Rev Col Cienc Pec 2007; 20:241-249 241

ARTICULOS ORIGINALES

Actividad antiviral in vitro de extractos
de Hura crepitans y Codiaeum variegatum evista
en la replicacidon de herpes virus bovino Colombiana, de

UNIVERSIDAD Ciencias

DE ANTIOQUIA tipo-1 y virus de estomatitis vesicular” Pecuarias

1803

P SO

In vitro antiviral activity of extracts from Hura crepitans y Codiaeum variegatum on
bovine herpes virus type-1 and vesicular stomatitis virus replication

Natalia A Taborda!, Microbiol; Liliana Y Acevedo?, Microbiol; Claudia P Patifio!, Microbiol; Jorge E. Forero*", Bact, MS;
Albeiro Lépez-Herrera? Zoot, MV, MS, Dr. Sci.

!Grupo de Inmunovirologia, Universidad de Antioquia. AA 1226. Medellin, Colombia.
2Grupo BIOGEM, Departamento de Produccion Animal, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin. Medellin, Colombia.
jforeroduarte@gmail.com

(Recibido: 3 mayo, 2006; aceptado: 5 julio, 2007)

Resumen

Hojas de las plantas Hura crepitans y Codiaeum variegatum se recolectaron en la ciudad de Medellin
(Colombia), para determinar la actividad bioldgica (Actividad citotoxica [AC] y antiviral [AAV]) de cuatro
extractos de éstas (hexanico, en acetato de etilo, metandlico y acuoso) sobre los virus de Estomatitis Vesicular
(VSV) serotipos Indiana y New Jersey y Herpes Virus Bovino tipo-1 cepa Bogota (BHV-1B). El tamizaje
de actividad biolégica de los extractos se realiz6 en monocapas de células BHK-21. Luego los extractos
promisorios, pasaron a la fase cuantitativa de AAV por el ensayo de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide] para determinar la concentracion citotoxica 50 (CC, ), la concentracion
inhibitoria 50 (1C, ) y el indice de selectividad (IS). Ninguno de los extractos de las cuatro plantas presento
AAV contra VSV, mientras que los extractos hexanico, en acetato de etilo y metandlico de H. crepitans
confirieron resistencia a la infeccion por BHV-1_ con IC, de 17.41, 7.87 y 2.75 ug/ml, respectivamente.
El extracto con mejor IS (relacion entre IC, y CC,)) fue el hexanico de H. crepitans (IS > 17.4). Estos
resultados sugieren que pueden existir compuestos en el extracto hexénico de H. crepitans con una
actividad promisoria anti BHV-1;. Este estudio es pionero en demostrar actividad antiviral de extractos de
plantas de la especie Euphorbiaceae contra BHV-15;.

Palabras clave: actividad bioldgica, citotoxicidad, extractos vegetales, MTT, porcentaje de inhibicion,
rinotraqueitis infecciosa.

Summary

Leaves from Hura crepitans and Codiaeum variegatum plants were collected in Medellin, Colombia to
determine its cytotoxic [CA] and antiviral activity [AVA]. Four extracts were prepared using hexane, ethyl
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acetate, methanol and water; the antiviral activity was tested against Vesicular Stomatitis Virus (VSV),
serotypes Indiana and New Jersey and Bovine Herpes Virus (type 1 Bogoté strain). The preliminary
biological activity of each of the eight extracts was determined on BHK-21 cell monolayers using 96 well-
plates. Then, promissory extracts were further tested using the MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] assay to determine the cytotoxic concentration 50 (CC_), the inhibitory
concentration 50 (IC,,), and the selectivity index (SI). None of the evaluated plants exhibited AVA against
VSV, whereas the extracts in hexane, ethyl acetate and methanol from Hura crepitans protected cell
monolayer from infection against BHV-Bogota with 1C_ of 17.41, 7.87 and 2.75 ug/ml respectively. The
best IS was hexane of H. crepitans (SI > 17.4). These results suggest that this extract contains antiviral
compounds. This research is pioneer demonstrating AVA against BHV-1g in extracts from plants of the
Euphorbiaceae family.

Key Words: biological activity, citotoxicity, inhibition percentage, infectious rhinotracheitis, MTT, plant

extracts.

Introduccion

El herpes virus bovino tipo-1 (Bovine
Herpes Virus: BHV-1), es un virus DNA,
miembro de la familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae; el BHV-1 es el agente etiologico
de la rinotraqueitis infecciosa bovina (RIB), una
patologia respiratoria que genera complicaciones
en el tracto respiratorio alto. El virus ademas
produce vulvovaginitis y balanopostitis pustular
infecciosa, las cuales son infecciones genitales en
vacas y toros, respectivamente. Estas infecciones
ocasionan grandes pérdidas econdmicas a la
ganaderia, debido a la disminucion de la produccion
de carne y leche; algunas cepas son abortigénicas,
complicando el cuadro patologico producido (25,
26). Este virus se caracteriza por hacer latencia en
ganglios nerviosos y luego reactivarse en estados
de inmunosupresion (13). Se han desarrollado
vacunas comerciales que disminuyen la severidad
de la sintomatologia crénica, pero éstas no son
Utiles para prevenir la infeccion, la latencia o
la reactivacion del virus (25, 26). Estudios de
seroprevalencia muestran que BHV-1 tiene una
amplia distribucién en todo el territorio colombiano
y que recirculan cepas de baja virulencia que
mantienen altos titulos de anticuerpos en el ganado
(25, 26). En esta investigacion se utilizé BHV-1
cepa Bogota aislado en Colombia en 1996 (11, 12).

Por su parte, el virus de estomatitis vesicular
(VSV) es un virus RNA miembro de la familia
Rhabdoviridae, género Vesiculovirus, que causa
vesiculas y ulceras en la boca, borde coronario de

los cascos y pezones de porcinos, equinos y bovinos.
La enfermedad es clinicamente indiferenciable de la
fiebre aftosa en el ganado vacuno y aunque no causa
alta mortalidad, la morbilidad puede llegar al 66%
en los bovinos (1). De este vesiculovirus, existen dos
serotipos epidemioldgicamente importantes: Indiana
y New Jersey; la prevalencia para VSV serotipo
New Jersey ha tenido un incremento en Colombia
desde 1960, lo cual viene afectando la calidad de los
productos agropecuarios y la economia ganadera del
pais (10).

Actualmente, existe una fuerte tendencia hacia
la blsqueda de nuevos agentes terapéuticos,
especialmente aquellos provenientes de plantas,
debido a que éstas poseen una gran variedad de
sustancias bioactivas con potencial antimicrobiano
y han sido empleadas para tratar enfermedades
de distinto origen, incluyendo las infecciosas de
origen viral (6). Una de las familias de plantas mas
estudiadas es la Euphorbiaceae la cual comprende
8000 especies, muchas de las cuales han sido de gran
utilidad para el tratamiento de diversas enfermedades
(7), por lo que varios estudios se han enfocado en la
evaluacion de sus efectos, demostrando su potencial
antiviral, antitumoral, antibacteriano y antioxidante
(4, 14, 16). Varias especies de esta familia han
mostrado actividad antiviral contra virus como
Herpes simplex, Polio, Hepatitis B y Virus de la
Inmunodeficiencia Humana, entre otros (19, 20, 23).

Algunos estudios realizados con H. crepitans,
conocida como ceiba bruja o molinillo, han
mostrado que el extracto de sus hojas aplicado
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sobre células Vero inhibe la replicacién del Virus
Herpes simplex tipo-1 (HSV-1) (17). El Croton (C.
variegatum) tiene actividad larvicida contra Aedes
aegypti y Culex quinquefasciatus (18) y es empleado
principalmente con fines profilacticos y terapéuticos
en enfermedades de origen no infeccioso (24). Hasta
el momento, no hay reportes que evallen los efectos
antivirales de C. variegatum, pero estudios previos
(datos sin publicar), mostraron que su extracto en
acetato de etilo posee actividad anti HSV-2.

Dada la alta seroprevalencia de BHV-1 y VSV
en Colombia y sus implicaciones econémicas en
el sector pecuario, sumado a la urgente necesidad
de caracterizar las propiedades biolégicas de las
plantas empleadas en la medicina popular, el
objetivo de este estudio fue evaluar la actividad
biologica in vitro (antiviral y citotoxica) de los
extractos hexanico, metandlico, acuoso y en acetato
de etilo de H. crepitans y C. variegatum en cultivos
de células infectadas con BHV-1, y VSV serotipo
Indiana y New Jersey.

Materiales y métodos

Células y virus

Células de rifion de hamster clon 21 (BHK-
21 ATCC CCL-10) fueron replicadas a partir de
muestras del repositorio de células del Grupo de
Inmunovirologia de la Universidad de Antioquia.
Las células fueron cultivadas en Medio Esencial
Minimo (MEM) suplementado al 10% con
suero fetal bovino (SFB) y 1% de L- glutamina,
amino&cidos, vitaminas, penicilina/estreptomicina
(Sigma, St Louis MO). Los virus empleados fueron
los VSV cepas Indiana y New Jersey y el BHV-
1, obtenidos del repositorio de virus del Grupo de
Inmunovirologia, con los cuales se prepararon los
lotes virales en monocapas de células BHK-21, que
fueron titulados por la técnica DICC, (15, 21, 25)
y se almacenaron en alicuotas de 300 ul a =70 °C,
hasta su uso.

Extractos de las plantas

Las plantas H. crepitans y C. variegatum,
fueron colectadas en los predios de la Universidad
de Antioquia, municipio de Medellin, ubicada a
1.538 msnhm, con una temperatura promedio de
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23 °C. Estas especies de la familia Euphorbiaceae se
identificaron con la asesoria de un botanico experto,
por comparacién con los registros ya existentes y el
numero de catalogo del herbario de la Universidad
de Antioquia.

Para obtener los extractos de ambas plantas
se trabajo con las hojas, basdndose en los reportes
realizados con las plantas de esta familia (4, 17,
22). Las plantas fueron colectadas manualmente,
lavadas y secadas en estufa (Stokes modelo 38-B) a
40 °C/48 horas. Luego se procedio a la molienda del
material vegetal mediante un molino de cuchillas
(Willey Mill model N° 3), utilizando tamiz N° 80. Se
emplearon 300 g del material seco y pulverizado, los
cuales fueron percolados secuencialmente con 1000
ml de los siguientes solventes: hexano, acetato de
etilo, metanol y agua. Los extractos en hexano, en
acetato de etilo y en metanol fueron cuidadosamente
evaporados a sequedad en un rotavapor (Buchi B-
480) bajo presion reducida a 45 °C. El extracto
acuoso se evapor6 en un liofilizador (LabConco).
Cada extracto fue almacenado en frascos de vidrio
ambar a -20°C hasta su utilizacion.

Preparacion de las diluciones a evaluar

\einte miligramos de extracto se diluyeron
en 500 wl de una solucion que contenia 450 ul de
dimetilsulfoxido (DMSO), 50 wl metanol y 10 mg
Tween 20 (Sigma, St Louis MO). De esta solucién
se hizo una dilucion 1:40 en medio esencial minimo
(MEM, Sigma, St Louis MO) suplementado al 5%
con suero fetal bovino (SFB, Sigma, St Louis MO),
obteniéndose una concentracion final de 1.000 ug/
ml, a partir de la cual se hicieron diluciones dobles
para obtener las concentraciones a evaluar: 1.000,
500, 250, 125, 62.5y 31.25 pg/ml.

Tamizaje primario de actividad antiviral

Para el efecto, se utilizd la técnica reportada
previamente por Betancur et al (4), con algunas
modificaciones. Brevemente: en platos de 96
pozos de fondo plano se sembraron 25.000 células
BHK-21/pozo, resuspendidas en 100 ul de MEM
suplementado con SFB al 10%; 24 horas después
de incubarse a 37°C en atmosfera con CO,, se
adiciond a los pozos para actividad antiviral (AAV)
y actividad citotoxica (AC) 100 ul de la dilucién de
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cada extracto en las concentraciones a evaluar (seis
pozos por cada dilucion). Una hora después del
tratamiento con los extractos, los pozos destinados
para AAV (tres pozos por dilucion) se infectaron
con 100 ul de 10 DICC, del virus; en los pozos en
los que se evaluo la AC se adicionaron 100 ul de
MEM al 5% de SFB. Ademas cada plato contenia
como controles tres pozos por cada uno de los
siguientes tratamientos: 10, 1, 0.1 y 0.01 DICC_,
del virus (controles de infeccion viral), células sin
infectar (controles celulares); células + DMSO
(dilucion 1:40 en MEM) (control de citotoxicidad
de DMSO); celulas + 10 DICC_ de virus + DMSO
(1:40) (control de actividad antiviral de DMSO).
Después de 72 h se inactivd el virus con una
solucion de formaldehido al 10% en PBS (tampon
salino fosfatado), se tifieron las monocapas con
cristal violeta al 1% en formaldehido y se evalud
el porcentaje de destruccion de las monocapas de
células comparando con los respectivos controles.

Con base en el tamizaje primario se determino:

1. La actividad antiviral preliminar (AAVP),
definida como la minima concentracion no
toxica del extracto que redujo el titulo viral.

2. La actividad citotoxica preliminar (ACP),
definida como la minima concentracion que
produjo un efecto téxico sobre el 100% de las
células.

3. El factor de Reduccion (FR), definido como
el logaritmo del cociente entre el titulo viral en
ausencia del extracto y el titulo viral en presencia
del extracto.

4. El Margen de Seguridad Preliminar (MSP),
definido como el cociente entre concentracion
antiviral preliminar y la concentracion citotoxica
preliminar.

MSP =

[ Menor concentracion del extracto con actividad antiviral
Determinacion cuantitativa de AAV y AC (Ensayo
de reduccion del compuesto MTT).

Este ensayo se realizd a los extractos que
mostraron MSP > 2. La preparacion de las
monocapas de células en platos de 96 pozos, el
tratamiento con los extractos y la infeccion se
realizaron de igual forma que para tamizaje primario

Mayor concentraciondel extractosin actividad citot(’)xica:|
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de actividad antiviral. Después del tratamiento y
la infeccion, los sobrenadantes fueron removidos
de los pozos y se agregaron 28 ul de una solucién
de MTT (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-bromuro
difeniltetrazolio) (MP Biomédicas, Francia), a
una concentracion de 2 mg/ml en PBS. Los platos
fueron incubados por 2 h a 37 °C. Para disolver los
cristales de MTT se adicionaron 130 ul de DMSO/
pozo y los platos se agitaron en un agitador orbital
(Heidolph unimax 1010) durante 15 min a 150
rpm a temperatura ambiente; Por Gltimo se leyé la
densidad oOptica de los pozos a una longitud de onda
de 492 nm (DO,,,) en un espectrofotometro (Dynex
Revelation MRX Version 3.2 Serial N° 1CXC1463).

Con las DO,,, se calcularon los porcentajes
de proteccion que tuvieron las diferentes
concentraciones de los extractos de las plantas
contra los virus en estudio utilizando la siguiente

formula:
A-B
Porcentaje de Proteccion = [(—)] 100

Donde A corresponde a la DO,,, de células
tratadas infectadas, B a la DO,, de células
infectadas no tratadas y C a la DO, , de células no
tratadas — no infectadas.

Una vez determinados los porcentajes de
proteccion de las diferentes concentraciones
de extracto, se hall6 la concentracion que
protegio el 50% de las células tratadas infectadas
(Concentracion inhibitoria 50%: 1C,_), ésta se
obtuvo a partir de una curva dosis respuesta, con
la que se grafic6 una curva de tendencia, aplicando
regresion lineal (concentracion vs porcentajes de
proteccion).

Ensayo de citotoxicidad por la técnica MTT

La concentracion citotoxica del 50% (CC,)) fue
obtenida a partir de las curvas de dosis respuesta
correlacionando la concentracion vs el porcentaje
de citotoxicidad y aplicando regresion lineal; la
CC,, se defini6 como la concentracion de extracto
que ejerce un dafo del 50% de las células tratadas
no infectadas. El porcentaje de citotoxicidad fue
calculado asi:
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A-B
Porcentaje de Citotoxicidad = [(—B)] *100

Donde A es la DO,,, de celulas no tratadas y B
corresponde a la DO,, de células tratadas.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 por medio de
regresion lineal con un 95% de confiabilidad. La
CC,, y el IC,, para cada extracto, se obtuvieron a
partir de la curva concentracion/efecto calculada
con el programa GRAPH PAD PRISM 4.

Resultados

Tamizaje primario

Con el objetivo de seleccionar los extractos de
H. crepitans y C. variegatum con una bioactividad
relevante que justifique estudios mas detallados, se
empleo la estrategia del tamizaje primario reportada
por Betancur et al (4), la cual permitié estimar
la AAVP, la ACP y el MSP para los virus de VSV
Indiana y New Jersey y BHV-1,. Se realizaron tres
ensayos independientes (cada uno con tres replicas,
para un total de nueve replicas) sobre células
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BHK-21. Para cada ensayo se evalué el factor de
reduccion viral, es decir, la disminucion de la
replicacién viral por el tratamiento con los extractos
de las plantas, hallado mediante comparacion entre
el efecto citopatico observado en los controles de
infeccion viral y el efecto citopatico observado en
10 DICC,; en presencia de extracto. Dicho factor
permiti0 establecer la AAVP. De igual manera,
la ACP se determind por comparacion entre la
integridad de las monocapas de células tratadas
con las diferentes concentraciones del extracto
y la integridad de la monocapa de los controles
celulares. Los resultados de AAVP y ACP obtenidos
en el tamizaje primario permiten establecer una
relacion entre la mayor concentracién del extracto
no toxica para las células y la menor concentracion
con AAV. Esta relacion se denomina margen de
seguridad preliminar (MSP). En nuestra experiencia
establecimos que extractos con MSP > 2 eran
relevantes para cuantificar su AAV y AC por medio
del ensayo MTT.

Para el caso de BHV-1,, los extractos evaluados
de cada una de las plantas (excepto los acuosos),
presentaron un FR de 4 (véase Tabla 1), es decir,
a concentraciones no toxicas para las células, los
extractos redujeron aproximadamente en 10.000
veces la replicacion del virus.

Tabla 1. Tamizaje primario de actividad citotdxica contra células BHK-21 y antiviral de los cuatro extractos de Hura crepitans

y Codiaeum variegatum contra HVB-1 Bogota.

. ACP @ AAVP ©

Especie Extracto (ug/ml) (ug/ml) FR®  MSP@
hexano 1000 250 4 4

Hura acetato de etilo 500 125 4 4

crepitans acuoso 1000 NA®© e
metanol 1000 500 4 2
hexano 1000 500 4 2

Codiaeum acetato de etilo 250 62.5 4 4

variegatum acuoso 1000 NA® e
metanol 1000 1000 4 1

@ACP: actividad citotdxica preliminar, ® AAVP: actividad antiviral preliminar, © FR: factor de reduccién.® MSP: margen de seguridad

preliminar, © NA: no actividad.

Por otra parte, los extractos hexanico, en
acetato de etilo y metanolico de H. crepitans
presentaron un MSP de 4, 4 y 2, respectivamente;

mientras que, los extractos hexanico y en acetato
de etilo de C. variegatum muestran un MSP de 2
y 4, respectivamente (véase Tabla 1). Los cinco
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extractos con MSP > 2, fueron seleccionados para
cuantificar su actividad bioldgica contra BHV-1,,
por medio del ensayo MTT. Aunque el extracto
metanolico de C. variegatum presentd un MSP de
1, redujo 10.000 veces la replicacion de BHV-1,,
por lo cual también fue seleccionado para la fase
cuantitativa.

En el caso de VSV Indiana, solo los extractos
en acetato de etilo y metandlico de ambas plantas

Rev Col Cienc Pec 2007; 20:241-249

presentaron AAVP a concentraciones por encima
de 250 ug/ml. Estos mismos extractos mostraron
un FR de 1 en el caso de H. crepitans y de 2 en el
caso de C. variegatum. Sin embargo, su MSP fue
1 (véase Tabla 2). Al igual que para VSV New
Jersey, los demas extractos de ambas plantas no
presentaron AAVP; por lo que los cuatro extractos
de las dos plantas empleadas contra VSV Indiana y
VSV New Jersey, no fueron seleccionados para la
fase cuantitativa.

Tabla 2. Tamizaje primario de actividad citotéxica contra células BHK-21 y antiviral de los cuatro extractos de Hura crepitans'y Codiaeum

variegatum contra VSV-Indiana.

ACP®

AAVP®)

Especie Extracto FR© MSP®©@
P (ng/ml) (Hg/ml)
hexano 1000 NA®
Hura acetato de etilo 500 500 10’ 1
crepitans metanol 250 250 10° 1
acuoso 1000 NA®© _—
hexano 1000 NA®©) e
Codiaeum
variegatum acetato de etilo 250 250 102 1
metanol 500 500 102 1
acuoso 1000 NA®

@ACP: actividad citotéxica preliminar, ® AAVP: actividad antiviral preliminar, © FR: factor de reduccion. @ MSP: margen de seguridad preliminar, © NA: no

actividad.

Evaluacion de la CC,, de los extractos de H.
crepitans y C. variegatum sobre las células BHK-21

Segin los resultados obtenidos por la técnica
cuantitativa MTT, los extractos hexanicos y
metanolicos de ambas plantas, tienen concentraciones
citotoxicas muy bajas, (véase  Tabla 3) con
porcentajes de citotoxicidad que alcanzan valores
menores del 25% y su efecto no depende de dosis
(véanse Figuras 1y 2). La CC,  mas alta fue la del
extracto en acetato de etilo de C. variegatum con
un valor de 692.5 ug/ml (véase Tabla 3). Para éste
extracto y para el de acetato de etilo de H. crepitans,
se presentan porcentajes de citotoxicidad del 80% y
45%, respectivamente (véase Figura 1).

Cuantificacion del efecto antiviral de los
extractos de H. crepitans y C. variegatum sobre
BHV-1 Bogota

El IC,, mas alto fue el del extracto metandlico
de C wvariegatum, mientras que el extracto

hexanico de H crepitans presento la IC,, mas baja
(véase Tabla 3) con porcentajes de proteccion del
100% (véase Figura 3). En el caso de los extractos
hexéanico y en acetato de etilo de C. variegatum,
a las concentraciones evaluadas el porcentaje
de proteccion fue menor del 50% (datos no
presentados).

1004
754 /

4 - H. crepitans acetato de etilo
7/
vl -&- C variegatum acetato de etilo

% de Citotoxicidad

T T T T T T T
0 150 300 450 600 750 900 1,050

Concetracion pg/ml

Figura 1. Efecto dependiente de dosis de los extractos en acetato
de etilo de H. crepitans 'y C. veriegatum sobre células BHK-21.
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'La relacion entre CC, e IC,; permite establecer
el Indice de Selectividad (IS), el cual es una medida
relativa de las veces en que es posible concentrar
el extracto obteniendo un efecto inhibitorio de
la replicacion viral, sin que se produzca efecto
citotoxico. Asi, el IS méas bajo se obtuvo para el
extracto metandlico de C. variegatum y el mas
alto fue el de hexano de H. crepitans, (vease Tabla
3). Aunque el extracto metandlico de H. crepitans
presenta un IS bajo, es posible que al evaluar
concentraciones mayores y determinar la CC_, el IS
aumente.

50’

Discusion

La bdsqueda de nuevos compuestos a partir
de extractos de plantas con capacidad antiviral,
requiere ensayos econdmicos e indicativos que
permitan  seleccionar aquellos con actividad
biol6gica relevante para ser sometidos a andlisis
mas complejos (2). La combinacion de un ensayo
semicuantitativo como el tamizaje primario con
cristal violeta, seguido de un método cuantitativo
como el MTT, permitié establecer que las plantas
H. crepitans y C. variegatum poseen actividad
antiviral contra BHV-1, pero no contra VSV Indiana
0 New Jersey (véase Tabla 2).

Aunque ambos virus son envueltos, los
resultados insintan que el efecto antiviral que
ejercen los extractos, estd dirigido contra un
componente especifico de BHV-1, y no contra
los componentes celulares de la envoltura (9, 13).
Otra posibilidad para explicar la diferencia en
la susceptibilidad de ambos virus a los extractos
podria estar relacionada con la estrategia de
replicacion viral: el VSV es un virus RNA, que
replica su material genético en el citoplasma (3),
mientras que BHV es un virus DNA que se replica
en el ndcleo (13); estas diferencias hacen pensar
que los extractos pueden contener sustancias que
inhiben selectivamente factores virales especificos
relacionados con la replicacion.

Por medio del tamizaje primario fue
posible seleccionar seis de los ocho extractos
con AAV relevante contra BHV-1, para ser
cuantificada por la técnica colorimétrica MTT. El
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bioensayo colorimétrico se basa en la reduccion
del compuesto MTT por la accion de las
deshidrogenadas celulares, presentes en las células
metabolicamente activas, lo que permite cuantificar
la viabilidad celular después del tratamiento y la
infeccion (8).

A

100+

754 - C variagatum hexano
-&- H crepitans hexano

% Citotoxicidad
[$)]
i

T T T T 1
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Figura 2. Efecto citotdxico no dependiente de dosis de los extractos
hexanico (A) y metandlico (B) de las plantas C variegatuny H
crepitans ,sobre las células BHK-21.

Los resultados obtenidos contra BHV-1
mostraron que el extracto con mayor efecto antiviral
es el hexanico de H. crepitans, ya que presento el
IS mas alto (>17.41) comparado con otros extractos
y sustancias de origen vegetal (5, 17), lo cual
lo postula como posible candidato para realizar
estudios que permitan establecer la naturaleza
quimica de los metabolitos presentes. Aunque
los IS de los extractos en acetato de etilo de H.
crepitans (IS = 7.87) y metandlico de C. variegatum
(IS = 2.19) son bajos, también serian posibles
candidatos para ensayos mas elaborados, dado
gue su AC es aproximadamente ocho y dos veces
menor que su AAV, respectivamente (véase
Tabla 3).
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Tabla 3. Cuantificacion de la AC y AAV por medio de MTT de los cuatro extractos de Hura crepitansy Codiaeum variegatum contra

HVB-Bogota.
. Extracto cc_ @ IC_®
50 50 (c)
Especie EXTRACTOS (ng/ml) (ng/ml) 1S
Hura Metanol > 10009 363.4 +111.8 >2.75
crepitans acetato de etilo 1284 £ 212.9 163.1 + 17.65 7.87
Hexano > 1000 57.41 + 104.1 >17.41
Codiaed Metanol > 1000 455.6 + 193.2 2.19
odlaedum acetato de etilo 692.5 + 16.02 < 50%¢ NC
variegatum
Hexano > 1000 < 50%° NC

Valores promedio + DE (n = 3) @ CC,: concentracion citotéxica del 50%, ® IC,: concentracion inhibitoria del 50%, IS: indice de selectividad, @
CC,, > de 1000 ug/ml, © porcentaje de inhibicion menor al 50%., NC: no calculado.

Los resultados de la AC de los extractos en las
células BHK-21 indican que la citotoxicidad de los
extractos en acetato de etilo de ambas plantas presenta
un efecto dependiente de la concentraciéon (véase
Figura 1), mientras que los extractos metandlicos
y hexanicos no presentaron este efecto, pues el
porcentaje de citotoxicidad fue menor del 25% vy
se mantuvo constante en todas las concentraciones
(véanse Figuras 2A y 2B). Esto podria deberse a
que el extracto no contiene sustancias tdéxicas en
proporciones suficiente para causar un dafio.

Segun los resultados obtenidos, podemos
concluir que los extractos de H. crepitans y C.

1759
150
1254
100

754

% Proteccién

50

25

0

variegatum no poseen compuestos promisorios
para el tratamiento de la infeccion con VSV
Indiana o New Jersey, pero si podrian ser efectivos
contra BHV-1_. Estos resultados incentivan a la
realizacion de estudios que, no s6lo determinen
los metabolitos responsables de la AAV, sino que
también conduzcan a determinar los pasos en el
ciclo de replicacion del BHV en los cuales estos
extractos ejercen su accién antiviral. Ademas,
podrian extenderse hacia otras especies de familia
Herpesviridae, para saber si la accion es especifica
contra BHV.

& H. crepitans, h exano

1 1 1
0 200 400 600
Concentracién pg/ml

1 1
800 1000

Figura 3. Efecto antiviral del extracto hexanico de H. crepitans contra BHV-1.

Este estudio es pionero en demostrar la actividad
antiviral de extractos de plantas contra BHV, el cual
produce una infeccion de distribucién enzooética
a nivel mundial y con alta seroprevalencia en las
ganaderias colombianas. Ademas, para nuestro
conocimiento, esta es la primera vez que se reporta
AAV de la planta C. variegatum, lo que incrementa
la importancia de continuar con otros estudios.
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