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Resumen

Evaluacion de la actividad antiviral in vitro de extractos de hojas de llex

paraguariensis, yerba mate

En el presente trabajo se buscé evaluar la actividad antiviral in vitro de los extractos de las
hojas de llex paraguariensis.

Se obtuvieron tres extractos a partir de hojas de yerba mate: hojas frescas de la planta sin
tratamiento adicional (YF), hojas que fueron sometidas a un proceso de secado (YS), y
yerba mate comercial (YC).

La citotoxicidad de los extractos en células Vero fue evaluada durante 24 hs mediante el uso
de las técnicas de MTT y tincidn con cristal violeta. Todos los extractos presentaron valores
de CCs, superiores a la mayor concentraciéon testeada (>2 mg/ml). Posteriormente, se
evalud la actividad antiviral de los extractos, en concentraciones no citotdxicas, contra
distintas cepas del virus herpes 1(HSV-1) y el virus del Zika mediante un ensayo de
rendimiento viral, y se realizd la comparacion de los extractos utilizando los indices de CEs,
e IS. Todos los extractos fueron capaces de inhibir tanto las cepas KOS y B2006 de HSV-1,
como también la cepa INEVH116141 del virus del Zika.

Por otra parte, la inhibiciéon de la replicacion de HSV-1 se confirmé mediante la observacion
de la expresién del virus HSV-1 cepa YKG608 utilizando microscopia de fluorescencia.

Todos los extractos presentaron actividad antiviral contra los virus evaluados.

Este estudio confirma la accién antiviral de los extractos de hojas de llex paraguariensis
contra HSV-1 y presenta resultados alentadores contra el virus del Zika.
Los resultados respaldan el potencial terapéutico de la yerba mate y ofrecen perspectivas

para futuras investigaciones.



Abstract

In vitro assessment of the antiviral activity of extracts from leaves of llex

paraguariensis, yerba mate.

The aim of the present study was to assess the in vitro antiviral activity of extracts from the
leaves of llex paraguariensis. Three extracts were obtained from yerba mate leaves: fresh
leaves from the plant without further treatment (YF), leaves that were subjected to a drying
process (YS), and commercial yerba mate (YC).

The cytotoxicity of the extracts in Vero cells was evaluated for 24 hours using MTT and
crystal violet staining techniques. All extracts showed CC, values greater than the highest
concentration used (>2 mg/ml). Subsequently, the antiviral activity of the extracts was
evaluated at non-cytotoxic concentrations against different strains of herpes virus 1(HSV-1)
and Zika virus using a viral yield assay and the comparison of the extracts was performed
through the EC5, and Sl indices. All extracts were able to inhibit both KOS and B2006 strains
of HSV-1, as well as the INEVH116141 strain of the Zika virus.

Furthermore, the inhibition of HSV-1 replication was confirmed by observing the expression
of the HSV-1 YK608 strain using fluorescence microscopy. All extracts exhibited antiviral

activity against the evaluated viruses.

This study confirms the antiviral action of llex paraguariensis leaf extracts against HSV-1 and
presents encouraging results against the Zika virus. The findings support the therapeutic

potential of yerba mate and provide prospects for future research.
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Introducciodn

Las plantas en la medicina

A lo largo de la historia de la humanidad las plantas han desempefado un rol fundamental
en la vida de los seres humanos en cuanto a alimentacion, refugio, vestimenta, salud,
sabores y fragancias. Con respecto a las plantas para usos medicinales, a través de los
afnos se han acumulado amplias evidencias de diversas fuentes que denotan una conexién
con el ser humano como documentos escritos y monumentos conservados (Barboza et al.,
2009).

Se considera planta medicinal a aquella que contiene, en sus 6rganos, compuestos
utilizables con propdsitos terapéuticos 0 que sirven como precursores para la sintesis de
medicamentos (Sofowora et al., 2013). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a
las plantas medicinales tradicionales como materiales vegetales naturales que se utilizan
para el tratamiento de enfermedades, a nivel local o regional, ya sea en su forma natural o

tras haber sido sometidas a algun procesamiento industrial. (Jamshidi-Kia et al., 2018)

El alivio a través del uso de plantas medicinales tiene sus raices en tiempos antiguos. Las
personas buscaban instintivamente medicamentos en la naturaleza, basandose Unicamente
en la experiencia personal, ya que carecian de conocimientos suficientes sobre las causas
de las enfermedades y como emplear ciertas plantas con fines curativos. Esta practica, en
gran medida empirica, representaba un método de supervivencia en el que la observacion y
la tradicion eran fundamentales.

Con el tiempo, a lo largo de muchas décadas de lucha contra enfermedades, aumenté la
comprension del uso de plantas medicinales. Los seres humanos comenzaron a explorar las
propiedades curativas que se encontraban en diversas partes de las plantas, como

cortezas, semillas, frutos y hojas (Petrovska, 2012)

Sin lugar a dudas, hay una riqueza en la historia de las plantas medicinales. La evidencia
escrita mas antigua de su uso con fines medicinales se encuentra en una antigua tabla de
arcilla sumeria en Nagpur, que data de hace aproximadamente 5000 anos (Kelly, 2009).
Este hallazgo nos habla de la relacién que el ser humano ha mantenido con las plantas a lo
largo de su existencia. También se conocen registros de plantas medicinales en
civilizaciones como la china, la india y la egipcia que datan de hace unos 4000 afios. Estas
culturas también reconocieron el valor terapéutico de las plantas y dejaron un legado de
conocimiento que aun se aprecia en la medicina tradicional, sin mencionar que otras

civilizaciones del mundo como los griegos también tenian conocimiento de las plantas



medicinales, un ejemplo de esto es que figuras como Hipécrates, el padre de la medicina,
utilizé activamente estas plantas en sus tratamientos meédicos (Jamshidi-Kia et al., 2018).
Entonces, a través de estos momentos histéricos, se destaca claramente la relevancia de
las plantas medicinales en diversas culturas a lo largo de la historia y cdmo estas
influenciaron significativamente el desarrollo de la medicina. Su papel no solo perdura en la
medicina tradicional, sino que también sigue siendo objeto de investigacion y estudio en la

medicina moderna (Petrovska, 2012)

Cuando observamos la evolucién de la medicina en la actualidad, podemos identificar
momentos significativos como el empleo de glucdsidos de digitalis en el siglo XVIII para
tratar afecciones cardiovasculares (Sen T. y Samanta S., 2014). Del mismo modo, la corteza
de sauce se convirtid en un recurso popular para aliviar el dolor y tratar la fiebre (Shara et
al., 2015) . A lo largo de los siglos, la bisqueda de nuevas terapias derivadas de fuentes
naturales ha resultado en descubrimientos fundamentales, incluyendo antibiéticos, agentes

anticancerigenos, compuestos antiinflamatorios y analgésicos. (Sen T. y Samanta S., 2014)

Las plantas terrestres representan un recurso unico y sostenible para la identificacion de
biomoléculas innovadoras con propiedades terapéuticas, gracias a la variedad estructural y
biolégica de sus componentes. Hasta el momento, solo se ha analizado una pequefia
fraccion del reino vegetal en busca de usos medicinales. Las técnicas mas recientes de
quimica combinatoria y el cribado de productos vegetales, asi como el disefio de novo, son

ahora un pilar fundamental para el descubrimiento de nuevos medicamentos.

Es relevante destacar que las principales companias farmacéuticas investigan activamente
extractos de plantas y compuestos sintéticos. A menudo, los productos naturales
proporcionan compuestos lider que sirven de base para su modificacidon quimica con el fin
de obtener medicamentos mas eficaces.

Segun la OMS, aproximadamente el 80 % de la poblacion mundial recurre a tratamientos

con medicina herbal o extractos vegetales. (Sen T. y Samanta S., 2014)

En la actualidad, la investigacion cientifica y la tecnologia nos brindan herramientas para
explorar aun mas las propiedades curativas de las plantas. Las terapias basadas en la
medicina herbal y los extractos vegetales continian ganando popularidad en todo el mundo,
a medida que avanzamos, aumenta nuestra comprensiéon de las propiedades medicinales

de las plantas.



Virus de importancia médica

Los virus estan presentes en nuestras vidas, nos encontramos en contacto con ellos de
manera constante y en muchos casos afectan a gran parte de la poblacion hasta llegar a
una escala de distribucion global. Tal es el caso del virus herpes, destacado por su
capacidad de establecer infecciones persistentes en el organismo humano, con
manifestaciones clinicas que varian desde lesiones cutaneas hasta complicaciones
sistémicas. Se estima que, alrededor del mundo, aproximadamente 3,700 millones de
personas menores de 50 afos, padecen la infeccion por el virus del herpes simplex de tipo
1 (HSV-1). Ademas, se calcula que alrededor de 491 millones de personas de la poblacién
mundial de entre 15 y 49 anos, sufren la infeccidn por el virus del herpes simplex de tipo 2
(HSV-2). Adicionalmente, es relevante sefalar que la infeccion causada por este virus
incrementa el riesgo de contraer y transmitir infecciones por HIV (OMS, 2023 ). Estas cifras
demuestran el impacto de las infecciones por virus herpes en la salud global, asi como su

interrelacidon con otras enfermedades infecciosas.

Por otro lado, también es de interés el virus del Zika (ZIKV) que ha emergido como una
amenaza a nivel mundial debido a su asociacién con malformaciones congénitas y otros
trastornos neurolégicos. Tal es asi, que fue declarado emergencia de salud publica global
en respuesta a la identificacion de casos de microcefalia en recién nacidos cuyas madres
fueron afectadas por el virus del Zika durante el embarazo, asi como a la observacion de
casos de sindrome de Guillain-Barré, los cuales también se asociaron temporalmente con la
transmisién de esta enfermedad en ciertos entornos. A pesar de que los casos de la
enfermedad experimentaron una reduccion a nivel mundial a partir de 2017, la transmision
persiste en niveles bajos en varios paises incluyendo a la Argentina (OMS, 2022).

Debido al impacto directo sobre la salud publica, en esta tesis se decidié trabajar con los

virus Herpes y Zika.

Virus Herpes

La familia de los Herpesviridae incluye un extenso grupo de virus de ADN de doble cadena
con la capacidad de infectar a diversas especies animales. Estos virus muestran una
especificidad de huéspedes estrecha, lo que indica una coevolucion con el respectivo
huésped. En el caso de los herpesvirus humanos (HSV), se han identificado nueve tipos

distintos que se clasifican en tres subfamilias segun su organizaciéon genémica, tropismo



celular y caracteristicas de crecimiento: los alphaherpesvirinae, betaherpesvirinae vy
gammaherpesvirinae.

Los alphaherpesvirinae (Figura 1) incluyen el herpes simplex tipo 1y tipo 2, y el virus de la
varicela zoster (VZV). Los betaherpesvirinae comprenden el citomegalovirus humano
(CMV), HHV-6A, HHV-6B y HHV-7. Los gammaherpesvirinae albergan el virus de
Epstein-Barr (EBV) y el herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV) (Schalkwijk et
al., 2022).

Glicoproteinas
Envoltura
ADN

Capside
Tegumento

Figura 1: Estructura del virion del HSV. En el nucleo del virién se encuentra el ADN lineal de doble
cadena, protegido por la capside icosaédrica. El tegumento, compuesto por diversas proteinas virales
y celulares, rodea la cépside y establece la conexién con la envoltura. Adaptado de Zhu S. y
Viejo-Borbolla A., 2021.

Las infecciones causadas por HSV-1 y HSV-2 son un problema de salud publica altamente
prevalente en todo el mundo. Aproximadamente el 67% de la poblacién mundial esta
infectada con HSV-1 y alrededor del 13% con HSV-2 . La transmision de ambos tipos de
herpes ocurre a través del contacto cercano y una vez que se tiene la infeccion, se
mantiene de por vida. La mayoria de las personas adquieren HSV-1 en una etapa temprana
de la vida, generalmente a través de la mucosa orolabial, mientras que las infecciones por
HSV-2 suelen ocurrir mas tarde, normalmente a través de la transmisién sexual.

Es importante destacar que la infeccién con un tipo especifico de herpes generalmente
confiere inmunidad contra futuras infecciones con el mismo tipo de herpes, pero no contra el
otro tipo. La gravedad de la infeccion con HSV-1 y HSV-2 puede variar desde ser
asintomatica o leve hasta potencialmente mortal. La mayoria de las personas sanas

experimentan sintomas leves o no tienen sintomas en absoluto. Sin embargo, en algunos



casos, especialmente en aquellos con sistemas inmunolégicos debilitados puede causar
enfermedades graves. Las enfermedades asociadas a este virus incluyen desde las llagas
en los labios y los genitales (dependiendo el tipo de herpes), hasta condiciones mas graves
como la queratitis herpética, enfermedades diseminadas en recién nacidos, meningitis y
encefalitis herpética (Zhu S. y Viejo-Borbolla A., 2021).

Durante la infeccion inicial, el virus herpes invade las células epiteliales de la mucosa o la
piel y se establece en un estado latente en las neuronas, principalmente en el sistema
nervioso periférico (SNP). La infeccién del sistema nervioso central (SNC) puede
desencadenar una infeccidon aguda y una inflamaciéon que se asocian con un alto grado de
morbimortalidad. La infeccidon a través de la piel generalmente requiere dafio previo en las
capas mas externas de este 6rgano, si ocurre en la piel o la mucosa se acompafia de
inflamacién y dano tisular, lo que provoca la aparicion de las ampollas caracteristicas.

El contagio por el virus herpes da lugar a dos posibles tipos de replicacion: la replicacién
litica y la latencia. Durante la replicacion litica, se produce una expresion coordinada de
genes virales que conduce a la produccién de virus infecciosos. Por otro lado, durante la
latencia, la expresion génica es limitada y no se producen particulas virales. Sin embargo, el
genoma viral esta capacitado para la reactivacién, lo que conduce a la produccion de

viriones infecciosos bajo el estimulo apropiado (Zhu S. y Viejo-Borbolla A., 2021).

Para el tratamiento de este tipos de afecciones en la clinica se utiliza el aciclovir (ACV)
[9-(2-hidroxietoximetil)guanina] que es un analogo aciclico de la guanosina y en su forma
activa esta fosforilado con tres grupos fosfatos obteniendo el trifosfato de aciclovir
(ACV-TP). EI ACV se ha convertido en el antiviral de primera linea para la profilaxis y el
tratamiento de las infecciones por el virus herpes.

Se sabe que ACV-TP compite con el desoxiguanosina trifosfato (dGTP) como sustrato de la
polimerasa de ADN viral (ADN pol) y se incorpora en la cadena de ADN resultando en la
terminacion de la sintesis (Schalkwijk et al., 2022). La principal limitacion del ACV es su baja
biodisponibilidad oral (10 a 20 %), probablemente debido a una absorcion inadecuada del
medicamento. Por lo tanto, se ha desarrollado el profarmaco valaciclovir (VACV), un
L-valil-éster de ACV, con una biodisponibilidad de tres a cinco veces mayor que la del ACV.
El problema con este antiviral reside en que su uso frecuente ha aumentado la incidencia de
infecciones por el virus herpes resistente al mismo. Este tipo de resistencia plantea una
preocupacion importante en los huéspedes inmunocomprometidos, ya que a menudo
requieren terapias antivirales a largo plazo, lo que, combinado con la replicacién viral
continua, aumenta el riesgo de la aparicion de resistencia a los medicamentos (Schalkwijk
et al., 2022).
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La limitada cantidad de antivirales disponibles en el mercado para el tratamiento de las
infecciones por el virus herpes, hace que el manejo de la resistencia a los medicamentos en
la clinica sea un desafio y requiere la busqueda de nuevas alternativas viables para suplir el

medicamento o realizar una terapia complementaria al aciclovir.

Virus del Zika

El virus del Zika es un virus de ARN de simple cadena, envuelto, que pertenece al género
Flavivirus, de la familia Flaviviridae y es un virus transmitido por mosquitos (Figura 2). El
virus fue identificado por primera vez en las regiones africanas en Kampala, Uganda, en el
bosque Zika en 1947 en un mono rhesus y en un lapso de cinco afios se extendié por todo
el continente africano. Posteriormente, migré a Asia en la década del 80 como una cepa
diferente a la africana, esta variante asiatica desencadend epidemias en diferentes partes
del mundo, lo que resulté en una oleada de contagios en la Polinesia Francesa durante
2007, 2013 y 2014. El mayor brote del ZIKV de la historia se alcanzé en mayo de 2015
origindndose en el noreste de Brasil, propagandose rapidamente y convirtiéndose en una
pandemia que afecté a mas de 70 paises y se estima que infectdé a alrededor de 1,62
millones de personas en las regiones del Pacifico, las Américas y las costas de Africa
Occidental (Pielnaa et al., 2020). En la Argentina el primer caso del ZIKV fue registrado en
febrero del 2016 (Bonica et al., 2019). El 1 de febrero de 2016, la OMS declaré al ZIKV
como "una emergencia de Salud Publica de Importancia Internacional”, en consecuencia, se
hizo hincapié en la necesidad de tomar medidas drasticas para reducir su propagacion,

especialmente en mujeres en edad fértil y mujeres embarazadas (Pielnaa et al., 2020).
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Figura 2: Esquema del virus del Zika. Posee ARN de cadena simple y positiva con 11 Kb de tamafio.
El diametro del viriébn es de aproximadamente 50-60 nm y su capside proteica esta dispuesta en

simetria icosaédrica . Adaptado de Javed et al., 2018.

El virus del Zika necesita de vectores para realizar la proliferacion viral, por lo que al igual
que otros flavivirus se transmite por la picadura de mosquitos, principalmente del género
Aedes, se han implicado varias especies de Aedes, incluyendo Ae. aegypti, Ae. africanus,
Ae. hensilli 'y Ae. albopictus. Los mosquitos Aedes tienen una amplia distribucién global, y la
mayoria de estos habitan en regiones calidas tropicales y subtropicales (Figura 3). Algunas
especies tienen una distribucion limitada, mientras que otras abarcan una amplia geografia
(Plourde A. y Bloch E., 2016). Se considera que el Aedes aegypti es el vector predominante
en la transmisién del virus, probablemente porque esta estrechamente asociada con los
humanos en areas urbanas (Bonica et al., 2019).

Diferentes hallazgos han comprobado que ZIKV tiene otras vias de transmision ademas de
la picadura de mosquitos, pudiendo transmitirse por contacto sexual, perinatal y por

transfusion de sangre (Musso D. y Gubler D., 2016)
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Figura 3: A: Distribucion global de Ae. aegypti. B: Distribucién global de Ae. albopictus. C:
Distribucién en Argentina de Ae. aegypti y Ae. albopictus. Adaptado de Laporta et al., 2023 y Lizuain
et al., 2022,

La infeccion por el virus del Zika generalmente se cursa de manera asintomatica o con
sintomas leves. Sin embargo, cuando ocurre durante el embarazo, puede tener
consecuencias graves, como la microcefalia congénita, el sindrome de Guillain-Barré,
mortinatos y abortos. Ademas, se ha observado una asociacién entre el contagio por el
ZIKV vy trastornos neurolégicos, incluyendo el aumento de la presién intraocular que dafa
los nervios O6pticos, lo que a su vez se relaciona con el desarrollo de glaucoma.
Aproximadamente el 20-25% de los pacientes infectados con el ZIKV experimentan
sintomas que pueden incluir erupciones cutaneas, dolor de cabeza, fiebre, dolores
articulares y conjuntivitis. Estos sintomas suelen aparecer después de un periodo de
incubacién de alrededor de una semana. Algunos pacientes también pueden presentar
vomitos, diarrea, enrojecimiento de los ojos, debilidad, edema, dolor abdominal, pérdida de
apetito e incluso hematospermia.

El virus tiene como blanco a los cerebros inmaduros, como las células progenitoras
neurales humanas especificas del prosencéfalo, las células embrionarias del feto y los
organoides cerebrales embrionarios, lo que conduce a la necrosis celular y la desregulacién

del ciclo celular (Pielnaa et al., 2020).
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En lo que respecta al manejo de las infecciones por el ZIKV, es importante destacar que
hasta ahora no se ha desarrollado una vacuna especifica ni un tratamiento efectivo para
combatir este virus. Ademas, los esfuerzos de control de vectores no han logrado detener
adecuadamente su propagacion (Huang et al., 2023). Por lo que, es de suma importancia
destacar la necesidad de busqueda de un tratamiento, ya sea, por la prospeccion de
antivirales a partir de diversas fuentes, creacién de vacunas o la creacién de alguna terapia
efectiva que permita mitigar los sintomas causados por la infeccion y contener la

propagacion del virus.

Actividad antiviral en extractos de plantas

Los virus estan involucrados en diversas patologias humanas convirtiéndolos en un objeto
de investigacion, no solo el estudio del virus en si mismo sino también aspectos relevantes
de cémo limitar su propagacién a través del desarrollo de distintas estrategias como el
avance de terapias antivirales. En un mundo con una poblacion en aumento constante,
rapida urbanizacion y brotes infecciosos, la salud publica se enfrenta a una amenaza critica
debido a la falta de vacunas preventivas y terapias antivirales efectivas. En este contexto,
los medicamentos a base de hierbas y productos naturales se presentan como recursos
viables para el desarrollo de nuevos farmacos antivirales. Numerosos estudios han revelado
gue los extractos de plantas contienen una gran variedad de compuestos bioactivos, entre
ellos, flavonoides, terpenoides, polifenoles, alcaloides y muchos otros. Estos compuestos
han demostrado tener aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de una amplia variedad
de afecciones, incluidas las enfermedades virales, mostrando su eficacia contra virus de
diversa indole (Perera et al., 2021). A continuacion, se presentan algunos estudios de la

actividad antiviral de extractos de plantas en los virus de interés.

Se han realizado pruebas con extractos etandlicos de Eucalyptus globulus en los cuales se
aislaron diferentes compuestos que mostraron actividad antiviral contra HSV-1 y HSV-2,
algunos de estos mostraron una actividad superior al medicamento estandar aciclovir
(Brezani et al., 2018).

Del mismo modo, se tested la actividad antiviral de los extractos acuosos de Caesalpinia
pulcherrima y se ha comprobado que aquellos obtenidos a partir de diferentes partes de la
planta mostraron actividad antiviral contra HSV-1 y HSV-2 (Chiang et al., 2003).

También, se ha evaluado la actividad antiherpética de extractos de 47 especies de plantas

del género Euphorbia para inhibir la actividad del HSV-2. Los resultados mostraron que
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cinco de los extractos tenian actividad antiherpética, destacando que los mas efectivos
fueron los de las plantas E. cotinifolia y E. tirucalli, que ademas no mostraron citotoxicidad
(Betancur-Galvis et al., 2002).

De la misma manera, los componentes del pericarpio del fruto de Punica granatum
(Granada), han demostrado tener actividad antiherpética contra el herpes genital al inactivar
el virus y bloquear su adsorcién a las células (Zhang et al., 1995). Por otra parte, el extracto
metandlico de brotes de frijol mungo tiene la capacidad de reducir significativamente la
replicacién de HSV-1 demostrando tener una potente actividad antiviral comparable a la del
aciclovir (Hafidh et al., 2015).

En nuestro laboratorio, demostramos que extractos semipurificados obtenidos a partir de
hojas de M. azedarach L. inhiben in vitro la multiplicacion de virus DNA y RNA, en ausencia
de citotoxicidad (Petrera E, 2015; Alché L.E et al., 2002; Barquero A.A. et al.,, 1997,
Barquero AA et al., 2004). El principio antiviral presente en los extractos semipurificados
que, ademas, es capaz de inducir un estado refractario a la infeccién en cultivos celulares,
se denomin6 meliacina (MA). Se demostré6 que MA inhibe la sintesis de proteinas tardias
que participan en la replicacion del genoma y en el ensamblado del HSV-1 impidiendo su
propagacion (Alché L.E. et al., 2002). MA potencia la accion antiherpética del aciclovir y del
foscarnet, e inhibe a una cepa mutante de HSV-1 TK-, sugiriendo que presenta un blanco de
accion diferente al ACV (Barquero A.A et al., 1997). En condiciones in vivo, MA impide el
desarrollo de la queratitis herpética estromal en raton disminuyendo significativamente la
aparicion de los signos de enfermedad, la deteccion de infectividad en los ojos y la
severidad de las lesiones oculares causadas por la respuesta inmunopatoldgica inducida
por el HSV-1 (Alché L.E. et al., 2000; Pifarré M.P. et al., 2002). Por otra parte, al evaluar el
efecto terapéutico de MA en un modelo de infeccidén genital de ratones hembra con el
HSV-2 y la posterior administracion tépica de MA por via intravaginal, se encontré que la
sobrevida aumenta, la severidad de la enfermedad disminuye asi como la diseminacion viral
en los fluidos vaginales, los cuales presentan niveles de IFN-y y TNF-a mas elevados que
los de los ratones infectados sin tratar (Petrera E. y Coto C.E, 2009).En el afio 2003 se aisl6
e identifico, a partir del extracto de hojas de Melia azedarach L., el tetranortriterpenoide
1-cinamoil- 3,11-dihidroximeliacarpina (CDM), que presenta actividad antiviral frente a los
virus VSV y HSV-1 en condiciones in vitro (Alché L.E. et al., 2003). Actualmente estamos
estudiando la actividad antiviral de extractos de plantines de Melia azedarach L.
micropropagados in vitro con muy buena actividad antiherpética. (Montalbetti et al., 2021 y
2023).
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Con respecto al virus del Zika, se han identificado ciertos compuestos naturales capaces de
inhibir al virus, que incluyen a la curcumina y la pinocembrina, que se encuentran en la
curcuma, asi como en extractos de té de las plantas Hedyotis diffusa y Artemisia capillaris.
Ademas, los extractos de plantas como Aphloia theiformis y Psiloxylon mauritianum han
demostrado inhibir la adherencia del virus a las superficies celulares (Mohanty et al., 2023).
Asimismo, el extracto de Psiloxylon mauritianum exhibe actividad antiviral contra diferentes
cepas africanas y asiaticas del virus del Zika y los ensayos revelaron que se deberia a la

interferencia con la unién de las particulas virales a las células huésped (Clain et al., 2019)

llex paraguariensis

El género llex forma parte de la familia Aquifoliaceae, que tiene una distribucién global y
abarca aproximadamente 500 especies. llex paraguariensis es un arbol nativo de América
del Sur y se encuentra en una regién de 540.000 km? comprendiendo el noreste de
Argentina, el este de Paraguay y el sur de Brasil (Figura 4). Sus hojas se consumen

tradicionalmente en forma de infusion caliente (mate) o infusion fria (tereré) (Pullaiah, 2023)
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Figura 4: Area de distribucién natural de la yerba mate. Adaptado de Croge et al., 2021.

llex paraguariensis es un arbol que puede alcanzar alturas de 8 a 15 metros. Sus hojas, que
son de tipo perennes y alternas, tienen una textura coriacea y varian en forma desde
obovadas hasta elipticas, con margenes ligeramente dentados, apice obtuso y base en
forma de cuna. Los peciolos pueden medir hasta 15 mm de longitud. En su entorno natural,
la floracién tiene lugar entre octubre y diciembre, y las inflorescencias consisten en pistilos
agrupados con flores monoicas que a menudo se presentan en las axilas de las hojas, con
pétalos redondeados (Figura 5). Los frutos son drupas que van desde el rojo al negro, de
forma ovalada a globosa, con un diametro de 4,5 a 6,5 mm y contienen cuatro o cinco

semillas (Bracesco et al., 2011)
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Figura 5: Yerba mate. A) arbol; B) floracion; C) hojas y ramas (Croge et al., 2021)

Para su desarrollo 6ptimo, llex paraguariensis necesita que las temperaturas medias
anuales estén en el rango de 17°C a 21°C y precipitaciones regulares, con niveles elevados
de humedad tanto en el aire como en el suelo. Esta planta prospera en el estrato del
sub-bosque, preferentemente en suelos acidos de baja fertilidad natural, alto contenido de
aluminio, bajos niveles de fésforo disponible y alta concentracién de materia organica. Es
capaz de tolerar la sombra en todas las etapas de su crecimiento y se le considera una
especie ombrofila de crecimiento moderado o lento, tipica de bosques maduros, donde

puede alcanzar una densidad de cientos de individuos por hectarea (Croge et al., 2021)

En cuanto al consumo de llex paraguariensis se ha observado un crecimiento en la
demanda de los productos asociados. Asimismo, aumenté el interés en la investigacion de
la planta por sus propiedades asociadas a los compuestos bioactivos que contiene. Estos
podrian estar aportando los efectos beneficiosos que abarcan desde capacidades
antiinflamatorias, anti obesogénicas, antimutagénicas y antibacterianas hasta propiedades
antivirales, ademas de su destacada capacidad antioxidante. Cabe destacar que los
compuestos presentes en [ paraguariensis no solo promueven la salud mediante su

consumo directo o en forma de farmacos y productos farmacéuticos, sino que también
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demuestran utilidad en la fortificacion y preservacion de alimentos, asi como en el desarrollo

de materiales de envasado activos (Pullaiah, 2023).

En anos recientes, se ha realizado una cantidad considerable de estudios para examinar
cémo el consumo de llex paraguariensis afecta la salud de humanos y animales, también se
realizaron estudios sobre virus y bacterias.

Un estudio en hombres y mujeres indicé que la suplementacion con yerba mate puede ser
eficaz para reducir la grasa corporal en individuos con obesidad, y sugiere que podria ser un
agente antiobesidad potente (Kim et al., 2015). También el consumo de yerba mate tiene

efectos en el control de los parametros lipidicos (de Morais et al., 2009)

Se tested la eficacia antifungica de extractos acuosos de llex paraguariensis contra
Malassezia furfur, un hongo que causa afecciones como pitiriasis versicolor, caspa y
dermatitis seborreica en humanos, los resultados mostraron que el extracto acuoso posee
actividad inhibitoria comparable al farmaco ketoconazol sugiriendo al mismo como una

alternativa para el tratamiento de este tipo de infecciones (Filip et al., 2010).

En pruebas de extractos acuosos dializados de yerba mate como agentes bactericidas
contra patégenos humanos y alimentarios, se ha demostrado la efectividad de estos tanto
contra Gram-positivos (S. aureus) como Gram-negativos (E. coli). Concentraciones
relativamente bajas de estos extractos proporcionan actividad antimicrobiana contra ambas
bacterias, sugiriendo un potencial uso de la yerba mate como agente antimicrobiano (Burris
et al., 2011).

Por otro lado, en modelos murinos se evaluaron los efectos antineoplasicos de extractos
acuosos de llex paraguariensis. Los individuos recibieron dosis diarias del extracto de yerba
mate por via oral y mostraron una inhibicién significativa de la angiogénesis y el crecimiento

tumoral sin afectar los parametros bioldgicos o el peso corporal (Garcia-Lazaro et al., 2020).

Finalmente, con respecto a las propiedades antivirales de la yerba mate, se evaluaron los
efectos antiherpéticos de diferentes fracciones de un extracto crudo obtenido de las hojas
de llex paraguariensis contra HSV-1 y HSV-2. Las fracciones evaluadas incluyeron el
extracto crudo, la fraccion n-BuOH, la fraccion residual acuosa, la fraccion n-BuOH residual,
y la fraccion de acetato de etilo. Todas las muestras probadas mostraron actividad a
concentraciones no citotoxicas, durante las pruebas, se encontré que la fraccion de acetato
de etilo demostré una significativa actividad antiherpética. Esta fraccion no solo inactivé

eficazmente los virus HSV-1 cepa KOS y HSV-2 cepa 333, sino que también afecto la
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adsorcion y penetracion de los virus en las células Vero (Llickemeyer et al., 2012). También,
fue probada la actividad de extractos acuosos de yerba mate contra HSV-1 cepas KOS y
29-R en experimentos in vitro con células Vero, demostrando valores significativos de
inhibicion. (Mdller et al., 2007)

En nuestro pais, el mate representa una tradicién arraigada en la sociedad, tal es asi que la
Ley 26.871 lo declaré como infusion nacional. Ademas, segun datos del Instituto Nacional
de la Yerba Mate, en Argentina en relacion a la yerba mate molida y envasada destinada al
consumo interno, las cifras oficiales indican que desde enero hasta diciembre del 2022 se
destinaron 275 millones de kilos para el mercado interno (Instituto Nacional de la Yerba
Mate, 2023).

Teniendo en cuenta esta informacion, resulta interesante estudiar las propiedades
medicinales de la planta de yerba mate y las posibles contribuciones de esta infusion a la
salud publica, ampliando asi nuestro entendimiento sobre sus beneficios mas alla de lo

cultural.
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Hipotesis y objetivos

Hipoétesis

Los extractos de hojas de llex paraguariensis presentaran actividad antiviral debido a la
rigueza de sus compuestos quimicos.

Objetivo

El objetivo general consiste en estudiar las propiedades antivirales de los extractos
vegetales de llex paraguariensis, yerba mate, teniendo en cuenta la gran diversidad de

compuestos quimicos que los componen.

Los objetivos especificos de este proyecto son:

1- Obtener los extractos de hojas de llex paraguariensis y de una marca comercial

de yerba.

2.- Evaluar la actividad antiviral de los extractos vegetales obtenidos contra HSV-1

y el virus del Zika.
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Materiales y Métodos

Elaboraciéon de extractos de llex paraguariensis

Obtencion y preparacion de muestras de hojas para la extraccion

Se llevaron a cabo tres extracciones a partir de las hojas de llex paraguariensis: una
empleando las hojas frescas recogidas directamente de la planta sin tratamiento adicional,
otra utilizando las hojas que habian sido sometidas a un proceso de secado, y la tercera a

partir de una marca comercial de yerba mate.

1.0btencién de hojas frescas

Las hojas frescas utilizadas en este estudio fueron proporcionadas por el Dr. Pedro Alfonso
Sansberro del Laboratorio de Biotecnologia Aplicada y Gendémica Funcional. Facultad de
Ciencias Agrarias (Universidad Nacional del Nordeste). Instituto de Botanica del Nordeste
(IBONE-CONICET). Estas hojas fueron seleccionadas de acuerdo con los criterios
especificos de la investigacién y una vez cosechadas y lavadas se congelaron a -20 °C

hasta su posterior uso.

2.0btencién de hojas secas

Una porcion de las hojas frescas fue sometida a un proceso de secado en dos etapas.
Inicialmente, se expusieron durante dos horas a una temperatura de 35°C, seguido de otras

dos horas a 50°C, hasta alcanzar un estado de total sequedad.

3.0btencion de hojas de marca comercial

En la seleccion de hojas de marca comercial para este estudio, se opté por la marca de
Yerba mate Taragui debido a una serie de factores que respaldan la validez y confiabilidad
de los resultados. La composicion especifica de esta marca, que se compone
exclusivamente de yerba mate, asegura que los compuestos extraidos sean inherentes de
las hojas de yerba mate. Ademas, se destaca la ausencia de aditivos como saborizantes o
aromatizantes, que podrian influir en los perfiles quimicos del extracto, estableciendo asi la

aptitud de las muestras.
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4. Extraccion de los compuestos

Todos los extractos se obtuvieron siguiendo el mismo protocolo. Brevemente, se pesaron 10
gramos de hojas de llex paraguariensis y se agregaron dentro de un vaso de precipitados
con 100 ml de buffer de extraccion, se procesaron con una minipimer, posteriormente se

adicionaron otros 100 ml de buffer, se mezclé y se almacend a -20°C.

Los extractos se descongelaron, se filtraron con una gasa, a los restos vegetales
remanentes se les adicionaron 200 ml de buffer de extraccién y se almacenaron en el
freezer a -20 °C. Posteriormente, cada extracto fue sometido a centrifugacién en frio a 4000
rom durante 30 minutos para separar las particulas en suspension y obtener un
sobrenadante limpio. Luego, a los extractos acuosos se le realizé una extraccion utilizando
una proporcion de 1:1 en volumen con acetato de etilo. La fase organica resultante se
sometid a evaporacion en el rotaevaporador a 40°C, hasta que se elimind por completo el
solvente.

El residuo resultante de la evaporacion se resuspendié en 3 ml de metanol y se sometio a
un proceso de evaporacion en una centrifuga de vacio Savant hasta obtener un extracto
seco.

Se obtuvieron 44,0 mg de extracto seco de hojas frescas (YF), 128,3 mg de hojas secas
(YS) y 48,6 mg de yerba comercial (YC). Los extractos secos se resuspendieron en 300 pl
de metanol y luego 700 pl de medio MEM 1,5% suero de ternera sin antibioticos obteniendo
una concentracion aproximada de 44,0 mg/ml ; 128,3 mg/ml y 48,6 mg/ml para los extractos

YF, YS e YC respectivamente.

Cultivos Celulares

Se emplearon células Vero derivadas de rindn de mono verde africano (adquiridas del
ATCC) y se cultivaron en frascos T25. Para el cultivo de las células se utilizé6 medio minimo
esencial de Eagle (MEM) suplementado con 5% de suero de ternera inactivado (MEM 5%)
y 50 yg/ml de gentamicina. Las células se incubaron a una temperatura de 37°C y, una vez
alcanzada la monocapa, se mantuvieron en MEM suplementado con 1,5% de suero de
ternera (MEM 1,5%).

Virus

En el estudio, se empled el virus HSV-1 (Herpesvirus humano 1, ICTV 2019) cepa KOS,
cepa B2006 , el virus recombinante HSV-1 YK608 y el virus del Zika cepa INEVH116141.
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Para generar los stocks virales, se infectaron monocapas de células Vero que habian sido
cultivadas en frascos T25. Se utilizé un indculo de 1 ml de virus, con una multiplicidad de
infeccion (m.i.) de 0,01. El in6culo se adsorbié durante 1 hora en una estufa gaseada a
37°C, con agitacién cada 15 minutos. Posteriormente, se retir6 el indculo y se afadieron 5
ml de MEM 1,5%. Las células se incubaron a 37°C con un 4% de CO2 durante un periodo
de 48 horas. Al finalizar este periodo de incubacion, se realizaron dos ciclos de
congelamiento y descongelamiento para lisar las células. Luego de la lisis celular, el virus
total fue cosechado y sometido a una centrifugaciéon a 3000 rpm durante 15 minutos. El
sobrenadante resultante se tituld mediante el método de unidades formadoras de placas y

posteriormente se fracciond para su almacenamiento a -70°C.

Citotoxicidad

Ensayo de MTT

Se evalud la citotoxicidad de los extractos procedentes de llex paraguariensis en células
Vero. Las células se cultivaron en microplaca de 96 pocillos durante un periodo de 24 horas,
luego, se agregaron diluciones seriadas al medio de los extractos en MEM 1,5% vy se
incubaron durante 24 horas a 37°C. Como control celular, se dejaron pocillos sin tratar
agregando solo MEM 1,5%. Después de la incubacién, se realizd el ensayo del MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) el cual es un compuesto de color
amarillo que es reducido por enzimas mitocondriales a un compuesto de color azul violaceo
y su densidad 6ptica se puede medir a 590 nm. En cada pocillo se agregaron 10 ul de MTT
(5 mg/ml) y se incub6 por 2 horas. Luego de la incubacion, se removio el medio de cada
pocillo, se resuspendié el precipitado de la sal de tetrazolio con 100 ul de etanol 96% y se
midio la densidad 6ptica en el lector de microplaca.

Se calculé el porcentaje de viabilidad para cada dilucién de los extractos, comparando la
densidad optica media con el control celular, que se consideré como el 100% de viabilidad.
En los casos en los que el valor superé el 100%, se informé como 100% de viabilidad.

Para cada extracto, se elabord un grafico que muestra el porcentaje de viabilidad en funcién
de la concentracién, y se determind la Concentracion Citotoxica 50 (CCs,) mediante
interpolacion utilizando una regresion lineal. Si la viabilidad celular fue superior al 50% en
todas las concentraciones evaluadas para ciertos compuestos, se indicd que la CCsy, excede

la maxima concentracion empleada en cada caso.
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Ensayo con cristal violeta

Se cultivaron células Vero en placas de microtitulacion de 96 pocillos y se incubaron en
presencia de diluciones seriadas de los distintos extractos durante un periodo de 24 horas.
Al concluir la incubacion, las células se fijaron con una solucion al 10% de formaldehido
durante 10 minutos. Después de la fijacion, se descarté el formaldehido y se llevaron a cabo
lavados con agua corriente. Luego, se tifieron utilizando una solucién de cristal violeta al
0,05%. Una vez retirado el exceso de cristal violeta, se procedié a lavar con agua de
manera exhaustiva, y la microplaca se dejé secar al aire. Luego, el colorante se resuspendio
en una solucion de etanol:agua 1:1 con 0,01% de acido acético glacial. Se leyo la
absorbancia a 590 nm en un lector de ELISA.

A partir de los datos obtenidos de las lecturas de DO, se determiné la Concentracion
Citotoxica 50 (CCsy) mediante un ajuste lineal. Para los compuestos en los que la viabilidad
celular fue superior al 50% en todas las concentraciones evaluadas, se informé que la CCs,

excede la maxima concentracion utilizada en cada caso.

Actividad antiviral

Ensayo de rendimiento viral

Para estudiar la actividad antiviral de los extractos de yerba mate, se realiz6 un ensayo de
rendimiento viral.

Se cultivaron células Vero en placas de 24 pocillos hasta llegar a una confluencia celular del
100%. Luego, se infectaron las monocapas con un volumen de in6culo de 0,1 ml y se dejo
adsorber a 37°C durante 1 hora. Al terminar la adsorcion, se retird el indculo y se agregaron
diluciones seriadas al medio de los extractos en MEM 1,5% ST que se incubaron durante 24
horas post infeccion. Al cabo de dicho tiempo se congelaron las microplacas y se titulo el
virus por el método de formacién de placas. Brevemente, las monocapas de células Vero se
infectaron con diluciones seriadas al décimo de las muestras a titular por duplicado. Luego
de la adsorcion de una hora se retird el indculo y se cubrié con medio semisélido. A las 48
h.p.i. para HSV-1 y a los 5 dias para el virus del Zika, se fijaron las células con formol 10%
durante 10 minutos y se colorearon con cristal violeta al 1%. Luego de lavar con agua se
contaron las placas de lisis y se calcularon los titulos virales de cada muestra. A partir de los

titulos virales se determinaron los porcentajes de inhibicion.

X unidades formadoras de placas
Dilucién X Volumen de inéculo

Titulo viral =
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. ey e s Titulo del tratamiento con extracto de yerba mate X 100
% de inhibicion = 100 — Y

Titulo del control de virus

A partir del grafico del porcentaje de inhibicién en funcién de la concentracién del extracto
se calculd la Concentracién Efectiva 50 (CEs) para cada uno de los extractos evaluados. La
CEs, se define como la concentracion de una sustancia que reduce al 50% el titulo viral.

Utilizando la CEs, y la CCs, se calcularon los indices de selectividad (IS) de los extractos a

través de la relacion CCs,/CEs,.

Microscopia de Fluorescencia

Se estudié la inhibicion de la expresién del virus HSV-1 cepa YK608 en los cultivos de
células Vero tratados con los extractos de yerba mate.
El virus HSV-1 YK608 es un virus recombinante que tiene sus proteinas VP26 y VP22

fusionadas a proteinas fluorescentes verde y rojo respectivamente.

Las células Vero fueron cultivadas sobre cubreobjetos dispuestos dentro de una placa de
cultivo de 24 pocillos. Se infectaron con el virus HSV-1 cepa YK608 a una m.i. 0,1 . Luego
de la adsorcién, se retir6 el indculo, se agregaron los distintos extractos y se incubaron
durante 24 hs a 37 °C en atmésfera con 4% de CO2. Se incluyeron controles que
consistieron en células sin tratamiento (CC), células infectadas con el virus y sin tratar (CV)
y células sin infectar tratadas con los extractos. Transcurridas las 24 horas, las células
fueron fijadas con metanol a -20°C durante 10 minutos. Posteriormente, las células se
lavaron con PBS y los nucleos se tifieron con DAPI. Los cubreobjetos se montaron sobre
glicerina tamponada para su posterior observacion al microscopio de fluorescencia. Se
adquirieron imagenes utilizando un objetivo de 60x y diferentes filiros de fluorescencia. Las
imagenes fueron coloreadas mediante el programa ImageJ.

A partir de las imagenes se cuantificaron las células infectadas. El conteo se realizo
dividiendo la imagen en grillas, eligiendo al azar al 50% de las grillas y multiplicando por dos
para ajustar los datos a la totalidad de la imagen. Una vez hecho el conteo se normalizo el
numero de células infectadas dividiendo por el numero de células en las imagenes de la
tincién con DAPI. Se tomé al CV como el 100% de las infecciones y se relativizaron los

porcentajes de los tratamientos con respecto a este.
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Resultados

Obtencion de los extractos

Con el objetivo de evaluar la actividad antiviral de la yerba mate, se obtuvieron extractos a
partir de hojas frescas de la planta, hojas secas y yerba comercial.

Las hojas frescas se recolectaron de plantas de llex paraguariensis que fueron
suministradas por el Dr. Pedro Alfonso Sansberro del Laboratorio de Biotecnologia Aplicada
y Gendmica Funcional, Facultad de Ciencias Agrarias (Universidad Nacional del Nordeste).
Después de la recoleccién y lavado, las hojas fueron congeladas a -20 °C. Este
procedimiento garantizé la preservacion de los componentes de las hojas para su posterior
extraccion en nuestro laboratorio.

Una porcién de las hojas frescas fue sometida a un proceso de secado en dos etapas, con
temperaturas escalonadas de 35°C y 50°C, respectivamente. Este método aseguré la
obtencion de hojas completamente secas.

La selecciéon de yerba comercial se centrd en la composicion exclusiva de yerba mate, sin
aditivos como saborizantes o aromatizantes, asegurando la representatividad de los
compuestos extraidos. Por este motivo se utilizé la marca Taraguii.

Tomando como punto de partida a las materias primas obtenidas, todos los extractos se
obtuvieron mediante un protocolo estandarizado. Las hojas fueron pesadas hasta obtener
10 gramos y, posteriormente procesadas con un buffer de extraccion. Después de la
centrifugacion en frio y la extraccién con acetato de etilo, las fases organicas resultantes de
los extractos acuosos se evaporaron para la obtencion de los extractos secos.

Para realizar una comparacion eficiente y poder diferenciar los extractos entre ellos, se les
asigno abreviaturas distintivas. De este modo, el extracto seco obtenido de hojas frescas se
identificé como YF, mientras que el extracto seco de hojas secas se designé como YS y el

extracto seco proveniente de la yerba comercial se denominé YC.
Los extractos secos se resuspendieron en 10% de metanol y medio MEM 1,5% suero de

ternera sin antibidticos obteniendo una concentracion aproximada de 44 mg/ml; 128,3 mg/mli

y 48,6 mg/ml para los extractos YF, YS e YC respectivamente (cuadro 1).
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Cuadro 1 : Extractos obtenidos de llex paraguariensis.

Extracto Abreviatura Concentraciéon (mg/ml)
Yerba mate fresca YF 44,0

Yerba mate seca YS 128,3

Yerba mate comercial YC 48,6
Citotoxicidad

Se evalué la citotoxicidad de los extractos de llex paraguariensis para determinar el rango
de concentraciones en el cual no son téxicos para las células Vero. Para ello, se utilizo el
ensayo de MTT. Brevemente, las células Vero cultivadas en monocapa fueron tratadas con
diluciones seriadas al medio de extractos de llex paraguariensis durante un periodo de 24
horas. Las diluciones abarcaron un rango desde la concentracion minima analizada de 31
ug/ml hasta la concentracion maxima 500 ug/ml. Al concluir esta exposicién de 24 horas, se
llevo a <cabo el ensayo de MTT, agregando el reactivo (Bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) y permitiendo una incubacién adicional de 2
horas para la formacién de la sal de tetrazolio. Tras ese periodo, el medio de cultivo fue
retirado y la sal resultante fue resuspendida en etanol al 96%, permitiendo asi la lectura de
la densidad optica a 590 nm con un lector de microplacas.

Se calculd el porcentaje de viabilidad, estableciendo el control de células tratadas con MEM
1,5% ST solo como el 100% de viabilidad. Se generaron graficos para cada extracto,

exhibiendo el porcentaje de viabilidad en funcién de la concentracion del extracto (Fig. 6).
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Figura 6: Citotoxicidad de los extractos de yerba mate. Monocapas de células Vero fueron tratadas
con distintas concentraciones de los extractos durante 24 horas. Al cabo de este periodo, se evaluo
la viabilidad celular mediante la técnica del MTT. El grafico presenta un error del 10% asociado a la

técnica utilizada

No se observo citotoxicidad para ninguno de los extractos evaluados. Incluso en la maxima
concentracion analizada de 500 ug/ml pudo observarse una viabilidad del 100% tanto para
YF, YS e YC (Fig. 6). Al no haber indicios de efectos citotoxicos en el rango de
concentraciones evaluado, se tomo la decision de volver a evaluar la citotoxicidad

incrementando las concentraciones de los extractos.

El segundo ensayo de citotoxicidad se llevd a cabo empleando la técnica de viabilidad a
través de la tincion con cristal violeta. El procedimiento se realizé de manera similar al
ensayo de MTT, exponiendo las células Vero con diluciones seriadas al medio de los
extractos de llex paraguariensis durante un periodo de 24 horas. Sin embargo, en este
caso, la concentracion maxima se elevé a 2000 ug/ml, mientras que la concentracién
minima evaluada fue de 250 ug/ml. Al finalizar la incubacién, las células fueron fijadas con
una solucién al 10% de formaldehido. Tras la fijacién, se realizaron los lavados
correspondientes. Posteriormente, las células se tifieron con cristal violeta. Después de

retirar el exceso de colorante, se lavaron con agua y se dejoé secar la microplaca al aire.
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Posteriormente, el colorante se resuspendié en una solucion de etanol: agua con 0,01% de
acido acético glacial y se procedi6 a leer la absorbancia de la microplaca. A partir de los

datos obtenidos de densidad oOptica, se obtuvo el grafico de la figura 7.
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Figura 7: Citotoxicidad de los extractos de yerba mate. Monocapas de células Vero fueron tratadas
con distintas concentraciones de los extractos durante 24 horas. Al cabo de este periodo, se evalud
la viabilidad celular mediante la técnica de tincidén con cristal violeta. El grafico presenta un error del

10% asociado a la técnica utilizada

Al observar la viabilidad celular, podemos ver que los tres extractos presentan curvas
similares. Se evidencia que la viabilidad disminuye a medida que aumenta la concentracion
de los extractos, sin embargo, en la concentracion de 2000 ug/ml, aun presenta una
viabilidad entre el 60% vy el 68% (Fig. 7). En relacion a la CCs,, que es un parametro
indicador de toxicidad y sefala la concentracién a la cual el extracto reduce la viabilidad
celular en un 50%, como se puede ver en la figura 7, todas las concentraciones superan la
concentracion maxima analizada de 2000 ug/ml (cuadro 2). Este resultado pone en
evidencia la baja citotoxicidad de los extractos evaluados durante 24 horas en células Vero.
Puede notarse, que no hubo diferencias entre las técnicas de MTT vy tincidon con cristal
violeta, ya que, a la concentracion de 250 ug/ml se observa que ambas técnicas presentan
el mismo porcentaje de viabilidad celular. Por lo tanto, se considera que ambos métodos

arrojan resultados de citotoxicidad similares.
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Cuadro 2: Citotoxicidad de los extractos obtenidos de llex paraguariensis.

Extracto CCs (ug/ml)
YF >2000
YS >2000
YC >2000

Valores de CCs, obtenidos mediante interpolacién a partir de los graficos de porcentaje de viabilidad y

concentracion del extracto.

Actividad antiviral contra el virus herpes

Teniendo en cuenta los resultados de investigaciones previas que muestran que extractos
de yerba mate inhiben la replicacion de HSV-1, evaluamos los extractos obtenidos contra
distintas cepas de HSV-1. (Mdller et al.,2007; Lickemeyer et al.,2012).

Para estudiar el efecto de los extractos de [|. paraguariensis, utilizamos la técnica de
rendimiento viral. Para ello, se infectaron monocapas de células Vero con las cepas KOS o
B2006 a distintas multiplicidades de infeccion, luego de la hora de adsorcion se agregaron
diluciones seriadas al medio de los extractos y se incubaron durante 24 horas. Al terminar
dicho tiempo se congelaron las microplacas y se tituld el virus por el método de formacion
de placas. A partir de los titulos virales se determinaron los porcentajes de inhibicion y se
determind la Concentracion Efectiva 50 (CEg,) para cada extracto evaluado a partir del
grafico del porcentaje de inhibicién en relacion con la concentracion del extracto. La CEs,
representa la concentracion de extracto que reduce el titulo viral en un 50%. Utilizando la
CEg, vy la CCy, se calcularon los indices de selectividad (IS) de los extractos. EI IS es un
parametro que relaciona la actividad antiviral de un extracto con su citotoxicidad, por lo que,
cuanto mayor es, mas selectivo resulta contra el virus a concentraciones poco toxicas para

las células.
Después de haber realizado la prueba de citotoxicidad con concentraciones mas altas y

haber obtenido un rango mas amplio de trabajo (Fig. 7), se opto por realizar los ensayos con

diluciones seriadas al medio de los extractos desde 1000 ug/ml a 250 ug/ml.
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Figura 8: Actividad antiviral contra HSV-1. Células Vero infectadas con HSV-1 KOS (m.i. 0,01) fueron
tratadas con distintas concentraciones de los extractos luego de la adsorcion viral. A las 24 hs se

tituld el virus infectivo y se determinaron los porcentajes de inhibicién.

Cuando se infecté con una m.i de 0,01, los tres extractos evaluados presentaron
inhibiciones altas. Se puede observar que en los tres tratamientos hay inhibiciones mayores
al 70%. Los extractos que mayor inhibicion presentaron fueron los de YF e YC obteniendo
porcentajes superiores al 80% en la concentracion 250 ug/ml y llegando a una inhibicion del
100% a la concentracién de 1000 ug/ml. El porcentaje de inhibicién de YS es menor que los

otros dos y se mantiene constante al 76% en el rango de 250 ug/mly 1000 ug/ml (Fig. 8).

Luego, se evalud la actividad antiviral de los extractos utilizando una m.i de 1 de la cepa

KOS vy utilizando diluciones seriadas al medio de los extractos desde 250 ug/ml hasta 62,5

ug/ml.
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Figura 9: Actividad antiviral contra HSV-1. Células Vero infectadas con HSV-1 KOS (m.i. 1) fueron

tratadas con distintas concentraciones de los extractos luego de la adsorcion viral. A las 24 hs se

tituld el virus infectivo y se determinaron los porcentajes de inhibicion.

Al infectar con una multiplicidad de infeccion de 1, los tratamientos con YF e YC siguen

produciendo una inhibicién alta que fluctua entre el 80% y el 95% para las concentraciones

de 62,5 ug/ml y 250 ug/ml. Mientras que el extracto YS no inhibe al HSV-1 KOS en ninguna

de las concentraciones evaluadas. (Fig. 9).

Cuadro 3: Efecto antiviral de los extractos de yerba mate contra HSV-1 KOS.

Extracto CE;, (vg/ml) CCs, (1g/ml) IS

YF 143,13 >2000 >13,97
YC 147,79 >2000 >13.53
YS 154,43 >2000 >12,95

Valores de IS, CE;5, y CCsy, obtenidos mediante interpolacién a partir de los graficos de porcentaje de

viabilidad y concentracion del extracto.
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El cuadro 3 presenta las concentraciones efectivas obtenidas al infectar con una m.i. de
0,01. Al observar los valores de CE;, e IS de los extractos, podemos notar que las
diferencias entre ellos son minimas, lo que nos llevaria a pensar que tienen el mismo efecto.
Cabe destacar que la menor concentracion utilizada en el ensayo para determinar estos
porcentajes fue de 250 ug/ml, por lo tanto, seria interesante saber como se comportan los

extractos a concentraciones menores.

En resumen, todos los extractos evaluados contra HSV-1 cepa KOS demostraron tener
actividad antiviral cuando la infeccion fue realizada a baja multiplicidad de infeccion. Por otro
lado, los extractos YC e YF presentaron mayor inhibicion que YS. Si bien la inhibicion del
rendimiento viral fue menor al utilizar una m.i. mayor, en ambos casos la respuesta obtenida

fue concentracion dependiente.

Teniendo en cuenta que los extractos de yerba mate inhiben la replicacion del HSV-1 cepa
KOS, se evalud la actividad antiviral con una cepa TK- resistente al farmaco aciclovir, la
cepa B2006.

Para ello, como se menciond anteriormente, se implementd la técnica de rendimiento viral
utilizando el mismo procedimiento que se llevé a cabo para HSV-1 cepa KOS. Esto permitio
obtener el gréafico de inhibicion del rendimiento viral que se presenta en la figura 10, junto

con los valores de IS y CEs.
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Figura 10: Actividad antiviral contra HSV-1. Células Vero infectadas con HSV-1 B2006 (m.i.=0,1)
fueron tratadas con distintas concentraciones de los extractos luego de la adsorcién viral. A las 24 hs

se tituld el virus infectivo y se determinaron los porcentajes de inhibicién.

La figura 10 muestra que los tres extractos fueron capaces de inhibir la cepa B2006 del
HSV-1. Ademas, el extracto YC presenté la mayor inhibicion manteniendo porcentajes
mayores al 92% en el rango de 250 ug/ml a 1000 wg/ml. En los tratamientos con los
extractos YF e YS se ve que al aumentar la concentracion de extracto, hay un aumento en
los porcentajes llegando a inhibiciones del 90% en la concentracién de 1000 ug/ml pero el

efecto de estos dos es menor al de YC.

Cuadro 4: Efecto antiviral de los extractos de yerba mate contra HSV-1 B2006.

Extracto CE;, (vg/ml) CCs (1g/ml) IS

YF 455,00 >2000 >4,39
YC 135,60 >2000 >14,75
YS 422,36 >2000 >4,74
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Valores de IS, CEs, y CCs, obtenidos mediante interpolacion a partir de los graficos de porcentaje de

viabilidad y concentracién del extracto.

Al analizar el cuadro 4 que contiene las concentraciones efectivas obtenidas al infectar con
una m.i. de 0,1 se observa que YC ejerce mayor inhibicién que YF e YS. Esto se ve en las
CE4, donde YC tiene menor valor que los otros extractos, por lo que, se necesita menor
concentracion de extracto para reducir un 50% el titulo viral. Al comparar los IS, el de YC es

mayor denotando una accién antiviral mas selectiva.

En base a estos resultados, se determindé que todos los extractos de yerba mate
demostraron tener actividad antiviral contra el HSV-1 B2006, siendo el extracto de YC el que

mayor inhibicién presenté.

Siguiendo con la evaluacién de la actividad antiviral de los extractos contra HSV-1, se utilizd
la cepa recombinante YK608 que tiene la particularidad de expresar, en células infectadas,
la proteina de tegumento VP22 fusionada a una proteina fluorescente roja y la proteina de
capside VP26 fusionada a una proteina fluorescente verde (Sugimoto et al.,2008).

Para realizar este ensayo, las células Vero fueron cultivadas sobre cubreobjetos en placas y
fueron posteriormente infectadas con el virus HSV-1 cepa YK608 con una m.i. de 0,1.
Después de la adsorcion viral, se adicionaron los extractos a una concentracion de 1 mg/ml,
siendo esta la concentracibn mas elevada empleada en nuestros experimentos y se
procedié a incubar por 24 horas a 37°C. Se incluyeron controles que consistieron en células
sin infectar y sin tratamiento (CC), células infectadas con el virus y sin tratar (CV) y células
sin infectar tratadas con los extractos. Transcurridas las 24 horas, las células fueron fijadas
con metanol a -20°C durante 10 minutos. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y
los nucleos se tiferon con DAPI. Los cubreobjetos se montaron sobre glicerina tamponada
para su posterior observacion al microscopio de fluorescencia. Se adquirieron imagenes
utilizando un objetivo de 60x y diferentes filtros de fluorescencia. Posteriormente, se
procedid a colorear las imagenes y montarlas mediante el programa ImageJ para su

posterior analisis.
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Figura 11: Actividad antiviral contra HSV-1 YK608. Células Vero infectadas con HSV-1 YK608 fueron
tratadas con 1 mg/ml de los extractos luego de la adsorcion viral. A las 24 hs se observo la expresion

de las proteinas virales VP22 y VP26 utilizando un microscopio de fluorescencia.
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Al conocer las caracteristicas de fluorescencia asociadas a las proteinas de tegumento
(VP22) y la capside (VP26) del HSV-1 YK608 mencionadas en Sugimoto et al.(2008) se
pudo realizar el analisis de las imagenes. Es importante destacar que la reduccién en la
sintesis de las proteinas se asocia con una disminucién en la infeccién viral, entonces, la
reduccidon de estas proteinas se observa como una menor intensidad de fluorescencia o
presencia de los colores asociados a los fluoréforos correspondientes. Por lo tanto, una
disminucion en la cantidad de focos verdes en las imagenes indicaria una expresion mas

baja de VP26, y este mismo principio se aplica a VP22, que se observa en color rojo.

La figura 11 muestra que en el control de células, los nucleos tefiidos con DAPI confirman la
presencia de la monocapa de células Vero, ademas, no se observa fluorescencia asociadas
a VP22 y VP26. Esto nos indica que las células por si solas no presentan fluorescencia roja
o verde.

En el control de virus (CV) se observan focos fluorescentes de color rojo y verde
respectivamente, indicando la presencia de células infectadas expresando las proteinas de
HSV-1 cepa YK608. Asimismo, la intensidad de fluorescencia es alta, lo que sugiere una
alta expresion de las proteinas virales en las células infectadas. La tincion con DAPI
muestra la integridad de la monocapa luego de la infeccién.

En cuanto a los tratamientos con los extractos de yerba mate, se observa una disminucion
marcada del tamafo de los focos infecciosos asi como también una menor intensidad de
fluorescencia en la expresién de VP22 y VP26 con respecto al CV lo que nos indica que hay
inhibicion de la replicacion viral. Cabe destacar que se identifican variaciones en la
expresion de las proteinas virales VP22 y VP26 entre los diferentes tratamientos con

extractos de yerba mate (Fig 11).

A partir de las imagenes obtenidas, se contaron las células positivas para cada fluorocromo.
Para ello, se dividié la imagen en grillas eligiendo el 50% al azar y se ajustaron los
resultados al total. Se normalizé dividiendo el nimero de células infectadas por el numero
de células positivas para DAPI. Se usé el numero de células positivas del CV como
referencia del 100% de células infectadas, obteniéndose de esta manera la figura 12.

En la figura 12 se observa que los tres extractos inhiben la expresién de las proteinas
virales. En el tratamiento con YF, se observa un mayor porcentaje de expresion de VP26
mientras que VP22 presenta un porcentaje de expresién muy bajo. Por otro lado, en el
tratamiento con YS se observan niveles relativamente similares de VP22 y VP26, mientras
que con YC la expresion de VP26 es superior. Debido a que solo se realizé un ensayo, no
podemos asegurar que haya diferencias significativas entre la expresién de ambas

proteinas, pero podemos observar que la inhibicibn de la expresién ejercida por los
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extractos estd en el rango de 40-90 % de inhibicién con respecto al CV. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que solo se conté el numero de células que estan expresando
las proteinas, denotando solo presencia/ausencia del color correspondiente a cada una. Si
se observa la intensidad de fluorescencia en los tratamientos, esta tiende a ser mucho
menor comparada con las células infectadas sin tratar, en base a esto, podemos decir que

hay menor cantidad de proteina viral expresada.
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Figura 12: Inhibicién de la expresion de proteinas virales. Se contaron las células Vero infectadas
con HSV-1 cepa YK608. Cada imagen fue dividida en grillas, seleccionando aleatoriamente el 50%, y
los resultados fueron ajustados al total. Se normalizé utilizando el conteo de las imagenes con DAPI.
Se us6 el CV como referencia del 100% de las infecciones para comparar con los tratamientos. Las

barras en el grafico representan el porcentaje de células infectadas para cada tratamiento.
En términos generales, a través del empleo de la microscopia de fluorescencia y de una
cepa de virus modificada que expresa sus proteinas fluorescentes en las células infectadas

confirmamos la capacidad inhibitoria de los extractos de yerba mate frente al HSV-1.

En resumen, los resultados del estudio de los extractos de yerba mate frente a distintas

cepas de HSV-1 revelaron la capacidad antiviral de los mismos. La técnica de rendimiento
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viral para las cepas KOS y B2006 evidencié que todos los extractos lograron inhibir la
replicacion viral. Por otra parte, en la microscopia de fluorescencia, cuando se trataron las
muestras con los extractos, se vio una reduccion en la expresién de proteinas virales VP22
y VP26 en células infectadas por la cepa YK608, demostrando nuevamente la capacidad
inhibitoria de la yerba mate. Entonces, quedé en evidencia que las cepas KOS, B2006 e
YK608 han demostrado ser sensibles a los extractos de I. paraguariensis confirmando asi la

capacidad antiherpética.

Evaluacion antiviral contra el virus del Zika

Conociendo los resultados previos que muestran la actividad de los extractos de yerba mate
contra el virus HSV-1, se quiso evaluar la capacidad inhibitoria de estos contra el virus del
Zika cepa INEVH116141.

Antes de comenzar con los ensayos, se buscaron estudios previos en los cuales se haya
testeado la actividad anti Zika de la yerba mate. No obstante, no se encontré bibliografia en
la que se haya demostrado la actividad de esta planta, por lo que este estudio podria
considerarse una primera aproximacion para comprender la relacion entre este virus y la

yerba mate.

El estudio del efecto de los extractos de I. paraguariensis fue realizado mediante la técnica
de rendimiento viral. Para ello, se realizé un procedimiento similar al utilizado con HSV-1.
Las monocapas de células Vero se infectaron a distintas multiplicidades de infeccién del
ZIKV y luego de la hora de adsorcién se agregaron diluciones seriadas al medio de los
extractos, a continuacion, se incubaron por un periodo de 24 horas. Al terminar dicho tiempo
se congelaron las microplacas y se titulo el virus por el método de formacién de placas. A
partir de los titulos virales se determinaron los porcentajes de inhibicién, la CEs, y el IS.

Se utilizaron dos multiplicidades de infeccién diferentes una m.i de 0,1 y otra de 1. Para ello,
se optd por realizar los ensayos con diluciones seriadas al medio de los extractos desde
1000 pg/ml hasta 250 ug/ml.
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Figura 13: Actividad antiviral contra Zika. Células Vero infectadas con el ZIKV cepa INEVH116141
(m.i. 0,1) fueron tratadas con distintas concentraciones de los extractos luego de la adsorcion viral. A

las 24 hs se tituld el virus infectivo y se determinaron los porcentajes de inhibicion.

En la figura 13 se observa que cuando se infecta con una m.i 0,1 todos los extractos
evaluados producen la inhibicién del virus. El extracto que presenté mayor inhibicion fue YC
obteniéndose porcentajes mayores al 99,6% para el rango de concentraciones entre 250
ug/ml y 1000 ug/ml. Con respecto a YF, también mostré una inhibicidn alta alcanzando un
83% a la concentracion de 250 ug/ml y porcentajes mayores al 99% a concentraciones
mayores a 500 ug/ml. La inhibicién producida por el extracto YS se mantuvo entre el 83% y
85% para todos las concentraciones entre 250 ug/ml y 1000 ug/ml presentando una

inhibicion menor con respecto a los otros extractos (Fig. 13).
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Figura 14: Actividad antiviral contra Zika. Células Vero infectadas con el ZIKV cepa INEVH116141
(m.i. 1) fueron tratadas con distintas concentraciones de los extractos luego de la adsorcion viral. A

las 24 hs se titul6 el virus infectivo y se determinaron los porcentajes de inhibicién .

En la figura 14, al infectar con una m.i de 1 se observa que el extracto YC es el que tiene
mayor inhibicion, manteniendo porcentajes mayores al 99,9% para todas las
concentraciones testeadas. Con respecto a YF, se observa que con el aumento en la
cantidad de virus hay una disminucion de la inhibicidon de la replicacion siendo del 50% al
tratar con 250 ug/ml y llegando al 85% en concentraciones mayores a 500 ug/ml. El

tratamiento con YS solo inhibe el rendimiento viral en un 20%.

Cuadro 5: Efecto antiviral de los extractos de yerba mate contra Zika cepa INEVH116141.

Extracto CE, (ug/ml) CCs;, (zg/ml) IS

YF 144,79 >2000 >13,81
YS 257,18 >2000 >7,78
YC 125,52 >2000 >15,93
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Valores de IS, CEs, y CCs, obtenidos mediante interpolacion a partir de los graficos de porcentaje de

viabilidad y concentracién del extracto.

En el Cuadro 5, se presentan los datos del CEs, e IS correspondientes al efecto antiviral de
los extractos de yerba mate frente al ZIKV obtenidos a partir de una m.i de 0,1. Al comparar
los valores de CEg, se observa que YC e YF muestran valores cercanos, siendo YC
ligeramente mas bajo. Esto indica una inhibicién levemente mayor asociada al extracto YC.
Por otro lado, el extracto YS tiene la CE;, mas alta, que se traduce como una menor
inhibicion en comparacion con YC e YF. En términos de IS, se destaca que los extractos YC
e YF son los mas selectivos en su accion antiviral, mientras que el tratamiento con YS
muestra el indice de selectividad mas bajo, indicando un menor efecto en la inhibicién del

virus.

En resumen, en los experimentos realizados con ZIKV se observa que al igual que en los
tratamientos contra herpes, las mayores inhibiciones estan dadas por el extracto YC,
seguido por YF y, en ultimo lugar, el extracto de YS demostrando menor actividad. En estos
ensayos se comprobé la actividad anti Zika de los extractos de yerba mate. Teniendo en
cuenta que es una primera aproximacion por la ausencia de la informacion previa, se resalta
la importancia de estos resultados aportando a la comprension de las propiedades

medicinales de la yerba mate.
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Discusion

El aumento constante de la poblacidon mundial esta dirigiendo la atencion al desarrollo de
politicas de atencion médica y metodologias de investigacion para mejorar las relaciones
entre la nutricion y la salud humana. Dentro de este contexto, toma relevancia la busqueda
de diferentes alternativas como los metabolitos secundarios derivados de fuentes naturales
como por ejemplo los provenientes de las plantas (Shetty K. y Sarkar D., 2020). Estos
compuestos poseen la capacidad de establecer interacciones con uno o varios elementos

de los tejidos vivos, presentando una diversidad de posibles efectos (Banwo et al., 2021).

Particularmente, en los ultimos afios, se han llevado a cabo varios estudios sobre llex
paraguariensis centrandose principalmente en sus efectos sobre la salud (Croge et al.,
2021). Esta planta no solo tiene importancia cultural por ser una de nuestras
demostraciones de identidad como pais al ser una infusién altamente consumida en nuestro
territorio, sino que también numerosos estudios han reportado sus distintas bioactividades
(Pullaiah, 2023).

Los componentes bioactivos presentes en la yerba mate, que constituyen alrededor del 10%
de su peso seco, incluyen principalmente polifenoles como los acidos clorogénicos y el
acido cafeico. También se encuentran alcaloides como la cafeina y teofilina, asi como
flavonoides que comprenden quercetina, rutina, luteina y miricetina, junto con terpenoides
como los acidos ursélico y oleandlico. Estos compuestos de origen vegetal son reconocidos
por sus propiedades antiinflamatorias, anti-obesogénicas, antimutagénicas, antibacterianas

y antivirales, asi como por su capacidad antioxidante (Pinto et al., 2021)

Debido a lo expuesto anteriormente, el objetivo general de esta tesis consistié en examinar
las propiedades antivirales de los extractos provenientes de llex paraguariensis

considerando la amplia variedad de compuestos quimicos presentes en dichos extractos.

La obtencién de los extractos se consiguié de manera exitosa, se obtuvieron tres extractos a
partir de las hojas de yerba mate. Los extractos obtenidos fueron: el extracto de hojas

frescas (YF), el extracto de hojas secas (YS) y el extracto de yerba comercial (YC).

El andlisis de los constituyentes quimicos de los extractos no fue realizado dado que el
propésito de este trabajo consistid en investigar sus propiedades antivirales pero se sabe
por Barboza et al. (2009) que los compuestos de las hojas de llex paraguariensis incluyen

acido cafeico, acido clorogénico, derivados del cafeoil, alcaloides de purina, flavonoides,
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saponinas, vitaminas y compuestos polifendlicos. Ademas, esta reportado que
generalmente los efectos medicinales se deben a la combinacién de estos productos

secundarios de la planta.

Una vez obtenidos los extractos, se evalud su citotoxicidad (Fig. 6 y 7) sobre las células
Vero. Se sabe por estudios anteriores que los extractos de yerba mate no presentan
citotoxicidad alta (Muller et al.,2007; Lickemeyer et al.,2012). En nuestros experimentos, se
observd que en las dosis ensayadas, ninguno de los extractos YF, YS e YC resulté toxico.
Todos ellos mostraron baja citotoxicidad obteniendo como resultado CCs, mayores a 2
mg/ml (Cuadro 2), en base a esto, utilizamos concentraciones menores en los ensayos de
actividad antiviral para asegurarnos de que no sean téxicos. Teniendo en cuenta estos
resultados, se podrian realizar ensayos con concentraciones mas altas de los extractos para

determinar el niumero exacto de la CCsq, .

Con respecto a la accidon antiviral de los extractos de yerba mate, se ha reportado
previamente que los extractos hechos a partir de las hojas de llex paraguariensis presentan
un efecto inhibitorio contra el virus herpes. Los estudios de Miller et al. (2007) mostraron la
actividad antiherpética de los extractos acuosos de yerba mate contra HSV-1 cepas KOS y
29-R realizados in vitro en células Vero. Por otra parte, Lickemeyer et al. (2012) evaluaron
la actividad antiherpética de distintos extractos provenientes de hojas de yerba mate

también efectivos contra HSV-1 cepa KOS.

En nuestros experimentos, al testear los extractos de yerba mate contra la cepa KOS
utilizando dos multiplicidades de infeccion diferentes se pudo observar que los extractos YF
e YC tuvieron una capacidad de inhibicion alta para ambas multiplicidades de infeccion,
mientras que el extracto YS inhibié a baja m.i pero no lo hizo al aumentar la cantidad de
virus (Fig. 8 y 9). Se podria pensar que esta menor inhibicion se debe al proceso de secado,
sin embargo, YC al sufrir todo el procesamiento para la comercializacion también esta
sujeto al secado y su capacidad inhibitoria es alta. Probablemente el proceso de secado
realizado en nuestro laboratorio no sea igual al comercial ya que consta de mas pasos.
Ademas, no podemos descartar que en los extractos de YC estén presentes otros
compuestos como agroquimicos que aumentan la inhibicion, pese a ello, no lo podemos
confirmar con los experimentos realizados. Habria que realizar un extracto con yerba
organica libre de agroquimicos y comparar con el extracto hecho a partir de la marca
comercial, si este fuera el caso.

Nuestros ensayos confirman lo previamente publicado por Muller et al. (2007) y Luckemeyer

et al. (2012) donde los extractos de llex paraguariensis son capaces de inhibir a la cepa
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KOS de HSV-1. La preparacién de los extractos en los estudios mencionados y en este
trabajo presentan algunas diferencias, sin embargo, al no haber identificado la composicion
fitoquimica de los mismos no podemos inferir qué moléculas estan realizando el efecto
inhibitorio. Se puede afadir que la cromatografia de capa fina realizada en Lickemeyer et
al. (2012) identificd la presencia de Rutina, meta saponina-2, acido cafeico y clorogénico en
los extractos con una importante actividad antiherpética por lo que nuestros extractos

podrian compartir las caracteristicas de este perfil fitoquimico.

Posteriormente, cuando se evaluaron los extractos contra HSV-1 cepa B2006, una cepa
resistente a aciclovir por tener una mutacion en el gen de la timidina quinasa, se observé
que los tres extractos presentaron inhibicién del rendimiento viral, siendo YC el de mayor
actividad y los otros dos tuvieron inhibiciones similares (Fig. 10 y cuadro 4). Este resultado
comprueba que los extractos no solo son funcionales contra la cepa KOS sino que también
tienen capacidad inhibitoria contra otras cepas como lo es la B2006, informacién que no
habia sido publicada previamente. Este resultado es importante si tenemos en cuenta que la
cepa evaluada es resistente al aciclovir y por lo tanto los extractos podrian utilizarse en

reemplazo o en combinacion con este antiviral.

Por ultimo, se evalud la capacidad inhibitoria de los extractos de yerba mate frente a la
infeccion con HSV-1 YK608, que como se menciond anteriormente expresa la proteina del
tegumento y la de la capside asociadas a proteinas fluorescentes. Todos los extractos
inhibieron la replicacién de este virus, ya que, en todos los tratamientos el numero de
células fluorescentes fue menor que en el control viral (Fig. 11 y 12). Cabe destacar que
hubo diferencias entre los tratamientos, YF presenté altos niveles de VP26 con respecto a
VP22 que fue casi nula, esto indicaria una expresion diferencial de las proteinas. En cuanto
al tratamiento con YS, tanto el numero de células positivas como la intensidad de
fluorescencia de VP26 y VP22 fueron similares. Por ultimo, el tratamiento con YC redujo la
expresion de VP22 en mayor proporcion que VP26 (Fig. 12). Con este ensayo se logré
confirmar el efecto inhibitorio de los extractos, pero no se pudo explicar la diferencia en la
expresion de las proteinas virales, la que podria deberse a como se cuantificd la
fluorescencia. Para obtener mayor informacion deberiamos realizar varias repeticiones del

mismo experimento y hacer un analisis estadistico.
Con respecto al virus del Zika, como se menciond anteriormente no hemos encontrado

bibliografia que demuestre la actividad anti Zika de la yerba mate por lo que los resultados

obtenidos son muy importantes y constituyen una base para futuras investigaciones.
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Al probar los tres extractos contra el virus del Zika cepa INEVH116141 para dos m.i
diferentes pudo observarse que los extractos YF e YC tuvieron una capacidad inhibitoria
alta para ambas multiplicidades de infeccion. Por otro lado, el extracto YS inhibe a una baja
m.i pero al aumentar la cantidad de virus se ve disminuida la capacidad inhibitoria del

mismo (Fig. 13 y 14), manteniendo el efecto observado contra el virus herpes.

Los resultados muestran que los extractos obtenidos a partir de las hojas de yerba mate
(llex paraguariensis) tienen actividad antiviral contra HSV-1 y el virus del Zika corroborando

las propiedades medicinales de la planta.

El presente trabajo de tesis establece un punto de partida en el cual aparecen multiples
alternativas para futuras investigaciones tanto basicas como aplicadas asociadas a la yerba
mate. Por ejemplo, se podria hacer un reconocimiento de los compuestos y profundizar en
los mecanismos de accion como también una optimizacién del extracto para maximizar su
eficacia. A partir de esto podria pensarse la posibilidad del desarrollo de fitomedicamentos.
En el caso del virus herpes que se demostré la efectividad con cepas resistentes podria
desarrollarse una alternativa al aciclovir y para el virus del Zika podria significar el desarrollo
de una posible terapia efectiva contra el virus. Como vemos hay un amplio espectro de

posibilidades en las cuales se pueden seguir trabajando.
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Conclusion

Las plantas medicinales han desempefado un papel esencial en la medicina, ofreciendo
una gran variedad de compuestos bioactivos con potencial terapéutico. Desde tiempos
ancestrales, diversas culturas han aprovechado las propiedades de estas plantas para tratar
y prevenir enfermedades. Dentro de esta variedad se encuentra la yerba mate (/llex
paraguariensis) que normalmente se utiliza para consumo pero diversas investigaciones
demostraron diferentes actividades bioldgicas asociadas a la planta, incluyendo actividad

antiviral.

En el presente trabajo se estudid la actividad antiviral de distintos extractos de llex
paraguariensis evaluando su eficacia contra virus de importancia sanitaria, como el HSV-1y
el virus del Zika. Los resultados de este estudio revelaron la actividad antiherpética de los
tres extractos, evidenciando su capacidad de inhibicién contra las cepas KOS e YK608 de
HSV-1 demostrando incluso su eficacia contra la cepa B2006 que es resistente a aciclovir,
un medicamento ampliamente utilizado para tratar este tipo de infecciones. Ademas, se
demostro la actividad anti Zika de los extractos. Esto es de suma importancia, ya que, es un
conocimiento que no se habia registrado previamente en articulos cientificos. Nuestro
trabajo no solo confirma las propiedades antivirales de llex paraguariensis, sino que también
resalta su capacidad para inhibir virus de distintas familias. Es importante mencionar
también que abre la puerta a futuras investigaciones, sefialando la posibilidad de desarrollar

terapias destinadas a mitigar los sintomas causados por la infeccion del virus del Zika.

En resumen, los resultados obtenidos no solo respaldan la eficacia antiviral de los extractos
de llex paraguariensis contra HSV-1, incluyendo cepas resistentes, sino que también
revelan su potencial aplicacion contra el virus del Zika, proporcionando asi una base sélida

para futuras investigaciones y desarrollos terapéuticos.

'

Gonzalo Moreno Erina Petrera
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