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2. RESUMEN/ABSTRACT

La influenza es una enfermedad respiratoria aguda autolimitada; su forma grave se
caracteriza por una respuesta inflamatoria sistémica intensa, con afectacion
pulmonar, estado de choque vasodilatado y elevada mortalidad. El agente etiolégico
de esta patologia es el virus de la influenza A, el cual pertenece a la familia
Orthomixoviridae; su genoma, consta de varios segmentos de RNA, caracteristica
que lo hace mutar facilmente propiciando epidemias y en algunos casos, pandemias.
Farmacologicamente se han empleado diversos antivirales que no han tenido la
respuesta requerida por resistencias a ellos o por sus altos costos por lo cual se han
buscado otras alternativas. En el presente trabajo en busqueda de efectos benéficos
de una formulacion fitofarmacologica, a base de orozuz, canela, guayaba, propodleo,
alga espirulina y mentol, sobre esta infeccién, se evaluaron las caracteristicas
clinicas, histopatologicas e inmunohistoquimicas del tratamiento profilactico y
terapéutico.

Se obtuvieron extractos de la formulacion de diferente polaridad, y se estudiaron en
un modelo murino de influenza H1N1 estacional 2010; de los cuales, el aceite
esencial via intranasal fue el extracto con efecto benéfico. El tratamiento terapéutico
no mostré diferencias significativas a nivel clinico; sin embargo, los animales que
fueron administrados profilacticamente con el aceite esencial mostraron un cuadro
clinico menos severo; sin datos de consolidacién del parénquima pulmonar y con un
proceso inflamatorio limitado, los andlisis inmunohistoquimicos mostraron que la
disminuciéon en el proceso inflamatorio correlaciona con la disminuciéon en la
translocacion de NF-kB al nucleo. Los resultados de la presente tesis nos permite
concluir que el aceite esencial de la formulacion administrado por via intranasal fue
el que mostrd tener un efecto anti-inflamatorio, mientras que los extractos de acetato

de etilo, de hexano y de agua no presentaron dicho efecto.



Influenza is an acute self-limited respiratory iliness, its severe form is characterized
by an intense inflammatory response with lung disease, vasodilator shock and high
mortality. The etiologic agent of this disease is the influenza A virus, which belongs to
Orthomixoviridae family, its genome consists of several segments of RNA, a feature
that makes it easily mutate encouraging and in some cases it causes epidemics or
pandemics. Pharmacologically have employed various antiviral but this response
were failure because their resistance or their high costs; therefore scientific
community looks for other alternatives. In this study, we search the beneficial effects
of formulation fito pharmaceutical, based on licorice, cinnamon, guava, propolis,
spirulina and menthol, about the infection, we evaluated the clinical, histopathological
and immunohistochemical prophylactic and therapeutic treatment.
Extracts of different polarity were obtained from the formulation, and we studied it in a
murine model of seasonal H1N1 influenza 2010, of which the essential oil extract
intranasally via was with beneficial effect. The therapeutic treatment showed no
clinically significant differences, however, animals were administered prophylactically
with the essential oil showed a less severe clinical illness, with no evidence of
pulmonary parenchymal consolidation with an inflammatory process limited,
immunohistochemical analysis showed that the decrease in the inflammatory process
correlates with the decrease in NF-kB translocation to the nucleus. With the results of
this thesis we can conclude that the essential oil intranasal via was shown to have
anti-inflammatory effect, while extracts of ethyl acetate, hexane and water showed no

such effect.



3. INTRODUCCION

3.1 DEFINICION

La influenza es una enfermedad respiratoria aguda que normalmente se resuelve
en un periodo de dos a cinco dias; sin embargo, existen complicaciones entre las que
se encuentran la otitis media, la neumonia, la exacerbacion de enfermedad crénica
respiratoria y la bronquiolitis’. Adicionalmente, la influenza puede causar
complicaciones no respiratorias como convulsiones por fiebre, sindrome de Reye y
miocarditis'. La forma grave de la enfermedad se caracteriza por una respuesta
inflamatoria sistémica intensa, con afectacion pulmonar, estado de choque
vasodilatado y elevada mortalidad®. Esta variante se presenta fundamentalmente en
gente joven y aparentemente sana®; por lo que se ha sugerido que ademas de la
carga y capacidad patogénica del virus, existen otros factores genéticos del huésped
gue generan una respuesta inmunolégica exacerbada, en la que domina un estado
pro-inflamatorio y pro-coagulable. El virus de la influenza se transmite por gotas de
saliva al estornudar, toser o hablar; o bien, por contacto directo persona a persona, 0

indirecto persona-fomite-persona’.

3.2 ANTECEDENTES HISTORICOS

Datos historicos sefialan como la primera epidemia de influenza, el brote ocurrido
en 1173-1174, mientras que el primer reporte bien documentado ocurrié en 1694 en
Paris. Durante el siglo XVII, diversos datos sobre gripes epidémicas incrementaron
de manera considerable. El virus de la Influenza A aislado por primera vez en 1933
comenzé a usarse en estudios cientificos en 1957. Analisis subsecuentes
demostraron que el virus de la influenza muta rapidamente, lo cual dificulta cada afio

los esfuerzos de desarrollar nuevas vacunas efectivas®.

3.3 EPIDEMIOLOGIA
El 18 marzo del 2009, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SNVE)
detect6 un incremento en el nimero de infecciones respiratorias agudas, ligeramente

superior a lo presentado en periodos similares de afios anteriores. Las autoridades



sanitarias atribuyeron dicho incremento a una prolongacién de la temporada invernal.
Cronolégicamente, el brote epidémico se presentd de la siguiente manera; el primero
de abril, el SNVE detecto el caso de un nifio de 4 afios de edad, de la localidad la
Gloria, municipio de Perote, Veracruz, con fiebre, tos y anorexia®, que posteriormente
se confirmd como positivo a influenza tipo A, subtipo H3N2. El 4 de abril se reportd
el segundo caso confirmado de una mujer de Oaxaca quien después de 11 dias de
evolucion fallecio. El 16 de abril, el SNVE recibi6 la notificacion del Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias (INER) de casos “inusualmente altos” en adultos
jovenes, aparentemente sanos, que ingresaban a urgencias con neumonia grave, y
que evolucionaba de manera rpida; por lo que se lanz6 una alerta epidemioldgica,
para intensificar la vigilancia diaria a través de la red epidemiolégica, donde se
reportan los casos hospitalarios graves de neumonia; esto permitié detectar una
concentracion alta de casos en San Luis Potosi®.

El 20 de abril, Estados Unidos confirmo la existencia de un nuevo virus de la
Influenza A, subtipo HIN1, que combinaba parte del genoma del virus humano A
H1N1, con un segmento de virus porcino A H1N1 y al dia siguiente, el Centro para el
Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC, por su siglas en inglés), ubicado en
Atlanta, notifico oficialmente la existencia de esta nueva cepa®. El 23 de abril, el
Laboratorio Nacional de Microbiologia en Winnipeg, Canada informé via telefonica
que entre las 51 muestras enviadas por México, 17 resultaban positivas e idénticas a
los casos aislados de esta cepa. Se confirmé el caso del nifio de Perote, Veracruz, el
de la mujer en Oaxaca y algunos del INER como H1IN1. Ese mismo dia, México
notificé a la OMS sobre una probable pandemia de Influenza; para el 27 del mismo
mes, la OMS elevo a fase 4 la contingencia. Hasta entonces habian ingresado a los
hospitales 1,995 personas por padecer problemas de neumonia grave y se
incrementd a 149, y en cuestion de horas a 152 los decesos relacionados con la
influenza de origen porcino, aunque sélo en 20 casos se tuvo la evidencia etioldgica®
(Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de los casos confirmados de acuerdo a la fecha de inicio de sintomas. Tomado de:
http://portal.salud.gob.mx/sites/salud/descargas/pdf/influenza/situacién_actual epidemia_190410.pdf

El 30 de Abril del 2009, la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), declaré la fase
5, o pandemia inminente (Tabla 1, Figura 2). El 7 de Mayo, una red nacional fue
organizada en la Republica de China para la vigilancia, reporte, diagnostico y
tratamiento de la infeccién pandémica de la influenza A (HIN1)’. Se reportaron 3
casos confirmados tempranamente; 2 de éstos fueron importados de EUA, mientras
que el otro de Canada; ese mismo dia, la OMS reporté el nimero de casos
confirmados por laboratorio, tanto de infectados como de muertes ocasionadas por la
infeccion (Figura 3). El 17 de Junio del 2009, 88 paises reportaron oficialmente un
total de 39,620 casos confirmados por laboratorio; de éstos, 6,241 (incluyendo 108
muertes) ocurrieron en México, 17,855 (44 muertes) en EUA, 4,049 (7 muertes) en
Canada, 2,335 (2 muertes) en Chile, 733 (1 muerte) en Argentina, 1,461 (1 muerte)
en el Reino Unido, 149 (1 muerte) en Costa Rica, 2,112 en Australia, 666 en Japén,
832 en la Republica Popular China, 195 Alemania y 10 en otros paises. El 6 de
Junio del 2009, la OMS declaré la fase 6° (Tabla 1).
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Tabla 1. Guia de la OMS de preparacion y respuesta ante una pandemia (2009): Definicién de las distintas fases

(WHO, Mayo 2009)

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Fase 4

Fase 5

Fase 6

Periodo
posterior al
punto maximo

Una posible
nueva oleada

Periodo
pospandémico

No se ha notificado que un virus de la gripe que circula entre los animales
cause infeccién en los seres humanos.

Un virus de la gripe que circula entre los animales domeésticos o silvestres
ha causado infeccion comprobada en seres humanos y, por lo tanto, se
considera una amenaza especifica que puede causar una pandemia.

Un virus recombinado de la gripe animal o humana ha causado casos
esporadicos o pequefios conglomerados de enfermedad en personas, pero
no ha tenido una transmision de persona a persona suficiente para
sostener brotes en la comunidad.

Se ha comprobado la transmisiébn de persona a persona de un virus
recombinado de la gripe animal o humana capaz de sostener la existencia
de brotes en la comunidad.

El mismo virus identificado ha causado niveles sostenidos de brotes
comunitarios en dos 0 mas paises de una region de la OMS.

Ademas de los criterios de la fase 5, el mismo virus ha causado brotes
comunitarios sostenidos en, por lo menos, otro pais de otra regién de la
OMS.

Los niveles de gripe pandémica en la mayoria de los paises con una
vigilancia apropiada han disminuido por debajo del nivel maximo.

Aumenta de nuevo el nivel de la actividad de la gripe pandémica en la
mayoria de los paises con una vigilancia apropiada.

Los niveles de actividad de la gripe pandémica han regresado a los niveles
gue presenta la gripe estacional en la mayoria de los paises con una
vigilancia apropiada.
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Figura 2. Distribucion de la Influenza Porcina A (H1IN1), Region de las Américas. 30 de Abril, 2009 1100h
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Figura 4. Presencia de casos confirmados de influenza A HLN1 a nivel internacional (OMS al 21 de Febrero del
2010). Tomado de http://www.who.int/csr/don/HIN1 20090603 0930.jpg
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Hasta el dia 21 de Febrero del 2010, la OMS continué confirmando casos de
influenza HIN1 a nivel mundial, cuya distribucion se puede observar en el mapa de
la Figura 4.

El Instituto de Diagnodstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE) y la Comision
Nacional de Arbitraje Médico (CONAMED), hasta el 19 Abril del 2010, reportaron
72,481 casos confirmados y 1,198 defunciones, cuya distribucion por grupos de edad

podemos observar en la Figura 5.

(72,481 casos confirmados y 1,198 defunciones)
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Figura 5. Distribucién de las defunciones y de los casos confirmados por grupo de edad (Casos confirmados:
Base de datos InDRE; Defunciones: CONAMED). Tomado de: http://portal.salud.gob.mx/sites/salud/descargas
[pdf/influenza/situacion_actual epidemia_190410.pdf

3.4 ETIOLOGIA

El virus influenza pertenece a la familia Orthomixoviradae; existen tres géneros
denominado A, B y C, de éstos, el mas patogénico es el A; el cual puede infectar a
humanos de todos los grupos de edad®. Cada virus se denomina internacionalmente

indicando el género o tipo de virus; el nombre en inglés de la especie animal de la
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que se aislo (excepto si es de humano); el lugar de aislamiento, el nimero de caso
del laboratorio; el afio de su aislamiento y entre paréntesis, se escribe el subtipo de
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA)™.

Las caracteristicas estructurales generales de la familia del virus de influenza son el
diametro de 50 a 120 nm, la forma esferoidal, la presencia de una envoltura
constituida por una bicapa lipidica derivada de la membrana celular, de la cual
sobresalen alrededor de 500 espiculas conformadas por las glicoproteinas de
envoltura HA y NA (Figura 6). Hacia el interior de la particula viral, existe una capa
formada por la proteina de la matriz (M1) y més al interior, esta la nucleocépside de
simetria helicoidal, constituida por un complejo nucleoproteico que incluye el genoma
viral. Este ultimo es una hebra de acido ribonucleico (RNA), de polaridad negativa,
formada por 12,000 a 15,000 nucleétidos y segmentada en 7 (influenza C) u 8
fragmentos (influenza A y B)°. El genoma viral codifica para 10 proteinas; HA, NA,
M1 (proteina de matriz), NP (nucleoproteina), tres polimerasas (PB1l, PB2 y PA),
proteinas de canales i6nicos (M2) y proteinas no estructurales (NS1 y NS2)**. Se ha
demostrado que NS1 es un inmunomodulador que posee diversos efectos, como la
inhibicién del interferén tipo | en las células infectadas®. Las proteinas PA, PBI y PB2,
interactian con el genoma viral constituyendo el complejo nucleoprotéico y su
funcién es la de sintetizar los nuevos RNA virales. La NP se asocia a los segmentos
del RNA viral y a las polimerasas, conformando la nucleocapside helicoidal; mientras
que la proteina M1 forma la matriz y, junto a la NP, constituyen el antigeno que
permite clasificar los virus de influenza en 3 tipos: A, By C; la HA y la NA son los
antigenos de superficie, que participan en la patogenicidad viral y determinan los
diferentes subtipos de virus (H1-H15 y N1-N9)°.
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Figura 6. Esquema del virus de influenza A. Modificado de: Chris Bickel/Science, 2006

3.5 FISIOPATOLOGIA

Una vez que el virus ha logrado entrar al hospedero, es capaz de penetrar la capa
de mucina del tracto respiratorio y llegar a su blanco principal, las células del epitelio
columnar. Para que el virus penetre es necesario que éste y la membrana celular se
pongan en contacto, lo cual se logra mediante la unién del antigeno viral HA a la
galactosa presente en el acido sialico de la célula hospedera (endocitosis mediada
por receptor) ademas de ayudar a la posterior fusién de la membrana viral con las
membranas endosomales, para la liberacién de las particulas virales al citoplasma*?.
El &cido sialico es una molécula altamente conservada, sin embargo, presenta
variaciones quimicas especificas de los diferentes phila’. Debido a eventos de
recombinacién, una co-infeccion en los cerdos con los virus de influenza humana y
aviar puede originar un nuevo virus, con un rearreglo genético que potencialmente
permitiria co-infectar tanto a las aves como a los humanos®.
Después de la endocitosis del virus via clatrina dependiente®, la vesicula endocitica
se va acidificando en su camino al interior de la célula por la entrada de protones
(H"); en este proceso de bombeo de H* hacia el interior del endosoma, participa la
molécula viral M2 (Figura 7). Con la acidificacion del medio, la particula viral sufre
cambios conformacionales que alteran su membrana permitiendo, con ayuda de la
HA, la liberacion de los complejos de ribonucleoproteinas virales al citoplasma
celular, para posteriormente ser transportadas al nucleo de manera dependiente de

energia (ATP). Es en el nucleo donde se lleva a cabo la replicacion y la transcripcion,
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procesos que son efectuados por tres subunidades de la polimerasa (PB2, PBl y
PA), y por la NP.

Los nuevos complejos de ribonucleoproteinas son exportados desde nucleo al
citoplasma, para su traduccién por la proteina de exportacion nuclear (NEP, llamada
NS2), y la M1. El RNA mensajero de las proteinas sintetizadas por las células del
huésped tiene un tracto de poli-adeninas en el extremo 57, la cual lo protege de ser
degradado. La molécula NS1 del virus inhibe el transporte nuclear de aquellas
moléculas con tracto de poli-adeninas, de esta manera se da prioridad al transporte y
sintesis de las moléculas virales®. Las proteinas virales tempranas que son
requeridas para la replicacion y la transcripcion son transportadas de vuelta al
ndcleo. Finalmente el ensamble y la gemacion de los viriones ocurren en la
membrana plasmatica y la NA facilita la liberacion del virus, removiendo el acido

sialico®.

Y Sintesis RNAmM
Replicacién RNA ' )
N ' Goigh

...... AAA < — oy

~, £ ER
MANA \ \ M
051003 Proloﬁ‘mn
Proteinas

C6n© tempranas Wes
"hU',' o= PB1 NS b, A tardias «,}\& .{6 o
\ PB1.F2 a2 ,7}’)() M1, NS2 f;. Ihﬁ
a 2 p2 "\ 5
f{ A

Figura 7. Ciclo replicativo del Virus Influenza. Tomado de Neumann et al., 2009

Diversas vias de sefalizacion del hospedero estan implicadas en la replicacion del
virus; varios grupos han reportado que la inhibicién de la sefalizacion de la cinasa
Raf/MEK/ extracelular inhibe la produccién viral***°. De la misma manera se ha
demostrado que la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa, la cual es activada por la

proteina viral NS1 juega un rol importante en el ciclo replicativo del virus de la
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influenza A. Sin embargo, la principal via de sefializacién implicada en la replicacion
del virus, es la via del NF-kB*®. La activacion de dicha via podria ser causada por la
sobreexpresién de proteinas virales como la HA, NP y MI durante la infeccién.
Wurzer et al.,, 2004, demostraron experimentalmente que en lineas celulares de
linfoma de Burkitt que presentan niveles bajos de actividad del NF-kB, son
resistentes a la infeccion del virus de influenza, pero cuando esta via de sefializacion

es activada, las células son susceptibles, promoviendo la produccién del virus™®.

3.6 PATOLOGIA

El mecanismo de transmision del virus de influenza es de persona a persona
mediante gotitas de saliva o secrecion nasal (>5 nm de diametro). Se calcula que 0.1
ML de secrecidn nasal en forma de aerosol contienen alrededor de 100 particulas
virales. La dosis infectiva para esta enfermedad en el humano es de alrededor de
100 a 1000 particulas virales, sin embargo, debido a que éstas no permanecen
suspendidas en el aire, es necesario el contacto cercano®’. La transmisién también
puede ocurrir a través del contacto directo piel a piel o del contacto indirecto con
secreciones a través de superficies contaminadas. El virus es facil de inactivar
mediante desinfectantes a base de alcohol, cloro o aldehidos, asi como por cambios
bruscos de temperatura®’.
Una vez que el virus ha logrado entrar al hospedero, se enfrentara con las barreras
gue forman parte de la inmunidad innata como son los cilios del tracto respiratorio, el
moco, los agentes surfactantes, etc'®. Cuando logra evadir estas barreras y llega a
los alvéolos, debe ser destruido por los macrofagos o las células dendriticas; si el
virus no es eliminado, entonces se unira a las células blanco del epitelio respiratorio,
a los monocitos/macrofagos, asi como a otros leucocitos, en donde llevara a cabo la
replicacion®®.
A pesar de que se sabe que el virus de la influenza tiene tropismo por las células del
epitelio columnar del tracto respiratorio, en algunos estudios realizados en cadaveres
de individuos cuyo deceso se debio a la infeccidn por la cepa patogénica H5N1, se
encontraron focos de infeccion en otros 6rganos tales como el intestino, el cerebro y

el endotelio del miocardio®. En la necropsia de una mujer embarazada infectada con
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el virus, se observd la presencia viral incluso en los macrofagos fetales, también
denominados células de Hofbaiier®.

Existen varios factores que regulan o limitan la infeccion por el virus de influenza,
entre ellos se encuentran las barreras naturales de entrada de los patdégenos al
organismo, tales como la mucosidad, los macrofagos alveolares y el propio epitelio.
Existen moléculas que favorecen la entrada del virus a las células del hospedero
como la hemaglutinina y las serin proteasas transmembranales (TMPRSS)®. En
cuanto a la hemaglutinina, se ha mostrado que su enlace al acido sialico puede
limitar el grado de infeccién en el hospedero; por ejemplo, el virus de influenza aviar
se enlaza por medio de la hemaglutinina al &cido sidlico SA-a-2,3-Gal, mientras que
el de influenza humana se enlaza comlnmente a SA-0-2,6-Gal®®. La diferencia
anteriormente mencionada junto con la predominancia de SA-a-2,6-Gal en la trAdquea
humana, genera una pobre replicacién y por tanto una respuesta inmune disminuida
producida por el virus de influenza aviar en humanos. Por otro lado, diversas
evidencias indican que la expresion del gen Tmprss2, que codifica para la proteasa
transmembranal y que esta disminuido en ratones antes de la infeccibn con
influenza, aumenta significativamente su expresion al sexto dia post-infecion, lo que
se relaciona con una respuesta inmune exacerbada®'.

Si el virus de influenza logra evadir las barreras naturales del organismo, se
promueve la activacion de las células epiteliales y de las células presentadoras de
antigenos (APC’s), principalmente los macrofagos alveolares y las células
dentriticas, generando la liberacién de mediadores inflamatorios?’. Las APC’s van a
estimular la activacion, expansion, proliferacion y diferenciacion de células T, y segun
el tiempo en el cual las APC’s lleven a cabo su funcién puede generarse una
respuesta inflamatoria limitada o exacerbada. Se ha demostrado que la co-expresion
de reguladores de la apoptosis, como Bcl-x_, modula la supervivencia de las APC’s,
determinando asi, si se presenta una reaccion inmune normal, o bien una respuesta
exacerbada. De estos hallazgos se concluye que la duracién y la magnitud de la
expansiéon de células T, y consecuentemente de una respuesta inflamatoria, depende
del balance de varios factores, entre los que destacan: i) la coordinacion, la duracion

y el grado de produccion de APC’s, ii) la carga antigénica, iii)) el grado de
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decaimiento de las APC’s y iv) la presencia de moléculas reguladoras, entre otras
cosas?.

El desarrollo de una respuesta inflamatoria exacerbada en algunos pacientes se
presenta por un desbalance de la respuesta inmune, comunmente referida como
“tormenta de citocinas” o hipercitocinemia?®**. Se ha observado que en el pulmén
pneumonico de pacientes infectados por influenza, existen niveles elevados de
mediadores pro-inflamatorios, tales como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a),
y las interleucinas 17 (IL-17) y 6 (IL-6), entre otras®®. Estos mediadores favorecen
interacciones autocrinas y paracrinas de diversos tipos celulares, que culminan en
una respuesta inflamatoria desregulada en el hospedero?.

La influenza usualmente es una enfermedad de naturaleza autolimitada en la que
para poder eliminar el virus, es necesaria la generacion de la respuesta Thl; la cual
consiste en la secrecion del interferon gamma (IFN-y) por parte de las células T
CD4+ y CD8+ que destruyen las células infectadas®. Por otro lado, las células

dendriticas inician una respuesta inmune primaria®’®

con cambios fenotipicos que
incluyen la sobreexpresion del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) tipo
II, y la liberacién de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas que aumentan la
capacidad de las células dendriticas para estimular a las células T, iniciando de esta
forma la respuesta inmune contra el patégeno? *°. Asi mismo, las células dendriticas
secretan INF-a y B, las cuales tienen una potente actividad antiviral®.

La hiperactividad del proceso inflamatorio se ha asociado de manera importante a la
activacion de ciertos factores de transcripcién que se activan durante la infeccion con
el virus de influenza, involucrando la sobre expresion de varios genes que codifican
para diversas quimocinas y citocinas; entre los que se encuentran el factor nuclear
kappa B (NF-«B), la proteina activadora AP-1, el factor regulador de interferon (IRF),
los activadores y transductores de sefales de transcripcion (STATs) y el factor
nuclear de IL-6 (NF-IL-6 o C/EBPP)'. Aunadas a la participacion de estos factores,
se encuentran también las proteinas activadas por mitdgenos (MAP), que son
reguladoras importantes en la expresion de los genes que codifican para diversas
citocinas; asi como muchas MAP cinasas tales como la ERK (cinasa regulada por

sefiales extracelulares), MAP cinasa p38 y la cinasa c-Jun-NH,-terminal.
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3.6.1 El papel de los factores reguladores de interferén (IRF'S).
Actualmente, se sabe que la familia del IRF esta constituida por nueve miembros,

de éstos, el IRF-1, el IRF-3 y el IRF-7 han sido asociados con la sobreexpresion del
IFN-o/B. El IRF-1 normalmente se expresa de forma basal y es inducido y activado
por diversos virus incluido el de influenza A. Por otro lado, también se ha observado
en cultivos celulares de macréfagos humanos infectados con H1IN1 y H5N5, la
activacion del factor de transcripcion regulador de IFN 3, IRF3, y su translocacion al
ndcleo, siendo de mayor magnitud con el virus H5N5. El aumento de la actividad del
IRF3 se ha relacionado con la acumulacion de algunos co-activadores como p300 y
CREB que inician la transcripciéon de IFN-B, IFNAL, IP-10 y TNF-a, entre otros®..
También se observd en los cultivos celulares que a 6 horas post-infeccion, la
actividad de IRF-3 se relacionaba con la expresién de MCP-1, MIP-1a y RANTES®!,
Estos resultados sugieren que IRF3 favorece la sintesis de diversas citocinas que se
relacionan con la expresion de moléculas pro-inflamatorias, lo cual explica el gran
namero de quimocinas y citocinas producidas durante la infeccion con el virus de

influenza (Figuras 8 'y 9).
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Figura 8. Produccion de citocinas por macréfagos y células epiteliales infectadas por el virus de influenza A.
Tomado de: Julkunen et al., 2007
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La replicacion del virus de la influenza activa los factores de transcripcion AP-1 y NF-
kB. El dsRNA viral activa PKR seguido por la activacion de cinasa I1kB (IKK) y la
translocacion nuclear de NF-kB; también activa la cascada de MAP cinasa y la
posterior activacion de JNK y AP-1. En fases tempranas, las células infectadas
producen IFN-o/p y citocinas activadas por NF-kB, asi como también activa IL-1p y
TNF-a. IFN-a/fB activa, via receptores especificos, STAT1 y STAT2. La tirosina
fosforilada y activada forma heterodimeros, STAT1 y STAT2, los cuales se

translocan al nucleo y se une a IRF-9/p48 para formar el complejo ISGF3. El IFN-

o/ también estimula la expresién de IRF-1y 7%
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3.7 CUADRO CLINICO
Las manifestaciones clinicas que presentan los pacientes infectados por virus

influenza son variables, segtn el grupo etario al que pertenecen (Tabla 2)*,

Tabla 2. Manifestaciones clinicas de influenza de acuerdo a la edad. Tomado de: Moore y cols, 2009

Manifestacion Porcentaje positivo
< 6 meses 6-23 meses 24-59 meses > 5 afnos Total
(n=116) (n=172) (n=135) (n=82) (n=505)
Fiebre 92 93 96 89 93
Tracto respiratorio
Tos 72 85 88 77 81
Rinorrea 64 54 53 38 53
Dificultad 46 45 39 41 43
respiratoria
Neumonia 17 39 39 29 32
Sibilancias 10 25 16 16 18
Otitis media 3 26 17 4 15
Faringitis 3 3 9 24 8
Sinusitis 0 3 1 6 2
Otros
Deshidratacion | 42 33 34 13 32
Letargia 32 31 33 21 30
Natiseas 16 30 39 24 28
Diarrea 5 12 16 9 11
Convulsiones 3 13 12 4 9
Exantema 4 4 7 6 5
Conjuntivitis 3 1 4 1 2

Los adultos y los adolescentes presentan el cuadro clasico, de inicio brusco, con
fiebre alta (38-40°C) que dura 4 dias, acompafiado de mialgias, cefalea, calofrios,
decaimiento, malestar general y fotofobia. Posterior al inicio de la fiebre, aparece
obstruccién nasal, tos no productiva, disfagia, faringitis y rinitis*. Los nifios
pequefios, en cambio, no presentan el cuadro tipico, aunque también pueden
presentar fiebre alta (generalmente >39.5°C), con grados variables de compromiso
del estado general, rinitis, cefalea y odinofagia. Los menores de 5 afios presentan
particularmente anorexia y sintomas gastrointestinales como vomitos y diarrea. En
los recién nacidos el cuadro clinico es muy inespecifico, con fiebre alta, letargia,
rechazo alimentario, piel moteada y apneas®. En un estudio canadiense, evaluaron
las caracteristicas clinicas de la influenza en la poblacion pediatrica, observandose

que la deshidratacion es una manifestacion frecuente (42%) en menores de 6 meses.
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Por otra parte, se determind que las convulsiones, corresponden al 10% de las
consultas en el grupo entre los 6 y los 59 meses, a diferencia de los lactantes y
preescolares, los mayores de 5 afios presentan, como signo frecuente, faringitis
(24%)*. El cuadro clinico no diferencia si la infeccién es por virus influenza A o B; sin
embargo, los sintomas gastrointestinales, en especial los vomitos son mas

frecuentes en la infeccién por virus influenza B,

3.8 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
Se debe realizar el diagnéstico diferencial con algunas enfermedades como el
catarro comln (Tabla 3)*, la rinitis alérgica, el asma, la pulmonia bacteriana

primaria, la bronquitis aguda y el dengue®.

Tabla 3. Diagnostico diferencial de la influenza y catarro comdn. Tomado de: Norman, 2003.

Dato clinico
Inicio del cuadro

Fiebre

Mialgias
Artralgias
Anorexia

Cefalea

Tos seca
Malestar general
Fatiga

Molestias toracicas
Congestion nasal
Estornudos

Dolor faringeo

Influenza

Subito

Frecuentemente entre 37-40 °C
Frecuentes e intensas
Frecuentes e intensas
Frecuente

Frecuente e intensa

Frecuente e intensa

Intenso

Més frecuente, duracion 2 a 3 semanas
Comunes e intensas

Ocasional

Ocasional

Ocasional

Catarro comun

Gradual

Poco comun o febricula
Poco comudn

Poco coman

Poco comudn

Poco comun y leve
Leve a moderada
Leve

Leve y periodo corto
Leve a moderada
Comun

Comaun

Comun

3.9 DIAGNOSTICO

Como en todo agente infeccioso, el diagndstico de infeccion por virus de influenza,
tanto con fines clinicos como epidemiolégicos, se pueden realizar mediante la
deteccion del agente o de la respuesta inmune del hospedero. Las técnicas
disponibles varian en sensibilidad y especificidad segun el método, el laboratorio en

donde se realizan y el tipo de muestra utilizado. La busqueda del agente se realiza
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en muestras de secreciones respiratorias y, si bien la muestra ideal depende de la
técnica a utilizar, en general el aspirado nasofaringeo en los nifios y el lavado nasal
en adultos, por la mayor concentracion de virus que en ella se presenta. Para la
deteccidbn de antigenos se utilizan anticuerpos especificos y un sistema de
visualizacion de la reaccion que puede ser una marca fluorescente
(inmunofluorescencia) o una reaccion enzimatica (ensayo inmunoenzimatico,
ELISA)*®.

- Diagndéstico molecular
Para diagnosticar la influenza A (H1N1) linaje porcino (swl) virus (A/California/4/2009
y virus similares) el diagnéstico molecular es el de eleccién. Primordialmente se
emplean el gen de la hemaglutinina especifico del virus de la influenza A (H1IN1) swi;
el gen de la hemaglutinina especifico de la influenza estacional A H1/H3, asi como
otros subtipos, y el gen de matriz de la influenza de tipo A.
Actualmente se usa la PCR convencional especifica para influenza tipo A y la RT-
PCR en tiempo real; asi como el aislamiento y tipificacién del virus mediante la
inhibicion de hemaglutinina o bien la inmunofluorescencia. También se puede aislar
el virus de la influenza estacional usando células de MDCK y la inoculacién de virus
en huevos embrionados, aunque la sensibilidad de este método no se ha
determinado. El empleo de los anticuerpos monoclonales anti H1L no debe tomarse
como comprobacion concluyente y se recomienda realizar una verificacién adicional.
Debe recalcarse que estas pruebas no diferenciaran la influenza estacional de la del
virus de influenza de tipo A (HIN1) swi®.
3.10 TRATAMIENTO

El virus de la influenza A (H1IN1) detectado en México y en los Estados Unidos es
sensible a oseltamivir y zanamivir pero no a amantadina y ramantadina. Para la
influenza estacional, el beneficio maximo se obtiene cuando los agentes antivirales
se inician dentro de las 48 horas de inicio de los sintomas. No obstante, si se inicia
posterior a 48 horas aun se obtiene beneficio en la reduccion de la mortalidad y en la

duracion de la hospitalizacion. La duracion estandar del tratamiento para la influenza

18



estacional es de 5 dias, las dosis deben ajustarse por peso corporal (Tabla 4). El uso

de farmacos antinflamatorios no esteroideas y otros tratamientos sintomaticos

reducen las molestias, sin embargo, la aspirina no debe utilizarse en los nifios y

mujeres embarazadas por el riesgo de presentar el sindrome de Reye. Las

interacciones entre los agentes antirretrovirales y el oseltamivir o zanamivir no han

sido descritas hasta la fecha®’.

Tabla 4. Dosis de antivirales para la influenza (OMS 2009)

Oseltamivir
Adultos

Nifios (edad,

12 meses o

15 kg 0 menos
15-23 kg
24-40 kg

> 40 kg

mayores),

peso:

Zanamivir

Adultos

Nifios

3.11 FARMACOLOGIA

75 mg capsula dos veces al dia por
5 dias

60 mg por dia divididos en 2 dosis
90 mg por dia divididos en 2 dosis
120 mg por dia divididos en 2 dosis
150 mg por dia divididos en 2 dosis

Dos inhalaciones de 5 mg (total 10
mg) dos veces al dia
Dos inhalaciones de 5 mg (total 10

mg) dos veces al dia

75 mg cépsulas una vez al dia

30 mg una vez al dia
30 mg una vez al dia
60 mg una vez al dia

75 mg una vez al dia

Dos inhalaciones de 5 mg (total 10
mg) una vez al dia

Dos inhalaciones de 5 mg (total 10
mg) una vez al dia (edad, 5 afios o

mayor)

Existen dos tipos de antivirales, los inhibidores de canales i6nicos y los inhibidores

de la neuraminidasa (Figura 10).

- Amantadina y la rimantadina: son bloqueadores de los canales iénicos

formados por la proteina M2, los cuales son criticos para la liberacion de los

complejos ribonucleicos al citoplasma. La mayoria de los virus humanos

H1N1 y H3N2 que circulan y algunos H5N1; asi como los virus porcinos

Europeos HIN1, H2N2 y H3N2 son resistentes a amantidina y rimantidina™®.

- Oseltamivir y el zanamivir: son inhibidores de la neuraminidasa; éstos

interfieren con la actividad enziméatica de la proteina NA, la cual es critica para
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la liberacién eficiente de los nuevos virus sintetizados en la célula infectada®
Hasta el momento no se han detectado casos de resistencia a zanamivir en
pacientes; sin embargo, si para el oseltamivir, en las cepas H3N2 y HIN1 que
fueron aislados de nifios tratados con Tamiflu® (nombre comercial del
Oseltamivir)*®. Recientemente, la tasa de los virus resistentes a oseltamivir en
los Estados Unidos, ha incrementado desde el 0.7% en el 2006-2007 hasta el
98.5 en el 2008-2009".

Inhibidores de Inhibidores de la
canales ionicos neuraminidasa
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Figura 10. Representacion de los sitios blanco para los antivirales vs virus influenza. Tomado de: Neumann y
cols, 2009

Para la prevencion y control de las infecciones del virus de la influenza, estan
disponibles vacunas y antivirales; sin embargo, es probable que mundialmente no
estemos preparados para una pandemia ya que los medicamentos antivirales,
ademas de ser costosos, pueden no ser los suficientes, o bien que los virus sean
resistentes a ellos®®. Por otro lado, la produccién de una vacuna para una cepa
emergente podria tomar de 3-6 meses, y durante este periodo el virus podria
expandirse y afectar de forma sustancial la economia y la salud mundial*®. Por esto,
se requieren urgentemente enfoques alternativos que incremente la bateria de
farmacos disponibles para superar estos obstaculos incluyendo la manipulacién de
determinadas vias de sefalizacion que se sabe que intervienen en la replicacion del

virus**. Hay varios farmacos antivirales en fase experimental que tienen como blanco
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la NA o la polimerasa. El Peramivir, un inhibidor de la NA que ha sido desarrollado a
través del disefio basado en la estructura, es activo en ensayos in vitro contra virus
de las nueve variantes de la NA. El farmaco T-705 actia como un analogo de la
nucleosidasa que interfiere con la actividad de la polimerasa del virus de la influenza
A, By C, pero también de otros virus de RNA. Los ensayos clinicos de fase Il para el
uso de T-705 contra los virus de la gripe estacional se han llevado a cabo en Japén y
ya se estan comenzando la fase Ill. Ademas, se estan desarrollando los anticuerpos
monoclonales contra la HA para el tratamiento de las infecciones por el virus de
influenza. En ratones, algunos anticuerpos han demostrado eficacia profilactica y
terapéutica contra el virus H5N1, lo que sugiere que el tratamiento con anticuerpos
monoclonales podria ser usado como una estrategia alternativa para el tratamiento
de las infecciones por este virus*?. Otra posibilidad que esta siendo explorada, es el
uso de RNAs de interferencia pequefios o RNAs de doble cadena que son capaces
de inhibir la expresion de ciertos genes al inducir la degradacion del RNAm. Esta
estrategia ha tenido cierto éxito, tanto in vitro, como in vivo en animales de
experimentacion®**. Se han desarrollado RNAs de interferencia contra la
nucleoproteina viral, contra la polimerasa y contra genes de matriz, los cuales fueron
capaces de suprimir la replicacion viral en cultivo celulares, asi como reducir la carga
viral en animales infectados*'. En la actualidad, existen ya varias compafiias de base
biotecnoldgica, produciendo RNAs de interferencia. Sin embargo, a la fecha solo los
RNAs de interferencia producidos contra el virus sincicial respiratorio (RSV) se

encuentra en fase clinica 1I**

. Otras dos empresas encabezadas por Novartis, estan
también conduciendo otros estudios pre-clinicos usando RNAs de interferencia
especificos para Influenza. A diferencia de los anticuerpos neutralizantes, la
aplicaciéon de esta tecnologia en situaciones pandémicas, tendria la gran ventaja de
ser de bajo costo y rapida produccion masiva. Sin embargo, el principal problema
asociado a su aplicacion masiva en humanos, deriva del hecho de que varios
reportes han demostrado que dichos RNAs pueden inhibir, de manera inespecifica,

genes del organismo huésped™.
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4. ANTECEDENTES

Como se puede observar, existen algunas estrategias antivirales que se han
enfocado en el desarrollo de farmacos que bloquean actividades especificas del
virus; sin embargo, se ha prestado poca atencién a aquellos cuyo efecto antiviral
pudiera deberse a la modificacion de la actividad en la célula huésped, la cual es
esencial para la replicacién viral o bien para estimular y/o capacitar al sistema
inmunoldgico para responder mejor ante la infeccion. Una alternativa en esta
busqueda la constituyen metabolitos derivados de las plantas o de otros
microorganismos. La herbolaria, uno de los componentes mas importantes de la
Medicina Tradicional China (MTCh), usa derivados de plantas y usualmente
incorpora una o mas hierbas como el farmaco o los farmacos base para el
tratamiento de algunas enfermedades. Dependiendo de las diferentes causas o
sintomas, las hierbas son seleccionadas y mezcladas, siguiendo un proceso
particular, para formular la prescripcion®. Dentro de las especies vegetales mas
utilizadas para tratar las afecciones respiratorias viricas se pueden mencionar la
Equinacea purpurea, el Eucalyptus globulus, y el Pinus pinaster Aiton y Salix sp, a
partir de los cuales se han elaborado fitofarmacos certificados por la ESCOP (The
European Scientific Cooperative on Phytotherapy) y por la OMS, como tratamientos
alternativos para el anejo sintomatico de los resfriados de origen viral*®. Pleschka y
cols, en el 2009; estudiaron la actividad antiviral de un extracto comercial
estandarizado de Echinacea purpurea (Echinaforce ®, EF), donde se comprobd su
capacidad para inactivar, en cultivos celulares, los virus de influenza tipo H1N1,
H5N1 y H7N7, inhibiendo la unién del virus al receptor y su entrada en la célula. A
diferencia del Tamifld ®, no solo las incubaciones sucesivas con EF no desarrollaron
cepas virales resistentes, sino que EF fue activo frente a los virus resistentes al
oseltamivir®. Un antecedente directo del uso de estas formulaciones es la
recomendacion del ministerio de salud chino, en el pasado brote epidémico de
influenza aviar ocurrido en el 2005, publicado en un documento titulado
“‘Recomendaciones Diagnédsticas Terapéuticas para la gripe Aviar’, el dia 23 de
noviembre del 2005. El ministerio de salud chino ademas de usar medicamentos

alopéticos, recomendd emplear algunos fitofarmacos de la medicina tradicional china,
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de patente o en decoccion como antivirales, asi como para el manejo de la
sintomatologia®**. En base a las férmulas recomendadas, se buscaron productos
similares en la herbolaria mexicana, tales como la spirulina, la guayaba, el propdleo,

el orozuz, la canela y el mentol.

« La Spirulina sp (o Arthrospira) es un alga perteneciente al reino Bacteria,
division Cyanobacteria (anteriormente conocido como Cyanophyta o grupo de las
algas verdeazules), clase Cyanophyceae, orden Oscillatoriales y género Spirulina.
Son organismos unicelulares y fotoautétrofos que se agrupan formando tricomas o
formas filamentosas*. Es una fuente importante de proteina y existen reportes de
sus propiedades terapéuticas, las cuales incluyen la prevencion e inhibicion del
cancer, decremento de niveles de colesterol en sangre, estimulacion del sistema
inmune, reducciéon de la nefrotoxicidad de farmacos y metales téxicos y provee

4647 También se han

proteccidon contra los efectos perjudiciales de la radiacién
observado otras propiedades como modificador de la flora intestinal, pérdida de peso
corporal, mejoramiento de estados de malnutricién y actividad antimicrobiana*®. Otros
reportes muestran que la Spirulina, tiene un mecanismo preventivo sobre el higado
graso inducido en ratones y ratas después de la administracién de una dieta rica en
fructosa y que reduce el riesgo de cancer en las ratas*’. Se han estudiado la
actividad antioxidante de los carotenoides, tocoferoles y extractos fendlicos de la
Spirulina maxima y se encontré que los compuestos fendlicos responsables de las
propiedades antioxidantes fueron los acidos organicos (cafeico, clorogénico,
salicilico, sinaptico y trans-cinamico) los cuales actdan individual o
sinérgicamente?®®®. En la tabla 5 se resumen diferentes estudios sobre efectos

farmacolégicos del alga Spirulina sp>.
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Tabla 5. Estudios sobre efectos farmacoldgicos de alga Spirulina. Tomado de Chamorro G y Cols, 2002

Antialérgico

Antianémico

Anticancerigeno

Anticoagulante

Antihepatot6xico

Antiinflamatorio

Antiinflamatorio
Antiparasitario

Rata

Rata

Células

Raton

Fibroblastos

Rata

Ratoén

Ratén y rata

La inoculacion intraperitoneal
inhibio varios tipos de reacciones
alérgicas.

In vitro previno la produccion de
TNF-alfa por macrofagos
peritoneales.

Sola o en combinacion con gluten
de trigo, aumento el contenido de
hierro y hemoglobina durante la
primera semana de la gestacion y en
lactacion.

Siete administraciones intravenosas
de 100 pg de Ca-SP cada una,
obtenido del alga, causaron
marcada disminucion de tumor
pulmonar colonizado con células
B15-B6.

Redujo el citocromo P450 hepético,
inducciéon de la glutation-S-
transferasa hepatica; sin embargo,
la actividad de la glutation-S-
transferasa  extrahepatica, no
presentd cambios. Aumentd el
tiempo de sobrevida de ratones
BALB/c inoculados con el
linfosarcoma L517BY.

Un polisacarido aislado del alga
Spirulina  sp  incrementé la
producciéon de activador  del
plasminégeno, en una linea celular
de fibroblastos humanos.

La Spirulina, el extracto oleoso y la
fraccion del alga exenta de grasa
previnieron del higado graso
inducido por tetracloruro de
carbono.

La fitocianina, proveniente del alga,
protegié contra la hepatotoxicidad
producida por tetracloruro de
carbono y pulegona.

La ficocianina, obtenida de
Spirulina, redujo la inflamacién
producida por peroxido.

La ficocianina mostré actividad
antiinflamatoria en cinco modelos
experimentales.

Yang y cols (1997)

Kimy cols (1998)

Kapoor Ry cols (1998)

Mishima T. y cols (1998)

Mittal A. y cols (1999)

Hayakawa Y., y cols
(1996)

Paz M., (1997)

Torres P., y cols (1998)

Vadiraja H.,
(1998)

y cols.

Romay C. y cols (1998)
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Tabla 6. Continuacion.

Antiinflamatorio
Antiparasitario
Antitoxico

Antiviral

Antiviral
Cardiovascular

Antiviral
Cardiovascular
Hipoglicemiante

Ratén

Rata

Ratoén

Rata

Células

humanas

Virus

Anillos
aorticos

Rata

Extractos de ficocianina inhibieron
el edema en oido y las
concentraciones de LTB, inducidos
por &cido araquiddnico.

La ficocianina redujo la actividad
de la mieloperoxidasa e inhibid la
infiltracién celular inflamatoria y el
dafio en colon.

En ratones inoculados con
Plasmodium chabaudi no se
observd efectos en la parasitemia

pero tampoco desarrollaron
recrudescencia.
Redujo la toxicidad del plomo

sobre testiculos, peso corporal y
diametro tubular.

Un extracto acuoso inhibié en 50%
la produccion de HIV-1 en lineas de

células humanas, celulas
mononucleares 'y células de
Laangerhans.

El  Ca-Spirulan  inhibi6 la

replicacion de HIV-1 Y HSV-1 en
lineas de células humanas.

El reemplazo del i6n Ca por iones
de Nay K en la molécula de Ca-SP,
conservo su actividad antiviral.
Administrada durante dos semanas,
al 5% en la dieta, mostré efectos
sobre las respuestas vasomotoras
dependientes del endotelio en
anillos de aorta.

Administrada durante seis semanas,
al 5% en la dieta, previno los
efectos vasomotores de una dieta
rica en fructosa (60%) en anillos de
aorta.

El extracto alcohdlico aument6 la
sintesis de NO por el endotelio y de
un prostanoide vascoconstrictor por
células no endoteliales.

El extracto metandlico causé
disminucién del area bajo la curva
de glucosa en animales diabéticos,
sugiriendo efecto glicemiante. Sin
embargo, el extracto
diclorometandélico produjo efecto
hiperglicemiante en ratones
normales y diabéticos, mostrando la
existencia de principios antagonicos
en el alga.

Romay C. y cols (1999)

Gonzélez
(1999)

R. y cols

Ramirez C. (1997)

Shastri D. y cols (1999)

Ayehunie
(2001)

S. y cols

Hayashi K., y cols
(1996)

Lee J., y cols (2001)
Paredes M., y cols
(1997)

Paredes M., y cols

(1997)

Paredes M. y cols (2001)

Torres P., y cols (1998)
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Tabla 7. Continuacion.

Hipolipidémico Rata Disminucion del colesterol hepatico Hauashi M., y cols
incrementado por el tetracloruro de  (1996)
carbono.
Inmunoestimulante  Raton La incorporacion a la dieta de Hayashi O., (1998)

ratones normales mejord la
respuesta de  anticuerpos a
eritrocitos de carnero.
La administracién simultanea oral Qureshi M.y cols (1995)
con un antigeno, incrementd la
respuesta de IgA en intestino.
Inmunoestimulante Pollo La administracion de un extracto a Qureshi My cols (1996)
cultivos de macréfagos peritoneales
de pollo aumentd su capacidad
fagocitica.
La incorporacion a la dieta de
pollos, mejor6 su respuesta
secundaria de anticuerpos anti-
eritrocitos de carnero, la respuesta
mitogénica a PHA, la actividad
fagocitica de macréfagos y la
actividad NK.

Inmunoestimulante  Gatos La adicion de extracto a cultivos de  Qureshi M. y cols (1996)
macréfagos de gato aumentd su
capacidad facgocitica.

El Calcium espirulano (Ca-SP) es un polisacarido sulfatado aislado del alga Spirulina,
potente inhibidor de la replicacién de los virus envueltos. Los blancos principales de
este polisacarido se ha pensado que son las proteinas que intervienen en los pasos
tempranos del anclaje de virus con la célula, la fusién virus-célula o célula-célula.
Recientes andlisis estructurales de los oligosacaridos derivados del Ca-SP usando
espectrometria de masas, indican que se encuentra compuesto por dos tipos de
unidades repetidas de disacaridos. Cuando el ion de calcio (Ca*") se intercambia por
el ion sodio (Na"), la sal de sodio (Na-SP) resultante muestra una actividad antiviral
potente contra HSV-1 comparada con Ca-SP, cuando se remueve el Ca?' y se
desulfata, se reduce marcadamente la actividad antiviral®?.

« El propéleo es un producto de las abejas derivado de las resinas de las
plantas, con una composicién quimica muy compleja el cual ha sido utilizado por la
medicina tradicional desde tiempos ancestrales®. Amoros y colaboradores (1992),
han descrito que posee una actividad antimicrobial, el propdleo inhibe el crecimiento
bacteriano con efectos principalmente sobre las bacterias Gram-positivas y una
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accion mas limitada contra bacterias Gram-negativas®> >*. También tiene actividad
fungicida, principalmente contra las micosis superficiales®®. Se conoce poco sobre
sus efectos en el sistema inmune; se ha encontrado que el extracto etandlico del
propéleo induce la produccién de anticuerpos por las células esplécnicas del ratén®3.
In vivo e in vitro modula la produccion por macrofagos de C1q como de la accion del
sistema de receptores del complemento en estas mismas células®. Ivanovska y
colaboradores en 1995 observaron que el &cido cindmico, uno de los componentes
del propdleo, actua en la defensa del huésped, induciendo la proliferacion linfocitica y
de la produccion de IL-1 e IL-2. Barak y colaboradores (2002), realizaron un estudio
para determinar el efecto potenciador sobre el sistema inmune de tres formulaciones,
las cuales contenian propdleo, extracto de frambuesa y Echinacea, por medio del
andlisis de su efecto in vitro sobre la produccion de citocinas inflamatorias (IL-1p, IL-
6, IL-8 y NTF-a) y anti-inflamatorias (IL-10) en monocitos humanos de individuos
sanos; encontrandose que la produccion de las cinco citocinas se incremento con los
tres compuestos comparados con el control. Cuando se probd la Equinacea y el
propéleo in vitro por separado, se observd que se redujo la produccién de citocinas
inflamatorias®. En el 2006, Kong y colaboradores, investigaron la posibilidad de usar
el propéleo como estimulantes del sistema inmune con vacunas activas®’,
determinando los efectos de éstos sobre la proliferacion celular de fibroblastos de
embriones de pollo en respuesta al virus Newcastle (NVD); los resultados obtenidos
sugieren que estos productos tienen un efecto inmunoestimulante asi como
protector, ya que aumenté la proliferacion celular con respecto al grupo control en los
embriones infectados por el NVD®’,

« La guayaba o Psidium guajava L., pertenece a la clase Magnoliopsida,
subclase Rosidae, 6rden Myrtales, familia Myrtaceae, tribe Myrtae, género Psidium
del que existen mas de 100 especies®®. Se le considera nativa de México, sin
embargo, crece en areas tropicales y subtropicales del mundo®. El principal uso
tradicional conocido es como antidiarréico; aunque otros reportes incluyen su uso en
gastroenteritis, disenteria, gastralgia, y célicos intestinales. Estudios etno-
farmacoldgicos mas recientes muestran que en varias partes del mundo se usa para

el tratamiento de numerosas enfermedades como anti-inflamatorio, en pacientes con
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diabetes, hipertension, caries, heridas, analgésico y antipirético® (Tabla 6). El fruto se
caracteriza por un bajo contenido en carbohidratos (13.2%), grasas (0.53 %), y
proteinas (0.88 %) y un alto contenido en agua (84.9 %). Cien gramos del fruto
contienen: 36-50 kcal, 77-86 g de agua, fibra cruda 2.8-5.5 g, calcio 9.1-17 mg,
fésforo 17.8-30 mg, hierro 0.30-0.70 mg, vitamina A 200-400 Ul, tiamina 0.046 mg,
riboflavina 0.03-0.04 mg, niacina 0.6-1.068 mg, acido ascérbico 100 mg, vitamina B3
40 Ul. En la piel del fruto, el principal constituyente es el acido ascorbico. Con
respecto a su actividad biologica, la accion de los agentes anti-alergénicos de la
guayaba sobre las células T en ratones ha sido investigada con extractos
metanadlicos y acuosos, los cuales causaron una potente inhibicion de la liberacion de
histamina por los mastocitos, y bloquearon la induccion in vitro de las células T CD4+
mediada por IL-10 en raton. Los extractos también desplazaron el balance Th1/Th2 a
Th1 por atenuacion directa de la actividad de las células T*°.
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Tabla 8. Usos etnomédicos de Psidium guajava. Tomado de Gutiérrez y cols 2008

Colombia,
México

Indigenas

mayas, nahuatl,

zapotecas y

popolucas de la
region Tuxtlas,

Veracruz,
Meéxico

Latinoamérica,

Mozambique
México

Filipinas

Fiji

Brasil

Hojas

Hojas

Hojas

Brotes, hojas,
corteza, fruto

Hojas, corteza,

frutos
inmaduros,
raices

Hojas, raices,
fruto maduro

Fruto maduro,
flores y hojas

Gastroenteritis, diarrea,
disenteria, dolor
reumatico, heridas,
Ulceras, dolor dental,
tos.

Tos, diarrea

Diarrea, gastralgia

Febrifugo, expulsar la
placenta después del
nacimiento, resfriados,
tos, hipoglicemia,
afecciones en la piel,
caries, hemorragias
vaginales, heridas,
deshidratacion,
enfermedades
respiratorias.
Astringente, Ulceras,
heridas, diarrea.

Diarrea, tos, gastralgia,
disenteria, dolor de
dientes, indigestion y
constipacion.
Anorexia, cllera,
diarrea, problemas
digestivos, disenteria,
inflamacion de las
membranas mucosas,
laringitis, gingivitis,
problemas de piel,
faringitis, ulceras, flujo
vaginal.

Decoccion y
cataplasmas

Decoccion o
infusiones

Infusion o
decoccion
Decoccion,
cataplasma

Decoccion y
cataplasma

Jugo, las hojas
son exprimidas en
agua salada.

Puré, decoccién

Heinrich et al.
(1998), Aguilar et
al. (1994).

Heinrich et al.
(19989, Leonti et
al. (2001)

Pontikis (1996)

Martinez y
Barajas (1991),
Argueta y cols
(1994), Linares y
Bye (1990),
Leonti et al.
(2001), Heinrich
et al. (1998)

Smith and Nigel
(1992)

World Health
Organization
(1998)

Holetz et
al.(2002), Cybele
et al (1995)

¢ La canela ha sido una de las especias favoritas en el mundo, no solo por su

sabor, si no por sus beneficios a la salud. Es nativa del sur de Asia y América pero

actualmente también se cultiva en muchos paises tropicales como India, China,
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Madagascar, Brasil, México y el Caribe. Cinnamon (Cinnamomum cassia) de la
familia de las Lauraceases también es conocida como madera dulce y Gui Zhi®, en
el este de Asia se considera que tiene efectos medicinales como agente digestivo,
antimicrobiano y astringente®. Posee efectos quimiopreventivos, antiespasmadicos,
antiulcerosos, lipoliticos, antisépticos, sedantes, anestésicos, calmantes,
hipotérmicos, antifingicos, antibacterianos, antivirales, antipiréticos, citotoxicos,
hipolipidémicos, antiplaquetarios, y también estimula el sistema inmune60. Es rica en
aceites esenciales y taninos®; muchas de las actividades de la planta, residen en
estos aceites, de los cuales el 90% corresponde al cinnamaldehido®, otros son el
eugenol, el acido cinnamico y weitherhina, los cuales son aceites volatiles. Otros
constituyentes son el mucilago, diterpenos y proantocianidinas. Los efectos
antisépticos, anestésicos, calmantes y citotéxicos se deben al eugenol mientras que
los vapores de los aceites cinnamaldehido y cinnamon son potentes antifingicos. En
la medicina oriental se ha usado principalmente en el tratamiento de diarrea,
flatulencia, dispepsia, cdlicos y resfriados, disminucion del apetito, vitalidad
disminuida y reumatismo. También se ha usado en influenza, tos, bronquitis,
enfermedades febriles, angina artritica y palpitaciones, estimulante del sistema
circulatorio y circulaciéon capilar, espasmos, vomitos, control de infecciones, Ulcera
gastrica y enfermedades digestivas o gastricas®’. Externamente, es usado como
antiséptico en piel para tratar infecciones leves bacterianas y fangicas®. Se ha
encontrado una mejor actividad antimicrobiana, contra Gram positivos y negativos,
en infusiones acuosas que con decocciones acuosas Yy aceites esenciales,
respectivamente®. La canela fue estudiada por Orihara y colaboradores (2008) para
observar sus posibles efectos terapéuticos antivirales en gusanos de seda infectados
con baculovirus y células Vero infectadas con Herpes virus, encontrandose que la
cinnzeilanina (componente detectado en Cinnamomum cassia y zeylancum) tenia un
efecto terapéutico contra la infeccién con baculovirus, asi como inhibicion de la
proliferacién de HSV-1 en células Vero®.

La dosis diaria recomendada de la canela cruda es de 2-4 g y del aceite esencial de
0.05-0.2 g dada la actividad antiespasmaddica del aldehido cinnamico que conlleva a

la disminucién de la motilidad intestinal que se ha observado en el rat6n®.
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s El orozuz (Glycyrrhiza uralensis Fisch., Glycyrrhiza glabra L.o Glycyrrhiza
inflata Bat.)®®, pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribu Galegeae,
género Glycyrrhiza®®. Es cominmente utilizado por sus propiedades medicinales y
para el aparato respiratorio. Se reporta que las afecciones mas comunes en las que
se observa un efecto benéfico son: el catarro, otitis media, adenitis cervical, laringitis,
bronquitis, neumonia, sinusitis, amigdalitis, etc®’. Se ha demostrado que contiene
compuestos con propiedades antiasmaticas como: aceites esenciales (terpinenol),
acidos: ascorbico, glicorricico, glicorretinico; b-caroteno, glicirricina, quercetina,
tetrametil-pirazina. Expectorantes como: acido benzoico, anetol, astragalina, betaina,

18, Otros estudios muestran

camfor, carvacrol, geraniol, glicirricina, guaiacol y timo
que su licor y sus componentes, especificamente la glycyrrhizin, tiene actividad
antiviral contra Herpes simplex y que son capaces de inactivar irreversiblemente el
virus. También ha mostrado inhibir la replicacién viral e infectividad del Virus de
inmunodeficiencia humana, Herpes zoster, Varicella zoster y Citomegalovirus®®. El
acido B-Glycyrrhetinico muestra propiedades antiinflamatorias en diferentes modelos
animales, su mecanismo de accién aun no se conoce bien, pero se cree que podria
ser como el de los glucocorticoides. Kroes y cols (1997), reportan que ademas de
potencializar la actividad de la hidrocortisona, este acido puede tener un efecto anti-
inflamatorio directo por inhibicion selectiva de la cascada del complemento.

“ El mentol es una substancia cristalina con olor picante caracteristico,
derivado del aceite de la “Menta Piperita” obtenido por arrastre con vapor,
congelacion y su subsecuente centrifugacion para aislar los cristales. La planta
pertenece a la familia Labiatae que es muy conocida por la volatilidad de los aceites
aromaticos del follaje, los cuales son usados en perfumes, productos farmaceéuticos,
etc’*. También se le conoce como hexahidromitol, metilhidroxiisopropilciclohexano, p-
mentan-3-ol o alcanfor de menta. Su férmula quimica es CH3C6H9(C3H7)OH72, se
reporta que por inhalacién es irritante para las mucosas, por lo que la ingestién a
altas dosis puede ser perjudicial, sin embargo, no se reportan efectos especificos en

la bibliografia. Puede irritar la piel y causar inflamacién ocular’.
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5. JUSTIFICACION

La influenza es un padecimiento de las vias respiratorias causado por varios
virus, entre ellos el subtipo HIN1. En esta patologia se observa secrecion nasal,
odinofagia, fiebre alta, artralgias y en algunos casos puede ser mortal a causa de sus
complicaciones. La propagacion de esta enfermedad, debido a las caracteristicas del
virus y otros factores, es muy rapida, hasta el punto que puede causar pandemias,
como las que se registraron en Estados Unidos en 1918, 1957, 1968”7 vy
recientemente en México en 2009. Con el objetivo de disminuir la transmision del
virus, los gobiernos de diferentes naciones han implementado varias medidas

sanitarias’>’4"®

, entre éstas se encuentra, ademas de la suspension de labores, la
vacunacion y el uso de medicamentos’. Los medicamentos, como el oseltamivir, el
zanamivir, la amantadina y/o la rimantadina han mostrado que pueden disminuir los
sintomas y mortalidad de esta infeccion, sin embargo, sus altos costos y la alta
demanda que pudiera presentarse durante una epidemia, los hacen inaccesibles a
algunos sectores de la poblacién”, ademas, dichos medicamentos han generado
resistencia, y tienen algunos efectos secundarios indeseables como nauseas,
bronquitis aguda, insomnio, tos, vértigo, entre otros’> ™. Por tal motivo varios grupos
de investigacion estan evaluando la posibilidad de desarrollar nuevos farmacos.

Una de las alternativas médicas mas utilizadas por la poblacion la constituye la
herbolaria. Para el tratamiento de la influenza se han utilizado algunos fitofarmacos
que han mostrado tener efectos benéficos a nivel clinico. Sin embargo, pocos
estudios se han enfocado en valorarlos en los procesos biolégicos a nivel molecular.
En este trabajo se realizd, por tanto, la valoracion de un fitofarmaco que consiste en
una mezcla de guayaba, orozuz, canela, alga espirulina, propdéleo y mentol, para el
tratamiento de la influenza, determinando los procesos histopatologicos e
inmunoldgicos que sustenten los efectos clinicos de esta formulacion

fitofarmacéutica.
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6. OBJETIVOS

*

% Objetivo general:

o Evaluar el efecto terapéutico de una formulacion fito farmacoldgica en
un modelo murino de influenza tipo A.

% Objetivos especificos:

o Obtener diferentes extractos de la formulacion fito farmacoldgica
compuesta por guayaba, orozuz, canela, alga espirulina, propoleos y
mentol.

o Estandarizar un modelo murino de influenza estacional.

o Evaluar el efecto del fito farmaco mediante evaluacion clinica,
histopatolégica y molecular.

o Determinar los componentes mayoritarios de la fraccion del fito farmaco

con actividad antiviral y/o antiinflamatoria.
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7. HIPOTESIS

La formulacién fito farmacologica disminuird los signos clinicos de la infeccion
causada por el virus de la influenza, lo que se relacionara con posibles eventos

biolégicos en el pulmon, que disminuyan la infeccién viral y/o el efecto inflamatorio.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Obtencidn de los extractos con diferente polaridad

8.1.1 Extractos de hexano, acetato de etilo, y agua.

Para los extractos de acetato de etilo y hexano se peso6 cada una de las especies de

acuerdo a la tabla 7 y después de disminuir el tamafio se colocaron en un matraz de

6 litros junto con 2 litros del disolvente y se dejo la mezcla en maceracion por 7 dias,

se filtré y se llevo al rotavapor a temperatura de 50°C. El proceso se realizd por

duplicado.

El extracto obtenido se almacend a -20°C hasta su uso.

Para el extracto acuoso se colocaron las especies en las cantidades descritas en la

tabla 8 en 2 litros de agua, dejando a ebullicion por 10 minutos, posteriormente se

filtro y se liofilizé.

Tabla 9. Especies vegetales utilizadas para el extracto hexanico y acetato de etilo.

Especie Cantidad (g)
Guayaba 20
Canela 20
Orozuz 20
Alga espirulina 6
Propéleo 3

Tabla 10. Especies y cantidades utilizadas para el extracto acuoso.

Producto Cantidad (g)
Guayaba 200
Canela 5
Orozuz 5
Alga espirulina 5
Propéleo 5
Mentol 0.250
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8.1.2 Obtencion del aceite esencial de la formulacion fitofarmacéutica.

La obtencion del aceite esencial de la formulacion se realizé con el método de
hidrodestilacion, para lo cual, cada uno de los productos se molieron; y se cargaron
en un hidrodestilador. El vapor de agua se inyectdé mediante un distribuidor interno, y
conforme el vapor entré en contacto con los vegetales, se llevo a ebullicion y liberd el
aceite esencial contenido en forma de vapor. En el condensador, la mezcla de aceite
esencial y vapor de agua condensados form6 una emulsion liquida la cual fue

separada por inmisibilidad.
8.2 Produccién viral.

La replicacion de virus de influenza se realiz6 en cultivos de células MDCK (Madin
Darby canine kidney cells) a 33°C, en presencia de suero fetal bovino durante 2 dias.
Las células se infectaron con el virus de la cepa vacunal HIN1 estacional y se
incubaron por 4 dias més, al cabo de los cuales las células fueron lisadas para
obtener el virus y realizar la titulacion viral por el método de Spearman & Karber’®, el
cual consisti6 en colocar en una placa de 8 x 12 pozos, 100 uL de medio de
mantenimiento, posteriormente se tomaron 100 pL del virus con dilucion 1:1000,
homogenizando con la micropipeta; de este homogenizado se tomaron 100 uL y se
repitid la misma accién en todos los pozos hasta la columna 11; quedando en la
columna 1 una diluciébn de 1:1000, en la 22 1:2000, y asi respectivamente.
Posteriormente se tripsinizo una caja de cultivo celular con una confluencia al 100% y
se tomaron 100 uL de ésta para colocarlas en cada uno de los pozos, quedando la
columna 12 como el testigo celular. La placa se colocé en la incubadora y se observé
diariamente hasta no presentar el efecto citopatico en los pozos. Una vez obtenidos
estos resultados, se aplico la formula de Spearman & Karber para obtener el titulo

viral del cultivo en cuestion.
8.3 Estandarizacion del modelo murino de influenza

Se utilizaron ratones hembras Balb/C libres de patdgenos, de 4 semanas de edad,

las cuales fueron agrupados en cajas de policarbonato con tapas de metal por 5 dias
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para su adaptacion, alimentandose ad libitum’’. De acuerdo con SEA animalario omg
(Servicio de Anestesiologia HCV-UCM)"® se establecio la dosis de ketamina/xilacina
para inducir la anestesia durante 20 minutos. Posteriormente, los animales se
infectaron instilando intranasalmente 90 uL de la solucién viral con una dosis letal al
100% (LD1g0) de la cepa de vacunal para influenza tipo A estacional HIN1"®, esto
correspondio al primer pase; los animales se pesaron y se observaron diariamente
por 4 dias, calificandolos con la escala propuesta por Menéndez y cols, tabla 9; al 4°
dia se sacrificaron para obtener los pulmones de cada uno de ellos, un tercio de un
pulmén se coloc6 en formaldehido al 10% para su estudio histopatoldgico y el resto
se homogeniz6 con 500 pL de medio MEM para inocular con 80 uL de este
homogenizado (segundo pase) al otro grupo constituido por 3 ratones, a los cuales
después del mismo tiempo se sacrificaron para usar el homogenizado en la misma

cantidad en la inoculacién de un tercer grupo que correspondié al tercer pase®.
8.4 Evaluacion del efecto del fitofarmaco.

Se realizé una prueba de toxicidad de los extractos en los animales sanos, con ello
se administraron los extractos de acetato de etilo, hexanico, acuoso y el aceite
esencial via intraperitoneal, asi como aceite esencial via intranasal y los respectivos
vehiculos: DMSO, y tween 80 al 5% a 25, 50 y 100 mg/kg. Los animales se
observaron y se pesaron durante 7 dias; al término del ensayo se efectud la
necropsia para evaluar el tejido pulmonar mediante histopatologia (células

inflamatorias y destruccién del tejido).

Con los animales infectados del tercer pase, se formaron 6 grupos a los cuales se
administré una dosis de 100 uL/kg de aceite esencial, extracto hexanico y de acetato
de etilo via intraperitoneal y como controles se empleé DMSO para los grupos 1, 2 y
3; al cuarto grupo se le administré 100 mg/kg de aceite esencial por via intranasal en
tween 80 al 5%; al quinto 100 uL de DMSO intraperitoneal y al sexto grupo 30 uL de
tween 80 al 5%. Al séptimo no se le aplicé ningun tratamiento. Se observaron

durante 5 dias y se les otorgé un puntaje de la escala de Menéndez y cols.®, al
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mismo tiempo se pesaron para establecer el dafio y/o la mejoria en el modelo de

infeccion.

Via de administracién oral: Finalmente en otros animales se emplearon oralmente
100 mg/kg de extracto de acetato de etilo en tween 80 al 5%, un segundo grupo 100
mg/kg de extracto hexanico en el mismo vehiculo, al tercero 100 mg/kg de extracto
acuoso resuspendido en solucion salina al 9%; al cuarto, segun la recomendacion de
la OMS sobre la administracion del aceite esencial de canela en adulto promedio de
0.05 g/dia, lo que correspondi6 a 0.1452 mg raton/dia; al quinto grupo se le
administré tween 80 al 5%; y el sexto grupo constituyd el grupo control enfermo. A
estos animales también se les pesé diariamente y se les evaludé segun la escala

clinica de signos (Tabla 9).

Tabla 11. Puntaje otorgado a los signos clinicos de animales inoculados. Tomado de: Menéndez y col. 2005

PUNTAJE SIGNOS CLINICOS
1 Sano, sin signo de enfermedad.
2 Erizamiento en la zona del cuello en especial.
3 Erizamiento, respiracién agitada, letargo.
4 Respiracion forzada, temblores y letargo.
5 Paso o marcha anormal, reduccion de la movilidad,

respiracion forzada, cianosis de la cola y las orejas.

6 Muerte.

Todos los animales fueron sacrificados a los 4 dias postinfeccion, se obtuvo el tejido
pulmonar de cada uno de los animales, y se colocaron en formaldehido al 10% para
evaluarlos histopatolégicamente y otra parte en paraformaldehido al 4% para realizar

inmunohistoquimica.

Administracion profilactica: Como se describe posteriormente los resultados
obtenidos con el aceite esencial via intranasal fueron benéficos en el modelo, por lo
gue se decidié administrar este extracto profilacticamente; para ello, 7 dias antes de

infectar a los animales se les administro aceite esencial a la dosis descrita
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anteriormente mediante via intranasal como via nebulizada; después de la infeccion

se les aplico lo misma evaluacion que a los grupos anteriores.
8.4.1 Evaluacion histopatolégica

Para realizar esta evaluacion, el tejido pulmonar fue fijado en formaldehido/buffer
10%, posteriormente deshidratado con lavados de etanol al 70, 90 y 100%, aclarado
en xileno e infiltrado en parafina a 60°C. Se realizaron cortes de 3 um de espesor en
micrétomo rotatorio (American Optical 820) y se montaron sobre los portaobjetos
tratados con gelatina. Los tejidos se tifieron con hematoxilina y eosina;
posteriormente se desparafinaron con xileno, se hidrataron con etanol en
graduaciones decrecientes, hasta agua destilada®. Posteriormente se tifieron con
hematoxilina de Harris por 2 minutos, se diferenciaron con alcohol acido al 1% y
solucion amoniacal, se contrastaron con eosina-floxina por 30 segundos y se
deshidrataron con etanol a graduacion creciente; se aclararon con xileno y

finalmente, se cubrieron utilizando DPX.
8.4.2 Inmunodeteccion de NF-kB.

Los cortes se fijaron en paraformaldehido al 4%/PBS, pH 7.4 a 4°C hasta su uso.
Se impregnaron en sacarosa al 10%/PBS toda la noche, este procedimiento funciona
como crioprotector. Los cortes se realizaron en criostato (Leica CM30505), de 5 um
de espesor, se montaron en portaobjetos gelatinizados, y se conservaron en

congelacion a -20°C.

Los criocortes fueron rehidratados con PBS frio pH 7.4 por 10 min, se realiz6 un
pretratamiento para eliminaciéon de RNA citoplasmico con cloruro de amonio 5mM por
10 minutos y HCI 1M por 2 h a temperatura ambiente. A continuacion, las muestras
se permeabilizaron con PBS triton X-100 al 0.2% y se bloquearon con albumina
bovina libre de 1gG al 0.2% por 20 min para eliminar el marcaje inespecifico. Se
incubaron con 50 pL del anticuerpo primario (anti NF-kB) a una dilucion 1:50 en PBS-
T, durante una hora y media, en una camara humeda a temperatura ambiente.

Posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario a una dilucién 1:60 en
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PBS-T durante dos horas a temperatura ambiente, en cdmara humeda y protegidos
de la luz. Después se realizé la contratincion con yoduro de propidio (2.5 pg/uL) por 5
min; finalmente se montaron con medio Vectashield y se sellaron con barniz de ufias.

Los cortes se conservaron a 4°C hasta su observacién microscopica.

El andlisis de las muestras se realiz6 con el microscopio confocal de barrido laser
(ISM 710, Carl Zeiss, Alemania; del Centro de Nanociencias y Micro y
Nanotecnologias del Instituto Politécnico Nacional). Las adquisicion de las imagenes
se hicieron en las siguientes condiciones: Modo Best Signal, Modo de escaneo Plane
(2D), objetivo Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27, Promedio de imagen 1,
Pinhole de 48 um, lasers Track 1 488nm al 3% de poder y el Track 2 514nm al 2%
de poder y filtros 493-523nm.

Andlisis quimico de aceite esencial: para la identificacion de los componentes del
aceite esencial de la formulacién fitofarmacéutica se utilizd 1 mL del aceite obtenido y
se diluy6é en 49 mL de diclorometano para su posterior inyeccion en el cromatografo
de gases marca Hewlett Packard (Palo Alto, California, E.U.) serie II, 5890 acoplado
a un espectrometro de masas de flujo de electrones modelo 5972 de la misma
marca. Se utilizé una columna capilar HP-FFAP (Free Fatty Acid Phase) # 19091F-
112 de 25 mm de longitud y espesor de pelicula de 0.52 mm, polar y con intervalo de
temperatura de 60-240 °C, el radio de fase de la columna fue de 150:0.32 mm.
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9. RESULTADOS

9.1 Obtencion y caracterizacion fitoquimica de la formulacion
9.1.1 Extractos de aceite esencial, hexanico, de acetato de etilo y acuoso.

Se obtuvieron el aceite esencial, los extractos de hexano, de acetato de etilo y
acuoso de la formulacion fitofarmacologica. El rendimiento obtenido fue de 0.031%,
1.17%, 17.47% y 8.558% respectivamente (tabla 10).

Tabla 12. Rendimiento de los diferentes extractos

Extracto Peso de material vegetal Extracto obtenido Rendimiento
Aceite esencial 33.58 kg 10.5 mL 0.031%
Hexanico 69.125 g 0.81g 1.17%
De Acetato de etilo 69.125 g 12.08 g 17.47%
Acuoso 220.250 g 18.83 g 8.558%

Con respecto al aceite esencial, se pesé un mL de aceite puro en la balanza analitica
para calcular la densidad de éste y poder dosificarlo en los animales. Se obtuvo una
densidad de 0.8753g/mL a 27°C.

9.2 Produccién viral

Una vez recuperado el sobrenadante del cultivo celular infectado con virus de
influenza A, el virus se titul6 mediante el método de Spearman & Karber

obteniéndose los datos mostrados en la tabla 11.
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Tabla 13. Datos de titulacion viral

1 8/8 1
2 8/8 1
3 8/8 1
4 8/8 1
5 5/8 0.6
6 3/8 0.3
7 1/8 0.1
8 0/8 0
9 0/8 0
10 0/8 0
11 0/8 0

* EPC: efecto citopatico.

Posteriormente se realizé la suma de las proporciones (s), que en este caso fue de 5

y se sustituyo en la siguiente formula:
TCIDSO: L-d*(S-0.5)

En donde Tcipso €S la concentracion infectiva al 50% de cultivos celulares, L es el
logaritmo negativo de la dilucion mas baja, d es el logaritmo del factor de la dilucion

gue en este caso es de 1:1000 y s es la suma de la proporcion de pozos positivos.
Teioso= log 1000 — log 2 * (5-0.5) = 10* particulas virales infectivas.
9.3 Estandarizacion del modelo murino de Influenza

Los animales sometidos a la infeccion por el virus de influenza se anestesiaron
con 50/5 mg/kg de Ketamina/Xilacina en 100 mL de agua inyectable, para lo cual
fueron pesados para calcular la cantidad de la anestesia. Mientras estaban bajo el
efecto de la anestesia se observd erizamiento del pelo en la region cervical. Cada
animal fue infectado con 66 uL del virus con titulo de 1x10 ° (33uL en cada narina),
administrando lentamente para evitar interrupcion del flujo aéreo a las vias
respiratorias. Por seguridad biolégica, los animales fueron manipulados en una
campana de flujo laminar previamente limpia y estabilizada: Una vez que fueron

infectados, se mantuvieron bajo la luz de un foco incandescente de 50 watts para
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evitar la pérdida de calor. Cada uno de los animales fueron pesados y calificados con

la escala de Menéndez®!. Los datos obtenidos se encuentran desglosados en las

tablas 12 y 13; en donde se observa que en promedio los animales tienen una

ganancia de peso del 1.27% y no mostraron cambios clinicos. Al 4° dia postinfeccion

se realizo el sacrifico de estos animales con la finalidad de extraer los pulmones. El

analisis histopatolégico del tejido de los animales correspondientes al primer pase

(figura 11, B) mostré una estructura similar a la normal (Figura 11, A), es decir, con

paredes alveolares integras y delgadas, sin presencia de células inflamatorias. Otra

parte de los pulmones se homogenizé con el fin de realizar el 2° pase en un nuevo

grupo de animales.

Tabla 14. Peso de los animales en gramos del primer pase.

Raton
1

a b~ WD

6
Promedio
SD

Tabla 15. Puntaje clinico para infeccion de influenza otorgado a los animales del primer pase.

Ratén
1

o g A WDN

Oh
18.69
13.13
17.22
15.78
19.36
18.58
17.13

2.34

Oh

Rl R R R R R

24 h
17.71
12.76
15.99
15.86
18.83
17.86
16.50
2.16

24 h

PR R R R R, B

72 h
19.49
13.83
16.27
15.93
19.16
18.24
17.15
2.19

72 h

R R R R R R, DN
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Los datos del peso y el puntaje clinico de los animales del segundo pase se
desglosan en las tablas 14 y 15; en donde se observa que en promedio el grupo
experimental disminuy6 su peso corporal en un 16.51 % y mostraron signos clinicos
de enfermedad a las 24 h; como leve erizamiento del pelo en la zona cervical. A las
72 h se observd que el erizamiento del pelo se extendid a la totalidad del cuerpo,
pero sin otros cambios clinicos; éste erizamiento se mantuvo hasta las 96 h. Las
secciones histolégicas del parénquima pulmonar mostraron un patron intersticial
caracterizado por engrosamiento de las paredes alveolares a expensas de infiltrado
inflamatorio crénico de predominio linfocitario, ademas de ruptura de algunas
paredes alveolares y confluencia de los espacios aéreos (Figura 11, C).
Comparativamente el parénquima pulmonar de los controles presenta arquitectura

acinar conservada.

Figura 11. Valoracion histolégica de cortes pulmonares (Ti
B. Pulmon primer pase; C. Pulmén segundo pase; D. Pulmon tercer pase.

Tabla 16. Peso de los animales en gramos del segundo pase

Raton Oh 24 h 48 h 72 h 96 h

1 16.78 17.25 16.78 16.31 16.15
2 18.67 17.77 16.42 15.06 14.03
3 18.27 18.64 16.84 15.03 13.88
4 17.58 16.97 17.00 16.42 15.57
5 17.83 16.40 16.50 15.98 14.68
6 19.57 18.59 18.54 17.94 15.57
Promedio 18.12 17.60 17.01 16.12 14.98
SD 0.93 0.86 1.01 1.13 0.92
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Tabla 17. Puntaje clinico para infeccion de influenza otorgado a los animales del segundo pase

Raton

O g B~ W NP

Oh

N S S S

24 h

2
2
2
2
2
2

48 h

2
2
2
2
2
2

72 h
2/3
2/3
2/3
2/3
2/3
2/3

96 h
2/3
2/3
2/3
2/3
2/3
2/3

A un tercer grupo se les aplic6 el homogenizado pulmonar de los animales del 2°

pase, con la misma técnica de anestesia e infeccion. Estos animales disminuyeron

en promedio 21.35% de su masa corporal y a las 72 h mostraron erizamiento de todo

el cuerpo asi como letargo pronunciado; la respiracion se observé agitada pero sin

rastros de insuficiencia respiratoria, por lo que su puntaje a este tiempo fue de 3 de

acuerdo a la escala de Menéndez y cols (2009). Las secciones correspondientes al

tercer pase mostraron distorsion de la arquitectura normal con engrosamiento

importante del

neumocitos y fibroplasia con disminucion de los espacios aéreos (Figura 11, D).

intersticio por abundante

Tabla 18. Peso de los animales en gramos del tercer pase

Raton
1
2
3
4
5
6

Promedio

SD

Oh
20.15
16.51
18.50
18.46
19.41
15.22
18.04
1.73

24 h

19.05
16.42
17.37
18.65
19.51
14.90
17.65
2.27

72 h

15.46
13.30
14.15
17.92
15.74
12.74
14.89
1.96

96 h

14.47
12.78
13.52
17.21
13.61
11.05
13.77
2.04

inflamacion cronica, hiperplasia de
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Tabla 19. Puntaje clinico para infeccion de influenza otorgado a los animales del tercer pase

Raton h 24 h 72 h 96 h

o g N wl N R
R R R R Rk RO
NN NN NN
W W W w w w
w W w w w w

Para demostrar que la disminucion de la masa corporal tuvo diferencia
estadisticamente significativa, y aceptar esta técnica como adecuada para establecer
nuestro modelo animal, se analizaron los datos con el paquete estadistico GraphPad
Prism en una prueba de ANOVA de una via y un test de comparacion multiple de
Tukey, en donde se demuestra una diferencia entre los animales control y los
animales del segundo y tercer pase; asi como el primer pase con el segundo y tercer
pase, con una p< 0.05. Individualmente, los animales del grupo control y los del
primer pase no tienen diferencia estadisticamente significativa en el cambio de sus
pesos al inicio y al final, mientras que los del segundo y tercer pase si mostraron esta
diferencia. En la figura 12 se encuentra graficado, el cambio neto de los pesos de los
animales correspondientes a los diferentes grupos, en donde se observa que los
animales del segundo y tercer grupo presentaron una disminucion de peso mayor
gue los del primer pase, los cuales se comportaron de manera similar a los animales

control.
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Figura 12. Cambio ponderal de los animales en el establecimiento del modelo de infeccion por influenza A.
Azules: primer pase, rojos: segundo pase, verdes: tercer pase, morados: controles

Para obtener un “stock” suficiente de virus adaptado a los pulmones murinos, se
infectaron 6 animales con el virus obtenido en cultivo de células MDCK, los cuales se
sacrificaron a los 4 dias postinfeccion, se realiz6 un homogenizado de pulmén y con
€l se inocularon a 14 animales mas que correspondieron al 2° pase; éstos se
sacrificaron al 5° dia y se volvié a preparar homogenizado pulmonar para inocular a
24 animales mas, de los cuales al 5° dia se obtuvo el “stock” del virus altamente

infectivo para utilizar en los experimentos de evaluacion del fitofarmaco.
9.4 Evaluacion del efecto del fitofarmaco

Una vez gque se obtuvo una cantidad viral suficiente para los ensayos, se inicid
la evaluacién experimental del efecto del fitofarmaco con un grupo de 30 ratones, con
un rango de peso entre 14.92 y 20.19 g, después de 5 dias de adaptacion, se calculo
la dosis de anestesia para cada uno de ellos, y posterior a esta aplicacion se inoculo
el virus por via intranasal como se describié anteriormente; 24 horas posinfeccion los
animales se pesaron nuevamente y se calculé la cantidad de extracto para dosificar
100 mg/kg/dia a cada animal, de acuerdo al grupo perteneciente mostrado en la

figura 13.
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B Aceite esencial via IP
M Aceite esencial via IN
M Hexanico via IP

B Acetato de etilo

H DMSO via IP

m Controles

Figura 13. Distribucidn del primer grupo infectado con tratamiento

Cada animal se pesé y se calificd diariamente segun la escala de signos clinicos®.
Con los datos obtenidos se realiz6 una prueba de hipo6tesis mediante t-Student para
observaciones pareadas con la finalidad de probar si existe alguna diferencia en la
media de los pesos de los ratones al iniciar y al finalizar el tratamiento. Se consideré
una p<0.05 y un nivel de confianza de 95%. Los resultados obtenidos se muestran en
la tabla 18, observandose que en los seis grupos existe una diferencia significativa.
Cabe mencionar que se tomaron Unicamente los datos de la 0 h a las 72 h, con la
finalidad que los diferentes grupos se encontraran en las mismas condiciones de

tiempo y tamafio de muestra.
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Tabla 20. Diferencia del peso de los ratones al inicio y al final del tratamiento con diferentes extractos de la
formulacion fitofarmacéutica via intraperitoneal.

Aceite esencial 0.0001 Si hay diferencia

100 mg/kg en DMSO
Hexano 0.0026 Si hay diferencia

100 mg/kg en DMSO
Acetato de Etilo 0.0069 Si hay diferencia

100 mg/kg en DMSO
Aceite Esencial 0.0007 Si hay diferencia

1 mg via INTRANASAL
Vehiculo 0.0003 Si hay diferencia
DMSO
Control 0.0003 Si hay diferencia
Infectados sin ningun tratamiento

Control negativo 0.8763 No hay diferencia

*Valores obtenidos en la prueba t-Student para muestras pareadas al 95% de confianza.

Posteriormente, se realizO una prueba de hipétesis mediante t-Student para
comparar la diferencia de medias finales en los pesos de los ratones entre los
diferentes extractos de la formulacion fito farmacéutica por via intraperitoneal. De
acuerdo a la tabla 19, se observa que no hay diferencia entre éstos, considerando un

nivel de confianza de 95% y una p<0.05.

Tabla 21. Diferencia en las medias finales de los pesos de los animales tratados con los diferentes extractos de la
formulacién fitofarmacéutica, via intraperitoneal.

Aceite esencial 0.9843 No hay diferencia
100 mg/kg en DMSO
VS
Hexano
100 mg/kg en DMSO
Aceite esencial 0.7369 No hay diferencia
100 mg/kg en DMSO
VS
Acetato de Etilo
100 mg/kg en DMSO
Aceite esencial 0.2122 No hay diferencia
100 mg/kg en DMSO
VS
Aceite esencial
1 mg via INTRANASAL
Aceite esencial 0.0861 No hay diferencia
100 mg/kg en DMSO
VS
Vehiculo
DMSO
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Tabla 19. Continuacion.

Aceite esencial
100 mg/kg en DMSO
Vs
Control
Infectados sin ningln tratamiento
Hexano
100 mg/kg en DMSO
VS
Acetato de Etilo
100 mg/kg en DMSO

Hexano
100 mg/kg en DMSO
Vs
Aceite esencial
1 mg via INTRANASAL
Hexano
100 mg/kg en DMSO
Vs
Vehiculo
DMSO
Hexano
100 mg/kg en DMSO
VS
Control
Infectados sin ningln tratamiento
Acetato de Etilo
100 mg/kg en DMSO
Vs
Aceite esencial
1 mg via INTRANASAL

Acetato de Etilo
100 mg/kg en DMSO
VS
Vehiculo
DMSO

Acetato de Etilo
100 mg/kg en DMSO
VS
Control
Infectados sin ningln tratamiento

Aceite esencial
1 mg via INTRANASAL
VS
Vehiculo
DMSO

Aceite esencial
1 mg via INTRANASAL
VS
Control
Infectados sin ningln tratamiento

Vehiculo
DMSO
VS

Control Infectados sin ningun tratamiento

Control negativo
Vs
Todas las demas condiciones

0.3986

0.8190

0.5923

0.3440

0.5927

0.7675

0.4698

0.7651

0.4844

0.9779

0.6303

0.0000

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

Si hay diferencia

*Valores obtenidos en la prueba t-Student para la diferencia de medias al 95% de confianza.
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Posteriormente, se analizaron los cortes histopatol6gicos observando que en los
animales tratados con los diferentes extractos, no hubo diferencia con los animales
infectados sin tratamiento (controles); por lo que se decidié probar los extractos por
una via diferente; en el caso del aceite esencial se cambio la dosis, en esta ocasion
nos basamos en la recomendacion de la OMS de 0.05 g/dia de aceite esencial de
canela via oral en un adulto promedio (70 kg); que corresponde 7.14 x 10™ g/kg
humano/dia; para adaptarlo al metabolismo de los ratones (Mus musculus) se le
administré diez veces mas la dosis adecuandolo al peso del animal®, y de acuerdo a
la densidad del aceite, la posologia del aceite fue de 8.15 x 10 ul de aceite/g ratén/
dia. Se observaron diariamente y se les otorgd la puntuaciéon de la escala de
Menéndez y cols (2009). Como en el caso anterior, a los datos obtenidos se les
aplicé el mismo modelo estadistico, obteniendo los resultados mostrados en la tabla
20; en donde se observa que en los seis grupos, independientemente del extracto
administrado, existe una diferencia estadisticamente significativa entre los pesos
iniciales y finales de los ratones con el 95% de confianza y una p<0.005, lo que
sugiere que la infeccién prosiguié su evolucion como en los animales no tratados. Se
precisa mencionar que se tomaron los datos Unicamente hasta las 120 h con la

finalidad de uniformizar las condiciones para los diferentes extractos.

Tabla 22. Diferencia del peso de los animales al inicio y al final del tratamiento con diferentes extractos de la
formulacion fitofarmacéutica, via oral.

o
Aceite esencial Peso de los ratones al inicio 95% 0.05 0.0000 Existe diferencia
8.15x10° ml/g en Vs
tween al 5% Peso de los ratones al final
Hexano Peso de los ratones al inicio 95% 0.05 0.0000 Existe diferencia
100 mg/kg en tween Vs
80 al 5% Peso de los ratones al final
Acetato de Etilo Peso de los ratones al inicio 95% 0.05 0.0000 Existe diferencia
100 mg/kg en tween VS
80 al 10% Peso de los ratones al final
Agua Peso de los ratones al inicio 95% 0.05 0.0000 Existe diferencia
100 mg/kg en sol. VS
Salina Peso de los ratones al final
Vehiculo Peso de los ratones al inicio 95% 0.05 0.0000 Existe diferencia
tween al 5% VS
Peso de los ratones al final
Control Peso de los ratones al inicio 95% 0.05 0.0079 Existe diferencia
Infectados sin ningan Vs
tratamiento Peso de los ratones al final

*Resultados obtenidos en la prueba t-Student para muestras pareadas al 95% de confianza
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Como en el ensayo anterior, también se compararon las medias de los pesos finales
entre cada uno de los grupos con los diferentes tratamientos, de lo cual se observo
gue no hubo diferencia estadisticamente significativa; lo que sugiere que ninguno de

los extractos influyd en la evolucion de la patologia estudiada (tabla 21).

Tabla 23. Diferencia en las medias finales de los pesos de los animales tratados con los diferentes extractos de la
formulacion fitofarmacéutica, via intraperitoneal,.

a

Aceite esencial 95% 0.05 0.5430 No hay diferencia
8.15x10° ml/g en tween al 5%
Hexano
100 mg/kg en tween 80 al 5%

Aceite esencial 95% 0.05 0.4875 No hay diferencia
8.15x10° ml/g en tween al 5%
Vs
Acetato de Etilo
100 mg/kg en tween 80 al 10%

Aceite esencial 95% 0.05 0.1690 No hay diferencia
8.15x10° ml/g en tween al 5%
Vs
Agua
100 mg/kg en sol. Salina
Aceite esencial 95% 0.05 0.6724 No hay diferencia
8.15x10° ml/g en tween al 5%
Vs
Vehiculo
tween al 5%
Aceite esencial 95% 0.05 0.4067 No hay diferencia
8.15x10° ml/g en tween al 5%
Vs
Control
Infectados sin ningun tratamiento
Hexano 95% 0.05 0.9246 No hay diferencia
100 mg/kg en tween 80 al 5%
Vs
Acetato de Etilo
100 mg/kg en tween 80 al 10%
Hexano 95% 0.05 0.5839 No hay diferencia
100 mg/kg en tween 80 al 5%
Vs
Agua
100 mg/kg en sol. Salina
Hexano 95% 0.05 0.7591 No hay diferencia
100 mg/kg en tween 80 al 5%
Vs
Vehiculo
tween al 5%
Hexano 95% 0.05 0.9160 No hay diferencia
100 mg/kg en tween 80 al 5%
Vs
Control
Infectados sin ningun tratamiento
Acetato de Etilo 95% 0.05 0.4106 No hay diferencia
100 mg/kg en tween 80 al 10%
Vs
Agua
100 mg/kg en sol. Salina
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Tabla 21. Continuacion.

Acetato de Etilo
100 mg/kg en tween 80 al 10%
Vs
Vehiculo
tween al 5%

Acetato de Etilo
100 mg/kg en tween 80 al 10%
Vs
Control
Infectados sin ningdn tratamiento
Agua
100 mg/kg en sol. Salina
Vs
Vehiculo
tween al 5%
Agua
100 mg/kg en sol. Salina
Vs
Control
Infectados sin ningln tratamiento

Vehiculo
tween al 5%
Vs
Control
Infectados sin ningln tratamiento
Controles negativos

Vs
Todas las condiciones

95%

95%

95%

95%

95%

95%

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.7697

0.8022

0.2843

0.6207

0.6181

0.0000

* Valores obtenidos en la prueba t-Student para la diferencia de medias al 95% de confianza.

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

No hay diferencia

Existe diferencia

La tabla 22 se muestra la comparacién de las medias finales de los pesos de los

animales administrados como tratamiento o profilaxis via intranasal o mediante

nebulizaciones. Como se puede apreciar, las medias de los pesos finales de los

animales tratados con aceite esencial

intranasal

los animales tratados

profilacticamente con aceite esencial nebulizado; asi como en los animales tratados

con aceite esencial intranasal comparados con los tratados profilacticamente con

aceite esencial via intranasal, muestran diferencias estadisticamente significativas
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Tabla 24. Diferencia en las medias finales de los pesos de los animales administrados con los diferentes extractos como
tratamiento o profilaxis via intranasal o mediante nebulizaciones.

Tween 80 vapor profilactico 0.4395 No hay diferencia
Vs
Aceite vapor profilactico
Profilactico tween 80 neb. 0.7211 No hay diferencia
Vs
Profilactico tween 80 IN
Profilactico tween 80 neb. 0.2333 No hay diferencia
Vs
Profilactico aceite IN
Profilactico tween 80 neb. 0.0993 No hay diferencia
S
Infectados sin tratamiento
Profilactico tween 80 neb. 0.1688 No hay diferencia
Vs
Tratados con Tween 80 IN
Profilactico tween 80 neb. 0.3912 No hay diferencia
Vs
Tratados con tween 80 neb.
Profilactico tween 80 neb. 0.0524 No hay diferencia
Vs
Infectados, aceite neb.
Profilactico tween 80 neb. 0.5296 No hay diferencia
Vs
Tratados con antiviral
Profilactico aceite neb. 0.9239 No hay diferencia
Vs
Profilactico tween 80 IN
Profilactico aceite neb. 0.4942 No hay diferencia
Vs
Profilactico aceite IN
Profilactico aceite neb. 0.1374 No hay diferencia
Vs
Infectados sin tratamiento
Profilactico aceite neb. 0.3068 No hay diferencia
Vs
tratados con tween 80 IN
Profilactico aceite neb. 0.0048 Si hay diferencia
Vs
Tratados con aceite IN
Profilactico aceite neb. 0.9682 No hay diferencia
Vs
Infectados, tween 80 neb.
Profilactico aceite neb. 0.0459 No hay diferencia
VS
Infectados, aceite neb.

Profilactico aceite neb. 0.7358 No hay diferencia
Vs
Tratados con antiviral
Profilactico tween 80 IN 0.7155 No hay diferencia
Vs
Profilactico aceite IN
Profilactico tween 80 IN 0.4976 No hay diferencia
Vs
Infectados sin tratamiento
Profilactico tween 80 IN 0.6468 No hay diferencia
Vs
Tratados con tween 80 IN
Profilactico tween 80 IN 0.2000 No hay diferencia
S
Tratados con aceite IN
Profilactico tween 80 IN 0.9108
S
Tratados con tween 80 neb.

No se rechaza H 0



Tabla 22. Continuacion.

Profilactico tween 80 IN 0.3721
Vs
Infectados, aceite neb.
Profilactico tween 80 IN 0.9811
Vs
Tratados con antiviral
Profilactico aceite IN 0.3600
Vs
Infectados sin tratamiento
Profilactico aceite IN 0.7763
Vs
Tratados con tween 80 IN
Profilactico aceite IN 0.0099
Vs
Tratados con aceite IN
Profilactico aceite IN 0.4062
Vs
Tratados con tween 80 neb.
Profilactico aceite IN 0.1230
Vs
Tratados con aceite neb.
Profilactico aceite IN 0.2485
Vs
Tratados con antiviral

No se rechaza H 0
No se rechaza H 0
No se rechaza H 0
No se rechaza H 0
Se rechaza H 0

No se rechaza H 0
No se rechaza H 0

No se rechaza H 0

* Resultados obtenidos en la prueba t-Student para la diferencia de medias al 95% de confianza.

Al finalizar el ensayo, se sacrificaron los animales y se obtuvieron las muestras
correspondientes para analizarlas mediante histopatologia, observandose lo
siguiente: En la figura 14, A, se aprecia la microfotografia de la histologia de un
pulmoén normal, mostrando alvéolos con paredes delgadas e integras formadas por
neumocitos tipos | y Il, no se presentaron datos de inflamacion ni de dafio alveolar.
En la microfotografia 14,B se muestra un pulmén de un animal infectado sin
tratamiento (control positivo), observandose que la estructura que forman los
alvéolos esta substituida por tejido inflamatorio en mas del 80% de su extension;
guedando alvéolos confluentes con paredes engrosadas y células inflamatorias. La
figura 14, C corresponde a la microfotografia del corte de un pulmén infectado y
tratado con el Tamifld, en donde se observd un tejido con caracteristicas
histopatolégicas muy similares a los animales sin tratamiento, con inflamacion y
destruccién alveolar entre el 90 y 95% de su extensiéon. La muestra del panel D que
corresponde a los animales tratados con el vehiculo administrado en nebulizaciones
(Tween 80 al 5%), en la cual se observa el 50% del parénquima afectado, el tejido
inflamatorio se dispone alrededor de los bronquiolos y vasos sanguineos; algunos

alvéolos se encuentran confluentes (parte superior derecha), con paredes gruesas y
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hay presencia de células inflamatorias. La figura 14, E muestra la microfotografia del
pulmén de un animal tratado con el aceite administrado mediante nebulizaciones;
entre el 50 y el 60% de los alvéolos estan destruidos, y muchos de ellos estan
confluentes. La figura 14,F corresponde a la microfotografia de los pulmones de los
animales tratados con Tween 80 al 5%, en ellos se aprecia entre el 70 y el 80% de
los alvéolos conservados, la mayor parte de ellos hacia la parte izquierda del corte; al
centro se encuentran alvéolos confluentes, con paredes gruesas y hacia el limite
derecho de la preparacion se observa gran cantidad de tejido inflamatorio y
destruccion de los alvéolos. En el tejido de los animales tratados con aceite esencial
via intranasal (Figura 14, G); el 70% de los alvéolos estan conservados pero
confluyen entre ellos y existe una gran cantidad de tejido inflamatorio. Mientras que
en los animales a los cuales se les administré el aceite por medio de nebulizaciones
o0 via intranasal profilacticamente (Figura 14, H e | respectivamente); se observa en el
tejido pulmonar el 80% y el 90% de los alvéolos conservados, sus paredes son
delgadas y con minimas células inflamatorias (luecocitos o linfocitos); y

encontrandose entre el 90 y el 100% de los alvéolos respetados.
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En base a la diferencia en la histologia observada en el Gltimo ensayo, realizamos un
experimento en donde los animales no fueron infectados para investigar si el aceite
por si mismo generaba algun estado que exacerbara el dafio pulmonar y no
permitiera que se presentara la recuperacion del parénquima; al igual que en los
demas ensayos, los datos de peso corporal se sometieron a un analisis estadistico
mediante una t-Student, el cual nos reportdé que no habia diferencia estadisticamente
significativa entre el peso inicial de los animales y su peso final. En cuanto a la
histopatologia, no se observaron diferencias entre los animales tratados con aceite

esencial y los animales normales (Figura 15).

Figura 15. Histologia pulmonar de animales no infectados. A. pulmén tratado con extracto acuoso via oral, B.
pulmdn tratado con aceite esencial nebulizado, C. pulmdn tratado con aceite esencial intranasal.

Con el objetivo de definir la via por la cual el proceso inflamatorio disminuye en los
animales tratados con el aceite esencial, se evalué por inmunohistoquimica la
inmunoreactividad de NF-kB. En los pulmones de los animales sin infectar y sin
tratamiento con el fitofarmaco, la inmunoreactividad de NF-kB se distribuy6é en menos
del 5% de las células epiteliales, con localizacion citoplasmica, sin marcaje nuclear
(Figura 16, B). En el panel C, que corresponde a una imagen representativa de un
animal infectado sin tratamiento, la inmunodeteccion de NF-kB se observé en un 90-
100% de las células epiteliales en el citoplasma. En el panel D se muestra el corte
histolégico del pulmén de un animal infectado y tratado con aceite esencial via
intranasal. Las células epiteliales se encontraron distribuidas como en los pulmones
de animales sanos, formando espacios alveolares. De manera interesante el NF-kB
se observd solamente en un 5-10% del corte histologico principalmente a nivel
citoplasmico; estudios preliminares complementarios mostraron una colocalizacion
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parcial de la fluorescencia de NF-kB en zonas cercanas a algunos de los ndcleos
celulares. Por ultimo, en el panel E se muestra el corte pulmonar de un ratén
infectado, tratado profilacticamente con aceite esencial via intranasal, observandose
una disposicion del epitelio pulmonar similar a los animales sin infectar, la
inmunorreactividad de NF-kB se apreci6 en menos del 5% de la muestra,

localizandose en el citoplasma.
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‘

Figura 16. Inmunohistoquimicas. A. Pulmén normal; B. Pulmén infectado; C. Pulmén
infectado y tratado con aceite IN; D. Pulmon infectado y tratado profilacticamente con
aceite IN.

60



Debido a que el aceite esencial mostro tener el efecto benéfico, se procedié a

realizar su caracterizacion quimica mediante el analisis por GC-MS. En la tabla 23 se

muestran los componentes presentes, con una pureza mayor o igual al 50%, en

donde se observa en la primera columna el tiempo de retencion, en la segunda

abundancia expresada en porcentaje, en la tercera el porcentaje de pureza y en la

altima el o los sindnimos de cada compuesto identificado, mediante el uso del

software de analisis AMDIS 32. En resumen pudimos identificar como componentes

mayoritarios, el mentol (30.56%), el cinnamaldehido (5%), el linalool (4.8%), el acido

acético (4.7), el cariofileno (3.8%) y el isolimonelo (0.8%) los cuales suman 49,66%

del total y, cuyas estructuras quimicas se observan en los picos correspondientes a

cada uno de ellos en el cromatograma de la figura 17.

Tabla 25. Componentes del aceite esencial identificados por GC-MS

Compuesto

Butanoic acid, 2-methyl-,
ethyl ester

Butanoic acid, 2-methyl-,
ethyl ester

Hexanal
3-methylene-1,6-
heptadiene
1-butanol,3-methyl-
,acetate

a-phellandrene
B-phellandrene

2-hexenal

hexanoic acid, ethyl ester
2-buten-1-ol,3-methyl-,
acetate

2-buten-1-ol,3-methyl-,
acetate

benzene, 1-methyl-3-(1-
methylethyl)
3-hexenoic acid, ethyl
ester

Sinénimo(s) Tiempo de
retencion
Ethyl a- 3.32
methylbutyrate
3.599
Caproic aldehyde 3.886
3-methylene-,6 4,235
hexadiene
Isopentyl alcohol, 4.748
acetate
p-menthadiene 5.699
Cyclohexene, 3- 7.018
methylene-6
leaf aldehyde 7.53
ethyl caproate 8.077
prenyl acetate; 3- 8.673
methyl-2-buten-1-ol,
acetate; 3,3-
dimethylallyl acetate
8.83
m-cymene 9.209
ethyl 3-hexenoate 10.722

Abundancia
(%)

0.098902
0.035723

0.266888
0.060544

0.164828

0.43789353
3.61944928

0.08648216
0.71618155
1.85716357

0.20450536
0.99064163

0.29038297

Pureza

81%

71%

84%
50%

85%

85%
69%

77%
73%
83%

73%

85-
96%
86-
90%

Peso
molecular

(g/mol)
130
130

100
108

130

136
136

98
144
128

128
134

142
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Tabla 23. Continuacion.

propanoic acid, 2-penten-
1-yl ester

2-buten-1-ol, 2 methyl
2-heptanone, 6-methyl-5-
methylene

1-pentanol, 4-methyl
3-hexen-1-ol

benzene, 1-propenyl-, e
1-hepten-3-ol
benzaldehyde

linalool

caryophyllene

menthol

caryophyllene
a-terpineol

acetic acyd, phenylmethyl
ester

naphtalene 1,2,43,5,8,8a
hexahydro 4,7 dimethyl 1
naphtalene 1,2,43,5,8,8a
hexahydro 4,7 dimethyl 1
patchoulene

acetic acid, 2-phenylethyl
ester

naphtalene 1,2,3,4-
tetrahydro-1,6 dimethyl 4
cyclohexane, (3-ethoxy-1-
propenyl)
benzenepropanoic acid,
ethyl ester
cadala-1(10),3,8-triene
phenylethyl alcohol
phenyl-1-propanol,
acetate

butanoic acid, 3 methyl-,
2-phenylethyl ester
butanoic acid, 3 methyl-,
2-phenylethyl ester
cinnamaldehyde

guaiol
2-propen-1-ol,3-phenyl-
,acetate

2-naphtalenemethanol

thujaketone
isohexanol

3-hexen-1-ol
B-methylstyrene

phenylmethanal

1,6-Octadien-3-0l,3,7-

dimethyl-

b-phenethy acetate

calamenene

ethyl
dihydrocinnamate

Benzene etanol
benzenepropyl
acetate

isovaleric acid,
phenethyl ester

champaca camphor
acetic acid cinnamyl
ester; acetic acid
cinnamyl ester
eudesmol

11.073

11.301
11.893

12.48
13.697
14.474
16.441
19.366
20.629

22.065
24.048
24.378
25.151
26.067

26.254

26.776

27.81
28.297

28.459

29.169

29.788

30.368
30.668
31.155

31.781

32.172

33.419
33.968
35.183

35.282

0.58128521

0.77864667
0.12079736

0.1901424
0.07488521
0.59779492
0.07308753
0.69873915
3.89657431

3.84796076
30.5659584
3.37812634
0.60502037
2.46538466

1.01664711

3.96058607

0.45692052
4.67301999

0.9639139

0.00754474

1.49426499

0.56330439
0.04298109
0.18487968

0.2860276

0.0535427

4.99655588
0.66994887
1.32158965

0.7166331

75%

87%
70%

87%
74%
91%
75%
91%
89%

85%
90%
81%
100%
94%

89%

76%
93%

84%

94%

100%

85%

91%

88%

86%

91%

92%

92%
92%

82%

142

86
140

102
100
118
114
106
154

204
156
204
154
150

204

204

206
164

202

168

178

202
122
178

206
206
132

222
176

222
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Tabla 23. Continuacion.

phenol, 2-methoxy-4-(1-

propenyl)

1-naphthalenol
5-azulenemethanol
2-naphtalenemethanol
2-naphtalenemethanol

Total

ABUNDANCIA
RELATIVA

PPM
850000

500000
450000
200000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
SO000

TIEMPO
[minuos]

0

5.00

b,

10.00

isoeugenol

s-cadinol
Bulnesol
a-eudesmol
B-eudesmol

lsolimonele -

Cc:rioﬁ!enc

o

Wi
I
l

.,

20.00

25.00

35.396

35.532
35.904
36.052
36.175

“‘; Mentol

DY
OH
Ac. acélico

0.57662296

0.17758456
0.28533158

0.4811659
0.50675511

89%

85%
82%
85%
91%

-
-

Cinnamaldehido

Figura 17. Cromatograma del aceite esencial de la formulacién fitofarmacéutica

164

144
222
222
222
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10.DISCUSION

La influenza es una enfermedad respiratoria aguda, generalmente autolimitada,
pero dada su fisiopatologia puede complicarse hasta llevar al paciente a la muerte’.
Esta enfermedad puede afectar a un importante nimero de personas de todos los
grupos etarios durante la aparicion de epidemias; frecuentemente requiere atencion
meédica y la hospitalizacion, contribuyendo sustancialmente a pérdidas econdémicas,
exceso en el nimero de hospitalizaciones y muertes®. Su propagacion, debido a las
caracteristicas del virus, es muy rapida hasta el punto de provocar pandemias.
Debido a que el virus sufre constantes mutaciones afio tras afio, han aparecido
resistencias a los antivirales, por lo que se requiere de la investigacion de nuevos
farmacos’>; los ratones han resultado ser buenos biomodelos para estudiar el virus
de la Influenza HIN1, H2N2 y H3N3 de humanos, ya que la patologia observada en
sus pulmones, cuando son infectados, es muy similar a la encontrada en humanos®.
Sin embargo, durante el proceso infectivo, el virus debe adaptarse previamente para
infectar y proliferar en una especie diferente debido a las diferencias en los
receptores celulares que emplea el virus. Nuestro modelo, después de tres pases,
mostré una infeccion adecuada y reproducible, o que se confirmé al observar el
deterioro gradual en el estado de salud de los animales valorado con la escala
propuesta de signos clinicos y la disminucion del peso, efectos que se acentuaron a
la medida que aumenté el nimero de pases seriados del virus. Muy probablemente
esto podria estar originado por la adaptacién del virus al tejido pulmonar del roedor y
por el aumento en la infectividad de la muestra viral, lo cual habla a favor de la
aparicion de la sintomatologia clinica descrita por otros autores®. En nuestro trabajo
el promedio de la variacion en el peso corporal de los animales entre el primer pase y
el 2° fue de 2.97 g y entre el primer pase y el tercero de 3.6 g similar a lo reportado
por otros autores que manifiestan una variacion entre los 2 y 3 g, sugiriendo que la
pérdida de peso corporal es un indicador crucial de las alteraciones en el desarrollo
normal de los animales infectados con el virus de influenza®. En la literatura, la
histopatologia de la neumonia primaria provocada por la influenza en humanos

describe una congestion vascular intensa, la dilatacion y el engrosamiento del
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tabique alveolar. Al interior de los alvéolos también se describe la presencia de
neutrofilos, escasos macréfagos alveolares y eritrocitos; presentdndose la pared de
los alvéolos revestida por membranas eosinofilicas gruesas y hialinas®*. En este
trabajo observamos en los cortes de los animales infectados caracteristicas
histopatolégicas muy semejantes a dicha descripcién, pero con mucho mayor grado
de dafio al parénquima pulmonar; sugiriendo que el virus adaptado al pulmén murino,
es altamente virulento. Otro factor que pudo haber ayudado el desarrollo de un efecto
mas agresivo pudiera estar relacionado con el hecho de que el virus no se purificé y
fue instilado con detritus celulares lo que pudo haber provocado una inflamacién aun
mayor que la que se hubiera presentado sélo con la infeccién viral; sin embargo, en
los animales del primer pase que tampoco se purificd el virus, no se observo esta
inflamacion, por lo que sugerimos que el desarrollo grave de la enfermedad se dio
porque el virus se volvié mas virulento con los pases al tejido pulmonar murino. Esta
destruccion se ve de igual manera importante en los pulmones de los animales
infectados y tratados con un antiviral. Sin embargo, es importante mencionar que aun
y cuando se presentd un proceso neumonico importante por la alta virulencia del
virus del tercer pase, dicho proceso histolégico disminuy6 en aquellos animales que
fueron sometidos a tratamiento con aceite esencial via intranasal y mediante
nebulizaciones. Interesantemente, esta disminucion se potencié en aquellos
animales a los cuales se les administrd profilacticamente el aceite por las mismas
vias. En cuanto a las caracteristicas observadas en los pulmones de los animales a
los cuales se les administré el tratamiento con el Tamifld, podemos hipotetizar que la
cepa utilizada en el presente trabajo pudiera ser resistente a dicho antiviral, por lo
gue los animales no se vieron beneficiados con este farmaco; resistencia que se ha
demostrado en diversos estudios con diferentes cepas de virus de influenza®.

Varios estudios han mostrado que existen diversas vias de sefializacion del
hospedero implicadas en la replicacion viral, una de las mas importantes lo
constituye la via del NF-kB cuya expresion se ha demostrado en fases tempranas de
la infeccion, donde las células producen INF-o/p y otras citocinas proinflamatorias
activadas por este factor de transcripcién''. Se ha observado, que derivado de la

sobreexpresion descontrolada de NF-kB se presenta una inflamacion exacerbada en
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el pulmén de los hospederos. Con el objetivo de definir la via por la cual el proceso
inflamatorio disminuye en los animales tratados con la administracion del aceite
esencial, se evalué mediante inmunohistoquimica la inmunorreactividad de NF-kB.
Los hallazgos del analisis histopatolégico concuerdan con los encontrados por
inmunofluorescencia observando: i) que en los pulmones normales existié una leve
inmunorreactividad de esta molécula, sin ser observado intranuclearmente; ii) que en
los animales infectados sin tratamiento, esta molécula se encuentrd en casi el 100%
de las células epiteliales presentes en el corte, lo que demuestra que la infeccién por
el virus de influenza propicia un aumento dramatico en la expresion del NF-kB. Este
hecho explica el aumento del estado inflamatorio del hospedero. En contraparte, la
inmunorreactividad de NF-kB se encontré disminuida en aquellos tejidos pulmonares
de los animales infectados sometidos al tratamiento con el aceite esencial de la
formulacion fitofarmacéutica, hecho que se observa con mayor grado en los animales
tratados profilacticamente con dicha substancia, lo que nos sugiere que la activacion
de NF-kB por la infeccion viral pudiera estar siendo limitada por algunos de los
componentes del aceite esencial del fitofarmaco. Nuestros datos correlacionan con
otros estudios realizados in vitro, por diferentes grupos, que han demostrado un
efecto antiinflamatorio para algunos de los compuestos detectados en el aceite®™*,
Tomando en consideracibn la valoracion clinica, histopatologica e
inmunohistoquimica, sugerimos que a pesar de que la infeccion inducida en el
modelo desarrolla un estado patolégico exacerbado, se presentdé un beneficio
terapéutico importante del aceite esencial administrado por via intranasal, sin
embargo, consideramos que el efecto terapéutico del farmaco pudiera ser mucho
mas importante en estados menos severos de la enfermedad. Por otra parte, se
puede proponer que al administrar el aceite profilacticamente, obtenemos efectos
inmunoestimulantes y de este modo regula al sistema inmunolégico para evitar la
instalacion viral en el hospedero'® o bien, evitar la tormenta de citocinas que se
presenta en esta infeccion en particular® 2,

En lo que respecta a los resultados de la inmunohistoquimica, la cual se usé para
valorar la inmunorreactividad del NF-kB en los animales infectados y sometidos a los

diferentes tratamientos con el aceite esencial tanto profilacticamente como
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terapeuticmente, observamos que en los animales infectados y tratados con aceite
esencial via intranasal, dicha molécula se aprecia en un porcentaje similar al
observado en aquellos tejidos de los animales no infectados; este hecho se observé
mas evidentemente en aquellos animales que se les administré el aceite esencial
profilacticamente por la misma via; mientras que en los animales control, el
porcentaje de inmunorreactividad de NF-kB estuvo exacerbado; estos resultados los
podemos explicar con los estudios realizados por Kumar y cols, 2008, que
demuestran que la activacion de la via de sefializaciéon de esta molécula esta dada
por la sobre expresion de proteinas virales como la HA, NP y M1 durante la infeccién
del virus de la influenza A™.

En cuanto al analisis cromatografico acoplado a espectrometria de masas del aceite
esencial de la formulacion, encontramos como compuestos mayoritarios el mentol, el
cinnamaldehido, el linalool, el &cido acético, el cariofileno e isolimoneno (Figura 17).
Juegens y cols. (1998); estimularon monocitos de voluntarios humanos con
lipopolisacarido (LPS) observando que el mentol suprimié significativamente la
produccién de LTB, PGE e IL-1p por éstas células®®; resultados similares fueron
observados en un andlisis del efecto del cinamaldehido (CNA) sobre macrofagos
murinos estimulados con LPS o acido lipoteicoico (LTA), en donde el compuesto en
cuestion, administrado a dosis bajas (uM) inhibié la secrecion de IL-18 y FNTa,
ademas se encontré que redujo la liberacibn de especies reactivas de oxigeno
(ROS)®. Kim y cols. (2007), examiné la modulacién molecular del CNA en la
activacion inflamatoria del NF-kB via redox, a través de la reduccion del estrés
oxidativo, observando la inhibicién de esta via por medio de 3 vias de transduccion,
NIK/IKK, ERK y MAPK p38%’. Con respecto al Linalool se ha demostrado que éste y
su acetato correspondiente tienen una funcion importante en la actividad
antiinflamatoria de los aceites esenciales en los cuales se encuentran, al ser usado
como tratamiento en un modelo de inflamacion en ratas usando carragenina para
inducir edema®. El cariofileno administrado a una dosis de 12.5 y 25 mg/kg mostré
una analgesia significativa acompafiada de una actividad anti-inflamatoria®. Para
finalizar, encontramos que el limoneno tiene un efecto inhibidor del Oxido Nitrico

(NO) inducido por LPS y produccién de prostaglandina E(2) en macrofagos, al igual

67



que la secrecién de citocinas como TNF-q, IL-B e IL-6 medidas mediante ELISA%; y
al ser investigado sobre células humanas eosinofilicas de leucemia HL-60, se
observo que a concentraciones bajas (7.34 mmol/L) inhibié la produccion de ROS y
que a 14.68 mmol/L disminuy6 la produccién de MCP-1 via activacién NF-kB®'. Todo
lo que se ha mencionado acerca de los analisis de los compuestos mayoritarios de la
formulacion nos explica en parte el efecto del aceite esencial sobre el modelo animal
usado en este estudio, ya que no se evitd la infeccion viral, pero si se disminuyo la
respuesta inflamatoria al virus, lo que permiti6 una mayor recuperacion en los

animales tratados con este tipo de extracto.
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11.CONCLUSIONES

Se estandariz6 un modelo murino de influenza estacional tipo A (H1IN1).

Se evalud el efecto de las diferentes fracciones de la formulacion sobre el
modelo y se determin6 que el aceite esencial y la fracciébn acuosa son las que
poseen efectos benéficos sobre la infeccion, administradas profilacticamente.

El aceite esencial de la formulacién, administrado por via intranasal, mostro
tener un efecto anti-inflamatorio en el modelo murino de Influenza A, ientras que
los extractos de acetato de etilo, de hexano y de agua no presentaron dicho
efecto.

En el tejido pulmonar de los animales tratados profilacticamente con el aceite
esencial, via intranasal, la expresion de NF-kB se observé similar a los animales
no infectados.

Los compuestos mayoritarios del aceite esencial de la formulacién fito
farmacéutica, identificados mediante cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas, fueron el mentol, el cinnamaldehido, el linalool, el

acido acético, el cariofileno y el isolimonelo.
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12.PERSPECTIVAS

o Ya que observamos que el aceite esencial de la formulacion tiene un efecto
benéfico sobre la respuesta inflamatoria del hospedero (sistema
inmunoldgico), entonces se propone buscar el tiempo de proteccion después
de ser administrado al modelo.

o Realizar RT-PCR en busqueda de particulas virales en los diferentes grupos
experimentales con el objetivo de saber si el cambio en sistema inmunolégico
esta ayudando a eliminar los virus.

o Analizar el panel de citocinas completo.

o Realizar los mismos ensayos del estudio con un virus menos virulento para no
generar una respuesta inmunologica tan exacerbada.

o Con la finalidad de evitar mas mutaciones en el virus al momento de aumentar
el stock viral, se propone realizar la produccion en células MDCK adheridas a
microacarreadores en suspension.

o Realizar pruebas de los compuestos mayoritarios por separado para saber

cual es el que tiene el efecto benéfico sobre el modelo.
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