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APRESENTACAO

A colecéo “Entre Ciencia e Ingenieria 4” € uma obra que compreende 0s processos
sob os quais se desenvolve, aplica e divulga a ciéncia, tecnologia e a inovacdo. Seu
objetivo consiste em difundir trabalhos cientificos que abrange diversos campos da Ciéncia
e Engenharia que compdem os capitulos.

O volume abordara de forma categorizada e clara pesquisas e publicagdes com
0 objetivo central de analisar processos que possam ser utilizaveis em projetos e/ou
trabalhos futuros. Além disso, apresenta uma analise ao desenvolvimento de tematicas
que envolvem a saude publica e coletiva, area das engenharias e ciéncia.

Desta forma, esse material se torna bem interessante por constituir temas,
conhecimentos académicos desenvolvidos e discutidos por diversas instituicbes de
ensino e pesquisa do pais e fora do pais. Por isso, para necessaria compreensdo comum
e explicitar trabalhos de forma altamente eficaz, a Atena Editora é capaz de oferecer e
difundir a transferéncia de conhecimento com os mais debates centrados da lideranga da
ciéncia e engenharia com esta mais nova colecgéo.

Amanda Fernandes Pereira da Silva
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CAPITULO 1

ACTIVIDAD ANTI-CHIKUNGUNYA DE LOS ACEITES
ESENCIALES DE PLANTAS PERTENECIENTES A LAS
FAMILIAS VERBENACEAE, PIPERACEAE, POACEAE,

LAMIACEAE, LAURACEAE Y MYRTACEAE: ESTUDIOS

Data de aceite: 03/10/2022

Liliana Amparo Betancur-Galvis

Group of Investigative Dermatology (GRID),
Institute of Medical Research, Medicine Faculty
University of Antioquia, Carrera 51D # 62 — 29,
Laboratory 219. Medellin A. A1226, Antioquia,
Colombia

Orlando José Jiménez Jarava

Group of Investigative Dermatology (GRID),
Institute of Medical Research, Medicine Faculty
University of Antioquia, Carrera 51D # 62 — 29,
Laboratory 219. Medellin A. A1226, Antioquia,
Colombia

RESUMEN: EI acoplamiento molecular o
“Docking” molecular, es una técnica in silico que
predice las interacciones entre una proteina y
moléculas pequenas en funcion de la geometria
y las fluctuaciones de la energia libre de enlace,
para “hipotetizar” posibles mecanismos de
accion de moléculas biologicamente activas. En
este estudio, el acoplamiento de componentes
mayoritarios y minoritarios de aceites esenciales
(AEs) se realiz6 utilizando AutoDock Vina en
el software de codigo abierto de proyeccion
virtual PyRx (con secuencias peptidicas de la
glicoproteina de envoltura madura del virus
Chikungunya (CHIK)(PDB ID - 3N42). La actividad
biolégica antiviral de mas de treinta AEs de
especies de la familia Verbenaceae, Piperaceae,
Poaceae, Lamiaceae, Lauraceae y Myrtaceae
fue evaluada. Se utilizaron varias técnicas para
la evaluacion antiviral, la primera consistié en
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un tamizado primario, para seleccionar AEs
activos; y la segunda, propiamente evalud la
actividad virucidal, por técnicas cuantitativas,
brevemente, los AEs y la suspensién viral CHIKV
de 10°® TCID50/0,25mL o 10° TCID50/0,25mL se
mezclaron (0.2% V/V) y se incubaron durante 45-
60 minutos a temperatura ambiente. Luego, la
mezcla se diluyé 100 veces, antes de agregarse
a las células en diluciones logaritmicas seriadas,
y la actividad virucidal se reportdé en rangos de
valores de Log Rf (de 1-6). Segun la escala de
Log Rf, el estudio de “Docking” molecular, el
coeficiente de particion, y propiedades quimicas
como aceptores de puentes de hidrogeno y
enlaces de resonancia, se interpretd el potencial
virucidal. Al igual que la “regla de Lipinski”, para la
biodisponibilidad oral, las anteriores propiedades
de los componentes mayoritarios y minoritarios
constituyentes in situ de los AEs activos, nos
ayudaron a establecer varios criterios empiricos
que deben cumplir los AEs, a los cuales se les
predice un alto potencial virucidal.

INTRODUCCION

La fiebre chikungunya es una
enfermedad causada por el virus Chikungunya
(CHIKV), arbovirus envuelto de genoma ARN
positivo de cadena simple, el cual pertenece
a la familia Togaviridae. A nivel mundial, ésta
enfermedad es endémica en Africa, sudeste de
Asia e India; descrita por primera vez durante
un brote ocurrido en el sur de Tanzania en
1952. En Colombia, el primer caso autéctono de

chikungunya se identifico en el 2014. Durante
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el resto del afo 2014, se notificaron 106.592 casos, pero en el 2015 se presenté el pico
epidemioldgico con 358.974 casos reportados (1). Las manifestaciones clinicas, son muy
variadas, los sintomas van desde leves y muy similares a los de la influenza; pero en
algunas personas adultas, se presenta dolor en las articulaciones por meses, y en adultos
mayores, débiles o inmunosuprimidos, la enfermedad puede llevar a la muerte (2). También
se han reportado casos de Guillain-Barre, Sindrome cerebeloso, convulsiones, miocarditis,
retinitis, neuropatias, oftalmoplejias y meningoencefalitis (2).

Uno de los grandes retos para la comunidad cientifica del siglo XXI, es tener al orden
del dia tratamientos oportunos para las infecciones emergentes de facil contagio, como
son las virales. Por lo anterior, “la busqueda de agentes antivirales efectivos de amplio
espectro”, es indispensable en especial contra virus emergentes, como el CHIK, en este
caso por la inexistencia de vacunas. Los aceites esenciales (AEs), poseen propiedades
biologicas de amplio espectro, entre éstas esta la propiedad antiviral contra virus envueltos
(3). Los componentes presentes en los AEs interfieren posiblemente con las estructuras
de la envoltura del viribn, enmascarando asi las proteinas de la envoltura viral, que son
necesarias para la adsorcion y la entrada a la célula huésped. EI AE comercial mas
conocido como agente antiviral es el aceite de arbol del té (TTO), que se extrae de las hojas
de Melaleuca alternifolia (Myrtaceae). EI TTO australiano se comercializa bajo un estandar
dado por organizaciones internacionales de control, a paises que se acogen a las Normas
ISO (ISO 4730 para el AE de TTO), con las siguientes especificaciones de componentes
principales: Terpineno-4-ol (30-48%), Gamma-Terpineno (10-28%), Alpha-Terpineno (5-
13%), 1,8-Cineol (hasta 15%), Terpinoleno (1,5 a 5 %), p-Cimeno (0,5 a 12 %), Alpha-Pineno
(1 a 6 %) y Alpha-Terpineol (1,5 a 8 %) (4). En el presente estudio se evaluaron varios AEs
extraidos de plantas aromaticas, principalmente recolectadas en Colombia. La actividad
antiviral fue evaluada inicialmente por técnicas de tamizado primario, para proceder con
los aceites mas activos a evaluaciones cuantitativas de actividad anti- Chikungunya; y
poder asociar la actividad virucidal con la composicion de los aceites teniendo como control
positivo un AE de Melaleuca alternifolia. Finalmente, se realizaron estudios de acoplamiento
o “Docking” molecular a los AEs mas activos, utilizando secuencias peptidicas de varios
“pbolsillo de unién” de las glicoproteinas de envoltura, principalmente pE2 del CHIK como
diana terapéutica, para asociar la actividad con la composicion quimica del aceite.

PARTE EXPERIMENTAL

Aceites esenciales

De la familia Lamiaceae se evaluaron los AEs de las especies: Hyptis mutabilis
(Albahaca del campo), Lepechinia betonicifolia (Matico), Lepechinia bullata, Lepechinia
conferta, Lepechinia vulcanicola, Lepichinea salvifolia, ~Minthostachys mollis (Kunth)
Griseb (Cruz de Muna), Ocimum americanum (Albahaca), Thymus vulgaris (Tomillo),
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Rosmarinus officinalis (Romero); Poaceae -Cymbopogon nardus (Citronela), Cymbopogon
martini (Palmarosa), Cymbopogon citratus (Limonaria); Verbenaceae -Lippia origanoides
(Orégano de monte), Lippia alba (Pronto alivio), Lippia citriodora ( Cedrén); Lamiaceae
-Salvia aratocensis (Salvia); Piperaceae - Piper bogotense (Cordoncillo). Estas plantas
fueron recolectadas en Colombia por la EMPRESA CENIVAM (con permisos de recoleccion
de las plantas endémicas por resoluciones de licencias No 0041-2008 y 0390-2008
concedidas por el Ministerio de Ambiente). Durante proyectos conjuntos que se realizaron
interinstitucionales con CENIVAM, en la ultima década, se conformé un “Banco de AEs”
por parte del grupo GRID de los AEs de estas especies, conservados a -80°C. Los AEs
de plantas aromaticas Europeas comerciales, fueron donados por Carmen Orozco,
distribuidora en Colombia, de la EMPRESA “doTERRA- Essential Oils Company”, con la
informacion del anélisis cromatografico GC-MS, a quien se le solicité la siguientes especies:
Myrtaceae -Eucalyptus radiata (Eucalipto), Malaleuca alternifolia (Melaleuca), Eugenia
caryophyllata (Clavo); Burseraceae -Boswellia spp (Incienso); Lamiaceae - Rosmarinus
officinalis (Romero), Ocimum basilicum (Albahaca), Thymus vulgaris (Tomillo), Origanum
vulgare (Orégano), Lavandula angustifolia (Lavanda); Lauraceae - Cinnamomum cassia
(Canela); Fabaceae -Copaiba spp (Copaiba); Apiaceae -Foeniculum vulgare (Hinojo);
Poaceae - Vetiveria zizanioides (Vetiver); Zingiberaceae -Curcuma longa (Curcuma).

Cultivo celular, virus y ensayos antivirales

El virus Chikungunya (CHIKV) fue donados por el INS (Instituto Nacional de Salud-
Colombia). Los virus se amplificaron y titularon en células Vero E6 (células de rifdn de
mono verde africano-Cercopithecus aethiops, ATCC CRL-1586), mediante ensayo de placa
y se ftitularon tanto por Unidades Formadoras de Placa (UFP/mL), como por DICT, /mL
(Dosis Infecciosa de Cultivo celular con efecto citopatico del 50%). Los ensayos antivirales
de tamizado primario se realizaron segun los protocolos estandarizados por el grupo de
investigacion, y que se encuentran reportados en varias de nuestras publicaciones (3,5).

Ensayo de actividad virucidal

La actividad antiviral virucidal de los AEs contra el CHIKV se realiz6 en células
Vero E6 y se llevo a cabo utilizando la técnica de titulacion de punto final (EPTT). Los
AEs y la suspension viral de 10° DICT_ /0,25 mL o 10° DICT, /0,25 mL, se mezclaron
(0,2 % v/v) e incubaron durante 45 a 60 minutos a temperatura ambiente. Las células
se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 2 x 10* células/pocillo a 37
°C en atmoésfera himeda al 5% de CO,, hasta alcanzar el 80% de la monocapa celular.
Antes de agregar la mezcla a las células, se diluyé 100 veces en DMEM sin suero bovino
fetal (FBS) y se procedi6 a realizar cuatros diluciones logaritmicas. Luego, los platos de
cultivos se incubaron de nuevo a 37°C en atmésfera humedad con 5% de CO2 durante 2h.

A continuacion, la mezcla de virus/AE se retir6 de la monocapa celular y se remplazd por
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DMEM suplementado con FBS al 2 % que contenia carboximetilcelulosa (CMC) al 0,25
%. Después de 48h de incubacion, las monocapas celulares se tifieron con una solucion
de formaldehido al 3,5% con cristal violeta al 0,2%. La reduccion del titulo viral, causada
por el AE, se calculé comparando lo con el control viral (el titulo viral, para la comparacién
contempld ocho diluciones logaritmicas; hasta no observar efecto citopatico, es decir no
formacion de placas virales). La concentracién virucidal no citotoxica del 99% de inhibicion
(VC99), se defini6 como la concentracion requerida para inactivar el 99% de los viriones,
no mostrando efecto citopatico, ni formacion de placa de lisis celular. Se realizaron dos
experimentos independientes con replicas por triplicado para cada dilucion del AE. Los
controles incluyeron células no tratadas, células tratadas con solo el AE, células infectadas.
Se incluyeron controles positivos como Heparina y AE de Melaleuca alternifolia. La
actividad antiviral relevante o moderada, fue aquella que redujo el titulo viral por lo menos
dos unidades logaritmicas.

Acoplamiento molecular/Estudio in silico

El analisis ya ha sido publicado (5); brevemente, el acoplamiento molecular se
realiz6 utilizando el programa AutoDock Vina, con el software de codigo abierto. Tres
secuencias peptidicas de las glicoproteinas de union del virus de CHIK, fueron estudiadas.
En el primer dominio de union publicado por Phuong y colaboradores (6), se tomaron los
aminoacidos Asp43, 11e136, Arg144 y Arg267 del “bolsillo de unién 2” del residuo E2 de la
estructura madura de las gliproteinas obtenida en su forma cristalina y reportadas en las
bases datos de proteinas (https://www.rcsb.org) en formato .pdb con cédigo 3N42 (PDB
id: 3N42), con una resoluciéon de 3,0 A. El segundo dominio de unién compuesto por los
siguientes residuos aminoacidicos: Phe6, Val8, Tyr9, Met97, Gly98, His99, Phe100, Thr160,
Ala162, lle255, His256, 11e257 y Pro258, se obtuvo por predictor de sitios activos Online
https://prankweb.cz (Universidad Republica Checa), localizados en los sitios de unién de
la cadena B (glicoproteina E2), producto de haber retirado: la cadena A, que corresponde
a la glicoproteina E3; la cadena F, que corresponde a la glicoproteina E1; y la cadena C,
que corresponde al inhibidor asociado a la proteina; al haberlo tratado con el software
de visualizacion “UCSF Chimera 1.15” para eliminar todos aquellos interferentes ya
mensionados: las cadenas proteicas que no hacen parte del bolsillo, disolventes presentes
en el momento de la cristalizacion, cofactores y moléculas quimicas externas presentes
en la proteina. Para el tercer dominio de unién publicado por Phuong y colaboradores (6),
se procedi6 igualmente que para el dominio 1, procedimientos ya publicados (6); donde se
tomaron los aminoacidos Pro128, Arg36 y Tyr237 del “bolsillo de unién 1” del residuo E2.
Los ligandos (monoterpenos, entre otros) se seleccionan manualmente con un texto de
configuracién, con todos los parametros, como: “Tamafio de GridBox (X:24, Y:20, Z:22)"y
“Centro (X: -47.67, Y: -12.41, Z: -21.45) para el dominio de uniéon 2, “Tamafo de GridBox
(X:26, Y:18, Z:16)” y “Centro (X: -31.60, Y: -18.33, Z: -22.968) para el dominio de union 3;
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“Tamano de GridBox (X:16, Y:20, Z:18)”y “Centro (X:-25.40, Y: 4.42, Z: -10.03) para dominio
de unidén 1, y exhaustividad (siempre 20)”. También se usé el software libre Avogadro 1.2.0
para la minimizacion de ligandos (energia de campo: mmf94 y conformacion 3D), ajustes de
pH (pH fisiologico 7,4), y “Discovery Studio 2021 Client” para la visualizacion del complejo
proteina-ligando y las interacciones débiles que estabilizan el ligando con el sitio de union
de las tres secuencias peptidicas evaluadas. Todas las moléculas “ligando” hacen parte de
la composicion de los aceites esenciales evaluados, y se obtuvieron de la base de datos
Pubchem https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los AEs fueron evaluados inicialmente utilizando la técnica de tamizado primaria,
que consiste brevemente, en mezclar los aceites con una concentracion no superior a 200ug/
mL y “Diez dosis infecciosas de cultivo celular cincuenta (10 TCDI, /0,25 mL) (3,5), para
incubar por 15 minutos a medio ambiente. Esta mezcla se agrega en diluciones seriadas
dobles al cultivo celular, y se incuba por 48 horas, en las condiciones de cultivo celular
especificadas en la parte experimental. Terminado el tiempo de incubacion, se tifien las
placas de cultivo y se procede a la evaluacién al microscopio, comparandolo con controles
celulares, controles virales y controles de citotoxicidad de los AEs evaluados. El criterio de
seleccion para los AEs “activos” fue la concentracion (12.5ug/mL), la no citotoxicidad, y la
reduccion del titulo viral al menos dos unidades logaritmicas.

Los AEs que cumplieron el criterio fueron, de los AEs de CENIVAM (datos no
mostrados): Hyptis mutabilis, Lepechinia betonicifolia, Lepechinia salvifolia, Lepechinia
vulcanicola, Mintostachys mollis, Ocimum americanum, Rosmarinus officinalis, Salvia
aratocensis subsp. Suratensis, Thymus vulgaris, Cymbopogon nardus, Cymbopogon
martini, Cymbopogon citratus, Lippia citriodora, Piper bogotense; AEs de doTERRA,
Eucalyptus radiata, Malaleuca alternifolia, Eugenia caryophyllata, Boswellia spp.,
Rosmarinus officinalis, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris, Origanum vulgare, Lavandula
angustifolia, Cinnamomum cassia, Copaiba spp y Foeniculum vulgare. De éstos AEs, los
que pasaron a la segunda evaluaciéon experimental, actividad virucidal, fueron aquellos que
tenian la composicién quimica completamente dilucidada; y de las especies repetidas, se
eligieron los AEs de doTERRA por tener mas del 98% de la composicion quimica publicada
(www.sourcetoyou.com). Muchos de los AEs “activos” provenientes de CENIVAM, ya
habian mostrado actividad anti-herpética; y tanto su composicion quimica y/o su actividad
antiviral utilizando la técnica de tamizado primario, se encuentran publicados (7-11). Los
resultados del tamizado primario anti-CHIKV (datos no mostrado), realizados en el presente
estudio con virus de genoma diferente a los herpesvirus, nos lleva a pensar en la actividad
de amplio espectro de éstos AEs.

Para la evaluacion de la actividad virucidal, se definié la concentracion virucida del
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99% (VC99), como una concentracion no citotoxica que inactiva el 99% de los viriones,
sin observar efecto citopatico cuando se analiza al microscopio éptico (concentracion
que determina el valor del factor de reduccion viral (Rf)). Se realizaron dos evaluaciones
con diferentes titulos virales, una de ellas a concentracion de 10® TCID50/0.25 mL para
determinar AE activos con potencial medio, y otra a concentracioén de 10° TCID50/0.25 mL,
para clasificar los AE con alta actividad virucidal. Se utilizé el AE comercial de Malaleuca
alternifolia, donado por doTERRA, como control positivo para los AEs; que en general
mostrdé un Log Rf de 3 (esto significa que redujo el titulo viral mil veces comparado con
el titulo viral) (ver Tabla 1). También se utiliz6 Heparina como control positivo, pero fue
menos activo que el AE de M. alternifolia. Las concentraciones finales de los AE evaluados
en el cultivo celular fueron de 1, 0.1 y 0.01 ppm (partes por millén); estas concentraciones
no fueron citotdxicas durante las dos horas de incubacién, al no observar se a través del
microscopio cambios morfolégicos. De las dos réplicas experimentales realizadas, se
eligio la réplica que mostré el valor de actividad mas bajo (Tabla 1). Segun la composicién
quimica, los AEs fueron clasificados en tres grupos (ver Tabla 2, 3, 4). Los experimentos
de actividad virucidal para cada grupo de AEs se realizaron simultaneamente, con el fin de
reducir la variabilidad experimental y poder comparar la actividad virucidal y asociar la a los
componentes comunes (analisis cromatografico GC-MS). Las composiciones de los AEs
descritos en las Tablas 2,3,4 no contemplan el total de la composicion quimica publicada
en los diferentes articulos (7-11; www.sourcetoyou.com); pero en las tablas se encuentran
especificadas las referencias citadas para cada AE de CENIVAM, lo mismo para los AEs
de doTERRA (con sus cédigos DI de Calidad, para que se pueda hacer la busqueda en la
pagina web www.sourcetoyou.com) de la empresa.

El grupo A, lo conformaron los AEs de: Albahaca (Ocimum basilicum), Canela
(Cinnamomum cassia), Clavo (Eugenia caryophyllata), Copaiba (Copaiba spp.), Tomillo
(Thymus vulgaris), Orégano (Origanum vulgare), Ocimum campechianum (OC1),
Mintostachys mollis (MEO1) y Minthostachys mollis (Kunth) (MEO2). El AE del Orégano
y MEO1 redujeron el titulo viral mas alto (Tabla 1), en comparacion a todos los aceites
evaluados, observandose hasta un Log Rf de seis, a concentraciones mayores de 1 ppm;
es decir que una exposicion hasta 60 minutos al 0.2% v/v del AE podria reducir hasta un
millon de veces la carga viral, en una superficie o fémite. El siguiente AE mas activo fue
el AE de Tomillo, que mostré Log Rf de 5. El orden de actividad de éste grupo de AEs fue:
MEO1, Orégano > Tomillo > Clavo > Albahaca, Canela > O. campechianum > M. mollis
(MEO2). EI AE de Copaiba fue clasificado como no activo.

Antes de analizar la composicion quimica de los AEs (Tabla 2, 3y 4), brevemente se
clasificaran los componentes segun su estructura quimica. Los AEs son mezclas complejas
de mas de cien constituyentes quimicos volatiles biosintetizados por las plantas, que
incluyen principalmente dos grupos relacionados: los terpenos/ terpenoides y el otro lo
constituyen los compuestos alifaticos; todos caracterizados por su bajo peso molecular. El
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grupo principal comprende, en general: monoterpenos de hidrocarburos aciclicos alquenos
(Mirceno, Ocimeno), monoterpenos oxigenados aciclicos alquenos (Linalool, Citronelol,
Citronelal, Nerol, Neral, Geraniol, Geranial), monoterpenos de hidrocarburos monociclicos
alquenos (Limoneno, Felandreno), monoterpenos oxigenados monociclicos alquenos (Timol,
Terpineol, Isopulegol), monoterpenos oxigenados monociclicos (Mentol), monoterpenos de
hidrocarburos biciclicos (Thujano, Sabineno, Carano), monoterpenos oxigenados biciclicos
(Cineol, Fenchone, Sabinol), sesquiterpenos de hidrocarburos aciclicos (Farnesano,
Farneseno), sesquiterpenos oxigenados aciclicos (Farnesol, Nerediol), sesquiterpenos
de hidrocarburos monociclicos (Humeleno, Bisoboleno), sesquiterpenos oxigenados
monociclicos (Bisobolol), sesquiterpenos de hidrocarburos biciclicos (Chamazuleno),
sesquiterpenos oxigenados biciclicos (Santalol), sesquiterpenos de hidrocarburo triciclicos
(Aromadendreno), sesquiterpenos triciclicos oxigenados (Patchoulol) (12). Con la anterior
clasificacion, muy general de los diferentes componentes que pueden constituir los
aceites esenciales, se estudio la correlacion de la actividad virucidal con los componentes
principales de los tres grupos de AEs.

10° TCID,° 10° TCID,°
Rf 10% | 102 | 10! 106 | 10° | 10*
ppm 1 |01 {001 1 0.1 | 0.01
Essential Oils

Albahaca NA NA
Canela NA | NA
Clavo NA
Copaiba NA | NA | NA NA
Tomillo NA
Oregano
Eucalipto
Incienso NA | NA NA NA | NA
Lavanda NA | NA | NA
Hinojo NA | NA NA | NA | NA
Romero NA | NA | NA
HM1 NA
LvVC1 NA
LS7
Cedron10 NA
Cedron 11
OCH NA
MEO1
MEQO2 NA | NA
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Melaleuca NA NA NA | NA
Heparin NA | NA NA NA | NA

Tabla 1. Actividad Virucidal de AEs de DoTERRA y CENIVAM

Los AEs del Grupo A presentaron los siguientes componentes principales (Tabla 2):
Albahaca (71.6% de Linalool y 1,8-Cineol), Canela (89.2% de Trans-Cinnamaldehido y
2-Methoxycinnanmaldehido), Clavo (94.0% de Eugenol y Acetato de Eugenol), Copaiba
(73.6% de Beta-Cariofileno, Alpha-Humuleno y Trans-Alpha-Bergamoteno), Tomillo
(73.17% de Timol, Gamma-Terpineno y P-cimeno), Orégano (74.2% de Carvacrol), Ocimum
campechianum (66.9% de Metil Eugenol y Beta-Cariofileno), Mintostachys mollissMEO1
(70,6% de Beta-Cariofileno, Pulegona, Germacreno-D, Mentona y Biciclogermacreno), y
Minthostachys mollis (Kunth) /MEO2 (71.3% Cis-Piperitona epoxido, Oxido de Piperitona,
Germacreno-D, Mentona y Biciclogermacreno). Los componentes que correlacionaron
con la mayor actividad de este grupo, fueron: Carvacrol y Timol, como componentes
principales del Orégano y Tomillo. El estudio realizado por Mediouni y colaboradores (2020)
proporciona muchas herramientas para orientar la discusion sobre la actividad virucidal
de los AEs, aqui estudiados (13). Ellos encontraron que la actividad anti-VIH-1 (Virus
de la Inmunodeficiencia Humana) del Orégano, depende tanto de la composicion de sus
AEs como de la envoltura del virus; los AEs son mas activos sobre virus envueltos. La
concentracion inhibitoria 50 (IC,,%) anti-VIH-1 fue de 0.33 % v/v del AE de Orégano (de
origen italiano) con composicion, en orden de mayor a menor concentracion de: P-Cimeno,
Gamma-Terpineno, Carvacrol, Timol, Alpha- Pineno, Linalool, Beta-Cariofileno, 1,8 Cineol
y Limoneno (13). Ellos evaluaron varios aceites de Orégano comercial procedentes de
Italia, los cuales mostraron actividades similares anti-VIH-1 (13); lo que posiblemente indica
que los componentes de estos aceites, independientemente de su porcentaje en el AE de
Orégano, le confieren cierta “actividad antiviral estable”, sus componentes minoritarios.
Ellos, también encontraron que, para estos dos componentes, Carvacrol y Timol, y sus
mezclas, la actividad anti-VIH-1 se explicaba como una actividad virucidal, donde dichos
componentes inactivaban el sitio de union del virus (péptido de unién de la glicoproteina
viral gp120) a su cedula huésped (13). Una década anterior, Lai y colaboradores, en el
2012, igualmente habian mezclado Carvacrol o Timol (a una concentracién de 100uM/
aproximadamente 15pg/mL) con 100UFP de Herpes Virus Humano tipo 1/HHV-1 durante
una hora; y luego las particulas virales fueron visualizadas en un microscopio electronico
de transmisién JEM-2000EX II, mostrando que aproximadamente el 79% y el 95% de
las envolturas virales se rompieron después del tratamiento con Carvacrol o Thymol,
respectivamente; estos resultados fueron consistentes con la actividad virucidal “in vitro”
evaluada por ellos (14). Mediouni (13), Shah (2020) (15), y Bahr (2021) (16) demostraron,

con virus diferentes, la importancia del colesterol en la infectividad de los virus envueltos;
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y que los componentes de los AEs, principalmente el Carvacrol, cambia la proporcién de
colesterol presente en la envoltura viral (0 membranas celulares), variando la densidad de
la particula viral, haciéndolas mas fragiles, cambiando la conformacion de los péptidos de
union, presentes en las proteinas/ligando de la envoltura bilipidica viral. La accion causada
por el Carvacrol y Timol sobre la particula viral del virus herpes, también corrobora la idea
que “para romper la envoltura viral” debe de haber cierta lipofilicidad compatible a la bicapa-
lipidica viral, lo que nos lleva a pensar también en clasificar los componentes segln esta
propiedad fisicoquimica.

Meneses y colaboradores, en el 2009 (17) encontraron que el AE de Origanum
vulgare L., con composiciones de: Trans-Sabinene hidrato (21,0%), Timol (11,0%),
Carvacrol metil éter (11,0%) y Gamma - Terpineno (5,2%), después de un tratamiento por
24h a una concentracién de 100pg/mL con 9.5x10* UFP del virus de la fiebre amarilla
(YFV); mostr6 actividad virucidal del 100% cuando se adicion6 en monocapas de células
Vero a una multiplicidad de infeccién de 1 (MOIl= 1), durante un periodo de 1h a 37°C,
retirando el in6culo e incubando por 48h adicionales (17). En nuestro estudio, aunque
las concentraciones de los AEs utilizadas estuvieron por encima de 100 ug/mL (> diez
veces mas); y la actividad virucidal se evalu6 con concentraciones virales hasta mil veces
superiores a 9,5 x 10* UFP, y en un tiempo de tratamiento mucho mas corto (60 minutos a
temperatura ambiente); la actividad virucidal contra CHIKV fue demostrada con diferentes
niveles de “potencialidad” virucidal. La composicion del AE de Orégano evaluado por
Mediouni y el evaluado por Meneses y colaboradores, muestran una composicion quimica
diferente; y sin embargo se encontré actividad virucidal contra virus diferentes. Lo que
nos hace pensar que la actividad virucidal de los AEs evaluados en este estudio, también
podrian ser de amplio espectro como lo publicado anteriormente por nuestro grupo de
investigacion (7), para algunos de los AEs evaluados aqui; y podrian también depender
tanto de la presencia de ciertas moléculas activas, como del sinergismo en composicion
quimica y porcentual, de componentes mayoritarios o minoritarios. Desde ésta hipotesis,
se entrard a discutir la composicion quimica de los AEs segun sus tipos de monoterpenos
y/o sesquiterpenos, para correlacionar los con la actividad virucidal; y para estudiar la
interaccion especifica sobre péptidos de unién en las proteinas de envoltura, como lo ha
demostrado Mediouni y colaboradores con el virus VIH-1, se echara mano de la herramienta
en sillico como es el “Docking molecular”. En este estudio, para el “Docking” molecular se
escogieron tres tipos de dominios de unién, de péptidos importantes, que hacen parte de
la proteina pE2 de la envoltura del virus CHIK, con algunas variaciones a la reportada por
Phuong y colaboradores (6).

Correlacionando los resultados de la Tabla 1, que nos da informaciéon sobre la
“potencia” virucidal de los AEs, con los de composicién quimica de los AEs para el grupo
A (Tabla 2); encontramos que los AEs de Oregano, Tomillo y Minthostachys mollis’fMCO1

obtuvieron el mayor valor de Log Rf, contemplando la siguiente composicién en comun:
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Carvacrol, Timol, Gamma-Terpineno, P-Cymene, Beta-Cariofileno y Linalool (principalmente
para los AEs de Orégano y Tomillo). Comparando éstos componentes del AE de Orégano de
doTERRA, vemos que también hacen parte de los constituyentes principales de los AEs de
Orégano evaluados por Mediouni y colaboradores (13). La composicion quimica de estos
componentes, son principalmente: monoterpenos oxigenados monociclicos aromaticos
(Carvacrol y Timol), monoterpenos de hidrocarburos monociclicos alquenos (P- Cimene,
Gamma-Terpineno), sesquiterpeno dienos no conjugados (Beta-Cariofileno) y monoterpeno
oxigenado aciclico dieno no conjugado (Linalool). En el estudio de “Docking” molecular con
los tres dominios de union de la proteina de CHIKV, estos componentes mostraron valores
de energias libres en el rango de -4.8 a -5.8 Kcal/mol; excepto para el Beta-Cariofileno que
mostro un valor de -6.7 Kcal/mol con el péptido de la secuencia proteica Dominio 1. La
afinidad de unién, con la mejor energia de interaccion liberada (6.7 Kcal/mol), nos dice que
éste componente también puede ser importante para la actividad virucidal, ya que supero
los valores obtenidos por Carvacrol y Timol. Estudios en silico, de esta magnitud, con el
interés de buscar protagonismo de los componentes de los AEs en la actividad antiviral,
han sido realizados recientemente por Silva y colaboradores (18); quienes reportan en sus
tablas, los valores de dichos componentes que arrojé el estudio de “Docking” molecular, con
el dominio de union de la proteina de la espicula del SARS-CoV-2 (importante secuencia
peptidica para la union al receptor ACE2). Comparando estos valores con los nuestros,
concluimos que la relacion encontrada con la proteina de envoltura pE2 de CHIKV, no se
da para el sitio de unién en la proteina de espicula del SARS-CoV-2 (17).

Haciendo el andlisis de los AEs poco activos del grupo A, el que no mostr6 actividad
virucidal fue el AE de Copaiba, el cual presento los siguientes componentes mayoritarios:
Beta-Cariofileno, Alpha-Humuleno, Germacreno D, Trans-Alpha Bergamoteno, Beta-
Bisaboleno. La clasificacion quimica de estos componentes, caen principalmente en
sesquiterpenos monocicliclos y bicicliclos dienos conjugados o no; siendo el Beta-Cariofileno
el componente de mayor proporcion (58.7%) y de mejor energia libre (-6.7 Kcal/mol), lo que
nos muestra que la correlacion por componente principal y de mayor concentracion, y mejor
energia libre de interaccion, no sera los Unicos factores de asociaciéon con la actividad
virucidal anti- CHIKV de este grupo de aceites. La presencia de otros tipos de compuestos,
con propiedades quimicas caracteristicas como los compuestos monoterpenos ciclicos
oxigenados aromaticos o alquenos, que gocen en su estructura quimica de sitios aceptores
de puentes de hidrégenos, y de enlaces dobles resonantes o0 enlaces rotables, como
se puede observar en el AE de Mintostachys mollissMEO1; que es igualmente virucidal,
con la misma potencia del AE de Orégano aqui estudiado. La composicion quimica en
sesquiterpenos ciclicos del AE de MEO1, en general, es muy similar al AE de Copaiba,
pero adicionalmente tiene monoterpenos oxigenados monociclicos: Pulegona, Neo-mentol,
Mentona, Cis- Isomentona; que comparten con el Carvacrol y Timol, las propiedades
quimicas de ser aceptores de enlaces de hidrogeno y poseer enlaces rotables (datos
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sacados de PubChem). Es de anotar que el segundo AE de Mintostachys mollis MEO2,
aunque tiene composicion quimica muy similar al MEO1, tiene dos monoterpenos en un alto
porcentaje, mayor del 50% (Cis-piperitone epoxide, Oxide de Piperitona), que posiblemente
hace que este aceite sea poco activo como virucida. Lo que se puede concluir del andlisis,
hasta ahora es; que, aunque es importante la actividad antiviral de los componentes
principales, también se deben analizar los componentes minoritarios y la diversidad
molecular de sus componentes. Tres grupos quimicos, estan siendo protagonistas de la
actividad y de posible sinergismo, como son: 1) monoterpenos monociclicos oxigenados
alguenos o no (Carvacrol, Timol, Gama-Terpineol, Pulegona, Neo-mentol, Mentona, Cis-
Isomentona), 2) Monoterpenos monociclicos alquenos (Gama-Terpineno, alpa- Pineno,
P-Cimeno) y un tercer grupo 3) conformado por sesquiterpenos ciclicos en general (Beta-
Cariofileno, Alpha-Humuleno, Germacreno D, Trans-Alpha Bergamoteno). Y finalmente un
grupo quimico que posiblemente esta asociado con efectos antagonistas, no sinérgicos
como el Cis-piperitona epoxido y Oxide de Piperitona. Revisando los valores de energia
libre de interaccion con los dominios de unién de la glicoproteina de CHIKV (Tabla 2),
se observa: para los componentes sesquiterpenos presentes en los tres AEs (Copaiba,
MEO1, MEOZ2) valores de -5.3 a — 7.0 Kcal/mol; para los componentes monoterpenos
monociclicos oxigenados de MEO1, Pulegona, Neo-mentol, Mentona, el rango va de -5.3
a -6.7 Kcal/mol; y para los componentes de MEO2 de Cis-piperitona epoxido y Oxido de
Piperitona presentaron el mismo valor de -5.5 Kcal/mol. El valor més alto de energia libre
(-7.0 Kcal/mol) se obtuvo para el Alpha — Humeleno, componente que es comun para los
tres AEs. Lo que podemos concluir del analisis de estos tres AEs, es que la composicion de
monoterpenos monociclicos oxigenados alquenos o no, hace la diferencia para el AE con
mayor potencial virucidal; y que posiblemente estan desempenando un papel importante en
el sinergismo de componentes minoritarios, los sesquiterpenos Beta-Cariofileno y Alpha-
Humuleno. En cuanto al antagonismo de Cis-piperitona epoxido y Oxido de Piperitona,
debe de presentarse otra caracteristica fisicoquimica relevante, diferente al de aceptores de
puentes de hidrogeno, y a la de energia libre de interaccién con sitios peptidicos importante
para bloquear la entrada del virus a su célula huésped; que los obligue a clasificarlos en
un grupo quimico desfavorable para la actividad virucidal. Analizando la lipofilicidad de
estos dos compuestos se ha encontrado que tienen coeficiente de particion muy bajos,
comparados con los otros tres grupos quimicos.

Como el analisis en silico de acoplamiento molecular, no esta siendo suficiente
para la asociacion con respecto a los diferentes grupos quimicos, para postularlos como
sinérgicos o antagoénicos; se adicionara al analisis, una herramienta farmacoldgica, que esta
asociada con la propiedad lipofilica de las membranas biolégicas, como es el coeficiente
de particion. Ademas, en vista del hallazgo acerca de la interaccion de los componentes
de los AEs con el colesterol en la envoltura de los virus envueltos (13), y con posiblemente
las balsas lipidicas, que se requieren para la entrada de la particula viral por endocitosis
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a su célula huésped, en las primeras etapas del ciclo celular del virus CHIK (19); esta
nueva herramienta nos aportara criterios adicionales para comprender las interacciones
que se presentan con los componentes de los AEs y esas primeras etapas del ciclo viral,
importantes para la propiedad virucidal. El coeficiente de reparto octano-agua se calculd
usando la plataforma Web SWISSADME, cuyos valores obtenidos son muy aceptados por la
industria farmacéutica, como herramienta de prediccion farmacoldgica para la distribucion
de medicamentos a través de membranas biologias bilipidicas. Para los monoterpenos
monociclicos oxigenados se obtuvieron los siguientes valores: Carvacrol (2.82), Timol
(2.82), Pulegona (2.71), Mentona e Iso-Mentona (2.65); monoterpenos de hidrocarburos
monociclicos dienos conjugados o no, los siguientes valores: P- Cimeno (3.12), Gamma-
Terpineno (3.31), Beta- Terpineno (3.31), Limoneno (3.31); y para los sesquiterpenos ciclicos
alquenos Beta-Cariofileno (4.73), alpha-Humuleno (5.04), Germacreno D (4,89), Trans-
Alpha Bergamoteno (4.73), Alpha Copaeno, Beta-bisaboleno (5.18). Los monoterpenos
que tienen un efecto antagonico para la actividad virucidal como Cis-piperitone epoxide y
Oxide de Piperitone mostraron un valor de 1.78. Analizando los valores obtenidos podemos
ver que se mantiene la clasificacion que realizamos inicialmente sobre los tres grupos de
componentes quimicos, indispensables para un hipotético sinergismo, principalmente con
los sesquiterpenos que son muy afines a la parte completamente organica de la capa
lipidica (valores de LogP > 4); y que lo componentes antagénicos se mueven en un rango
de LogP <1.78. Con estas herramientas adicionales de analisis, continuaremos la discusion
de los resultados obtenidos para el resto de AEs clasificados en el grupo A.

EI AE de Clavo super6 en actividad los AEs de Albaca y Canela (Tabla 1) reduciendo
mas de mil veces el titulo viral y considerandolo un agente virucidal de potencia media.
Segun la composicién quimica (Tabla 2), dos grupos quimicos estan representados en el
AE de Clavo, como se puede observar (entre paréntesis colocaremos el LogP): Eugenol
(2.13), Acetato de Eugenol (2.37) y Chavicol (2,42) como monoterpenos monociclicos
oxigenados aromaticos; siendo el acetato de Eugenol el que tiene mas sitios de union para
aceptar puentes de hidrogeno y enlaces rotables (3 y 5 respectivamente; datos sacados
de https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov). El tercer grupo quimico, los sesquiterpenos ciclicos
alquenos Beta-Cariofileno (4.73) y Alpha-Humuleno (5.04); faltando el segundo grupo
quimico como P- Cimeno, Gamma-Terpineno, Beta- Terpineno, Limoneno, para potenciar
la actividad virucidal. ElI AEs de Albahaca, aunque tiene representacion de los tres grupos:
Timol (1.97%), Linalool (565.95%) grupo 1; Beta-Pineno (1.76%) y Beta-Elemeno (1.65%)
grupo 2; Trans-Alpha-Bergamoteno (3.43%) y Germacrene D (1.59%) grupo 3. La poca
actividad del AE de Albahaca podria obedecer al muy bajo porcentaje del grupo quimico
2; ya que el Linalol podria ser incluido en el grupo 1, por su valor de LogP de 2.65, y sus
caracteristicas quimicas de aceptor de puentes de hidrogeno y de enlaces rotables (1y 4
respectivamente). El AE de Canela, no contiene componentes del segundo grupo quimico.

En el grupo B se incluyeron siete AEs: Eucalipto (con 92.0% de 1,8 Cineol,
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Alpha-Terpineol y Limoneno ), Incienso (con 69.17% de Alpha-Pinene, Alpha-Thujene,
Limonene), Melaleuca (con 75.73% de Terpinen-4-ol, Gamma-Terpinene, Alpha-
Terpinene), Romero (65.1 % de 1,8- Cineol, Alpha-Pinene, Camphor), Hyptis mutabilis (con
54.8% de Fenchona, 1,8-Cineol, Beta-Cariofileno, Germacreno-D, Bicyclogermacreno),
Lepechinia Vulcanicola ( LVC1) (con 51.2% de Alpha-Pineno, Limoneno, Beta-Cariofileno,
Germacreno-D, Bicyclogermacreno), Lepechinia salvifolia (LS7) ( con 52.0% de Pineno,
Terpineno, Limoneno, Camphor, Campheno, Beta- Cariofileno, entre otros); con el orden
de actividad virucidal siguiente: Eucalipto, L. salvifolia (LS7) > Romero > Melaleuca,
H. mutabilis ( HM1), L. vulcanicola (LVC1) > Incienso. La composicion quimica del AE
de Eucalyptus radiata, para los tres grupos quimicos fueron: monoterpenos biciclicos y
monociclicos oxigenados alquenos o no alquenos (88.35% de 1,8-Cineol, Terpinen 4-ol,
Gamma- Terpineol, Delta — Terpineol) con valores de LogP de 2.5-2.74; monoterpenos de
hidrocarburo alquenos moniciclicos (8.56 % de Limoneno, P-Cimeno, Alpha-Pineno, Beta-
Pineno, Alpha-Terpineno, Beta-Terpineno, y Sabineno) con valores de LogP de 3-3.31.
Sesquiterpenos ciclicos alquenos (con 0.42% de Beta-Cariofileno y Alpha- Humuleno) con
valores de LogP entre 4.7-5. Elaissi y colaboradores (2012) (20), evaluaron AEs de 8
especies de Eucalyptus: E. bicostata, E. cinerea, E. maidenii, E. odorata, E. sideroxylon,
E. astringens E. lahmannii y E. leucoxylon para la actividad virucidal contra el virus
Coxsakievirus B3 (virus envuelto de ARN de cadena positiva). EI AE de E. astringens
mostré la mayor actividad ( IC,, = 8.4 mg/mL), y con respecto a su composicion reportada,
encontramos la siguiente clasificacion de sus componentes: monoterpenos biciclicos y
monociclicos oxigenados alquenos o no alquenos (51.8 % de 1,8-Cineol, fr-Pinocarveol,
Alpha-Terpineol, Terpinen 4-ol, P-Cimeno-8-ol, trans-1(7),8-p-Menthadien-2-ol, Cis-
1(7),8-p-Menthadien-2-ol, Carvacrol); monoterpenos triciclicos hidroxilados alquenos
0 no alquenos (9.4% Epiglobulol, Globulol, Viridiflorol, Spathulenol); monoterpenos de
hidrocarburos alquenos monociclicos (24.4% de Limonene, P-Cimeno, Alpha-Pineno,
Gamma-Terpineno). Segun lo reportados por los autores ninguno de los AEs, presentaron
trazas de Sesquiterpenos ciclicos alquenos (Beta-Cariofileno y/o Alpha-Humuleno). EI AE
de similar composicion quimica que el E. astringens y con no actividad virucidal fue el AE
E. leucoxylon, el cual present6 diferencia en la concentracion de monoterpenos alquenos
monociclicos (no superior al 12%) (20). Un estudio muy similar comparando cuatro AEs de
del genero Melaleuca (M. ericifolia, M. leucadendron, M. armillaris y M. styphelioides) con
su actividad virucidal contra virus herpes (HSV-1) fue realizado por Farag y colaboradores
(21); encontrado diferencias en la reduccién del titulo viral de méas de un millén de veces con
el AE de M. armillaris. Haciendo el analisis de la composicién quimica reportadas por ellos
para los AEs de M. leucadendron y M. armillaris, cuyo componente principal, el 1,8 -Cineol,
superaba el 33% para ambos; podemos sacar de nuevo conclusiones sobre la funcién de
la diversidad quimica de caracter sinérgico, con el resto de la composicion de esos AEs.
Segun la clasificaciéon de los tres grupos quimicos, se encontr6 las siguientes diferencias;
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donde el AE de M. leucadendron no contenia componentes o eran trazas en comparacion
al AE de M. armillaris de: monoterpenos oxigenados aromaticos o alquenos (0.82% Vs.
18.79% de Terpineno 4-ol; 0.0% Vs. 0.42% de trans-Apha dehydroterpineol y cis-Piperitol),
monoterpenos alquenos monociclicos o biciclicos (0.57% Vs. 16.17% de Alpha- Terpineno
y Gamma-Terpineno; 0.0% Vs. 0.50% de D- Elemeno y Apha- Cadineno), sequiterpenos
monociclicos alquenos ( 0.0% Vs. 0.53% de D- Germacreno y Beta- Germacreno). Para el
AE de Melaleuca de nuestro estudio, se encontré la siguiente composicion: monoterpenos
biciclicos y monociclicos oxigenados alquenos o no alquenos (61.03 % de 1,8- Cineol,
Terpinen 4-ol, Alpha- Terpineol), monoterpenos de hidrocarburo alquenos moniciclicos (28,69
% de Alpha-Pineno, P-Cimeno, Alpha- Terpineno, Gamma- Terpineno), Sesquiterpenos
ciclicos alquenos (4.49% de Bicyclogermacrene, Aromadendreno, Allo-Aromadendreno,
Beta-Cariofileno y Alpha Humulene); la concentracion de monoterpenos de hidrocarburo
alguenos monociclicos (fue superior al 12%).

EI AE de Lepichinia Salvifolia (LS7), del grupo B, mostrd actividad virucidal similar al
del Eucalipto. El analisis de los componentes, se presenté con un poco mas de diversidad
quimica, sin presencia de los monoterpenos oxigenados aromaticos, citado en el analisis
de los primeros AEs: monoterpenos oxigenados biciclicos o triciclicos alquenos o no, con
sitios aceptores de puentes de hidrogenos 23.0% (Borneol, Ledol, Guaiol, Camphor, con
rangos de LogP de 2,19-3.4); monoterpenos de hidrocarburos alquenos moniciclicos 42.1%
(Alpha-Pineno, Beta-Pineno, P-Cimeno, Alpha- Terpineno, Gamma- Terpineno, Limoneno
y P-Mentha-1(7),8-diene con rangos de LogP de 3.12 - 3.31), Sesquiterpenos ciclicos
alquenos 9.2% (Aromadendreno, Allo-Aromadendreno, Beta-Cariofileno y Alpha Humuleno
con rangos de LogP de 4.27- 5.04). Aunque el AE de Lepehinia vulcanicola (LVC1), presento
la misma composicién quimica, y la sumatoria de sus porcentajes de los sesquiterpenos
ciclico alquenos es del 26.8 %, que es superior al AE LS7 (9.2% de Aromadendreno,
Allo-Aromadendreno, Beta-Cariofileno y Alpha- Humuleno); es el grupo quimico 1, el que
establece la diferencia: 0.5% Vs. 10.3% Camphor, 0.9% Vs. 4.4% de Ledol, 0.7% Vs. 2.2%
de Guaiol; y por esto es posiblemente la causa de su poca actividad. La actividad de LVCA1,
es igual al AE de HM1, que tiene reducido el porcentaje de monoterpenos de hidrocarburo
alquenos monociclicos (12.5 % de Alpha-Pineno, Beta-Pineno, Limoneno); lo que si se
puede observar, en el AE de Romero donde el porcentaje de monoterpenos de hidrocarburo
alquenos moniciclicos es de 22.44%. En los 8 AEs de Eucaliptus estudiados por Elaissi y
colaboradores (2012) (20), la concentracion de monoterpenos monociclicos alquenos no
superior al 12%, posiblemente definié la poca actividad virucidal de AE de E. leucoxylon.

De nuestro grupo B de AEs, el AE de Incensio no fue activo como “potencial Virucidal”,
solo redujo una unidad logaritmica el titulo viral (Tabla 1), por que posiblemente no se
encuentra representado el grupo quimico 1 de monoterpenos biciclicos y/o monociclicos
oxigenados en un alto porcentaje (tan solo un 1.28%) (Tabla 3).

El grupo C de AEs consistié6 de cuatros AEs de especies como (Tabla 4): Lippia
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citriodora (Cedroén), Lavandula angustifolia (Lavanda), Foeniculum vulgare (Hinojo); con
el siguiente orden de actividad: Cedron (11) > Cedron (10) > Lavanda > Hinojo (Tabla 1).
El AE de Hinojo present6 la siguiente composicion: 77.76% de monoterpenos monociclico
oxigenados (trans-Anethole y Metil- Chavicol), 18% de monoterpenos de hidrocarburo
alguenos moniciclicos (Alpha-Pineno y Limoneno), y de Sesquiterpenos ciclicos alquenos,
s6lo un componente, 0.03% de Beta-Cariofileno. De nuevo se comprueba en este grupo,
la importancia que el AE contenga, componentes de la estructura quimica 3, donde estos
compuestos presentan un alto coeficiente de particion (> 4.5) y una alta energia libre de
interaccion con la proteina de envoltura (> 6.7 Kcal/mol). EI AE de Lavanda no presenta
componentes del grupo quimico 2, con propiedades quimicas relevante en sus moléculas
como son los sitios aceptores de puentes de hidrogeno y/o enlaces rotables, y/o una
proporcidén de dichas moléculas mayor de 12.5%, y su Log P >3. Con los AEs de Cedron,
se present6 un analisis en sus componentes, muy similares con pocas diferencias (Tabla 4),
pero ante la evaluacion de la actividad “potencial” virucidal, con una gran diferencia en su
actividad (Tabla 1); lo que hace pensar en un sinergismo con algin componente minoritario;
lo que amerité un estudio minucioso de sus componentes y porcentajes. Las diferencias
mas significativas observadas fue en el grupo quimico 3 (5.6% para Cedron (10) y 9.4% para
el Cedron (11)); el Biciclogermacreo no estuvo presente en el AE Cedron (10), podemos
entonces pensar que este compuesto puede ser la causa de la sinergia observada en el AE
Cedrén (11). También se observaron diferencias en el grupo quimico 2, monoterpenos de
hidrocarburo monociclicos alquenos, Limoneno, Alpha-Pineno y Alpha -Curcumeno (11.7%
para Cedrdn (10) y 15.3% para el Cedrén (11)); aunque la mayor diferencia se presento para
el Limoneno y Alpha- Curcumeno, éste ultimo tiene cuatro enlaces rotables. Analizando la
posibilidad de efecto antagbnicos con compuestos de coeficiente de particion con LogP
<1.9; se encuentra que también hay diferencias con el 6-methyl-5-hepten-2-one (2.8% para
Cedrén (10) y 1.5% para el Cedrén (11)). Estas diferencias pueden ser los suficientemente
fuertes para mostrar la actividad virucidal cien veces mas alta para el AE Cedroén (11).

Entre ciencia e Ingenieria 4 Capitulo 1 “



Essential Oils CHIKV/ quninios
) ) é | OCH MEO1 MEO2 | De Iii L;;Tcl?;nas

Albahaca? | Canela® | Clavo® | Copaiba? | Tomillo® Orégano Ref. 7 F:%f Ref. 8 de envoltura

Componentes % (Kcal/mol)
| ] 11l
Linalool 55.95 5.47 3.29 1.6 12 | -48|-51]-48
gﬁﬁimm dehyds 81.49 59 |-49 | 5.0
Eugenol 2.2 81.74 -6.1 | -55 | -55
Carvacrol 3.5 74.2 -55 | -56.8 | -5.5
Methyl Eugenol 53.9 -56 | 63| -5.7
Terpinen-4-ol 1.48 0.71 -5.7 | -5.4 | -5.6
pulegone 18.8 5.5 -6.1 | -5.8 | -6.1
gg‘r‘?’;phy"ene 012 | 44 | s871 1.79 176 | 130 | 179 | 45 |-67|-63|-66
1,8 Cineole 15.67 3.0 -54 | -63 | -5.4
Thymol 1.97 46.21 1.29 0.9 -58 | -5.6 | -5.6
Eugenol Acetate 12.29 -6.5|-569 | -5.9
g;so')’:i?:”to”e 209 | 55| 55|55
Alpha- terpinene 1.05 -54 | -563 | -5.4
Gamma-terpinene 10.11 5.19 54 |-53|-54
P-cymene 16.85 4.48 -55 | -56.4 | -5.4
Chavicol 0.13 52 | -5.2 | -5.1
gﬁgfphy"ene 0.21 6.9 |67 | 65
Piperitone Oxide 256 | -55|-55|-55
Alpha-Humulene 0.5 7.24 3.3 4.3 1.1 -6.9 | -7.0 | -6.9
Germacrene-D 1.59 3.76 3.4 10.6 5.8 -6.3 | -5.8 | -6.2
Menthone 1.9 7.4 53| -54|-54
Cis-isomenthone 1.4 -58 | -565 | -5.5
Bicyclogermacrene 2.2 1.3 2.6 -6.7 | 64 | -6.7
;Z';Znﬁmi; 3.43 7.68 6.1 | 56 | -6.1
Alpha-Bulnesene 5.4 -6.6 | -6.7 | -6.4
Alpha-Copaene 0.42 0.05 4.78 -6.7 | 64 | -6.5
Neo-menthol 6.3 54 |-54|-54
Arans Cinnamy! 3.35 5.6 | 58 | 57
Beta-Bisabolene 2.05 212 -57 | -56 | -5.5
Beta-Elemene 1.65 0.99 2.4 1.2 -6.4 | -60 | -6.4
Delta- Elemene 0.8 -4.7 | -6.1 | -5.9
Alpha-Pinene 1.16 0.49 0.8 0.5 -53 | -6.2 | -5.3
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Beta-Pinene 1.76 -53 | -6.2 | -56.3
Beta-Selinene 2.7 -7.0 | 69 | -7.0
Borneol 0.82 -53 | -63 | -56.3
Limonene 0.36 0.7 52| -49 | -52
gamma.-Muurolene 0.9 -48 | -6.3 | -6.2
gii:r;g"““m'a"‘(m) 0.7 47 | 53| -62
Espatulenol 0.1 0.7 -5.0 | -5.1 | -6.9
Epi- Cubenol 0.4 -46 | -5.4 | -6.5

a: Albahaca ID 171259. b: Canela ID 181949. C: Clavo ID 183378. d: Copai ID 182056 e. Timol ID
182334. f:Oregano ID 171778. .

Tabla 2. Composicion Porcentual, Grupo A: de AEs Ocimum basilicum (Albahaca), Cinnamomum
cassia (Canela), Eugenia caryophyllata (Clavo), Copaiba, Tomillo/ Thymus vulgaris, Orégano/Origanum
vulgare, Ocimum campechianum (OC1), Mintostachys mollis (MEO1) y (MEQO2). Andlisis In Silico:
Docking Molecular.

Essential Oils | Eucalipto® | Incienso® | Melaleuca® | Romero? | HM1 | LVC1 | LS7 | CHIKV/ Dominios de
Ref. | Ref. | Ref. Uni6n
7 7 7 De las proteinas de
envoltura
(Kcal/mol)
Componentes %
| Il 1
Alpha-Pinene 0.96 48.39 2.21 11.91 3.8 8.2 6.9 52 | -54 | -5.1
1,8 Cineole 78.79 0.2 2.58 41.56 12.6 -5.4 -5.3 -5.4
Terpinen-4-ol 0.69 0.68 44.84 0.82 0.3 -5.7 -5.4 -5.6
Gamma-Terpinene 0.46 18.27 0.96 6.7 -5.4 -5.3 -5.4
Alpha-Terpinene 0.12 8.62 0.84 2.1 -5.4 -5.6 -5.4
Delta-Terpineol 0.24 -4.4 -5.2 -5.8
Alpha-Terpineol 8.63 0.4 3.61 2.65 -5.3 -5.5 -5.3
Beta-Pinene 0.30 1.31 0.73 5.13 37 5.3 -53 | -57 | -53
Alpha-Thujene 11.02 -5.3 -5.4 -5.3
Limonene 4.47 9.76 0.88 2.69 4.8 18.9 9.7 52 | 49 | -52
Fenchone 171 -5.5 -5.4 -5.5
Camphor 11.62 2.1 0.5 103 | -53 | -53 | -53
Camphene 4.42 5.9 -5.1 -5.0 -5.1
Beta-Caryophyllene 0.31 1.32 0.4 4.38 109 | 87 5.1 6.7 | 6.3 | -6.6
Germacrene-D 0.18 6.2 10.4 -6.3 -5.8 -6.2
Bicyclogermacrene 1.32 8.7 5.0 -6.7 -6.4 -6.7
1-Octen-3-ol 8.8 -4.3 -4.4 -4.3
Palustrol 7.4 -6.8 -6.6 -6.8
Delta-3-Carene 4.6 -5.4 -5.7 -5.4
P-Mentha-1(7),8-diene 7.4 -5.3 -5.5 -5.3
trans- P Mentha-1(7),8- 0.13 0.28 0.23 -4.4 -5.0 -5.5
dien-2-ol
Delta-Cadinene 2.3 -6.4 -6.7 -6.4
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Ledol 0.9 4.4 -68 | -6.6 | -6.9
Myrcene 0.66 3.23 1.56 -45 | -4.3 -4.5
Octyl Acetate 3.95 -4.4 -4.6 -4.6
P-Cymene 0.97 3.1 1.59 1.91 4.0 -55 | -54 | -54
Sabynene 0.62 4.6 2.8 -5.0 -5.1 -4.9
Spathulenol 3.0 0.6 -71 -6.8 =71
Terpinolene 3.04 1.5 -5.7 -5.5 -5.7
Beta-Bourbonene 3.4 -6.4 -6.3 -6.4
Alpha-Phellandrene 1.55 -5.6 -5.6 -5.4
Alpha-Humulene 0.1 0,25 0.1 0.37 1.4 2.8 1.6 -6.9 -7.0 -6.9
Borneol 0.04 2.55 0.4 -53 | -53 | -53
Linalool 0.1 0.86 1.0 -4.8 | -5.1 -4.8
Guaiol 0.7 2.2 -5.0 | -56.7 | -6.8
Aromadendrene 1.19 0.1 1.2 -4.7 -4.8 -6.8
Allo- Aromadendreno 0.58 0.4 0.3 1.3 -4.7 -4.9 -6.7

a: Eucalipto ID 1713012. b: Incienso ID 181253. C: Melaleuca ID 181177. d: Romero ID 171806 .

Tabla 3. Composicion Porcentual, Grupo B: de AEs Eucalyptus radiata (Eucalipto), Malaleuca
alternifolia (Melaleuca), Burseraceae -Boswellia spp (Incienso), Rosmarinus officinalis (Romero), Hyptis
mutabilis (HM1), Lepechinia vulcanicola (LVC1), Lepichinea salvifolia (LS7). Analisis In Silico: Docking

Molecular.
Essential Oils
Lavanda® Hinojo® Lippia Lippia CHIKV/ Dominios de
citridora | citridora Unién
De las proteinas de
(10) Ref | (11) Ref envoltura
1 1
(Kcal/mol)

Componentes %

| ] ]
Linalool 34.23 0.8 0.7 -4.8 -5.1 -4.8
Linalyl Acetate 28.16 -5.0 -5.3 -5.2
Trans-Anethole 74.48 -5.3 -5.5 -5.3
Geranial 175 18.9 -5.2 4.2 -4.8
Neral 15 15.6 -5.4 -4.5 -4.9
Limonene 9.07 8.4 10.7 -5.2 -4.9 -5.2
Byciclogermacrene 1.3 -6.7 -6.4 -6.7
Trans-Sabinene -5.4 -5.1 -5.4
hydrate
Alpha-Phellandrene -5.6 -5.6 -5.4
Alpha-Pinene 8.93 0.5 0.7 -5.2 -5.4 -5.1
Sabinene -4.1 -4.8 -4.0
Beta-Caryophyllene 3.25 0.03 2.6 2.3 -6.7 -6.3 -6.6
Alpha-Curcumene 2.8 3.9 -4.4 -4.8 -4.3
Beta-Bourbonene 0.7 0.8 -6.4 -6.3 -6.4
Alpha —Copaene 0.6 0.5 -6.7 -6.4 -6.5
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Alpha- Gurjunene -4.8 -4.9 -4.8
1,8-Cineole* 3.6 5 -5.4 -5.5 -5.4
Lavandulyl Acetate 517 -5.2 -5.1 -5.2
Cis-Beta-Ocimene 4.61 -5.1 -4.8 -5.1
Terpinen-4-ol 4.01 -5.7 -5.4 -5.6
6-methyl-5-hepten-2- 2.8 15 -5.0 -4.7 -4.5
one

Geraniol 4.4 2.7 -4.8 -4.7 -4.7
Nerol 5.1 2.0 -5.9 -5.9 -5.3
Fenchone 3.08 -5.5 -5.4 -5.5
Methyl Chavicol 3.28 -5.4 -5.2 -5.4
Trans-Beta-Farnesene 3.26 -5.0 -5.0 -5.0
Trans-Beta-Ocimene 2.08 3.0 1.8 -5.1 -4.9 -5.1
Alpha-Terpineol* 1.35 -5.3 -5.5 -5.3
Caryophyllene* oxide 1.8 5.0 -6.9 -6.7 -6.5
Espatulenol 4.2 4.7 -5.0 -5.1 -6.9

a: Lavanda ID 160910. b: Hinojo 1D 161894.

Tabla 4. Composicion Porcentual, Grupo C: Lippia citriodora (Cedrén), Lavandula angustifolia
(Lavanda), Foeniculum vulgare (Hinojo). Analisis In Silico: Docking Molecular.

Las comparaciones aqui realizadas, obedecen a un sentir como investigador, de
hacer méas compresible el estudio de la actividad biologica de los AEs especialmente
la actividad antiviral, que en aspectos de sinergismos y antagonismo “in situ” de sus
componentes, poco pude encontrar en la literatura; lo més cercano es el estudio de la
actividad de los componentes individuales en el sistema biologico, y otros intentos de
demostrar sinergias de los aceites mezclados (22-24). La actividad antiviral de la mayoria
de los componentes principales de los AEs aqui estudiados, han sido reportados con
actividad antiviral, con su mecanismo de accion dilucidado (22), clasificandolos unos como
inhibidores de la adherencia del virus y otros como virucidas. Schnitzler y colaboradores
en el 2019 (22) publicaron una revision, donde encontraron que tenian actividad virucidal
contra herpes virus (HSV-1 y HSV-2) el: Carvacrol, Timol y Eugenol; y 1,8- Cineol, Terpineol-
4-ol, Borneol, Geranial, Neral, Alpha -Terpineol, Mentol, P-Cimeno, Alpha —Pineno, Beta-
Pineno, Gamma- Pineno, Limoneno y Beta- Cariofileno eran inhibidores de la adherencia
del virus. Lee y colaboradores (2020), encontraron actividad sinérgica con la mezcla de
los AEs de doTERRA de Oregano y Timol para la actividad antimicrobiana, utilizando el
ensayo de “Tablero de Ajedrez”, con un valor de 0.37 (23); también, efectos sinérgicos
como antagoénicos se han demostrado en mezclas de AEs como insecticidas (24).
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CONCLUSIONES

El estudio realizado a veinte AEs, para asociar la actividad virucidal con un rango de
actividad biologica, dada por el valor Log Rf; llevo a establecer unos parametros empiricos
que deben de cumplir los componentes de aceites esenciales; para minimo tener un valor
de Log Rf >3

1. Los componentes mayoritarios deben de contemplar una diversidad quimica
(lamado grupo quimico 1) de monoterpenos monociclicos aromaticos oxigenados o
monoterpenos monociclicos o biciclicos alquenos oxigenados, o no alquenos, que
se encuentre en un rango de Log P de 2.1 a 2.8

2. El grupo quimico 1, debe de tener almeno un componente con sitios aceptores de
puentes de hidrogeno o varios enlaces “rotables”. El Linalool, 1.8- Cineol hace parte
de este grupo, por las propiedades quimicas.

3. El grupo quimico 2, debe de tener un porcentaje superior al 12% de monoterpenos
de hidrocarburos monociclicos o biciclicos alquenos, que se encuentre en un rango
de Log P de 3 a 3.8.

4. El grupo quimico 2, debe de tener en sumatoria en los varios componentes, varios
sitios aceptores de puentes de hidrogeno y enlaces “rotables”. Esta es la principal
caracteristica del grupo quimico 2.

5. El grupo quimico 3, debe de contener almenos componentes minoritarios como
sesquiterpenos monociclicos, biciclicos o triciclicos alquenos, que se encuentre en
un valor de LogP de > 4.5; y que establezcan alto valores de energia libre con el
péptido de unién de la proteina de envoltura del virus en estudio (valores> 6.7 Kcal/
mol).

6. Con el grupo quimico 3, es con el que se establece el sinergismo.

7. Los componentes de los AEs con valor de Log P < 1,9 no deben superar el 2.0 %,
porque se presenta antagonismos con los demas componentes.

La presente investigacion, tratd de relacionar ciertas propiedades quimicas,
fisicoquimicas y biolégicas de los componentes “in situ” de los AEs, como criterios para
establecer unaregla empirica, para postular la “potencia” virucida; candidatizar AEs para una
aplicacion farmacolo6gica a corto plazo como es la desinfeccion de ambientes hospitalarios,
superficies de uso quirargico, y formulacion de tdpicos con accién virucidal en mucosas
como las nasales; y a largo plazo formulaciones encapsulas de AEs con medicamentos
actuales, después de haber estudiados los ensayos clinicos de biodisponibilidad.
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