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Resumen

En el marco de la pandemia por el nuevo coronavirus, SARS-CoV-2, y frente a la falta de
antivirales efectivos, se aplicaron terapias farmacolégicas para contrarrestar los sintomas de
una enfermedad cuya fisiopatogenia se iba conociendo a medida que avanzaba como una
epidemia mundial. Simultdneamente, se inici6 la blsqueda de nuevos antivirales,
comenzando con el uso de farmacos conocidos, bajo la forma “off label’, es decir
medicamentos autorizados para otras indicaciones terapéuticas (antibiéticos, antiparasitarios,
anticancerigenos), inclusive se recurrié a farmacos en via de investigacion (muchos de origen
biotecnoldgico). En este contexto, los compuestos quimicos de origen natural no quedaron
ajenos, como por ejemplo la colchicina por sus propiedades antimalaricas. Y el acervo
popular/tradicional comenzé a proponer plantas medicinales. En consecuencia, se plante6
como objetivo de este trabajo de tesina: buscar potenciales agentes terapéuticos o
preventivos para COVID-19 a partir de especies naturales bioactivas.

En primer lugar, se llevé a cabo un estudio exploratorio de caracter bibliografico de posibles
drogas naturales (especies vegetales, macrohongos y liquenes) que, en funcion de sus
antecedentes antiinflamatorios, inmunomoduladores y su efecto inhibitorio sobre otros
Betacoronavirus (género al cual pertenece el agente etiolégico de COVID-19: SARS-CoV-2)
o virus ARN-envueltos con caracteristicas similares, puedan ser propuestas como fuente de
potenciales agentes terapéuticos o preventivos para COVID-19.

Esta busqueda evidencié una gran variedad de especies vegetales, incluidos sus
principales metabolitos secundarios, que han sido ensayados en cuanto a su actividad
antiviral sobre otros Betacoronavirus, especialmente sobre MERS-CoV y SARS-CoV
(filogenéticamente relacionados con SARS-CoV-2) que fueron responsables de infecciones
epidémicas previas, con significativo porcentaje de letalidad. A partir del analisis de los
trabajos cientificos encontrados, se pudieron identificar los principales mecanismos de accién
involucrados en el efecto de preparados 0 metabolitos secundarios sobre estos dos modelos
virales: inhibicioén de la replicacion viral, inhibiciébn enzimatica, accion virucida e interaccién
entre la proteina S y los receptores ACE2. A su vez, permitid registrar especies naturales
bioactivas o compuestos quimicos, que podrian ser investigados con mayor profundidad para
proponerlos como posibles fuentes de compuestos antivirales (Drogas vegetales) o como
agentes antivirales (metabolitos secundarios), y que deberian evaluarse en cuanto a su
actividad antiviral o virucida sobre SARS-CoV-2.

En segundo lugar, debido a numerosas consultas recibidas sobre el uso de “cdrcuma” y
‘equinacea” como tratamiento terapéutico o preventivo de COVID-19, se realiz6 un estudio
bibliografico de los géneros a los cuales pertenecen las especies conocidas popularmente
con estos nombres: Curcuma L. (Zingiberaceae) y Echinacea Moench (Asteraceae).

Se establecié que las plantas medicinales con mayor cantidad de estudios quimicos y con
efectos bioldgicos que podrian actuar sobre la fisiopatogenia de COVID-19, esto es actividad
antiinflamatoria, inmunomoduladora y antiviral, son: Curcuma longa L., (rizomas) y Echinacea
purpurea (L.) Moench (planta entera). Sin embargo, son necesarios estudios experimentales
para evaluar su eficacia sobre SARS-CoV-2 y realizar ensayos farmacologicos méas profundos
para determinar su seguridad en humanos.



En tercer lugar, se propuso verificar el uso sugerido por el acervo popular sobre C. longa
(“curcuma”) y Echinacea spp. (‘equinacea”) como agentes terapéuticos/preventivos de
COVID-19. En el caso de C. longa se evaluo la actividad antiviral y virucida in vitro de infusion
y decoccién; mientras que para Echinacea spp., se ensayo0 infusién y tintura, preparadas a
partir de material vegetal comercializado en la ciudad de Cordoba. Estos preparados no
mostraron actividad antiviral/virucida sobre SARS-CoV-2 in vitro; por lo tanto, no se pudo
confirmar el uso popular propuesto para estas especies, respecto de COVID-19.

Por otro lado, se evaluaron dos metabolitos secundarios presentes en liquenes: parietina
(PTN) y acido usnico (AUs), ya que demostraron ser activos sobre ARN-envueltos (similitud
con betacoronavirus) y, por lo tanto, con potencial accion sobre SARS-CoV-2. Sin embargo,
en este trabajo no se demostro la capacidad de estos compuestos para inhibir este virus in
vitro a las concentraciones ensayadas.

Como hallazgo a destacar de este trabajo, es que se trata del primer reporte relacionado
a la investigacion de la actividad antiviral y virucida in vitro de extractos acuosos de Curcuma
longa y Echinacea spp., parietina (PTN) y acido Usnico (AUs) sobre SARS-CoV-2.

Palabras claves: COVID-19, SARS-CoV-2, Curcuma, Echinacea, plantas medicinales,
actividad antiviral.



Introduccion

La pandemia declarada oficialmente por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el 11
de marzo de 2020, ha producido hasta el momento mas de tres millones (3.000.000) de
muertes en todo el mundo (John Hopkins University). Se trata de una infeccién causada por
un nuevo coronavirus (CoV), que fue denominada COVID-19, por sus siglas en inglés
Coronavirus Infectious Disease y en referencia al afio que se report6 el primer caso en la
ciudad de Wuhan, China (OMS, 2020).

En 2020, el virus responsable (agente etiol6gico) de esta pandemia fue finalmente
clasificado taxondémicamente en la subfamilia Coronavirinae (vulgarmente Illamados
coronavirus), familia Coronaviridae, orden Nidovirales (Gorbalenya et al., 2020).

La subfamilia Coronavirinae esta constituida por cuatro géneros: alfacoronavirus,
betacoronavirus (betaCoV), gammacoronavirus y deltacoronavirus (Gorbalenya et al., 2020).
Los alfacoronavirus y betaCoV infectan Unicamente a mamiferos, mientras que los
gammacoronavirus y deltacoronavirus infectan a las aves, pero ocasionalmente algunos de
ellos también pueden infectar mamiferos (Su et al., 2016).

Los coronavirus (CoV) causan infecciones respiratorias y gastrointestinales en animales,
incluyendo al ser humano (Cui et al., 2019). El primer CoV identificado de un humano fue en
la década del 1960, en un paciente con sintomas de resfrio coman. Esto di6 origen a la
denominacién HCoV: coronavirus humanos (por sus siglas en inglés) (Gorbalenya et al.,
2020). Con anterioridad a la pandemia de 2020, existian al menos seis CoV asociados a
enfermedades respiratorias en el ser humano: HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43,
HCoV-HKU1, MERS-CoV y SARS-CoV (Cui et al.,, 2019). MERS hace referencia a una
primera epidemia registrada en Oriente Medio en el 2012, caracterizada por un Sindrome
Respiratorio (siglas en inglés de Middle East Respiratory Syndrome); mientras que SARS, a
un Sindrome Respiratorio Agudo Severo (en inglés: Severe Acute Respiratory Syndrome),
detectado por primera vez a finales de 2002 en Guangdong, China (Ye et al., 2020).

Los estudios taxondmicos del nuevo CoV lo agrupan junto a SARS-CoV debido a que
produce sintomas similares al Sindrome Respiratorio Agudo Severo y a su similitud en la
secuencia de nucledtidos de sus genes, la secuencia de aminoacidos de ciertas proteinas y
a sus relaciones filogenéticas (Fig. 1) (Gorbalenya et al., 2020). Se trata de un betaCoV que
posee ARN monocatenario con sentido positivo y envoltura similar al virus SARS-CoV, de alli
gue fue denominado SARS-CoV-2 (FIP, 2020; Chen et al., 2020).
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Figura 1: Filogenia de Betacoronavirus. Arbol de maxima probabilidad de representantes de
coronavirus del género Betacoronavirus, relacionado con el sindrome respiratorio agudo severo
(SARS). El arbol tiene sus raices con HCoV-NL63 y HCoV-229E, que representan dos especies del
género Alphacoronavirus. El texto en rojo hace referencia a los virus zoonéticos con patogenicidad
variable en humanos. El texto naranja destaca los virus respiratorios comunes que circulan en los seres
humanos. El apoyo de las ramas se estimo utilizando la prueba de razén de verosimilitud aproximada
similar a Shimodaira-Hasegawa con 1000 repeticiones. Los asteriscos indican dos especies de
coronavirus cuyas demarcaciones y nombres estdn pendientes de aprobacion por parte del comité
internacional de taxonomia de virus (ICTV) (Adaptado de Gorbalenya et al., 2020).

Las particulas virales (o viriones) de SARS-CoV-2 presentan una morfologia esférica de
un diametro de 60 a 140 nm. La estructura del virion (Fig. 2A) consiste principalmente en una
nucleocapside que contiene al material genético y en una envoltura lipidica externa. En la
nucleocapside, el genoma viral est4 asociado con la proteina de la nucleocapside (N), la cual
se halla fosforilada y en contacto con la bicapa de fosfolipidos de la envoltura externa. En la
envoltura externa se encuentran proteinas estructurales principales, denominadas proteina
espiga (S: spike), proteina de membrana (M) y proteina de envoltura (E); ademas de proteinas
accesorias, tales como: la proteina hemaglutinina esterasa (HE), proteina 3, proteina 7a,
entre otras (Li et al., 2020; Mousavizadeh and Ghasemi, 2021).

Al igual que el resto de los CoV, el SARS-CoV-2 es un virus ARN monocatenario de
polaridad positiva (ARN mc+) (Fig. 2B). El tamafio del genoma es de aproximadamente
29,9 kb. Este presenta un casquete metilado en el extremo 5’ (cap-5’) y un segmento rico en
adeninas (cola poli-A) en el extremo 3’, y a su vez contiene varios marcos abiertos de lectura
(ORF: open reading frame). Las primeras dos secciones del genoma contienen dos ORF


https://www.zotero.org/google-docs/?7Xmv5Q

(ORF l1ay ORF 1b) que codifican 16 proteinas no estructurales (NSP: non-structural protein),
las cuales desempefian numerosas funciones en los procesos de replicacion y ensamblaje
del virus. El ultimo tercio del genoma contiene genes que codifican para las proteinas
estructurales (S, My E) y otras proteinas accesorias, ademas de varios ORF (Mousavizadeh
and Ghasemi, 2021).
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Figura 2: Organizacion estructural y gendmica de SARS-CoV-2. A- Representacion esquematica
de la estructura de SARS-CoV-2. B- Representacion esquematica del ARN viral; desde 5' a 3' presenta
cap, secuencia lider (LS), 5' UTR, ORF1a, ORF1b, S (codifica proteina S), ORF3a, E (codifica proteina
E), M (codifica proteina M), ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, N (codifica proteina N), ORF10, 3' UTR,
cola poli-A. (Adaptado de Nagqvi et al., 2020 y Mousavizadeh and Ghasemi 2021).

Para que se inicie su ciclo replicativo en la célula hospedadora (Fig. 3), es necesaria la
interaccion entre la proteina S y la enzima convertidora de la angiotensina 2 (ACE2). Esta
union esclarece el tropismo del virus hacia ciertos tejidos y 6érganos particulares, debido a que
la ACE2 se halla expresada principalmente en células epiteliales alveolares tipo Il de pulmén,
enterocitos del ileon y colon, células miocéardicas, células del tibulo proximal del rifidén, células
epiteliales estratificadas del eséfago superior y células uroteliales de la vejiga (Zou et al.,
2020).
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Figura 3. Mecanismo de replicacién y patogénesis del SARS-CoV-2. Entrada del SARS-CoV-2 a
través de 2 vias: endocitosis y fusidn directa. Cuando el virus ingresa a la célula, se libera el ARN viral
y este ARN monocatenario en sentido positivo (ARN mc+) se traduce en las poliproteinas: pplay pplab
a partir de las regiones ORF 1la y ORF lab, respectivamente. Posteriormente, la protedlisis por parte de
3CLpro y PLpro, dard lugar a 16 proteinas no estructurales, que formaran el complejo replicasa
transcriptasa (RTC), el cual producirda ARN monocatenario de polaridad negativa (ARN mc-) a partir
de la cadena positiva. Por otra parte, el complejo RTC también sintetiza ARN subgenémico que codifica
las proteinas estructurales (S, M y E), ensambladas en Reticulo Endoplasmatico antes de ser
transportadas al Aparato de Golgi, donde se asociara con el nuevo ARN viral (ARN mc+) y la proteina
de la nucleocépside (N). Finalmente, se exportara en forma de vesiculas para la posterior liberacion del
nuevo virus (Adaptado de Lam-Cabanillas et al., 2021).

La proteina S (Fig. 4) posee dos subunidades (S1 y S2). La subunidad S1 es la que
interacciona y se une al receptor ACE2 por medio del dominio de unién al receptor (RBD:
receptor binding domain); mientras que la subunidad S2 determina la fusiéon de la membrana
del virus con la de la célula hospedadora. Para que el virus complete la entrada en la célula,
la proteina S debe ser cortada o escindida por la proteasa TMPRRS2 (Transmembrane
protease, serine 2). La escisién de la proteina S ocurre en 2 diferentes posiciones de la
subunidad S2, esto contribuye a la separacion de la union RBD de la subunidad S1 con el
receptor ACE2 y a la posterior fusion de las membranas, facilitando la entrada del virus
mediante endocitosis (Li, 2016; Pastrian-Soto and Pastrian-Soto, 2020).


https://www.zotero.org/google-docs/?7xGxoy
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Figura 4. Estructura de la proteina de la espicula (S) de coronavirus. Se esquematiza la estructura
de la proteina S, constituida por el ectodominio formado por la subunidad trimérica de unién al receptor
ACE2 (S1) y la subunidad de fusiéon a la membrana de la célula huésped (S2); continuando al
ectodominio, sigue una region transmembrana (RT) que atraviesa la envoltura viral (EV) (Adaptado de
Li, 2016).

Una vez que el virus esté en el endosoma, ocurre una baja de pH mediada por lisosomas,
gue promueve la fusién de la membrana del endosoma con la envoltura del virus, lo que libera
la nucleocapside al citoplasma (desnudamiento viral). Como los CoV son virus ARN de
sentido positivo, el ARN liberado actia como un ARNm que se transcribe directamente el gen
de la replicasa viral (hacia el extremo 5’) por medio de ORF la y ORF lab, traduciéndose en
las poliproteinas replicasas: pplay pplab (Li et al., 2020).

Luego, estas poliproteinas pplay pplab son procesadas proteoliticamente por 2 enzimas
principales: la proteasa similar a 3-cisteina (3CLpro) y la proteasa similar a la papaina (Plpro),
junto a otras proteasas. Esto da lugar a la produccién de 16 NSP (Angeletti et al., 2020). La
mayoria de las NSP actlan en la replicacion y transcripcién del genoma viral, ejerciendo
actividades enzimaticas de tipo proteasa, ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp),
helicasa, exorribonucleasa, endorribonucleasa y metiltransferasa (Snijder et al., 2016). Estas
proteinas forman el complejo replicasa transcriptasa (RTC: replicase transcriptase complex),
el cual utiliza como molde el ARN mc+, para sintetizar una copia de ARN monocatenario de
polaridad negativa (ARN mc-) (Rohaim et al., 2021).

A partir de esta hebra negativa ocurren 2 procesos. Por un lado, se sintetiza un conjunto
de ARNm sub-gendmicos (ARNsg) que codifican las proteinas estructurales (S, My E) y
accesorias; éstas se producen en los ribosomas del reticulo endoplasmatico (RE), para luego
ser transportadas al Aparato de Golgi (AG). Paralelamente, ocurre la transcripcién de esta
hebra negativa, dando lugar a una ARN monocatenario de polaridad positiva (genoma de la
nueva particula viral), la cual es movilizada hacia el AG, donde ocurre el ensamble de las
proteinas estructurales y el genoma viral. Una vez ensamblado, la particula viral se transporta
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a la membrana celular por medio de vesiculas, para luego sufrir exocitosis de la célula
(Mousavizadeh and Ghasemi, 2021; Rohaim et al., 2021).

Se considera que todos los CoV humanos tienen un origen evolutivo en animales
(zoondtico). En base a datos moleculares, HCoV-NL63, HCoV-229E, MERS-CoV, SARS-CoV
y SARS-CoV-2 se originaron en murciélagos; mientras que HCoV-OC43 y HCoV-HKU1
probablemente se originaron en roedores (Cui et al., 2019).

HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43 y HCoV-HKUL1 son reconocidos como los menos
virulentos, ya que generalmente inducen enfermedades leves en vias respiratorias
superiores; aunque se han reportado algunos casos de infecciones graves en pacientes
inmunocomprometidos y en personas mayores de edad. Estos CoV se distribuyen
globalmente y tienden a transmitirse predominantemente durante la temporada de invierno
en climas templados o en coinfeccion con otros Vvirus respiratorios (Influenza,
Metapneumovirus, Virus Sincitial Respiratorio, entre otros) (Ottogalli et al., 2021).

Los tres restantes virus, MERS-CoV, SARS-CoV y SARS-CoV-2, son los agentes mas
patogénicos dentro de los CoV que infectan humanos y se distinguen principalmente, por ser
causantes de diferentes sucesos/eventos epidemiol6gicos que provocaron un gran ndmero
de muertes (Ye et al., 2020).

Los pacientes con SARS presentan mialgia, dolor de cabeza, fiebre, seguidos de disnea,
tos y dificultad respiratoria. Entre el 20-30% de los pacientes requieren cuidados intensivos y
ventilacibn mecanica, resultando una infeccién letal para un 10% de los infectados. La
epidemia de SARS en el 2002 resulté en mas de 8.000 casos positivos y un total de 774
muertes reportadas en al menos 26 paises. Finalmente, la OMS declaré a la epidemia de
SARS como contenida el 5 de julio de 2003, a menos de un afio de su comienzo, aunque se
han registrado algunos casos positivos luego de esa fecha (Cheng et al., 2007).

MERS-CoV se aislé por primera vez en 2012, del pulmoén de un paciente de 60 afios con
una neumonia aguda e insuficiencia renal, en Arabia Saudita. MERS presenta sintomas
clinicos en parte similares a SARS (dolor de cabeza, fiebre, tos, dificultad respiratoria, entre
otros). Sin embargo, lo que diferencia a esta infeccion es el desarrollo de un cuadro de
insuficiencia renal aguda, siendo una de las principales causas de su alta tasa de letalidad
(34,4 %). Hasta el momento, la epidemia de MERS provocé aproximadamente 2.500 casos
positivos y unos 858 muertos en 27 paises (Hilgenfeld and Peiris, 2013).

La mayoria de las personas sintomaticas, infectadas con COVID-19, experimentan una
enfermedad respiratoria leve a moderada. Los adultos mayores y las personas con problemas
médicos subyacentes como enfermedades cardiovasculares, diabetes, enfermedades
respiratorias cronicas y cancer tienen mas probabilidades de desarrollar afecciones graves,
gue incluye neumonia, sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), sepsis y shock séptico
(OMS, 2020).

Si bien la patogenicidad y virulencia de SARS-CoV-2 es mucho menor que la registrada
para SARS-CoV y MERS-CoV, los atributos que destacan a SARS-CoV-2 frente a los agentes
etiolégicos de SARS y MERS, son: una alta transmisibilidad, mayor infectividad y la
inmunogenicidad caracteristica de este virus, factores claves en la dinamica de la pandemia
por COVID-19 (Blanco-Melo et al., 2020; Nagvi et al., 2020; Ye et al., 2020).

11


https://www.zotero.org/google-docs/?bRhxVT
https://www.zotero.org/google-docs/?gRRImq
https://www.zotero.org/google-docs/?F407a1
https://www.zotero.org/google-docs/?4xW30o
https://www.zotero.org/google-docs/?bmjxsV
https://www.zotero.org/google-docs/?cQdAyo
https://www.zotero.org/google-docs/?maJesW

La transmision del virus se produce principalmente a través del contacto cercano entre
personas por la emisién de gotas respiratorias cargadas con particulas virales, y en menor
medida (1 en 10000) a través de fomites (objetos contaminados). Otra forma de transmision
es por via fecal-oral (OMS, 2020).

La mayor infectividad de SARS-CoV-2 se debe a que las proteinas de las espiculas se
unen con mayor afinidad al receptor de enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2,
angiotensin-converting enzyme 2), facilitando aun mas la entrada de las particulas virales a
la célula (Lam-Cabanillas et al., 2021).

Por ultimo, el problema clave en el desarrollo clinico y en el tratamiento de los pacientes
con COVID-19 es la capacidad que tiene SARS-CoV-2 de desatar una respuesta
inmunoldgica de caracter aberrante y con aspectos particulares. Estudios en modelos
animales con infecciébn por SARS-CoV-2 y en perfiles transcriptbmicos de células de
pacientes con COVID-19, caracterizaron esta respuesta con una baja concentracion de
interferones (IFN) tipo | y Ill (no detectado en SARS y MERS) y un aumento en la expresion
de citoquinas (CK), especificamente interleuquinas (IL): IL-1B, IL-6 y IL-10, como también un
aumento del Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a) y de la proteina quimioatrayente de
monocitos-1 (MCP-1). Esto se tradujo en una reduccion de la respuesta antiviral innata
acoplada a una fuerte reaccion inflamatoria (Blanco-Melo et al., 2020). Esta hiperactivacion
leucocitaria y aumento de la expresion de CK se la designa como Sindrome de Liberacion de
Citoquinas (CRS, cytokine release syndrome). EI CRS esta implicado en el deterioro de
tejidos y 6rganos, y conduce a la enfermedad hacia episodios clinicos graves, predisponiendo
el aumento de la inflamacién, edema, disnea y hasta fibrosis pulmonar (Blanco-Melo et al.,
2020; Soy et al., 2020).

La farmacoterapia utilizada para el tratamiento de COVID-19 sigue en constante revision
y estudio debido a la complejidad inmuno-inflamatoria de la enfermedad, la cual a su vez
puede verse empeorada o limitada de acuerdo con los antecedentes de salud y
comorbilidades presentes en cada paciente (Cervera et al., 2020).

A las personas enfermas con sintomas leves se les pide que conlleven la enfermedad de
forma aislada con un estilo de vida saludable (descanso y correcta alimentacién), y solo
realizar tratamiento sintomatico de ser necesario como, por ejemplo, antipiréticos
(generalmente paracetamol). En el caso de los pacientes con sintomas moderados a graves
de la enfermedad, se procede a la intervencion farmacoterapéutica y si hay compromiso
respiratorio, se prosigue a la oxigenoterapia (soporte ventilatorio) y resto de medidas
necesarias (Cervera et al., 2020).

Al no existir en la actualidad un régimen farmacol6gico especifico basado en evidencia
cientifica (ensayos clinicos), el mismo puede variar seguin las pautas y alcances de cada
centro de salud (Cervera et al., 2020; Ministerio de Sanidad Gobierno de Espafia, 2020), los
cuales suelen contemplar:

o Antipirético/analgésico que se administra segun sintomas y fiebre, se prefiere
paracetamol (Cervera et al., 2020).

¢ Vitamina D, ya que recientemente se demostré que esta vitamina y sus metabolitos
participan activamente en la regulacion de las respuestas inmunes innatas y
adaptativas. La vitamina D aumenta la produccion de moléculas de la inmunidad
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innata que favorecen el control de infecciones, a la vez que promueve un control
eficiente de las respuestas inmunes a través de la diferenciacion de linfocitos
regulatorios y la produccion de citoquinas antiinflamatorias, promoviendo el control de
respuestas inmunolégicas exacerbadas (autoinmunes y alérgicas) (RACIM, 2020).

¢ Glucocorticoides: ejercen su actividad antiinflamatoria mediante el bloqueo del factor
de transcripcion NF-B (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas), con la consiguiente disminucion de la transcripcion y la
sintesis de CK pro-inflamatorias como IL (IL-1, IL-6) y de TNF-a, entre otros. Dentro
de este grupo de farmacos se encuentra la dexametasona (Cervera et al., 2020;
RACIM, 2020).

s Aspirinetas, segun riesgo de trombosis vascular (Cervera et al., 2020).

o Claritromicina, un antibiético que se usa en caso de compromiso respiratorio
(Ministerio de Sanidad Gobierno de Espafia, 2020).

¢ lvermectina, un antiparasitario que se encuentra en etapa de ensayos clinicos
(RACIM, 2020).

¢ Farmacos bioldgicos (anticuerpos monoclonales, interferones), antiinflamatorios de
origen natural como la colchicina, entre otros (RACIM 2020).

Por supuesto, también se han probado farmacos antivirales disponibles, como
hidroxicloroquina, lopinavir, ritonavir, remdesivir, que han demostrado efecto trivial o nulo
sobre el riesgo de infeccién por SARS-CoV-2, el ingreso a unidad de cuidados intensivos o
sobre la mortalidad en ensayos clinicos de pacientes con COVID-19 (OMS, 2020; BMJ, 2021).

El contexto actual, caracterizado por mas de 160 millones de casos positivos de COVID-
19, y la aparicion de nuevas variantes de SARS-CoV-2 mas virulentas y con menor
susceptibilidad a las inmunoterapias (vacunas y anticuerpos monoclonales), sustentan el
impulso de seguir buscando agentes terapéuticos o preventivos para COVID-19 (OMS, 2020;
Wang et al., 2021).

En la busqueda de nuevos agentes terapéuticos, los productos naturales siguen
constituyendo una fuente de compuestos quimicos con potencialidad para tratar una gran
variedad de enfermedades. Aproximadamente el 40% de los farmacos aprobados para el uso
humano provienen de productos naturales, tanto de origen vegetal como animal o de hongos
(Drogas vegetales, animales o fungicas), incluyendo derivados semisintéticos y sintéticos
producidos a partir de farmaco6foros naturales (compuestos quimicos aislados de una droga
natural) (Newman and Cragg, 2020).

En simultaneo, diversas drogas naturales son utilizadas como medicina alternativa en todo
el mundo, en base al gran repertorio de estudios cientificos que respaldan sus propiedades
terapéuticas, como también su extenso uso en diferentes sistemas de medicina tradicional
(Jassim and Naji, 2003). Algunos trabajos proponen el posible uso de diferentes plantas
medicinales en el tratamiento y prevencion del COVID-19, basados en sus antecedentes en
el uso de enfermedades respiratorias. Asi, podemos mencionar a Andrographis paniculata
(Burm. f.) Wall. (Acanthaceae) y Sambucus nigra L. (Viburnaceae), para tratar la fiebre y la
inflamacién de las vias respiratorias; Althaea officinalis L. (Malvaceae) y Hedera helix L.
(Araliaceae) por sus propiedades antitusivas y expectorantes (Hensel et al., 2020; Silveira et
al., 2020).
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El grupo de investigacion en el area de Farmacognosia, que trabaja en forma
interdisciplinaria con el Centro de Informacion de Medicamentos de la Facultad de Ciencias
Quimica de la Universidad de Coérdoba (CIME-FCQ-UNC), recibié consultas informales sobre
el potencial uso de dos especies vegetales como antivirales, en el contexto de la infeccion
por SARS-CoV-2. Una de ellas es Curcuma longa L. (Zingiberaceae), utilizada ampliamente
en medicina ayurveda y con reconocidas propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y
antimicrobianas y, por otro lado, Echinacea spp. (Asteraceae), la cual es vastamente
consumida en medicina alternativa para “activar” el sistema inmunolégico debido a su
reconocimiento como planta medicinal inmunomoduladora (WHO, 1999; Choudhary and
Rahi, 2018; Parsons et al., 2018).
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Hipotesis y objetivos

En funcién de todo lo expuesto, se plantea como hiQéteSiS: Las especies vegetales,

hongos, liquenes y los compuestos quimicos de origen natural, con reconocida actividad
antiviral in vitro, podrian tener efecto sobre el agente etiolégico de COVID-19.

El objetivo _general de este trabajo fue la busqueda de potenciales agentes
terapéuticos o preventivos para COVID-19 a partir de especies naturales bioactivas.

Para responder a este objetivo se establecieron los siguientes QDbjetivos
especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

Realizar una busqueda bibliogréafica de posibles drogas naturales (especies vegetales,
macrohongos y liquenes) que, en funcién de sus antecedentes, pueden ser ensayadas
in vitro como antivirales contra SARS-CoV-2.

Desarrollar un estudio bibliografico en base a la evidencia cientifica acerca de
Curcuma longa L. y Echinacea spp. que nos permita evaluar su potencial uso en
COVID-19.

Evaluar la citotoxicidad y actividad antiviral in vitro sobre SARS-CoV-2 de C. longa 'y
Echinacea spp.

Evaluar la citotoxicidad y actividad antiviral in vitro sobre SARS-CoV-2 de compuestos
de origen natural disponibles que hayan demostrado efecto sobre otros virus.

Establecer la composicion quimica de los extractos ensayados que resulten
bioactivos, identificando los principales metabolitos secundarios presentes en las
especies vegetales seleccionadas.

Cabe aclarar que el objetivo 2, no estaba planteado en el plan de trabajo inicial, pero se
agrego en virtud de las consultas recibidas sobre “curcuma” y “equinacea”.
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Materiales y Métodos

A- Busqueda bibliogréfica

Este estudio o proceso de busqueda tuvo como propdsito relevar (identificar y seleccionar)
la bibliografia/literatura existente sobre especies vegetales, macrohongos y liguenes como
posibles fuentes de productos naturales, ya sea para la obtencion de extractos o compuestos
guimicos purificados con actividad antiviral. Por tanto, estas especies serian candidatas para
ser ensayadas in vitro sobre el SARS-CoV-2, agente etiolégico de COVID-19 (Chen et al.,
2020; Federacion Farmacéutica Internacional, 2020).

Complementariamente, se buscé informacion sobre dos especies vegetales que cobraron
interés para la poblacién en el marco de la pandemia por COVID-19, debido a sus conocidos
antecedentes como plantas medicinales, vulgarmente conocidas como “curcuma” (Curcuma
longa L.) y “equinacea” (Echinacea spp.).

Se consultaron las bases de datos de libre acceso PubMed y Google académico (PubMed,
Google Scholar); ademas se tuvo acceso a la base de datos paga Science Direct (Science
Direct), provista por la FCQ-UNC. Se incluyeron todos los trabajos que arroj6 la busqueda en
todas las bases consultadas hasta marzo de 2021.

En el caso de la busqueda de fuentes naturales, la misma se limité a especies vegetales,
hongos (macrohongos) y liquenes; por tanto, los términos de busqueda (palabras claves)
fueron “plants”, “vegetal species”, “phytochemicals”, “mushrooms”, “lichen”, buscados cada
uno en combinacion con los términos “coronavirus” o “antiviral activity”, respectivamente. Se
seleccionaron aquellos articulos que trataban sobre productos naturales (extractos o
metabolitos secundarios) con actividad antiviral contra virus envueltos ARN monocatenario
no retrotranscrito, con especial énfasis sobre coronavirus, molecularmente relacionados a
SARS-CoV-2 (betaCoV), y a sus proteinas virales. Se incluyeron trabajos cientificos que
versaban sobre estudios in vitro, in vivo y ensayos clinicos, excluyéndose los estudios in silico

y los estudios con mezclas herbales.

En la busqueda de articulos cientificos referentes a “clircuma” y “equinacea”, se utilizaron
como palabras claves “Curcuma” o “Echinacea” (nombre genérico) en combinaciéon con
algunos de los siguientes términos: “antiviral”’, “immunomodulatory”, “anti-inflammatory” y
“ethnobotany”. Se utilizé el género para abarcar todas las especies que poseen valor
etnobotanico o han sido estudiadas como antivirales, inmunomoduladoras y/o
antiinflamatorias. La documentacién etnobotanica fue incluida ya que provee informacion

valiosa de las plantas en la medicina tradicional/popular.

B- Muestras para evaluar la actividad biologica in vitro
B.1- Criterios de seleccién

Las especies vegetales “curcuma” y “equinacea” fueron seleccionadas fundamentalmente
por su reconocimiento como planta medicinal, tanto en medicina tradicional como por
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numerosos trabajos cientificos debido a su bioactividad o utilidad frente a la prevencion o
tratamiento de diferentes enfermedades; lo cual propulsé la utilizacién de estas plantas en
diversos ensayos clinicos. Ademas, en la actualidad, el consumo de “curcuma” y “equinacea”
esta ampliamente difundido como medicina alternativa en gran parte del mundo, siendo el
material vegetal de estas especies sencillamente adquiribles.

Paralelamente, los metabolitos secundarios, parietina (PTN) y &cido Usnico (AUs) fueron
seleccionados debido a su amplia actividad antimicrobiana in vitro: antibacteriana,
antifingica, antiviral, antiparasitaria, entre otros (Fazio et al., 2007; Luzina and Salakhutdinov,
2018) y a su disponibilidad en el momento que transcurrié esta tesina de grado.

B.2- Procedencia de las muestras a ensayar

El material vegetal (MV) de “curcuma” y “equinacea” se adquirié en negocios de la ciudad
de Cordoba, que se dedican a la comercializacion de productos naturales, en octubre de
2020.

Con elfin de corroborar la identidad de cada MV adquirido, se siguieron las Floras oficiales
para determinar la ubicacion de las especies en sus respectivas familias y la verificacion de
los nombres cientificos de las mismas. En el caso de C. longa se sigui6 la Flora de China
(Flora of China) y para Echinacea spp., la Flora de América del Norte (Flora of North America).
Con la intencion de reafirmar fehacientemente la identidad del MV, se enviaron respectivas
muestras al Museo Botanico de Cérdoba que pertenece a la Facultad de Ciencias Exactas,
Fisicas y Naturales (UNC) y al Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (IMBIV) del
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas (CONICET).

La parietina (PTN), un derivado antraquinénico (Fig. 5A), se purificd previamente del liquen
Teloschistes nodulifer (Nyl.) Hillman (Telochistaceae), con una pureza mayor al 95,5 +0,2 %
determinada por HPLC-UV-Vis (Mugas et al., 2021).

El acido usnico (AUs), un derivado natural del dibenzofurano (Fig. 5B), fue cedido por el
Dr. José L. Cabrera (Dpto. Ciencias Farmacéuticas, FCQ, UNC e IMBIV, CONICET), cuya
pureza (81,3 £ 0,5 %) se determind mediante un método de HPLC-UV-Vis previamente
descrito (Fazio et al., 2007).

Figura 5: Estructura de parietina (A) y acido Usnico (B)
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B.3- Preparacion del material vegetal

El MV de ambas muestras (“curcuma” y “equinacea”) se deseco a temperatura ambiente y
al abrigo de la luz, con el fin de disminuir el contenido de agua sin alterar los metabolitos
secundarios (Villar del Fresno, 1999). Luego, se eliminaron las materias extrafias que
pudieron identificarse a simple vista (hilos, papel, arena, principalmente).

El MV de “equinacea” (250 g) se someti6 a un muestreo, realizando 4 cuarteados
sucesivos hasta obtener una muestra representativa de 29,8 + 0,2 g, que se apart6 para su
identificacion botanica. El resto del MV se proces6 en un molino de cuchillas (Retsch KG 5657
HANN, Germany), usando un tamiz N° 3 a fin de obtener un polvo mas homogéneo, lo cual
mejora el rendimiento de la extraccion al aumentar la superficie de contacto (vegetal-solvente)
(Villar del Fresno, 1999).

Los rizomas de “curcuma” se fragmentaron con ayuda de una cuchilla, en trozos no
mayores a 0,5 cm, y luego se redujeron/aplastaron en un mortero de porcelana (Fig. 6).

R |

-

Figura 6: Rizomas de C. longa (“carcuma”) fragmentados. Puede observarse el color caracteristico de
los curcuminoides

B.4- Obtencion de los extractos

La seleccion de las metodologias de extraccion y los tipos de extractos (acuosos u
organicos) obtenidos a partir de cada MV se realizdé en base a las formas de consumo que
comunmente se utilizan en medicina tradicional (antecedentes ethomedicinales) o en el
consumo popular para Curcuma spp. y Echinacea spp. (Barrett et al., 2003; Barnes et al.,
2005; Singh et al., 2012; Catanzaro et al., 2020).

Con el fin de respetar la forma tradicional/popular de usar estas plantas, se procedi6 a
realizar una infusién y una decoccioén de “curcuma”, y en el caso de “equinacea” se prepard
una tintura madre y una infusion.

B.4.1- Extractos de “curcuma”

Para la infusion de curcuma (Icur), 100 mL de agua destilada (H.Od) a punto ebullicion se
agregaron a 5 gr de rizomas triturados y se dejé en reposo durante 1 h. Transcurrido este
tiempo, se filtrd y al MV residual se le afiadieron otros 100 mL de H>Od a punto de ebullicion;
luego de 30 min, se filtré y el filtrado se adicioné a la primera extraccion para constituir el
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extracto acuoso obtenido por infusion. Se decidié someter el MV a dos infusiones sucesivas
debido la poca solubilidad de los curcuminoides en agua (Gonzéalez-Albadalejo et al., 2015;
Mondal et al., 2016), en base a la posibilidad de aconsejar una preparacion diferente si tuviera
actividad antiviral.

En la decoccidn de curcuma (Dcur), a 5,3 gr de rizomas triturados se le agregaron 100 mL
de H>Od y se calentd hasta llegar a ebullicion (98 °C) durante 5 min. La solucion se dej6
reposar durante 1 h, se filtr6 y se reservo el filtrado. Al MV residual se le afiadieron otros
100 mL de HOd, se llevé nuevamente a ebullicibn durante 5 min y se lo dejé reposar por
30 min. El filtrado de esta segunda extraccién se junté con el de la primera, para constituir el
extracto acuoso obtenido por decoccion. Se consider6 el mismo argumento arriba
mencionado en la decisién de preparar dos decocciones sucesivas a partir del MV, y se dejé
menos tiempo debido a caracteristica termolabil de los curcuminoides (Gonzéalez-Albadalejo
et al., 2015; Mondal et al., 2016).

Tanto Dcur como la Icur se sometieron a un proceso de liofilizacion (Liofilizador Labconco
LYPH LOCK 6), ya que es el mejor método para eliminar agua a fin de obtener extractos
secos (consistencia de polvo).

El rendimiento de cada metodologia de extraccién se expresé como la cantidad de extracto
seco (en gramos) obtenido cada 100 gr de MV desecado.

B.4.2- Extractos de “equinacea”

Las tinturas madres son soluciones alcohdlicas o hidroalcohdlicas preparadas a partir de
productos vegetales u otro origen. La proporcién de principio activo presente en las diferentes
tinturas es uniforme, pero varia segun las normas establecidas para cada droga vegetal. Para
la preparacion de las tinturas se emplean, principalmente 2 métodos, lixiviacién y maceracion
(Farmacopea Argentina ANMAT, 2015). Para la realizacion de este trabajo se eligio la
maceracién como método de preparacion de la tintura madre.

Para obtener la tintura de “equinacea” (Tech), a 100 gr de partes areas molidas se le
agregaron 400 mL de disolvente (etanol-H>Od, 40:60), necesarios para cubrir la totalidad del
MV. Se dej6 macerar en una ampolla de decantacién durante 3 dias, con agitacion manual
frecuente y protegida de la luz. Transcurrido este tiempo, se colecta el extracto. EI MV residual
se prensd manualmente para eliminar el resto de extracto, el cual se filtré y se juntd con el
extracto previamente colectado, y se envaso al resguardo de la luzy a baja temperatura
(4 °C).

Con la Tech se procedié a evaporar primero el contenido de etanol (EtOH), usando un
rotavapor a presion reducida y temperatura menor a 40 °C; posteriormente, el extracto acuoso
remanente se liofilizé hasta sequedad.

Para la infusién de “equinacea” (lech), 100 gr de partes areas molidas se extrajeron con
2 L de H,Od a punto ebullicién y se dejé macerar con agitacion manual esporadica en una
ampolla de decantacién durante 3 dias, protegido de la luz y a baja temperatura (4 °C).
Posteriormente, se filtré y se guard6 a 4 °C. En el caso de esta especie vegetal, no se sometid
el MV a dos infusiones sucesivas, pero se dejé mas tiempo de extraccion; en parte, debido a
la imposibilidad de asistir todos los dias al laboratorio.
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La lech se concentr6 a sequedad mediante un proceso de liofilizacién (Liofilizador
Labconco LYPH LOCK 6).

El rendimiento de cada metodologia de extraccion se expres6 como la cantidad de extracto
seco obtenido en gr por cada 100 gr de MV desecado.

B.5- Preparacién de muestras para ensayos biolégicos

A partir de cada extracto seco se prepararon soluciones stock a una concentracién de
100 mg/mL. Para el caso de los metabolitos secundarios en estudio (compuestos quimicos
puros), las soluciones stock fueron de 29 mM para AUs y de 5 mM para PTN.

Cada compuesto quimico y extracto seco de “equinacea” (Tech e lech) se disolvieron en
dimetilsulféxido (DMSO); mientras que los extractos secos de “curcuma” (lcur y Dcur) se
disolvieron en H>Od con 10 % de DMSO. A partir de estas soluciones stock se realizaron las
diluciones necesarias con medio de mantenimiento (MM) para llevar a cabo los ensayos de
actividad bioldgica in vitro.

C- Ensayos para evaluacion de actividad biologica
C.1- Evaluacion de la citotoxicidad

Previo a la evaluacion de la actividad antiviral y/o virucida in vitro de una muestra
(preparada a partir de un extracto seco o de un metabolito secundario), la evaluacion de su
toxicidad sobre las células hospedadoras es de suma importancia. La citotoxicidad se define
como una alteracion en la estructura y en las funciones celulares basicas que llevan a la
produccion de un dafo, el cual puede ser detectado a través de la proliferacion o
supervivencia celular, el mismo puede estimarse por medio de diferentes bioensayos in vitro
con lineas o cultivos celulares primarios (Konigheim et al., 2012).

Para la realizacion de esta tesina, la evaluacion de la citotoxicidad de las muestras en
estudio comprendié 2 etapas: en una primera instancia, la observacién de alteraciones
estructurales (Efecto citopatico, método cualitativo) y, en segundo lugar, la determinacién de
la viabilidad celular por un método colorimétrico (Captacion de rojo neutro, método
cuantitativo).

Estos métodos contribuyeron a determinar las concentraciones de las muestras que no
produjeron toxicidad sobre las células hospedadoras, lo cual garantiza que el efecto sobre
éstas se debe a la accion del virus y no a un efecto citotéxico provocado por los compuestos
gue forman la muestra.

C.1.1- Linea celular

Se emplearon cultivos de la linea celular Vero clon 76 (riidn de mono verde africano
Cercopithecus aethiops L.), mantenidos en estufa a 37 °C (Sanyo, Incu Safe MCO 17 AC)
con atmosfera humeda conteniendo 5% CO..
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C.1.2- Medio de Crecimiento

Medio de crecimiento (MC): constituido por Medio Esencial Minimo (MEM) con
amino&cidos no esenciales modificado por Dulbecco, suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB), L-glutamina (3 g/L) y sulfato de gentamicina (50 pug/mL) como antibiético (ATB).

C.1.3- Medio de Mantenimiento

Medio de mantenimiento (MM): constituido por MEM con amino&cidos no esenciales
modificado por Dulbecco, suplementado con 2% de SFB, 1% L-glutamina y 50 pug/mL de ATB.

C.1.4- Observacion del efecto citopéatico

Este ensayo consiste en observar los cambios que producen las muestras sobre la
morfologia de las células, mediante la utilizacion de un microscopio éptico invertido (Olympus
IX81, Olympus Corporation, Shinjuku) (Juan and Ribas, 1993). Estos cambios morfolégicos
se definen como efectos citopaticos (ECP) e incluyen: redondeamiento, retraccién de
membranas, lisis celular, presencia de granulos en el citoplasma, cambios en la estructura
del cultivo celular, pérdida de adhesion al sustrato (Juan and Ribas, 1993). Esta observacion
preliminar permitié estimar las concentraciones en las cuales comenzaron a ser téxicas las
muestras para las células hospedadoras.

El rango de concentraciones evaluadas fue diferente para cada muestra, dependiendo de
la solubilidad de cada una (Tabla 1). Tanto para los extractos como para los metabolitos
secundarios, se realizaron diluciones seriadas (factor %3) a partir de la maxima concentracion
evaluada para cada caso, de manera que la cantidad de DMSO en las células sea <a 1%
(concentracion no citotéxica). Cada concentracion se evalué por triplicado (n=3).

Tabla 1: Intervalos de concentraciones de las muestras utilizadas en los ensayos de
citotoxicidad.

Muestra Intervalo de concentracion
Dcur 1000 - 3,43 pg/mL
lcur 1000 - 3,43 pg/mL
Tech 1000 - 3,43 pg/mL
lech 1000 - 3,43 pg/mL
AUs 174 - 0,60 puM
PTN 30-0,10 pM

Dcur: Decoccion de “carcuma”, Icur: Infusion de “ctrcuma”, Tech: Tintura de “equinacea”,
lech: infusion de “equinacea”, AUs: &cido usnico, PTN: parietina.
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Se utilizaron monocapas de células Vero, preformadas durante 24 h, crecidas en placas
de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania) que contenian 1 x 10° células/pocillo (= 95 %
confluencia). Luego de descartar el MC, las células se trataron con cada concentracion de
cada muestra por triplicado.

Como control del sistema se dejaron pocillos con monocapa de células solo con MM con
1 % de DMSO (n=3), identificada como control celular (CC), que equivale al 100 % de
viabilidad celular (VC).

Las placas con los tratamientos y sus respectivos CC se incubaron durante 3 dias
consecutivos a 37 °C y atmésfera humeda con 5 % de CO,. Diariamente, mediante
microscopio 6ptico invertido, se observaron las monocapas celulares para detectar la
aparicion de cualquier alteracién morfolégica.

Se consideraron citotoxicas las concentraciones que produjeron alteraciones morfolégicas
como las previamente mencionadas (Ooi et al., 2004). Estos resultados permitieron
determinar las maximas concentraciones que no produjeron efecto citopatico, como a su vez
constatar, posteriormente, los resultados obtenidos por el método colorimétrico cuantitativo.

C.1.5- Determinacion de la viabilidad celular in vitro por método colorimétrico

Los ensayos colorimétricos permiten medir la viabilidad celular mediante la captacién o
formacion de un colorante por parte de alguna organela celular; permitiendo evaluar, luego
de la exposicién de las células a la muestra de interés, la produccion de efectos nocivos
intracelulares (Juan and Ribas, 1993).

El método de captacién de Rojo Neutro (RN), propuesto por Borenfreud y Puerner (1985),
es uno de los ensayos colorimétricos mas empleados para medir citotoxicidad. Est4 basado
en la capacidad de las células viables de incorporar el RN como marcador supravital. Este
colorante catiénico penetra las membranas celulares por difusion pasiva, concentrdndose en
organelas con membrana, principalmente lisosomas y endosomas. En consecuencia, la
cantidad de colorante retenido es proporcional al nimero de células viables (Repetto et al.,
2008).

Se utilizaron las mismas monocapas de células Vero que en el ensayo de ECP. Una vez
cumplida la incubacién de 72 h (y el periodo de observacion para la determinacién del ECP),
se descart6é el MM conteniendo las diferentes concentraciones de cada muestra y se agrego
una solucion de RN (50 ug/mL en MEM), que se incubd durante 3 h. Posteriormente, se
descart6 este colorante y las monocapas fueron lavadas 3 veces con una solucion salina de
fosfatos (PBS) estéril. A continuacioén, el colorante contenido en los lisosomas y endosomas
de las células viables se extrajo con una solucion de agua - etanol - 4cido acético (50:49:1),
durante 15 min con agitacion continua a temperatura ambiente y protegido de la luz. La
densidad 6ptica (DO) del colorante extraido se midié en un lector de microplacas (BioTek
ELx800), realizando las lecturas a 540 nm. El porcentaje de viabilidad celular (%VC) se
calculo segun la siguiente formula:

%VC = (DOt / DOc) x 100

Ddénde:
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DOt: densidad 6ptica del cultivo celular tratado.
DOc: densidad 6ptica del cultivo celular control.

Con los valores obtenidos a partir de esta formula, se confeccionaron curvas de viabilidad
(%VC) en funcién de las concentraciones testeadas (ug/mL o pM).

A partir de estos gréaficos se estimaron los valores de concentracién que provocan dafio
celular evidente al 50 %y al 20 % de los cultivos celulares tratados, es decir la concentracion
citotéxica media (CCso) y una concentracion subtoxica (CCz), como asi también la Maxima
Concentraciéon No Citotoxica (MCNC), donde la viabilidad celular es mayor al 90 %
(Borenfreud and Puerner, 1985).

La obtenciébn de estos valores nos permiti6 posteriormente emplear intervalos de
concentracion no-téxicos o sub-tdxicos en los ensayos de actividad antiviral in vitro.

C.2- Actividad virucida y antiviral in vitro

C.2.1- Cepaviral estudiada

Se utiliz6 como modelo viral el SARS-CoV-2 (hCoV-19/Argentina/PAIS-G0001/2020,
GISAID, ID: EPI_ISL_499083), cepa aislada durante un brote en la ciudad de Cérdoba por el
Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella” (InViV) de la Fac. Cs. Médicas (FCM) de la UNC.

C.2.2- Determinacion del titulo del stock viral

Ciertos virus son capaces de formar placas de lisis cuando replican en determinados
sistemas de cultivo, y estan recubiertos por un medio semisélido. Este medio limita la difusion
de viriones producidos durante la replicacion, provocando que la infeccion viral quede
restringida a las células vecinas. Esto ocasiona la formacion de una zona de lisis celular
denominada placa de lisis. De esta manera, cada placa se considera iniciada por una particula
viral (del Barrio Alonso et al., 2008). Debido a que el modelo viral bajo estudio es capaz de
producir placas de lisis, la titulacion de los stocks virales se realizé utilizando la técnica de
unidades formadoras de placas (UFP) bajo agarosa en células Vero (Earley et al., 1967).

Para ello, una monocapa confluente de células Vero (48 h de incubaciéon en placas de
12 pocillos, 5,2 x 107 células/pocillo, = 95 % confluencia) se infecté con 100 uL de cada
dilucion seriada (factor 10) realizada a partir del stock viral (n=3) y se incubé durante 1 h
(37 °C con 5% CO; en atmésfera hiumeda). Transcurrida la etapa de absorcién, se cubrio la
monocapa con una solucion semisoélida constituida por partes iguales de agarosa al 1 % y
MM de doble concentracion (2X). Una vez solidificada esta capa, las células se mantuvieron
a 37 °C con 5% CO; en atmdésfera himeda durante 4 dias. Posteriormente, las monocapas
de células se fijaron con formol al 10 % durante 2 horas y las placas de lisis se revelaron con
una solucién de cristal violeta al 1 %. De esta manera, se pudo cuantificar el nimero de placas
de lisis o UFP. El titulo viral se expresa como el nimero de UFP presentes en la dilucién
anterior, donde ya no hay placa de lisis, por el logaritmo de dicha dilucion. A partir del stock
se calcularon las diluciones correspondientes para tener 100 UFP por pocillo en los ensayos
posteriores.

23


https://www.zotero.org/google-docs/?Njahd2
https://www.zotero.org/google-docs/?4pm8jX

C.2.3- Actividad antiviral in vitro

Este ensayo tiene como objetivo evaluar si alguna de las muestras presenta capacidad de
actuar sobre la replicacion del modelo viral bajo estudio. La actividad antiviral de una muestra
(extracto o compuesto quimico) puede ser medida mediante su capacidad para reducir el
numero de UFP, con respecto al control viral (Del Barrio Alonso et al., 2008).

Las monocapas de células Vero, preformadas en placas de cultivo de 24 pocillos con
= 95 % confluencia (4,8 x 107 células/pocillo), se infectaron con 100 UFP/pocillo del modelo
viral. Luego de 1 h de incubacién a 37 °C en atmésfera humeda con 5 % de COx, se lavé con
una solucién de PBS estéril para eliminar las particulas virales que no fueron capaces de
adherirse a la membrana celular. A continuacion, se cubri6é la monocapa celular con medio
semisolido (constituido por partes iguales de agarosa al 1 % y MM 2X), el cual contenia
concentraciones decrecientes seriadas (1:2) a partir de la CCy de cada muestra, con
excepcion de los extractos de “curcuma” (lcur y Dcur), que se realizaron a partir de
1000 pg/mL. Cada muestra, se ensayo por triplicado. Los controles del sistema (n=3) fueron:
1) control viral (CV) células infectadas sin tratar; 2) control de tratamiento (Ct) células sin
infectar y tratadas con la maxima concentracion a ensayar (CCz 0 1000 pg/mL), segun
corresponda); y 3) control celular (CC), células sin infectar y sin tratar.

Luego de incubar las células con cada tratamiento y sus respectivos controles (37 °C con
atmaosfera del 5 % de COy) durante 4 dias, las células se fijaron con formol al 10 % durante
2 h. Las placas de lisis se revelaron con una solucion de cristal violeta al 1 %. De esta manera,
el nimero de UFP fue cuantificado y obtenido el porcentaje de inhibicién (% 1) de cada
muestra (extracto o sustancia pura) en base a los valores obtenidos en los CV (100 %), y en
funcidon de la concentracién ensayada. Cuando fue posible, se obtuvo la concentracidén
efectiva 50 (CEsp), siendo la concentracion de la muestra que inhibe el 50 % de las particulas
virales.

C.2.4- Evaluacion de la actividad virucida in vitro

Este ensayo se realizd para determinar si las muestras tienen capacidad para inactivar los
viriones, previo a su ingreso a las células hospedadoras (capacidad virucida). La accion
inactivante directa de una muestra (extracto o0 compuesto quimico) sobre las particulas virales
puede ser evaluada mediante el tratamiento de suspensiones virales de titulo conocido.

El efecto virucida conlleva a una disminucién brusca en el titulo infectivo residual de la
suspension tratada con la muestra, con respecto a suspensiones virales no tratadas (control
viral, CV) (Del Barrio and Parra; 2000, Fernandez et al., 2003; Yang et al., 2005; Del Barrio
Alonso et al., 2008).

El efecto virucida se determiné utilizando la prueba de reducciéon de UFP bajo agarosa en
células Vero. Para ello, se mezclaron 100 uL del stock viral (4 x 10® UFP/mL) con 100 pL de
una concentracién de muestra (tratamiento) que corresponde a la CCsy en el caso de los
extractos de “equinacea” y de AUs; en cambio, para PTN se utiliz6 una concentracion de
30 uMYy para los extractos de “curcuma” 1000 pg/mL. Esta mezcla se incubd 1 h a 37 °C en
atmadsfera con 5 % de CO.. ElI CV consistié en una mezcla de 100 pL del stock viral con
100 yL de MM.
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Luego, a partir de cada mezcla (virus con cada tratamiento y CV) se realizaron diluciones
seriadas (factor 10) y cada dilucién se agregd por triplicado sobre una capa confluente de
células Vero (4,8 x 107 células/pocillo, = 95 % confluencia). Tras 1 h de incubacion a 37 °C
con 5 % CO; para permitir el ingreso del virus a la célula hospedadora (absorcion viral), se
agrego una solucién semisolida, constituida por partes iguales de agarosa al 1 % y MM 2X.

Posterior a un periodo de incubacién de 4 dias (37 °C con 5 % CO.), las células fueron
fijadas con formol al 10 % durante 2 h y las placas de lisis se revelaron con una solucion de
cristal violeta al 1 %. Se cuantifico el nimero de placas y la infectividad viral residual se
determiné mediante el ensayo de reduccion de UFP (Cheng et al., 2008). Los extractos o
metabolitos secundarios que causaron disminuciones < 2 logaritmos en comparacion con el
titulo del CV, se consideraron sin actividad virucida (Andrei et al., 1985; Vanden Berghe et al.,
1986; Zanon et al., 1999; Konigheim et al., 2012).

C.2.5- Andlisis estadistico

Todas las concentraciones de cada muestra se evaluaron por triplicado. Los valores se
expresaron como media * error estandar (x + SE) de 2 experimentos independientes. s
datos se analizaron estadisticamente utilizando el software estadistico computacional
Origin 8.5. Los valores de CCsy, CC20, MCNC y CEs se obtuvieron a partir de las curvas dosis-
respuesta, generadas a partir del andlisis de regresién no lineal (Sigmoidal Origin, R? > 0.9).
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Resultados y Discusion

A- Busqueda bibliografica
A.1- Fuentes naturales con potencial efecto antiviral sobre coronavirus

Los resultados respecto a la busqueda de informacién relacionada a las fuentes naturales
con potencial efecto antiviral sobre SARS-CoV fueron marcadamente diversos en torno al
origen, encontrandose tanto especies vegetales como macrohongos y liquenes (Tabla 2 y 3).

La principal distincion observada durante la busqueda bibliografica fue el repertorio de
ensayos antivirales sobre Betacoronavirus registrados en articulos cientificos, siendo éste
ampliamente superior en el caso de las especies vegetales, y casi nulo para las especies de
macrohongos y liquenes. En efecto, el desarrollo del estudio bibliogréafico fue orientando, en
el caso de las plantas, sobre su actividad sobre Betacoronavirus; mientras que en el caso de
los taxones fangicos, a sus registros de actividad antiviral sobre virus envueltos, con genoma
constituido por ARN monocatenario no retrotranscrito, es decir, virus con estructura y ciclo de
replicacion similares a los coronavirus (CoV), como parametro de seleccion.

Basado en los criterios de basqueda, en el caso de las especies vegetales se obtuvieron
un total de 36 taxones botanicos sobre SARS-CoV, de los cuales 29 corresponden a plantas
con flores (angiospermas), 5 plantas vasculares con semilla desnuda (“gimnospermas”) y 2
plantas vasculares sin semilla (“monilofitas”). La mayor parte de las especies utilizadas son
de origen asiatico, referencia que concuerda con las zonas geograficas de los brotes
epidémicos de SARS-CoV y MERS-CoV (The Plant List).

Ademas de extractos acuosos y organicos bioactivos, los principales metabolitos a los que
se le atribuyen su actividad pertenecen a familias quimicas muy diversas, encontrando
principalmente flavonoides, terpenoides, alcaloides, antraquinonas, aceites esenciales,
diarilheptanoides y lignanos.

Los modelos virales (Betacoronavirus) principalmente empleados para estudiar la
bioactividad fueron SARS-CoV, HCoV-OC4 y MERS-CoV, siendo SARS-CoV el mas
vastamente escogido (mas del 70 % de los estudios analizados). Esta acentuada seleccion
es debida a que tanto SARS-CoV como MERS-CoV son los agentes etiol6gicos causantes
de los brotes epidemioldgicos ocurridos en el 2002 en China y 2012 en la Peninsula Arabiga,
respectivamente; a los cuales se les atribuye un gran nimero de muertes y afectados
(Hilgenfeld and Peiris, 2013).

Las metodologias utilizadas para estudiar cada mecanismo de accién variaron en gran
medida entre cada estudio. Cada mecanismo de accién, identificado en los trabajos
cientificos, fue categorizado con una letra (A, B, C, D y E) y asignado a cada extracto o
metabolito secundario de los taxones seleccionados en las Tablas 2 y 3.

Los principales mecanismos de accion examinados fueron la inhibicion en la replicacion
viral (A), en menor frecuencia la accién virucida (B), la inhibicion de la actividad enzimética
(C), interaccion entre la proteina S (proteina de la espicula) y la enzima convertidora de la
angiotensina 2 (ACE2) (D), junto a otros pocos mecanismos accion aislados (E).
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Entre los trabajos donde se examina la inhibiciébn enzimatica como mecanismo antiviral,
los blancos enziméticos mas utilizados fueron cisteina proteasa similar a la 3-quimotripsina
(3CLpro) y la proteasa similar a la papaina (PLpro). SARS-CoV y SARS-CoV-2 comparten
una gran homologia en la secuencia de aminoacidos de estas enzimas (96 % con 3CLpro y
83 % con PLpro), siendo a su vez los pliegues tridimensionales y la estructura del sitio activo
altamente conservados en todo el género (Ferreira and Rabeh, 2020; Morse et al., 2020).
Esta similitud conformacional en las enzimas claves para el ciclo replicativo, las convierte en
uno de los blancos mas interesantes en la blusqueda de agentes antivirales, siendo los
compuestos capaces de inhibir estas enzimas en SARS-CoV y otros CoV relacionados,
potentes candidatos terapéuticos sobre SARS-CoV-2 (Anand et al., 2003; Chen et al., 2020).

Ademas de los mecanismos antes mencionados, se observé que hay otros mecanismos
de acciébn menos examinados, pero con gran potencial para inhibir la patogénesis de SARS-
CoV-2. Uno de ellos es la inhibicion de la interaccion entre la proteina S (proteina de la
espicula) y la enzima convertidora de la angiotensina 2 (ACE2), la cual tendria como efecto
inhibir la adhesion de las particulas virales a la membrana celular y, por ende, evitar la
internalizacion de éstas a la célula (Tang et al., 2020). Este mecanismo fue asignado en la
Tabla 2 como D. Es propicio detenerse en este mecanismo de accion, ya que algunos autores
proponen ciertos productos naturales inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(ACE o “ACE1”) como potenciales candidatos a inhibir la internalizacién o la replicacién de
SARS-CoV-2 en las células hospedadoras (Tabla 2). Esta aseveracion es, por un lado,
riesgosa ya que, segun varios estudios (Fang et al., 2020; Zhou et al., 2020) cuando se
bloquea el receptor ACE se observa un aumento de la expresion de ACE2, lo que podria
favorecer un aumento en la tasa de infeccién por SARS-CoV-2 y por ende, un agravamiento
de la enfermedad; y otro lado, esta aseveracion es desacertada ya que, como mencionamos
previamente, SARS-CoV-2 interacciona con la ACE2 para ingresar a la célula hospedadora,
no con ACE, las cuales son proteinas distintas (Gaddam et al., 2014).

Considerando la magnitud de la actividad antiviral, los mecanismos de accién propuestos
y los antecedentes de toxicidad, se pueden destacar los siguientes taxones (Tabla 2):
Cibotium barometz (L.) J. Sm. (Cibotiaceae), Dioscorea polystachya Turcz. (Dioscoreaceae),
Pyrrosia lingua (Thunb.) Farw. (Polypodiaceae), como potenciales fuentes de agentes
antivirales. El extracto metandlico del rizoma de C. barometz demostré una potente actividad
antiviral sobre SARS-CoV con un indice de selectividad > 59. El indice de selectividad (IS) se
define como el cociente entre la CCsoy la CEso; por lo tanto, mientras mayor es el valor de IS,
mejor es el antiviral desde el punto de vista de su seguridad e inocuidad. A su vez, este
extracto de C. barometz demostrd inhibir la actividad de la enzima 3CLpro SARS-CoV con un
valor de concentracion inhibitoria media (ICso) de 39 + 3 pug/mL (Wen et al., 2011). Por su
parte, el extracto metandlico de la raiz de D. polystachya también demostré una potente
actividad antiviral sobre SARS-CoV con un IS > 62 y demostré inhibir la actividad de la enzima
3CLpro SARS-CoV con un ICsp = 44 £+ 2 pg/mL (Wen et al., 2011). Por otro lado, el extracto
cloroférmico de las hojas de P. lingua demostré actividad antiviral sobre SARS-CoV con un
IS > 59 (Li et al., 2005). Posteriores estudios fitoquimicos permitirian aislar e identificar
potenciales agentes antivirales presentes en los extractos de estas especies vegetales.

Teniendo en cuenta los mismos criterios citados anteriormente, de este estudio
bibliogréafico se distinguen los siguientes metabolitos secundarios (Tabla 2, Figura 7): licorina,
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emodina, savinina, y [8B-hydroxyabieta-9(11),13-dien-12-one)] como posibles agentes
antivirales sobre SARS-CoV-2.
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Figura 7: Estructura quimica de los metabolitos secundarios con mayor potencial actividad antiviral
sobre SARS-CoV-2 hallados en el estudio bibliografico: Licorina (A), Emodina (B), Savinina (C) y
[8B-hydroxyabieta-9(11),13-dien-12-one)] (D).

Licorina es un alcaloide derivado de la norbeladina (Fig. 7A) aislado principalemnte de
Lycoris radiata (L'Hér.) Herb. (Amaryllidaceae) y de otras especies de la familia
Amaryllidaceae (Tabla 2). Este metabolito presenté actividad antiviral sobre diversos
betaCoV: SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-OC43 y MHV-A59, como tambien sobre otros
géneros y especies de virus no relacionados filogenéticamente (Flavivirus, HIV-1, Virus
Influenza, Enterovirus, entre otros), por lo que este metabolito secundario presenta un amplio
espectro antiviral (Chen et al., 2004; Li et al., 2005; Cao et al., 2013; Shen et al., 2019). En el
caso de SARS-CoV, el virus filogenéticamente mas relacionado a SARS-CoV-2, licorina
demostrd una potente actividad antiviral con un IS = 954, el mayor valor de IS hallado en este
estudio bibliogréafico (Li et al., 2005).

Emodina es un derivado antraquinénico (Fig. 7B) presente en varias familias botanicas
(Polygonaceae, Asphodelaceae, Fabaceae, entre otros), siendo uno de los principales
metabolitos responsables de la actividad biol6gica de varias especies de los géneros Rheum
L. (Polygonaceae) y Polygonum L. (Polygonaceae), utilizadas en Medicina Tradicional China
(TCM) (Dong et al., 2016). Emodina demostré ser capaz de actuar sobre dos mecanismos
claves en la replicacion de CoV: por un lado, demostrd inhibir la interaccion entre la proteina
S de SARS-CoV y el receptor ACE2, siendo este el compuesto quimico natural mas potente
hallado en esta revision bibliografica (Ho et al., 2007). Este mecanismo de accion diluciado
en emodina es promisorio ya que, ademas de tratarse de una interaccion especifica entre
proteina viral-receptor, la proteina S de SARS-CoV comparte un 75 % de homologia en la
secuencia de aminoacidos respecto a la proteina S de SARS-CoV-2 (Lam-Cabanillas et al.,
2021; Mousavizadeh and Ghasemi 2021). A su vez, este metabolito demostré inhibir la
actividad de la proteina 3a de SARS-CoV y HCoV-0OC43, canal idnico que modula el egreso
de las particulas virales de la célula huesped (Lu et al., 2006; Schwarz et al., 2011). Por otro
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lado, debido a su capacidad de interaccionar con los componentes estructurales de las
membranas biol6gicas y a sus antecedentes de agente virucida in vitro sobre una gran
variedad de virus envueltos, emodina podria ejercer accion virucida sobre SARS-CoV-2,
mecanismo de accion aun no estudiado en Betacoronavirus (Andersen et al., 1991; Alves et
al., 2004; Batista et al., 2019). La variedad de blancos terapéuticos en los cuales esta
antraquinona demostré ser activa, la convierten en un potencial agente antiviral y virucida
sobre SARS-CoV-2.

Savinina (Lignano, Fig. 7C) y [8B-hydroxyabieta-9(11),13-dien-12-one)] (Diterpenoide tipo
abietano, Fig. 7D) son dos metabolitos aislados del duramen de Chamaecyparis obtusa
(Siebold & Zucc.) Endl. (Cupressaceae), aunque savinina también se encuentra en diversas
familias de plantas con flores (Araliaceae, Aristolochiaceae, Fabaceae, entre otras) (Che et
al., 1984; Cho et al., 2001; Li et al.,, 2019). Ambos metabolitos demostraron una potente
actividad antiviral sobre SARS-CoV con un IS > 667 para savinina y IS > 510 en el caso del
diterpenoide. Adicionalmente, savinina demostré ser inhibidor competitivo de 3CLpro SARS-
CoV con un ICso = 25 uM y una constante de disociacion (K;) de 8,2 (Wen et al., 2007).

Debido al potencial que presentan estos 4 metabolitos como antivirales sobre SARS-CoV-
2, futuros estudios preclinicos y clinicos permitirian seguir evaluando su bioactividad y eficacia
en el contexto de COVID-19.

Hasta marzo de 2021, se hallaron solo 2 reportes de productos naturales derivados de
plantas evaluados sobre SARS-CoV-2. Un extracto de Artemisia annua L. (Asteraceae) y un
producto comercial a base de extractos de Echinacea purpurea (L.) Moench (Asteraceae)
(Signer et al., 2020; Nair et al., 2021).

A. annua es una hierba originaria de China, donde se la usa tradicionalmente para tratar
la fiebre. Actualmente se extraen diversos compuestos de esta planta, siendo la artemisinina
(lactona sesquiterpénica) el metabolito secundario de mayor interés terapéutico, utilizado
como antiparasitario, junto a sus derivados semisintéticos, para tratar la malaria (Bora and
Sharma, 2011). Nair y colaboradores (2021) demostraron que varios productos naturales
derivados de A. annua son capaces de inhibir la replicacion de SARS-CoV-2, entre ellos el
extracto acuoso de las hojas y artemisinina. La mayoria de los derivados semisintéticos de
artemisinina no evidenciaron actividad antiviral, y los que si la presentaron, resultaron ser
altamente téxicos en los ensayos de citotoxicidad. Si bien artemisinina demostrd actividad
antiviral, no fue el metabolito mas potente (inhibid el 50 % de virus a una concentracion de
70 pM: ICso). Ademas, la eficacia antiviral de los extractos (ICso = 11,8 uM) no se encontrd
correlacionada con el contenido de artemisinina, sugiriendo la existencia de otros metabolitos
responsables de la actividad antiviral (Nair et al., 2021). Estos resultados apoyan la
importancia de los estudios fitoquimicos no sélo en especies vegetales no indagadas, sino
también en plantas ya documentadas, en la busqueda de agentes terapéuticos.

En el caso de E. purpurea, Signer y colaboradores (2020) examinaron la accion virucida
sobre SARS-CoV-2 de un preparado comercial, que consiste en una mezcla de 2 extractos
hidroalcohélicos (65 % etanol), el de partes aéreas sumado al de raices, en una proporcion
95:5. Debido a la presencia de actividad virucida del preparado (50 pl/mL provocé una
disminucion total del titulo residual infectivo), se postuldé que éste podria ser un tratamiento
profilactico eficaz contra SARS-CoV-2 (Signer et al., 2020).
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Tabla 2: Lista de especies vegetales con potencial capacidad para inhibir la replicacion de SARS-CoV-2

Nombre Cientifico

Parte usada

Metabolitos/ Extractos

Blanco viral

Mecanismo de accién

Referencia

Alnus japonica Corteza Diarylheptanoides PLpro SARS-CoV C (Park et al., 2012)
(Thunb.) Steud.
(Betulaceae)
Aloe spp. Hojas Aloe-emodina 3CLpro SARS-Cov | C (Lin et al., 2005)
(Asphodelaceae)
Artemisia annua L. Planta completa Extracto etandlico SARS-CoV A (Lietal., 2005)
(Asteraceae)

Hojas Extracto acuoso SARS-CoV-2 A (Nair et al., 2021)

Artemisinina
Berberis spp. Raices Berbamina MERS-CoV A (Shen et al., 2019)
(Berberidaceae) HCoV-0C43
MHV-A59

Broussonetia Raiz Polifenoles PLpro SARS-CoV, C (Park et al., 2017)
papyrifera (L.) L'Hér. 3CLpro
ex Vent. (Moraceae) SARS-CoV
Cassia tora L. Semillas Extracto etandlico SARS-CoV A (Wen et al., 2011)
(Fabaceae)
Chamaecyparis obtusa | Duramen Terpenoides y lignanos SARS-CoV A (Wen et al., 2007)
(Siebold & Zucc.) (Savinina, [8B-hydroxyabieta-
Endl. (Cupressaceae) 9(11),13- dien-12-one)]) 3CLpro SARS-Cov | C
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Cibotium barometz Rizoma Extracto etanolico SARS-CoV A (Wenetal., 2011)
(L.) J. Sm.
(Cibotiaceae) 3CLpro C
Citrus spp. Fruto, hojas Herbacetina, Rhoifolina, 3CLpro SARS-CoV | C (Lietal., 2005, Joetal.,
(Rutaceae) Pectolinarina, Hespertina 2020)
Citrus sinensis (L.) Fruto (Exocarpo) Extracto etandlico MHYV, Genes TRPs AE (Ulasli et al., 2014)
Osbeck
Cryptomeria japonica | Duramen Terpenoides SARS-CoV A (Wen et al., 2007)
(Thunb. ex L. f.) D.
Don (Cupressaceae)
Curcuma longa L. Rizoma Curcumina SARS-CoV A (Wen et al., 2007)
(Zingiberaceae)

3CLpro SARS-CoV | C
Dioscorea polystachya | Raiz Extracto etandlico SARS-CoV A (Wen et al., 2011)
Turcz. (Dioscoreaceae)

3CLpro SARS-CoV | C
Echinacea. purpurea Planta completa Extracto hidroalcoholico SARS-CoV-2 B (Signer et al., 2020)
(L.) Moench SARS-CoV
(Asteraceae) MERS-CoV
Gentiana scabra Rizoma Extracto etandlico SARS-CoV A (Wen et al., 2011)
Bunge (Gentianaceae)
Glycyrrhiza glabra L. | Raiz Glicirricina SARS-CoV A (Cinatl et al., 2003)

(Fabaceae)
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Holarrhena
antidysenterica (L.)
Wall. ex A. DC.
(Apocynaceae)

Corteza

Connesina

MERS-CoV
HCoV-0C43
MHV-A59

(Shen etal., 2019)

Houttuynia cordata
Thunb. (Saururaceae)

Planta entera

Extracto acuoso

3CLpro SARS-CoV,
RdRp SARS-CoV

(Lau et al., 2008)

Isatis indigotica Raiz Extracto acuoso 3CLpro SARS-CoV (Lin et al., 2005)
Fortune (Brassicaceae)
Juniperus formosana Duramen Terpenoides SARS-CoV (Wen et al., 2007)
Hayata (Cupressaceae)
3CLpro SARS-CoV
Juniperus oxycedrus L. [ Conos Aceite esencial SARS-CoV (Loizzo et al., 2008)
(Cupressaceae)
Laurus nobilis L. Fruto Aceite esencial SARS-CoV (Loizzo et al., 2008)
(Lauraceae)
Lindera aggregata Raiz Extracto etandlico SARS-CoV (Lietal., 2005)
(Sims) Kosterm.
(Lauraceae)
Lycoris radiata Corteza Extracto etandlico SARS-CoV (Li et al., 2005)
(L'Hér.) Herb.
(Amaryllidaceae)
Licorina SARS-CoV (Chen et al., 2004, Li et
MERS-CoV al., 2005, Shen et al.,
HCoV-0C43 2019)
MHV-A59
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Papaver somniferum Fruto Papaverina MERS-CoV A (Shen etal., 2019)
L. (Papaveraceae) HCoV-0C43

MHV-A59
Paulownia tomentosa | Fruto Flavonoides gerenilados PLpro C (Cho et al., 2013)
(Thunb.) Steud. SARS-CoV
(Paulowniaceae)
Peganum harmala L. | Semillas Harmina MERS-CoV A (Shen et al., 2019)
(Nitrariaceae) HCoV-0C43

MHV-A59
Polygonum Raiz Extracto acuoso, HCoV-0C43, A C (Ho et al., 2007)
multiflorum Thunb. Emodina Viroporina 3a SARS-
(Polygonaceae) CoV y HCoV-0C43

Emodina Proteina S SARS- D (Schwarz et al., 2011)

CoV, ACE2
Psoralea corylifolia L. | Semillas Flavonoides PLpro C (Kim et al., 2014)
(Fabaceae) SARS-CoV
Pyrrosia lingua Hojas Extracto cloroférmico SARS-CoV A (Lietal., 2005)
(Thunb.) Farw.
(Polypodiaceae)
Rheum officinale Baill. | Raiz Extracto acuoso, HCoV-0C43 A C (Ho et al., 2007)
(Polygonaceae) Emodina Viroporina 3a SARS-

CoVy HCoV-0C43

Emodina Proteina S SARS- D (Schwarz et al., 2011)

CoV, ACE2
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Juss.) M. Roem.
(Meliaceae)

Rhodiola kirilowii NE Luteolina SARS-CoV (Yietal., 2004)
(Regel) Maxim.
(Crassulaceae)
Rhus chinensis Mill. NE Tetra-O-galloyl--d- SARS-CoV (Yietal., 2004)
(Anacardiaceae) glucosa
Scutellaria baicalensis | Raiz Baicalina SARS-CoV (Chen et al., 2004)
Georgi (Lamiaceae)

Raiz Scutellarina Helicasa SARS-CoV (Yuetal., 2012)
Taxillus chinensis Tallo Extracto etanolico SARS-CoV (Wen et al., 2011)
(DC.) Danser Hojas
(Loranthaceae)
Thuja orientalis L. Conos Aceite esencial SARS-CoV (Loizzo et al., 2008)
(Cupressaceae)
Toona sinensis (A. Hojas Extracto acuoso SARS-CoV (Chen et al., 2008)

Mecanismos de accion: A: Inhibicion de la replicacion viral, B: Accion virucida, C: Inhibicidén enzimatica, D: Inhibicion de la interaccion entre proteina de la
espicula (S) y ACEZ2, E: Otro.
Abreviaturas: 3CLpro: Cisteina proteasa similar a la 3-quimotripsina, ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2, MHV: Coronavirus murino, NE: no
especificado, PLpro: proteasa similar a la papaina, Proteina S: proteina de la espicula, RdRp: ARN polimerasa dependiente de ARN, TRPs: canales idnicos de
potencial del receptor transitorio.
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Tabla 3: Lista de especies de macrohongos y liquenes con potencial capacidad para inhibir la replicacion de SARS-CoV-2.

(Parmeliaceae)

Nombre cientifico Parte usada Metabolitos/ Extractos Blanco viral Mecanismo de accion Referencia
Agaricus bisporus (J.E. Cuerpo fructifero Extracto acuoso HCV A (Gallego et al., 2019)
Lange) Imbach
(Agaricaceae) Proteasa HCV. C
Cladonia spp. Talo, Micobionte Acido usnico IAV, JUNV, TCRV A (Fazio et al., 2007,
(Cladoniaceae) Sokolov et al., 2012)
Ganoderma lucidum Cuerpo fructifero Extracto acuoso RdRp SARS-CoV C (Fung et al., 2011)
(Curtis) P. Karst.

(Ganodermataceae)

Ganoderma pfeifferi Bres. Cuerpo fructifero Lanostanos IAV C (Mothana et al.,
(Ganodermataceae) 2003)

Hericium erinaceus (Bull.) | Cuerpo fructifero Extracto acuoso DENV-2 A (Ellan et al., 2019)
Pers. (Hericiaceae) Extracto AcEt

Lecanora spp. Talo, Micobionte Acido Usnico IAV, JUNV, TCRV A (Fazio et al., 2007;
(Lecanoraceae) Sokolov et al., 2012)
Lignosus rhinocerotis Cuerpo fructifero Extracto acuoso DENV-2 A (Ellan et al., 2019)
(Cooke) Ryvarden Extracto AcEt

(Polyporaceae)

Parmelia spp. Talo, Micobionte Acido Usnico IAV, JUNV, TCRV A (Fazio et al., 2007,

Sokolov et al., 2012)
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Pleurotus giganteus (Berk.) [ Cuerpo fructifero Extracto acuoso DENV-2 (Ellan et al., 2019)

S.C. Karunarathna & K.D. Extracto AcEt

Hyde (Pleurotaceae)

Ramalina spp. Talo, Micobionte Acido Usnico IAV, JUNV, TCRV (Fazio et al., 2007,

(Ramalinaceae) Sokolov et al., 2012)
Parietina JUNV, TCRV (Fazio et al., 2007)
Dépsidos RSV (Lai et al., 2013)

Schizophyllum commune Fr. | Cuerpo fructifero Extracto acuoso DENV-2 (Ellan et al., 2019)

(Schizophyllaceae) Extracto AcEt

Telochistes spp. Talo, Micobionte Acido Gsnico IAV, JUNV, TCRV (Fazio et al., 2007;

(Teloschistaceae) Sokolov et al., 2012)
Parietina JUNV, TCRV (Fazio et al., 2007)

Trametes versicolor (L.)
Lloyd (Polyporaceae)

Cuerpo fructifero

Extracto acuoso

RdRp SARS-CoV

(Fung et al., 2011)

(Teloschistaceae)

Usnea spp. (Parmeliaceae) Talo, Micobionte Acido Usnico IAV, JUNV, TCRV (Fazio et al., 2007,
Sokolov et al., 2012)
Xanthoria spp. Talo Parietina JUNV, TCRV. (Fazio et al., 2007)

Mecanismos de accion: A: Inhibicion de la replicacidn viral, B: Accién virucida, C: Inhibicién enzimatica

Abreviaturas: AcEt: acetato de etilo DENV-2: Virus Dengue serotipo 2, HCV: Virus de la Hepatitis C, IAV: Virus Influenza A, JUNV: Virus Junin, RdRp:
ARN polimerasa dependiente de ARN, RSV: Virus respiratorio sincitial, TCRV: Virus Tacaribe.
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En el caso de los macrohongos y liquenes, debido al escaso repertorio de ensayos
antivirales hallados sobre CoV, el relevo bibliografico se amplié a virus envueltos, con genoma
constituido por ARN monocatenario no retrotranscrito (en similitud estructural y replicativa a
betaCoV).

Los modelos virales mas empleados corresponden a virus de las familias Flaviviridae (virus
Dengue tipo 2: DENV-2 y Hepatitis C: HCV), Arenaviridae (virus Junin: JUNV y virus Tacaribe:
TCRYV) y Orthomyxoviridae (virus influenza A: IAV), siendo los blancos de accién estudiados
variables entre cada modelo viral y estudio propiamente dicho.

Como se muestra en la Tabla 3, se detectaron 14 taxones: 7 macrohongos y 7 liquenes,
con actividad antiviral sobre virus que comparten alguna caracteristica con betaCoV. Solo 2
taxones de macrohongos fueron probados contra betaCoV: Ganoderma lucidum (Curtis) P.
Karst. (Ganodermataceae) y Trametes versicolor (L.) Lloyd (Polyporaceae). Ambas especies
fueron reportadas en el mismo estudio, en el cual solo se han ensayado extractos acuosos y
su actividad inhibitoria sobre la enzima ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) de
SARS-CoV.

La actividad antiviral registrada en G. lucidum sobre betaCoV y otros virus, ha sido
atribuida en varias ocasiones a un grupo de metabolitos secundarios denominado lanostanos
(triterpenos policiclicos), estructuralmente relacionados a las curcubitacinas (los nucleos
basicos de estos metabolitos son isémeros estructurales). Estos metabolitos secundarios
estan presentes en numerosas familias de plantas vasculares: Curcubitaceae, Brassicaceae,
Scrophulariaceae, Rosaceae, entre otras. Asimismo, estos compuestos presentan un extenso
repertorio de estudios fitoquimicos y farmacol6gicos por su amplia diversidad estructural y
bioactividad (Ahmed, 2006; Mukherjee et al., 2013; Salehi et al., 2019). Adicionalmente, si
bien el repertorio es menor en comparacion a las curcubitacinas, existen estudios donde se
registra la actividad antiinflamatoria, antioxidante, antiviral y antiparasitaria de lanostanos
provenientes de especies del género Ganoderma (Mothana et al., 2003; Adams et al., 2010;
Wang et al., 2019; Su et al., 2020). En virtud de estos hallazgos, junto a la similitud estructural
mencionada, futuros estudios quimicos y farmacoldgicos podrian esclarecer el potencial
biolégico de estos triterpenoides en COVID-19.

No se hall6 ningin reporte de preparados o compuestos quimicos derivados de
macrohongos o liquenes evaluados sobre SARS-CoV-2.

Esta gran disparidad con la evaluacion de las especies vegetales se asocia principalmente
con la mayor diversidad y abundancia que comprende las plantas vasculares, en sintonia con
el mayor registro ethomedicinal y farmacoldgico de las mismas (Camara-Leret et al., 2014;
Cheng et al., 2016).

Ademas de los extractos acuosos y organicos, los principales metabolitos secundarios
identificados con actividad antiviral sobre virus con alguna caracteristica similar a betaCoV,
provenientes de hongos y liquenes (Tabla 3), fueron: lanostanos y dépsidos (polifenoles
conformados por anillos aromaticos monociclicos unidos por enlace éster). Adicionalmente,
en el caso de los liquenes, se registraron 2 compuestos quimicos puros con actividad antiviral:
acido usnico (derivado del dibenzofurano) y parietina (derivado antraquinénico).
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Si bien los preparados y compuestos de origen fingico con efecto antiviral sobre CoV son
mAas escasos, es llamativa la presencia de ciertos metabolitos secundarios estructuralmente
particulares, que en general son inusuales en las plantas vasculares. Como resultado de este
trabajo, se puede afirmar que este es el caso del &cido Usnico y de varios dépsidos, los cuales
solo han podido ser aislados Unicamente de especies de liquenes (Moreira et al., 2015,
Calcott et al.,, 2018). La presencia de metabolitos secundarios Unicos se atribuye a las
caracteristicas biolégicas que particularizan a los liquenes, organismos simbidticos que
presentan la capacidad de desarrollarse bajo presiones bitticas y abidticas extremas, tales
como altas radiaciones UV, bajas temperaturas, salinidad, riesgo de desecacion, entre otras
(Tian et al., 2017; Calcott et al., 2018). Los metabolitos secundarios serian una de las tantas
adaptaciones que contribuyeron a que estos organismos tengan una historia evolutiva en
ambientes hostiles para la mayoria de las especies bioldgicas. Por lo tanto, el estudio quimico
de los liguenes atrae continuamente en pos de la dilucidaciobn de nuevas estructuras
guimicas, lo cual es sumamente prometedor en la busqueda de nuevos farmacos (Tian et al.,
2017; Solarova et al., 2020).

A.2- Antecedentes cientificos de Curcuma spp. y Echinacea spp.

Debido a las multiples propiedades biolégicas de “curcuma” y “equinacea”, el grupo de
Farmacognosia fue consultado respecto a sus usos como plantas medicinales para el
tratamiento de COVID-19. En consecuencia, se procedi6 a relevar informacién cientifica que
permita analizar el potencial terapéutico de estas plantas en el marco de la enfermedad
producida por SARS-CoV-2.

A.2.1- Curcuma spp.

El nimero de trabajos cientificos encontrados respecto a Curcuma en combinacién con los
otros términos de buasqueda: “antiviral’, “immunomodulatory”, “anti-inflammatory” vy
“ethnobotany”, es sumamente extenso y variable segun la base de datos. Se superaron los
80.000 resultados en la base de datos Google Scholar, aproximadamente 8.000 en
ScienceDirect y 2400 para PubMed. Al analizar los trabajos obtenidos, se observd que, si
bien las bases de datos compartian gran namero de articulos en comun, en el caso de Google
Scholar muchos de los articulos resultaron imprecisos 0 no eran investigaciones que
versaban sobre los términos de busqueda empleados. Por lo tanto, si bien se tuvieron en
cuenta las tres bases de datos, el andlisis de la busqueda se circunscribioé primordialmente a
los resultados aportados por las bases de datos PubMed y ScienceDirect, debido a la mayor
precision de los resultados de busqueda obtenidos.

Para las 3 bases de datos (Google Scholar, PubMed y ScienceDirect), la mayor cantidad
de trabajos se obtuvo cuando se combiné el nombre génerico Curcuma con el término “anti-
inflammatory”, encontrandose articulos desde 1971 en relacion con la actividad
antiinflamatoria de Curcuma. Desde esa fecha, la cantidad de articulos publicados (obtenidos
con las 4 combinaciones de términos) aumentd constantemente, llegando a sus mayores
numeros de publicaciones entre los afios 2017 y 2020. Si bien el afio 1971 fue la fecha de
publicaciébn méas antigua arrojada en esta busqueda, los articulos cientificos hallados respecto
a la etnobotanica de Curcuma (“Curcuma” combinado a “ethnobotany”) distinguen la
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presencia de registros etnobotanicos y etnomedicinales a fechas muy anteriores (1790) al
citado afio.

Como consecuencia del estudio bibliografico de esta planta medicinal, se elabordé un
trabajo de divulgacion cientifica (Anexo |), el cual fue enviado para su publicacién en la revista
BIFASE (Boletin Farmacéutico Bonaerense). En este momento, se encuentra en proceso de
edicion para su posterior publicacion.

A.2.2- Echinacea spp.

En el caso de Echinacea, si bien la cifra de trabajos encontrados es amplia, la cantidad fue
menor respecto a Curcuma: aproximadamente 35.000 en Google Scholar, 2500 en
ScienceDirect y 300 en PubMed. La interpretacion acerca de la imprecision de las bases de
datos a la hora de arrojar los resultados fue andloga a la de Curcuma. Si bien se tuvieron en
cuenta los resultados de las 3 bases de datos, el énfasis se puso en el analisis de los
resultados de busqueda aportados por las bases de datos PubMed y ScienceDirect.

La mayor cantidad de resultados de Echinacea se obtuvieron cuando se combin6 con el
término “antiinflammatory” (21.000 en Google Scholar, 1395 en ScienceDirect y 117 en
PubMed). Unicamente en PubMed se hallé6 mayor cantidad de trabajos cuando se combind
con el término “antiviral”’; sin embargo, esta diferencia estuvo dada sélo por 8 resultados.

El articulo mas antiguo hallado fue publicado en 1973 con respecto a la actividad antiviral
de Echinacea. Si bien la cantidad de publicaciones fue aumentando luego de ese primer
registro (1973), el numero de publicaciones presenta un comportamiento sostenido en el
tiempo desde el 2002 hasta el 2020. En la busqueda bibliogréfica de este género, los articulos
cientificos hallados respecto a la etnobotanica (“Echinacea” combinado a “ethnobotany”),
distinguen la presencia de registros etnobotanicos y etnomedicinales anteriores (1762) al afio
1973.

A continuacién, se resaltan los aspectos mas importantes encontrados en la busqueda
bibliogréfica sobre el género Echinacea.

Echinacea Moench es un género perteneciente a la familia Asteraceae, el cual comprende
10 especies aceptadas, originarias de América del Norte (The Plant List, Flora of North
America) (Fig. 8). Conocidas con el nombre comudn (vernaculo) “black sampson” y
“coneflower”. Las tres especies principalmente utilizadas con fines medicinales son: E.
angustifolia (DC.) Hell., E. pallida (Nutt.) Nutt. y E. purpurea (L.) Moench (Barrett, 2003;
Barnes et al., 2005).

Los primeros registros etnobotanicos de Echinacea spp. se remontan a la década del 1700
por parte de los nativos de América del Norte y colonos europeos. Entre algunos de sus
variados usos etnomedicinales, estas especies se utilizaban para tratar resfriados,
reumatismos, enfermedades inflamatorias de la piel, dolor dental, infecciones, parasitosis,
mordeduras de ofidios, entre otros (Shemluck, 1982; Flannery, 1999; OMS, 1999).

En el presente, Echinacea spp. son cultivadas en todo el mundo por ser una de las plantas
medicinales con mayor consumo popular (Parsons et al., 2018). Generalmente se consumen
las partes aéreas frescas o secas Yy las raices secas, en preparados como tinturas madres,
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tés (infusiones), comprimidos, esprais. Los suplementos dietarios a base de material vegetal
o de extractos de Echinacea, desde hace varios afos, son uno de los suplementos con mayor
namero de ventas en Estados Unidos, Alemania e Inglaterra; y con una amplia
comercializaciébn en todo el hemisferio occidental (Barnes et al.,, 2005; Hudson and
Vimalanathan, 2011; Parsons et al., 2018).

Figura 8. Echinacea. purpurea (L.) Moench

Dependiendo de la especie, el érgano vegetal y el método de extraccion, los principales
metabolitos que caracterizan a Echinacea son: compuestos fendlicos (acido cicérico, acido
clorogénico, equinacésido, cynarina, entre otros), alquilamidas (amidas alifaticas o
aromaticas unidas a un 4&cido graso insaturado), aceites esenciales, polisacéaridos,
glicoproteinas, alcaloides, entre otros (Figs. 9y 10).

Echinacea spp. son plantas medicinales conocidas popularmente como
inmunoestimulantes, y a la fecha existen numerosos trabajos que caracterizan las
propiedades  inmunomoduladoras, antiinflamatorias, antimicrobianas, antivirales,
antioxidante, entre otras (Barrett, 2003; Barnes et al., 2005).
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Figura 9: Estructura quimica de los principales metabolitos secundarios de Echinacea spp.
(Adaptada de Parsons et al., 2018).
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Figura 10. Localizacion de compuestos bioactivos en E. purpurea, E. angustifolia, E. pallida y E.
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cursivas y subrayadas en azul indican compuestos encontrados en trazas (Adaptado de Parsons et al.,
2018).



Extractos y metabolitos secundarios aislados de Echinacea spp. son capaces de modular
mecanismos que subyacen la inmunidad innata. Fracciones polares y polisacaridos aislados
de E. purpurea han demostrado estimular la activacion, fagocitosis y la actividad bactericida
intracelular de macr6fagos, como a su vez, un aumento en la sintesis de interleuquinas (ILs),

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), 6xido nitrico (NO) e interferones (IFN), que acttan

como mediadores durante la respuesta inmune (Luettig et al., 1989; Fu et al., 2017). La
activacion leucocitaria por parte de E. purpurea también se registr6 en células dendriticas
(Células presentadoras de antigenos) (Li et al., 2017) y células natural killers (CK) (See et al.,
1997). En contraste, ciertos autores observaron una disminucion de ciertas ILs
proinflamatorias, tales como IL-6 e IL-8, en lineas celulares infectadas experimentalmente
con diferentes modelos virales, luego de ser tratadas con un extracto etandlico de E. purpurea
rico en compuestos fendlicos (Sharma et al., 2009).

Por otro lado, alquilamidas presentes en fracciones de polaridad baja en Echinacea spp.
demostraron inhibir la sintesis de TNF-a, ciclooxigenesa 2 (COX-2) y 5-lipooxigenasa (5-

LOX). Estas dos Ultimas enzimas son esenciales en la sintesis de mediadores
proinflamatorios derivados del acido araquidénico, y actualmente son un blanco terapéutico
en la busqueda de farmacos antiiflamatorios. Por otro lado, favorece la sintesis de IL-10,
citocina con caracteristicas antiinflamatorias (Muller-Jakic et al., 1994; Kumar et al., 2005;
Hinz et al., 2007; Chicca et al., 2009). En paralelo, ciertas alquilamidas demostraron aumentar
la expresion de Receptor cannabinoide tipo 2 (CB2), el cual participa en las respuestas
inflamatorias, inmunoldgicas y en diferentes estadios fisiopatoldgicos, teniendo un papel
importante en el dolor agudo y crénico, como asi también en cancer (Raduner et al., 2006;
Chicca et al., 2009). La sensibilidad de estas moléculas por las alquilamidas le otorga
potencialidad como inmunoestimulantes y antiiflamatorios.

Respecto a su actividad como antiviral, diferentes especies de Echinacea han demostrado
ser activas sobre diversos virus: Virus Influenza A (IAV), RSV, Virus Herpes Simple tipo 1y 2
(HSV-1 y HSV-2), virus de la estomatitis vesicular (VSV) e incluso varios CoV (Taylor et al.,
2005; Sharma et al., 2009; Schneider et al., 2010;, Signer et al., 2020). En contraste,
Echinacea spp. ha demostrado ser poco activo o inactivo sobre virus no envueltos, como
Rhinovirus, Adenovirus, Poliovirus y Calicivirus felino, indicando que el mecanismo de accion
podria tener como blanco componentes de la membrana de las particulas virales (Taylor et
al., 2005; Sharma et al., 2009).

Como ya se menciond anteriormente, existe un solo articulo publicado en el cual se ensaya
un preparado comercial a base de E. purpurea sobre SARS-CoV-2 (Signer et al., 2020).

Ciertos compuestos puros (acido cicérico, equinacésido, entre otros) han demostrado
tener actividad antiviral aisladamente (Cheminat et al., 1988; Binns et al., 2002; Barnes et al.,
2005). Sin embargo, varios autores sefialan una mayor actividad antiviral o virucida de
extractos respecto a los metabolitos aislados de los mismos, demostrando la presencia de
varios metabolitos responsables de la bioactividad, o un efecto sinérgico en los extractos de
Echinacea spp. (Barnes et al., 2005; Taylor et al., 2005; Hudson and Vimalanathan, 2011).

La OMS como otros entes oficiales avalan la administracion via oral de jugos obtenidos
por prensado de partes aéreas de E. purpurea y tinturas de raices de E. pallida, como
tratamiento o complemento a la terapia convencional en infecciones del tracto respiratorio y
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urinario. A su vez, preparaciones semisolidas que incluyen jugos obtenidos de partes aéreas
de E. purpurea se utilizan externamente como cicatrizante de heridas y como complemento
o tratamiento de ulceraciones cronicas externas y otros cuadros inflamatorios de la piel (OMS,
1999; Commission E, 2020).

Las contraindicaciones para el consumo de Echinacea son alergia a las plantas de la
familia Asteraceae y pacientes inmunocomprometidos (HIV, tuberculosis, colagenosis,
esclerosis mdultiple, atopia, entre otras) (OMS, 1999; Ardjomand-Woelkart and Bauer, 2016).

Gran numero de culturas en todo el mundo han dependido histéricamente de las plantas
medicinales para la atencién primaria de su salud, y muchas se valen de la mismas hasta la
fecha. Hay muchas poblaciones, independiente de su origen geografico y cultura, que
prefieren el uso de productos naturales sin estandarizar en lugar de productos farmacéuticos
convencionales para el tratamiento y la prevencion de enfermedades (Jassim and Naji, 2003).

En virtud del gran nimero de ensayos preclinicos y clinicos respecto a la actividad
terapéutica y toxicidad de Curcuma longa L. y Echinacea spp. (Percival, 2000; Barnes et al.,
2005; Hudson and Vimalanathan, 2011; Schapowal et al., 2015; Soleimani et al., 2018), y en
complemento con el amplio empleo de estas plantas en medicina tradicional, ambas son
reconocidas por diferentes organizaciones y sistemas de salud alrededor de todo el mundo
por su uso como terapia alternativa o complemento a la terapia convencional de diferentes
enfermedades (OMS, 1999; Commission E, 2000; FDA, 2016). En ambos casos, los efectos
adversos registrados fueron leves a moderados, y la relacion entre el tratamiento con
curcumina (principal metabolito secundario que se puede obtener de forma pura a partir de
Curcuma) o Echinacea spp. y la aparicién de los efectos adversos no pudo ser demostrada.
El periodo maximo de farmacovigilancia registrado en ensayos clinicos es de 6 meses
(Ardjomand-Woelkart and Bauer, 2016; Soleimani et al., 2018).

Si bien estas especies son reconocidas por su potencial terapéutico y medicinal, los
resultados preclinicos y clinicos de Echinacea spp. son mas dificultosos de interpretar y
relacionar en comparacién a los de C. longa, principalmente debido a la variabilidad de las
preparaciones utilizadas. Las mismas varian segun la especie de Echinacea, el érgano
utilizado y el método de extraccién aplicado, los cuales son muy cambiantes entre los estudios
de las especies medicinales de este género. Esta imprecisién es practicamente nula en el
caso de C. longa, debido a que la actividad biol6gica de interés esta focalizada principalmente
en curcumina.

Otro aspecto en el cual existe una notoria diferencia es en cuanto a los conocimientos
farmacocinéticos y farmacodinamicos de los metabolitos bioactivos de estas plantas. Aunque
existen estudios en este aspecto de Echinacea spp., estos son escasos y acotados a un bajo
nimero de metabolitos (Barnes et al.,, 2005). En cambio, los antecedentes respecto de
curcumina y otros curcuminoides son notablemente mayores. Esta clase de estudios sobre
los curcuminoides lograron identificar una serie de caracteristicas limitantes al momento de
ejercer su efecto bioldgico. Su escasa biodisponibilidad oral, debido a la insuficiente
solubilidad en disolventes acuosos y al rapido metabolismo que sufren en los diferentes
organos, conduce a una pobre absorcion y una rapida eliminacion sistémica (Liu et al., 2016).
Para superar este obstaculo, se han desarrollado numerosas estrategias, desde el disefio de
analogos semisintéticos, el uso de adyuvantes, preparacion de nanoportadores,
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nanoparticulas, micelas y liposomas, hasta procesos de microencapsulacién, que han
mejorado su biodisponibilidad y hasta su bioactividad (Prasad et al., 2014).

Como se ha mencionado previamente, E. purpurea demostré diversas propiedades
inmunomoduladoras relevantes, tales como activacion de células inmunitarias y el aumento
o disminucién de mediadores inflamatorios. Este atributo es un aspecto vital a la hora de
considerarlas dentro del marco terapéutico para COVID-19, debido al rol crucial que cumplen
los mecanismos inmunitarios y el perfil inflamatorio en el desarrollo de la enfermedad
(sindrome de liberacion de citoquina). Actualmente se conoce que esta respuesta inflamatoria
sistémica es desencadenada por diversas enfermedades infecciones y autoinmunes, y a su
vez, también puede ser gatillada por diversos farmacos oncol6égicos o inmunoterapias, los
cuales actian sobre blancos inmunoldgicos que pueden terminar desencadenando una
hipercitoquinemia debido a la masiva activacion células inmunes y al dafio celular
(Shimabukuro-Vornhagen et al., 2018). Estas respuestas inmuno-inflamatorias son mas
agudas en personas inmunocomprometidas, las cuales pueden acarrear enfermedades hacia
fenotipos mas graves (como es el caso de COVID-19) (Shimabukuro-Vornhagen et al., 2018;
Cervera et al., 2020). Debido al compromiso inmunitario que subyace a esta enfermedad, la
inclusién de estas plantas bioactivas como tratamiento o coadyuvante previamente tendria
gue ser evaluada en pacientes con COVID-19 para valorar su seguridad y eficacia, mas alla
de su respaldo en el uso en infecciones respiratorias.

B- Actividad biologica in vitro
B.1- Rendimiento de los extractos

En la Tabla 4 se presenta el rendimiento de cada extracto obtenido a partir de C. longa y
Echinacea spp., los cuales se evaluaron en cuanto su citotoxicidad y efecto antiviral sobre
SARS-CoV-2.

Tabla 4: Rendimiento de extractos de C. longa (“curcuma”) y Echinacea spp. (“equinacea”)

Extracto seco | Material Vegetal inicial (g) Rendimiento (%P/P)
Dcur 53+0,2 14,29
lcur 50+0,2 13.66
Tech 100,0 £0,2 21,69
lech 100,0 £0,2 23,63

Dcur: Decoccion de “carcuma”, Icur: Infusion de “crcuma”, Tech: Tintura de “equinacea”,
lech: infusion de “equinacea”.
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A pesar de que el objetivo de este trabajo no fue establecer las mejores condiciones
extraccion, se pueden realizar algunas conclusiones respecto a los rendimientos para los
extractos secos obtenidos.

En “curcuma”, el rendimiento (% P/P) de los extractos obtenidos por infusion y decoccidn
fueron similares, a pesar de que en la decoccion se utiliza agua a una mayor temperatura de
extraccion. Esta similitud en los rendimientos podria explicarse por el tiempo de contacto que
estuvo el MV y solvente (agua) en la decoccion, apenas 5 min debido a la caracteristica
termolabil de los curcuminoides en general (Gonzalez-Albadalejo et al., 2015; Mondal et al.,
2016). En cambio, en la infusién el disolvente estuvo en contacto con el MV un total de 90
min.

Para “equinacea” los rendimientos de la infusion y de la tintura también fueron similares, a
pesar de que en estas metodologias de extraccion se usan distintos disolventes (agua y
solucién hidroalcohdlica, respectivamente) y diferentes volimenes. Dado que no se hicieron
modificaciones en los diferentes parametros de extraccién (no era objetivo de este estudio)
es muy dificil arriesgar una posible explicacion. Seguramente la capacidad de disolucion de
los disolventes y los volumenes utilizados estan involucrados.

B.2- Evaluacidén de la citotoxicidad in vitro

Esta evaluacion se realiza para conocer el rango de concentraciones a utilizar para evaluar
el efecto antiviral. Dicho rango, no debe ser toxico para las células hospedadoras.

B.2.1- Observacion del efecto citopéatico

Se observd durante 3 dias el efecto citopatico (ECP) que producian diferentes
concentraciones de cada extracto o metabolito (Tabla 1) sobre una monocapa de células
Vero.

Los extractos de “curcuma” no produjeron ECP observable por microscopia optica en
ninguna de las concentraciones ensayadas (1000 - 3,43 pg/mL). Por ello, se decidi6é evaluar
concentraciones mayores a 1000 pg/mL (5000 — 17 pg/mL) y, aun asi, ho se observé ECP.
Sin embargo, cabe destacar que a concentraciones superiores a 1000 pg/mL, los extractos
comenzaron a precipitar (Fig. 11). Por lo tanto, se puede estimar cualitativamente que
“clircuma” no resultd ser citotdxica en el sistema celular utilizado y en las concentraciones
evaluadas.

En cambio, los extractos de “equinacea” y los metabolitos secundarios (PTN y AUs) si
produjeron algun ECP, siendo el tipo o grado de afeccién dependiente de la concentracion.
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Figura 11: A- Imagenes del precipitado producido por los extractos de “curcuma” a altas
concentraciones (> 1000 ug/mL). B- Células Vero sin tratamiento, s6lo con medio de mantenimiento
(100 % viabilidad celular).

Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio Carl Zeiss modelo Primo Vert, equipado con una
camara para microscopia digital Carl Zeiss modelo AxioCam 208, a un aumento de 200X.

En el caso de “equinacea”, tanto el extracto acuoso obtenido por infusién (lech) como el
extracto hidroalcohdlico de la tintura (Tech) provocaron retraccion celular a partir de las 48 h,
efecto que progresoé hasta las 72 h de tratamiento (Fig. 12 A). Este ECP (72 h) se observo
para concentraciones = a 296,30 ug/mL para la lech y = a 444,44 ug/mL para la Tech. Estos
valores no son parametros validos para indicar que un extracto es menos citotoxico que otro,
debido a que es necesario evaluar la viabilidad celular (VC). Sin embargo, son valores a tener
en cuenta para establecer el inicio de una accién toxica sobre las células hospedadoras.

Figura 12: Imagenes de efectos citopaticos producidos a las 72 h de tratamiento. A- Retraccion de
las membranas celulares producida por la infusion de “equinacea” (296,30 pg/mL). B- Redondeamiento
celular y pérdida de la estructura de la monocapa celular, producido por el acido Usnico (1,76 pM). C-
Células Vero sin tratamiento s6lo con medio de mantenimiento (100% VC).

Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio Carl Zeiss modelo Primo Vert, equipado con una
camara para microscopia digital Carl Zeiss modelo AxioCam 208, a un aumento de 200X.

Respecto a los metabolitos, el &cido Usnico (AUs) demostré una marcada citotoxicidad a
las 24 h de incubacion a partir de una concentracion de 174 uM, comenzado con
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redondeamiento celular que fue progresando conforme al paso de los dias, observandose
cambios en la estructura de la monocapa (aglomerados celulares) a las 48 y 72 horas (Fig.
12 B). Por otro lado, parietina (PTN) también provocoé redondeamiento celular, pero a
diferencia del AUs solo a la maxima concentracion ensayada (30 uM) y a las 72 h de
incubacion.

B.2.2- Evaluacién de la viabilidad celular

A partir de los resultados obtenidos mediante el método colorimétrico de captacion de rojo
neutro (RN) se calcularon los porcentajes de viabilidad celular (%VC) para cada extracto y
metabolito secundario. Con estos valores se realizaron las curvas de viabilidad celular en
funcién de la concentracion (Fig. 13 A-D). Dado que los extractos de C. longa no fueron
citotdxicos, no se muestran sus graficos.
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Figura 13: Curvas de viabilidad celular en funcion de la concentracion. A- Infusion de Echinacea
spp. B- Tintura de Echinacea spp. C- Acido Ushico. D- Parietina. El analisis regresion lineal para todas

las curvas dio un valor de (R? > 0,95).
Las barras representan el error estandar, obtenido a partir de dos experimentos independientes (n=3).

En la Tabla 5, se muestran los valores estimados para la concentracién que provoca dafio
al 50 % de las células tratadas (Concentracion Citotoxica media: CCso), la que provoca un
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20 % de dafio celular (Concentracion Citotdxica 20 o subtoxica: CCyo) y la concentracion que
produce menos del 90 % de dafio celular (Maxima concentracién no citotéxica: MCNC).

Tabla 5. Valores de concentracion citotoxica 50 % (CCso), al 20 % (CCx) y Méxima
concentracion no citotoxica (MCNC) de los extractos secos y metabolitos
secundarios sobre la linea celular Vero, obtenidos por el método colorimétrico de

captacion de RN.

Extractos secos
/Metabolitos secundarios

CCso

CCu

MCNC

Dcur
lcur
Tech
lech
AUs
PTN

> 1000 pg/mL
> 1000 pg/mL
671,99 £ 0,18 pg/mL
579,56 £ 2,01 pg/mL
20,78 +£1,99uM
>30 uM

> 1000 pg/mL
> 1000 pg/mL
376,31 + 0,88 pg/mL
204,88 + 0,02 pg/mL
9,74 +£0,88 uM
10,75 + 0,94 uM

> 1000 pg/mL

> 1000 pg/mL
236,15 + 5,52 pug/mL
111,54 + 0,86 pg/mL

6,26 + 0,71 uM

3,00 £ 0,58 uM

Dcur: Decoccion de “carcuma”, Icur: Infusion de “ctircuma”, Tech: Tintura de “equinacea”,
lech: infusion de “equinacea”, AUs: acido Usnico, PTN: parietina.
Los valores se expresan como promedio de 2 experimentos independientes (n = 3) + error estandar.

La obtencion del valor de CCso nos permite obtener una valoracion de la toxicidad de los
extractos y metabolitos secundarios ensayados, de esta manera valores altos de CCs
implican una baja toxicidad, mientras que valores bajos, una alta toxicidad.

Para ambos extractos de “curcuma” (Tabla 5), los valores de CCso no pudieron obtenerse
debido a que todas las concentraciones ensayadas exhibieron %VC mayores al 90 % (curvas
no mostradas). Por lo tanto, estos resultados junto con los obtenidos en la evaluacion del
ECP, determinan que los extractos de “curcuma” resultaron ser los menos téxicos. En forma
similar, Kim y colaboradores (2009) observaron ausencia de citotoxicidad cuando realizaron
el ensayo de reduccion de bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazdlico (MTT) para
determinar la VC sobre la linea HepG, tratadas con un extracto acuoso (decoccién) de
“clrcuma” (Kim et al., 2009).

Para “equinacea”, la citotoxicidad obtenida para cada extracto fue dosis dependiente (Fig.
13 Ay B). Observando los valores de CCso, CC2 Yy MCNC en la Tabla 5, podemos decir que
la infusion resultdé ser mas toxica (valores menores) que la tintura. Ademas, existe
concordancia entre el ECP producido por los extractos de “equinacea” (método cualitativo) y
los resultados obtenidos por el método colorimétrico (método cuantitativo), donde la infusion
provocd ECP en concentraciones mas bajas que las observadas para la tintura.

Generalmente, los extractos alcohdlicos/hidroalcohdlicos de drogas naturales suelen
presentar una citotoxicidad mas vigorosa respecto a los extractos acuosos del mismo material

48


https://www.zotero.org/google-docs/?zrsp9R

vegetal, debido a la gran diversidad de compuestos quimicos que es capaz de solubilizar el
etanol (Villar del Fresno, 1999). Es dificil dar una explicacién sobre la mayor citotoxicidad del
extracto acuoso de “equinacea” respecto a la tintura, sin realizar el analisis quimico (cuali y
cuantitativo) de ambos extractos. Echinacea spp. presentan varios grupos de metabolitos
secundarios solubles en agua con reporte de bioactividad (derivados del &cido cinamico,
flavonoles y flavanonas) (Senica et al., 2019; Coelho et al., 2020), pero no podemos atribuir
la citotoxicidad a un grupo de metabolitos en particular sin un estudio quimico previo de los
extractos.

No hay que perder el objetivo del ensayo de citotoxicidad, que es establecer el rango de
concentraciones que se puede utilizar para evaluar el efecto antiviral de una muestra, en este
caso los extractos de “equinacea”, descartando cualquier accion sobre la célula hospedadora.

Es propicio aclarar que la mayor concentracion ensayada de PTN fue 30 pM, decision
basada en antecedentes de nuestro grupo de trabajo, debido a que observamos que a
concentraciones superiores tiende a precipitar en el medio biolégico de ensayo. Este hecho
contribuy6 a no poder obtener un valor de CCsy para PTN, ya que ninguna concentracion
ensayada produjo una disminucién en la viabilidad del 50 %. Previamente, nosotros
demostramos que PTN a una concentracion de 352,0 uM genera un 80 % de VC, pero con
observacién de un precipitado (Comini et al., 2017).

Respecto a la toxicidad de los metabolitos (Tabla 5), AUs demostré ser marcadamente
mas citotoxico (CCsop = 20,78 = 1,99 uM) respecto a PTN (CCso = 30 puM). Fazio y
colaboradores (2007) evaluaron la citotoxicidad de estos metabolitos en la misma linea celular
(Vero), mediante el método colorimétrico de MTT, obteniendo valores de CCsy de 65,1 uM
para AUs y 347,0 uM para PTN. Si bien los valores de CCsy no se pueden comparar con los
obtenidos en esta tesina debido al uso de diferentes ensayos, ambos resultados concuerdan
en la mayor toxicidad encontrada para el AUs respecto a PTN.

B.3- Determinacion del titulo del stock viral

Siguiendo la metodologia propuesta (Earley et al., 1967) el titulo del stock de la cepa de
SARS-CoV-2 utilizada fue de 4 x 10® UFP/mL (Fig. 14).
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Figura 14: Titulacién del stock del SARS-CoV-2. Mediante la metodologia de unidades formadoras
de placa. La monocapa de células Vero se tifie de color violeta, debido a que el cristal-violeta es un
colorante vital que tifie células vivas; por lo tanto, cada punto blanco corresponde a una unidad
formadora de placa (UFP). 102-10: cada una de las diluciones factor 10 realizadas a partir del stock.
CC: control celular.

B.4. Actividad antiviral in vitro

Para realizar una primera valoracién de la actividad de los extractos y metabolitos en
cuanto a su capacidad de actuar sobre el ciclo de replicacién del virus en estudio, una vez
gue el mismo ya ingresé a la célula hospedadora, se determiné la capacidad de los extractos
y metabolitos ensayados para reducir el nimero de unidades formadoras de placas de lisis
(UFP), con respecto al control viral (CV: célula infectada sin tratar).

El andlisis de los resultados de la actividad antiviral in vitro de los extractos y metabolitos
sobre la cepa de SARS-CoV-2, demostré una baja o nula actividad (Tabla 6). En la Fig. 15,
se muestra como ejemplo una imagen de los resultados obtenidos de la evaluacion de la
actividad antiviral de PTN.

Konigheim y colaboradores (2012) sugieren que las muestras que exhiben valores
menores al 50 % de inhibicion no se consideran extractos o compuestos con actividad
antiviral; por lo tanto, los extractos y compuestos evaluados en esta tesina no tendrian
actividad antiviral sobre el SARS-CoV-2.
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Tabla 6: Actividad antiviral de los extractos de “curcuma” y “equinacea” y de los metabolitos
secundarios acido Usnico y parietina a la CCx sobre SARS-CoV-2

SARS-CoV-2
Extractos secos/
Metabolitos secundarios ° i
N* UFP tratamiento N° UFP control viral

(%1)
58 +3

Deur (38,9 %52 %) Px2
62+2

lour (36,7 + 3.2 %) B3
76 +3

Tech (22,4 £ 3.9 %) 98x3
65+2

lech (316 + 3.1 %) 95+5
h2+2

AUs (45,8 £ 3,8 %) %6:x4
72+3

PTN (22,6 % 4,2 %) 9Bx2

Dcur: Decoccion de “carcuma”, lcur: Infusion de “ctrcuma”, Tech: Tintura de “equinacea”, lech:
infusion de “equinacea”, AUs: &cido Ushico, PTN: parietina. UFP: unidades formadoras de placa. %l :
porcentaje de inhibicion.

Los valores se expresan como promedio de 2 experimentos independientes (n=3) + desviacion estandar.

CCyo %CCp  %CC,y  1/8 CCyp 1/16CChH  1/32 CCy

2o

R Z \ A\
\)
7 /44l
| 1
A\ .
7 o

Tratamiento antiviral con PTN

cv CccC

Figura 15: Resultado de la evaluacion de la actividad antiviral de parietina a diferentes
concentraciones sobre SARS-CoV-2. Mediante el método de reduccion de unidades formadoras de
placa (UFP), con diluciones a partir de su CCx (10,75 uM). La monocapa de células Vero se tifie de
color violeta, debido a que el cristal-violeta es un colorante vital que tifie células vivas; por lo tanto,
cada punto blanco corresponde a una UFP. CC: control celular, células sin tratar y sin infectar. CV:
control viral, células infectadas sin tratar.

51



B.5. Evaluacién de la actividad virucida in vitro

La evaluacion de la actividad virucida de los extractos y metabolitos sobre la cepa de
SARS-CoV-2 mostré baja o nula actividad (Tabla 7), debido a que ningun tratamiento provocé
disminuciones de UFP = 2 logaritmos con respecto al control viral, segun lo establecido por
Konigheim y colaboradores (2012). En la Fig. 16, se muestra un ejemplo de los resultados
obtenidos de la actividad virucida para la Tech.

Tabla 7. Actividad virucida de los extractos y metabolitos sobre SARS-CoV-2

SARS-CoV-2
Extractos secos/
Metabolitos secundarios ] .
N° UFP tratamiento N° UFP control viral
Dcur 17 x 10°+ 2 x 10° 2,0x10%+1 x 107
lcur 14 x 10°+ 2 x 10° 2,0x10%+1 x 107
Tech 7x10°+1x10° 5,0x105+1 x 107
lech 16 x 10°+ 2 x 10° 2,0x10%+1 x 107
AUs 16 x 10°+ 2 x 10° 3,0x10%+1 x 107
PTN 3,0x10°+1 x 108 2,0x10%+1 x 107

Dcur: Decoccion de “carcuma”, Icur: Infusion de “ctircuma”, Tech: Tintura de “equinacea”,
lech: infusion de “equinacea”, AUs: acido usnico, PTN: parietina. UFP: unidades formadoras de placa.
Los valores se expresan como promedio de 2 experimentos independientes (n=3) + desviacion estandar.

Tratamiento virucida con
Tintura de echinacea

CV |

Figura 16: Resultado de la evaluacion de la actividad virucida de la tintura de “equinacea” sobre
SARS-CoV-2. Mediante el método de reduccion de unidades formadoras de placa (UFP) a su CCsp
(671,99 pug/mL). La monocapa de células Vero se tifie de color violeta, debido a que el cristal-violeta,
es un colorante vital que tifie células vivas; por lo tanto, cada punto blanco corresponde a una UFP. CV:
control viral (virus + MM). 10"-10°: cada una de las diluciones factor 10 realizadas a partir de las
mezclas de tratamiento (Virus + Tech) y CV: control viral (virus + MM).
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Este es el primer reporte de ensayos para determinar la actividad antiviral y virucida de
extractos acuosos de Curcuma longa, parietina (PTN), &cido Usnico (AUs) como asi de
extractos acuosos de Echinacea spp. sobre SARS-CoV-2 hasta la fecha.

Por el lado de Curcuma spp., existen muy pocos antecedentes acerca del potencial
virucida de este género, siendo los Unicos dos reportes con curcumina, el principal metabolito
del género, sobre modelos de virus no envueltos, es decir, no presentan bicapa lipidica
externa (Wu et al., 2015; Li et al., 2020). La envoltura viral es una estructura fundamental para
tener en cuenta cuando se evalla actividad virucida, debido a la interaccion molecular
particular que se produce entre los componentes estructurales externos del virus y la muestra
de interés. Por consiguiente, se puede desarrollar un mecanismo de accién activo o
ineficiente, dependiendo si el modelo viral corresponde a un virus desnudo (interaccion directa
con los componentes de la nucleocapside viral) o envuelto (interaccién directa con los
componentes de la bicapa lipidica) (Taylor et al., 2005).

Respecto a la actividad antiviral de C. longa, solo se hall6 un reporte acerca de la
bioactividad de extractos acuosos. Kim y colaboradores (2009) probaron la actividad de una
decoccion (3 h de ebullicion) a partir rizomas de C. longa sobre virus de la hepatitis B (HBV),
el cual es un virus ADN bicatenario retrotranscrito, envuelto, el cual es genémica y
replicativamente no similar al SARS-CoV-2.

La mayor parte de los estudios asocian la bioactividad (incluida la actividad antiviral) de C.
longa a la curcumina. Se trata de un compuesto hidréfobo (log P = 3.0), relativamente
insoluble en agua y soluble en ciertos solventes polares (DMSO, metanol, etanol, entre otros);
por lo que su presencia en extractos acuosos podria estar en trazas 0 concentraciones muy
bajas. Ademas, este metabolito es fotosensible y termolabil, presentando descomposicion a
partir de los 70°C; por lo que su extraccion a partir del MV a altas temperaturas podria
degradar su contenido (Gonzalez-Albadalejo et al., 2015; Mondal et al., 2016). Sin embargo,
ciertos autores (Nada et al.,, 2012; Kawasaki et al., 2015) registraron mediante HPLC la
presencia de curcumina tanto en infusibn como decoccion de rizomas de C. longa. En funcion
de estos antecedentes, seria interesante purificar la curcumina y evaluar su actividad antiviral
sobre SARS-CoV-2.

En el caso Echinacea spp., existen mayor cantidad de reportes acerca de su actividad
antiviral, incluso sobre SARS-CoV-2. El mecanismo de accién mas importante segun los
autores de estos trabajos seria la accién virucida que ejercen los extractos sobre las
particulas virales; siendo este mecanismo eficaz en virus envueltos e ineficiente en virus
desnudos (sin envoltura) (Taylor et al., 2005; Sharma et al., 2009; Signer et al., 2020). Una
de las variables mas importante en el analisis de la bioactividad del género Echinacea es la
especie utilizada, ademas del 6rgano vegetal empleado. Los estudios donde ensayan la
actividad virucida y antiviral de Echinacea (Taylor et al., 2005; Sharma et al., 2009; Signer et
al., 2020) coinciden con la utilizacién de una Unica especie: E. purpurea (realizando extractos
con la planta entera). En consecuencia, debido a la variabilidad fitoquimica entre las especies
de Echinacea (Fig. 10), es dificultoso correlacionar la baja o nula actividad de nuestros
extractos con los de reportes previos, ya que se hace necesario realizar un estudio quimico
cuali y cuantitativo de los extractos ensayados en este trabajo. Si bien, esto estaba previsto
para los extractos que resultaran bioactivos, seria interesante realizarlo para proponer
modificaciones en la preparacion de los extractos (infusion y tintura) a partir de E. purpurea,
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con el propésito de indagar la posibilidad de obtener un producto antiviral para COVID-19, a
partir de esta especie vegetal.

El Unico reporte presente acerca de la actividad antiviral y virucida de PTN es Fazio y
colaboradores (2007), que utiliza como modelo viral al JUNV y TCRV, ambos virus ARN-
envueltos. Respecto a la actividad antiviral, estos autores informaron que PTN es inactiva
para ambos virus, inclusive a la maxima concentracién probada, esto es 200 uM, valor de
concentracion mayor que el probado en este estudio. En torno a la actividad virucida,
obtuvieron un valor de ICsp (concentracion necesaria para inactivar el 50% de las particulas
virales) de 9,7 uM y 20 uM para JUNV y TCRYV, respectivamente. Si bien JUNV y TCRYV,
pertenecen a otra familia de virus (arenavirus), diferente a la de SARS-CoV-2, no se conoce
el mecanismo de accién especifico, ni los blancos moleculares por los cuales PTN ejerce su
actividad virucida. Por lo tanto, esta antraquinona podria tener una selectividad mayor sobre
los componentes moleculares de estos arenavirus, que sobre SARS-CoV-2 debido a la falta
de efecto observado en nuestro estudio en un rango de concentraciones que incluye a las
ensayadas por este autor.

El AUs es un metabolito con estructura quimica bastante singular, el cual presenta un
mayor repertorio de estudios cientificos respecto a su actividad bioldgica y citotoxicidad en
comparacion a PTN (Luzina and Salakhutdinov, 2018). Debido a esta diversa bioactividad,
hasta el dia de la fecha existen varios derivados semisintéticos a partir de AUs (Luzina and
Salakhutdinov, 2018; Shi et al., 2020), como también diferentes estrategias de vehiculizacion,
yag ue es poco soluble en agua (micelas, nanoportadores, hanoparticulas, entre otros) para
mejorar su bioactividad (Si et al., 2016; Dos Santos et al., 2018; Khan et al., 2020).

Este compuesto exhibié actividad antiviral in vitro frente a diversos tipos de virus como:
HSV-1, Virus Influenza, JUNV, TCRYV; incluso presenta reportes de ensayos clinicos sobre su
eficacia frente a infecciones causadas por virus, como por ejemplo el virus de papiloma
humano (HPV). La inactividad observada en este trabajo para el AUs sobre SARS-CoV-2,
podria encontrarse relacionada a 2 razones: 1) a las concentraciones probadas, ya que la
maxima concentracion ensayada fue la CCx (9,74 uM) y 2) a la pureza del AUs (81,3 + 0,5 %)
gue, si bien no es baja, puede que la presencia de otros compuestos esté interfiriendo con la
actividad antiviral. Para evaluar esta Ultima interpretacion, el AUs deberia someterse a un
nuevo proceso de purificacion para poder aumentar su pureza.
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CONCLUSIONES

Los resultados de la busqueda bibliografica mostraron una gran variedad de especies
vegetales (36 taxones), incluidos sus principales metabolitos secundarios, que han sido
ensayados en cuanto a su actividad antiviral sobre Betacoronavirus (betaCoV). La mayoria
de las investigaciones se centran en SARS-CoV y MERS-CoV, por ser los responsables de
infecciones epidémicas previas con significativo porcentaje de letalidad.

Se destacan 3 especies vegetales: Cibotium barometz (L) J. Sm. (Cibotiaceae),
Dioscorea polystachya Turcz. (Dioscoreaceae) y Pyrrosia lingua (Thunb.) Farw.
(Polypodiaceae) por presentar extractos activos sobre SARS-CoV y baja citotoxicidad.

Respecto a los metabolitos secundarios, provenientes de especies vegetales, se
distinguen 4 compuestos quimicos con diferente estructura: emodina, savinina, licorina y [8-
hydroxyabieta-9(11),13-dien-12-one)]. Se trata de metabolitos secundarios aislados de
algunas de las especies listadas en este trabajo (Tabla 2), con accion sobre algun betaCoV.

En consecuencia, este trabajo permitié identificar especies vegetales y compuestos
guimicos que podrian ser investigados con mayor profundidad para proponerlos como
posibles fuentes de compuestos antivirales (Drogas vegetales) 0 como agentes antivirales
(metabolitos secundarios), y que deberian evaluarse en cuanto a su actividad antiviral o
virucida sobre SARS-CoV-2.

Las investigaciones sobre macrohongos y liquenes con efecto antiviral sobre CoV son
escasas. Hasta el momento sélo 2 especies de macrohongos se han ensayado sobre SARS-
CoV-1: Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. (Ganodermataceae) y Trametes versicolor (L.)
Lloyd (Polyporaceae). Sin embargo, al ampliar la basqueda a virus ARN envueltos con
caracteristicas similares a betaCoV, se amplié el nimero de especies con potencial efecto
inhibitorio sobre estos virus, las cuales deberian ser indagadas en su accionar sobre SARS-
CoV-2.

Entre los metabolitos secundarios de macrohongos y liquenes, se destacan como
prometedores agentes antivirales, lanostanos, dépsidos y acido Usnico debido a su accion
inhibitoria sobre betaCoV u otros virus ARN envueltos.

Respecto al andlisis bibliografico, sobre los géneros Curcuma L. (Zingiberaceae) y
Echinacea Moench (Asteraceae), se puede concluir que las especies con mayor cantidad de
estudios quimicos y biolégicos (antiinflamatorio, inmunomodulador, antiviral) son: Curcuma
longa L., especialmente los rizomas y Echinacea purpurea (L.) Moench de la cual se utiliza la
planta entera. Por lo tanto, estas especies podrian tener efecto sobre la fisiopatogenia de la
enfermedad por SARS-CoV-2. Sin embargo, son necesarios estudios experimentales para
evaluar su eficacia sobre SARS-CoV-2 y realizar ensayos farmacolégicos mas profundos para
determinar su seguridad en humanos.

En este contexto, se propuso verificar el uso sugerido por el acervo popular de C. longa
(“curcuma”) y Echinacea spp. (‘equinacea”) como agentes terapéuticos/preventivos de
COVID-19. En el caso de C. longa se evalué la actividad antiviral y virucida in vitro de infusién
y decoccion; mientras que para Echinacea spp., se ensayo infusion y tintura. Estos
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preparados no mostraron actividad antiviral/virucida sobre SARS-CoV-2 in vitro; por lo tanto,
no se logré demostrar el uso popular propuesto para estas especies, respecto de COVID-19.

Sin embargo, en base a la investigacion bibliogréfica realizada en relacién con
C. longa pudimos determinar que es mejor ensayar los curcuminoides purificados,
especialmente curcumina, teniendo presente la posibilidad de utilizar diferentes estrategias
de vehiculizacion, para subsanar los problemas de su escasa biodisponibilidad.

Si bien la investigacién bibliografica realizada indica que parietina (PTN) y acido
asnico (AUs) son compuestos activos sobre virus ARN-envueltos (similitud con betaCoV) v,
por tanto, con potencial accion sobre SARS-CoV-2, no se demostro la capacidad para inhibir
a este virus in vitro a las concentraciones ensayadas.

Finalmente, es importante destacar que este es el primer reporte hasta la fecha,
relacionado con la investigacién de la actividad antiviral y virucida in vitro de extractos
acuosos de Curcuma longa, Echinacea spp., parietina (PTN) y acido Usnico (AUs) sobre
SARS-CoV-2.
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PROYECCIONES

Aislar curcumina y otros curcuminoides para investigar su potencial efecto
antiviral/virucida.

Evaluar la bioactividad de preparados comerciales a base de E. purpurea, que son
promocionados para la prevencion de COVID-19, sobre variantes nuevas de SARS-
CoV-2.

Evaluar la actividad antiviral/virucida in vitro de una muestra de E. purpurea
fehacientemente identificada sobre SARS-CoV-2.

Purificar el acido Usnico para descartar la interferencia de otros compuestos en la
actividad antiviral/virucida.

Buscar estrategias para vehiculizar parietina, para resolver el problema de su
solubilidad, lo cual nos permitira evaluar su efecto antiviral/virucida a mayores
concentraciones.

Indagar nuevas especies (vegetales, macrohongos y liquenes) autéctonas de
Argentina, con antecedentes de actividad antiviral, como potenciales fuentes de
metabolitos con accion sobre SARS-CoV-2.
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ANEXO |

Monografia de divulgacion cientifica basada en el estudio
bibliografico de C. longa
Autores: Tomas |. Gomez, Juliana Marioni, Maria L. Mugas, Susana C Nufiez-Montoya

Filiacion: Farmacognosia, Dpto. Cs. Farmacéuticas, Fac. Cs. Quimicas, Universidad
Nacional Cérdoba e Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (IMBIV), CONICET.

CURCUMA

Nombre cientifico: Curcuma longa L.
Familia: Zingiberaceae

Nombres vulgares:
Espaiol: “ctircuma”, “azafran de raiz”,
Inglés: “turmeric”

(Soheil et al., 2014)

Parte usada: La droga vegetal, es decir, la parte de la planta usada, es el rizoma (Soheil et al.,
2014).

Origen: Sur, sudeste de Asia

Descripcion botanica

Hierba perenne erguida de 1 m de altura (Fig.1). Rizoma principal robusto, carnoso,
cilindrico, casi ovoide (unos 3 cm de diametro y 4 cm de largo), ramificado, aromatico, de
superficie rugosa, de color marrdn en el exterior y naranja en el interior; raices tiburosas en las
puntas. Rizoma lateral, ligeramente curvado (1 cm x 2-6 cm) (Fig. 2). Raices tuberosas. Brotes
aéreos frondosos (pseudotallo). Hojas uniformemente verdes, oblongas o elipticas, pecioladas,
de hasta 50 cm de largo y 7-25 cm de ancho, base atenuada, apice poco acuminado, peciolo y
vaina escasa a densamente pubescentes. Inflorescencias terminales en pseudotallos; pedinculo
12-20 cm; espiga cilindrica, de 10 a 15 cm de largo y de 5 a 7 cm de diametro; bracteas blanca
0 blanca con la mitad superior de color verde claro, ovadas u oblongas, de 3-5 cm de largo,
apice obtuso, cada una de las cuales subtiende flores, bractéolas de hasta 3,5 cm de largo. Flores
de color amarillo palido de unos 5 cm de largo; céliz blanco, tubular, de 0,8-1,2 cm,
puberulento, apice de 3 dientes desiguales; corola blanca, tubular en forma de embudo, de 3
cm, extremidad trilobulada de 1-1,5 cm, el central mas grande, apice mucronado; estambres
laterales, petaloides, méas cortos que el labelo; Labelo amarillento con banda central amarilla,
obovada, de 1,2-2 cm. Ovario puberulento. Céapsula elipsoide (Wu et al. 2000; WHO 1999).

Semillas ovoides, marrones, no viables. La produccion de semilla dificilmente ocurre
debido a la incompatibilidad y la esterilidad del polen. Unicamente ocurre reproduccion
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vegetativa por esquejes a partir del rizoma. NUmero basico de cromosomas (2n = 3x = 63). El
individuo triploide es deficiente en la segregacion meidtica, disminuyendo la probabilidad de

formacion de gametos viables y limitando el mejoramiento genético convencional por
hibridacion (Leong-Skornikova et al. 2007).

Figura 1: Exomorfologia de Curcuma longa L.

Figura 2: Rizoma de C. longa
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Distribucidn y habitat

Curcuma L. es uno de los géneros méas grandes de la familia Zingiberaceae. Se han
descripto 153 nominaciones cientificas de especies en el género, pero solo 93 son nombres de
especies aceptados (The Plant List 2021).

Es un género ampliamente distribuido en el sur y sudeste de Asia, especialmente en
regiones tropicales, con algunas especies en Australia y el Pacifico Sur (Papua Nueva Guinea).
En el continente asiatico se encuentra en la zona del trépico, desde India, sur de China hasta
sudeste de Asia. La mayor biodiversidad esta ubicada en India y Tailandia, con por lo menos
40 especies informadas para estos paises, seguidos por Burma, Bangladesh, Indonesia y
Vietnam (Leong-Skornickova et al. 2007; Sirirugsa et al. 2007).

Historia: Etnobotanica, etnomedicina y uso actual

La mayor parte de los reportes y documentos respecto a los usos populares de
“curcuma” se originaron en Asia, donde tiene un uso ancestral asociado a ritos religiosos y
practicas culturales. Las evidencias etnobotanicas indican que el principal uso era como
colorante (textil, de materiales y como cosmetico), condimento y en medicina (Valeyudhan et
al. 2012).

En algunas culturas (hindd) y religiones (budismo), la “ctrcuma” se considera simbolo
de pureza; por lo que se usa en ceremonias religiosas y sociales. Se utiliza una pasta hecha con
rizomas frescos de “curcuma” en diferentes etapas de la vida de la persona. En el nacimiento
para bendecir a los bebés recién nacidos, pidiendo por su longevidad y proteccion. Es habitual
también en las ceremonias de matrimonio, siendo utilizada para purificar las prendas textiles
de la pareja. También se utiliza para bafiar estatuas y monumentos de sus dioses como modo
de purificacion (Valeyudhan et al. 2012).

Probablemente el uso méas ancestral es como colorante, especificamente como pigmento
amarillo, en diferentes formas de arte primitivo. Incluso ahora, el polvo de “ctircuma” se usa
para tefiir prendas u otros materiales como ceramicas, mascaras. También se usaba en la
preparacion de alimentos, no s6lo para dar color (por ejemplo, para preparar arroz amarillo),

sino para conferir el sabor caracteristico de la “curcuma” (amargo, picante y astringente)
(Valeyudhan et al. 2012).

Existe una utilizacion muy amplia de la “curcuma” en la medicina popular (no
respaldada por datos experimentales o ensayos clinicos), desde el tratamiento del asma,
furdnculos, tos, mareos, hemorragias, picaduras de insectos, tifia, calculos urinarios, lactancia
lenta, trastornos biliares y diabetes, hasta como cicatrizante, laxante, antihelmintico, alexitérico
y emoliente; incluso con uso documentado en la medicina Ayurvédica y Unani en el tratamiento
de Ulceras pépticas, dolor e inflamacion por artritis reumatoidea, de amenorrea, dismenorrea,
diarrea, epilepsia, dolor y enfermedades de la piel, sarna, ictericia, y hematomas (WHO 1999;
Valeyudhan et al. 2012).

En general, el rizoma es usado en forma de polvo para preparar una pasta de uso externo

0 se administra en forma oral con agua, también se prepara la decoccion de rizomas o se
consume como jugo (prensado del rizoma fresco) (Singh et al. 2012).
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Entre los diversos usos en la etnomedicina de diferentes regiones de Asia se pueden
citar como antiviral, antibacteriano, antiparasitario, antiinflamatorio, digestivo,
anticancerigeno y para el tratamiento de afecciones gastrointestinales y dérmicas, dolor
abdominal, resfriados, artritis, envenenamiento por ofidios y aracnidos, entre algunos de sus
diversos usos (Valeyudhan et al. 2012; Singh et al. 2012; Ahmed 2016) También son
aprovechadas otros érganos de la planta como las hojas, para tratar la malaria e ictericia
(Razafindraibe et al. 2013).

El uso etnomedicinal de “ctircuma” no solo se circunscribe al continente asiatico. En
paises sudamericanos, tales como Per( y Colombia, se utiliza para tratar la malaria, bronquitis,
trastornos digestivos, diabetes, colesterol alto, artritis, infecciones de rifibn y como estimulante
circulatorio, fortalecedor del sistema inmune, cicatrizante, anticancerigeno y condimento
(Odonne et al. 2013, Bussmann et al. 2018).

En la actualidad, los rizomas de “ctrcuma”, después de su procesamiento (aclarado,
curado, secado, pulido y pulverizado) se utilizan como condimentos, colorantes y estimulantes
aromaticos en varios medicamentos, preparaciones de curry en polvo, y especificamente como
colorantes en las industrias farmacéutica y alimentaria, incluyendo la confiteria (Choudhary y
Rahi 2018). Por lo cual, su cultivo posee importancia econémica.

Actualmente, se cultiva ampliamente en multiples regiones, siendo India el principal
productor con aproximadamente el 82% del cultivo mundial de “ctircuma”, seguido por China
(8%), Myanmar (4%), Nigeria (3%) y Bangladesh (3%). India también es el principal
exportador de “curcuma”, proveyendo a Estados Unidos, Reino Unido, Japon, Singapur,
Malasia, Sudéafrica, Australia, entre otros, dirigiendo mas del 50 % del comercio mundial
(Choudhary y Rahi 2018).

Generalmente, “ctrcuma” crece bien en suelos sueltos y arenosos en areas sombreadas.
Se puede cultivar en diversos climas tropicales, desde el nivel del mar hasta 1500 m de altitud,
en un rango de temperatura de 20 a 30 °C, con una precipitacion anual de 1500 mm o mas en
condiciones de lluvia natural o de riego (Sirirugsa et al. 2007; Choudhary y Rahi 2018).

Fitoquimica

El polvo del rizoma de C. longa esta compuesto en un 69,4 % por carbohidratos, 6,3 %
de proteina, 5,1 % de grasa, 3,1 % de minerales, 3-6% de curcuminoides y otros metabolitos
secundarios en porcentajes menores, con un alto porcentaje de humedad (13,1%)
(Chattopadhyay et al. 2004; Prasad et al. 2014). Entre los metabolitos secundarios encontramos
una gran cantidad de flavonoides, fenoles (acido ferdlico, acido vainillico, vainillina) y
sesquiterpenos, y moderada cantidad de taninos, esteroles (B-sitosterol, stigmasterol),
alcaloides, saponinas (Abdel-Lateef et al. 2016, Chen et al. 2010).

El aceite esencial (AE) se obtiene por destilacion por arrastre con vapor de agua de los
rizomas, es de color amarillo palido a amarillo anaranjado (con un 6 % de rendimiento),
compuesto por a-felandreno (1%), sabineno (0,6%), cineol (1%), borneol (0,5%), zingibereno
(25%) y sesquiterpenos (53%) (Fig. 3) (WHO 1999; Chattopadhyay et al. 2004; Prasad et al.
2014).
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Figura 3: Estructura quimica de los principales metabolitos secundarios de C. longa.

El AE se puede obtener de hojas frescas y secas, flores frescas, raices secas y rizomas
frescos y secos de “curcuma”, siendo los rizomas los que presentan mayor rendimiento. En los
AE de hojas y flores predominan los monoterpenos, mientras que los de raices y rizomas
contienen principalmente sesquiterpenos. Los principales principios volatiles del aceite de
rizoma son a- y -turmerona y ar-turmerona (Fig. 3). Segun el anélisis quimico de los AE de
“curcuma” por diferentes autores, se podria concluir que la composicion depende
principalmente del origen geografico y de la parte de la planta utilizada, entre otros factores
(Stanojevic et al. 2015).

Los principios colorantes son curcuminoides (diarylheptanoides, 2-6% en rizoma),
responsables del color amarillo. El principal curcuminoide presente es la curcumina (Fig. 3),
representa un 80-77%, seguido por demetoxicurcumina en 12-17% y bisdemetoxicurcumumina
en 3-8%, junto a otros diarylheptanoides en porcentajes menores (WHO 1999, Prasad et al.
2014, Stanojevic et al. 2015).

Actividad farmacolégica

Debido al amplio espectro de usos populares que se le atribuyen a esta planta, se han
realizado numerosas investigaciones para corroborar dichos efectos bioldgicos, con mas de
6000 articulos cientificos que abarcan experimentos in vitro como en modelos animales (in
Vivo).

Se ha demostrado que el polvo de “circuma” es un buen cicatrizante sobre heridas y
posee accion antiinflamatoria. Varios de sus extractos han manifestado efecto antiinflamatorio,
hipolipémico, antitumoral, antibacteriano, antifingico, antiprotozoario y antifertilidad, y
accion sobre Ulcera péptica, dispepsia y flatulencia (WHO 1999; Chattopadhyay et al. 2004).

La actividad farmacolégica de esta droga vegetal se atribuye a su principal
curcuminoide, la curcumina. Se ha demostrado el efecto antiinflamatorio y antiflatulento de
este metabolito secundario (WHO 1999), y su actividad antimicrobiana de amplio espectro,
que incluye efecto antibacteriano, antiviral, antifungico y antipaltdico (Soheil et al. 2014).
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Ademas, se ha informado su efecto reductor del colesterol, hipoglucémico, antioxidante,
anticoagulante, antitumoral y anticancerigeno (Prasad et al. 2014).

Entre los usos respaldados por ensayos clinicos se destaca como principal, el
tratamiento de la dispepsia acida, flatulenta o atdnica, tanto con la droga vegetal como con
curcumina. Este efecto se atribuye a que disminuye la secrecién gastrica y aumenta el contenido
de mucina en el jugo gastrico, ademds estimula la produccion de moco en la pared gastrica
(WHO 1999).

También hay datos disponibles que muestran que el polvo en capsulas orales alivia
sintomas como disnea, tos y esputo, mejora la inflamacion en artritis reumatoidea, y alivia
problemas menstruales (Chattopadhyay et al. 2004).

La evidencia clinica indica que la curcumina tiene efecto cardioprotector y reductor de
lipidos, accion protectora sobre algunas enfermedades de la piel (dermatitis, esclerodermia,
psoriasis y carcinogénesis cutanea) y propiedades antidiabéticas y anticancerigenas. Incluso se
ha reportado sus efectos protectores en diversas enfermedades como Ulcera péptica, esclerosis
maltiple, Alzheimer, fibrosis quistica, entre otras (Prasad et al. 2014). Los datos clinicos
respaldan el uso de curcumina como antiinflamatorio en diferentes procesos como la artritis,
reuma y enfermedad inflamatoria intestinal (WHO 1999, Prasad et al. 2014).

En consecuencia, la circuma y su principal metabolito (curcumina) han encontrado
aplicaciones en una gran variedad de afecciones como anemia, aterosclerosis, diabetes, edema,
hemorroides, hepatitis, histeria, indigestion, inflamacion, enfermedades urinarias, cicatrizacion
de heridas y hematomas, psoriasis, anorexia, tos, trastornos hepaticos, reumatismo, sinusitis,
entre otras (Chattopadhyay et al. 2004).

En el altimo afio se ha mencionado “circuma” y en especial, su principio activo, la
curcumina, como una opcidn terapéutica para el manejo de la infeccion COVID-19, debido a
que han demostrado efecto antiviral sobre una gran variedad de virus, incluyendo otros
coronavirus (CoV). Ademas, por su importante efecto antiinflamatorio tendrian accion sobre
uno de los principales procesos que desencadena la infeccion con este nuevo virus denominado
SARS-CoV-2. A continuacion se desarrolla los avances cientificos en cuanto a la actividad
antiinflamatoria y antiviral de curcumina que apoyan el potencial uso de esta droga vegetal en
COVID-19.

Actividad Antiinflamatoria

La inflamacion tiene un rol primordial en el desarrollo y evolucion de enfermedades
que padece el ser humano, incluyendo las enfermedades cardiovasculares, gastrointestinales,
neurodegenerativas, infecciosas, metabdlicas y autoinmunes. (Liu et al. 2017). La inflamacién
es una respuesta a una injuria a nivel celular o tisular debido a agentes externos o intrinsecos
que desencadenan un proceso molecular y celular que se manifiestan como cambios en la
dinamica metabdlica y alteraciones a nivel macroscopico en 6rganos.

El proceso inflamatorio involucra varios mecanismos interrelacionados: vasodilatacion,
aumento de la permeabilidad vascular, reclutamiento (quimiotaxis) y activacién leucocitaria,
fiebre, angiogénesis, entre otros. Estos mecanismos se desarrollan y desencadenan a través de
los mediadores de inflamacion, los cuales tienen un papel fundamental en el progreso y
resolucién del proceso inflamatorio. Es por ello que son ampliamente estudiados en la
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basqueda de farmacos antiinflamatorios. Entre los mediadores encontramos derivados del
acido araquiddnico (AA), citoquinas (CK, “cytokine’), aminas vasoactivas, 6xido nitrico (ON),
radicales libres, neuropéptidos y otras proteinas (Kumar et al. 2005).

Se ha visto que curcumina inhibe la liberacion de AA de la membrana celular mediante
la inhibicion de la fosforilacion de la fosfolipasa A2 (cCPLA2), necesaria para liberar AA de la
membrana celular y sintetizar prostaglandinas (PGs) y otros mediadores proinflamatorios
(Hong et al. 2004).

A su vez, se ha demostrado que curcumina también acta en una etapa posterior del
metabolismo de los eicosanoides, inhibiendo la expresion de la enzima ciclooxigenesa 2, tanto
in vitro (Hong et al. 2004) como in vivo (Yuan et al. 2018). Esta enzima es uno de los blancos
principales en la busqueda de farmacos antiinflamatorios, ampliamente utilizados en
enfermedades con cuadros de inflamacién crénica o recurrente tales como osteoartritis, artritis
reumatoidea, artritis psoriasica y dolor agudo en general, ya que cataliza la sintesis de PGs a
partir del AA liberado de las membranas celulares. En paralelo, curcumina demostré tener
capacidad de inhibir la funcion catalitica de la 5-lipooxigensa (Prasad et al. 2004), la cual
participa en la sintesis de leucotrienos a partir de AA.

Curcumina, ademas, actla inhibiendo la expresion de diferentes mediadores
proinflamatorios proteicos, tales como las interleucinas (ILs) IL-1, IL-6, IL-8, IL-12y el factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a), el cual esta asociado a nefropatias, resistencia a la insulina,
obesidad, entre otras enfermedades inflamatorias (Derosa et al. 2016; Hashem et al. 2008;
Fahey et al. 2007).

La expresion de los mediadores proinflamatorios esta sujeta a diferentes redes de
sefalizacion celular. Curcumina es capaz de inhibir la actividad de varias proteinas
sefializadoras, como el transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3), Factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) (Bharti et al. 2015; Farhangi et al. 2015).

Actividad Antiviral

La actividad antiviral de curcumina y sus derivados abarca una diversidad de virus

sumamente amplia, incluyendo virus ADN y ARN, desnudos o envueltos.
Entre los virus ADN, present¢ eficacia frente virus Herpes Simple Tipo 1y 2 (HSV-1, HSV-
2) (Ferreira et al. 2015; Kutluay et al. 2008), virus Herpes Humano 8 (HHV-8) o Herpesvirus
asociado al sarcoma de Kaposi (44- curcumina kaposi), virus de la Hepatitis B (HBV) (Kim et
al. 2009), Adenovirus Humano (HadV) (Jennings y Parks 2020) y virus de Papiloma Humano
(HPV), incluyendo HPV-16, estrechamente ligado al desarrollo de cancer de cuello uterino en
el ser humano (Maher et al. 2011; do Bonfim et al. 2020).

Dentro de los virus ARN, presenté actividad frente al virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) (Ferreira et al. 2015; Sui et al. 1993; Mazumder et al. 1995), virus de la
Hepatitis C (HCV) (Chen et al. 2012), virus Zika (ZIKV) (Mounce et al. 2017), virus
Chinkungunya (CHIKV) (Mounce et al. 2017) y todos los tipos de virus Dengue (DENG, 1-4)
(Nabila et al. 2020).

Curcumina y sus derivados han demostrado actuar sobre diferentes etapas del ciclo de
replicacién viral, tales como: la adhesién del virus a los receptores de membrana, el ingreso a
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la célula hospedadora (Mounce et al. 2017; von Rhein et al. 2016), como también en la
replicacion del genoma viral y posterior egreso del virus de la célula (Ferreira et al. 2015; Sui
et al. 1993; Mazumder et al. 1995). Ademas, se ha reportado para curcumina su capacidad
virucida per se (Wu 2015; Li et al. 2020).

Uno de los mecanismos de accién de curcumina estaria relacionado con la inhibicion
de la enzima inosina 5’-monofosfato (IMPDH) deshidrogenasa, la cual es esencial para la
sintesis de purinas y es actualmente un blanco importante en la bldsqueda de farmacos
antivirales (Dairaku et al. 2010). Complementariamente, este compuesto natural regula la
expresion de diferentes mediadores inflamatorios e inmunitarios que acttan durante la
infeccion viral, como interferones (IFN), citoquinas y otras proteinas (Derosa et al. 2016;
Hashem et al. 2008; Fahey et al. 2007).

Uno de los agentes etiologicos mas estudiados es el virus Influenza A (IAV). En
diferentes ensayos in vitro e in vivo con ratones infectados con cepas H1IN1 de IAV, el
tratamiento con curcumina demostré inhibir la replicacion del 1AV y disminuir las CK y
enzimas proinflamatorias como IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, metaloproteinasas de matriz
(MMPs) 2y 9; como asi también minimizar el dafio pulmonar causado por la infeccion (Dai et
al. 2018; Lai et al. 2020; Xu y Liu 2017; Han et al. 2017).

Esta actividad antiviral e inmunomoduladora de curcumina esta estrechamente
relacionada con su capacidad de regular diferentes cascadas de sefializacion, como es el caso
de la infeccion por 1AV, inhibiendo las rutas de sefializacion mediadas por las proteinas
TLR2/4, p38/JNK MAPK y NF-kB (Dai et al. 2018; Xu y Liu 2017), las cuales estan
involucradas en la internalizacion y replicacion de 1AV.

Estos hallazgos, sumados a su actividad antioxidante, indican que la curcumina tiene
potencial terapéutico contra la replicacion de 1AV y la consecuente inflamacion pulmonar (Dai
et al. 2018; Lai et al. 2020; Xu y Liu 2017; Han et al. 2017).

Ademas, presentd actividad antiviral e inmunomoduladora sobre otros virus
respiratorios como el virus Respiratorio Sincitial Humano (HRSV) (Obata et al. 2013), reovirus
1/L (Avasarala et al. 2013), HadV, inclusive sobre el coronavirus causante del brote de
Sindrome Respiratorio Agudo Severo originado el 2002 en Gaudong, China (SARS-CoV)
(Wen et al. 2007).

Curcumina y COVID-19

Trabajos previos evidenciaron que curcumina logro inhibir la replicacién de una gran
diversidad de virus ARN envueltos, incluyendo SARS-CoV (Wen et al. 2007),
filogenéticamente relacionado con el nuevo coronavirus responsable de la pandemia en 2020
(SARS-CoV-2). La disminucion de la actividad enzimatica de la proteasa 3CL, necesaria para
la replicacion del genoma SARS-CoV, seria uno de los mecanismos de accién antiviral.
Estudios de docking molecular demostraron que curcumina tiene la capacidad de interaccionar
con el receptor humano ACE2, la proteasa Mpro y la proteina RBD de la espicula de SARS-
CoV-2 (Utomo et al. 2020; Khaerunnisa et al. 2020; Roshdy et al. 2020), por lo que la estructura
de la envoltura viral, como los procesos de internalizacién y replicacion del virus en la célula
hospedadora podrian alterarse. Estos resultados apuntan a la potencial actividad antiviral y
virucida de curcumina contra este virus.
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La infeccion por SARS-CoV-2 tiene la capacidad de desatar una respuesta
inmunoldgica de caracter aberrante y con aspectos particulares. Estudios con modelos animales
de infeccion por SARS-CoV-2 y perfiles transcriptémicos de células de pacientes con COVID-
19, caracterizaron esta respuesta con una baja concentracion de interferones tipo 1y 111 y un
aumento en la expresion de CK L-1B, IL-6, 1L-10, TNF-a, MCP-1, que se tradujo en una
reduccion de la respuesta antiviral innata acoplada a una fuerte reaccion inflamatoria (Blanco-
Melo et al. 2020). Esta hiperactivacion leucocitaria y aumento de la expresion de CK se la
designa como sindrome de liberacion de citoquinas (CRS, “cytokine release syndrome”). El
CRS esta implicado en el deterioro de tejidos y érganos, y conduce a la enfermedad hacia
fenotipos clinicos graves, predisponiendo el aumento de la inflamacion, edema, disnea y hasta
fibrosis pulmonar (Blanco-Melo et al. 2020; Soi et al. 2020; Cervera et al. 2020).

Numerosos estudios preclinicos y clinicos notifican la actividad antiinflamatoria e
inmunomoduladora de curcumina y sus derivados. En un ensayo aleatorizado, doble ciego,
placebo-controlado (RCT) realizado en pacientes con complicaciones pulmonares cronicas
derivadas de la intoxicacion por mostaza sulfurada; la suplementacién con curcuminoides
resulté en una mejora de los valores espirométicos, como también en una disminucién de los
niveles plasmaticos de IL-6, IL-8, TNFa, TGF-p, sustancia P, hs-CRP, CGRP y MCP-1. Estos
resultados indican que la suplementacion con curcumina disminuye el perfil inflamatorio
sistémico acompafado de una significativa mejoria en la funcion pulmonar (Panahi et al. 2015).

Distintos ensayos in vitro e in vivo con modelos animales de infeccién por IAV o
reovirus , el tratamiento con curcumina demostro una significativa mejora del dafio pulmonar,
reflejado en la disminucién de los siguientes indicadores : engrosamiento, exudado y
destruccion de las paredes alveolares, fibrosis intra-alveolar e intersticial, hemorragia e
infiltrados leucocitarios en los espacios alveolares, indice pulmonar, niveles de IL-1p, IL-6,
IL-8 , TNFa, TGF-p , MCP-1 y leucocitos liberadores de CK (macrofragos, monocitos y
linfocitos) (Dai et al. 2018; Avasarala et al. 2013). En consecuencia, la reduccién de todos estos
parametros culminaria en una disminucion del perfil inflamatorio local a nivel pulmonar y
alveolar (Dai et al. 2018; Lai et al. 2020; Xu y Liu2017; Han et al. 2017; Avasarala et al. 2013).
Estos hallazgos fueron acompafados de una disminucion del titulo viral y un aumento en la
tasa de supervivencia de los animales (Dai et al. 2018).

Uno de los mecanismos mas importantes que explica la actividad antiinflamatoria de
curcumina es la supresion del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NF-kB). Este factor gatilla una respuesta inflamatoria rapida en la linea de
células alveolares de tipo 2 (iIAT2s) en la infeccién por SARS-CoV-2, contribuyendo a la
posterior muerte celular (Huang et al. 2020). Curcumina bloquea la fosforilacion por parte de
la IkBa kinasa (IKK), necesaria para la sefalizacion por ejercida por NF-kB, lo que culmina
en la inhibicion de la expresion CK (IL-1, IL-6, IL-8, TNF), COX-2, LOX-5, iNOS, factores
de adhesion y enzimas claves en la modulacion de la respuesta inflamatoria (Jobin et al. 1999;
Aggarwal 2004).

Por otro lado, los radicales libres y el estrés oxidativo asociado presentan un rol
fundamental en la sefalizacion y homeostasis celular, siendo, a su vez, determinantes del
desarrollo fisiopatolégico de todo tipo de enfermedades inflamatorias, metabolicas e
infecciosas, como cancer, diabetes mellitus, aterosclerosis, cardiomiopatias, incluyendo
COVID-19 (Zhang et al. 2016; Forrester et al. 2018; Laforge et al. 2020).
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Tanto los extractos como diversos metabolitos presentes en el rizoma de C. longa han
demostrado actividad antioxidante (Wahyuni et al. 2018; Barzegar y Moosavi-Movahedi
2011).

En simultdneo se reportd que curcumina estimula la expresion del factor de
transcripcion Nrf2, mediador clave en la ruta de sefializacién que estimula la produccion de
enzimas antioxidantes como catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GSH-Px), Hemo oxigenasa 1 (HO-1), NAD(P)H:quinona oxidoreductasa 1
(NQO1), glutation S-transferasa alfa 3 (GSTA3) y demas antioxidantes (Dai et al. 2018; Zhang
et al. 2016).

Las enzimas antioxidantes actian como un arsenal de defensas contra el dafio oxidativo,
previniendo la desnaturalizacion y descomposicion de macromoléculas, incluyendo lipidos,
proteinas y los acidos nucleicos (ADN y ARN) (Zhang et al. 2016; Forrester et al. 2018).
Ademas de prevenir directamente el dafio de los componentes celulares, intervienen en la
regulacién de otros mediadores, como es el caso de HO-1. Esta enzima demostrd que puede
interactuar directamente con el factor de transcripcion IRF3 y producir un aumento de la
expresion de IFN-B (Dai et al. 2018; Tzima et al. 2009), interferon que sufire una reduccion de
su expresion en COVID-19 (Blanco-Melo et al. 2020). Este efecto se podria traducir en un
aumento de la respuesta innata viral frente a la infeccion por SARS-CoV-2 y otros patdgenos
virales.

Se conoce que varias especies de radicales libres favorecen la transcripcion de NF-kB
a través de la regulacion de la fosforilacion y ubiquitinacion de diferentes proteinas
(Schoonbroodt et al. 2000; Takada et al. 2003), por lo que la limitacion de los radicales libres
por parte de las enzimas antioxidantes podria actuar adicionalmente o en sinergia con la
capacidad de inhibir la fosforilacion de NF-kB por parte de curcumina, actuando en conjunto
en la disminucion de la expresion de NF-kB.
Estos estudios que respaldan la actividad antiviral, antiinflamatoria y antioxidante de
curcumina y sus derivados, los proyectan como potenciales agentes terapéuticos y preventivos
frente a COVID-109.

Seguridad vy toxicidad

Actualmente, Cdrcuma (tanto el polvo del rizoma como los extractos organicos) ha sido
categorizado como GRAS (“generally recognized as safe”) por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), aprobando su uso como especia, saborizante y
colorante alimentario. En paralelo, el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA) establecié una ingesta diaria admisible (ADI) de curcumina de 3 mg/kg
pc/dia, basandose en la ausencia de efectos adversos y/o genotoxicidad reportados en
bioensayos realizados por entes oficiales. Posteriormente, esta accion fue respaldada por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (Prasad et al 2014, FDA 2016).

La ingesta media de “curcuma” por parte de los asiaticos varia entre 0,5 a 1,5
g/dia/persona, dosis que no produce sintomas toxicos (Chattopadhyay et al. 2004).

La seguridad de los curcuminoides como agente terapéutico o coadyuvante fue
evaluada en diversos tipos de ensayos (Soleimani et al. 2017; Chuengsamarna et al. 2014;
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Hanai et al. 2006). Los ensayos clinicos en humanos indican que la curcumina es bien tolerada
cuando se administra en dosis de 1 a 12 g/dia (Chattopadhyay et al. 2004; Lao et al. 2006).

Se han reportado como efectos adversos dermatitis alérgica y reacciones de
fotosensibilizacion (WHO 1999; Prasad et al. 2014)

El uso de “curcuma” esta contraindicado en caso de obstruccion biliar (WHO 1999).

En lineas generales, C. longa y curcumina son consideradas como seguras por un
amplio repertorio de estudios preclinicos y clinicos (FDA 2016; Soleimani et al. 2017;
Chuengsamarna et al. 2014; Hanai et al. 2006). Es necesario realizar mas estudios para poder
garantizar su seguridad en mujeres embarazadas, lactantes, adultos mayores y evaluar la
interaccion con otros farmacos o drogas vegetales.

Consideraciones finales

La “curcuma” se ha utilizado desde tiempos ancestrales con diversas aplicaciones
biologicas, que motivaron la investigacion cientifica sobre sus posibles aplicaciones
terapéuticas.

Aunque se han realizado un sin nimero de estudios con extractos y polvo de rizoma de
C. longa, que incluyen ensayos in vitro, preclinicos y clinicos, todavia no se han desarrollado
farmacos, solo se encuentran formando parte de suplementos dietarios aprobados en numerosos
paises, incluso la curcumina como sustancia pura o mezcla de curcuminoides.

Dado que la curcumina se puede obtener en forma pura, seria preferible desarrollar
nuevos medicamentos a partir de este compuesto en virtud de la amplia gama de efectos
biolégicos que ha demostrado. Sin embargo, el potencial terapéutico de curcumina esta
limitado debido a su escasa biodisponibilidad oral e insuficiente solubilidad en disolventes
acuosos que conducen a una pobre absorcion, un metabolismo rapido y una rapida eliminacion
sistémica. Para superar este obstaculo, se han desarrollado numerosas estrategias, desde el
disefio de anadlogos semisintéticos, el uso de adyuvantes, preparacion de nanoportadores,
nanoparticulas, micelas y liposomas, hasta procesos de microencapsulacion, que han mejorado
su bioactividad y biodisponibilidad, asi como una mayor absorcién celular en comparacién con
la curcumina (Soheil et al. 2014, Prasad et al. 2014).

Curcumina es un compuesto natural antioxidante que, por sus efectos antivirales,
antiinflamatorios e inmunomoduladores se postula como un posible farmaco para el
tratamiento de COVID-19. Sin embargo, es necesario llevar a cabo extensos estudios sobre sus
efectos farmacoldgicos, mecanismos de accion, farmacodinamia, farmacocinética, toxicidad, y
principalmente ensayos clinicos.
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