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Resumen

Las plantas sintetizan una gran variedad de esteroides, algunos de ellos poseen funcion
hormonal y otros participan en los mecanismos de defensa frente a la infeccion con
microorganismos patdgenos. En la presente actualizacién se analiza el potencial de este grupo
de compuestos como agentes antivirales frente a virus que infectan al hombre o a los animales.
En particular se comenta el espectro de accién de diversos esteroides naturales y sus
derivados sintéticos, la influencia de cambios estructurales en la actividad antiviral y los
mecanismos de accidn propuestos hasta el momento.
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Prospective use of plant steroids as antiviral compounds

Abstract

Plants possess tha ability of synthesize a large variety of steroids, some with hormonal
functions and others involved in defense mechanisms against microbial pathogens. In the
present review we discuss the potential of plant steroids as a promissory group of compounds
with antiviral properties against human and animal viruses. The analysis will fucus on the
antiviral spectrum of natural and synthetic steroids, the influence of structural changes on
antiviral activity and the mechanisms of action that have been proposed up-to-date.
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Introduccion.

Desde los tiempos primigenios, en los que su naturaleza se desconocia, hasta su
aislamiento e identificacion a principios del siglo XX, los virus constituyen un flagelo para el
hombre, animales y vegetales; incluidos mamiferos, insectos, peces, reptiles, plantas y
organismos unicelulares como bacterias, parasitos y hongos. Son pardsitos obligados pero
también tienen una etapa extracelular que les permite saltar de huésped en huésped, por ello,
son capaces de producir enfermedades agudas, no siempre mortales, pero insidiosas.
Generalmente perviven en forma de infecciones persistentes cohabitando con el huésped que
parasitan en forma silenciosa o con periodos de recurrencia activa.

El disefio y aplicacién masiva de algunas vacunas ha permitido poner un freno a
algunos virus causales de epidemias como el virus polio o el de la viruela. Pero los virus,
omnipresentes en todos los seres que habitan la tierra, de pronto se manifiestan como si fueran
nuevas entidades originando graves problemas sanitarios como ocurrié con la aparicion del
virus HIV y con un ejemplo actual en la Argentina: la epidemia de Denhue. La emergenciay la
reemergencia de las enfermedades infecciosas es un mal de este siglo que hizo su eclosion a
fines del siglo pasado.

Resulta facil inferir que no es facil combatirlos. No sélo por su gran abundancia y
diversidad sino también porque existen numerosos serotipos de la misma especie y porque
mutan constantemente. Los virus ademas de producir infecciones agudas pueden también ser
causa de tumores y muchos de ellos forman parte de nuestro patrimonio genético como los
retrovirus y otros segmentos genéticos derivados.

¢,Coémo luchar contra los virus? Mencionamos antes la existencia de vacunas pero no
hay vacunas para todos los virus y entre las que existen no todas son verdaderamente
eficaces. Otra forma de lucha es desarrollar drogas capaces de inhibir la replicacién viral
conocidas como antivirales. Lamentablemente, a diferencia con las bacterias es dificil obtener
un antiviral de amplio espectro ya que hay muchos grupos de virus (dependiendo del tipo de
genoma que poseen) cuyo ciclo de replicacion es diferente. Esta situacion es muy limitante a lo
gue debemos agregar que es vital que la droga que se obtenga no debe afectar la bioquimica
celular, en otras palabras; debe carecer de citotoxicidad para el huésped.

De los miles de compuestos ensayados tanto naturales como sintéticos s6lo menos de
una docena se encuentran en uso clinico por eso la busqueda de nuevas estructuras quimicas
con potencial antiviral no cesa. Uno de los caminos a investigar son las plantas. En un trabajo
reciente aparecido en QuimicaViva Numero 2, afio 6, agosto 2007 sobre “Plantas sanadoras:
Pasado, presente y futuro”, su autora Andrea A. Barquero describe en detalle la historia de
los productos sanadores obtenidos de las plantas y presenta un cuadro detallado de todos los
medicamentos en uso derivados de ellas.

A finales de la Gltima década del siglo XX se comenzé a investigar una nueva familia de
compuestos de estructura quimica diferente a los antivirales conocidos: los esteroides. Estos
compuestos poseen un esqueleto de ciclopentano [a]fenantreno o un esqueleto derivado a

partir del mismo tanto como por contraccién o expansion de los anillos o por ruptura de algun
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enlace. Normalmente estan presentes también grupos metilo en los carbonos 10 y 13, y una
cadena alquilica en el carbono 17.

Los esteroles son esteroides que poseen un grupo hidroxilo en el carbono 3. Cientos
de esteroides distintos se encuentran en plantas, animales y hongos. Asimismo, numerosos
derivados de esteroles fueron obtenidos por sintesis quimica y ensayados in vivo e in vitro
frente a diversos virus patégenos para el hombre.

Algunos esteroides de origen animal se aplican en la clinica de las enfermedades
virales con éxito dispar. En la actualizacion presente también nos referimos al potencial de esta
familia de moléculas pero nos ocuparemos so6lo de los compuestos naturales derivados de
plantas y de los obtenidos por sintesis, y cuya estructura quimica se puede considerar de
naturaleza esteroidal.

Esta actualizacion consta de dos partes: a) estudios realizados en nuestro laboratorio
con brasinoesteroides naturales y sintéticos y b) la accibn de compuestos de estructura

relacionada estudiados en otros laboratorios de investigacion

Esteroides derivados de las plantas

Las plantas pueden sintetizar una gran variedad de esteroides, a este tipo de
moléculas al igual que para los esteroides de origen animal, se les ha asignado una funcion
hormonal. El primer esteroide con actividad hormonal aislado de una fuente natural fue el
brassindlido (1) (Fig. 1), en 1979 a partir del nabo silvestre Brassica napus.
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Fig. (1): Brassinoesteroides naturales y sintéticos

Posteriormente se aislaron numerosos compuestos esteroidales de plantas,
estructuralmente relacionados, que promueven el crecimiento vegetal. Se conocen alrededor
de 60 compuestos (Bajguz, A., 2003) que colectivamente se denominan brasinoesteroides
(BRs). Estas moléculas contienen el esqueleto esteroidal tipico de 5a-colestano con anillos
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fusionados A, B, C y D y una cadena lateral alquilica que nace en el C-17 que no se encuentra
en las hormonas esteroidales de mamiferos.

Los BRs son esteroides ampliamente distribuidos en las plantas y funcionan como
moléculas sefal involucradas en procesos como la elongacién del tallo, la diferenciacion
vascular, fertilidad masculina, tiempo de senescencia y florecimiento, desarrollo de las hojas y
resistencia al estrés biético y abiotico. De forma similar a los esteroides animales con funcion
hormonal, los BRs regulan la expresion de numerosos genes, impactan en la actividad de vias
metabolicas complejas y ayudan al control del desarrollo y la morfogénesis (Ryu et al., 2007).

La presencia de los BRs es percibida por la membrana plasmatica por unién directa
con los dominios extracelulares de la proteina transmembrana BRI, que tiene actividad de
serina-treonina proteina-quinasa. La unién del BR inicia una cascada de sefiales de modo que
otras quinasas y fosfatasas determinan la fosforilacion y estabilidad de los factores de
transcripcion nucleares. Esos factores son los que median los efectos mayores de los BRs en
los varios procesos fisiologicos de las plantas (Karlova y de Vries, 2006).

Las plantas también han desarrollado mecanismos de defensa constitutivos e inducidos
sintetizando un gran conjunto de metabolitos secundarios contra patégenos microbianos
(Dixon, 2001).

En consecuencia, es probable que los compuestos antivirales de las plantas sean parte
de su defensa innata y por lo tanto constituyan un grupo promisorio de compuestos para la

blusqueda de nuevos agentes antivirales.

Hormonas: brassinoesteroides

A fines de la década del 90 nuestro laboratorio de Virologia comenzé el estudio de BRs
sintéticos y naturales provistos por el grupo de Quimica Organica dirigido por la Dra. Lydia
Galagovsky, con la participacion del Dr. Javier Ramirez, con el propésito de investigar si estas
moléculas poseian actividad antiviral frente a virus animales cultivados in-vitro. Asi es como se
encontrd que varios BRs sintéticos y naturales poseian una accién inhibitoria sobre la
replicacion de diferentes virus (Wachsman et al., 2000; Wachsman et al., 2002; Talarico et al.,
2002; Wachsman et al., 2004a; Wachsman et al., 2004b). Primero se demostré que dos BRs
naturales (1) y la 28-homocastasterona (2) (Fig. 1) mostraban actividad antiviral contra
poliovirus, herpes simplex virus (HSV-1), virus de la estomatitis vesicular (VSV) y los
arenavirus Junin (JUNV) y Tacaribe (TCRV) (Wachsman et al., 2004b). Los valores de
inhibicion reportados fueron superiores a los publicados para otros esteroides ensayados
previamente (Koehn et al., 1991; Comin et al., 1999; Arthan et al., 2002). Después de esos
estudios preliminares se evalud la actividad citotoxica y antiviral de una serie de derivados
sintéticos de BRs (3-11) (Fig. 1) obtenidos mediante sintesis quimica a partir del estigmasterol
un esterol natural de plantas. La mayoria de los compuestos ensayados mostraron una mejor
actividad que la 28- homocastasterona (2) que posee el esqueleto esteroidal basico de todos
los compuestos sintéticos. En el cuadro 1 se muestra la actividad antiviral de algunos derivados

expresada en términos de indice de selectividad (IS), que resulta del cociente entre el valor
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CCs (concentracion de compuesto requerida para reducir en un 50% la viabilidad celular) y el
valor CEs, (concentracion de compuesto requerida para reducir en un 50% la replicacion viral).
Los compuestos 3, 10 y 11 resultaron activos contra la mayoria de los virus ensayados: HSV-1,
HSV-2, virus del sarampion (MV) y JUNV. El compuesto mas activo fue el 3, sin embargo este
compuesto resultdé menos activo que el antiviral aciclovir (ACV) contra HSV-1 y HSV-2
(Talarico et al., 2002; Wachsman et al., 2004b). Por el contrario, este compuesto mostré una
actividad de 3,5 a 18 veces mayor que la ribavirina contra los virus MV y JUNV
respectivamente (Wachsman et al., 2002; Wachsman et al., 2004b). Los derivados de los BRs
fueron muy efectivos para inhibir la infeccion in vitro con JUNV con valores de IS mayores de
100 para los compuestos 3 al 8. Resultados similares se obtuvieron con otros arenavirus como
TCRYV vy el virus Pichinde lo que indica que los miembros de esta familia de virus son muy
sensibles a este tipo de compuestos (Wachsman et al., 2000).

Con la idea de encontrar una relacion estructura quimica-actividad antiviral se probaron
mas 30 compuestos analogos. Los BRs naturales, por ejemplo, la 28-homocastasterona (2) es
una fitohormona muy activa que posee un diol con una configuracion 22R, 23R en la cadena

lateral.

Cuadro 1: Actividad antiviral de brasinoesteroides (BRs)

Compuesto ces0 'S
(M) HSV-1 HSV-2 MV JUNV
2 63 2 ND 2 18
3 277 100 71 44 693
4 263 1 ND 2 200
5 502 16 ND 6 228
6 226 10 ND 8 232
7 462 17 ND 20 231
8 114 4 ND 2 310
9 152 6 ND 4 72
10 160 109 27 54 27
11 1044 80 40 40 40

CCsxp: concentracion de compuesto requerida para reducir en un 50% la viabilidad de las
células Vero respecto al control sin tratar con compuesto. IS: indice de selectividad o cociente
entre los valores de CCsy y de CEsy. CEsq: concentracion de compuesto requerida para reducir
en un 50% el rendimiento viral respecto a un cultivo celular infectado no tratado con el

compuesto (Wachsman et al., 2004b).
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Segln los estudios realizados encontramos que los andlogos que tienen la
configuracion opuesta, no natural, en esa posicibn muestran generalmente una actividad
antiviral exacerbada, comparar 4 con 5 0 9 con 8. Por otra parte, la introduccién de un grupo
electronegativo en C5 (fldor en 10 e hidroxilo en 11) origina compuestos mas activos contra el
HSV-1 (Cuadro 1).

Como ninguno de los compuestos ensayados mostré un efecto de inactivacion directa
sobre las particulas virales se presupone que su accion se ejerce en un paso del ciclo de
replicacion viral. Con el objetivo de determinar el paso de replicacion afectado se trabajo con el
compuesto 3y el virus HSV-1, encontrdndose que en presencia del BR la sintesis tardia de las
proteinas virales estaba afectada severamente (Wachsman et al. 2004a.). Dado que la sintesis
de proteinas tardias depende de que haya ocurrido la sintesis de ADN viral, se realizaron
estudios usando el BR 3 en combinacion con ACV o foscarnet (FOS), éstos ultimos antivirales
conocidos por su efecto inhibitorio de la sintesis de ADN viral. Se encontré que el BR 3 actla
en forma sinérgica con concentraciones bajas de ACV y moderadas de FOS (Talarico et al.,
2006). Estos resultados sugieren que el mecanismo de accion antiviral del compuesto 3 difiere
de los antivirales dirigidos a impedir la sintesis del ADN viral.

El modo de accion del compuesto 3 contra la replicaciéon de JUNV en células Vero se
investigd con el objeto de determinar el paso afectado (Castilla et al., 2005). para lograr una
mayor comprension del proceso de replicacion se muestra aqui un diagrama esquematizado de

la replicacion del virus Junin y los posible blancos de ataque de un antiviral.
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BLANCOZ DE ACCION DEL BR. 3 ENEL CICLO DE MULTIPLICACION DE
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Las flechas rojas indican los posibles blancos de accién del BR 3 en € ciclo de multiplicaciéon de
JUNV

La realizacién de experimentos de agregado del compuesto 3 a distintos tiempos del
ciclo de replicacion viral revel6 que este compuesto fue mas efectivo si se agregaba durante el
periodo temprano de la infeccion. Ademas el BR 3 previno la formacion de particulas virales
maduras. En concordancia con los resultados obtenidos previamente con HSV-1 no estaba
afectada ni la adsorcién ni la penetracion del virus a las células. En el caso de JUNV, el paso
subsiguiente a la entrada del virus a la célula es la sintesis del ARN viral, por esa razén se
realizaron experimentos encaminados a esclarecer el efecto del compuesto en la sintesis de
ARN viral. EI genoma del virus Junin esta compuesto de dos fragmentos denominados Sy L
cuya estrategia de replicacion ocurre en ambos sentidos. Esto quiere decir que parte del
genoma se expresa como si fuera un ARN positivo y la otra parte como un ARN negativo. El
fragmento S, que codifica por la proteina de la nucleocapside (N) y el precursor de las
glicoproteinas virales, es transcripto a dos formas antigendmicas: un ARN mensajero de la
proteina N de 1.8 kb (transcripcion primaria) y un ARN de longitud completa antigenémico de S
de 3,4 kb (replicacion del genoma); una estrategia similar se ha descripto para el fragmento L.
El analisis mediante la técnica RT-PCR (reaccion de la polimerasa por retrotranscripcion)
mostrd que en los cultivos infectados y tratados con el compuesto 3 solo se encontraba el ARN
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mensajero de N indicando que la presencia del BR prevenia la sintesis del ARN viral
antigenémico.

Se ha propuesto que el paso de la transcripcién a la replicacién en el proceso de
infeccion de los arenavirus depende del nivel de acumulacion intracelular de la proteina N ya
gue se ha demostrado que en condiciones de niveles bajos de N solo se producen transcriptos
de ARN mensajero de N. La idea es que al traducirse el ARN mensajero la acumulaciéon de
proteina N actuaria como un factor antiterminador transcripcional, de esta manera tiene lugar la
sintesis completa del ARN S antigendmico (Meyer, 2002).

En consecuencia, se puede postular que el compuesto 3 estaria bloqueando ya sea la
sintesis de proteina N o su funcién. Sin embargo, lo que ocurre verdaderamente es dificil de
saber ya que el cambio de la transcripcion a la replicacién en los arenavirus puede resultar mas
complejo e involucrar a otros factores celulares y virales. Ademas del efecto sobre la sintesis
del ARN se pudo observar que el BR 3 produce una inhibicién importante de los rendimientos
de virus y de su poder de fusidn de las células cuando se lo agregé al final del ciclo de
replicacion. Dados estos resultados no se puede evitar pensar que el compuesto 3 tenga un
efecto adverso en el procesamiento pos-traduccion de las glicoproteinas virales o
alternativamente que afecte la insercidn correcta de las glicoproteinas virales en la membrana
celular.

Se investigd también el efecto del BR 3 en los diferentes pasos del ciclo replicativo del
virus VSV (Romanutti et al., 2007). En este modelo de replicacion de un virus ARN negativo de
genoma de una sola hebra, la transcripcién primaria no se inhibié pero, por el contrario, se
encontrd una alta inhibicién de la sintesis de proteinas virales y de la formacion de las
particulas maduras. A pesar de que el efecto de 3 no se estudio todavia sobre la sintesis del
ARN completo, los resultados obtenidos estan en concordancia con los relatados en relacion a
JUNV.

Si consideramos que el compuesto 3 afecta a virus de naturaleza tan dispar como los
herpes (ADN de cadena doble), sarampién y VSV (ARN cadena negativa de una hebra) y
arenavirus (ARN positivo-negativo de una hebra, segmentado) podemos concluir que estamos
frente a un antiviral de amplio espectro. El hecho de que algunos virus sean mas susceptibles
gue otros podria estar indicando que el compuesto afecta algin paso especifico viral y en
menor grado a una funcién celular requerida para la replicacion viral.

Existen evidencias de que los BRs naturales tienen muy bajo nivel de citotoxicidad, son
constituyentes de la mayoria de las plantas y usualmente son consumidos por los mamiferos.
La falta de toxicidad de los BRs naturales se ha confirmado en estudios en ratones y ratas
tratadas en forma oral o en forma dérmica (Khripach et al., 2000).

Datos provenientes de nuestro laboratorio indican que en estudios realizados in-vivo en
un modelo experimental murino no se encontré efecto téxico administrando el BR 3 (40uM) tres
veces por dia durante tres dias consecutivos en forma topica en los ojos de ratones adultos
(Michelini et al., 2004).
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Una de las pruebas obligadas de los antivirales es demostrar su efectividad en
animales antes de realizar ensayos en humanos. Para el caso de los BRs se realizd una
evaluacién de su capacidad anti-herpética in vivo contra la queratitis estromal herpética (HSK)
utilizando los compuestos 3, 10 y 11 suministrando éstos en los ojos de los animales durante
los tres primeros dias después de la infeccion. Se observo que la infeccion se retraso y redujo
su incidencia a pesar que los titulos de virus en los lavados oculares no disminuyeron en los
animales tratados respecto de los no tratados. Lo que sugiri6 que los compuestos no
funcionaban como verdaderos antivirales sino que disminuian la inflamacion estromal de
naturaleza inmune causada por la infeccion (Michelini et al., 2004). Esta hipétesis de trabajo
fue reforzada posteriormente por estudios in-vitro en los que se demostré que el BR 3
modulaba la respuesta de las células epiteliales e inmunes a la infecciébn con HSV-1 ya sea
actuando como inductor o inhibidor de la produccion de citoquinas dependiendo del tipo celular
involucrado (Michelini et al.,, 2008a). En consecuencia, el efecto protector observado en los
ratones puede interpretarse como un balance entre los efectos inmunoestimulantes e
inmunosupresores de los compuestos. Resultados similares se obtuvieron con otros
estigmastanos sintéticos. (Michelini et al.,, 2008b). Ademas, varios compuestos sintéticos
derivados del estigmastano inhibieron la produccion del factor de necrosis tumoral TNF-a en
células L929. Segln analisis preliminares de relacién estructura-actividad, el efecto modulador
sobre la produccion de TNF-a de estos compuestos sintéticos puede estar relacionado con la
presencia de la cadena lateral de estigmastano dihidroxilada con configuracion 22S, 23Sy con
un sistema 313,5a-dihidroxy-6-ceto en los anillos A y B del esteroide. (Ramirez et al., 2007).

Es interesante recalcar que tanto la actividad antiviral como las propiedades
inmunomoduladoras de los compuestos estudiados parecen requerir la presencia de la cadena
lateral alquilica (que no se encuentra en los esteroides de mamiferos) y que ademas esta
cadena esté dihidroxilada en los carbonos 22 y 23, con una estereoquimica opuesta a la que
se encuentra en los brassinosteroides naturales. Notablemente, los compuestos que resultaron

mas activos como antivirales tienen una muy baja actividad hormonal en plantas.

Metabolitos secundarios: secopregnanos y otros esteroides
Esteroides seco-pregnanos

Estudios recientes aportaron evidencias que los esteroides seco-pregnanos y sus
glicésidos, aislados de plantas herbaceas como Strobilanthes cusia and Cynanchum
paniculatum, son efectivos e inhibidores selectivos de la replicacion de varios miembros de la
familia de los alfavirus. Estos son virus de ARN de sentido positivo e incluyen virus que infectan
plantas y animales (Li et al., 2007). Con el objetivo de rastrear la presencia de compuestos
antivirales en plantas se us6 como virus modelo o blanco el virus del mosaico del tabaco
(TMV). Mediante esta estrategia se logré el aislamiento de cinco esteroides seco-pregnanos
con actividad anti-TMV a saber: la glaucogenina C (12) y el cynatrésido A (13)(aislados de S.
cusia) y los paniculatumésidos C (14), D (15) y E (16) aislados de C. paniculatum (Fig. 2).

Posteriormente se evalu6 su accién sobre la replicacion del togavirus Sindbis cuya
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organizacién gendmica y estrategia de replicacion es semejante a la del TMV. Los cinco

compuestos inhibieron la cipatogenicidad inducida por el virus Sindbis en células BHK21 sin

efectos téxicos sobre la célula ni sobre su proliferacion. El compuesto 14 resulté ser también un

efectivo inhibidor de otros alfavirus. Por el contrario, este compuesto no afectd la multiplicacion

de otros virus ARN o ADN (Cuadro 2) sefialando que su accién es muy especifica.

La actividad antiviral de los cinco compuestos (12 al 16) (Fig. 2) fue similar indicando

gue la aglicona per se es responsable del efecto inibitorio y que el las cadenas de

oligosacaridos contribuyen poco a la accion antiviral.
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Fig. (2): Seco-pregnanos naturales aislados a partir de S. cusia (12 and 13) y C.
paniculatum (14, 15 and 16)
Cuadro 2: Espectro antiviral del esteroide seco-pregnano paniculatumésido C (14)
Virus Familia Células CEsgo (NM) IS
SINV Togaviridae BHK-21 15 11.000
GETV Togaviridae BHK-21 1 16.500
EEV Togaviidae BHK-21 2 8.250
JEV Flaviviridae C6/36 >24.000 [
HCV Flaviviridae B >24.000 I
HIV Retroviridae H9 >24.000 I
MV Paramyxoviridae | Vero >24.000 I
virus influenza A Orthomyxoviridae | MDCK >24.000 I
reovirus Reoviridae CIK >24.000 I
adenovirus humano 4 Adenoviridae 983A >24.000 I

CCsp: concentracion de compuesto requerida

para reducir

en un 50% la viabilidad celular

respecto al control sin tratar con compuesto. CEsy: concentracién de compuesto requerida para

producir un 50% de inhibicién del efecto citopatico inducido por el virus. 1S: razén CCsy/CEsy. :

inactivo (Li et al., 2007).
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El estudio del modo de accion de estos compuestos frente a SINV permitié establecer
que los mismos afectan la sintesis de ARN viral (Li et al., 2007). Al comienzo de la infeccion
con SINV se sintetizan dos ARN mensajeros, el ARN gendmico (49S) a partir del cual se
traducen las proteinas virales no estructurales y el ARN subgenémico (26S) que codifica para
las proteinas estructurales del virus (la proteina de capside y dos glicoproteinas de envoltura).
La sintesis de ARN subgendmico se encuentra fuertemente inhibida en presencia de esta clase
de esteroides mientras que la sintesis de ARN gendmico no parece estar afectada (Li et al.,
2007). Se ha propuesto que estos compuestos impiden la union del complejo de transcripcion a
la cadena de ARN antigenémico utilizada como molde aunque no puede descartarse un posible
efecto de los esteroides sobre factores celulares asociados a la maquinaria de transcripcion.

La administracion in-vivo del esteroide seco-pregnano 14 a ratones BALB/c recién
nacidos los protege contra la infeccion letal con SINV (Li et al., 2007). Si los animales que
sobrevivieron a la infeccion se vuelven a desafiar con una dosis letal de virus, no sobrevive
ningun animal por lo cual se interpreta que el compuesto protege a los ratones por una
inhibicion directa de la replicacién viral y no porque contribuye a montar una respuesta inmune

protectora.

Acido ursélico y compuestos estructuralmente relacionados

El &cido ursoélico (acido 3b-hidroxiurs-12-en-28-oico, 17), es un triterpenoide (Fig. 3)
derivado de hojas de bayas, flores y frutas de varias plantas medicinales que despliega
actividades biolégicas varias: actividad antibacteriana, hepatoprotectora, inmunomoduladora,
antiproliferativa y antiviral de amplio espectro.

COOH
17

'ul(
R=0H 18
R=0Acz 20

N

R f"x/

: R=0OH 19
R=0Ac 21

"CO0OH

Fig. (3): Acido ursélico (17) y compuestos relacionados
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Extractos y componentes purificados de Ocimum basilicu, una hierba medicinal
utilizada en la medicina China, se utilizaron para detectar probables componentes antivirales
contra virus ADN y ARN. Entre los virus ADN se probaron: HSV-1, adenovirus (ADV) y el virus
de la hepatitis B y entre los virus ARN: coxsachievirus B1 (CV-B1) y enterovirus 71 (EV 71)
(Chiang et al., 2005). Entre los compuestos activos, el acido ursolico (17) mostré actividad
antiviral contra HSV-1, ADV-8 y EV71 (Cuadro 3).

Cuadro 3: Actividad antiviral in vitro del &cido ursolico (17)

Virus CEso (UM) IS
HSV-1 14,5 15,2
ADV-8 9,2 23,8
CvB1 0,9 251,3
EV71 11 201,0
HIV-1 4,4 3,3

CCx. concentracion de compuesto que reduce en un 50% el crecimiento celular (céulas BCC-1/KMC
como sustrato para la multiplicacién de los virus HSV-1, ADV-8, CVB1 y EV71 o células H9 para la
infeccion con HIV-1). CEsy: concentracion de compuesto requerida para reducir en un 50% €l efecto
citopatico inducido por € virus en €l caso de las infecciones con los virus HSV-1, ADV-8, CVB1y EV71.
En €l caso de lainfeccion con HIV la CEs, corresponde a la concentracion de compuesto requerida para
reducir en un 50% la cantidad de antigeno viral p24 presente en el sobrenadante de los cultivos en
comparacion con los cultivos control no tratados con el compuesto (Kashiwada et al., 2000; Chiang et
al., 2005).

También se evidencié una ligera actividad del &cido ursélico contra HIV (Kashiwada et
al., 2000). Investigaciones muy recientes demostraron que dos compuestos nuevos triterpenos
del tipo hopano, conocidos como acidos dioptérico A (18) y B (19) (Cuadro 4, Fig. 3) aislados
del rizoma de Dryopteris crassirhizoma (Aspiadaceae) junto con el acido ursélico muestran una
actividad inhibitoria importante contra la proteasa del virus HIV. Ademas, la acetilacion de los
compuestos que da origen a los compuestos 20 y 21 incrementa en forma apreciable la
actividad inhibitoria (Lee et al., 2008).
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Fig. (3): Acido ursdlico (17) y compuestos relacionados

El acido ursolico parece tener muy buenas perspectivas como antiviral de amplio
espectro ya que también se ha reportado que su presencia suprime el crecimiento de células
provenientes de un carcinoma cervical positivo para el virus del papiloma humano (HPV). La
infeccion por HPV es la enfermedad de trasnsmision sexual de mayor prevalencia en el mundo.
Tiene lugar hasta en el 75% de las mujeres sexualmente activas, mientras que el 99,7% de los
canceres cervicales estan asociados a infecciones previas con uno o mas tipos oncogénicos
del HPV. Este virus contiene como genoma un ADN doble circular que codifica por ocho genes
de los cuales los denominados E6 y E7 son necesarios para la conversiéon maligna. La
asociacion de las proteinas de dichos genes con las proteinas supresoras de tumores p53 y
pRB se ha propuesto como mecanismo por el cual dichos genes virales inducen tumores.
Células Hela portadoras de HPV-18 tratadas con &cido ursolico (17) desarrollan
caracteristicas tipicas de apoptosis y presentan niveles menores de expresion génica de E6 y
E7 determinado por la reaccion de PCR reversa (Lee et al., 2008). Estos estudios sugieren que

el acido ursoélico puede ser (til en el tratamiento de neoplasias cervicales asociadas al HPV.
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Cuadro 4: Capacidad de compuestos aislados a partir de rizoma de Dryopteris

crassirhizoma de inhibir la actividad de la proteasa de HIV-1

Compuesto Nombre CEsp (UM)
17 Acido ursolico 8,9
18 Acido dryoptérico A 26,5
19 Acido dryoptérico B 445
20 Acido 2-O-Acetildryoptérico A 1,7
21 Acido 2-O-Acetildryoptérico B 10,8

CEsy: concentracion de compuesto que reduce en un 50% la actividad de la proteasa (PR) de HIV-1
respecto al control no tratado con el compuesto. La actividad inhibitoria se determind usando €l péptido
sintético [His-Lys-Ala-Arg-Val-Leu-(pNO2-Phe)-Glu-Ala-Nle-Ser-NH2] como sustrato de una PR viral
recombinante. El hidrolizado y € sustrato remanente se analizaron cuantitativamente por el método de
HPLC (Lee et al., 2008).

La transcripcion de los genes E6 y E7 del HPV esta controlada por una region
regulatoria rio arriba denominada (URR). Factores transcripcionales participan en la regulacion
positiva 0 negativa de los mismos, ademas se ha encontrado que la region URR contiene
elementos de respuesta a esteroides como la progesterona y los glucocorticoides en base a lo
cual se especula que en esa regiéon existen elementos de respuesta al acido ursoélico que
explicarian la regulacion negativa de los genes de E6 y E7.

Nos encontramos asi frente a propiedades mas que interesantes de las moléculas con
estructuras quimicas de naturaleza esteroidal de origen vegetal.

Conclusiones

Los virus responden al tratamiento con antivirales con una seleccion rapida de
particulas mutantes resistentes a la droga utilizada lo que obliga a los virélogos a la bisqueda
de nuevos compuestos activos. Los esteroides obtenidos de fuentes naturales consisten en
una gran variedad de compuestos que despliegan numerosas funciones, entre ellas, la
modulacion de la replicacion viral. Los estudios centralizados en el uso de esteroides
provenientes de mamiferos muestran un panorama complejo ya que si bien son activos in vitro,
al aplicarlos a los pacientes no dejan de cumplir sus funciones hormonales lo que resulta
perjudicial. (No se discutié en este trabajo pero existe abundante bibliografia).

Los esteroides de plantas no han sido estudiados en ensayos clinicos en humanos
aungque hemos descripto su accion favorable en infecciones en modelos animales. Los ensayos
in-vitro indican que a pesar de sus diferentes estructuras todos ellos ejercen una accion
inhibitoria alterando esencialmente los procesos de transcripcion/replicacion viral.

En la figura 4 se han resumido las formas de accién que poseen los tres grupos de
esteroides de origen vegetal discutidos en esta actualizacion. Sus acciones son especificas
para diferentes grupos de virus y constituyen una reserva de compuestos que deberian ser

ensayados en los casos en que fallan otros compuestos. Existe la esperanza de que, a
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diferencia con los esteroides animales, los esteroides de plantas no funcionen como hormonas
y si como antivirales. La carencia de efectos colaterales no deseados constituiria un
requerimiento Optimo para utilizar en la clinica. Falta que algun laboratorio farmacéeutico se
interese en esta clase de compuestos para realizar los ensayos correspondientes. Este tipo de
compuestos ofrece ademas la posibibilidad de modificar por sintesis parte de la molécula en

cuestion que posee efectos no deseados sobre las células del huésped.

BRASINOFSTEROIDES inhibicidn de la transcripcidn/replicacion vira
alteracion del procesamiento de glicoproteinas

SECO-PREGNANOS Inhibicidn de la transcripeidn/ replicacion viral
Alteracion del procesamiento de proteinas virales

ACIDO URSOLICO Inhibicion de la sintesis de ARN viral por
unidn a secuencias reguladoras de la

Fig. (4): Mecanismos propuestos para la actividad antiviral de los esteroides de plantas.
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