia e importancia de las variables mencionadas por
Nishimura y cols., y las responsabilizaron con los dafios que produce el virus en los
animales (Hsiung y Chan, 1989; Nishimura et al., 2000). Otros autores que han
utilizado cepas de influenza diferentes a la (HsN;) en sus investigaciones, han
constatado también la relacién entre estos factores con la enfermedad que causa en
los ratones (Mori et al., 1995; Sidwell et al., 1994; Neirynck et al., 1999).
En el biomodelo de gripe causado por el virus influenza, que se emple6é en esta
investigacion, las alteraciones constatadas en tejido pulmonar, resultaron congruentes
con las alteraciones propias de una bronconeumonia en su estadio mas avanzado,
similar a lo descrito por otros autores (Schulman y Kilbourne, 1963). Los resultados
mostraron que a medida que se realizaban los pases del virus en los ratones,
aumentaba la carga viral en los pulmones de los ratones, lo que iba dando una
medida de la adaptacion paulatina del virus al nuevo tejido. Los pulmones de los
ratones pertenecientes al primer pase viral, manifestaron focos de neumonia ligera.
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Los del segundo pase, tuvieron manifestaciones de un proceso neumoénico moderado,
mientras que en el tercero, aparecieron pulmones infectados con una consolidacion
parenquimatosa, que panoramicamente fue evidente y que se correspondié con una
neumonia intersticial severa. En contraste con esto Ultimo, las imagenes del tejido
pulmonar de los animales controles, mostraron la apariencia normal de éste tejido. El
biomodelo empleado en este trabajo, tomd las experiencias de varios investigadores
(Cook et al., 1998 y Nishimura et al., 2000). Ellos encontraron que durante el tercer y
qguinto dia, un incremento de células alveolares, predominantemente en regiones
peribronquiales y perivasculares en las muestras de tejido pulmonar y las
correlacionaron con los signos marcadores de la enfermadad en los animales. Algo
similar también lo observamos en este estudio. Los resultados de los examenes
anatomopatolégicos presentados en esta investigacion, coincidieron con las
alteraciones propias de una neumonia intersticial, al tercer pase de virus. La
presencia de infiltrados inflamatorios, en el tabique interalveolar, permitio inferir la
presencia de virus en el tejido pulmonar, similar a lo que se observa en los pulmones
humanos infectados con influenza. La atelectasia, que ha sido referida por otros
investigadores como un dafio propio de la infeccion con influenza, también la
detectamos, tanto en los de los pulmones de los ratones inoculados como en algunos
del grupo control. No obstante, a pesar de constituir un dafio en la arquitectura
pulmonar, ésta podria estar originada por causas ajenas al virus en estudio o debida a
otras causas. En otros trabajos de patogénesis de influenza en ratones, se han
referidos la cianosis, en la cola y las orejas en estos animales inoculados con el virus
y se han descrito estas alteraciones como marcadoras de la enfermedad que causa
en dichos animales (Nishimura et al., 2000). A nuestro parecer, esto quizas se deba a
gue utilizaron la Influenza A/PR/8/34(H.N;), la cual es altamente patdgena y mortal
para los ratones.

Para el montaje del biomodelo, se adapto la Influenza A/ Sydney/ 5/ 97(H3Ny), al tejido
pulmonar de los ratones Balb/C. Este proceder, ha sido recomendado por numerosos
estudios precedentes (Kilbourne, 1975; Hsiung y Chan, 1989; Ottolini et al., 2005).
Los pases seriados, contribuyen de alguna manera a adaptar al virus a un tejido que

es bien diferente al original en el se replicé originalmente, pues éste procedia del saco
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alantoideo de embriones de pollo, una especie diferente a la murina. Se ha sefalado
la importancia de los pases virales, sobre todo para el reconocimiento de los
receptores celulares que debe ocurrir durante la replicacion del virus en el tejido
pulmonar, donde encuentra nuevas condiciones para multiplicarse (Lennette, 1992;
Cook et al., 1998).No obstante esto ultimo, durante el estudio del Camostat, un
medicamento antiinfluenza, cuando se evalu6 en el modelo de gripe en ratones, no
fue necesario adaptar previamente la cepa de virus influenza que emplearon los
investigadores (Lee et al., 1996). Esto de no tener que realizar la adaptacion del virus
al nuevo hospedante, representa una gran ventaja, en cuanto al tiempo y el costo de
los experimentos. Pero en esto Ultimo, influye la cepa viral que se emplee, la linea de
ratdbn que se seleccione y la via que se utilice para inocular el virus, entre otros
factores mas.

Recientemente, Ottolini y cols., disefiaron un biomodelo experimental de gripe, en el
gque se emplearon la rata algodonera (Sigmodon Hispidus) y la cepa de Influenza A /
Wuham /359/ 95. Lo interesante de este trabajo es que el montaje de este biomodelo,
no fue necesaria la adaptacion previa del virus influenza al tejido pulmonar de los
animales. En este estudio, se emplearon ratas consanguineas (imbred) y sin
embargo, estos animales respondieron de manera diferente a lo que encontraron
otros investigadores con ratas no consanguineas (outbred) de esta misma Linea.
Estos investigadores consideraron las diferencias genéticas, como un factor
determinante en sus resultados (Ottolini et al., 2005).

La variacion del peso corporal de los animales infectados con el virus influenza en
esta investigacion estuvieron asociadas con una conducta animal menos activa,
caracterizada por el letargo, la adopcion de la posicion en ovillo de los ratones
enfermos, estrechamente relacionada con la presentacion de las manifestaciones
clinicas que causa el virus influenza en estos animales. La enfermedad de los ratones
provoco la disminucion del consumo de alimentos y agua lo que origind las diferencias
de peso corporal con respecto a los animales sanos. En el modelo disefiado para
evaluar el BLBu, la disminucion promedio de peso que se verificd, fue
estadisticamente significativa, aunque en otras investigaciones se han verificado

variaciones de peso aun mayores (Cook et al., 1998; Johansson et al., 2002). Esto
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quizas se pueda explicar porque la cepa de virus influenza seleccionada para evaluar
el BLBu tenga una patogenecidad menor para los ratones Balb/C. Este juicio esta
basado en las referencias que aparecen en la literatura con respecto a la
patogenecidad de la Influenza A/PR/8/34(H;N;) para el ratbn. Son numerosos los
trabajos que refieren la importancia de esto en la infeccién de los ratones inoculados
con el virus influenza, incluidos los modelos en los que los animales no llegan a
enfermar (Hennet et al., 1992; Cook et al., 1998; Neirynck et al., 1999; Johansson et
al., 2002). En biomodelos con el virus influenza A, los dafios del virus estan
relacionados con la genética del hospedante. Se sabe que la presencia del alelo
dominante Mxl+, determina la resistencia en el ratén a la infeccion. Los animales
transgénicos carentes de este gen Mxl+, fueron sensibles a la infeccidn por éste
virus. (Arnheiter et al., 1990).

Los hallazgos clinicos, histopatoldgicos y virolégicos en los ratones de la Linea Balb/C
infectados con la Influenza A/ Sydney/5/ 97(H3N), permitieron contar con una
simulacion bastante cercana a la neumonia que provoca el virus influenza en el
humano y con ello evaluar la accion antiinfluenza del extracto liofilizado de Punica

granatum L. (BLBu).
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VIl.- Conclusiones.

« El extracto liofilizado BLBu, posee compuestos bioactivos con actividad
antiinfluenza al reducir la infectividad in ovo, in vitro e in vivo.

« El BLBu, posee accion virucida directa al bloquear la actividad biolégica de la
hemaglutina del virus influenza, en tanto el perfil electroforético del virus
permanece intacto.

* El BLBu bloquea la apoptosis provocada por el virus influenza, en la Linea
Celular MDCK.

 El modelo de gripe en ratones Balb/C que se diseiid, permiti6 evaluar la
accion antiinfluenza del BLBu.

« El BLBu posee accion antiviral in vivo al contribuir a la recuperacion clinica de

los ratones Balb/C que se enfermaron con el virus influenza.
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VIIl.- Recomendaciones.

Continuar los estudios de los mecanismos de accién antiapototicos del extracto
liofilizado BLBuU.

Realizar la formulacién y los ensayos clinicos del BLBu en humanos, para
confeccionar el expediente correspondiente como medicamento natural para tratar
la influenza y neumonia, dadas las evidencias populares y los resultados tedricos y
practicos de ésta tesis.
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