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Actividad de

un extracto de
equinacea purpurea
frente a los virus de

la influenza H1N1,
H5N1y H7N7

Resumen

Las infecciones producidas por los virus de la influenza (V1) represen-
tan un problema de grandes dimensiones epidemiolégicas en todo el
mundo. La terapia antiviral incluye vacunas y algunos medicamen-
tos antivirales. Sin embargo no siempre se dispone de las vacunas
adecuadas y los virus desarrollan resistencia a los inhibidores de la
neuraminidasa como Tamiflu® (oseltamivir).

Se estudié la actividad antiviral de un extracto comercial estanda-
rizado de Echinacea purpurea (Echinaforce®, EF), comprobandose su
capacidad para inactivar, en cultivos celulares, los virus de la influenza
tipo HIN1, HBN1 y H7N7, inhibiendo la capacidad de unién del virus
al receptor y su entrada en la célula. A diferencia del Tamifli®, no
s6lo las incubaciones sucesivas con EF no desarrollaron resistencias
virales, sino que EF fue activo frente a los virus resistentes al osel-
tamivir. En conclusion, este preparado de equindcea puede constituir
un complemento (til para el control de la replicacion y difusion de los
virus de la influenza.

Palabras clave

Equinacea purpdrea, Echinacea purpurea, gripe, virus de la influenza
tipo HINT, HBN1 y H7N7.

Fuente: www.fitoterapia.net



116 | Revista de Fitoterapia 2009; 9 (2): 115-124

Actividade de um extracto de equinacea pur-
purea contra os virus da gripe HIN1, H5N1 e
H7N?7

Resumo

As Infecgdes causadas por virus influenza (VI) represen-
tam um grande problema epidemioldgico a nivel mundial.
A terapia utilizada inclui vacinas e alguns medicamentos
antivirais. No entanto, nem sempre se dispoe de vacinas
adequadas e os virus desenvolvem resisténcias aos ini-
bidores da neuraminidase, como o Tamiflu® (oseltamivir).
Estudou-se a actividade antiviral do extracto comercial pa-
dronizado de Echinacea purpurea (Echinaforce®, EF), com-
provando-se a sua capacidade de inactivar, em culturas de
células, os virus influenza HIN1, HSN1 e H7N7, inibindo a
capacidade de unido do virus ao receptor e a sua entrada
na célula. Ao contrério do Tamiflu®, ndo sé as incubagdes
sucessivas com EF ndo desenvolveram resisténcias virais,
como também EF foi activo contra virus resistentes ao
oseltamivir. Em conclusdo, esta preparacdo de equindcea
pode ser um complemento Gtil para controlar a replicagao
e difusdo do virus da gripe.

Palavras-chave

Equindcea purpurea, Echinacea purpurea, gripe, virus da
gripe dos tipos HIN1, H5N1 e H7N7.

Introduccion

Los virus de la influenza (V1) afectan a la poblacién mundial
y a su ganado, particularmente a las aves de corral y a
los cerdos, como consecuencia de la evolucion y desplaza-
miento antigénico que deriva con frecuencia y de manera
impredecible en mutantes nuevos y cepas recomhbinantes,
algunas de las cuales adquieren la habilidad de cruzar las
barreras entre las especies y volverse patogénicas en su
nuevo huésped .

Las perspectivas de aparicion de cepas pandémicas de ori-
gen porcino y aviar se ha discutido en varias publicaciones
recientes ? . Una de las cepas aviares altamente patége-
nas (HPAIV), la H5N1, ha infectado ocasionalmente a los
humanos representando una importante amenaza debido a
su alta patogenicidad, con tasas de mortalidad que llegan
a superar el 60% de los infectados “ .

Se ha cuestionado la viabilidad y la eficacia de la vacuna-
cion oportuna 67y el control potencial con antivirales de
sintesis se ha frustrado generalmente por la aparicién de
cepas resistentes, situacion que se ha documentado en el

Activity of an extract of purple corneflower
against the influenza virus HIN1, H5N1 and
H7N?

Abstract

Infections caused by influenza viruses represent a large
epidemiological problem worldwide. Antiviral therapy in-
cludes vaccines and few antiviral drugs. However vacci-
nes are not always available in time and viruses develop
resistance to neuraminidase inhibitors such as Tamiflu®
(oseltamivir).

We studied the antiviral activity of a commercial standard-
ized extract of Echinacea purpurea (Echinaforce®, EF), that
demonstrated its ability to inactivate, in cell culture, the
influenza viruses H1N1, H5N1 and H7N7, inhibiting the vi-
rus binding capacity to the cell receptor and its entry into
the cell. Unlike Tamiflu®, not only successive incubations
with EF did not develop viral resistance, but EF was active
against oseltamivir-resistant viruses. In conclusion, this
preparation of echinacea could be a useful addition for the
control of replication and spread of influenza virus.

Key words

Purple corneflower, Echinacea purpurea, flu, influenza virus
type H1N1, H5N1 and H7N7.

caso de los inhibidores del canal i6nico M2, como los deri-
vados de la amantadina, y los inhibidores de la neuramini-
dasa, como el oseltamivir y zanamivir 9. La especificidad
de las cepas virales es otra limitacién del uso de estos
inhibidores. Por ello se requieren urgentemente enfoques
alternativos a la terapia que superen estos obstaculos.
Estos incluyen la manipulacion de determinadas vias de
sefializacién que se sabe que intervienen en la replicacion
del virus. 1010

Tanto la cascada de transduccion de la sefial raf/MEK/ERK
como la activacion del factor de transcripcién NF-xB han
demostrado ser esenciales para la exportacion nuclear
eficiente de los complejos de la ribonucleoproteina (RNP)
viral. Estos han demostrado ser objetivos interesantes, ya
que su inhibicién reduce significativamente la replicacion
viral sin la aparicién de variantes resistentes in vitro e in
V/.VOHZ'm.

Otra opcidén es el uso de de extractos vegetales estan-
darizados con un amplio espectro de actividad anti VI in
vitro "6 Es concebible que estos puedan dar lugar a una

Fuente: www.fitoterapia.net



inhibicion mds generalizada de todas las cepas virales,
inactivando directamente el virus o interfiriendo en una o
mas etapas esenciales de su replicacién y diseminacion.
Ademés, los extractos vegetales presentan frecuentemen-
te actividades miltiples %%y esto permitiria su uso a dosis
relativamente bajas de los compuestos activos, actuando
posiblemente en sinergia, proporcionando al mismo tiem-
po un medicamento relativamente seguro con pocos efec-
tos colaterales. Huelga decir que la aparicion de resisten-
cia a los preparados fitoterdpicos es también un problema
potencial que necesitarfa ser evaluado, aunque si varios
compuestos bioactivos se ven involucrados en la actividad,
el riesgo de la aparicion de virus resistentes quedaria sus-
tancialmente reducido.

Diferentes drogas vegetales procedentes de diversas
especies de FEchinacea (las raices de equindcea palida,
angustifolia y purptrea, asi como la sumidad florida de
equindcea purpurea se han utilizado tradicionalmente para
la profilaxis y como tratamiento complementario de las
afecciones recurrentes de las vias respiratorias superiores
(resfriado comin), habiendo sido aprobada esta indicacion
por ESCOP (TABLA 1).

Recientemente se ha descrito la actividad antiviral de un
preparado estandarizado de equindacea purpurea (Echina-
force®, EF) frente a diferentes tipos de virus (rinovirus 1A'y
14, virus de la gripe, virus sincitial respiratorio, adenovirus
tipo 3y 11, y el virus herpes simplex tipo 1), concluyendo
los autores que el preparado puede ser Gtil para aliviar los
sintomas de la gripe v resfriados, y posiblemente otras
afecciones respiratorias al inhibir el crecimiento viral y la
secrecion de citoquinas proinflamatorias. Ademas, ejerce
una potente actividad virucida contra varios virus con mem-
brana, incluyendo los virus de la influenza del tipo H3NZ2, a
la dosis recomendada para su uso oral. El preparado revier-
te efectivamente |a respuesta proinflamatoria inducida por
el virus en cultivos de células epiteliales "

Algunos preparados de equinacea también poseen activi-
dades antibacteriana e inmunomoduladora, que podrian
contribuir a sus propiedades beneficiosas ? 2. Sin em-
bargo nuestros estudios demuestran que las propiedades
antiviral e inhibidora de las citoquinas varian ampliamente
entre los diferentes constituyentes y especies de equina-
ceas %2 por lo que es importante llevar a cabo investi-
gaciones con preparados de equinacea estandarizados y
caracterizados quimicamente.
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Abreviaturas

CMI Concentracion Minima Inhibitoria
CPE  Efecto Citopatico.

EF Echinaforce®, preparado estandarizado de equing-
cea purpurea.

HA Hemaglutinina

HPAIV  Virus de la influenza aviar altamente patégeno
(Highly Pathagenic Avian Influenza Virus).

MOl Multiplicidad de infeccion (nGmero de particulas
viricas por célula).

MTT  Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolio.

RNP  Ribonucleoproteina.

UFF Unidades Formadoras de Focos

UFP Unidades Formadoras de Placa

VI Virus de la influenza.

El objetivo del presente estudio fue investigar la actividad
de EF frente al virus de la influenza y elucidar los posibles
mecanismos de accion sobre varias cepas de VI (humanas
y aviares), haciendo hincapié en la cepa humana tipo H5N 1
de HPAIV, y evaluar el potencial de aparicién de cepas re-
sistentes en comparacién con oseltamivir (Tamifl(®).

Material y métodos

Los materiales y métodos estan descritos con detalle en el
articulo original (véase la Nota editorial al final del escrito),
por lo que el lector interesado en ampliar la informacién de
esta seccion deberd remitirse al mismo.

El producto ensayado fue Echinaforce® (A. Vogel - Bioforce
AG, Roggwil, Suiza), un extracto alcohdlico estandarizado
de equindcea purptrea. Un mL del preparado contiene un
95% (860 mg) de extracto etandlico (1:12) de sumidad flo-
rida y un 5% (45 mg) de extracto etandlico (1:11) de raiz.
La composicion de sustancias marcadoras de este extracto
ha sido descrita previamente por Sharma et al. ?". La con-
centracion de etanol en el producto es del 65% V/V, sin
embargo su concentracion en los ensayos experimentales
y en los cultivos fue suficientemente baja para no causar
efectos adversos en las células o los virus. Ademas, el pre-
parado estaba libre de endotoxinas y de la dosis eficaz en

Fuente: www.fitoterapia.net
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Parte aérea de equinacea purpirea
Echinaceae purpureae herba

Raiz de equinacea purpiirea
Echinaceae purpureae radix

(via interna)

periores (resfriado comn) y del tracto urogenital.

Definicion Consiste en las partes aéreas floridas, enteras o | Consiste en los drganos subterraneos, enteros o
Farmacopea cortadas y desecadas de Echinacea purpurea (L.) | cortados y desecados de FEchinacea purpurea (L.)
Europea Moench. Contiene no menos del 0,1% de &cido caf- | Moench. Contiene no menos del 0,5% de &cido caf-
térico, calculado respecto a la droga seca. térico, calculado respecto a la droga seca
Puede emplearse material fresco, siempre que una
vez desecado cumpla las especificaciones citadas.
Principales - Alguilamidas, especialmente las isobutilamidas | - Derivados del &cido caféico (0,6-2,8%), principal-
constituyentes | del acido dodeca-2£4£,8710E/Z-tetrandico. mente el acido chicérico y caftarico.
- Derivados del &cido caféico, principalmente el 4ci- | - Alquilamidas (0,5-0,7%), especialmente isobutila-
do chicérico (0,5-4,9%). midas del &cido dodeca-2E,4£,82,10E/Z-tetrandico.
- Polisacéridos, como el PS | (un 4-0-metil-glucoara- | - Polisacéridos y glicoproteinas.
binoxilano) y el PS Il (un arabinoramnogalactano
4cido).
Indicaciones Tratamiento complementario y preventivo de las | Tratamiento complementario y preventivo de las
terapéuticas afecciones recurrentes de las vias respiratorias su- | afecciones recurrentes de las vias respiratorias su-

periores (resfriado coman).

Posologia

Adultos: 6-9 mL/dfa de jugo o preparaciones equiva-
lentes. El primer dia puede ser recomendable admi-
nistrar dicha dosis 2-3 veces.

Nifos: dosis proporcional a la edad o peso corporal.

Adultos: 3 x 60 gotas de tintura (1:5, etanol 55%),
3 x 300 mg de droga seca o preparaciones equiva-
lentes.

Nifos: dosis proporcional a la edad o peso corporal.

Duracion del

No administrar durante més de 8 semanas seguidas

. No se han descrito efectos secundarios en tratamien-

tratamiento tos prolongados.

Contra- Hipersensibilidad a plantas de la familia de las Compuestas.

indicaciones Como todos los inmunoestimulantes no esta recomendada su administracion en caso de enfermedades
sistémicas progresivas y autoinmunes como tuberculosis, leucosis, colagenosis, esclerosis mdltiple, SIDA
o infecciones por VIH.

Precauciones No se han descrito.

especiales

Interacciones No se han descrito.

Embarazo y A pesar de que no se han descrito efectos adversos en estas circunstancias, de acuerdo con la practica

lactancia médica habitual no se recomienda su uso sin control médico.

Efectos En raros casos, reacciones de hipersensibilidad cutdnea.

indeseables

TABLA 1. Resumen de las monografias ESCOP de parte aérea y raiz de equinacea purpdrea. %

Fuente: www.fitoterapia.net




nuestros experimentos hasta la dosis oral recomendada
(1,6 mg/mL), no produjeron citotoxicidad.

Para el cultivo se utilizaron células renales caninas Ma-
din-Darby (MDCK) vy las siguientes cepas de virus de la
Influenza: A/Victoria/3/75 humano (Victoria, H3N2); HPAIV
humano A/Thailand/KAN-1/2004 (KAN-1, H5N1); HPAIV
A/FPV/Bratislava/79 (FPV, H7N7); cepa humana A/Puerto
Rico/8/34 (PR8, HIN1), y el aislado humano de la pande-
mia del 2009 del VI A /Hamburg/1/09 (S-0IV, HIN1) de
origen porcino.

La actividad antiviral se evalué mediante la determinacion
de la Concentracién Minima Inhibitoria al 100% (CMI, ) de
Echinaforce en el ensayo de punto final del Efecto Citopéa-
tico (CPE), que mide la capacidad infectiva de los virus. La
CMI,,, es la concentracion minima de extracto a la cual el
CPE (y, por tanto, la capacidad infectiva) es completamente

inhibido por el extracto.

Para la valoracion de la concentracion de virus, la cepa
Victoria (H3N2) fue titulada mediante técnicas estandar de
ensayo en placa en células MDCK, mientras que las deméas
cepas fueron tituladas por la formacién de focos de infec-
cion en células MDCK.

En algunos ensayos se preincubaron, antes de la infeccion,
alicuotas de virus (H3N2 o H5N1) o las células con EF (50
uL/mL). Las células infectadas y los controles se incubaron
a continuacion en un medio con EF (50 pL/mL ) durante 24
h y posteriormente se utiliz6 el sobrenadante para realizar
los ensayos de formacién de focos de infeccion.

Para el estudio de la produccién y la localizacién intracelu-
lar de RNP viral, las células fueron incubadas e infectadas
utilizando virus preincubados con extracto. Las células fue-
ron fijadas a distintos tiempos postinfeccion, y la medida
y localizacién de RNP se efectué mediante microscopia de
barrido I&ser confocal, empleando anticuerpos especificos.

La interaccion directa entre EF y la hemaglutinina (HA) viral
se estudié mediante la realizaron de ensayos de actividad
hemaglutinante frente a eritrocitos de pollo de diferentes
preparados: sin virus (control negativo), de virus sin tratar
con EF (controles positivos) o previamente tratados con di-
versas concentraciones de EF.

Finalmente, se realizaron ensayos de resistencia viral. Para
ello, células MDCK preincubadas con o sin EF fueron infec-
tadas e incubadas con preparados de virus H5N1 tratados
o no con EF. Tras la incubacién y la retirada del inéculo, las
células fueron incubadas en un medio con Echinaforce® (50
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pg/mL), Tamiflu® (2 pM) o sin estas sustancias durante 24
horas. Se recolectaron muestras de los sobrenadantes, en
los que se valoraron los virus mediante el ensayo de for-
macion de focos. Los sobrenadantes fueron utilizados para
infectar otro conjunto de cultivos bajo las mismas condicio-
nes descritas anteriormente. Este proceso de infecciones
secuenciales con sobrenadantes fue repetido una vez mas
para completar tres rondas de infeccion y replicacion. Los
experimentos se detuvieron cuando las muestras de Tami-
flu® alcanzaron titulos iguales a los controles no tratados.

Resultados
Echinaforce® (EF) y concentracion viral

Previamente se ha descrito que el extracto EF a concentra-
ciones de hasta 1,6 mg/mL (masa seca/volumen, la dosis
oral recomendada) no provoca efectos citotéxicos aparen-
tes en los ensayos mediante la tincion con azul tripano y
MTT, o examen microscépico . Sin embargo a concentra-
ciones mayores a 1,6 pg/mL, se alcanzé una inactivacion
igual o superior al 99% del VI tipo H3N2 (TABLA 2). Como
era de esperar, el grado de inactivacion depende de la con-
centracion de virus (FIGURA 2). Los valores CMI, ; estuvie-
ron entre 0,32 pg/mL para 102 UFP/mL del virus hasta 7,5
pg/mL para 10° UFP/mL.

Con el fin de excluir la posibilidad de que el efecto viricida
pudiera ser especifico del subtipo de virus o sélo se refi-
riera a VI humanos, se analiz6 el efecto de EF a concentra-
ciones no téxicas en aislado humano del HPAIV tipo H5N1
(KAN-1). Los ensayos de reduccidn de la concentracion del
virus se llevaron a cabo con KAN-1 preincubado con varias
concentraciones de EF, de 0,1 a 50 pg/mL (FIGURA 3). A

Titulacion viral

Dilucién EF (pg/mL) (% UFP/mL respecto al

control)
1:30(53,3) <01
1:10%(16) <01
1:10%(1,6) <0,
1:10%(0,16) 1,0+0
1:10°(0,016) 110+78

TABLA 2. Efecto antiviral de Echinaforce (EF) sobre el virus de
la influenza H3N2. Se incubaron alicuotas del virus H3N2 con
un contenido de 10° UFP/mL a 22°C durante 60 minutos con las
concentraciones indicadas de EF y se determinaron las UFP/mL
remanentes.

Fuente: www.fitoterapia.net



120 | Revista de Fitoterapia 2009; 9 (2): 115-124

la concentracién mas alta de EF, la concentracion viral se
redujo en mas de 3 log ,,. Ademas, se ensay0 el efecto in-
hibitorio de EF sobre los HPAIV humanos tipos HIN1 (PR8)
y H7 (FPV) y se obtuvieron resultados comparables (datos
no mostrados), indicando que EF afecta no solamente a los
VI humanos (H3N2, H1N1), sino que también a los dos tipos
(H5, H7) de HPAIV.

9
8 +/- 3,54
-7
-
E 6
2
= 5
8
= 4
s +/- 0,0
O 3
2
] +/- 0,44
s W
0 4 —
100 1.000 10.000 100.000

Unidades Formadoras de Placa (UFP)/mL

FIGURA 2. La CMI depende de la concentracidn viral. Se utilizaron
cantidades crecientes de virus de Influenza (Victoria, H3N2) para
determinar la CMI, ; de EF. Se incubaron diluciones seriadas de EF
por cuadruplicado con las concentraciones de virus de Influenza
indicadas (107, 10% 104, 10° UFP/mL)y se transfirieron a las células
para hacer la determinacion del punto final del CPE, tal como se
describe en la seccién de materiales y métodos.

o o N

Titulacion viral UFF/mL (10°)
w B

4 . ——

Control 0,1 pg/mL 1,0 pg/mL 10 ug/mL 50 pg/mL

Concentracién EF

FIGURA 3. EF acttia de manera dosis dependiente. El HPAIV H5N1
(MOI'=0,001) y las células MDCK se preincubaron 1 h antes de la
infeccién con EF a las concentraciones indicadas. Una vez infecta-
das las células fueron incubadas en un medio con EF, a la concen-
tracion apropiada, durante 24 horas, y se determind el titulo de la
infeccion (UFF/mL). El experimento se llevé a cabo por triplicado y
las titulaciones por duplicado.

Tiempos de adicion de Echinaforce®

Todas las cepas VI ensayadas, la patogénica humana Vic-
toria (H3N2), PR8 (H1N1), S-0IV (H1N1) y las cepas aviares
KAN-1 (H5N1) y FPV (H7N7) fueron susceptibles a EF, pero
s6lo como resultado del contacto directo. La preincubacion
de las células con el extracto EF, seguidas de la infeccion
viral 0 post-exposicion de las células infectadas a EF inhi-
hié la replicacién del virus en menor medida. Para investi-
gar esto con mas detalle, se realizaron varios experimentos
con KAN-1 para determinar el efecto de EF al ser afiadido a
diferentes tiempos en relacion con la infeccion viral de las
células. Se alcanzé una inhibicién total incubando KAN-1y
EF conjuntamente, antes de afiadirlo a las células (FIGURA
4, barras 3, 4 y 6). Sin embargo, otras combinaciones de
pre 0 post-exposicion a EF (barras 2, 5y 7) resultaron en
una reduccion parcial en la produccion del virus, compara-
do con los no tratados (barra 1). Estos resultados sugieren
que EF actta directamente contra el virus o en etapas muy
tempranas del ciclo de replicacion. Vale la pena mencionar
que la eliminacién de EF del medio 6,5 horas después de
la infeccion seguido de incubacién en medios normales

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0
1 2 3 4 5 6 7
24 h postinfeccion
Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7
Preincubacion
del virus con EF -t sy T
Preincubacion
-+ - + - 4+

de las células con EF

Incubacién de las células
postinfeccién con EF

FIGURA 4. EI pretratamiento del VI con EF es més efectivo. Se
trataron HoN1 (MOl = 0,001) y células MDCK con EF (50 pg/mL).
Las células infectadas fueron tratadas con un medio con o sin EF
durante 24 horas y se determing el titulo infectivo (UFF/mL). El
experimento se llevé a cabo por triplicado y las titulaciones por
duplicado.

Fuente: www.fitoterapia.net



durante 1,5 h, para prevenir una exposicién de los nuevos
viriones a EF antes de la titulacién, no dio lugar a cambios
en los resultados.

Localizacion intracelular de las ribonucleoproteinas
(RNP)

A continuacién se determind por inmunoflorescencia la
produccion y localizacién intracelular de las RNP virales en
células MDCK infectadas con KAN-1 con y sin tratamien-
to con EF (FIGURA 5). En células infectadas normales sin
tratamiento con EF (— EF), la proteina de la nucleocapside
(verde), principal componente de las RNPs, aparecid inicial-
mente en el nicleo (6 horas), y después migré al citoplas-
ma (8 horas). Se observo el mismo comportamiento en las
células tratadas con EF e infectadas con virus no tratados
(Células + EF) y en células expuestas a EF después de la
infeccion (EF p.i). Sin embargo, cuando las células fueron
infectadas con virus tratados con EF (virus + EF), el nimero
total de células positivas se redujo significativamente. Sin
embargo, la cantidad vy la localizacion de RNPs detecta-
das en las células infectadas con un VI pretratado fue el
mismo que las células infectadas no tratadas con virus no
tratados. Cabe sefialar que el tratamiento de las células

EF p.i. Virus + EF Células + EF

FIGURA 5. La produccion de RNP intracelular y su localiza-
cion no se ve afectada por EF. El virus HSN1T (MOl = 0,001)
y las células MDCK o bien se dejaron sin tratamiento o
se trataron con EF como sigue: — EF, infeccién normal sin
tratamiento con EF; EF p.i., células infectadas tratadas con
EF (50 pg/mL) después de la infeccion; virus + EF, células
infectadas con virus pretratado con EF (50 pg/mL); células
+ EF, células pretratadas con EF (50 pg/ml) e infectadas
con virus no pretratado. Las células infectadas fueron in-
cubadas en un medio con o sin EF durante 6y 8 horas y se
detectd por inmunofluorescencia la cantidad y localizacion
de RNP virales intracelulares (verde) asi como el nicleo
(azul).

6 h p.i.

8 h p.i.
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infectadas a diferentes intervalos de tiempo postinfeccién
no afectd el ndmero de células positivas a la tincién de la
nucleocépside (datos no mostrados). Estos resultados su-
gieren que EF actda en etapas muy tempranas, antes de la
replicacion, pero una vez el virus ha penetrado en la célula,
su replicacién y difusion no se ven afectados.

Interaccion de Echinaforce® con la hemaglutinina
(HA) viral

El primer paso en la entrada de los VI en las células depen-
de de la interaccion entre la HA viral y un receptor celular
especifico que contiene 4cido siélico. Si EF puede inhibir
esta interaccion, uniéndose a la HA, se previene la entra-
da del virus a la célula. La capacidad de unidn al receptor
especifico de la célula por parte de la HA funcional viral se
puede determinar por su capacidad de aglutinar eritrocitos
de pollo, lo cual se puede constatar facilmente de una ma-
nera visual. Se pudo estudiar la interaccion directa entre
el virus y EF mediante la inspeccién de la actividad de he-
maglutinante causada por el virus en presencia y ausencia
de EF. En la TABLA 3 se pueden observar los resultados
de la hemaglutinacién para el S-0IV pandémico (HIN1)y
dos HPAIV (Hb, H7). EF inhibe la actividad de HA en las
3 cepas dependiendo de la concentracion y el tiempo. La
misma concentracion de EF sin el virus no demuestra he-
maglutinacion, tal y como se esperaba (datos no mostra-
dos). Adicionalmente no se observ lisis de los eritrocitos
en ninguna de las reacciones. Por tanto la inhibicién de la
actividad de HA se debid a la interferencia con EF. Como
éste es eficaz contra diferentes cepas humanas y aviares,
EF puede ejercer un efecto inespecifico sobre la replicacién
del VI, al interferir en la unién al receptor celular y la entra-
da del virus a la célula.

Ausencia de resistencia a Echinaforce®

El tratamiento de la gripe con los medicamentos antivira-
les actualmente disponibles tiene el inconveniente de la
frecuente aparicion de cepas resistentes, debido a la alta
tasa de mutacién de los VI. Esto se ha observado con inhi-
bidores de la neuraminidasa como Tamifli® con respecto
al VI estacional, el HPAIV H5N1 y en informes recientes
sobre la pandemia por S-0IV 392829 Por |o tanto, cual-
quier alternativa competitiva deberfa tener la ventaja de
prevenir la aparicién de variantes resistentes " Esto po-
drfa ser asi para sustancias que blogueen la actividad del
virus de forma inespecifica. La posibilidad de aparicién de
virus resistentes a EF se evalué comparando la concentra-
cion relativa del virus HoN1 ante la presencia o ausencia

Fuente: www.fitoterapia.net



122 | Revista de Fitoterapia 2009; 9 (2): 115-124

Cepa virus Control Control  EF (ug/mL) 1 hora EF (ug/mL) 4 horas

influenza positivo negativo 50 100 200 400 800 50 100 200 400 800
HIN1 + - - - - - - - - - - -
H5N1 + = i + + - - - - - - -
H7N7 + - + + + - - - - - - -

TABLA 3: Interaccion de EF con la HA viral. Se ensayaron dos tiempos de incubacién de las suspensiones virales tratadas con diferentes

diluciones de EF con los eritrocitos de pollo (1 hy 4 h).
+: actividad hemaglutinante (aglutinacion de eritrocitos).

de EF o Tamifli®, a lo largo de varias secuencias de trata-
mientos consecutivos de cultivos celulares. Los resultados
aparecen en la FIGURA 6. Después de la primera secuencia
de replicacion, la concentracion de virus fue reducida sus-
tancialmente con EF (50 pg/mL) y con Tamifld® (2 pM). Sin
embargo en las secuencias 2* y 3% la concentracion viral en
presencia de Tamifli® fue similar a la de los controles no
tratados, indicando la aparicién de variantes de virus resis-
tentes, mientras que ante la presencia de EF la concentra-
cién de virus continud permaneciendo baja, indicando la
ausencia de resistencia del virus.

Para determinar si los virus resistentes a Tamifl(® conti-
nuaban siendo sensibles a EF, se ensayd el crecimiento de
los virus resistentes a Tamifl(i® en presencia y ausencia de
EF. Echinaforce (50 pg/mL) redujo la concentracién de los
virus resistentes a Tamifli® en mas de 3 log ,, UFF virales,
mostrando una actividad similar a la que tiene sobre el vi-
rus normal (datos no mostrados).

Discusion

Los resultados demuestran que Echinaforce®, tiene una po-
tente actividad antiviral contra todas las cepas VI ensaya-
das, las llamadas humanas Victoria (H3N2) y PR8 (H1N1),
cepas aviares KAN-1 (H5N1) y FPV (H7N7) y la pandémica
S-0IV (H1N1). Concentraciones de EF que oscilan desde
1,6 mg/mL (la dosis recomendada para consumo oral) has-
ta concentraciones tan pequefias como 1,6 pg/mL (dilucion
1:1000), pueden inactivar en mas de un 99% la capacidad
infectiva del virus y la infeccion con virus tratados dio lugar
a concentraciones virales muy reducidas en cultivos celu-
lares. Sin embargo, se requiere del contacto directo entre
el virus y EF para conseguir este efecto inhibitorio, ya que
el pretratamiento de las células antes de la infeccion viral,
o la expasicion de las células a EF postinfeccion, conducen
a una inhibicién sustancialmente menor, indicando que el

- sin actividad hemaglutinante.

efecto antiviral se manifesté en una etapa muy temprana
del proceso infeccioso. Esto se pudo confirmar utilizando
ensayos de hemaglutinacion los cuales muestran de una
manera clara que EF inhibe la actividad de la hemagluti-
nina y consecuentemente bloquean la entrada del virus
tratado en la célula. Sin embargo se debe estudiar con mas
detalle el mecanismo de inhibicion.

La inhibicién general producida por EF sobre diferentes
cepas de virus constituye una ventaja significativa frente
a otros antivirales que actGan de forma especifica sobre
determinadas cepas viricas, como los adamantanos (aman-
tadina) 9. Es mds, la no aparicion de virus resistentes a
EF durante los tratamientos secuenciales es una ventaja
significativa sobre Tamifli®, el cual bajo condiciones de
cultivo similares dio lugar a un rapido desarrollo de cepas
resistentes. Adicionalmente, los virus resistentes a Tami-
fli® fueron muy sensibles a EF. Estos resultados indican
que EF puede ser de gran ayuda en el control del virus de
la influenza y se complementa con la capacidad de EF de
contrarrestar la induccién de citoquinas y quimioquinas
proinflamatorias originadas por el virus de la gripe y otras
virosis, asi como con la actividad anti bacteriana selectiva
de los extractos de equinacea ?¥. Asi, EF puede jugar un
papel multifuncional durante una infeccion por VI.

Echinaforce® contiene concentraciones conocidas de com-
puestos potencialmente bioactivos ?' 'y esto incluye los
[lamados marcadores de calidad, tales como compuestos
fendlicos derivados del acido caféico, alquilamidas y po-
lisacéridos, todos los cuales han sido propuestos como
responsables de los beneficios médicos atribuidos a los
extractos de varias especies de equindcea 0. Sin embar-
go, nuestros estudios recientes sobre diferentes tipos de
extractos de equindcea sugieren que las bioactividades
especificas no se pueden atribuir a un solo componente.

Fuente: www.fitoterapia.net
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FIGURA 6. El tratamiento con Echinaforce no da lugar a varian-
tes resistentes del virus. Se infectaron células MDCK con H5N1
(MOI= 0,001) y se incubaron durante 24 h o bien con un medio
sin tratamiento (barras grises), o con EF (50 pg/mL, barras verdes)
o con Tamifla® (2 uM, barras azules). La concentracion viral del
sobrenadante fue valorada por el ensayo de UFF y dicho sobrena-
dante fue utilizado para una segunda secuencia de infeccion de
células MDCK frescas. Se realizaron tres secuencias y después de
cada una de ellas se determiné el titulo viral mediante el ensayo
UFF (UFF/mL). La valoracién de las UFF de las muestras tratadas
con EF o Tamiflu® se calcularon como porcentajes de las muestras
control, a las que se asignd el 100%. Se muestra la media de ex-
perimentos realizados por duplicado con valoraciones realizadas
también por duplicado.

Ademés EF, como otros extractos de equindcea, contiene
otros compuestos hioactivos como flavonoides y alcaloides
0y es concebible que la clave de la relativamente alta po-
tencia de EF esté en la particular combinacion y equilibrio
entre sus constituyentes individuales.

Estudios recientes sobre la planta mediterranea Cistus cre-
ticus (= Cistus incanus) proporcionan algunas comparacio-
nes interesantes. Un extracto de Cistusrico en polifenoles
mostré actividades anti VI parecidas a las que se describen
en este trabajo, sugiriendo un modo de accién similar "% El
mecanismo de actividad antiviral del Cistus no se ha elu-
cidado adn, de forma que un estudio comparativo de estos
dos extractos, podria ser Gtil y proporcionar interesantes
ideas para el disefio de compuestos efectivos anti VI.

Por el contrario el estudio de Palamara et al. "® mostrd
que un polifenol individual, el resveratrol, un constituyente
comUn de la uva negra y otras plantas, podria inhibir la
replicacion de VI interfiriendo en las vias de sefializacién
implicadas en la translocacion de RNP virales. Asi, una
adecuada combinacién de los polifenoles vegetales podria
ofrecer un enfoque multifuncional en el control de la repli-
cacion del virus de la influenza y sus sintomas asociados.
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5. Conclusion

Los datos presentados en este trabajo han demostrado que
un preparado estandarizado de equindcea, Echinaforce®,
tiene el potencial de impedir la propagacion del virus de
la influenza, incluyendo las cepas estacionales, las cepas
altamente patogénicas de la influenza aviar, asf como la
nueva cepa pandémica de origen porcino, a las concentra-
ciones recomendadas para uso oral e inferiores. Ademés el
preparado no induce la aparicién de variantes viricas resis-
tentes y es activo incluso contra cepas que se han vuelto
resistentes al tratamiento con inhibidores de la neurami-
nidasa. Esta potencialidad, la disponibilidad y la falta de
toxicidad hacen de este preparado una opcién interesante
en el control y tratamiento de las infecciones por virus de
la influenza.

Nota de la editorial

El presente articulo es una traduccion adaptada del traba-
jo: Pleschka S, Stein M, Schoop R, Hudson JB. Anti-viral
properties and mode of action of standardized Echinacea
purpurea extract against highly pathogenic avian Influenza
virus (H5N1, H7N7) and swine-origin HIN1 (S-01IV). Virology
Journal 2009, 6:197- 206. DOI: 10.1186/1743-422X-6-197.
Disponible en http://www.virologyj.com/content/6/1/197
(con Licencia Creative Commons).
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