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libro y la presentacion de ponencias en congresos nhacionales e internacionales.
Es la coordinadora general por la parte cubana de los proyectos internacionales
que financian parcialmente las investigaciones realizadas.

Dra. Annele Roque Quintero (43%). Particip0 en el asesoramiento de la
estrategia disefiada y ejecutada para estudios antivirales. Disefi0 y estableci6 la
metodologia de trabajo a seguir en los ensayos primarios y secundarios dirigidos a
la evaluacién antiviral frente al virus de la Hepatitis B (VHB). Fue la responsable
directa de los ensayos bioquimicos y moleculares acerca del modo de accién de
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RESUMEN

La alta prevalencia de infecciones por agentes virales, asi como su repercusion
econdmica y social, hacen necesario el desarrollo de terapias antivirales efectivas.
La evaluacion de la actividad antiviral in vitro de Phyllanthus orbicularis Kunth
mostré una inhibicion de la infectividad viral de herpesvirus (VHS-1, VHS-2) y
enterovirus, asi como una disminucion de los niveles de diferentes marcadores
virales de replicacion de citomegalovirus humano (HCMV) y virus de la hepatitis B
(VHB), en ambos casos de manera dosis-dependiente. Se demostré que la accién
in vitro de esta planta sobre la replicacién de los virus VHS-1, VHS-2 y VHB
involucra mas de un modo de accion; y sus efectos no se limitan a la inactivaciéon
directa de la particula viral, sino a la accion sobre blancos virales especificos. La
evaluacion de la actividad de diferentes fracciones obtenidas a partir del extracto
metanalico, evidencid que la presencia de compuestos fendlicos, que actian de
forma sinérgica, tales como galatos de catequina y epicatequina, procianidina C1y
oligdbmeros o polimeros de procianidinas posibilitan la accion antiviral frente a VHS
y VHB. El impacto cientifico del presente trabajo radica en que se informa por
primera vez la actividad antiviral del género Phyllanthus y su modo de accion in
vitro, contra miembros de las subfamilias Alphaherpesvirinae y Betaherpesvirinae;
es el primer reporte para esta especie de actividad frente a enterovirus y de
inhibicién de la replicacion del VHB y su modo de accion frente a este virus; asi
como constituye el primer estudio de caracterizacion quimica guiado por
bioensayo de los compuestos fendlicos de P. orbicularis. Este trabajo, que permitid
ademas establecer una metodologia de pesquisa para la evaluacion de la
actividad antiviral de productos naturales en nuestro pais, se encuentra
respaldado por 6 publicaciones en revistas nacionales e internacionales y una
tesis doctoral. Con esta investigacion se avalan las propiedades etnomédicas de
esta planta y se evidencia la fuente potencial de compuestos anti-herpesvirus y
anti-VHB que representa la especie Phyllanthus orbicularis Kunth para la industria
farmacoldgica, especialmente en un escenario en el que se incrementa la
aparicion de mutantes drogo - resistentes de estos virus.
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COMUNICACION CORTA

La alta prevalencia de infecciones por agentes virales, asi como su repercusion
econdmica y social, hacen necesario el desarrollo de terapias antivirales efectivas.
Dentro de los grupos virales de importancia clinico - epidemioldgica, y que a su
vez constituyen modelos para la evaluacion y busqueda de nuevos antivirales,
dada su diversidad estructural y replicativa, destacan los herpesvirus, enterovirus y
el virus de la Hepatitis B. En la actualidad, a pesar de la existencia de algunas
drogas para el tratamiento de las enfermedades provocadas por estos virus, se
necesitan nuevos farmacos que superen los elevados valores de resistencia, la
baja tolerancia y los posibles efectos colaterales que pueden presentarse en
algunos casos. Diversas estrategias han sido propuestas para la busqueda y
desarrollo de farmacos con accion antiviral, una de las cuales se enfoca en el
estudio de los productos naturales, y en especial las plantas medicinales.

En nuestro pais, pocos grupos de investigacion se dedican al estudio de agentes
antivirales a partir de fuentes naturales que permita avalar las propiedades
etnomédicas de las plantas empleadas en el tratamiento de enfermedades
asociadas a virus, asi como el desarrollo de nuevos compuestos con posibilidad
para ser empleados en la terapia de enfermedades virales.

El género Phyllanthus tiene una larga historia de uso popular para el tratamiento
de numerosas enfermedades, entre las que destacan afecciones hepaticas,
diabetes, infecciones intestinales, lesiones en piel y trastornos del aparato
genitourinario, algunas de ellas de posible etiologia viral. En Cuba existen varias
especies de este género, entre las que se encuentra Phyllanthus orbicularis Kunth.
Esta planta endémica cubana ha mostrado actividad antigenotoxica,
antimutagénica y antioxidante (Sanchez-Lamar et al., 1999; Alvarez et al., 2009b;
Gutiérrez et al., 2011), asi como la capacidad de inactivar el AgsHB presente en
sueros positivos a este marcador y previamente tratados con el extracto de la
planta (del Barrio y Roque, 1999).

Con tales antecedentes el presente trabajo estuvo dirigido a estudiar el potencial
antiviral de la especie P. orbicularis, mediante una metodologia que permiti6é la
evaluacion de la actividad frente a un panel de virus y la caracterizacion de dicha
actividad a través de la determinacion del efecto de diferentes extractos y
fracciones quimicas sobre la replicacion viral y los principales marcadores en
cultivos de células de algunos herpesvirus, y el virus hepatitis B (VHB).

Los ensayos de evaluacion primaria en cultivos celulares de la actividad antiviral
del extracto acuoso de P- orbicularis, permitieron establecer que esta especie
poseia una fuerte accién antiviral in vitro frente a los virus envueltos evaluados
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(herpesvirus (VHS-1, VHS-2, HCMV), VHB) y a los enterovirus (PV-1 y CVB5); y
en menor medida frente al Adenovirus 7 (del Barrio y Parra, 2000; Alvarez et al.,
2009; del Barrio y Parra, 2011; Roque et al., 2011). Este es el primer informe de
actividad antiviral de especies del género Phyllanthus frente a miembros de
la familia Herpesviridae (del Barrio y Parra, 2000). Ademas, se demuestra por
primera vez que la especie Phyllanthus orbicularis Kunth posee actividad
antiviral.

Los ensayos secundarios con miembros de la familia Herpesviridae mostraron que
P. orbicularis inhibe la multiplicacién in vitro de cepas de referencia y aislamientos
clinicos de VHS-1 y VHS-2, independientemente de su sensibilidad al aciclovir
(farmaco empleado en la actualidad para el tratamiento de enfermedades
provocadas por estos virus, y frente al cual se incrementan la aparicion de cepas
resistentes). Esta accion es dependiente de la concentracion y de la multiplicidad
de infeccién empleadas (Alvarez et al., 2009).

De igual forma se evidencid una inhibicion dosis-dependiente de la replicacion del
VHB en cultivos de células, avalada por una reduccion de los niveles de antigenos
virales (AgeHB y AgsHB), asi como del ADN viral, presentes en el medio del
cultivo celular. Con estos resultados se demuestra por primera vez que P.
orbicularis posee actividad antiviral in vitro frente al VHB, dada por la
inhibicion de la replicacion del virus a concentraciones no téxicas (Roque,
2013).

Debido a la necesidad de establecer el mecanismo de accion de esta planta frente
a los herpesvirus y al VHB, se realizaron ensayos de tiempo de adicion y de
accion virucida, para los primeros, y dirigidos a la determinaciéon del
comportamiento de diferentes marcadores virales, para el segundo. Los ensayos
de mecanismo de accién realizados mostraron que P. orbicularis tiene accién
virucida frente a herpesvirus e inhibe los eventos tempranos de VHS-1y
VHS-2; asi como la sintesis de ADN dentro del ciclo replicativo del VHS-2
(Alvarez et al., 2012).

Ademas, se demostro que la actividad antiviral de P. orbicularis sobre el VHB
estd dada por mas de un modo de accion, entre los que estan la inhibicién
de la sintesis del AgsHB (como consecuencia de la reduccion de los niveles
de ARNm asociados a la sintesis del AgsHB), la inhibicion de la produccién
del AgeHB y la inhibicién de los procesos que conducen al ensamblaje y/o
liberacion de los viriones; unido a la accion directa sobre la particula viral
(Roque, 2013). Debido a que la mayoria de los antivirales en uso para la terapia
de la hepatitis B crénica tienen su accién sobre la polimerasa viral (Paul y Han,
2011), reviste gran importancia el hallazgo de nuevos agentes con blancos
diferentes que permitan una accién mas integral y que disminuyan la aparicion de
mutantes de resistencia.

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Aiio 2014 4



Posteriormente, se procedié a determinar qué compuestos quimicos estan
involucrados en la accién antiviral, para lo cual se realiz6 la purificacion de
metabolitos activos guiada por la actividad antiviral. La evaluacion de las
fracciones obtenidas a partir del extracto metandlico de P. orbicularis (EM) y su
posterior caracterizacion quimica permitieron establecer que la actividad anti-VHB
y anti-VHS se concentr6 en las fracciones F5-F10, ain cuando esta actividad vario
en intensidad y modo de accion entre las diferentes fracciones, dado por la
diferencia en su composicién quimica y la concentracion de los diferentes
componentes activos dentro de las mismas. El andlisis fitoquimico de las
fracciones activas mostré que las principales familias de compuestos presentes
fueron los acidos fendlicos y flavonoides, tales como flavanonas, flavanoles y
flavonoles. Se relacionoé la actividad antiviral de la planta frente VHS-2 y VHB
con la presencia de procianidinas diméricas (B1 y B2), triméricas (C1),
galatos de catequina y/o epicatequina, asi como las procianidinas
poliméricas y oligoméricas y sus derivados de tipo galatos. En el caso de la
actividad anti-VHB también se detectd catequina y epicatequina entre las
fracciones activas, mientras que el 4cido protocatéquico, la rutina, la nicotiflorina y
el componente mayoritario, identificado como un derivado de flavanona, eluyeron
entre las fracciones que no mostraron actividad anti-VHB ni anti —~VHS (Alvarez et
al., 2012; Roque, 2013).

Se evidencié que la actividad anti-VHB y anti-VHS de P. orbicularis es
consecuencia de una accion sinérgica entre varios de sus constituyentes
guimicos, ya que el efecto antiviral de los compuestos activos por separado es
menor que cuando se encuentran unidos, como ocurre en la fraccion F8 y en EM.
Este comportamiento es comun en la actividad biolégica de plantas medicinales
(Cos et al, 2006). Este trabajo constituye el primer estudio de
fraccionamiento extensivo guiado por actividad y caracterizacion fitoquimica
de los compuestos presentes en esta especie.

Varios de los trabajos publicados sugieren que la actividad antiviral de los
polifenoles provenientes de fuentes naturales se debe a un mecanismo
inespecifico de desnaturalizacion de las proteinas que conduce a una inactivacion
directa de la particula viral (actividad virucida), mas que a la accidon sobre un
blanco especifico, dada su capacidad para interactuar y formar complejos estables
con las proteinas y los polisacaridos (Serrano et al., 2009). Sin embargo, los
resultados obtenidos evidencian que existen mecanismos especificos para la
accion antiviral de los compuestos fenolicos presentes en P. orbicularis.

Por otra parte, es importante destacar que en este trabajo se evidencid la
actividad anti-hepatitis B de los extractos y fracciones mediante la aplicacién
de una metodologia de ensayos in vitro mas efectiva que la tradicionalmente
empleada en nuestro pais para la determinaciéon de la actividad frente a este
virus. Los modelos celulares empleados permitieron valorar la accion de la planta
frente al virus y excluir la posibilidad de que la actividad inhibitoria sea
consecuencia de un efecto toxico o de una actividad antiviral inespecifica;
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aspectos que no pueden ser descartados con los ensayos de inactivacion
empleados con anterioridad a este trabajo en los estudios con esta planta.

Este trabajo constituye uno de los estudios mas completos de
caracterizacion de la actividad antiviral de una planta en nuestro pais, tanto
desde el punto de vista de su mecanismo de accion, como de la relacién
entre sus fitoconstituyentes y la actividad antiviral; y permitié establecer una
metodologia de pesquisa para la evaluacion de la actividad antiviral de
productos naturales en nuestro pais (del Barrio et al., 2008) que ha sido
empleada con posterioridad para la evaluacion de otras plantas y productos
naturales (Gonzalez et al., 2006; del Barrio et al., 2011; Alvarez et al., 2012b).

Otras de las novedades de este trabajo es el empleo de la metodologia para la
evaluacion de antivirales naturales como herramienta en la formacion de
estudiantes de pregrado. En la actualidad la evaluacion de antivirales naturales
forma parte del tema de Antivirales dentro de las asignaturas: Virologia Basica y
Virologia, que se imparten a las carreras de Microbiologia y Bioguimica y Biologia
Molecular. Se aplica la experiencia de investigacion acumulada en la tematica
mediante el analisis en seminarios de articulos publicados por nuestro grupo, asi
como de la realizacion de clases practicas en las que se emplea parte de la
metodologia de evaluacion antiviral referida en este trabajo.

Phyllanthus orbicularis Kunth constituye una fuente potencial de compuestos
lideres con actividad anti-herpesvirus y anti-VHB para la industria farmacéutica,
especialmente hoy en dia que se reportan muchos mutantes resistentes a drogas
para estos virus. Ademas, las propiedades virucidas encontradas, sugieren un
posible uso topico para tratar lesiones dermatoldgicas causadas por VHS que se
encuentran ampliamente extendidas en la poblacion mundial. De igual forma, la
accion antiviral in vitro frente al VHB, mostrada en este trabajo, conjuntamente con
las propiedades antioxidantes, antimutagénicas y antiinflamatorias, previamente
informadas para esta especie, avalan el uso etnomédico de P. orbicularis y
sustentan la realizacion de estudios posteriores dirigidos a la obtencion de un
posible fitoterapéutico que contribuya al tratamiento de la hepatitis B crénica.

Esta investigacion se corresponde con los Lineamientos 131 y 158 de la Politica
Econdmica y Social del Partido y la Revolucion sobre el desarrollo de resultados
en las Ciencias Naturales y en la Medicina Natural y Tradicional, respectivamente.

Como parte de la produccion cientifica derivada de estas investigaciones se
desarrollaron 1 Tesis de Doctorado, 2 Tesis de Maestria.

Referencias bibliograficas

Estos resultados forman parte de la tesis de doctorado:

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 6



Roque A. (2013). Actividad antiviral in vitro de Phyllanthus orbicularis Kunth frente
al virus de la hepatitis B (VHB). Facultad de Biologia, Universidad de La Habana,
Cuba.

Estos resultados aparecen en las publicaciones:

(1) Alvarez AL, Dalton KP, Nicieza |, Difieiro Y, Picinelli A, Melén S, Roque A,
Suarez B, Parra F. (2012). Bioactivity-guided Fractionation of Phyllanthus
orbicularis and Identification of the Principal Anti HSV-2 Compounds. Phytother.
Res. 26: 1513-1520.

(2) Alvarez AL, del Barrio G, Kouri V, Alvarez PA, Suéarez B, Parra F. (2009) In
vitro anti-herpetic activity of an aqueous extract from the plant Phyllanthus
orbicularis. Phytomedicine 16: 960-966.

(3) del Barrio G and Parra F. (2011). Antiviral Activities of Phyllanthus orbicularis,
an Endemic Cuban Species. In: Phyllanthus Species: Scientific Evaluation and
Medicinal Applications Publisher: Taylor & Francis Inc. Volume 10; CRC Press, p:
219-233.

(4) del Barrio G, Alvarez AL, Valdés S y Parra F. (2008). Metodologia de pesquisa
preclinica de actividad anti-herpesvirus a partir de productos naturales. Rev. Cub.
Farm. 42 (2): 0-O0.

(5) del Barrio G, Parra F. (2000). Evaluation of the antiviral activity of an aqueous
extract from Phyllanthus orbicularis J Ethnopharmacol. 72: 317-322

(6) Roque A, Salazar |, Morier L, del Barrio G. (2011). Efecto de Phyllanthus
orbicularis sobre la viabilidad celular y el antigeno de superficie de la hepatitis B en
células PLC/PRF/5. Rev. Cub. Farm. 45: 536-544

Otras referencias citadas

(7) Alvarez AL, Difieiro Y, del Barrio G, Picinelli A, Suarez B, Valdés S, Acosta M,
Roque A, Parra F. (2009b). Bioactivity-guided separation of anti HSV-2 and
antioxidant metabolites from the plant Phyllanthus orbicularis. Planta Medica 75:
990.

(8) Alvarez AL, Melén S, Dalton KP, Nicieza |, Roque A, Suérez B, Parra F.
(2012b). Apple Pomace, a By-Product from the Asturian Cider Industry, Inhibits
Herpes Simplex Virus Types 1 and 2 In Vitro Replication: Study of Its Mechanisms
of Action. J. Med. Food. 15: 581-587.

(9) Cos P, Vlietinck AJ, Vanden Berghe D, Maes L. (2006). Anti-infective potential
of natural products: How to develop a stronger in vitro ‘proof-of-concept’. J.
Ethnopharm. 106: 290-302.

(10) del Barrio G, Spengler I, Garcia T, Roque A, Alvarez AL, Calderon J, Parra F.
(2011). Antiviral activity of Ageratina havanensis and major chemical compounds
from the most active fraction. Brazilian Journal of Pharmacognosy. 21: 915-920.
(11) del Barrio, G y Roque, A. (1999). Inactivacion del AgsHB por un extracto de
P. orbicularis. Rev Cubana Plant Med. 4: 95-97.

(12) Gonzélez RL, Roque A, Morier L y Rodriguez LA. (2006). Evaluacion de la
actividad antiviral de plantas medicinales frente al virus de la hepatitis B (VHB) en
células PLC/PRF/5. Rev Cub Med Trop. 58:

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 7



(13) Gutiérrez YIl, Miranda M, Bello A, Martinez M, Figueroa JL, Delgado L,
Rastrelli L. (2011). Anti-inflammatory and Antioxidant Activity of a Methanolic
Extract of Phyllanthus orbicularis and its Derived Flavonols. J. Essential Oil Res.
23: 50-53.

(14) Paul N, Han SH. (2011). Combination Therapy for Chronic Hepatitis B:
Current Indications. Curr. Hepat. Rep. 10: 98-105.

(15) Sanchez-Lamar A, Fiore M, Cundari E, Ricordy R, Cozzi R, De Salvia R.
(1999). Phyllanthus orbicularis Aqueous Extract: Cytotoxic, Genotoxic, and
Antimutagenic Effects in the CHO Cell Line. Toxicol. Applied Pharmacol. 161: 231-
239.

(16) Serrano J, Puupponen-Pimiad R, Dauer A, Aura AM, Saura-Calixto F. (2009).
Tannins: current knowledge of food sources, intake, bioavailability and biological
effects. Mol. Nutr. Food Res. 53: S310-S329

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 8



