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RESUMEN

Se evaluaron las propiedades antivirales de los extractos vegetales derivados a partir de las plantas: Calendula officinalis L.,
Psidium guajava L., Eucaliptos spp. y Phyllanthus orbicularis HBK contra el virus de la hepatitis B. Se llevé a cabo a
concentraciones subtédxicas en el sistema in vitro PLC/PRF/5 o células Alexander, linea celular que expresa constitutivamente el
antigeno de superficie del virus (AgsHB). El parametro de viabilidad celular se midié mediante el calculo de los valores de
concentracion citotoxica media (CC,): Eucalyptus spp. mostro una menor toxicidad en las células, seguido de Psidium guajava
L., Phyllanthus orbicularis, y finalmente Calendula officinalis que tuvo una toxicidad mucho mayor que los extractos anteriores.
Posteriormente se estudié el comportamiento de la produccion de AgsHB intracelular y extracelular de las células a diferentes
concentraciones de los extractos durante 48 h de tratamiento. Los datos obtenidos mostraron actividad inhibitoria en el caso de
Phyllanthus orbicularis, asi como para el extracto de eucalipto. Con €l extracto de guayaba la actividad fue menor que en los
2 casos anteriores, mientras que la caléndula no mostré ninguna inhibicién a las concentraciones ensayadas, |o que indica la

ausencia de la actividad buscada en este extracto.
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El virus de la hepatitis B (VHB) causa serias
enfermedades degenerativas del higado, lo cual
provocaunasignificativamortalidad y morbilidad
mundialmente.* El desarrollo deterapiasantiviraes
para la hepatitis B crénica ha marcado pautas y
una via alternativa en el tratamiento de los
portadores cronicosy la prevencién de complica-
ciones hepaticas como de cirrosis y carcinoma
hepatocelular (CHC). La existencia de efectos
colaterales adversos de los antivirales sintéticos
son factores que le aportan relevancia a estudio
de antivirales de origen natural .2

La comision de Plantas Medicinales del
Ministerio de Salud Publicade Cuba haavalado a
las plantas Phyllanthus orbicularis HBK,
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Eucalyptus spp., Psiddiumguajava L., y Calendula
officinalisL. por susricas propiedades medicinaes
como antiinflamatorias, astringentes, antisépticas,
antimicrobianasy dentro de estalltima, laactividad
antivird. En otrosarticulos sedemuestralaactividad
inhibitoriade estas plantasfrente aviruscomo herpes
simple tipo 1y 2 (VHS);** virus de la inmu-
nodeficienciahumana(VIH);®y virusinfeccioso de
la necrosis pancreética.®

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en €l
presente estudio seinvestigd laactividad antiviral
de los extractos derivados del Phyllanthus
orbicularis HBK, Eucalyptus spp., Psidium
guajava L., Calendula officinalis L., contra el
virus de la hepatitis B in vitro.
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METODOS

Extracto vegetal: las tinturas comerciales de
Eucalyptus spp., Psidium guajava y Calendula
officinalisfueron adquiridasen lared farmacéutica
demedicinanaturd de Ciudad de LaHabana; lasque
se desecaron a una temperatura menor de 45 °C
paradeterminar su concentracion. A partir de este
punto se prepararon los extractos vegetales a
diferentes concentracionesmadres (5y 10 mg/mL.).

El extracto liofilizado delaplanta Phyllanthus
orbicularis HBK procedié de la colecta agosto
1997 (Bard T. Capacidad inactivante del extracto
acuoso Yy de lafraccién butandlicade Phyllanthus
orbicularis frente al AgsHB. Trabajo para optar
por el titulo de Licenciado en Microbiologia.
Universidad de LaHabana, Facultad de Biologia.
Ciudad de La Habana, 1999).

Células: los ensayos en cultivo de células se
realizaron sobre la linea celular continua de
hepatomahumano PL C/PRF/5 (célulasAlexander,
subcultivos 75-81). Estas son células provenientes
de un carcinoma primario hepético y expresan la
region correspondiente alas proteinas de superficie,
sintetizando y secretando constitutivamente el
AgsHB gue es ensamblado en formade particulas
de 20-25 nm de diametro. Fueron mantenidas en
el Laboratorio de Cultivos Celulares del Instituto
deMedicinaTropical “Pedro Kouri”, obtenidasde
la American Type Culture Collection (ATCC No.
CRL 8024).

Esta linea celular que expresa constituti-
vamente el AgsHB fue crecidaen medio de cultivo
MEM con aminoécidos no esenciales (M Gaane)
(Gibco), suplementado con L-glutamina2 mM y
suero fetal bovinoinactivo (SFBI) (Gibco) a10%
y mantenida en condiciones similares, pero con
SFBI 2 % bajo valores de temperatura de 37 °C,
muy bien controlados.

Ensayo de citotoxicidad (CC,)

L adeterminacion delos efectos citotoxicosde
los extractos preparados a partir de las plantas
Calendula officinalis L., Psidium guajava L.,
Eucalyptus spp., y Phyllanthus orbicularis HBK
enlascéulasPLC/PRF/5 sellevd acabo en placas
de 96 pozos de fondo plano, empleando el método
colorimétrico MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,-5)-

-bromido difeniltetrazolio.” Se sembraron 0,15 mL
de suspension celular de concentracion de 2 x 10° cé-
lulas/mL en el medio correspondiente a la linea
celular. A las 24 h de sembradas bajo condiciones
especificas con la monocapa confluente, se eva
luaron por triplicado diferentes concentraciones de
cada extracto a afadirse 0,1 mL/pozo de cada
diluciény fueronincluidos pozoscontrolescelulares
sin extracto vegetal . Finalmente seincubaron bajo
las mismas condiciones anteriores.

A las 48 h posteriores a este tratamiento, se
procedi6 a la determinacion de la concentracion
citotoxicamedia (CC, ) por & método colorimétrico
MTT, para cada réplica mediante andlisis
estadistico deregresién lineal, paraun coeficiente
de determinacién mayor que 0,90, empleando €l
programa Microsoft Excel 2000. Se calculé
posteriormente como valor de CC_, final lamedia
de los 3 experimentos con la desviacion estandar
correspondiente.

Determinacion de la concentracion efectiva
media (CE,)

Los ensayos de evaluaciéon antiviral se
realizaron en placas de 96 pozos sembradas auna
concentracion 2 x 10°células/mL, incubadas 48 h
baj o las mismas condiciones descritas. Al cabo de
este tiempo, se le adicionaron los extractos de los
productos vegetales en ensayo a diferentes
concentraciones, y se experimentaron 3 réplicas
por cada una.

El sobrenadante de cada pozo se colectd y se
realizd ladeteccion del AgsHB extracelular por €l
método inmunoenziméatico UMELISA HBsAg
PLUS, que es un método heterogéneo tipo
sandwich, desarrollado por e Centro de Inmuno-
ensayo (CIE, LaHabana, Cuba) paraladeteccion
del AgsHB en suero, plasmao sangre frescasobre
papel defiltro.

El porcentaje de AgsHB presente en los
cultivos tratados con respecto a los controles de
células, se calculé teniendo en cuenta que los
valores de absorbancia obtenidos a partir de estos
ultimos constituyen 100 %. La concentracién de
losextractosvegetales capacesdeinhibir el AgsHB
producido en 50 % fue asumida como la
concentracion efectiva media (CE, ), que se
calcul6 por andlisisderegresionlineal.



Determinacién del indice selectivo (1S)

El (1S) de cada extracto vegetal se determind
mediante la relacion entre la CC_ )y la CE, . Se
considerd que existia actividad especifica cuando
IS era superior a 10.8

IS = CC_/CE,,

RESULTADOS
Ensayo de citotoxicidad

El andlisis gréfico describe una relacion casi
lineal con pendiente negativa entre el porcentaje
de viabilidad celular y las diferentes concen-
traciones ensayadas de los extractos (fig. 1). En
sentido general, el ensayo de citotoxicidad mostré
unincremento delatoxicidad celular enlamedida
en que aumentalaconcentracion de cada extracto.
La viabilidad celular se mantiene con valores
superiores a 80 %, a concentraciones similares o
inferiores que 500 ug/mL del extracto derivado del
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P. orbicularis (fig.1-1). A concentraciones
superiores a este valor comienzan a observarse
efectostoxicosenlascélulas, lo cua semanifiesta
de forma proporcional al incremento de las
concentraciones empleadas.

A diferencia del comportamiento de la
viabilidad celular que esobservable con e extracto
derivado de la planta Calendula officinalis L.
(fig.2-11), la viabilidad celular se mantiene con
valores superiores a 80 %, a concentraciones tan
bajas como 125 ug/mL; observandose posterior-
mente unaconsi derable disminucion delapoblacion
de células, que decrece hastamenos de 20 %, con
concentraciones superiores a los 250 ug/mL del
extracto, con respecto al P. orbicularis. Los
resultados de este pardmetro frente a diferentes
concentraciones del extracto vegetal de la
caléndula muestran una toxicidad notablemente
superior.

El extracto vegetal preparado a partir de la
planta Psidium guajava L. (fig. 1-111) muestra
una toxicidad mucho menor sobre lalineacelular
PLC/PRF/5 con respecto al de la caléndula:
concentraciones menores que 1 000 wg/mL
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presentan una viabilidad celular por encima de
80 %, parametro que alcanza 50 % entre 2 000-
2 500 wg/mL y continta disminuyendo hasta
21,13 % con 5 000 ug/mL ddl extracto.

Las células tratadas con el extracto de
Eucdlipto mantuvieron nivel esdeviabilidad superio-
res a 80 % hasta concentraciones inferiores a
2 000 pg/mL, permaneciendo mas de 50 % de
las células viables con concentraciones de hasta
4000 pg/mL (fig. 1-1V).

Conlosresultados obtenidosparalas 3réplicas
de cada extracto, se calcularon los valores de
CC,,, a partir de las ecuaciones de regresion
correspondientes a las lineas de tendencia con
valores de coeficientes de regresion superiores a
0,90 (tabla1).

TABLA 1. Vaores de concentracion citotéxica media (CC,) de
los extractos evaluados

Extracto

Calendula officinalis L.
Psidium guajava L.
Eucalyptus ssp,

Phyllanthus orbicularis HBK

CC,, + S (ug/mL)
165,51 + 2,08 pug/mL
2414,84 + 107,85 ug/mL
4007,565 + 44,6 ug/mL
2267,64 + 113,09 ug/mL
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o

Ensayo antiviral

El ensayo antiviral prosigui6é a los de
citotoxicidad, por 1o que seinicié sobrelabase del
conocimiento de las concentraciones subtoxicas
(con una viabilidad superior a 90 %) de cada
extracto (fig. 2).

Las células tratadas con el extracto de
Eucalyptus spp. muestran una inhibicién del
antigeno producido con concentraciones cer-
canasal25 ug/mL y superiores, lograndose méas
de 90 % de inhibicién del AgsHB a partir de los
250 ug/mL (fig. 2-B). Este comportamiento es
ligeramente superior a observado con el extracto
de Phyllanthus (fig. 2-A), donde se evidenciauna
inhibicién con valoresde 200 ug/mL o superiores,
gue alcanza 90 % a partir de 400 ug/mL.

El extracto de guayaba (fig. 2-C) produce una
inhibicién del AgsHB amayores concentraciones;
detectandose mas de 80 % de antigeno a
concentraciones cercanas a 187,5 ug/mL, con
respecto alo observado anteriormente; a partir de
lacual se comienzaaobservar unadisminucion de
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Fig. 2. Efecto de los extractos de P. orbicularis (A), Eucalyptus spp. (B), Psidium guajava (C) y Calendula officinalis (D) sobre la
produccion del AgsHB extracelular en las células PLC/PRF/5 a las 48 h de tratamiento. En cada caso se representa € resultado de una de las

3 réplicas realizadas.



este marcador que llegaa ser 80 % con 500 ug/mL
del extracto. El extracto de caléndula(fig. 2-D), a
diferenciadelo evidenciado conlosotros, no mostré
ninguna inhibicién in vitro del AgsHB a las
concentraciones ensayadas.

Se determind lalineadetendenciacon valores
de coeficiente superiores a 0,90 para cada
extracto. El calculo delas ecuacionesderegresion
lineal permitio hallar los valores de CE_, que se
muestran en latabla 2 y corroboran el compor-
tamiento gréfico. Dado losresultados encontrados
con Caéndula, nofuefactiblecalcular laCE, para
esta planta (tabla 2).

TABLA 2. Valores de concentracion efectiva media (CE,) de los
extractos vegetales evaluados

Extracto CE,, £ S(mg/mL)
Phyllanthus orbicularis 185,14 + 9,73
Eucalyptus ssp. 158,99 + 14,9
Psidium guajava L 360,34 + 13,8

El cdlculo de larelacion entre la CC_ y la
CE,, indice selectivo (1S), ofrecié un criterio mas
completo del efecto anti-VHB (AgsHB) de estas
plantas (tabla 3).

TABLA 3. Valores del indice selectivo (1S) de los extractos
vegetales evaluados.

Extracto IS (CC,/CE,)
Phyllanthus orbicularis 12,25
Eucalyptus ssp. 25,21
Psidium guajava L 6,70
DISCUSION

Se estudiaron las propiedades antivirales de
los extractos Phyllanthus orbicularis HBK,
Eucalyptus spp., Psidium guajava L. y
Calendula officinalis L., frente al VHB por su
capacidad de inhibicion de uno delos marcadores
de infeccion viral (AgsHB), en las células
Alexander.

El P. orbicularisHBK esunaplantaendémica
cubana la cual ha mostrado actividad antiviral
invitro frente alosvirus herpessimpletipo 1y 2
y d herpesvirusbovinotipo 1,*° ademas su actividad
antiviral contra el VHB en la linea celular
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PL C/PRF/5 hasido comprobada por otros autores
(Salazar 1. Actividad del extracto acuoso y la
fraccion acético acuosa Phyllanthus orbicularis
HBK sobrelaviabilidad celular y laproduccion de
AgsHB en células PL C/PRF/5. Trabajo paraoptar
por el titulo de Licenciado en Microbiologia.
Universidad de La Habana, Facultad de Biologia.
Ciudad deLaHabana, 2001). Sobrelabase de estos
datos el P. orbicularis se tom6 como control para
el andlisis comparativo del porcentaje de
supervivenciaceular y laactividad antiviral medida
por lacantidad deAgsHB producido por lascé ulas,
con |os restantes extractos vegetales derivados
Eucalyptus spp., Psidium guajava L. y
Calendula officinalis L., respectivamente.

L os resultados a canzados con las plantas en
el ensayo de citotoxicidad evidenciaron una
disminucion en laviabilidad celular en lamedida
en que aumentaba la concentracion de cada
extracto vegetal. El extracto de Eucalyptus spp.
mostré unamenor toxicidad en las células seguido
de Psidium guajava L., P. orbicularis y
finalmente, Calendula officinalis, que tuvo una
toxicidad mucho mayor quelosextractosanteriores,
efecto que pudiera atribuirsele a la presencia de
flavonoles en este.’?

El extracto de Eucalyptus spp. mostré la
mayor actividad inhibitoriacon un 1S de 25,21, €
doble, inclusive, que €l obtenido para el extracto
de P. orbicularis que constituia la referencia o e
control positivo del efecto antiviral buscado.
Estudios fitoquimicos realizados en especies de
Eucalyptus, muestran la presenciaen la planta de
compuestos fendlicos como los taninos y
flavonoides, que son responsables de la actividad
inhibitoria del AgsHB in vitro mostrada por €l
extracto de P. orbicularis en otros ensayos
antivirales(Del Barrio G Actividad antiviral invitro
de Phyllanthus orbicularis. Tesis de Doctorado.
Universidad de LaHabana, Facultad de Biologia.
Ciudad de LaHabana, 1999) (Romeu B. Evaluacién
antiviral, contrael virus del herpes simpletipo 1,
de fracciones quimicas de Phyllanthus
orbicularisHBK. Tesis de Diploma. Universidad
de La Habana, Facultad de Biologia. Ciudad de
La Habana, 2000) (Roque A. Actividad in vitro
del extracto acuoso de Phyllanthus orbicularis
HBK frenteal VHB. Tesis paraoptar por el Titulo
Académico de Maestro en Microbiologia. Mencion
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Virologia. Universidad de LaHabana, Facultad de
Biologia. Ciudad de LaHabana, 2003).

Laactividad antiviral del extracto derivado de
Psidium guajava es bagja (1S= 6,7), si setiene en
cuenta €l criterio de Wyde,® quien plantea que un
extracto natural debe poseer un 1S>10 como
indicativo de actividad antiviral in vitro, aungque
existen otros autores que aceptan un 1S>2.1* En
los datos obtenidos se observa que existe cierta
inhibicion del antigeno, por 1o que los autores de
este trabajo creen que se pudieran continuar 10s
estudios con esta planta, mas aln si se tiene en
cuentaque se hareportado lapresenciaenlamisma
de compuestos como | ostriterpenos, referidos con
actividad antiviral en laliteraturaespecializada, y
gue se haobservado actividad de esta plantafrente
aotrosvirus.®

Existen estudiosque plantean actividad antivira
in vitro de Caléndula officinalis frente a VIH,
rhinovirus, herpes simple einfluenza;® aunque no
se encontrd ningun reporte de evaluacion de la
actividad antiviral defrentea VHB.

Estos resultados apoyan los alcanzados
previamente para la especie Phyllanthus
orbicularis, ala vez que indican la presencia de
marcada actividad antihepatitis en extractos de
Eucalyptus spp.

Estetrabgjo constituyee primer reporteacerca
de estetipo de estudio enlosextractos obtenidosa
partir de plantas cubanas de Eucalyptus spp.,
Psidium guajava L. y Calendula officinalis
segun las busgquedas y revisiones realizadas. Los
resultados al canzados contribuyen a conocimiento
de las propiedades de las plantas medicinales
cubanas y abren un camino para futuros estudios
deactividad antiviral deestasy €l empleo deaguna
como candidato parae tratamiento delahepatitisB.

Evaluation of the antiviral activity of medicinal plants
against the hepatitis B virus (HBV) in PLC/PREF/S cells

SUMMARY

The antiviral properties of plants extracts derived from
Calendula officinalis L., Psidium guajava L., Eucaliptus spp. y
Phyllanthus orbicularis HBK against the hepatitis B virus were
evaluated at subtoxic concentrations in the in vitro PLC/PRF/5
system or Alexander cells, a cell line expressing constitutively
the virus surface antigen (AgsHB). The cell viability parameter
that was measured by the calculation of the mean cytotoxic
concentration values (CC,,): Eucalyptus spp. showed a lower

toxicity in the cells, followed by Psidium guajava L., Phyllanthus
orbicularis, and finally Calendula officinalis that had a much
higher toxicity than the previous extracts. Later on, it was
studied the behaviour of the production of intracellular and
extracellular HBsAg of the cells at different concentrations of
the extracts during 48 hours of treatment. The data obtained
showed an inhibitory activity in the case of Phyllanthus
orbicularis, as well as for the eucaliptus extract. With the guava
extract, the activity was lower than in the 2 previous cases,
whereas calendula did not show any inhibition to the assayed
concentrations, which proves the absence of the activity searched
in this extract.

Key words: Antivirals, hepatitis B virus (HBV), PLC/PRF/5,
medicinal plants.
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