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ABREVIATURAS

%: Porcentaje

Mg: Microgramo

ul: Microlitro

A: Anafase

ADN: Acido desoxirribonucleico

ANMAT: Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia médica
ARN: Acido ribonucleico

c.s.p.: Cantidad suficiente para

CCso: Concentracién Citotdxica 50

CD: Células destruidas

CEsp: Concentracion Efectiva 50

CIEIS: Comité Institucional de Etica de la Investigacion en Salud
DMSO: Dimetilsulféxido

DO: Densidad optica

DS: Desviacién éstandar

EAC: Extracto acuoso obtenido en caliente
EAF: Extracto acuoso obtenido en frio

EC: Extracto cloroférmico

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EH: Extracto n-hexanico

EM: Extracto metandlico

FC: Fragmentacion cromésomica

g: Gramo

Ga: Ganchos

h: Hora

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia
IF: Indice de fase

IM: Indice mitético

IT: Indice de toxicidad

M: Metafase

M: Molar

mMARN: Acido ribonucleico mensajero
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MC: Medio de crecimiento

MCNC: Maxima concentracién no citotéxica
mg: Miligramo

min: Minutos

mi: Mililitro

MM: Medio de mantenimiento

mm: Milimetro

MN: Micronucleos

MPC: Muerte celular programada

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
Ne: Necrosis

nm: Nanémetro

N°: Numero

°C: Grado centigrado

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
p/p: Peso en peso

p/v: Peso en volumen

P: Profase

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica (del inglés “Peripheral blood
mononuclear cells™)

PBS: Solucién balanceada de fosfatos
PRV: Virus de la Pseudorrabia

RCV: Rio Cuarto Vasculares

RN: Rojo Neutro

RPMI: Roswall Park Memorial Institute
SDS: Dodecilsulfato sédico

SF: Solucion fisiologica

SFB: Suero fetal bovino

T: Telofase

Tu: Tumor

UV: Ultravioleta

vs: Versus

0: Densidad
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Resumen

Resumen

Las infecciones virales han representado en la historia de la humanidad un problema
sanitario importante. Aquellas enfermedades producidas por miembros de la familia Herpeviridae
ganan particular atencién debido a las caracteristicas de estos virus de establecer latencia en sus
huéspedes naturales y recurrencia en aquellos sometidos a situaciones de estrés o con
inmunocompromiso. A nivel veterinario cobra relevancia el virus Herpes suis tipo 1 tambien
conocido como virus de la pseudorabia (VPR), pues se asocia con abortos prematuros, alta tasa
de mortalidad en lechones y disminucion de la camada en cerdas madres infectadas. No existen
para esta patologia vacunas disponibles aplicables en Argentina, por lo que el control se limita a
practicas de manejo que pueden incluir la aplicacién de drogas de origen natural. La especie
Baccharis articulata “carqueja’ es muy utilizada en la medicina tradicional y en las industrias
productoras de bebidas amargas y es relativamente abundante y tipica de las serranias
cordobesas. El proposito de esta investigacion fue asignar la actividad biolégica de extractos
obtenidos a partir de B. articulata utilizando bioensayos seleccionados para la deteccion de sus
propiedades antiherpéticas, su posible blanco de ataque en el ciclo de la replicacién del virus y su
toxicidad general.

De cinco extractos obtenidos de la especie, el screening de accién antiviral revelé que el
extracto acuoso obtenido en caliente (EAC) fue el mas bioactivo frente al virus VPR, cepa RC/79.
El extracto mostré valores de CCsy de 718 pg/mi y 538 pg/ml por las técnicas de captacion de Rojo
Neutro (RN) y reduccién de MTT en células Vero, respectivamente. El estudio del mecanismo de
accién antiviral del EAC empleado a 600 pg/ml revelé que solo la adsorcién y/o penetracion viral
fue inhibida en un 54 %. La CEg,, determinada por reduccion de placas de lisis, fue de 445 ug/ml,
permitiendo el calculo de indices de selectividad de 1,61 (RN) y 1,21 (MTT). El EAC empleado a
600 y 1200 pg/m| también ejercié accion virucida del orden de 78 % y 96 %, respectivamente a
37C° durante 2 h.

Estudios complementarios de inocuidad se realizaron por ensayos in vitro evaluando
citotoxicidad por tincidn con azul de tripan en células mononucleares de sangre periférica de
humanos sanos, por evaluacion de apoptosis mediante la tincion de Hoechst 33258 y
fragmentacion de ADN. También fueron realizados estudios de evaluacién de citogenotoxicidad
por ensayos in vivo desarroliando el test de Allium cepa L. Todos los ensayos revelaron inocuidad
del EAC a las concentraciones activas frente al virus.

Mediante técnicas cromatograficas en papel, en capa delgada y por cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) pudieron identificarse y cuantificarse en el EAC de B. articulata cuatro
componentes mayoritarios: quercetina, acacetina, acido clorogénico y luteolina, los que podrian

ser los responsables de su accién antiviral.
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m— Summary

Summary

Viral infections have been a major health problem in the history of humanity. The diseases
caused by Herpeviridae family members involve special attention due to their characteristics of
establishing latency in their natural hosts and recurrence in undergoing stress or
immunocompromised hosts. Herpesvirus suis type 1, also known as pseudorabies virus (PRV),
becomes relevant in veterinary. It is associated with premature abortions, high mortality in piglets
and decreased in swine production. There are no vaccines available in Argentina, so the control is
limited to handling practices which may include natural drugs application.Baccharis articulata
("carqueja”) is relatively abundant and typical from Cérdoba hills and it is widely used in traditional
medicine and bitter drinks production. The aim of this research was to study the biological activity
of extracts obtained from Baccharis articulata using bioassays to detect antiherpetic properties, the
possible mode of action in the PRV infection cycle and the general toxicity of these extracts.

Antiviral action screening of the five extracts obtained from this vegetable specie revealed
that the hot aqueous extract (HAE) was the most bioactive against the PRV virus, strain RC/79.
This extract had CCs, values of 718 ug/mi and 538 ug/ml on Vero cells by Neutral Red Uptake (NR)
and MTT assays, respectively. The antiviral action mechanism study of HAE (600 ug/ml) revealed
a 54 % inhibition of viral adsorption and/or viral penetration. The 50 % effective concentration of the
extract for PRV plaque formation was determined at 445 ug/ml, and selectivity index were 1.61
(NR) and 1.21 (MTT). The HAE at 600 and 1200 pg/ml also inactivated the virus at 37C° for 2 h in
an order of 78 % and 96 %, respectively.

Complementary safety studies were performed for in vitro assays of cytotoxicity by trypan
blue staining on peripheral blood mononuclear cells of healthy humans, apoptosis by staining with
Hoechst 33258 and DNA fragmentation. Studies were also performed by citogenotoxicity in vivo
assays using Allium cepa L test. All the assays revealed that active concentrations against the
virus of EAC were safe.

Paper chromatographic techniques, thin-layer and high performance liquid chromatography
(HPLC) allowed the identification and quantification of four major components EAC of B. articulata:
quercetin, acacetina, chlorogenic acid and luteolin, which could be responsible for the antiviral

action described.
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1. INTRODUCCION
1.1. Plantas medicinales y su utilizacion en la salud.

Las plantas han servido a la humanidad como recurso de agentes medicinales
desde épocas inmemorables, constituyendo practicamente la tnica fuente de obtencién
de medicinas en las primeras etapas del desarrollo de la humanidad.

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) “fodo el conjunto de
conocimientos, aplitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias
indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento
de la salud, asi como para la prevencion de la salud, el diagnostico, la mejora o el
tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales” es conceptualizado como medicina
tradicional, [OMS, 2005].

Por tradicién popular o por investigacion cientifica, se considera planta medicinal a
aquella que en uno o mas de sus érganos contiene sustancias que pueden ser utilizadas
con finalidad terapéutica. Ademas, para los cientificos estas plantas pueden producir
sustancias que sirven como precursoras para la semisintesis quimica-farmacéutica. Estos
vegetales se utilizan tradicionalmente como infusiones, decocciones, extractos fluidos,
jarabes, extractos secos, capsulas, comprimidos, [Nafiez y Cantero, 2000, OMS, 2005;
Cariigueral y col., 2003].

Es la Etnofarmacologia la ciencia que tiene como objetivo estudiar el conocimiento
compilado de los indigenas acerca de la utilizacion de productos vegetales con el fin de
prevenir, atenuar o curar un estado patolégico. Recién cuando se comprueba
cientificamente el efecto curativo de las drogas o extractos vegetales pueden ser
indicados por el médico, [Cafigueral y Vila, 1998; Canigueral y Vila, 2001, Mangiaterra,
2005].

El avance de la ciencia, en especial la Biotecnologia y la Bioquimica Molecular, ha
permitido conocer mas acerca de los principios activos de las plantas medicinales y su
actividad en el organismo y asi lograr validar los usos de las diversas especies vegetales.
Como ejemplos se pueden citar los alcaloides quinina y cinchonina aislados a partir de la
corteza de cinchona. En 1826, se obtiene la morfina a partir del opio (Papaver
somniferum L.) y en 1831 se aisia la atropina de la planta Atropa belladonna L., [Alonso,
2002; Chattopadhyay y Naik, 2007].

En la actualidad el 60% de los medicamentos disponibles en el mercado con
accién antimicrobiana y antitumoral deriva de plantas superiores, [Calixto, 2000].

De la totalidad de Ilas especies vegetales existentes en el planeta,
aproximadamente 260.000, se considera que sélo el 10% se encuentra registrada en los
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tratados médicos de fitoterapia. En Argentina mas de 2.000 especies vegetales
autoéctonas son empleadas regionalmente por ia medicina tradicional y en muy pocas de
ellas se han avalado cientificamente sus propiedades terapéuticas, [Lucas y
Bonnecarrére, 2005].

En los afios 60 la OMS reconoce el uso de las plantas medicinales autéctonas
como medicina tradicional o folclérica y provoca un gran impulso en la investigacion hacia
la busqueda y estudios de la estructura molecular y funcidn de sus metabolitos. En 1978
también incentiva a los gobiernos a incorporar los aspectos favorables de la medicina
tradicional a la salud primaria dado que su utilizaciébn es muy accesible en paises con
bajos ingresos econémicos, [Ratera y Ratera, 1980, Hammer y col., 1999; Ndfez y
Cantero, 2000; Mangiaterra, 2005].

El 25% de los medicamentos utilizados en los paises desarrollados derivan de
vegetales, mientras que en los paises en vias de desarrollo el 75% de la poblacién aun
depende de la medicina tradicional o folclérica. Sin embargo esos valores en la actualidad
se han incrementado. Asi la OMS indicé que en Africa el consumo alcanza al 80% de la
poblacion, en China la atencion sanitaria depende en un 40% de productos herbarios,
siendo utilizada por el 70% de la poblaciéon canadiense, el 40% en USA e Inglaterra y el
75% en Francia. La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) informé que el
consumo de productos vegetales en Chile alcanza al 71% y en Colombia al 40%, [OMS,
2005; Barboza y col., 2009].

En los dltimos 30 afios en Argentina se incrementé el interés por el consumo y el
estudio de plantas medicinales y/o productos derivados, evidenciandose su disponibilidad
en farmacias, herboristerias, dietéticas e industria licoreras. Estos vegetales se emplean
para la elaboracién de productos medicinales, cosméticos, aromaterapia, yerbas mate,
destilerias de amargos y aperitivos. Ademas, la situaciéon socioeconémica por la que
transita nuestro pais conduce, al igual que a otros paises en desarrollo, a un aumento en
la utilizacion de la medicina tradicional o alternativa para el cuidado primario de la salud,
[Mangiaterra, 2005; Martinez, 2005; Pochettino y col., 2008].

De las 10.000 especies vegetales que son utilizadas por la medicina tradicional en
el mundo la mayoria proviene de paises americanos. Se ha informado que en el afio
2001 el mercado mundial de las plantas medicinales representé el 5% del mercado
farmacéutico alcanzando un total de U$S 12.000 millones. En Argentina el impacto
econémico de la medicina tradicional es auin desconocido, [Cariigueral y col., 2003].

Martinez 1. (2005), indica que las especies Baccharis articulata, Equisetum
giganteum y Lippia turbinata, representan las de mas alta demanda comercial (77 y

2

Tcs:s Doctor‘a/ C nstina Vancsa T()KKE;S




- E Propiedades citogenotoxicas y antivirales de extractos de especies del género Baccharis

I

Introduccién

127 Kg/afio) cuando se refieren al departamento de Santa Maria de la provincia de
Cérdoba, Argentina.

1.1.1. Compuestos vegetales bioactivos

E!l interés en las plantas medicinales tiene su fundamento en que ellas proveen un
arsenal de drogas con diversas actividades biolégicas que pueden ser aisladas a través
de distintos métodos de extraccion. Muchos de los compuestos quimicos identificados
son metabolitos secundarios de importancia farmacéutica por su acciéon antibacteriana,
inmunomoduladora, antiviral, antifangica, insecticida, entre otras, [Bagci y Digrak, 1996;
Cowan, 1999; Briskin, 2000; Park, 2003]. Estas moléculas son productos del metabolismo
vegetal que no intervienen en los procesos bioquimicos de adaptacion a condiciones
fisicas o quimicas, crecimiento ni reproduccion de la planta, pero si cumplen funciones de
defensa, regulacion y/o sefializacién quimica, [Mongelli y Pomilo, 2002; Mongelli y col.,
2009].

Entre los fitoquimicos bioactivos hoy conocidos se encuentran: fenoles,
polifenoles, quinonas, flavonas, flavonoides, flavonoles, cumarinas, terpenoides, aceites
esenciales, alcaloides, taninos, saponinas, lectinas, lignanos, polipéptidos y glucésidos,
[Jassim y Naji, 2003, Vicent Martinez, 2004]. Estos compuestos, una vez identificados,
pueden ser sintetizados quimicamente en el laboratorio como es el caso de la vincristina
(utilizada en el tratamiento de la leucemia) pero con menor eficiencia en su actividad
respecto a la natural. Por el contrario, otros como la digitoxina (cardioténico y
antiarritmico) no pueden hasta el momento ser producidos in vitro, [Lozoya, 1997; Nifiez
y Cantero, 2000].

La busqueda inicial de compuestos activos para evaluar ia actividad antimicrobiana
de las plantas, comienza con el empleo de extractos acuosos y alcohdlicos seguido de
extracciones con solventes de distinta polaridad, tal como se presenta en la Tabla 1. En
las extracciones acuosas en particular, los compuestos fenélicos o glicésidos aislados
mas frecuentemente son polisacaridos, polipéptidos y lectinas. Los terpenoides podrian
también encontrarse en la fase acuosa, aunque es factible también su extraccién con
solventes menos polares, [Cowan, 1999].
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Tabla 1: Compuestos activos extraidos de plantas medicinales con distintos solventes

Agua Etanol Metanol Cloroformo Diclorometano Eter Acetona
Antocianina Taninos Antocianina Terpenoides Terpenoide Alcaloide Flavonoides
Almidén Polifenoles Terpenoide Flavonoides Terpenoide

Saponina Poliacetilenos Saponina Cumarina

Terpenoide Flavonoles Taninos Acidos

Polipéptido Terpenoides  Flavonoides grasos

Lectina Esteroles Polifenoles
Alcaloides
Propdleos

Adaptado de Cowan, "Plant products as antimicrobial agents”. Clinical Microbiology Reviews. 1999.

1.1.2. Compuestos naturales con accién antiviral

Numerosas publicaciones informan acerca de una gran diversidad de plantas

medicinales que por los métodos extractivos anteriormente mencionados, exhiben

actividad antiviral. La siguiente tabla presenta algunos ejemplos de especies vegetales

con capacidad antiviral contra virus Herpes simplex tipo 1y 2 (VHS-1y VHS-2).
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Tabla 2: Extractos de distintas especies vegetales con actividad antiviral

Extracto  Especie vegetal Agente viral Referencia
Phyllanthus orbicularis VHS-1 Garcia y col., 2003.
Phyllanthus orbicularis VHS-2 Del Barrio y Parra, 2000.
Geranium sanguineum VHS-1y VHS-2  Serkedjieva y Ivancheva, 1999
Carissa edulis VHS-1y VHS-2  Tolo y col., 2006.

Acuoso Polygonum punctatum
Lithraea lithraea
Brasiliensis sebastiania VHS-1 Kot yocol 908
Sebastiania klotzschiana
Salvia officinalis. VHS-1y VHS-2  Schnitzlery col., 2008
Aloysia gratissima VHS-1 Montanha y col., 2004.
Beta vulgaris VHS-2 Betancur-Galvis y col., 1999.
B accharis erioclada DC.,
Baccharis megapotamica,
Baccharis uncinella DC.,
Glechon marifolia,
Glechon spathulata, VHS-1 Montanha y col., 2004.
llex brevicuspis ,
llex theezans,

Etanélico Maytenus ilicifolia.
Salvia officinalis VHS-1y VHS-2  Schnitzler y col., 2008.
Callisia grasilis VHS-2 Betancur Galvis y col., 1999.
Aglaia odorata,
Moringa oleifera, VHS-1 Lipipun y col., 2003.
Ventilago denticulata.
Astilbe rivularis,
Bergenia ciliata, , :
Cassiope fastigiata, VHS-1 Rajbhandari y col., 2007.
Thymus linearis.
Holoptelia integrifolia, . :

SR, VHS-1 Rajbhandari y col., 2001.
Metanélico Neruim indicum

Maclura conchichinensis VHS-2 Bunyapraphatsara y col., 2000.
Hypericum mysorense, "
Hypericum hookerianum VHS-1 Vijayan y col., 2004.
Annona sp. VHS-2 Betancur-Galvis y col., 1999.

Acetona  Usnea complanta. VHS-1 Vijayan y col., 2004.
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1.2. Flora medicinal del sur de Cérdoba

La regién sur de la provincia de Coérdoba se caracteriza por poseer una variada y
abundante flora autéctona, favorecida por el clima de la zona. Existen en ella alrededor
de 400 especies (aproximadamente el 75% son nativas), de las cuales mas de 140
presentan actividad farmacolégica potencial y con uso comprobado en la region. Las
familias Asteraceae, Fabaceae, Verbenaceae y Solanaceae constituyen el 43% de esa
flora medicinal, siendo la familia Asteracea la mas abundante en especies medicinales.

Ademas, es interesante destacar que un alto porcentaje de las plantas
medicinales tienen cierta exclusividad ambiental en su distribucién, caracteristica
particularmente importante para la zona serrana. Esta estrecha relacién plantea la
necesidad de un mantenimiento del habitat respecto a este recurso ya que su destruccién
implicaria la pérdida irreversible de muchas especies.

Las industrias alimenticia, farmacéutica y cosmeética utilizan muchas de estas
hierbas, como 1o son: la carqueja (Baccharis articulata), la peperina (Minthostachys
verticillata), el tomillo (Hedeoma muiltiflora), el poleo (Lippia turbinata), el cedréon (Aloysia
citriodora), el incayuyo (Lippia intergrifolia) y el boldo (Peumus boldus). Ademas, son las
mas empleadas para la elaboracion de jugos, bebidas amargas, yerbas compuestas, té
de hierbas, y medicaciones no recetadas. La carqueja se encuentra en el 12% de los
productos herbales utilizados, seguida por poleo (11%) y el incayuyo (7%), siendo la
manzanilla (Matricaria chamomilla) la de mayor uso con un 15%. Ademas, la carqueja se
incluye en el 70% de las bebidas amargas no alcohélicas, en un 9% en medicamentos
no recetados, en 6% de té herbales y en un 20% de yerbas mate compuestas, [Nufiez y
Cantero, 2000, Juliani y col., 2007; Barboza y col., 2009].

1.2.1. Género Baccharis

El género Baccharis pertenece a la familia Asteraceae, esta familia probablemente
es la mas grande de todo el mundo y se encuentra distribuida en todo el planeta. El
geénero esta constituido por aproximadamente 400 a 500 especies de las cuales unas 100
crecen en Argentina. EI nombre genérico de la planta, Baccharis proviene del latin
Bacchus = Baco, el dios romano del vino y la vendimia, haciendo referencia al aroma a
especias de las raices. Las especias eran postres que en la antigliedad se consumian
acompanados de vino, por ello la vinculacion con esta deidad pagana, [Mangiaterra,
2005].
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En nuestro pais, el género Baccharis es uno de los mas importantes en namero
de especies utilizadas por la medicina tradicional, generando un gran impacto comercial
debido sus actividades biol6gicas, [Baboza y col., 2009].

A continuacion se presentan algunas especies pertenecientes al género Baccharis
y sus actividades biolégicas estudiadas por diferentes investigadores, (Tabla 3).
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Tabla 3: Actividades bioldgicas probadas de algunas especies del género Baccharis.

Especie Propiedades biolégicas / Referencia bibliogréfica

Antioxidante [De Oliveira, y col., 2003; Abad y Bermejo, 2007; Freire y
col., 2007; Vieira y col., 2011] antiinflamatoria [Abad y Bermejo, 2007],
antiviral [Zanon y col., 1999; Abad y col., 1999], digestiva y protectora

Baccharis articulata hepética [Palacios y col, 1999, Alonso y Desmarchelier, 2006],
antiespasmédica [Juliani y col, 2007], antiséptico [Alonso y
Desmarchelier, 2006], antifangica [Vivof Lupi y col, 2009],
antiproliferativa [www.homeopatia.com.mx/congreso26]

Baccharis boliviensis Antibacteriano y alelopatico [Freire y col., 2007}

Baccharis conferta Espasmolitico y antibacteriano [Freire y col., 2007]
Antiviral y antioxidante [Mongelli y col., 1997], citotéxico y insecticida

Baccharis coridifolia [Freire y col.,, 2007]

Baccharis crispa Antibiético, antimicrobiano y antioxidante [Freire y col., 2007]
Antiviral [Abad y col., 1999; Freire y col., 2007], gastroprotector [Freire y

Baccharis genistelloides col., 2007], antiartritico, hipoglicémico e hipotrigliceridémico [Coelho y
col., 2004]
Antimicrobiano [Hadad y col., 2007, Freire y col., 2007], antioxidante

Baccharis grisebachii [Tapia y col., 2004]

Baccharis heterophylia Antimicrobiano y espasmolitico [Freire y col., 2007]

Baccharis apotamica gggl;a]ucémlco, antibidtico, antiinflamatorio y analgésico [Freire y col.,

Baccharis nitida Antibacteriano [Rangel y col., 2001]

Baccharis notosergila Antibidtico y antimicrobiano [Freire y col., 2007]

Baccharis pedunculata Antifungico [Freire y col., 2007]

Baccharis pentlandii Gastroprotector y antiviral [Freire y col., 2007]

Baccharis serrifolia Antiespasmédico [Freire y col., 2007]

Baccharis teindalensis Antiviral, antitlcera y antidiarreico [Freire y col., 2007]

Baccharis tola Antibacteriano y antiinflamatorio [Freire y col., 2007]

Baccharis tri Vasodilatador, moluscicida, antimutagénico y hepatoprotector [Freire y
col., 2007]
Antiviral [Abad y col., 1999; Sanchez Palomino y col., 2002; Freire y col.,

Baccharis trinervis 2007], antiinflamatorio y antioxidante [Freire y col, 2007], antifiingico

[Marin Ocampo y col., 2006]
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1.2.1.a. Compuestos biactivos obtenidos de especies de Baccharis

Numerosas investigaciones en el estudio de compuestos bioactivos se han

realizado con distintas especies vegetales de este género, demostrando que pueden

servir para la producciéon de nuevos medicamentos. El género provee de una rica fuente

de componentes bioactivos, principalmente de flavonas, flavonoides, polifenoies,

diterpenos y ftri-terpenos, lo que constituye un gran potencial para la generaciéon de

productos herbales, [Verdi y col., 2005; Juliani y col., 2007]. En cuanto a la accién antiviral

se pueden mencionar ejemplos obtenidos de distintas especies, (Tabla 4).

Tabla 4: Extractos de especies de Baccharis con actividad antiviral.

Especie Extracto Virus Referencia
B. articulata etandlico Herpes suis Zanon y col., 1999.
B. crispa etandlico de la Estomatitis Vesicular =~ Wachsman y col.,
1988.
B. erioclada acuoso, etandlicoe  Herpes simplex tipo 1 Montanha y col., 2004.
hidroetandlico
B. megapotanica etanclico, Herpes simplex tipo 1y 2
hidroetanolico . .
Herpes simplex tipo 1
etandlico, , .
B. uncinella Herpes simplex tipo 1y 2

hidroetanélico

Herpes simplex tipo 1

B. genistelloides acuoso

Hemes simplex tipo 1y
de la Estomatitis Vesicular

Abad y col., 1999.

B. trimera acuoso Virus de la Abdel Malek y col.,
Inmunodeficiencia Humana 1996.
(VIH)

B. trinervis acuoso Hermpes simplex tipo 1y Sanchez Palomino y
VIH col., 2002

Distintos compuestos quimicos han sido identificados como los principios activos

de especies del genero Baccharis que ejercen algunas actividades biolégicas,

reconocidas, (Tabla 5).
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Especie del Actividad Extracto / Compuestos Referencia
genero Baccharis Biolégica Fraccion Identificados
Eﬁ:ﬁg:‘ca Ball (4'-O-beta-D-
L glucopyranosyl-3’,5- De Oliveira y
B. articulata antioxidante de un dimethoxybenzyl- col, 2003
Extracto
cafeato)
acuoso
B. crispa Extracto o
: Flavonoides: .
B. notosergila antibacteriana etar_\éhco y genkwanina y Verdi y col,,
B. rufescens aceite e 2005
B. medulosa esencial Pl
Extractode  Cumarinas: 5'-hydroxy
B. darwinii fungicida éter de aurapteno, aurapteno Kurdelas y col.,
, 2010
petréleo y 5'-oxoaurapteno
. Acidos cinamico y Bufalo y col.,
B. dracunculifolla antitumoral propéleos cafeico 2010
. Acidos cinamico y Bdafalo y col.,
B. dracunculifolia antiviral propéleos cafeico 2009
derivados de acido
cumarico 3,5-diprenyl- .
B. grisebachii antifungica p-cumarico, diterpeno: I;gg;sm Vi
Labda-7, 13E-dien-
2beta,15-diol
baurenal, alfa- .
. Extracto ) ! . Freitas y col.,
B. illinita analgésico hexanico splnastgrol y acido 2009
oleanolico
Flavonoides:
genkwanina, .
B. trimera antimutagénico rEm)gtr:r?gI)ico cirsimaritina, gggg y col.
" huspidulinay
apigenina
L Extracto Derivados de acido Simoes-Pires y
B. usterii antioxidante acuoso quinico col., 2005
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1.2.2. Baccharis articulata (Lamarck) Persoon

Baccharis articulata, conocida wulgarmente como “carqueja’, “carqueijilla’,
“carqueija”, “crespa”, “carqueja blanca” (en Uruguay) y también como "yerba del
leopardo” (en Paraguay), ha sido y continia siendo usada para combatir enfermedades
segun la tradicién folclérica regional, [Soraru y Bandoni, 1978].

Baccharis articulata (Lam.) Pers., (Figura 1), es un arbusto perenne dioico que
puede alcanzar hasta 1 m de altura, ramoso y glutinoso. Presenta ramificaciones desde la
base, talios bialados, alas planas y angostas de 0,5 — 3 mm con diminutos “nidos” pilosos
formados por pelos “en latigo” y glandulosos. Sus hojas estan reducidas a bracteas
caducas. Presenta capitulos sésiles agrupados en laxas espigas que se disponen en el
apice de las ramitas. Sus bracteas son obtusas 0 semiobtusas, las externas aovadas, las
internas angostamente obovadas. Tiene flores con corola tubulosa, limbo ensanchado,
estilo con ramas oblongas y separadas; y papus crespo, blanco, con cerdas de apice
apenas engrosado, [Ariza Espinar, 1973; Barboza y col., 2006].

LT |

»
-
i
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e e e Arﬂ;_e__ké

Figura 1: Aspecto morfolégico de la especie Baccharis articulata.
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La clasificaciéon taxonémica permite ubicarla en:
-Reino: Plantae
-Divisién: Magnoliophyta
-Clase: Magnoliopsida
-Orden: Asterales
-Familia: Asteraceae
-Subfamilia: Asteroideae
-Tribu: Astereae
-Genero: Baccharis
-Especie: Baccharis articulata

Su distribucion geografica es exclusivamente americana, desde el sur de los
Estados Unidos de América hasta el extremo austral de Argentina y Chile. En esta vasta
area se encuentra profusamente diversificada, ocupando gran variedad de ambientes y
constituyendo un importante elemento en numerosas formaciones vegetales. En la
Republica Argentina se desarrolla en las llanuras y sierras de Cérdoba, también en San
Luis y Catamarca (Sierra de Ancasti); ademas en Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios,
Chaco, Corrientes, La Pampa, Misiones, Santiago del Estero, Tucuman y Jujuy.
Frecuentemente crece en campos, montafias, a orillas de caminos, en lugares de suelo
fértil con buena estructura y aito contenido de humedad, [Ariza Espinar, 1973; Giuliano,
2001; Barboza y col., 2006].

1.2.2.a. Usos medicinales

En América del Sur B. articulata es ampliamente utilizada en medicina folclérica
como extracto acuoso preparado con partes aéreas de la planta para tratar afecciones
estomacales por sus propiedades digestivas, colagogas, protectoras del higado,
diuréticas y patologias tales como obesidad y hasta hemorragias cerebrales. Es utilizada
por los campesinos de nuestro pais para la impotencia masculina y esterilidad femenina
siendo también empleada como afrodisiaca.

Otras propiedades atribuidas a esta especie es la de ser efectiva en infecciones
respiratorias y urinarias, enfermedades de piel, lepra, reumatismo y diarreas. Ademas se
le han asignado propiedades tonicas, antihelminticas, febrifugas, estimulante gastrica,
antiséptica, secante de ulceras y llagas sifiliticas, [Soraru y Bandoni, 1978; Pio Correa,
1984, Di Stasi y col., 2002; Mangiaterra, 2005, Juliani y col., 2007].

12
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B. articulata, al igual que B. crispa, esta incorporada en la Farmacopea Nacional
Argentina (6? edicion) y por resolucién N° 2673/99 de fa Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) se ha autorizado su consumo

por el hombre, [Alonso y Desmarchelier, 2006].

1.2.2.b. Propiedades bioactivas

Estudios realizados con B. articulata han reportado un contenido relativamente
alto de acidos cafeoilquinicos (mayor al 1% de peso seco) en extractos hidroalcohélicos.
Existe abundante bibliografia sobre las actividades biolégicas de estos acidos por
ejemplo: hepatoprotectoras y colagogo-coleréticas, antioxidantes, antiinflamatorias y
también como antivirales. Se ha demostrado que estos acidos ejercen su accién antiviral
por inhibir la enzima integrasa del HIV-1, [Palacios y col., 1999; Juliani y col., 2007].

Por otra parte, Vivot Lupi y colaboradores (2009) estudiaron la actividad
antifingica de extractos etanélicos, metandlicos y acuosos de 6 especies vegetales de
Entre Rios, entre ellas Baccharns articulata mediante el método de microdilucion en caldo,
frente a cepas de Aspergillus niger y Trichophyton rubrum, siendo activa in vitro frente a
dichas cepas fungicas.

Estudios realizados por Zanon y colaboradores (1999) informaron la actividad
antiviral de extractos alcohdlicos de plantas medicinales de Cérdoba, frente al virus
Herpes suis cepa RC/79. Ocho extractos de plantas, entre ellas Baccharis articulata,
presentaron la capacidad de inhibir al menos en 2 iog, la infectividad viral.

Estudios realizados por De Oliveira y colaboradores en (2003) con extractos
etandlico y acuoso de B. articulata, permitieron aislar un compuesto fendélico llamado Ball
con importante actividad antioxidante.

En el entorno de la medicina homeopatica se informa sobre un producto de origen
vegetal, compuesto por tres tinturas provenientes de Rosmarinus officinalis, Plantago
major y Baccharis articulata como poseedor de accion antiproliferativa sobre lineas
celulares tumorales; sin embargo, este producto ain no ha sido avalado por 1la ANMAT,

www.homeopatia.com.mx/congreso26/con26p33.doc].
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1.3. Familia Herpesviridae
1.3.1. Caracteristicas generales

Los virus pertenecientes a la familia Herpesviridae se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturalezade gran impacto en el reino animal. Estos agentes virales
pueden resultar letales cuando afectan a personas inmunodeprimidas, y a animales,
dependiendo del tipo de virus Herpes que se trate, [Field y Whitley, 2005].

Los miembros de esta familia viral comparten la misma arquitectura del virién y la
capacidad de establecer un estado de latencia.

La estructura viral esta constituida por:

« Genoma a ADN lineal doble cadena que codifica aproximadamente para
70 proteinas que replica en el nlcleo celular.

» Capside icosaedrica constituida por 162 capsémeros y con un diametro de
80 — 100 nm.

« Tegumento fibroso que comunica la capside con la envoltura.

¢ Envoltura lipidica con al menos 12 proteinas glicosiladas y varias proteinas
virales no glicosiladas.

e La particula viral completa tiene un diametro total de 180-200 nm.

En el estado de latencia el virus no replica, su genoma se encuentra circularizado
y solo algunos genes se expresan. Estos genomas, bajo ciertas circunstancias, pueden
comenzar a replicarse nuevamente y causar una recidiva de la enfermedad. La
reaparicion del cuadro clinico esta intimamente relacionada con la depresiéon de la
respuesta inmune del huésped afectado.

Entre las diferencias que se destacan para los miembros de la familia estan
aquellas relacionadas a las caracteristicas genéticas, a la duracién de sus ciclos de
replicacion y a los tipos celulares donde estos agentes establecen su latencia. Estas
diferencias permiten clasificar taxonémicamente a esta familia en tres subfamilias:
a - herpesvirinae, p - herpesvirinae y y - herpesvirinae, [De Cristofano y col., 1996;
Carballal y Oubifia, 1998; Field y Whitley, 2005]. La Tabla 6 exhibe las caracteristicas
biolégicas de cada subfamilia de la familia Herpesviridae.

14
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Tabla 6: Caracteristicas biolégicas de los Herpesvirus

Caracteristicas Biologicas
Subfamilia Tropismo Tiempo
Células diana Latencia ciclo Virus representativos
celular replicativo
a - herpesvirinae mucoepiteliales Neurotrépicos neuronas 18-24h Herpes simplex tipo 1
ganglionares Herpes simplex tipo 2
Varicela zoster
Herpes suis tipo 1
B - herpesvirinae monocitos, linfotrépicos Glandulas 72h Citomegalovirus
linfocitos y células salivales, Herpes humano tipo 6
epiteliales rifiones y Herpes humano tipo 7
tejido
linfoide
¥~ herpesvirinae  células linfotrépicos tejido variable Epstein — Barr
linfoblasticas y linfoide Herpes humano tipo 8

epiteliales

1.3.2. Ciclo de replicacién de los Herpesvirus

El ciclo de replicaciéon de estos virus involucra diversos eventos que son comunes
a todos los miembros de la familia. A continuacién se detallan las etapas dei ciclo
replicativo (Figura 2), [Carballal y Oubifia, 1998; Field y Whitley, 2005].

o Adsorcion viral: union de las proteinas de envoltura viral (glicoproteinas C y D) a
receptores celulares especificos como el proteoglicano heparan sulfato.

e Penetracion y desnudamiento: se produce por endocitosis mediada por
receptores o por fusion entre la envoltura viral y la membrana plasmatica
permitiendo el ingreso de la nucleocapside que es transportada hacia el ntcleo
donde es liberado el ADN el que inmediatamente es circularizado por sus
extremos repetidos e invertidos.

» Biosintesis de macromoléculas: comienza con la transcripcion viral a través de
la ARN polimerasa celular y con factores virales, se forman al menos tres ARN
mensajeros (o, B y y) de manera organizada y secuencial. Las proteinas
tempranas inmediatas («) y las tempranas (B) tienen funcién de regulacion y otras
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participan en la replicacién del genoma viral. Esto ocurre mediante el modelo del
circulo rodante con la participaciéon también de proteinas celulares. Las proteinas
tardias (y) poseen en su mayoria funcion estructural que luego de su sintesis en el

citoplasma, migran al nucleo para formar las capsides.

« Armado y Maduracién: en el interior del nucleo celular el ADN viral se incorpora
al interior de la capside preformada. La nucleocapside formada se asocia a la
membrana nuclear interna de donde adquiere la envoltura que tiene las
glicoproteinas virales insertas y el tegumento. Desde esta ubicacién la particula

viral comienza a gemar.

« Liberacién: este evento ocurre cuando los viriones envueltos y acumulados en el
espacio perinuclear traspasan hacia el citoplasma y salen al exterior de la célula
por el proceso de exocitosis 0 bien por disrupcion de la membrana plasmatica. Las
células que sufren infeccion productiva, principalmente por el virus Herpes
simplex, no sobreviven. En todo el ciclo de replicacion se afectan tanto la
estructura como los procesos bioquimicos celulares los que concluyen con la

muerte celular.
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Proteinas
8 inmed. tempranas.

Figura 2: Ciclo de replicacion de los Herpesvirus. Basado en www ffyb.uba.ar/gxpsites/
haxppdwn.aspx.
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1.3.3. Virus Herpes suis tipo 1, cepa RC/79

Este virus es el agente causal de la enfermedad de Aujeszky en porcinos, la
infeccion provoca distintos grados de severidad de acuerdo a la edad del individuo
infectado y la virulencia de la cepa viral. Fue detectado por primera vez en Hungria en
1902 por Aladar Aujeszky quien le dio el nombre a la enfermedad. Esta afeccion es
también conocida como enfermedad de la pseudorrabia porcina por su similitud con la
rabia canina, Figura 3.

Este virus produce cuadros respiratorios en cerdos jévenes y adultos, encefalitis
en lechones, abortos en cerdas prefiadas. En cerdos jovenes de menos de 2 semanas de
vida se ha detectado el mayor indice de mortalidad. Otras especies animales, tanto
salvajes como domésticas (bovinos, ovinos, caprinos, caninos, felinos, ratas, ratones,
conejos, venados y zorros), pueden ser afectadas también por este virus y causar la
muerte de los individuos afectados ya que son huéspedes terminales. Para el virus de la
enfermedad de Aujeszky se han identificado a nivel mundial diversas cepas con distintos
grado de virulencia.

En Argentina la cepa reconocida de esta enfermedad se ha nomenclado como
RC/79, fue aislada por primera vez en Rio Cuarto en 1979 en cultivos de fibrobiastos de
embrién de pollo a partir de macerado de sistema nervioso central de cerdos afectados
durante un brote epidémico, con un titulo de 1 x 10>° dosis infectiva cultivo celular 50%
por mL (DICC50/ml), [Ambrogi y col., 1981; Cenatti y col., 1992; Echeverria y Nosetto,
2000].

Como se indicé en la Tabla 6, este patégeno esta ubicado taxonémicamente en la
subfamilia o - herpesvirinae, por lo que sus propiedades biolégicas son comunes a los
demas miembros de este grupo taxonémico. Estos virus tienen como caracteristicas
poseer un ciclo de replicacién litico de menos de 24 h de duracion, rapida diseminacion
en el cultivo y eficiente destruccion de las células infectadas. La infeccién comienza con
una primoinfeccion sintomatica o no, seguida de un periodo de latencia en las neuronas
de los ganglios sensoriales cercanos, donde persiste indefinidamente sin producir
sintomas clinicos. Bajo la influencia de ciertos factores que desestabilizan la actividad
inmunitaria del huésped, los virus tienen la oportunidad de reactivarse y muitiplicarse
activamente, por lo que se desencadenan episodios de recurrencia. Frecuentemente esto
ocurre ante una situacion de estrés, inmunosupresién por otras infecciones (VIH) o por
tratamientos con quimioterapicos, [De Cristéfano y col., 1996; Sabini, 1996; Echeverria y
Nosetto, 2000].

18

T esis Doctoral (nstina Vanesa T(ORRES




Propiedades citogenotoxicas y antivirales de extractos de especies del género Baccharis

I

Introduccion

Figura 3: Virus Herpes suis tipo 1. Microscopia electrénica. Fuente: Universidad
Santiago de Compostela, Espafia. Autor: A. Eiras.

1.3.4. Terapia antiviral
Las infecciones de etiologia viral pueden provocar altas tasas de morbilidad y
mortalidad en la poblacibn mundial, particularmente en aquellos pacientes
inmunocomprometidos, por lo que resulta necesaria una amplia disponibilidad de drogas
antivirales, especialmente cuando no se dispone de vacunas. Un ejemplo de esta
situacion y muy conocida son las grandes complicaciones que se generan en
inmunodeprimidos a causa de las infecciones por Herpesvirus, [Fatahzadeh y Schwartz,
2007].
Una droga que logra interferir con el ciclo de replicacién de un virus impidiendo la
produccién de la progenie viral, es considerada una droga antiviral.
Los sitios vulnerables que tienen los virus en su ciclo de replicaciéon constituyen
los puntos de accién de las drogas antivirales y estos son:
4 Adsorcion de la particula viral a los receptores celulares y penetracion a la célula.
4 Compromiso de las funciones genéticas:
% transcripcion del genoma
@ traduccion de la informacion
@ replicacion del genoma
4 Movilizacion de macromoléculas virales en la céluia.

4+ Ensamblaje y liberacién de las particulas virales.
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El desarrollo de nuevas férmulas quimicas con esta propiedad antiviral siempre ha
sido un problema muy complejo, debido a que al atacar a estos patdégenos se
compromete también el metabolismo celular y por ende la fisiologia del sistema huésped,
[Carballal y Oubifia, 1998; Field y Whitley, 2005].

Hasta hace 4 décadas se consideraba que la terapia antiviral no seria posible,
debido a que los virus son patdgenos intracelulares obligados y que la inhibicion de las
funciones virales necesariamente significaria también la muerte celular. Este concepto no
es sostenido en la actualidad ya que los avances en la biologia molecular han permitido
identificar diferencias tanto a nivel estructural y/o funcional entre enzimas virales,
esenciales para su perpetuacion, respecto de las de origen celular estableciendo asi
nuevos blancos de accién sin perjudicar la fisiologia de las células huésped. Por tal
motivo, se define como agente antiviral efectivo a aquel que es capaz de impedir la
multiplicacién viral en un sitio especifico y esencial del ciclo replicativo, sin afectar el
metabolismo celular normal del hospedador, [Barreto Peni¢ y col., 1998; Crumpacker,
2001].

El desarrollo de una quimioterapia antiviral especifica tiene como propésito
inactivar o eliminar por completo la capacidad infecciosa de |la particula viral, por ende, su
atencion se centra basicamente sobre los siguientes puntos, [De Torres y col., 1998

4 Interferir con el ciclo replicativo, afectando procesos bioquimicos esenciales para
la replicacién y evitando la formacién de progenie viral: ANTIVIRAL

+ Inactivar la particula viral a nivel extracelular, es decir previo ingreso a la célula
huésped, eliminando su capacidad infecciosa: VIRUCIDA

4+ Modificar la respuesta inmune del huésped: INMUNOMODULADOR

Los puntos criticos de accion de los antivirales variaran molecularmente de
acuerdo a la constitucion genética y enzimatica que posean los virus a tratar. Los
antivirales mas reconocidos y utilizados en la actualidad en 1a clinica se muestran en la
Tabla 7.
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Tabla 7: Antivirales de uso clinico, aprobados por FDA.

Introduccién

Diota Blanco de Para el Efectos adversos
g acciéon tratamiento de
. ) . Alteraciones gastrointestinales,
Aciclovir ADN polimerasa  Virus: Herpes simplex  cefaleas. erugciones, insuficiencia
(analogo de viral y Varicela zoster renal, encefalopatia, flebitis e
guanosina) inflamacion en la zona de infusion.
Escosor ocular leve y transitorio,
edema parpebral o corneal.
Amantadina/ Adsorcién, Virus Influenza A Alteraciones del sistema nervioso
Rimantadina penetracion y central
(amina triciclica) decapsidacion.
Azidotimidina Transcriptasa VIH Mielosupresion, miopatia y
(analogo de timidina) reversa neutropenia.
Foscarnet ' ADN polimerasa Virus: Herpes Alteraciones gastrointestinales, cefalea,
(andlogo de viral simplex, Varicela tcixicida_d renal, ape|mia, ﬁTbre, -
irofosfato) zoster y ulceraciones genitales y alteraciones
P Citomegalovirus. electroliticas.
Alteraciones gastrointestinales,
Ganciclovir ? ADN polimerasa  Todos los erupciones, n%frotoxicidad,
(andlogo de viral Herpesvirus neutropenia, trombocitopenia, anemia,
i fiebre y hepatotoxicida. Irritacién
guanosina) transitoria ocular o queratitis superficial
punteada.
Idoxiuridina/ Timidilato Virus Herpes simplex  Irritacion ocular, conjuntivitis, edema,
trifluorotimidina sintetasa viral queratitis superficial, y retraso de la
(analogo de timidina) cicatrizacion.
Ribavirina Virus: Respiratorio Anemia transitoria, elevados niveles de
(andlogo de Transcripcion viral Sincicial, Sarampién, blllﬂ.‘ubl!'l?,- reticulocitisis, erupciéon y
: Influenza A y B, conjuntivitis.
guanosina) f
Parainfiuenza,
Hepatitis Ay Cy VIH
Vidarabina ® ADN polimerasa Virus: Herpes Gastrointestinales (nauseas, vomitos y
(anélogo de adenina) viral simplex, Varicela diarrea), neurolégicos (parestesia y

zoster,
Citomegalovirus y
Epstein-Barr

ataxia), anemia megaloblastica,
leucopenia y trombocitopenia.

' En infecciones con virus resistentes a Aciclovir. % Principalmente en pacientes inmunodeprimidos con
infecciones a Citomegalovirus. % En pacientes inmunocomprometidos; [Giménez Amau, 1994; Carballal y
Qubifia, 1998; Tuset y col., 2003; Field y Whitley, 2005; Andrés, y col., 2008; Razonable, 2011].
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1.3.4.1. Avances en la quimioterapia antiviral

Los avances en la quimioterapias antimicrobianas en fos Gitimos cuarenta anos
han permitido el desarrollo de un gran nimero de sustancias con actividad farmacolégica
comprobada en infecciones bacterianas, micéticas y parasitarias. A nivel virolégico este
avance ha sido menor debido a multiples razones aun asi hay moléculas activas
descubiertas que pueden inhibir los virus tanto in vifro como in vivo. Sustancias de
sintesis quimica aprobadas por la FDA (Food and Drug Administration) y efectivas para el
tratamiento de infecciones causadas por Herpesvirus se muestran en la misma Tabla 7.

Aun asi las drogas antivirales con valor clinico demostrado son escasas sumado a
ello la aparicién de resistencia en tratamientos sostenidos en infecciones crénicas
conducen a la busqueda de nuevos antivirales.

Los antivirales disponibles actuaimente se incluyen en categorias: los
antirretrovirales (anti-VIH), y drogas activas frente a virus que generan mayores
trastornos a la salud humana como los Herpesvirus, los que generan hepatitis
(particularmente el virus de la hepatitis C) y los virus Influenza, [Razonable, 2011].

1.3.4.2. Inconvenientes en la terapia antiviral

Las dificultades para encontrar sustancias con actividad antiviral efectiva de
aplicacién clinica se deben, entre otros factores, al éxito evolutivo de los virus, debido a
las variaciones genéticas de estos agentes infecciosos, la variedad en los medios de
transmision y su eficaz replicacion dentro de las células del huésped. Ademas, en
muchos casos hay virus que tiene la habilidad de siempre permanecer asociado al
huésped, tal como acontece con los Herpesvirus.

La quimioterapia antivirica afronta importantes obstaculos que justifican su lento
progreso y los escasos éxitos alcanzados debidos a que:

9 Muchas enfermedades viricas se diagnostican demasiado tarde para un tratamiento
eficaz, normalmente los primeros sintomas de las enfermedades viricas aparecen
durante la etapa final de la multiplicacién del virus.

@ El indice terapéutico, definido como la relacién eficacia/toxicidad, debe ser elevado
para que un tratamiento sea aceptable, [Barreto Penié y col., 1998; Carballal y
Oubiria, 1998].

Si bien muchas enfermedades virales pueden prevenirse mediante la
inmunizacion, existen diversas virosis para las que no hay vacunas efectivas, en cuyo
caso la unica forma de enfrentar la enfermedad es mediante la quimioterapia. Un ejemplo
de ello lo constituyen los miembros de la familia Herpesviridae, porque inducen
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infecciones latentes, permaneciendo asociados a la célula que infectan y pudiendo
reactivar infecciones luego de meses o afios de la primoinfeccion, [Carballal y Oubifia,
1998; Rosenberg, 2004].

El uso de antivirales en tratamientos prolongados y/o las actitudes de
automedicacién promueven el surgimiento de cepas virales resistentes principalmente en
pacientes inmunocomprometidos, lo que ha lievado en numerosos casos al fracaso del
tratamiento, [Erlich y col., 1989; Nugier, y col., 1992; Safrin y col., 1994; Richman, 1996;
Crumpacker, 2001; Razonable, 2011].

Es bien conocida la resistencia a Aciclovir de cepas virales mutadas que son
deficientes en timidina quinasa (incapaces de activar el aciclovir) o pueden por
alteraciones en la ADN polimerasa que se ve reducida en la afinidad por el aciclovir
trifosfato. Cabe destacar que las cepas resistentes se han aislado en pacientes
trasplantados o infectados con VIH, [lllan, y col., 2002; Rosenberg, 2004; Razonable,
2011]. A este inconveniente se le suma los efectos secundarios indeseables que llevan a
la administracién de otros medicamentos para contrarrestar su accién. Es bien conocido
que los tratamientos con Acyclovir y Ganciclovir pueden llevar a neurotoxicidad,
particularmente en los casos de disfunciones renales, [De Loug, y col., 2000].

Se han evidenciado interacciones farmacolégicas en pacientes que tratados con
antirretrovirales a los que se les suma drogas antiherpéticas o antivirales contra el virus
causal de la Hepatitis C como telaprevir o boceprevir, [Soriano y col., 2011].

En pacientes trasplantados, la reactivacién de infecciones herpéticas resulta
bastante frecuente y estos virus alteran la respuesta inmunitaria asociandose al
establecimiento de infecciones oportunistas y con episodios de rechazo agudo, [Humar y
col., 2002].

Otro inconveniente es el precio de estos medicamentos lo que disminuye la
posibilidad de acceso a los mismos por gran parte de la poblacion. Todo esto demuestra
la necesidad de disponer de nuevas drogas para el tratamiento de las infecciones virales
herpéticas, [Rosenberg, 2004].
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1.4. Medicamentos herbarios

Diversas sustancias quimicas aisladas de extractos vegetales han sido
establecidas como medicamentos por su accién biolégica y su escasa toxicidad; asi,
podemos mencionar a la aspirina extraida de Fillipendula ulmaria (familia Rosaceae), la
reserpina una droga tranquilizante y antiesquizofrénica derivada del arbusto Rauwolfia
serpentina (Apocynaceae), entre otras, [Nufiez y Cantero, 2000].

A los medicamentos de origen vegetal se le atribuyen ciertas ventajas; son mas
econdémicos, ofrecen una amplia diversidad de moléculas quimicas y en general
presentan escasa toxicidad. La primera aproximacion para la seleccion del vegetal surge
de evaluar antecedentes etnobotanicos o etnofarmacolégicos que resumen el
conocimiento acumulado y transmitido a nivel popular desde los pueblos indigenas
[Cowan, 1999; Nufez y Cantero, 2000].

El descubrimiento de nuevas drogas con accién terapéutica es netamente
empirico, donde el método tradicional para obtener este conocimiento se basa en la
busqueda de la actividad bioldégica en muchas sustancias obtenidas por procesos
quimicos, derivados de microorganismos o de extractos vegetales. Asi también pueden
hacerse modificaciones quimicas a la estructura a fin de potenciar la efectividad o
especificidad, evaluandose nuevamente las acciones biolégicas y propiedades quimicas,
como es el caso de la penicilina.

La farmacognosia es la ciencia que estudia los principios activos de origen natural
con accion terapéutica potencial, aislando, identificando y describiendo el uso terapéutico
de por ejemplo: las drogas vegetales. Como consecuencia contribuye a ampliar el
conocimiento de nuevas drogas para su aplicacion en la industria farmacéutica,
cosmetica y alimenticia, [Cortez Gallardo y col., 2004].

Cuando un producto de origen vegetal (drogas vegetales, extractos o bien
compuestos activos purificados) tiene un efecto farmacologico determinado demostrado y
es utilizado para atenuar alguna afeccioén suave o crénica se lo conoce como fitoterapico
o fitofarmaco y es elaborado de acuerdo a formas farmacéuticas tradicionales. En estos
productos no siempre se conoce con certeza la composicion de sus principios activos,
[Cadiigueral, y col., 2003].

Estos medicamentos herbarios deben caracterizarse por su seguridad, eficacia y
calidad establecidas para todo medicamento, asi lo impulsa la OMS que inst6 a todos los
paises a realizar evaluacién de la medicina tradicional para poder incorporarla dentro de
las farmacopeas, [OMS, 2005]. Sin embargo, a nivel internacional no se ha demostrado
de manera completa la caracterizacion fitoquimica y farmacol6gica de las variadas drogas
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vegetales que se conocen y que figuran en diversas farmacopeas, como lo son valeriana,
manzanilla y pasiflora, entre ofras.

Las drogas vegetales estan constituidas por mezclas de compuestos en distintas
proporciones que ejercen diversas acciones terapéuticas pudiendo en algunos casos
contener mutagenos que se relacionen con procesos carcinégenos, teratogénicos y/o
alteraciones genéticas heredables. Lo mismo ocurre con la evaluacién farmacolégica de
diferentes compuestos puros aislados de drogas vegetales, principios activos, que
podrian inducir el mismo dafio biolégico, [Calixto, 2000; Sanchez Lamar y col., 2000;
Mangiaterra, 2005]. En consecuencia, es necesario evaluar la genotoxicidad de estas
drogas a fin de completar su caracterizacién antes que sean postuladas como
fitofarmacos. Ademas los compuestos pueden actuar en forma sinérgica o antagénica
para las distintas acciones biolégicas de la droga, como por ejemplo para la actividad
citogenotéxica.

Para que un fitoquimico pueda ser utilizado como medicamento para el
tratamiento de alguna dolencia es premisa establecer la eficacia de la accidén biolégica
beneficiosa para este agente, demostrandose simultdneamente la baja o nula toxicidad
del mismo, tal como lo establece la OMS, [OMS, 2005].

1.4.1. Estudios de seguridad de medicamentos herbarios

En la busqueda de nuevos compuestos quimicos de origen vegetal para ser
aplicados en la medicina, se deben realizar en primera instancia estudios preclinicos que
garanticen, aparte de su eficacia, su seguridad in vitro. Estos estudios preclinicos
incluyen: seleccién e identificacion botanica de la planta medicinal, caracterizacién
fitoquimicas de la misma y su evaluaciéon farmacolégica y toxicoloégica, [Sanchez Lamar y
col., 2000].

Actualmente, se considera que dentro de los estudios de toxicidad de compuestos
quimicos de aplicaciéon humana es importante la incorporacién de técnicas que evaluen
su posible capacidad mutagénica, debido a que estd ampliamente demostrado que la
alteracion de la proliferacion celular es una importante causa de neoplasias.

La evaluacion genotéxica es un paso importante para completar el analisis
toxicolégico de nuevos medicamentos y consiste en determinar los posibles efectos
mutagénicos provocados por posibles sustancias quimicas y las consecuencias para la
salud humana. Este andlisis considera mutaciones génicas (cambio en uno o pocos pares

de bases), alteraciones cromosémicas estructurales (cambios mayores en la estructura) o
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numeéricas (aneuploidia o poliploidia) o bien alteraciones en el ADN (formacién de ductos,
alquilacion de bases), entre otras, [Sanchez Lamar y col., 2000].

El test de Allium cepa, para la evaluacion de alteraciones cromosdmicas esta
validado por el Programa Internacional sobre Seguridad Quimica apoyado por la OMS
como un test eficiente y estandarizado para el monitoreo de sustancias ambientales
genotoxicas, [Cabrera y Rodriguez, 1999; Rani y col., 2005].

1.5. Evaluacién de Genotoxicidad: test de Allium cepa L.

Se ha demostrado que las plantas vasculares como Allium cepa L., tienen la
capacidad de manifestar aiteraciones en su morfologia, bioquimica, fisiologia y etologia
frente a cambios ambientales. Estos vegetales detectan cambios quimicos permitiendo el
estudio de toxicidad de diversos compuestos puros o en mezclas. El test de Allium cepa
es muy utilizado para estudiar la toxicidad total y genotéxica de contaminantes
ambientales en funcién de la valoracién tanto del crecimiento de sus raices como también
de las alteraciones cromosémicas durante el desarrollo del proceso de mitosis en las
células meristematicas de la raiz. Estas células al no fotosintetizar y estar libres de
cloroplastos se asemejan a los procesos que ocurren en células de vertebrados por o
que potencia aun mas al test para estudios de toxicidad. Ademas proveen de procesos
enzimaticos de activacion de ciertos promutagenos, [Fiskesjo, 1985; Fiskesj6, 1997;
Urteaga y Lallana, 2005; Leme y Marin Morales, 2009].

El empleo del test de Allium cepa L. fue establecido por primera vez por Levan A.
(1938), quien demostro las anormalidades en el huso mitético por el empleo de colchicina
(c-mitosis), ademas indicdé que otras sustancias como la sales organicas provocan
alteraciones cromosémicas en las células meristematicas de esta especie vegetal. Desde
entonces esta técnica ha sido modificada para que permita el analisis de otras sustancias
quimicas puras o en mezclas. En la actualidad es muy utilizada para evaluar la accion
citotdxica y actividad genotéxica de varios compuestos o mezclas como son los extractos
vegetales, [Bidau y col., 2004, Akinboro, 2007; Leme y Marin Morales, 2009].

El fundamento de este test se basa en la estimulacién del crecimiento radicular
por rehidratacién de bulbos de Allium cepa, lo que permite la elongacion de las raices y el
estudio del proceso de mitosis en sus distintas fases. Cuando se rehidrata en diferentes
soluciones problemas pueden evaluarse variaciones del crecimiento radicular,

alteraciones en el proceso de mitosis o la muerte celular, al compararse con los bulbos
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del sistema control negativo no expuestos a la droga en estudio, [Fiskesjé, 1985;
Fiskesj6, 1997].

1.5.1. Criterios de valoracion del test de Allium cepa L.

Los parametros evaluables a través del test Allium cepa L. (2n = 16), que
demuestran accién directa de agentes quimicos, permiten inferir dafios toxicos tales
como alteraciones macroscopicas definidas en funciéon de la inhibicién del crecimiento
radicular y la presencia de tumores, entre otros. Por otra parte también permite evaluar
los dafos genotdxicos por alteraciones microscépicas tales como modificaciones del
indice mitotico, aberraciones cromosdmicas, anormalidades nucleares y presencia de

micronucleos.

4+ Alteraciones macroscopicas (indice de toxicidad):

Entre estos parametros se encuentran:
% Longitud de las raices: demuestran las variaciones que se pueden producir
con respecto al control negativo. Los valores promedios pueden graficarse
en funcién de las concentraciones de sustancia ensayadas y establecer a
concentracion inhibitoria del crecimiento 50% (Clsp).
< Estructura de raiz. tumoracion, agrandamiento de la raiz, curvatura de
raices o puntas.
» Turgencia: dureza de las puntas de las raices indica efecto toxico y puntas
muy blandas muestran muerte celular.
« Cambio de color. también es indicativo de toxicidad pudiendo llegar a la

muerte celular.

4+ Alteraciones microscoépicas (indice de genotoxicidad):

La determinacién del indice mitético se utiliza para evaluar la accién genotéxica
de varios agentes, en él se contabiliza el numero total de células en divisién dentro del
ciclo celular por cada 1.000 células observadas. El incremento o la disminucién de este
indice, con respecto al control negativo, demuestra el nivel de genotoxicidad del agente
en estudio. Una disminucién reflejara alteracién en el ciclo celular y un aumento, un
desorden de proliferacién celular con induccién a la formacién de tejido tumoral. Pueden
también determinarse los indices de fases establecidos como el nimero de células en
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cada una de las fases por el total de las células que se encuentran en divisién, en al
menos 1.000 células observadas.

Las alteraciones cromosomicas se caracterizan por cambios en la estructura de
los cromosomas o en el nimero de ellos durante la mitosis. Tales alteraciones pueden
producirse por ruptura del ADN o por modificaciones en el proceso que lleva a su
sintesis. Una anormalidad en la segregacion cromosomica conduce a la aparicién de
aneuploidia y / o poliploidias, las que pueden ocurrir espontaneamente o por accién de
algunos agentes quimicos. Todas estas alteraciones deben analizarse las diferentes
fases de la division celular (profase, metafase, anafase y telofase). La presencia de
puentes y las rupturas cromosémicas indican una accioén clastogénica, mientras que las
pérdidas, retrasos, adherencia, multipolaridad y la c-mitosis reflejan un efecto
aneugenico.

En las fases de la divisibn celular pueden detectarse las siguientes
anormalidades:

o,

R/

%

Anafase con grupos de cromosomas no completamente separados.

o,
0.0

Cromosomas pegajosos: parametro que indica un fuerte efecto toxico y
usualmente no reversible llevando probablemente a la muerte celular.

d

X/
*

Fragmentos o puentes cromosdmicos: que resultan de la ruptura de

L)

cromosomas o cromatides.

R)
Lod

Cromosomas aislados o rezagados: surgen de un débil efecto de c-mitosis
indicando un riesgo de aneuploidia.

< C-mitosis: efecto toxico débil probablemente reversible a nivel
cromosdmico y ocurre después de la alteracién estructural del huso
mitético, [Fiskesjo, 1985].

Las anormalidades nucleares son alteraciones posibles de detectar durante la
interfase celular y se manifiestan como nucleos lobulados, nicleos con gemaciones,
células polinucleadas, entre otras. La presencia de nucleos lobulados y células
polinucleadas indican muerte celular, en el caso de las gemaciones podrian deberse a la
eliminacién de material genético excedente generado por el proceso de poliploidizacion.

La presencia de microntcleos (MN) refieja el dafio producido en la célula
parental sin reparacién y que evidencia en las células hijas porque poseen un nlcleo de
menor tamaio. Esto ocurre posiblemente por alguna aiteracién cromosémica previa o
como consecuencia de la eliminacion de material genético en la poliploidizacion al
restaurar la ploidia normal. En el caso de MN de mayor tamafio podrian indicar efecto
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aneugénico resultado de la pérdida de cromosoma mientras que los MN muy pequefios
podrian ser producto de ruptura cromosémica manifestando efecto clastogénico, [Leme y
Marin Morales, 2009].

1.6. Planteamiento del problema

La enfermedad de Aujeszky producida por virus Herpes suis de distribucién
mundial tiene un alto impacto sanitario y econdémico en los paises con una alta
productividad ganadera porcina industrializada, por ser esta la especie mas afectada.
Esta enfermedad produce perdidas en cuanto a la produccién y a un mayor gasto en
planes de control y erradicacion de la enfermedad. Esta enfermedad caracterizada por
desarrollar formas clinicas nerviosas, respiratorias y reproductivas sigue siendo en la
actualidad un problema dificil de resolver, [Ruiz-Fons y col., 2007; Boadella y col., 2012].

Las plantas medicinales proveen de una ampilia variedad de sustancias quimicas
bioactivas con potenciales acciones antimicrobianas y sus los productos derivados son
consumidos cada vez mas en todo el mundo. A esto se debe el incremento de
investigaciones realizadas en el campo de las plantas medicinales y la medicina
tradicional para la busqueda y desarrollo de nuevos medicamentos.

La especie Baccharis articulata, particularmente abundante en las serranias
cordobesas, es muy empleada por la medicina folclérica regional para la cura de diversas
dolencias y se encuentra ademas incorporada en variados productos herbales de gran
consumo alimenticio humano. Para esta especie vegetal no se ha demostrado
cientificamente sus propiedades antiherpéticas frente al virus Herpes suis.

Para que las sustancias aisladas o drogas vegetales con acci6n biolégica
comprobada cientificamente puedan ser utilizadas como fitofarmacos debe garantizarse,
a través de estudios preclinicos, su calidad y seguridad. Estos estudios se dirigen a la
evaluacion de la potencial capacidad de ejercer dafio téxico y a nivel gendémico, como se
demuestran en diversas publicaciones, [Leme y Marin Morales, 2009; Battacharya y
Haldar, 2010].

Conforme al potencial establecimiento de un nuevo fitofarmaco con accién
antivira! frente a Herpesvirus se torna indispensable la evaluacién de posibles efectos
toxicos y genotdxico como evaluacion de inocuidad. Estas valoraciones permiten
determinar la selectividad de la acciéon antiviral de extractos vegetales activos y
establecer su posible aplicacion como fitofarmaco.

29

Tcsts Doctolz/ Cnstma Vancsa TORKE5




Propiedades citogenotoxicas y antivirales de extractos de especies del género Baccharis

1l

Introduccion

1.7. Hip6tesis

Compuestos con bioactividad de interés médico-veterinario para combatir
afecciones de etiologia herpética pueden ser encontrados en extractos de Bacchans

articulata, a concentraciones no citogenotoéxicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Demostrar que diferentes extractos provenientes de Baccharis articulata, poseen

actividad antiviral frente al virus Herpes suis tipo 1, a concentraciones no citogenotéxicas,

e investigar su posible blanco de accidn en su ciclo de replicacién evaluado sobre

monocapas de células Vero.

2.2. Objetivos especificos

1. Obtener diferentes extractos de Baccharis articulata.

2. Estudiar la capacidad citotoxica de extractos a través de la determinacién de:

a.
b.
c.

La maxima concentracioén no citotéxica (MCNC).

La concentracion citotoxica 50% (CCso) por captacion de rojo neutro.

La concentracion citotoxica 50% (CCs,) por reduccién de sal de tetrazolio
MTT.

3. Evaluar la actividad antiviral y virucidal de extractos no citotéxicos frente a virus

Herpes suis tipo 1 cepa RC/79 y su posible blanco de accion, a través de la

determinacion de:

a.
b.

@ =~ 0o a

Accibn antiviral posterior a la etapa de adsorcion y penetracién viral.
Accién antiviral sobre la etapa de adsorcion y penetracién viral.

Accién antiviral en pre-tratamiento de los cultivos celulares con extracto
vegetal.

Actividad virucidal.

La maxima concentracion efectiva 50% (CEsg).

Determinacion del indice de Selectividad.

La Inhibicién del rendimiento viral a una multiplicidad de infeccién de 0,1 y
0,01.

Accién antiviral del té de B. articulata sobre la etapa de adsorcion y
penetracion viral.

4. Estudiar el potencial genotoxico de extractos bioactivos y no citotéxicos de B.

articulata a través de:

a.

b.

Determinacion de muerte celular y fragmentacién nuclear en linfocitos
humanos.

Ensayo in vivo a través del test de Allium cepa L.

T esis Doctoral (Crstina Vanesa T ORRES
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5. Caracterizaciéon fitoquimica parcial de compuestos presentes en extractos

bioactivos de B. articulata a través de:
a. Técnicas cromatograficas, espectroscopicas y cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC).
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3. MATERIALES
3.1. Medios

3.1.1. Medio de Crecimiento para células Vero (MC)

Medio esencial minimo de Eagle (MEM) en solucién salina balanceada de Earle,
con glutamina (medio sintético GIBCO), suplementado con 8% de suero fetal bovino
inactivado a 56°C por 30 minutos y 30 ug/ml de gentamicina; pH 7,2-7,4.

3.1.2. Medio de Crecimiento (MC) para células mononucleares de sangre periférica
humana (PBMCs)

Medio de cultivo Roswall Park Memorial Institute (RPMI-1640) (SIGMA-ALDRICH
Inc., St. Louis, USA) suplementado con 25 mM de Hepes, 2 mM de L-glutamina, solucién
de penicilina, estreptomicina y neomicina y 10% de suero fetal bovino, pH 7,2 - 7 4.

3.1.3. Medio de Mantenimiento para células Vero (MM)

Medio Esencial de Eagle (MEM) en solucién salina balanceada de Earle, con
glutamina (medio sintético de GIBCO), suplementado con 2% de suero fetal bovino
inactivado a 56°C por 30 minutos y 30 ug/ml de gentamicina; pH 7,4-7,8.

3.1.4. Medio para placas (MP)

a) MEM 2X, suplementado con 2% de solucién de glutamina, 4% de SFB, 2% de
solucion de penicilina - estreptomicina y bicarbonato de sodio al 5% hasta pH 7,4-7.8.

b) Solucién de metil celulosa al 1,5%

Las soluciones a y b se conservaron a 4°C y ambas se mezclaron en volimenes

iguales al momento de usar, ajustandoelpH a 7,2 - 7,4.

3.1.5. Medio thioglicolato
Thioglicolato DIFCO ............ccccuuuenee. 29¢

Agua destilada c.S.p ..o, 1000 mi

Se esterilizé a % atmésfera durante 20 minutos y se conservé a temperatura
ambiente y en oscuridad hasta su uso. Este medio se utiliz6 para el control de esterilidad
de los distintos medios y soluciones empleadas en los cultivos celulares.
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3.2. Soluciones

3.2.1. Solucidon de acido clorhidrico 1 N

Agua destilada.............ccoocoee 1000 mi

3.2.2. Solucién de agua mineral

Se utiliz6 agua de manantial, conteniendo los siguientes minerales:

NaCOsH ... 325 mg/l

Ca(COsH)zu e, 130 mg/l

MG(CO3H)2 .o 130 mg/l

NSOy 78 mg/ml
CaS0, e 78 mg/ml
MGSO4..ciiiice e 78 mg/ml
NaCl ... 16 mg/mi
CaAClo i 16 mg/ml
MGCh .o 16 mg/mi
CaF el 1.4 mg/ml
Oligoelementos ............c.cccceverinnnnnn. 1,5 mg/ml

3.2.3. Solucion de azul tripan al 0,5%

Azultripan ... 05g
Agua bidestilada.................cccocce 100 mi
Se disolvié por agitaciéon y se conservé a 4°C.

3.2.4. Solucién balanceada de fosfatos (PBS)

NaCl .., 8g

KCl e 0,200g
Na,POMH+2H,0 ... 144 g
KPOGH; ..o, 0,200 g
Agua bidestiladac.s.p. ...................... 1000 ml

La solucion se fraccion6 en frascos de 200 ml aproximadamente, se esterilizé a %
atmésfera durante 30 minutos y se conservé a 4°C hasta su uso.
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3.2.5. Solucion de bicarbonato de sodio al 5%

Agua bidestilada c.s.p. .........c.coooen 100 ml
Se disolvié por agitacion y se fraccion6 en tubos de ensayo. Se esterilizé6 a %
atmosfera durante 20 min. y se conservé a 4°C hasta su uso.

3.2.6. Solucion de buffer de lisis de ADN

SDS . 2%
EDTA. ..o 10 mM
Tris-HCH ..o 10 mM
El pH se ajusté a 8,5.

3.2.7. Solucidén de cristal violeta

Cristal violeta............ccccocoeiiiieie. 10g
Fenol......c.oooii e 209
Etanol.........ccoooiii 100 mi
Agua destilada c.s.p. . ......cccoveeeirninn. 1000 mi

El colorante se maceré en un mortero con fenol, se incorporé poco a poco el
etanol, luego se agregd agua destilada hasta completar el volumen final. Se dejo
estacionar a 37°C por 48 h en oscuridad. Se filtré con papel Whattman N°2 y se conservé

a temperatura ambiente en frascos color caramelo hasta su uso.

3.2.8. Solucién desteiidora de Rojo Neutro

Aguadestilada..............ccccceiiriiiiiiien, 49 mi
Etanol absoluto............cccoooviiiiiieeieaee. 50 mi
ACidO aC8LICO ...l 1mi

Esta solucion fue preparada al momento de usar.

3.2.9. Solucién etanol absoluto: acido acético glacial
La solucion de trabajo utilizada correspondié a la proporcién 3:1 de etanol
absoluto: acido acético glacial.
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3.3.10. Solucién etanol 70°
Etanol absoluto.............ccooovieriiiininnnn. 70 mi
Agua destilada c.s.p. ........occcevreurenenee. 100 mi

3.3.11. Solucion de gentamicina
Sulfato de gentamicina....................... 0,83g

Aguabidestilada............................L 100 mi
Se esterilizé por filtracion fraccionandose en pequefios volumenes. Se conservé a

4°C hasta su uso.

3.2.12. Solucién de glutamina

Glutamina........ccccoceiiiiieiieeeeeeee, 3g
NaCl ..., 0,859
Agua bidestilada............................. 100 mi

Se agité hasta disolucién en bafio a 37°C. Se esterilizé por filtracion y fraccionada,

se conservo a -20°C hasta su uso.

3.2.13. Solucion de metil celulosa al 1,5 %

Metilcelulosa ..., 159

Agua bidestiladac.s.p. ...................... 100 mi

Se disolvié en un erlenmeyer y se esteriliz6 en autoclave a % atmésfera durante
25 min. Se conservo a 4°C hasta su uso.

3.2.14. Solucion de orceina aceto-acética

Oreeina ... 19
Acido acético..............oooueveieeen. 45 mi
Aguadestilada ..............................L 100 m|

Se disolvié la orceina en el acido acético a bafio Maria (60°C). Una vez frio el
sistema, se agregd agua destilada. Filtrada la solucién, fue conservada a 4°C en frascos
color caramelo hasta su uso.
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3.2.15. Solucién de Paracetamol 0,3 mg/mi

Paracetamol .......................cccooeeii, 500 mg
DMSO ..o 3mi
Agua destilada €.8.p. ....cccceriieiiieniannn. 500 ml

3.2.16. Solucién de Rojo Neutro (RN)

Se agregaron 0,5 ml de RN estéril (GIBCO) a 30 mi de MM estéril, se dejo en
estufa 24 h. Luego se centrifugé durante 30 minutos a 3500 rpm. Se prepararon 50 ml
para las placas de 24 pocillos 0 20 ml para las placas de 96 pocillos.

3.2.17. Solucién de rojo fenol al 0,5%

Rojofenol........cccooiiiiii, 19
Solucion de OHNa N/20 ...................... 50 ml
Agua destilada c.s.p. .....c...occvvieeienni. 200 ml

Se macero6 el rojo fenol em um mortero con un pequefio volumen de solucién de
OHNa N/20, la que se continué agregando por gotas hasta obtener una solucion
completa que mantuvo su color rojo intenso. Una vez disueito se ajusté a volumen final
con agua bidestilada. Se fraccion6 en frascos color caramelo y se esterilizé a %

atmésfera durante 30 min. Se conservé a 4 °C hasta su uso.

3.2.18. Solucién de tripsina + EDTA 2X (solucion stock)

NaCl....coieiiiieieeeeee e, 16 g

KCH e 08g
Dextrosa.........ccocceeeeeeceiee e, 2g
NaCO3H .....coccoiiiiiiiicie e, 1,16 g
THPSING ..., 1,564
VEISENE ..ottt 049
Agua bidestilada c.s.p. ..o 1000 ml.

Se disolvieron los componentes por agitacion magnética agregando luego 4 ml de
la solucion de rojo fenol al 0,5%. Se esterilizo por filtracion y se fraccioné en volimenes
de 50 o 100 mi. Se conservé a -20°C hasta su uso.
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3.3. Material biolégico
3.3.1 Cultivos celulares

En el desarrollo de las experiencias se empleé la linea celular VERO, clon 76
(linea continua de rifibn de mono verde africano, Cercopithecus aethiops) adquirida en la
Asociacion Banco Argentino de Células (ABAC) de la ciudad de Pergamino, provincia de
Buenos Aires.

3.3.2. Material vegetal

Se empled la especie Baccharis articulata que fue colectada durante el periodo
2007-2009 en el mes de marzo en su habitat natural en la zona de las serranias
cordobesas, Alpa Corral y regién aledafia Villa Jorcoricd, pravincia de Cardoba,
Argentina. La identificacién taxonémica fue realizada por la Profesora Margarita Grosso
de la UNRC. Un espécimen del vegetal fue depositado en dicho Herbario nomenclado
con el vaucher N° RCV 1810.

3.3.3. Virus

Se empled el virus Herpes suis tipo 1, cepa RC/79 que fue aislado en Rio Cuarto
en el afio 1979, [Ambrogi, y col., 1981]. Una parte de esta semilla viral fue conservada a
4°C y mantenida en el laboratorio por pasajes sucesivos, mientras que otra se conservo
como stock a -80°C fraccionada en eppendorf.

3.3.4. Bulbos de Allium sp.

Se utilizaron bulbos de cebollas Allium cepa L. variedad valenciana. Las cebollas
seleccionadas fueron de color tostado y pequefias (5-8 cm diametro) de morfologia

uniforme y sin alteraciones que demostraran afeccién alguna.

3.3.5. Material biolégico humano

En todos los experimentos se emplearon muestras de sangre humana extraidas
de voluntarios sanos cuyas edades oscilaron entre 18 y 26 afios. Las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron separadas de las muestras de
sangre por gradiente de densidad con Histopaque. Las extracciones se realizaron en el
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Centro de Salud de la UNRC de acuerdo a las normas de ética. Este estudio fue
aprobado por el Comité Institucional de Etica de la Investigacién en Salud (CIEIS) de la
UNRC, segun Expediente 73/2012.

3.4. Reactivos
Para la preparacién de los extractos vegetales se utilizaron los siguientes reactivos:
4+ n- Hexano
4 Cloroformo
4 Metanol
4 Dimetilsulfoxido (DMSO)

Para los ensayos de citotoxicidad se emplearon los siguientes reactivos:

4+ Rojo neutro (GIBCO)

4+ 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromuro, (MTT). Equipo de
Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay Kit (Invitrogen).

Para el estudio de apoptosis y fragmentacién de ADN se emplearon los siguientes
reactivos:

4 Hystopaque® - 1077 (Ficoll-Hypaque)

4 Reactivo de Hoechst 33258

4 Proteinasa k (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

4+ RNAasa A (Boehringer Mannheim, Germany)

Para la realizacion de cromatografias que permitieran la identificacién de algunos
constituyentes del EAC se utilizaron los siguientes reactivos, tanto para placas de
cromatografia en papel como en capa fina (TLC):

4+ Compuestos testigos para HPLC: acacetina, luteolina, quercetina y acido
clorogénico de Sigma-Aldrich.
Acetato de etilo (CH3COOCH2CH3)
Acido acético (CH3COOH)
Acido clorhidrico (HCI)
Agua destilada
Eter etilico (C4H100)
Metanol (CH3OH)

FF F
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4 Mg (limadura)
4+ n-butanol (C4H90OH)
4 Silica gel 60 F254 sin indicador de fluorescencia.
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4. METODOS
4.1. Obtencidon de los extractos a partir de Baccharis articulata

Partes aéreas, secas y finamente molidas fueron sometidas a tratamiento
secuencial durante 48 h a temperatura ambiente con n-hexano, cloroformo y metanol.
Después de la filtraciéon los productos fueron concentrados a sequedad por vacio para
generar los extractos n-hexanico (EH), cloroférmico (EC) y metanélico (EM), {(Diagrama 1).
Las soluciones iniciales de trabajo de estos extractos (1 mg/ml) fueron logradas
disolviéndolos en MM conteniendo DMSO.

Para la obtencién del extracto acuoso frio (EAF) el material vegetal fue sometido a
extraccién con agua a 4°C por 48 h, filtrado y el percolado fue recolectado. El residuo
vegetal fue dejado en remojo en agua destilada a 70°C por 48 h mas, fue filtrado y el
percolado constituyd el extracto acuoso caliente (EAC). Ambas soluciones acuosas fueron
liofilizadas, (Diagrama 2). Estos extractos fueron disueltos en MM a concentracion inicial
de trabajo de 10 mg/ml, los que se esterilizaron con filtros de 0,22 ym de diametro de poro

Todas las soluciones de trabajo fueron conservadas a -20°C hasta su utilizacion.
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Diagrama 1: Obtencion de extractos n-hexanico, cloroférmico y metanélico de B. articulata.

3500 mi de n-hexano

800 g de material - POt ads - Colectado: EH
vegetal seco molido (extracto n-hexanico)

48 h
l r 3.500 mL de cloroformo

Residuo de material
vegetal secado al aire

48 h

Colectado: EC
Percolado (extracto cloroférmico)

l r 3.500 mi de metanol

Residuo de material
vegetal secado al aire

Colectado:
peicole - (extracto metandlico)

Todos los extractos
obtenidos fueron

Residuo de material “WGdOBr z ::z::edad
vegetal secado al aire PO -
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Diagrama 2: Obtencién de extractos acuosos de B. articulata.

3.500 mi de Agua 4°C

Métodos

800 g de material Barezlad Colectado: EAF
vegetal seco molido (extracto acuoso frio)

48 ha4°C

Residuo de material
vegetal secado al

48 ha 70°C

l r 3.500 ml de Agua 70°C

Colectado: EAC
Percolado - (extracto acuoso caliente)

Residuo de
material vegetal

Los extractos obtenidos fueron liofilizados.
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4.2. Propagacion y mantenimiento de la linea celular Vero

La linea celular Vero fue sembrada en botellas tipo Cellstar de 25 o 75 cm? de
superficie. Cuando la monocapa celular alcanzé la confluencia se lavo dos veces con PBS
libre de Ca** y Mg y se dispers6 con solucion de tripsina + EDTA 2X. Posteriormente se
agreg6 un volumen adecuado de MC para obtener una concentracion aproximada de 2x10°
células/ml, la que se sembré6 en botellas de cultivo estériles y se incub6é a 37°C hasta la
formacion de la monocapa, [Vanella, 1964; Lennette y Schmidt, 1979].

Cuando esta fue conservada por tiempos prolongados el MC fue reemplazado por
MM. Para todas las operaciones ios reactivos se precalentaron a 37°C.

4.3. Ensayos de citotoxicidad
4.3.1. Determinacion de la Maxima Concentracién No Citotéxica (MCNC)

Cultivos celulares confluentes crecidos en policubetas de 96 pocillos fueron
incubados, en ensayos independientes, con MM conteniendo diferentes concentraciones
de cada extracto vegetal en rango de 50-10.000 pg/mi. Como controles del sistema se
emplearon:

4 Control celular. monocapas celulares cubiertas solamente con MM, sin el
extracto vegetal, como indicador de la morfologia celular normal.
4+ Control de inocuidad de DMSOQO: cultivos celulares cubiertos con MM
conteniendo DMSO a la maxima concentracion empleada indicada como
no téxica, [Spesia, 2004].
Los cultivos controles y los tratados fueron mantenidos en estufa a 37°C durante 72
h y examinados diariamente al microscopio 6ptico invertido para evaluar el dafio celular. La
MCNC fue definida como la maxima concentracion del extracto problema que no generd
ninguna alteracién visible en el sistema celular empleado, [Fukuma, y col., 1991; Calvin, y
col., 2000].
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4.3.2. Determinacion de la concentracion citotoxica 50% (CCs) por captacion
del Rojo Neutro

La viabilidad celular fue monitoreada usando el test de captacion del Rojo Neutro
(RN) segtn las descripciones de Borenfreund y Puernen (1985), con modificaciones.

El ensayo de captacion del RN es un ensayo quimiosensible que evalua la
sobrevivencia y viabilidad celular, basada en la capacidad de las células viables de
incorporar y unir el RN, un colorante supravital.

El RN es un colorante catiénico débil que penetra faciimente las membranas
celulares por difusién no iénica, acumuiandose intracelularmente en los lisosomas donde
se une con sitios anibnicos en la matriz lisosomal. Alteraciones de la superficie celular o de
la membrana sensible del lisosoma conduce a una fragilidad lisosomal y a otros cambios
que gradualmente se tornan irreversibles. Tales cambios provocados por la accién de
xenobioticos resultan en una disminucién de la captacion y unién del RN. Asi, es posible
distinguir células muertas, danadas y vivas, lo cual es la base de este ensayo.

Las células Vero fueron sembradas en policubetas de 96 pocillos a una densidad de
3 x 10* células/pozo en MC dejandoselas incubar a 37°C durante 48 h. Las monocapas
celulares confluentes fueron tratadas durante las siguientes 72 h con diferentes
concentraciones de cada extracto, ensayadas por triplicado. Las soluciones fueron iuego
removidas desde las placas y las células fueron lavadas con 200 ul de PBS/pozo. Luego se
agregaron 200 pl/pocillo de una solucién de RN (30 yg/ml en MEM) y la placa se llevé a
incubar a 37°C por 2 h mas para favorecer la incorporacién del colorante por las células. Al
cabo de ese tiempo las células fueron lavadas 3 veces con PBS. El colorante dentro de las
celulas fue liberado por extraccion con una mezcla de acido acético, etanol y agua
(1:50:49). Después de la agitacién de ios cultivos por 20 minutos se midieron los valores de
absorbancia (D.O.) a 540 nm en un lector de ELISA (Labsystems Multiskan MS).

Se realizd analisis estadistico para la determinacion de un coeficiente de regresion
>0.90 (software Prism 5.0). El sistema incluyé como control, células sin tratar con los
extractos. La viabilidad relativa en los tratamientos fue expresada como porcentaje de RN
captado por las células controles y ta fraccion de sobrevivencia (FS) fue calculada segun la

siguiente formula:

D.O. de las células tratadas
FS % = X 100
D.O. de las células control
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4.3.3. Determinacion de la concentracion citotéxica 50% (CCs) por reduccién de
sales de tetrazolio (MTT)

La viabilidad celular fue monitoreada usando el test de reduccion del MTT. A tal fin
se utilizé el equipo Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay Kit (Molecular Probes Invitrogen
Detection Technologies, Eugene, Oregon, USA). El MTT es una sal de tetrazolio [3-(4,5-
dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromuro], la cual es clivada por las mitocondrias
de las células vivas, dando origen a un producto (formazan) de color azul, el cual puede
ser detectado en un espectrofotometro a 570 nm [Mosmann, 1983].

Las células Vero fueron sembradas en policubetas de 96 pocillos a una densidad de
3 x 10* células/pozo en MC dejandoselas incubar a 37°C durante 48 h. Las monocapas
celulares confluentes fueron tratadas durante las siguientes 72 h con diferentes
concentraciones de cada extracto, ensayadas por ftriplicado. Las soluciones fueron luego
removidas desde las placas y las células fueron lavadas con 200 yl de PBS/pozo. Luego
se agregaron 100 pl de MM sin suero y 25 pl de la solucién MTT (1mg/ml de MTT en PBS
0,01 M pH 7,2) a cada pocillo y la placa fue incubada a 37°C durante 3 h mas. Al cabo de
ese tiempo, las monocapas son lavadas con 200 pl de PBS por pocillo y descartado éste
se agregaron 100 ul de DMSO por pocillo, para disolver los cristales de formazan que
resultaron de la conversion del MTT. Se interpreté el resultado por lectura en
espectrofotometro (Labsystems Multiskan MS) a 540 nm en un lector de ELISA. Los datos
obtenidos por este método fueron sometidos al mismo analisis estadistico de aquellos

logrados con RN.

4.4. Produccién de stock del virus Herpes suis tipo 1

Células Vero crecidas en botellas planas de 25 cm? de superficie se infectaron con
una multiplicidad de infeccién (MI) de 0,2 UFP/célula. Luego de 1 h de adsorcién a 37°C se
descartd el inéculo y se cubrieron las células con 6 ml de MM, que posteriormente se
incubaron a 37°C. A las 72 h post-infeccién (p.i), los cultivos infectados que mostraban un
alto grado de efecto citopatico (ECP), se sometieron a 2 ciclos de congelamiento y
descongelamiento. Luego, se centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 minutos y el stock
obtenido a partir del sobrenadante fue conservado a - 40°C. Esta semilla viral fue
cuantificada en su titulo mediante el método de Dulbecco (1962) por recuento de placas de
lisis permitiendo asi conocer la concentracion inicial de virus a utilizar en ensayos

posteriores.
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4.4.1. Titulacion de la infectividad viral

La titulacion de la infectividad viral se realizé por el método de formacién de placas
(UFP). Para esto, monocapas de células Vero, crecidas en microplacas de 24 cavidades,
se infectaron con un indculo de 100 pl de diluciones seriadas al décimo, por duplicado, del
stock viral o de la muestra a titular. Luego de 1 h de adsorcién a 37°C, se retird el inoculo y
se cubrié cada cavidad con 0,5 ml de medio de plaqueo. Las microplacas se incubaron a
37°C durante 3 dias. Finalmente, se fijaron las células con formol al 10% durante 15-20
min y se revelaron las placas por tincion con cristal violeta al 1% durante 20 minutos.

El titulo viral se determiné de la siguiente forma:

n
Titulo (UFP/ml) =
vxd

Donde: n = namero promedio de placas contadas.
v = volumen del inéculo viral.

d = dilucién viral empleada.

4.5. Ensayos antivirales

Con el propésito de estudiar la accion de los exiractos vegetales sobre el virus
Herpes suis tipo 1 se llevaron a cabo diferentes ensayos que consistieron en la
incorporacion de las muestras en los cultivos celulares, en experiencias independientes, a
diferentes tiempos del ciclo de multiplicacion viral. Se realizé ademas, la determinacion de
concentracion efectiva 50% y de la inhibicion de! rendimiento viral.

4.5.1. Estudios de actividad antiviral de los extractos acuosos en distintas etapas del

ciclo de replicacion viral
4.5.1.a. Posterior a la adsorcion y penetracién viral

Monocapas confluentes de células Vero desarrolladas en policubetas de 24 pocillos
se infectaron con 100 pl de concentracién fija de virus (del orden de 10° o 10° UFP/ml), por
duplicado. Se llevé a incubar por 90 min a 37°C para permitir la adsorcién y penetracion
viral. Luego se descart6 el inéculo remanente y los cultivos infectados se incubaron con
MP conteniendo ia muestra vegetal a su MCNC.
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En simultaneo se realizaron los siguientes controles:

v" controles celulares: cultivos no infectados ni tratados con la muestra en estudio.

\

controles virales: cultivos sélo infectados con virus a la misma concentracion.
v control de inocuidad de Ia fraccién vegetal. cultivos no infectados pero tratados con
el extracto problema a su MCNC.

Todos los cultivos celulares fueron incubados a 37°C por 72 h, momento en el que
se calcularon los titulos virales, (control y tratado) por recuento de placas de lisis, como se
describi6 en el apartado 4.4.1.

En el Diagrama 3 se presenta un esquema de la metodologia aqui detallada.

Diagrama 3: Ensayo de actividad antiviral post-adsorcion y penetracién viral, de extracto acuoso a
su MCNC

Infeccion con

virus Agregado de

MP + Extracto (MCNC)

Titulacion
viral

Descarte de

virus remanente
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El porcentaje de inhibicion viral, es decir la actividad antiviral, fue calculado en
funcion de la reduccion de la infectividad viral en los cultivos tratados respecto a los
controles virales. Para esta determinacion se emple¢ la siguiente formula, [Garcia, 1990]:

Inhibicién Viral (%) =100 - ———  x 100

Siendo A = titulo viral en los cultivos tratados con la muestra.

B = titulo viral en los cultivos no tratados.

4.5.1.b. Durante la adsorcién y penetracioén viral

Cultivos celulares confluentes desarrollados en policubetas de 24 pocillos se
infectaron con 100 pl de concentracién fija de virus (del orden de 10° o 10° UFP/mI) en
presencia del extracto problema a su MCNC, por duplicado. Después de incubar 90 min a
37°C, se descarté el virus residual y los cultivos se cubrieron con MP. En esta experiencia
se realizaron los mismos controles que en el ensayo anterior.

Todos los cultivos celulares se incubaron a 37°C por 72 h y posteriormente se
calcularon los titulos virales (control y tratado), tal como se indica en el apartado 4.4.1. El

siguiente diagrama resume el procedimiento descripto.
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Diagrama 4: Ensayo de actividad antiviral durante la adsorcién y penetracion viral, de
extracto acuoso a su MCNC.

Infeccién con virus en
presencia del extracto
vegetal a su MCNC

Agregado de MP

— 72ha3r°c

Descarte del Titulacion
extracto vegetal viral

y de virus

La actividad antiviral fue determinada empleando la férmula indicada en el punto
451a.

4.5.2. Pre-tratamiento de los cultivos celulares con extractos acuosos

Monocapas celulares crecidas en policubeta de 24 pocilios se trataron con el
extracto problema a su MCNC durante 2 h a 37°C. Cumplido ese tiempo se removi6 la
solucién de los cultivos y se infectaron con 100 pl de concentracion fija de virus (del orden
de 10° o 10" UFP/ml) por pocillo, por duplicado. Luego de transcurrido el periodo de
adsorcion y penetracion viral, se descarté el virus remanente y los cultivos fueron cubiertos
con MP. El ensayo incluyé idénticos controles que en el apartado anterior, [Zanon, 2005].

Todas las monocapas fueron incubadas a 37°C por 72 h; posteriormente se calculd
el titulo viral como se describi6é en el apartado 4.4.1.

Esta metodologia se exhibe en el Diagrama 5.
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Diagrama 5: Ensayo de tratamiento celular con el extracto acuoso, previo a la infeccién viral.

Incorporacién del
extracto problema

asu MCNC
Infecciébn con

virus Agregado de MP

" Adsorcién

Incubacién
viral
~1ha37°C | 72ha37°C
Descarte Descarte de virus Titulacién
del extracto remanente viral

El porcentaje de inhibicién viral fue calculado segun la formula detallada en el
apartado 4.5.1.a.

4.5.3. Actividad virucida con extractos acuosos

Con el objeto de analizar la capacidad virucida de los extractos, se midi6 la
inactivacion del virus por contacto directo de éste con el extracto problema utilizadoa 1 0 2
veces su valor de MCNC, en ensayos independientes.

Para llevar a cabo esta experiencia se mezclaron volimenes iguales de extracto, a
una determinada concentracion, y de una suspensioén viral (titulo aproximado 10° UFP/ml).
Esta mezcla se incubé a 37°C durante 2 h. Paralelamente, como control de infectividad
viral se emple6 la misma suspensién de virus pero sin el extracto vegetal problema, el que
fue sometido a idénticas condiciones experimentales, [Hayashi, 1995].

Finalizado el periodo de incubacion y con el proposito de cuantificar el grado de

inactivacion ejercido por la muestra vegetal, se efectuaron diluciones seriadas factor 10 del
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virus tratado y virus control con las cuales se infectaron las monocapas celulares
preformadas. En este ensayo los controles fueron:
v controles celulares: cultivos no infectados ni tratados con la muestra en estudio.
v controles de inocuidad de Ila fraccion vegetal: cultivos no infectados pero tratados
con el extracto problema a la concentracion ensayada.

Todos los cultivos celulares fueron incubados a 37°C por 72 h. A continuacién se
calculé el titulo viral como se describié en el punto 4.4.1.

El Diagrama 6 exhibe el procedimiento antes descripto.

Diagrama 6: Ensayo de la accién virucida de los extractos acuosos.

Virus + extracto a
MCNC 1Xy 2X

Agregado de MP

T : ———————— — e =
Adsorcidn viral Incubacion
Rl 72ha37°C |
Descarte de la Titulacion
mezcla residual viral
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A partir de los titulos virales obtenidos en esta experiencia fue posible calcular el
porcentaje de accion virucida del extracto empleando la siguiente formula, [Zanon, 2005].

Accién virucidal (%) = 100 - x 100

Siendo T = titulo viral en los cultivos tratados con la muestra.

C = titulo viral en los cultivos no tratados.

4.5.4. Determinacién de la Concentracion Efectiva 50% (CEs)

La CEs, del EAC se establecié a través de la reduccién del numero de placas de
lisis. Monocapas de células Vero desarrolladas en policubeta de 24 pocillos fueron
infectadas por duplicado con 60 UFP/pocillo de virus Herpes suis tipo 1, en presencia del
EAC utilizado a distintas concentraciones (400-700 pg/ml) e incubadas por 1 h a 37°C.
Luego, se descarté el virus residual con la muestra vegetal y los cultivos se cubrieron con
MP.

Se incluyeron en este ensayo:

controles celulares: cultivos no infectados ni tratados con la muestra vegetal.
controles virales: células infectadas con 60 UFP/pocillo de virus.

Controles de inocuidad de extracto: Incluyeron células con MM solo a las que
luego se les adicioné MP conteniendo concentraciones crecientes de extracto.

Los controles fueron cubiertos con MP e incubados durante todos los pasos del
ensayo en las mismas condiciones de tiempo y temperatura.

Todos los tratamientos se realizaron por duplicado. Los cultivos tratados y controles
se incubaron durante 72 h a 37°C, tiempo en que se procedié al recuento de placas de
lisis.

El porcentaje de inhibicion viral, se determino de la misma manera a como se indica
en el apartado 4.5.1.a

Los distintos porcentajes de inhibicion viral obtenidos permitieron construir la curva
dosis-respuesta a partir de la cual se determiné la CEs,. Este parametro se define como ia

concentracion del compuesto en estudio (extracto acuoso) que reduce la multiplicacion
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viral (nimero de UFP) a un 50% con respecto al control viral. El siguiente diagrama se
resume el procedimiento desarrotlado.

Diagrama 7: Ensayo de la actividad antiviral para la determinacion de la CCs, por EAC.

Infeccion con

60 UFP/pocilio

con o sin EAC
Agregado de MP

=

Adsorcion viral

1h

a37°C

o |

Descarte de virus Tltul.acuén
remanente viral

4.5.5. Calculo del Indice de Selectividad

Este indice revela la relacion que existe entre la accion téxica que ejerce un
determinado compuesto sobre un sistema celular y la capacidad del mismo para inhibir al
virus en estudio. Este valor es imprescindible para estabiecer la toxicidad selectiva de un
nuevo agente antiviral.

Con los valores de CCs, obtenidos por ambas técnicas de citotoxicidad y CEsp, se
calcul6 el indice de selectividad (IS) mediante la siguiente férmula:

CCso
Indice de selectividad (IS) =
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4.5.6. Determinacién de la Inhibicion del rendimiento viral

En esta metodologia se trabajé con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,1 y de
0,01. La MOI es la relacién que existe entre la dosis viral y la cantidad de células
expuestas a esa dosis. Las MOI de 0,1 y de 0,01 equivalen a una relacién de 10 y 100
células por particula viral, respectivamente.

Cultivos celulares confluentes (5 x 10° células viables) desarrollados en botellas de
cultivo de 2 ml de capacidad, fueron inoculados con 200 ul de 5 x 10* o de 5 x 10° UFP de
virus Herpes suis tipo 1 en presencia y/o ausencia del EAC. Las concentraciones del EAC
ensayadas fueron 550 y 700 pug/ml. Los cultivos tratados y controles se llevaron a incubar
por 1 h a 37°C para permitir la adsorcion de los virus a las células. Posteriormente, se
procedi6 a descartar el in6culo no adsorbido y se agregé 2 mi de MM, incubandose por 48
h a 37°C. Transcurrido ese tiempo los cultivos se sometieron a 1 ciclo de congelacién y
descongelacién para facilitar la liberacion de todas las particulas virales (cosecha viral). A
continuacion, se centrifugé a 2.000 rpm por 15 minutos a fin de descartar los restos
celulares y se procedi6 a determinar el titulo viral en los sobrenadantes obtenidos,
mediante ensayo de unidades formadoras de placas. El porcentaje de inhibicion viral fue
caiculado de la misma manera que en lo indicado en el punto 4.5.1.a. El Diagrama 8 se
presenta un esquema de la metodologia aqui detallada.
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Diagrama 8: Ensayo de la Inhibicion del rendimiento viral durante la adsorcion viral por el EAC.

Infeccién con
5x 10*0 5 x 10° UFP
con o sin EAC

Agregado de MM

Adsorcién viral
1ha37°C

Descarte de virus Titulacién viral
remanente

4.5.7. Determinacion de la actividad antiviral de té de B. articulata

Se preparé una infusion con 1 g de de partes aéreas molidas de B. articulata en
100 ml de agua a 70°C, dejandose repasar 25 min. La infusién fue esterilizada por filtro
millipore de 0,22 ym, [Alonso y Desmarchelier, 2006]. Para la determinacién de la actividad
antiviral durante la adsorcion y penetracién viral, se procedi®6 como se indico en

metodologia, apartado 4.5.1.b.
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4.6. Estudio del potencial genotéxico del extracto acuoso caliente de B. articulata

4.6.1. Estudios in vitro: determinacion de muerte celular por tincién y por
fragmentacion nuclear en linfocitos humanos

Para la realizacién de estos estudios fue necesario obtener y prepara las células
mononucleares y someterias a cultivos en policubetas. A tal fin, se obtuvieron muestras de
sangre venosa periférica extraida con anticoagulante de individuos voluntarios sanos de 20
a 30 afios de edad. Este protocolo esta avalado por el comité de ética N°075/12. La sangre
se colocé en tubos conicos estériles que contenian Hystopaque® - 1077 (Ficoll-Hypaque)
en una relacién 1:1 para separar las células mononucleares por gradiente de densidad. La
solucién de Hystopaque® contiene polisacarosa, diatrizoato de sodio y 0= 1077. La
polisacarosa produce la aglutinacién de los eritrocitos logrando que éstos sedimenten y el
diatrizoato de sodio le confiere a la mezcla la densidad requerida para la separacion de las
células mononucleares.

La sangre se centrifugd a 2.000 rpm por 30 min a temperatura ambiente. Durante la
centrifugacion, los eritrocitos y granulocitos sedimentaron a través del Hystopaque®,
mientras que las células mononucleares permanecieron sobre €l formando un halo opaco
el que fue luego aspirado cuidadosamente con pipeta Pasteur. Las células mononucleares
fueron colocadas en un tubo cénico y lavadas 2 veces, durante 10 min, con medio RPMI-
1640 adicionado de 25 mM de Hepes, 2 mM de L- glutamina, 5 % de SFB, 50 mM de 2-
mercaptoetanol (2-ME), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (RPMI-1640
completo), [Mongini y Waldner, 1996]. Luego fueron resuspendidas en medio RPMI-1640
completo.

El recuento de células viables se realizé mediante la técnica de tincién por
exclusién al azul tripan segun describe Mongini y Waldner (1996). El azul de tripan se
preparé al 0,2 % (p/v) en agua destilada, y en el momento de usar se mezclaron 4 partes
del colorante con 1 parte de NaCl al 4,5 %. El recuento de células viables se efectué en
camara de Newbauer. Se calculd el porcentaje de células viables aplicando la siguiente

formula:

NP° total de células viables
% de células viables = X 100
N° total de células
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4.6.1.a. Determinacion de la Concentracion Citotéxica 50% (CCs) mediante tincion

por exclusién al azul tripan

Las células mononucleares (PBMCs) aisladas fueron enfrentadas a diferentes
concentraciones del EAC de B. articulata: 100, 200, 400, 600, 800, 1000 y 1500 pg/ml
durante un periodo de 18 a 24 h. Al cabo de ese tiempo se determiné la viabilidad celular
mediante recuento por tincién por exclusién al azul tripan.

4.6.1.b. Tincién nuclear con Hoechst 33258 para la visualizacion de apoptosis en

células mononucleares humanas

Fundamento:

Los colorantes Hoechst (bis-benzimidas) son parte de una familia de colorantes
fluorescentes empleadas para detectar el ADN celular en un microscopio de fluorescencia
0 mediante un citbmetro de flujo. Debido a que son capaces de unirse al ADN son
utilizados cominmente para visualizar nGcleos y mitocondrias. Los dos colorantes mas
usados son Hoechst 33258 y Hoechst 33342. Ambos son excitados por luz ultravioleta
cerca de los 350 nm y emiten una luz fluorescente azul/violeta cerca de los 460 nm. Este
tipo de colorantes puede usarse sobre células vivas o fijadas y son también utilizados para
sustituir a otros colorantes de acidos nucleicos, como el DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol).
Debido a que los colorantes Hoechst se unen al ADN, pueden interrumpir su replicacion
durante la divisién celular, por lo que consecuentemente, son potencialmente mutagénicos
y carcinogénicos. Se debe tener cuidado durante su manipulacion.

Procedimiento:

Una vez obtenidas las células mononucleares se realiz6 el cultivo de las mismas en
placa estéril de 96 pocillos. Se colocaron las células empieando una concentracion de
2x10° por pocillo en un volumen final de 200 pl de RPMI-1640 completo conteniendo la
CCs, del EAC de B. articulata. Se incluyd como control positivo el tratamiento de células
PBMCs enfrentadas a una solucién de H,O, previamente calibrada. Como control de todo
el sistema se emplearon células sin H,O, ni EAC, con RPMI-1640 completo. Los ensayos
se realizaron por triplicado.

Se incubé la placa en estufa con tension de CO, a 37°C durante 18-24 h. Al cabo
de ese tiempo se recolectaron las células en eppendorf estériles y se centrifugaron en una
micro-centrifuga durante 10 min a 1000 rpm, descartdndose el sobrenadante.
Posteriormente, para fijar las células se agregaron 30 pl de una solucion fria (a -20°C) de
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metanol. Luego se agregaron 5 pl de Hoechst 33258 (1 mg/ml en agua destilada). Los
eppendorf con la suspension celular fueron conservados a -20°C hasta su visualizacion.

Para el analisis del dafio celular se colocdé una alicuota de la suspension celular
sobre un portaobjetos que se cubrié con un cubreobjetos para visualizar las células en el
microscopio de fluorescencia con filtro de longitud de onda de 330 a 380 nm.

Se contaron 100 células totales y se calculé el porcentaje de células apoptoéticas,
las que se caracterizan por presentar cambios en su morfologia nuclear tales como
nacleos arrifionados, condensacién de cromatina, fragmentacién del ADN y pequefas
ampollas nucleares [Genhong y col., 2006].

4.6.1.c. Ensayo de fragmentacion de ADN

El aislamiento de ADN fragmentado a partir de las células cultivadas en las
policubetas se efectué de acuerdo a las descripciones metodolégicas de Amirghofran y col.
(2007) con modificaciones. Brevemente, las células (2x10° células/pocillo) fueron
expuestas a diferentes concentraciones del EAC de B. articulata (600-1500 pg/ml) y luego
fueron colectadas por centrifugaciéon durante 15 min a 2600 rpm. Células cultivadas solo
con el medio RPMI representaron el sistema control. El precipitado fue resuspendido en
0,5 ml de buffer de lisis de ADN. El lisado fue inmediatamente incubado con 0,1 mg/ml de
proteinasa Ky 0,5 mg/ml de RNAasa A durante 3 h a 37°C. Luego se agregaron 200 pi de
CINa 3 M y se centrifugé por 15 min a 3000 rpm. Posterior a la adicién de isopropanol, el
ADN fue precipitado con etanol al 70 %. Las muestras fueron sembradas en gel de
agarosa al 2 % y sometidas a electroforesis. El patréon de bandas de ADN fue visualizado
con luz UV efectuando previamente tincion con bromuro de etidio.
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4.6.2. Estudio in vivo de citogenotoxicidad mediante el test de Allium cepa L.

Se desarroll6 el test de Allium descripto por Fiskesjo, (1993, 1994, 1997) en el que se
emplean bulbos de cebolla de la especie Allium cepa L. Las concentraciones ensayadas de
EAC para este ensayo fueron 600, 1200, 2400, 3600 y 4800 ug/mt.

1. A las cebollas seleccionadas se les extrajeron las

catafilas externas coloreadas, con el cuidado de no
producir dafio en las catéfilas blancas.

2. Se eliminé con un corte neto el brote apical y las

porciones necrosadas del disco inferior.
3. Con bisturi se raspd el disco por sus bordes hasta
visualizar los primordios radiculares.

4. Los bulbos se lavaron con abundante agua corriente y se

colocaron individualmente en frascos de vidrios con agua *
mineral hasta un nivel que cubriera el disco radicular. Luego de un par de horas
generaimente fue necesario reponer el agua a su nivel adecuado, debido al
fenémeno de absorcién de la misma por parte de los bulbos.

5. Los bulbos se mantuvieron en estas condiciones durante
48 h a temperatura ambiente, renovando el agua cada 24
h y lavando suavemente la porcién inferior del bulbo con

agua corriente en cada cambio.

6. Transcurridas las 48 h, aquellos bulbos que desarrollaron
raices entre 1-2 cm de longitud fueron seleccionados para el ensayo.

7. Los bulbos se dividieron en 5 lotes para el tratamiento con las concentraciones de
extracto a ensayar, reservando un lote como control negativo (s6lo con agua
mineral) y otro para el control positivo (Paracetamol). Se utilizaron 4 bulbos por lote.
Se renovaron las soluciones de prueba y de los controles cada 24 h.

9. Transcurridas 48 h (dos ciclos celulares), se extrajeron 3 raicillas por bulbo y se
fijaron en una mezcla de etanol absoluto: acido acético
glacial por 12-15 h y hasta un maximo de 24 h a 4°C.
Luego las raicillas se transfirieron a una solucién de
etanol 70° y se siguieron conservando a la misma

temperatura hasta el momento del estudio citogenético

que permitiera definir, entre otros parametros, el valor 9

del primer indice Mitético (IM1).
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10. De los 4 bulbos por lote, 2 de ellos se mantuvieron en tratamiento diario con los
extractos hasta completar 5 dias. Finalizado ese tiempo, todas las raices fueron
analizadas macroscopicamente y 3 de ellas fueron sometidas a fijacién, tal como se
describe en el punto anterior, para definir un nuevo valor de indice mitético, IM2.

11. Desarrollo de la prueba de reversion de mutagenicidad: Este estudio implico
someter los 2 bulbos restantes, tratados durante 2 dias con extracto, a la accion de
agua mineral durante 3 dias. Al final del ensayo (quinto dia del inicio de la prueba)
se extrajeron 3 raicillas las que fijadas como se indic6, fueron sometidas a estudios
citogenéticos para el calculo del IM3.

La metodologia descripta se resume en el siguiente Diagrama.
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Diagrama 9: Ensayo in vivo de la evaluacion del potencial citogenotéxico del EAC de B. articulata
mediante el Test de Allium cepa L.
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INDICE MITOTICO 1 20bulbosan#[EAc]y8paralosmntmlaa
48 h post-tratamiento 20°C durante 48 h y con iluminacion indirecta.

10bulbmen#[EAC}y4 10 bulbos en agua mineral:
controles: 20°C durante 72 h y ' 20°C durante 72 h y con
con iluminacion indirecta. iluminacién indirecta.

INDICE MITOTICO 2 INDICE MITOTICO 3
5 dias post-tratamiento Reversion de Mutagenicidad
' §
ANALISIS MACROSCOPICO —
- Numero y longitud de raices p—
de los 28 bulbos
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4.6.2.a. Analisis de parametros macroscépicos

Al final del ensayo, todas las raices de cada bulbo se cortaron por su base y se
almacenaron en envases independientes en etanol a 70° para completar el estudio de los
parametros macroscopicos.

Los dafios macroscépicos evaluados se refirieron a modificaciones en la estructura
de las raices: cambio de forma, aparicién de ganchos radiculares, tumores, gelatinizacién,
pigmentacion, necrosis; asi como modificaciones en el nimero y longitud de dichas raices,
[Bidau y col., 2004]. Se efectué analisis estadistico desarrollando el test de ANOVA (1 way
ANOVA. Tukey's Multiple Comparison test) mediante aplicaciéon del software GraphPad
Prism 5.0.

4.6.2.b. Analisis de parametros microscépicos

Para cumplir este objetivo se emplearon las raices conservadas en la solucién de
fijacion etanol 70°, desarrollandose la técnica de tinciéon con orceina aceto-acética, [Dyer,
1963].

1. Las raicillas de cada bulbo se extrajeron del etanol, se les elimind la cofia bajo lupa
usando como soporte un portaobjetos.

2. Las células del tejido apical se hidrolizaron en acido clorhidrico 1N a temperatura
ambiente por tiempos variables, no mas de 3 min, y luego se efectué la tincién con
orceina aceto-acética durante 5-10 min, macerando el tejido con golpes suaves
aplicados con varilla de vidrio esmerilada en su extremo.

3. Se agreg6é una gota mas de orceina, se colocé un cubreobjetos y se realizé el
squash. Los preparados se sellaron con cera vegetal y se rotularon. Se
mantuvieron en recipientes de plastico para evitar la deshidratacién, hasta su
andlisis al microscopio de luz.

4. Para cada bulbo tratado se contaron no menos de 2.000 celulas. Se evalud la
presencia de alteraciones en las distintas fases del ciclo celular: Interfase (1),
Profase (P), Metafase (M), Anafase (A) y Telofase (T). Estos datos fueron utilizados
para cuantificar alteraciéon en el IM y en el indice de fases (IF) vs. evaluacién de los
mismos datos en el sistema testigo. Las férmulas para el calculo de dichos
parametros fueron las siguientes, [Rank, 2003].
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N° de células en division N° de células en c / fase
M = x 100 IF

N° de células totales N° de células en divisiéon

x 100

Basado en la literatura [Rani, 2005], se analizaron:
Aberraciones fisiolégicas: c-mitosis, cromosomas pegajosos, células binucleadas,
cromosomas retardados y/o adelantados en anafase.
Aberraciones clastogénicas: puentes entre cromosomas, ruptura de cromosomas y
presencia de micronutcleos.
Todos los datos se evaluaron estadisticamente mediante la aplicacion del software
GraphPad Prism 5.0.

4.6.2.c. Registro de imagenes

Las imagenes de las alteraciones microscopicas fueron registradas en un
microscopio optico de campo brillante complementado con camara fotografica digital marca
Sony Cyber-shot con lente Carl Zeiss Vario Tessar 2,8-5,2/6-18 y 4,1 mega pixels
MPEGMovie VX y Picture Package version 1.6. La misma camara digital fue empleada
para documentar las alteraciones macroscopicas.

4.7. Caracterizacion fitoquimica parcial de compuestos presentes en el extracto
acuoso caliente de B. articulata

4.7.1. Ensayos preliminares de caracterizacion fitoquimica: técnicas cromatograficas

y espectroscopicas

De acuerdo a registros bibliograficos sobre los compuestos quimicos con actividad
biolégica de Baccharis articulata se resolvi6é buscar las siguientes familias de compuestos:
terpenoides, acidos organicos y flavonas en el EAC de esta especie vegetal y compararlos
con compuestos testigos, [De Oliveira, 2003; Gianello y col., 2000; Verdi y col., 2005,
Martino y col., 1989; Torres Osuna y col., 2005, Abad y col., 2005].

A fin de separar e identificar los componentes que se encuentran en el EAC de
B. articulata se realizaron cromatografias en papel (CP) y en capa delgada (CCD),
espectroscopia UV-Visible y cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). A través de
estas técnicas los componentes del extracto se separan en funciéon de la afinidad que
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tienen con las distintas fases y estos se correlacionan o no con las sustancias de
referencia.

Para determinar la presencia de cada familia de compuestos, el EAC fue procesado
de forma particular de acuerdo a cada tipo de compuestos quimicos.

Con el fin de obtener los compuestos apolares presentes en la compleja matriz del
extracto acuoso, estos fueron extraidos con éter etilico. Mediante la reaccién de coloracién
para flavonoides (Shinoda) [Geissman, 1962] las flavonas fueron preliminarmente
identificadas.

4.7.1.a. Reaccion de Shinoda

Esta reaccion permite la deteccion de flavonas, [Geissman, 1962]. A unas trazas de
EAC se le agregaron 3 ml de agua destilada llevandose a sonicar para lograr la disolucion
total. Se realiz6 una particion en éter etilico de la solucién obtenida en una ampolla
(presion reducida) en campana de extraccion y mezclando suavemente las dos fases sin
llegar a la emulsién, permitiendo la liberaciéon de vapores y dejando la ampolla en posicién
vertical para la separaciéon de fases. Este procedimiento fue repetido durante 20 min. A
continuacion se descart6 la fase acuosa y la fase etérica se llevé a un balén de rotavapor
para la extraccion del éter. El residuo del baién fue recuperado con 2 ml de agua destilada
y se colocé en un tubo de hemélisis para efectuar la reaccion de Shinoda.

A los compuestos recuperados se le agregaron gotas de HCI concentrado y luego
limadura de Mg bajo campana de extraccién. Cuando la reaccién terminé (no se evidencian
burbujas) se realizé una particién con 0,5 ml de n-butanol, mezclandose cuidadosamente.
De acuerdo a la coloracién obtenida de la mezcla en n-butanol se infirio el tipo de familias
de compuestos presentes.

Se efectiuo una CP en dos dimensiones para evidenciar la presencia de flavonas
(manchas de coloracién amarilla) como confirmacion de la reaccién de Shinoda.

4.7.1.b. Cromatografia en papel en dos dimensiones del EAC

Con una pequefia cantidad de EAC disuelto en etanol se sembré en papel
Whatman N°1. El cromatograma con la siembra de la muestra vegetal fue llevado a una
cuba cromatografica con mezcla de solventes BAW (n-butanol-acido acético-agua
destilada 50 ml (4:1:5) con corrida de forma ascendente (de abajo hacia arriba) y bajo

campana extractora.
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Una segunda corrida se realiz6 también de forma descendente pero con una
solucion de acido acético al 5 % (de izquierda a derecha), bajo campana extractora.

Posterior al secado de la cromatografia en campana extractora se iluminé con UV
para la observacion de las compuestos separados.

4.7.1.c. Cromatografia en papel del EAC

Para la identificacién de las flavonas se realizé6 una CP frente a las sustancias de
referencias que fueron: acacetina y luteolina (flavonas) y quercetina (flavonol). Para este
ensayo se tomo una pequeia cantidad de EAC al que se le agregd unas gotas de etanol, y
para la disolucion total se llevé a un sonicador por unos minutos. Se realizé la siembra en
papel Whatman N°1. Los valores de relacion de frente (Rg) fueron calculados en tres fases
méviles diferentes, [Mabry y col., 1970; Harbome y col., 1984].

« BAW = n-butanol- acido acético- agua (4:1:5).
¢ TBA = n-butanol-acido acético-agua (3:1:1).
e Solucién de acido acético (15%).

La CP fue tratada con vapores de NH, y revelada con luz UV. Luego, se realizé una
CP preparativa en papel Whatman N°3, con extracto etérico y fue desarroliado en TBA. Las
manchas con valores de Rg coincidentes con las sustancias de referencia fueron eluidas
con metanol y caracterizadas por espectrofotometria UV-visible.

Considerando la frecuente aparicién de acidos cafeoilquinicos, especialmente acido
clorogénico en las especies del género Baccharis [Martino y col., 1989], se llevé a cabo la
determinacion de este metabolito en el EAC. Asi, otra fraccion del extracto acuoso seco fue
disuelta en etanol y analizada por dos diferentes técnicas cromatograficas (CP y CCD)
usando acido clorogénico e isoclorogénico como sustancia de referencia. La CP fue
desarrollada en una solucién de acido acético al 15 %.

En todos los casos se trabajé en campana extractora y luego del secado de la
cromatografia, se traté con vapores de NH; e iluminé con UV y para la observacion de los

compuestos separados.

4.7.1.d. Cromatografia en capa delgada

Una pequeiia cantidad de EAC se disolvié en etanol y para la disolucién total se
llevé a un sonicador por unos minutos. Se realizé la siembra del EAC frente a dos testigos:

acido clorogénico e isoclorogénico sobre placa de silica gel 60 Fus sin indicador de
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fluorescencia. La fase mévil consisti6 en un sistema de solvente conformado por acetato
de etilo-metanol-agua (10:1,7:1). Posterior al secado de la cromatografia, se ilumin6 con
UV para la observacién de los compuestos del EAC (manchas) y comparacion con los
testigos.

Para determinar la presencia de Bacchotricuneatina A, una fraccién del EAC se
disolvi6 en metanol-agua (7:3) y se realiz6 una extraccion desde esa solucion con Cl;CH.
La fase CI;CH obtenida se analizé por CCD en placa de silica gel 60 F,s4, por comparacion
con el compuesto testigo y usando benceno-diozano-acido acético (30:5:1) como fase
movil. La placa de CCD fue revelada mediante el tratamiento con acido sulfurico-acido
acetico-agua (4:20:1), vaporizado e inmediatamente se calenté a 110°C, [Gianello y col.
2000].

Para determinar la presencia de Santonina se tomé una fraccion del EAC y se
disolvi6 en agua y desde alli se realiz6 una extraccion en CI;CH. Con la fase CI,.CH
obtenida se realizé una CCD contra testigo donde se utilizé como fase mévil:

» Benceno-acetato de etilo (95:5)
s ClCH-acetato de etilo (1:1)
¢ Benceno-acetato de etiio (8:2)
La placa de CCD fue observada con luz UV y vapores de yodo para la comparacion

con la sustancia testigo.

4.7.1.e. Determinacion cuantitativa de acido clorogénico en el EAC

Para determinar la cantidad de acido clorogénico presente en el extracto se realiz6é
una curva de calibracién con soluciones de distintas concentraciones de acido clorogénico
(1,1428 x 10° - 4,5712 x 10° M) en funcion de los valores de absorbancia a 322 nm. Esta
curva permite establecer el valor de € (pendiente de la curva) y obtener desde la siguiente

formula la concentracion de acido clorogénico presente en el EAC:

A:exbxC

Donde: A es el valor de absorbancia de la muestra
b esM'cm™ (1.10°
C concentracion de la muestra
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Se realizé también la determinacion de la presencia de taninos en otra aticuota del
EAC de B. articulata y fue llevada a cabo mediante la reaccién del color con sales férricas,
[Harbone, 1984]. Una fraccién de EAC se disolvio en agua y se le agregé una gota de la
solucién de FeCly (1%). La presencia de taninos se evidencia por la formaciéon de
coloracién pardo-verdoso de la reaccion.

4.7.2. ldentificacion y cuantificacion por HPLC

En base a los resultados obtenidos en los ensayos preliminares de caracterizacion
fitoquimica del extracto en estudio, los compuestos: luteolina, quercetina, acacetina y acido
clorogénico fueron identificados y cuantificados por HPLC.

Para el analisis cualitativo y cuantitativo por cromatografia HPLC se prepard una
solucién metandlica del EAC a una concentracién de 5 ug/ml. También fueron preparadas
soluciones madres de los testigos: acacetina (2,2 x 10 M), luteolina (1,9 x 102 M),
quercetina (1,35 x 10° M) y &cido clorogénico (1,8 x 102 M). Todas las muestras fueron
fitradas utilizando filtros de membrana de acetato de celulosa de 0,2 mm (Micro Filtration
System) antes del analisis por HPLC-PDA. La identificacién de estos compuestos en el
extracto acuoso caliente se realizé por comparacion con los tiempos de retencion (tgr) de
los compuestos referentes.

Para la cuantificacion de cada compuesto en el extracto se utilizé6 el método de
calibracion con estandar externo. Para ello fueron confeccionadas las curvas de trabajo de
cada compuesto de referencia, graficandose asi el area bajo la curva (ABC) en funcién de
cada concentracion del estandar, [Nafiez Montoya y col., 2008]. Las curvas de trabajo
construidas con cinco concentraciones de cada compuesto de referencia (n=3) fueron
lineales (coeficiente de correlacion = 0,99). La concentracién de cada uno de estos
compuestos (quercetina, luteolina, acacetina y acido clorogénico) en el extracto acuoso
caliente se obtuvo por interpolacion del ABC obtenida, en las curvas de calibracion. Los
datos se analizaron por el programa Origin 6.0.

Para este ensayo se utilizd6 un cromatégrafo Varian Pro Star modelo 210, serie
04171, equipado con detector de diodos UV-Visible y una columna Cg Hypersil 5 (30 x 4,6
mm, Phenomenex). La fase moévil empleada fue acido férmico 0,1% - acetonitrilo (75:25) en
un flujo constante (1,5 ml/min). La deteccién se realiz6é a 365 nm.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Obtencién de extractos a partir de Baccharis articulata

El estudio a nivel cientifico de plantas medicinales con antecedentes
etnomedicinales comienza, generalmente, con el analisis de extractos acuosos y/o
alcohdlicos porque a nivel popular es el agua el principal solvente utilizado por la
poblacién. Por tal motivo, entre las muestras a estudiar se incluyeron aquellas extraidas
con agua en frio o en caliente. Respecto de los extractos obtenidos con solventes
organicos, la seleccién de dichos solventes estuvo basada en la revision de datos
bibliograficos efectuados en conjunto con profesionales Quimicos del INTEQUI, UNSL.

En funcién de la relacion de peso inicial vs. final de material vegetal fue posible
cuantificar el rendimiento porcentual para cada extracto, que se exhiben en la Tabla 8.

Tabla 8: Rendimiento de peso seco obtenido a partir de partes aéreas de B. articulata
sometidas a extraccion con solventes de diferentes polaridad.

Tipo.de extracto Material vegetal Material al final Rendimiento

inicial de la extraccion (%)

EAF 28g 11g 39,3
EAC 179 149 ¢ 8,76
EH ND ND ND

EC ND ND ND

EM ND ND ND

ND: No disponible

Claramente se observa que el rendimiento del EAF de B. articulata ofreci6 mayor
cantidad de residuos sélidos que el extracto acuoso caliente, resultados diferentes a lo
esperado debido a que se asume que en general el calor aumentaria la capacidad
extractiva del solvente al permitir la disolucion de un mayor nimero de moléculas, si

estuvieran presentes, tales como ceras y/o grasas.
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Se desconoce la calidad quimica de las moléculas que se encuentran en cada uno
de estos extractos. Sin embargo, la literatura indica que en diferentes extractos acuosos
vegetales es posible encontrar almidén, antocianinas, saponinas, terpenoides, polipéptidos
y lectinas, [Cowan, 1999]. En particular para miembros del género Baccharns se ha
indicado la presencia de Terpenos: articulina, articulinol, a-cadinol, B-cariofileno, x-
nerolidol, germacreno D, T cadinol, d-cadineno, a-pineno, aromadendreno, acariofileno, p-
guaieno, y-elemeno; y de Flavonoides tales como luteolina, quercetina, salvigenina,
acacetina, cirsimaritina, salvigenina, genkwanina, 7-4’-dimetilapigenina. Ademas, Acidos
como el alfa, beta y gamma resinicos, crisosaponicos y cafeilquinicos entre otras
sustancias, [Soraru y Bandoni, 1978; Ratera y Ratera, 1980; Glasby, 1991; De Oliveira y
col., 2003; Mangiaterra, 2005; Rodriguez y col., 2009].

Las publicaciones que incluyen referencias sobre los rendimientos porcentuales
peso/peso de diferentes extractos de plantas indican valores diversos. Se ha informado
gue el rendimiento en peso seco de Psidium guajava L. (Myrtaceae) fue del 10,71%, en el
extracto fluido al 40%, [Martinez Guerra y col., 2000]. Lagarto Parra y colaboradores en
1999, lograron rendimientos de 7,7, 14,8 y 9,7% para las Labiadas Mentha spicata L.,
Mentha arvensis L. y Ocimun gratissimun L., respectivamente, en extractos similares.
Porcentajes ain menores fueron obtenidos por Vizoso Parra y colaboradores 1997, a partir
de la extraccion alcohdlica de dos miembros de la familia Lamiaceae: Melissa officinalis L.
(toronjil) y Mentha piperita L. (toronjii de menta), con valores de 3,72 y 2,55%,
respectivamente, mientras que Dominguez Suarez y col. (2001), lograron un rendimiento
de 4,5% en el extracto fluido de hojas de Siempreviva (Crassulaceae). En estudios
realizados con extractos de varias especies de macroalgas el rendimiento de extractos
metandélicos no superé 3,5%, [Echavarria y col., 2009].

Comunmente, para un extracto acuoso frio no se registran valores porcentuales tan
altos como los aqui obtenidos con el extracto acuoso de B. articulata, [Adzu y col., 2002].
En cambio para extractos acuosos obtenidos con calor hay cierta similitud en los valores
porcentuales de rendimiento. Asi, estudios realizados por Koh y col. (2009) reportan un
rendimiento de decoccion de la planta Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) del 11%, o
del 11,5% para el extracto obtenido en caliente de Teucrium polium (Lamiaceae), como
informa Shtukmaster y col. (2010).

Para la especie Vernonia condensata Baker perteneciente a la familia Asteraceae
se reporté sélo un 3% p/p, de rendimiento de sélidos presentes en el extracto acuoso
obtenido a 60°C, [Monteiro y col., 2001]. Para extractos acuosos de Amaranthus muricatus
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(Amarantaceae), Smilax campestris (Liliaceae) y Bauhinia candicans (Leguminosae) se
obtuvieron valores porcentuales de rendimientos de 7,14, 8,35 y de 6,05, respectivamente,
resultando similares a los aqui obtenidos, [Debenedetti y col., 2000].

Sin embargo, valores de rendimientos mayores para extractos acuosos, obtenidos
por distintas metodologias, resultaron con Galipea longiflora (Rutaceae) donde se
encontraron entre 18 y 37,2%, [Llanos Medina, 2009].

Normalmente las plantas de carqueja son recolectadas de “boisones” naturales (Kg)
en campos abandonados o a orillas de caminos y comercializados como hierbas secas y
picadas en envases de 50-100 g de material vegetal, [Martinez, 2005]. Esto puede llevar a
la variacion en su composicién quimica o en su rendimiento, ademas de otros factores
condicionantes como son: el lugar de procedencia, la edafologia del terreno, la época de
recoleccion, las condiciones climaticas del afio, el periodo vegetativo en que se recolecta,
etc.

La importancia de la determinacién del rendimiento en un extracto vegetal se
interpreta desde la bioactividad que el mismo pudiera estar presentando. Asi, si se
demuestra que los extractos ejercen accién antimicrobiana, desde el potencial terapéutico
es mas importante aquella planta que permite extraer de ella mayor cantidad de principios
activos. Por lo cual si el EAF de B. articulata ejerciera acciéon antiviral promete ser un
candidato ideal como fitofarmaco.

De los datos vertidos en la Tabla 8 se observa que para este extracto, su
rendimiento estuvo cerca del 40%. Este valor es muy superior al reportado por Zanon
(2005), para la misma especie crecida en las mismas serranias cordobesas (10%). No
obstante esta investigadora menciona haber utilizado una mezcla de agua y alcohol como
solvente de extraccion y ademas la procedencia del vegetal en su caso fue Piedra Blanca,
mientras que el vegetal aqui utilizado se colecté, como se indico, en Alpa Corral. Ambos
lugares pertenecen a la misma region fitogeografica pero distan entre ellos 23 km
aproximadamente. Hay numerosa informacién referida al concepto de quimiotipos
indicando modificaciones quimicas en la relacion entre componentes terpénicos de aceites
esenciales obtenidos de plantas aromaticas, [Zygadio y Juliani, 2000; Edris y col., 2003;
Merle y col., 2004, Sartorato y col., 2004; Gil y col., 2007; Sefidkon y col., 2007]. Si dichas
diferencias en las muestras oleosas se atribuyen al clima, al tipo de suelo, a las variaciones
edaficas, etc. puede suponerse también que otros compuestos quimicos, presentes en los
extractos podrian estar variando y asi justificar también las diferencias de rendimientos
registradas para la especie en estudio.
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5.2. Propagacién y mantenimiento de la linea celular Vero

De acuerdo a la metodologia descripta en el punto 4.2 fue posible obtener
monocapas celulares confluentes alrededor de las 48 h post siembra y evidenciaron la
morfologia poliédrica y uniforme caracteristica de esta linea celular, coincidente con la
descripcién de Hsiung y Fong (1982), (Figura 4).

Una vez lograda la confluencia fue posible conservar la linea celular por un tiempo
mas prolongado manteniendo los cultivos con MM a 28°C durante aproximadamente 20-25

dias, sin que se altere su morfologia ni su fisiologia.

Figura 4. Monocopa de células Vero sin infectar, normales. 10X
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5.3. Ensayos de citotoxicidad
5.3.1. Determinacién de la Maxima Concentraciéon No Citotéxica (MCNC)

La interpretacion de este concepto implica definir cual es la maxima concentracion del
extracto vegetal posible de utilizar sin que ocasione alteraciones visibles al microscopio
sobre los cultivos celulares pudiendo, en consecuencia, ser empleada en los ensayos de
actividad antiviral. Los cultivos celulares expuestos a las diferentes concentraciones de
los extractos fueron observados diariamente hasta las 72 h por ser éste el periodo de
tiempo limite para la cuantificacion de la infectividad del virus Herpes suis utilizado en
este trabajo.

La determinacién de la MCNC garantiza que la inhibicion de la multiplicaciéon del virus
problema sea debida exclusivamente a la accién del extracto y no a un efecto téxico
ejercido por el mismo sobre las células tratadas e infectadas, [Andrei y col., 1985;
Hudson, 1990; Garcia, 1999].

Para cumplir este objetivo, monocapas celulares se incubaron con diferentes
concentraciones de extractos siguiendo la metodologia detallada en el apartado 4.3.1.

La visualizacion diaria de las monocapas hasta las 72 h de tratamiento permitié
caracterizar el dafio celular ejercido por todos los extractos. La Figura 5 muestra que a
concentraciones téxicas el EC alteré la morfologia de las células induciendo retraccién del
cultivo celular. Respecto del EH, esta fraccion vegetal indujo agrandamiento celular y fuerte
refringencia; mientras que el EM produjo una marcada ruptura celular, con pérdida de la
confluencia del tejido.

Estos 3 extractos fueron altamente téxicos a partir de concentraciones superiores a
100 pg/ml. Este resultado condicion6é seriamente la evaluaciébn de sus capacidades

antivirales.
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Figura 5: Aspecto morfolégico de células Vero tratadas con extractos de B. articulata. CC control
celular; Extracto cloroférmico (EC) a 500 pg/ml; extracto n-hexanico (EH) a 500 ug/mi; extracto
metandlico (EM) a 500 pg/ml, (12X).

En relacién al dafio ejercido por concentraciones téxicas de los extractos acuosos
obtenidos en frio y en caliente las modificaciones encontradas fueron muy similares a las
registradas para el EM, (Figura 6).
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Figura 6: Aspecto morfolégico de células Vero tratadas con extractos acuosos de B. articulata:
Extracto acuoso frio (EAF) a 2.000 pg/mi; extracto acuoso caliente (EAC) a 700 ug/ml. (12X).

A las concentraciones no téxicas de cada extracto ensayado, las células de las
monocapas exhibieron una morfologia similar a las células del sistema control.

Luego de la lectura al microscopio 6ptico se pudieron determinar los valores de
MCNC para cada muestra vegetal ensayada, los que se resumen en la tabla siguiente.

Tabla 9: Valores de Maxima Concentracion No Citotoxica determinados en células Vero
para los extractos acuosos y los obtenidos con solventes organicos a partir de Baccharis
articulata.

Patlinetre de Extractos de B. articulata
SOXpiad EAF EAC EH EC EM
MCNC (ug/ml) 1000 600 100 100 100

Las concentraciones ensayadas para los extractos obtenidos con los soiventes
organicos no pudieron ser evaluadas a valores superiores a 2500 ug/mi debido a la escasa
solubilidad del residuo vegetal en el medio de mantenimiento celular. A muy bajas
concentraciones empleadas de dichos extractos la toxicidad ejercida por ellos sobre las
células fue muy marcada de alli que los valores de MCNC fueron los mas bajos registrados
en estos ensayos.

Estudios realizados por Abad y colaboradores (7999) con el empleo de especies del
mismo género Baccharis (B. genistelloides y B. rubricaulis) para la preparacién de
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extractos acuosos, mostraron que sobre células HelLa los valores de MCNC fueron de 50
pg/ml, indicando ser mas téxicos que la especie aqui estudiada. Este resultado podria
atribuirse a una mayor sensibilidad de las células Hela, y/o a una variacién en la calidad
quimica de estas especies.

Es posible tambien comparar valores de toxicidad para la misma especie
B. articulata de diferente procedencia. Asi, Montanha y col. (2004), informaron para el
extracto acuoso caliente (60°C) para la especie recolectada en Brasil, un valor de MCNC
2,5 mg/mi. Este dato respecto del obtenido en este trabajo (0,6 mg/ml) revela que la
especie recolectada en aquel pais es menos toxica que la de nuestras serranias. A pesar
de esta aseveracion, la importancia de B. articulata en ia medicina folclérica regional, la
actividad antiherpética de su extracto etandlico ya demostrada (Zanon, 2005) y la
abundancia en nuestra zona serrana, justifican el estudio de la actividad antiviral de sus
extractos acuosos.

5.3.2. Determinacién de la concentracion citotoxica 50% (CCs) por captacion
del Rojo Neutro

Aplicando la metodologia descripta en el apartado métodos 4.3.2., se logré calcular
a partir de los valores de densidad 6ptica (D.O.), el porcentaje de viabilidad celular
resultante del tratamiento de los cultivos con cada una de las concentraciones de los
extractos ensayados, (Tablas 10 a 14).
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Tabla 10: Valores porcentuales de viabilidad de células Vero, tratadas con distintas
concentraciones de EC de B. articulata, determinados por captacién de RN.

EC D.O.* (540 nm) Viabilidad celular (%)
(pg/mil) Promedio** (t DS) Promedio (x DS)
Control 0,90 (+ 0,05) 100,07 (£ 6,02)

50 0,16 ( 0,007) 18,1 (£ 0,77)

100 0,10 (£ 0,01) 11,29 (2 1,42)

500 0,16 (£ 0,04) 18,5 (+ 4,54)

1500 0,16 (£ 0,001) 18,54 (£ 0,11)
2000 0,12 (£ 0,01) 14,30 (£ 1,71)

*: Densidad éptica, **n=3.

Tabla 11: Valores porcentuales de viabilidad de células Vero, tratadas con
distintas concentraciones de EH de B. articulata, determinados por captacion de

RN.

EH D.O.* (540 nm) Viabilidad celular (%)
(pg/ml) Promedio*™ (+DS) Promedio ( £ DS)
Control 0,90 (x 0,05) 100,07 (£ 6,02)

50 0,93 (+ 0,01) 103,19 (¢ 1,84)

100 0,67 (£ 0,06) 74,31 (£ 8,10)

500 0,08 (+ 0,01) 9,75 (£ 1,16)

1000 0,07 (£ 0,01) 8,31 (£ 1,44)
1500 0,07 (£ 0,01) 8,09 (+ 1,27)
2000 0,11 (£ 0,06) 8,16 (£ 1,71)

*: Densidad o6ptica, **'n=3.
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Tabla 12: Valores porcentuales de viabilidad de células Vero, tratadas con
distintas concentraciones de EM de B. articulata, determinados por

captacion de RN.
EH D.O.* (540 nm) Viabilidad celular (%)
(Hg/mil) Promedio** (£ DS) Promedio (x DS)
Control 0,90 (+ 0,05) 100,07 (+ 6,02)
50 0,76 (£ 0,05) 84,87 (1 6,50)
100 0,74 (£ 0,06) 81,86 (+ 6,96)
500 0,59 (£ 0,20) 65,93 (+ 22,13)
1000 0,28 (+ 0,05) 31,71 (£ 5,95)
1500 0,19 (£ 0,01) 21,88 (£ 1,46)
2000 0,16 (£ 0,06) 18,06 (£ 6,79)

*: Densidad 6ptica, **n=3.

El analisis de los datos presentados en las tablas precedentes referidos a los
extractos obtenidos con solventes organicos muestra claramente que el EC fue el mas
toxico de los tres. Para este extracto y a la menor concentracién ensayada (50 ug/mi) se
revel6 una tasa de mortalidad celular del 82%, lo cual lo excluye para estudios
antimicrobianos posteriores que impliquen la participacion de células eucariota. La
literatura indica que cuando se evalla la accién antiviral de extractos crudos los rangos de
concentraciones ensayadas suelen ser de tres o mas digitos (500 a 3000 ug/mi),
[Montanha y col., 2004; Taborda y col., 2007].

Por otra parte pudo observarse que aun aumentando las concentraciones de
prueba no hubo consistencia entre los datos que muestren relacion dosis-respuesta pues
el grado de toxicidad registrado indic6 que la misma fue practicamente constante y muy
alta (70-90%). Se asume que a las mas altas concentraciones hubo también mala
disoluciéon del extracto pues era una masa consistente y viscosa debiendo haberse
empleado DMSO para lograr su homogeneizacion; esta droga no debe superar una
concentracion final del 1% v/v cuando se lo emplea sobre células vivas [Vanden Berghe y
Viietinck, 1991].

El mismo analisis se aplica a los datos referidos a toxicidad ejercida por el EH, sélo
que resuité ser fuertemente téxico a partir de 500 ug/ml. Este extracto también ofreci6 las

mismas dificultades de disolucion que el EC.
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Finalmente para el EM pudo demostrarse una relacion dosis-respuesta respecto de

la toxicidad que indujo sobre las células Vero. Fue de los tres extractos considerados el

menos téxico, a 500 pg/ml las células estuvieron viables por arriba del 50%.

Tabla 13: Valores porcentuales de viabilidad de células Vero, tratadas con
distintas concentraciones de EAF de B. articulata, determinados por captacién

de RN.

EAF D.O.* (540 nm) Viabilidad celular (%)
(ug/mi) Promedio** (x DS) Promedio (£ DS)
Control 1,09 (£ 0,16) 100,01 (+ 15,06)

1000 0,94 (+ 0,11) 94,53 (£ 8,35)

1500 0,66 (+ 0,07) 72,10 (£ 20,38)

2000 0,65 (+ 0,04) 64,31 (£ 3,55)

2250 0,63 (£ 0,02) 58,02 (£ 2,17)

2500 0,58 (+ 0,08) 53,80 (£6,11)

2750 0,54 (£ 0,07) 50,35 (£ 5,78)

3000 0,49 (+ 0,06) 45,74 (£ 5,13)

35600 0,26 (£ 0,02) 24,50 (1 1,86)

*: Densidad 6ptica, **n=3.
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Tabla 14: Valores porcentuales de viabilidad de células Vero, tratadas con
distintas concentraciones de EAC de B. articulata, determinados por captacion de

RN.

EAC D.O.* (540 nm) Viabilidad celular (%)
(Hg/mi) Promedio™ (t DS) Promedio (£ DS)
Control 1,12 (¢ 0,007) 100,02 (£ 0,69)

300 1,03 (£ 0,02) 91,79 (£ 2,19)

400 1,06 (£ 0,14) 93,88 (£ 13,22)

500 0,79 (+ 0,06) 70,03 (£ 5,89)

600 0,68 (£ 0,03) 60,55 (£ 3,19)

700 0,65 (£ 0,03) 57,69 (£ 3,18)

800 0,37 (£ 0,12) 32,85 (+ 10,84)

900 0,31 (£ 0,01) 27,72 (£ 1,30)

1000 0,14 (£ 0,008) 13,25 (£ 0,73)

1100 0,08 (+ 0,008) 7,73 (£ 0,75)

1200 0,05 (+ 0,003) 4,89 (£ 0,31)

1300 0,05 (+ 0,002) 4,95 (£ 0,23)

*: Densidad 6ptica, **n=3.

El comportamiento de los extractos acuosos obtenidos de B. articulata sobre la
viabilidad de las células Vero fue diferente al encontrado para los extractos organicos EC y
EH. Tanto para el EAF como para el obtenido en caliente se pudo demostrar una relaciéon
dosis-repuesta, similar al ejercido por el EM.

La comparacién entre los valores de toxicidad alcanzados con el EAF vs. el EAC
muestra claramente que este Gltimo fue el mas téxico de ambos. Se observa que el rango
de concentraciones ensayadas para el EAC fue mas estrecho pues su poder toxico se
revel6 en los ensayos de screening previos indicando ausencia de viabilidad ya con 2000
pg/ml de muestra vegetal utilizada. Puede notarse que a 1000 pg/ml del EAF todas las
células del sistema permanecieron viables; a esa misma concentraciéon el EAC indujo una
mortalidad celular del 87 %.
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Todos los datos vertidos en las 5 tablas precedentes se utilizaron para la
construccién, en forma independiente, de las graficas de viabilidad celular que permitieron,
por intrapolacion, calcular el valor de CCs, de cada muestra vegetal ensayada, (Figura 7 y
8). Se define a la Concentracion Citotoxica 50 % (CCsy) como aquella concentraciéon de
extracto que ejerce dafio en un 50 % de las células tratadas.

Los valores analizados estadisticamente permitieron determinar R? de cada ensayo.
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Figura 7: Viabilidad porcentual de Células Vero tratadas con extractos de
B. articulata por método de RN. A) Extracto cloroféormico (EC); B) Extracto
hexanico (EH) y C) Extracto metanolico (EM).

82

T esis Doctoral (nstina Vanesa TORKE5




Propiedades citogenotoxicas y antivirales de extractos de especies del género Baccharis

1K

Resultados y Discusién

CCyo= 2730 pg/mi

- -
=] N
o o

b1 1

75+

50+

Viabilidad Celular (%)

25+

L] L] L) L L L L] | |
00 05 10 15 2.0 25 30 35 40
EAF (mg/mi)

B

CCyy= 718 pg/mi

8

Viabilidad Celular (%)
g 3

N
o
1

o L L) L) L L .
000 025 050 075 100 125 150

EAC (mg/mi)

Figura 8: Viabilidad porcentual de Células Vero tratadas con extractos acuosos de
B. articulata, por método de RN. A) Extracto acuoso frio (EAF), B) Extracto acuoso
caliente (EAC).

El analisis estadistico de las curvas precedentes revelaron valores de R? superiores
a 0,90 en todos los casos. Estos datos estadisticos por estar proximo a 1 validaron el
método desarrollado para el estudio de citotoxicidad por captacion de rojo neutro.
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5.3.3. Determinacion de la concentracion citotéxica 50% (CCg) por reduccion
del MTT

En virtud de los datos precedentes y aplicando la metodologia descripta en el
apartado métodos 4.3.3. se logrd calcular, a partir de los valores de D.O., el porcentaje de
viabilidad celular resultante sélo del tratamiento de los cultivos con cada una de las
concentraciones de los extractos acuosos ensayados, (Tablas 15y 16).

Tabla 15: Valores porcentuales de viabilidad de células Vero tratadas con
concentraciones de EAF de B. articulata, determinados por reduccién de MTT.

EAF D.O.* (540 nm) Viabilidad celular (%)
(ng/mi) Promedio** (£ DS) Promedio (& DS)
Control 0,26 (£ 0,02) 100 (x 7,65)

1000 0,26 (£ 0,01) 99,6 (£ 7,27)

1500 0,22 (+ 0,007) 86,74 (£ 2,73)

2000 0,15 (£ 0,02) 58,33 (£ 8,57)

2250 0,10 (+ 0,009) 39,64 (£ 3,58)

2500 0,09 (+ 0,008) 35,73 (£ 3,17)

2750 0,08 (£ 0,02) 31,56 (+ 8,39)

3000 0,07 (£ 0,02) 29,41 (£ 7,98)

3500 0,07 (+ 0,005) 28,53 (£ 1,90)

*: Densidad 6ptica, **n=3.
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Tabla 16: Valores porcentuales de viabilidad de células Vero tratadas con
concentraciones de EAC de B. articulata, por reduccion de MTT.

EAC D.O.* (540 nm) Viabilidad celular (%)
(pg/mi) Promedio** (x DS) Promedio (* DS)
Control 0,23 (£ 0,01) 99,99 (t 8,31)

300 0,20 (+ 0,01) 89,07 (£ 5,73)

400 0,19 (£ 0,01) 83,61 (£ 6,50)

500 0,13 (£ 0,04) 55,17 (£ 9,38)

600 0,079 (* 0,006) 33,90 (£ 3,29)

700 0,077 (£ 0,01) 33,18 (£ 5,70)

800 0,064 (£ 0,007) 27,72 (t 3,23)

900 0,068 (£ 0,009) 29,59 (£ 4,00)

1000 0,064 (x 0,009) 27,86 ( 4,00)

1100 0,062 (+ 0,005) 26,86 (£ 2,21)

1200 0,062 (+ 0,007) 27,01 (£ 3,11)

1300 0,065 (+ 0,004) 28,01 (+ 1,88)

*: Densidad éptica, **n=3.

El analisis de los datos vertidos en las tablas precedentes revela que fue posible
demostrar nuevamente para ambos extractos acuosos una relaciéon dosis-respuesta, por
este método. Esta aseveracion es valida para el EAF en todas las concentraciones
evaluadas, mientras que para el EAC no hubo consistencia entre los datos a partir de la
concentracion 700 pg/ml en donde la viabilidad celular se conservé constante y del orden
del 26-33 %. Para una concentracion de 1000 pyg/ml de EAF se alcanzé un 100 % de
viabilidad celular mientras que para esa misma concentracién de EAC la viabilidad celular
se redujo al 27 %. Estos ensayos han confirmando entonces que el EAC de B. articulata
resulta ser mas toxico sobre células Vero, que el EAF de esta especie vegetal en estudio.

A partir de los resultados vertidos en las 2 tablas precedentes se construyeron las
graficas de viabilidad celular que, por intrapolacion, permitieron definir el valor de CCs, de
cada muestra vegetal ensayada, (Figura 9).
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Los datos fueron analizados estadisticamente para validar los ensayos mediante la
determinacién de! R? cuyo valor en ambos casos, fue superior a 0,95 indicando
confiabilidad de los resultados.
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Figura 9: Viabilidad porcentual de Células Vero tratadas con extractos acuosos de B.
articulata, por método de MTT. A) Extracto acuoso frio (EAF), B) Extracto acuoso
caliente (EAC).

Los valores de CCs, nuevamente confirmaron que el EAC de B. articulata resulta
mas téxico (5640 vs 2110 pyg/ml) indicando que se requiere de él cuatro veces menor
cantidad para ejercer la misma tasa de mortalidad celular que del EAF.

Teniendo en cuenta que las técnicas desarrolladas para la evaluacién de toxicidad
son catalogadas como ensayos in vitro, y que para todas se emplearon las células Vero
como soporte celular, parece apropiado realizar un analisis comparativo entre los datos

logrados con ellas. Sin embargo, también debe decirse que por un método se revelan
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valores extremos de toxicidad (MCNC) mientras que por los otros se expresan valores
toxicos medios, lo que haria dificil su comparacién.

Se asume que la CCs, valorada por cualquier de los dos métodos colorimétricos
seleccionados, representa un valor de toxicidad donde el 50% de las células estan vivas,
mientras que la MCNC indicaria un valor de concentraciéon de cada fracciéon vegetal en la
que el 100% de las células permanecen viables y tendrian un comportamiento similar al
sistema control. Para verificar si esto fue real, se extrapolé en cada curva de viabilidad
celular post tratamiento con las distintas fracciones vegetales, el valor de cada MCNC,
(Tabla 17). Pudo notarse que sélo hubo buena correlacion para el EAF ya que la viabilidad
de las células tratadas a la MCNC alcanzé valores cercanos al 100%, por ambos métodos
colorimétricos.

Tabla 17: Correlacion entre valores de viabilidad celular porcentual obtenidos por tres
métodos diferentes empleando células Vero en monocapas.

Viabilidad celular porcentual alcanzada
Extractos de MCNC al valor de MCNC por
Baccharis articulata (ug/ml)

RN MTT

Metandlico 100 52,18 ND

N-Hexanico 100 74,31 ND

Cloroférmico 100 11,29 ND
Acuoso Frio 1.000 94,50 99,60
Acuoso Caliente 600 60,50 33,90

ND*: No Determinado.

Por el contrario, el valor de MCNC del EAC indicé que a pesar que las células
exhibieron morfologia aparentemente normal con 600 pg/ml, las mismas sufrieron algun
tipo de dafio que disminuy6 la viabilidad al 60,5 y 33,9%, segun lo definido por RN y MTT,
respectivamente. Esta diferencia de viabilidad detectada por los diferentes ensayos de
citotoxicidad, indicarian efectos intracelulares debido a la exposicién al extracto antes de
que ocurra cualquier dafo permanente en la membrana citoplasmatica. Comparando
ademas los valores de viabilidad celular alcanzados por RN y MTT para este extracto se
puede aseverar que las sustancias quimicas presentes en el mismo estarian entonces
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ejerciendo un dafio que comprometeria mas la capacidad respiratoria mitocondrial que la
funcion lisosomal de las células tratadas.

La diferencia en sensibilidad entre la determinacion de la MCNC respecto de los
valores de CCs, puede ser debida a que MCNC solo refiere a modificaciones morfolégicas
y su cuantificacion se hace por métodos menos precisos ya que estan acotados a la
visualizacién, con la limitante de la interpretacion de quien Ia evalGa, mientras que la CCsg
indica citotoxicidad por alteraciones fisiologicas y al evaluarse por métodos colorimétricos,
su lectura depende de aparatos mas sensibles que la simple visualizacion por un operador.

Tal como lo expresan Fotakis y Timbrell (2006) los ensayos de citotoxicidad
mediante la captacion del RN y la reduccion del MTT tienen una aita sensibilidad para
detectar rapidamente la toxicidad de un producto. En los ensayos aqui realizados esta
aseveracion ha sido verificada y puede notarse claramente en funcién de las diferencias
marcadas encontradas con el EAC.

Existen numerosos estudios de citotoxicidad de extractos acuosos provenientes de
partes aéreas de plantas medicinales determinados también por RN en cultivos de células
Vero. Tal es el caso del trabajo realizado por Schnitzler y col. (2008), quienes informaron
valores de CCs de 499 pg/mli y 630,5 pg/ml para extractos de Salvia officinalis
(Lamiaceae) procedentes de las localizaciones “Garden” y “Swabian Mountains”,
respectivamente.

Por otra parte, Betancur Galvis y col., (1999), a partir de Chenopodium ambrosioides
(Chenopodiaceae) reportaron una CCssde 7,1 ug/ml, a las 24 h.

Los resultados de este trabajo de Tesis demuestran que ambos extractos acuosos de
B. articulata fueron sustancialmente menos téxicos y mas aun si se considera el tiempo de
tratamiento celular empleado en los estudios de citotoxicidad con el extracto de
Chenopodium ambrosioides.

Montanha y colaboradores (2004), en sus estudios de citotoxicidad con el extracto
acuoso de Baccharis articulata procedente de Brasil, ademas de hallar una MCNC 2500
pg/mi, mayor que la aqui obtenida informaron un valor de CCs, de 7500 pg/mi. Este valor
es nuevamente superior a los aqui obtenidos para ambos extractos acuosos, revelando
que la especie de Brasil es menos téxica que la que crece en la Argentina. Estas
diferencias pueden atribuirse indudabiemente, como se expresé, al tipo de molécuias
quimicas que ofrece la planta condicionada, entre otras variables, a la procedencia u

origen del vegetal estudiado. Haciendo necesario que si hay un interés cientifico por una
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especie determinada, la misma deba ser sometida a todos los ensayos bioldgicos que
ameriten.

Segun los datos vertidos por Montanha, (2004) al establecer la relaciéon entre la
MCNC (2500 pg/ml) y la CCso (7500 pg/ml) resulta un valor de 0,33. El mismo analisis
efectuado con los resultados obtenidos con el EAF en esta tesis también se define una
proporcion similar (1000 pg/ml y 2480 ug/ml) de 0,40. Esto revela que los métodos han
sido desarrollados adecuadamente por ambos grupos de trabajo validando los resultados
de toxicidad y reafirmando que la especie de B. articulata colectada en Brasil es menos
téxica que la colectada en las serranias cordobesas.

5.4. Produccién de stock del virus Herpes suis tipo 1

Se realiz6 mensualmente la amplificacion y la titulacion de la suspension viral con el
fin de mantener el stock de la cepa seleccionada, con un volumen y titulo importantes, que
permitiera realizar los estudios antivirales y virucidales posteriores.

El virus de la enfermedad de Aujeszky tiene la particularidad de perder su titulo viral
cuando se lo conserva a 4°C; razén por la cual la semilla original se debe conservar a -
180°C y para mantener el titulo viral durante el desarrollo de todas las experiencias
obligatoriamente se debe ampilificar y titular regularmente.

Para la amplificacion y cuantificacion de la cepa fue necesario desarrollar
monocapas celulares en botellas de pequefio tamafio que fueron infectadas con la semilla
viral, siguiendo la metodologia descripta en el apartado 4.4. La observaciéon diaria al
microscopio optico de los cultivos infectados con el virus Herpes suis, permiti¢ identificar el
ECP tipico que caracteriza esta cepa viral, [Sabini, 1996].

Al comienzo fue posible distinguir la formacién de grupos de células redondeadas,
agrandadas y refringentes que originaron los tipicos sincitios o células gigantes
multinucleadas, (Figura 10). Posteriormente, a las 48-72 h post-infeccion, se constituyeron
en focos de lisis con desprendimiento de las células de la superficie del recipiente,
permitiendo observar verdaderos huecos en ia monocapa. Un cierto nimero de células que
no sufrieron lisis quedaron unidas a otras por conexiones citoplasmaticas, dando el
aspecto de formaciones asteroides.
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Figura 10: Ceélulas Vero infectadas con virus Herpes suis tipo 1, cepa
RC/79, (12X).

Un 80-90 % de la monocapa celular presentd estas alteraciones a las 72 h post-
infeccibn momento en que se realizé la cosecha viral. Por el contario, los cultivos no
infectados, que constituyeron los controles celulares, mantuvieron la morfologia y

confluencia durante todo el tiempo que duré la experiencia.

5.4.1. Titulacion de la infectividad viral

Una vez ampilificada la semilla viral se procedié a cuantificar su infectividad a través
del recuento de placas de lisis debido a que este método presenta simplicidad, exactitud y
alta reproducibilidad, [Dulbecco, 1962]. Los titulos virales obtenidos en estas experiencias
fueron del orden de 10°-10” UFP/ml, valores semejantes a los obtenidos y utilizados en
ensayos de actividad antiviral por Sabini, (1996) y por Zanon (2005) cuando trabajando con
la misma cepa viral, realizaron estudios de caracterizacion de este agente.

En ila Figura 11 se muestran las placas de lisis producidas por la multiplicacién del
virus en los cultivos celulares a las 72 h post infeccion, momento en el que fueron fijados y
tefidos, tal como se detalla en la metodologia. Estas placas presentaron bordes regulares

y nitidos y fueron menos numerosas conforme el stock viral se diluyé.
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Figura 11: Placas de lisis producidas por el Herpes suis tipo 1 en células Vero, a las
72 h post infeccion.

5.5. Ensayos antivirales

El estudio de la actividad antiviral fue realizada solo con los extractos acuosos
obtenidos en frio y en caliente de B. articulata en funcion de los resultados obtenidos en las
determinaciones de citotoxicidad efectuadas.

5.5.1. Estudios de actividad antiviral de los extractos acuosos en distintas etapas

del ciclo de replicacion viral

La determinacién de la actividad antiviral se logra evaluando la capacidad de un
compuesto de reducir o anular la multiplicacion viral en un sistema celular. Es decir, se
mide la replicacion viral en presencia y ausencia del producto vegetal y se las compara
entre si, [De Clercq, 1993].

Para analizar todos los ensayos de actividad antiviral se emplearon los extractos
acuosos obtenidos en frio y en caliente de B. articulata a los valores de sus MCNCs, 1.000
pg/ml y 600 pg/ml, respectivamente o con otras concentraciones, dependiendo del

ensayo.
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5.5.1.a. Posterior a la adsorcién y penetracion viral

Siguiendo la metodologia detallada en el apartado 4.5.1.a, que indica que el
extracto fue incorporado a los cultivos celulares luego de la infeccién viral pudieron
obtenerse los resultados que se indican en la Tabla 18.

Tabla 18: Inhibicion de la multiplicacién del virus Herpes suis tipo 1 por EAF y EAC de
B. articulata incorporado a las células luego de la adsorcién y penetracién viral.

Titulo de virus (UFP/mI)

E"(‘"":.cnt‘;s Inhibicién Viral (%)
Hg Control Tratado
EAC 600 3,3x10° 3,07x10° 6,8
1.000 1,3x10° 8,71x10° 33
800 1,3x10° 1x10° 23.07
EAF
600 1,3x10° 1,12x10° 13,85
400 1,3x10° 1,15x10° 11.53

Basado en el conocimiento que el extracto hidroalcohdlico de la especie
B. articulata ejerce una buena accién antiviral in vitro frente a Herpes suis tipo 1 (Zanon y
col., 1999), se justificoé el estudio de accion antiviral de extractos acuosos de esta especie.
Los estudios efectuados por aquellos investigadores incluyeron extractos obtenidos con
mezcla de agua y alcohol pero sin el empleo de calor por tal motivo, se asumié que el EAF
de B. articulata tendria un grado de accion antiviral similar empleado a su MCNC, y bajo
esta suposicion se seleccionaron ademas 3 concentraciones menores de dicho extracto.
Sorpresivamente y conforme expresan los valores de la tabla precedente, el EAF solo
ejercié un 33 % de inhibicion viral a su MCNC. Si bien hubo una relacion dosis-respuesta
en la capacidad antiherpética de este extracto, a ninguna de sus concentraciones
ensayadas se estim6 una inhibicién de la muitiplicacion del virus que alcanzara al menos
un 50 %.

En relacion al EAC de carqueja se evalué el mismo a su MCNC por no tener
registros previos que fracciones preparadas con calor para esta especie hayan inhibido al
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virus problema. El resultado muestra también que la accién antiviral ejercida por este
extracto no es importante.

Retornando al analisis de la accion antiviral evidenciada para el EAF deberia
decirse de el que tampoco seria un buen agente antiviral. Segun Vanden Berghe (1991),
se define como agente antiviral a aquel compuesto capaz de de disminuir el titulo del virus
en al menos 2 unidades logaritmicas (99 %) con respecto al control. Esta definicidén es muy
estricta porque exige de la droga que sea muy potente de forma que una sola dosis
elimine el 100 % de la carga viral. No obstante, es conocido que las terapias
antimicrobianas no son absolutas, todo lo contrario, la mayoria de las terapias
antimicrobianas implican el uso de dosis repetidas y sostenidas en el tiempo para controlar
una enfermedad de etiologia infecciosa.

No se han efectuado estudios de Farmacolocinetica y Farmacodinamia del EAF de
B. articulata, pero se asume que cualquier dorga administrada in vivo, conforme ataque al
agente patégeno también puede ir sufriendo modificacion, degradaciones,
metabolizaciones que harian que no haya un cantidad real en el organismo que termine
siendo toxica para el huésped. Analizando el dato en este contexto general, un 33 % de
inhibicion no deberia ser despreciado.

Dado la escasa inhibicién ejercida por los extractos acuosos sobre la replicacion del
virus Herpes suis tipo 1, fue necesario profundizar los estudios mediante el disefio de otras
experiencias que permitiern determinar si otro(s) paso(s) de la replicacion viral pudiera(n)
verse afectado(s). Esto en virtud de que los medicamentos pueden ser clasificados de
acuerdo al mecanismo de accidn considerando la etapa de fa replicacién viral que es
inhibida por el farmaco.

5.5.1.b. Sobre la adsorcién y penetracion viral

En esta experiencia se evalué la capacidad del extracto de interferir en el proceso
de reconocimiento del virus al receptor celular y/o penetracién en la célula huésped, tal
como se describe en el apartado 4.5.1.b. Los resultados alcanzados se muestran en la
Tabla 19.
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Tabla 19: Inhibicién de fa multiplicacion del virus Herpes suis tipo 1 por el EAF y EAC de
B. articulata incorporados a las células durante la adsorcion y penetracion viral.

Titulo de virus (UFP/ml)

ﬁ:’gﬁg’ Inhibicién viral (%)
Control Tratado
(sof:;m“ 2,65 x10° 1,22x10° 53,96
EAF 3,32x10° 2,47x10° 25,60

(1.000 pg/ml)

Tal como puede observarse, el porcentaje de inhibicion logrado por el EAF fue de
25,60 % cuando el extracto fue incorporado al momento de la adsorcion y penetracion del
virus a la célula. El valor representa nuevamente un grado de actividad bajo, tal como
aquellos alcanzados durante los ensayos de post-adsorcion y penetracion viral.

Con respecto al EAC no ocurri6é lo mismo, el porcentaje de inhibicion viral resultd
ser mayor en esta etapa, superando mas del 50 % de esta accién. En funcién de este
resultado fue necesario disefiar una experiencia para evaluar acciéon antiviral empleando
concentraciones decrecientes del EAC y partiendo desde su MCNC para determinar el
valor de Concentracion Efectiva 50% (CEs,). Este guarismo es ampliamente utilizado para
definir la selectividad de accion de una droga antiviral pues es empleado para
correlacionarlo a la concentracion téxica de la misma droga y permitir que se calcule el
indice de selectividad (IS = CCso/CEs), [del Bamio, 2000; Valdés Garcia, 2003; Zandi,
2007; Schnitzler, 2008].

Numerosos investigadores han realizado estudios a partir de extractos acuosos de
la familia Asteraceae demostrando capacidad antiviral frente a VHS-1, tal es el caso de
Abad y col. (1999), quienes trabajaron con Baccharis genistelloides y alcanzaron una
inhibicion viral de 50 % con una concentracion de 50 ug/ml. Otros miembros de la familia
Asteraceae, como por ejemplo la especie Helichrysum aureonitens también presentd
actividad antiherpética a una concentracion de 1350 pg/ml (Meyer y col., 1996), valor
similar a la concentracion activa de B. articulata empleada en este trabajo.

Es importante destacar que en America del Sur son también numerosos los
estudios abordados con plantas medicinales en la basqueda de drogas vegetales con
actividad antiherpetica. Los estudios efectuados por (Montanha y col. 2004) registran que
de 51 especies de plantas medicinales del sur de Brasil sdlo 9 presentaron actividad frente

a VHS-1 y de ellas algunas especies del género Baccharis inhibieron este virus pero no
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B. articulata. En sus estudios el extracto acuoso de esta especie solo se le demostré el
potencial citotoxico sobre células Vero y, como se indico, resulté escasamente toxico. El
analisis comparativo entre el potencial citotoxico mostro que los extractos incluidos en este
trabajo resultaron mas téxicos, sin embargo pudo demostrarse una capacidad de inhibicién
antiviral del orden del un 33 % a 1000 pg/ml y de 53,96 % a 600 pg/mi para el EAF y el
EAC respectivamente. Todo esto demuestra que el valor de toxicidad que arroja una
sustancia no debe ser considerado un parametro Unico y valido para hablar del futuro de
esa droga, debe siempre considerarse la selectividad. Entre los dos extractos acuosos de
B. articulata aqui estudiados pareciera entonces mas promisorio el EAC, a pesar de su
potencial téxico.

5.5.2. Pre-tratamiento de los cultivos celulares con extractos acuosos

A fin de establecer si la incubacién previa de las células con los extractos vegetales
podria llegar a generar en ellas un estado antiviral o refractario a la infeccion viral, las
monocapas celulares se incubaron a 37°C durante 2 h con cada extracto a su MCNC como
se describié en el apartado 4.5.2. Los resultados de esta experiencia se muestran en la
Tabla 20.

Tabla 20: Inhibicién de la multiplicacion del virus Herpes suis tipo 1 en células Vero pre-
tratadas, en ensayos independiente, con EAF o EAC de B. articulata.

Titulo de virus (UFP/mI)

I(E;t;‘cét; Inhibicioén viral (%)
Control Tratado
usoc'vE :;ml) 2,65 x10° 2,37x10° 10,56
(1005?1;%0 1.87x10° 187x10" —

De los resultados aqui presentados pudo establecerse que el EAF de
B. articulata no interfiri6 en la adsorcién del virus al receptor celular. Como los ensayos
fueron realizados a 37°C, el extracto vegetal tampoco estaria modificando el mecanismo

de endocitosis que permite la entrada del virus a la célula.
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5.5.3. Actividad virucida con extractos acuosos

Con el proposito de determinar si los extractos acuosos ejercen actividad virucida
sobre el virus Herpes suis, se efectuaron ensayos en los que se midi6 la inactivacion del
virus por contacto directo con cada extracto vegetal en estudio, variando las
concentraciones de los mismos; para este objetivo se desarrollo la metodologia detallada
en el apartado 4.5.3.

En consideracién a que la accién virucida de un extracto ejercida sobre un virus
depende de la cantidad de particulas virales presentes en la suspension (Zanon y col.,
2005) resultd necesario evaluar frente a un mismo y alto titulo viral, concentraciones
elevadas de las muestras vegetales. Los resultados de estas experiencias se exhiben en
la Tabla 21.

Tabla 21: Accién virucida del EAF y EAC de B. articulata frente al virus Herpes suis tipo 1.

Titulo de virus (UFP/ml)

Extracto (MCNC) Inactivacioén viral (%)
Control Tratado
EAF  1X(1000 pg/mi) 2,32x10° 1,59x10° 31,46
2X (2000 pg/ml) 2,32x10° 5x10* 97,84
EAC 1X (600 pg/mi) 5,2x10° 1,125x10° 78,37
2X (1200 pg/ml) 2,87x10° 1,15x10° 95,99

Como puede observarse, el tratamiento del virus en presencia del EAF a una
MCNC (1000 pg/ml) ejercié una inactivacién viral que no super6 el 32 %. Puede notarse
que cuando la concentracién se duplico6 (MCNC 2X) la accién virucida se incremento
notoriamente. En relacion al EAC el mismo ejerci6 con una MCNC (600 ug/ml) una
importante capacidad de inactivar el virus fuera de la célula registrandose ademas que este
valor (78,37 %) sufrio un incremento una concentracion doble de este extracto.

En este disefio experimental el virus no estd aun en contacto con las células, se
encuentra en un medio extracelular como estaria en el ambiente. La carga viral incluida en
estas experiencias es importante y superior a la que podria encontrarse contaminando los

espacios donde se crian los cerdos. En Argentina, las tres principales cuencas de
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produccién porcina nacional, incluyen el sistema de crianza intensiva o feedlot donde
muchos animales estan ubicados en un espacio reducido. Los resultados de accién
virucida obtenidos en este trabajo revelarian un potencial empleo de los extractos acuosos
de B. articulata como desinfectantes ambientales de baja capacidad téxica, en particular si
se considera el rendimiento de peso seco alcanzado con el EAF.

En virtud de los numerosos pubicaciones en base de datos referidad a la evaluacion
de accién virucida, resulta apropiado comparar los resultados aqui obtenidos con los
alcanzados por otros investigadores. Se ha reportado que extractos acuosos obtenidos a
partir de Phyllanthus orbicularis (Euphobiaceae) han mostrado ejercer capacidad para
inactivar al virus a VHS-1 fuera de la célula, [Garcia, 2003] y Herpes Bovino tipo 1, [del
Barrio, 2000]. Por otra parte, y tal lo informado por Cdrdoba y col., (1991), y Chang Qing y
col. (2007) trabajando con extractos acuosos de Cedrefa tubiflora y de Grifola frondosa
respectivamente, demostraron coincidentemente con nuestros resultados una relacion
dosis respuesta.

Se vuelve a remarcar que estudios fitoquimicos de los extractos acuosos de
B. articulata aqui evaluados no se han llevado a cabo. No obstante, de acuerdo a lo
informado por Cowan, (1999), se ha demostrado que es posible encontrar en extracciones
acuosas de vegetales una mezcla de sustancias que incluyen entre otras, antocianinas,
almidén, saponinas, terpenoides, polipéptidos y lectinas. Muchas de estas sustancias
ejercen comprobada e importante actividad virucida frente a miembros de la familia
Herpesviridae. Chang Qing y col. (2007), reportaron que la proteina GFAHP purificada a
partir de extracto acuoso de Grifola frondosa (Polyporaceae) fue activa frente a VHS-1. Por
otra parte, Hayashi, y col. (1995), publicaron la misma actividad sobre HSV-1y CMV para
un sesquiterpeno proveniente de Tripterygium wilfordii (Celastraceae).

5.5.4. Determinacion de la Concentracion Efectiva 50% (CEsy)

Considerando que en los ensayos previos realizados de determinaciéon de la
actividad citotoxica de los extractos metandlico, hexanico, cloroférmico, acuoso frio y
acuoso caliente de Baccharis articulata se demostré que soélo los extractos acuosos
resultaron ser los menos téxicos para los cultivos de células Vero. Teniendo en cuenta
ademas que el estudio de la actividad antiviral se realizd sélo con estos extractos
demostrandose que el EAC fue el que ejerci6 mayor actividad antiviral frente al virus
Herpes suis tipo 1, en particular durante la etapa de la adsorcion del virus a la célula, es
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que se ajusté el ensayo de determinacién de la concentracion efectiva 50 % de esta
muestra vegetal en esta etapa.

A pesar que en los estudios de citotoxicidad para determinar MCNC del EAC se
estipulé éste valor en 600 ug/mi, se incluyé ademas en este ensayo ia concentracion de
700 pg/mi tal lo indicado en el apartado 4.5.4., porque en estas condiciones de trabajo no
se evidencié6 modificacién celular. El recuento de placas de lisis de las células Vero
infectadas con 60 UFP/pacillo e incubada con EAC durante la adsorcién viral, (Figura 12),
permitié construir la Tabla 22 y graficar la Figura 13 para calcular por intrapolacién la CEsg
% del EAC de B. articulata.

EAC (pg/ml)

cc cv 700 600 500 400

CC: control celular (células sin tratar); CV: control viral (60 UFP/pocillo).

Figura 12: Actividad antiviral de EAC de B. articulata en células Vero y frente a virus
Herpes suis tipo 1.
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Tabla 22: inhibicién de la multiplicaciéon del virus Herpes suis tipo 1 por EAC de
B. articulata, durante la adsorcion, a dosis constante de virus.

Accién Antiviral

EAC
(ug/mi) Porcentual (n=2) Promedio (+ DS)
400 44,19 44,85 44,52 (+ 0,47)
500 51,94 57,14 54,54 (+ 3,68)
600 46,32 57,14 51,73 (¢ 7,65)
700 54,16 52,54 53,57 (£ 1,14)

DS: desviacion estandar.

Inhibicion viral (%)
3

CEgy= 445 pg/ml

m L] L L L] L)
300 400 500 600 700 800

pg/mi EAC

Figura 13: Inhibicion viral porcentual del EAC de B. articulata
frente al virus Herpes suis tipo 1.

Puede observarse que el valor de CEs, resulté en 445 ug/mi de EAC. El analisis
estadistico de los datos utilizados para la construccion de la curva revelé un valor de
R?=0,97 validando el ensayo, indicando correlacién entre valores de abscisas y ordenadas
y certificando el valor de CE;, determinado. Puede notarse también en la curva y de forma
llamativa que después de una determinada concentracion (500 ug/ml) un aumento en la
cantidad de EAC utilizado no modificé la viabilidad viral, revelando que a partir de dicha
concentracion hubo ausencia de reiacion dosis-respuesta. Se desconocen cuales serian la
o las moléculas presentes en el EAC que estarian impidiendo la adsorcion y/o penetracién

del virus a la célula. También se ignora cual podria ser el mecanismo de accién de las
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mismas para impedir la adhesiéon y entrada del patégeno al huésped. No obstante, se
podria inferir 0 especular que tal vez el fenémeno de inhibicién pudiera estar aconteciendo
o por ocupacioén estérica de los receptores celulares para el virus, que a una determinada
concentracion de extracto son totalmente bloqueados ya que un incremento de la cantidad
de la muestra vegetal ya no influye en el proceso de inhibicion viral. O también podria estar
el extracto ejerciendo una accién virucida directa sobre el virus cuando este pretende
entrar a la célula, tal como se demostré en el ensayo para la determinacién del potencial
virucida del EAC.

5.5.5. Calculo del indice de Selectividad

El valor obtenido de citotoxicidad (CCs,) para este extracto mediante la captacion
de rojo neutro (RN) fue de 718 ug/ml; y cuando se establecié por reducciéon de MTT resulté
de 538 pg/mi. En ambos casos dichos valores fueron superiores a la concentracién
efectiva del EAC (445 pg/ml) frente al virus Herpes suis, arrojando los siguientes IS: para
RN = 1,61y para MTT = 1,21. Aunque estos IS son escasamente superiores a 1, son
relevantes ya que indican selectividad de accién antiviral y reafirman el caracter toxico
atribuido a esta especie vegetal.

Los resultados en si mismos son sumamente importantes ya que constituyen los
primeros reportados en estudios antiherpéticos de esta especie, que le atribuyen potencial
antiviral. La base de datos muestra que diferentes especies del género Baccharis (B.
erioclada, B. megapotamica y B. uncinella) inhiben el efecto cipatopatico del virus HSV-1
cepa Kos sin embargo, no demostraron esta capacidad para B. articulata, [Montanha y col.,
2004].

En los Ulitimos afos con la especie estudiada en esta tesis doctoral se ha evaluado
la capacidad antimicrobiana de extractos alcohdlicos y acuosos pero no se incluye, ni se
han efectuado estudios de accién antiviral, [Alcaraz y col., 2012], dando relevancia a los
resultados obtenidos que figuran en la literatura cientifica como los pocos que se pueden
encontrar disponibles en la red, [www.silae.it/docs/Atti_XIX_Full.pdf; Torres y col., 2011;
Cariddi y col., 2012].

Considerando nuevamente el IS puede demostrarse, por los valores alcanzados,

que el EAC de B. articulata ofreceria un marco seguro si se aplicara como fitofarmaco.
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5.5.6. Determinacion de la Inhibiciéon del rendimiento viral:

Se evalud la capacidad antiviral del EAC frente a una multiplicidad de infeccién
(MQOIl) de 0,1 y de 0,01 a fin de conocer la accibn que ejerce este extracto frente a
diferentes dosis virales, empleandose dos concentraciones de la muestra vegetal que no
inducen dafio celular (550 y 700 ug/mi) aplicadas durante la adsorcién-penetracion viral.
Los resultados alcanzados se exhiben Figura 14 (sélo para MOI=0,1). En la Tabla 23
semuestran los porcentajes de inhibicion del rendimiento viral frente al extracto y estos
datos fueron utilizados para la construccién de las Figura 15.

Como puede observarse el porcentaje de inhibicion antiviral para las dos
concentraciones ensayadas superaron el 50% durante el primer paso de infeccion viral,
verificandose nuevamente ausencia de relacién dosis—respuesta.

Figura 14: Inhibicién del rendimiento viral a una multiplicidad de infeccién de
0,1 del virus Herpes suis tipo 1, por el tratamiento con EAC de B. articulata,
durante la adsorcién y penetracion viral. A y B: placas de lisis del control viral
(virus sin tratar); C y D: tratamiento con EAC a 550 pg/ml; E y F: tratamiento
con EAC a 700 ug/mi.
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Tabla 23: Porcentajes de Inhibicién del rendimiento viral por EAC de B. articulata

Dosis viral Inhibicién del Promedio
(MOI) EAC (ng/mi) rendimiento viral (%) (+ DS)
550 84,07 63,06 68,56 (+ 21,92)
Mol 0,1
700 57,52 63,26 60,39 ( 4,05)
550 96,11 97 96,55 (£ 0,62)
MOI 0,01 TR
700 - 99,68 98,38 99,03 (£ 0,91)

MOI: multiplicidad de infeccién, DS: desviacién estandar.
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Figura 15: Inhibicién del rendimiento viral (%), a distintas MOI, con EAC
de B. articulata

El analisis de los datos obtenidos revela que, independiente de la MOI utilizada, la
variable concentracién de extracto no influyé en la produccién viral ya que los titulos virales
remanentes fueron similares, sin diferencias estadisticamente significativas. Por otra parte,
pudo notarse que la inhibicién viral respondié con un modelo dosis-respuesta cuando se
trat6 con una misma concentracibn de extracto, variando la MOI, reforzando
consecuentemente la actividad biolégica de éste que inhibié en todos los casos en mas del
50 % la replicacién viral.
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Estos resultados son importantes por cuanto muestran que el EAC de B. articulata
sigue siendo igual de efectivo ante la posibilidad de enfrentarse a una concentracién
sustancialmente mas alta de virus.

5.5.7. Determinacion de la actividad antiviral de té de B. articulata

La actividad antiviral determinada para la infusion al 1 % de partes aéreas de
B. articulata, como se indicé en el apartado 4.5.1.b en metodologia, se muestra en la Tabla
24,

Tabla 24: Inhibicion de la multiplicacién viral, durante la adsorcion viral, por la
infusion de B. articulata.

Titulo de virus (UFP/ml)

Infusién de Inhibicién
B. articulata Control Tratado viral (%)
1% PIV 2,85 x 10° 2x10° 29,82

La inhibicién de la multiplicacién viral durante la adsorcién viral producida por la
infusién de B. articulata resulté ser menor a la producida por el EAC y esta inhibicién no fue
sustancial porque no superé al 50 %. Es posible que el mayor tiempo de extraccion para la
obtencién del EAC haya logrado extraer mas compuestos quimicos activos frente al virus
Herpes suis tipo 1.
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5.6. Estudio del potencial genotéxico del extracto acuoso caliente de B. articulata

5.6.1. Determinacion de muerte celular por tinciéon y por fragmentaciéon nuclear
en linfocitos humanos

5.6.1.a. Determinacién de la Concentracion Citotéxica 50% (CCso) mediante
tincién por exclusién al azul tripan

Mediante este estudio se evalué el efecto del EAC de B. articulata sobre la viabilidad
de la PBMCs de humanos sanos. Los resultados obtenidos demostraron que el extracto
acuoso caliente ejercié efecto téxico de manera dosis-dependiente, Tabla 25.

Tabla 25: Efectos citotoxicos del extracto acuoso caliente (EAC) de B. articulata
sobre PBMCs de humanos sanos determinado por el método de exclusién al azul

de tripan.

EAC Viabilidad celular (%) Valor de p
(ng/ml) Promedio (£ DS) (segiin t-student)**
Control 96,75 (+ 1,20) -

100 92,16 (+ 4,74) NS

200 87,30 (£10,70) NS

400 84,95 (1+7,28) NS

600 52,00 (+ 7,63) <0,01

800 7,87 (10,60) <0,0001

1000 5,67 (£0,76) <0,0001

1500 6,40 (+0,79 <0,0001

** Diferencias estadisticas significativas con respecto al control.

De acuerdo al fundamento de esta técnica utilizada para evaluar viabilidad celular,
pudo observarse a las células vivas refringentes, con sus membranas plasmaticas intactas,
mientras que el colorante penetré en el citoplasma de aquellas células con la membrana
plasmatica alterada. Estas Gltimas, se observaron tefiidas de azul y fueron consideradas no
viables (Figura 16).
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Figura 16: Microfotografias de PBMCs de humanos sanos tefiidas con azul de tripan, post-
incubacion durante 18-24 h. A) células normales sin tratamiento (control); B) PBMCs expuestas a
1000 pg/ml de EAC de B. articulata. (40X).

Los resultados obtenidos en este ensayo permitieron construir la curva de
citotoxicidad a partir de la cual se establecié la concentracione citotéxica 50% (CCsp) del
extracto ensayado que resulté en una CCs, = 615 ug/ml (Figura 17). Este resultado no
difiri6 de aquellos encontrados para el mismo extracto cuando se evalué su citotoxicidad
empleando cultivos de células Vero en monocapas.
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'l ']

CCyg, = 615 pg/ml
1001 50

Viabilidad Celular (%)
&

50..
25-
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
EAC (mg/mi)

Figura 17: Porcentaje de viabilidad de PBMCs humanas in vitro frente
a diferentes concentraciones del EAC de B. articulata.

Nuevamente, y al igual que los estudios de accién antiviral, no se encuentran en la
base de datos estudios de citotoxicidad realizados en células mononucleares humanas con
la especie B. articulata.
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Estudios de capacidad citotoxica sobre PBMCs de humanos sanos fueron
efectuados con un extracto acuoso caliente de B. frimera, que demostré ser capaz de
inhibir el proceso inflamatorio in vivo inducido por carragenina en ratones, pero a las
concentraciones empleadas de 25, 50 y 100 mg/ml resulté ser también fuertemente
citotoxico, [Paul y col., 2009].

Con la misma especie vegetal se efectuaron estudios de citotoxicidad en cultivos
celulares HEK (células epiteliales de rifion de embrion humano) y HTC (células de
hepatoma de rata) pero empieando fracciones etanélicas obtenidas del extracto acuoso
caliente. En estos ensayos sélo una fraccién resulté ser téxica en estos cultivos arrojando
un valor de CCs, de 372,5 ug/ml, [Nogueira y col., 2011]. Estos datos muestran que para
extracto acuoso B. trimera las PBMCs indicarian ser menos sensibles que los cultivos
celulares HEK y HTC. En este trabajo de tesis, contrariamente y guiados por los valores de
CCs, obtenidos en PBMCs se demostraria una misma sensibilidad de este tipo de cultivo
en relacion a los cultivos de células Vero para determinar potencial citotéxico.

Otros estudios fueron efectuados con otra especie del genero Bachharis, asi se
registran experiencias realizadas para evaluar citotoxicidad del extracto hexanico de B.
dracuniifolia utilizando macréfagos murinos, [Johann y col., 2010]. Los autores no pudieron
demostrar capacidad citotoxica para una concentracién de 20 ug/ml del extracto que si
mostré6 tener capacidad antifungica.

Los estudios de citotoxicidad sobre PBMCs humanas, efectuados con B. articulata
recolectada en Argentina, representan los primeros reportados para esta especie, [Cariddi
y col. 2012].

5.6.1.b. Tincion nuclear con Hoechst 33258 para la visualizacion de apoptosis

en células mononucleares humanas

Mediante la tincion nuclear con Hoechst 33258 se evalué si la muerte celular de las
PBMCs, cuantificada por la tincién de azul tripan, resulté o no de un proceso apoptético, ya
que también es posible que pudiera deberse a un fenémeno de necrosis, [Kerr y col.,
1972].

En los resultados de esta evaluacion se observé que las PBMCs del sistema control
(sin tratar) exhibieron sus nucleos uniformemente tefidos, mientras que las PBMCs
tratadas con las concentraciones a partir de 600 a 1500 pg/ml del EAC, que por azul tripan
revelaron mas del 50 % de muerte celular, mostraron figuras apoptéticas tales como
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condensaciéon de cromatina, fragmentacion nuclear, ampollas nucleares y cuerpos

apoptoticos, Figura 18, compatible con los descripto por, [lracheta, 2007].

Figura 18: Microfotografias de células mononucieares de sangre periférica humana (PBMCs)
tefiidas con Hoechst 33258 (100 X). A) PBMCs sin tratamiento por 18-24 h (control). B) PBMCs
tratadas con EAC de B. articulata (100 pug/ml) por 18-24 h. C) PBMCs tratadas con EAC (CCso =
600 ug/mi) por 18-24 h. D) PBMCs tratadas con EAC (1500 pg/mi) por 18-24 h. Las flechas
muestran las células apoptéticas. Se observan figuras caracteristicas de apoptosis (condensacién
nuclear, nlcleos arriionados, formacién de ampollas nucleares y cuerpos apoptoticos).

5.6.1.c. Ensayo de fragmentacion de ADN

La electroforesis de ADN en gel de agarosa no mostré un patrén de fragmentacion
de ADN caracteristico de apoptosis en las PBMCs tratadas con el EAC de B. articulata a

concentraciones de 600 a 1500 ug/ml, Figura 19.
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Figura 19: Electroforesis en gel de agarosa mostrando la fragmentacion del ADN
de linfocitos humanos sanos, tratados con el EAC de B. articulata. C: control
(células sin tratar), calles 1-3: células tratadas con las concentraciones 100, 600
y 1500 pg/ml, respectivamente y M: marcador de peso molecular.

La muerte celular programada (MCP) puede inducirse por distintas vias, como
puede ser por la via mitocondrial o través de receptores de muerte. Cuando se inicia la
apoptosis, pueden activarse caspasas que llevan a cabo la muerte celular generando
cambios morfolégicos apoptéticos tipicos como la contracciéon de la célula, condensacion
de la cromatina y fragmentacién del ADN. Estas proteasas son indispensables para la MCP
pero no son los Unicos factores determinantes de esta muerte celular. Son numerosos los
estudios que se realizan en este tema y que manifiestan que la MCP puede ocurrir en
ausencia de caspasas y en presencia de otras enzimas, [Broker y col. 2005].

Los resultados obtenidos en relaciéon a la fragmentacion nuclear no muestran que
este evento haya acontecido, razén por la cual no podria decirse que aquelios cuerpos
apoptéticos visualizados por la tincion con Hoechst sea debida a la participacion de las
caspasas por la via clasica de apoptosis tipo |, e involucraria la participacion de otro tipo
de proteasas como posibles ejecutoras de la muerte celular, [Broker y col. 2005]. Lo
significativo de estos resultados radica en que si bien el EAC de B. articulata induce la
MCP por apoptosis no fragmenta el ADN de las células tratadas con ninguna de las
concentraciones ensayadas de dicho extracto.
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Se ha informado en varias publicaciones que sustancias quimicas aisladas de
especies de la familia Asteraceae producen apoptosis a través de distintas vias en PBMCs
humanas y de ratén, en células HL-60 (células de leucemia promielocitica humana) y en
las AGS (células del cancer gastrico humano), [Kim y col., 2005; Mercer y col., 2007; Ogata
y col., 2010].

Para la especie Baccharis coridifolia, se evaluaron los efectos citotoxicos de
diferentes extractos sobre las PBMCs humanas demostrandose interaccién con el ADN de
dichas células, [Mongelli y col., 1997]. Los autores atribuirian que este tipo de interaccion
se deberia a compuestos tales como rodirinas, verrucarinas y baccharinoides que
inducirian estrés oxidativo en las células KB (células de carcinoma epidermoide oral
humano), lo que podria llevar a una muerte celular por apoptosis.

La importancia de la evaluacion de {a muerte celular programada en el estudio del
EAC de B. articulata radica en que estos ensayos aportan informacién valida en relacion a
las garantias de seguridad e inocuidad requeridas a nuevas drogas o medicamentos para
emplearse en salud publica humana y animal; normas exigidas por los diferentes entes
reguladores, entre ellos la OMS. Por lo que los estudios aqui realizados indicarian que el
uso fitomedicinal de B. articulata debe ser controlado ya que, si bien es una hierba
medicinal, podria causar dafios severos si es utilizada en forma inapropiada.
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5.6.2. Estudios in vivo de citogenotoxicidad mediante el test de Allium cepa L.

Para la realizaciéon del test de Allium cepa L. se consideraron los resultados
obtenidos en los estudios de determinacion de citotoxicidad del EAC de B. articulata en
cultivos de células Vero, expresados en la Tabla 17.

En la busqueda de sustancias antivirales a partir de extractos vegetales los trabajos
publicados en el tema revelan que la concentraciéon de numerosos extractos estudiados se
encuentra en el orden de los microgramos, [Cella, 2004, Junior y col., 2005; Jeung Won,
2006; Mestrimer y col., 2006; Melo y col., 2008, Harden y col., 2009]. Como puede
observarse en la Tabla 17, la concentracién con capacidad citotéxica del EAC de
B. articulata se encontré en el orden de los ug/ml, indistinto del tipo de ensayo realizado.
En este mismo concepto el National Cancer Institute considera que sustancias con valores
de CCs menores a 20 pg/ml deben ser consideradas citotéxicas sugiriendo que las
mismas podrian ser estudiadas en su potencial capacidad antitumoral, excluyéndoselas
para la aplicacién de cualquier otra bioactividad, [Geran y col., 1972].

El EAC de Baccharis articulata mostré citotoxicidad en el orden de los microgramos
pero a concentraciones mayores a 20 yg/ml, avalando la continuidad de los estudios de
accion antiviral planteados en este trabajo de tesis doctoral. Por otra parte, las células que
conforman el sistema celular empleado (linea celular continua Vero) son de origen simiano
(Cercophitecus aethiops), de estrecha relacion filogenética con el humano, por lo que
admitiria la extrapolacion del estudio permitiendo suponer que la toxicidad ejercida por el
EAC de B. articulata en estos cultivos serian de igual magnitud en células humanas.
Ademas, en estudios realizados en linfocitos humanos, el valor de CCs, se establecié en
615 pg/ml determinado por la técnica de azui del tripan.

Los resultados de citotoxicidad alcanzados con el EAC de B. articulata avalarian su
potencial uso fitoterapico debido a que las concentraciones que inhiben al virus in vitro no
afectaria a las células tratadas. Dichos resultados resultan por lo tanto confiables y sientan
las bases para la realizacién de una evaluacion mas profunda de la seguridad del extracto.
En este aspecto, se requiere la realizaciébn de ensayos in vivo que indaguen el
comportamiento del EAC de B. articulata en sistemas vivos, que garanticen aun mas su
seguridad e inocuidad para un futuro uso terapéutico.

En la actualidad se considera que para establecer la seguridad e inocuidad de un
compuesto no es suficiente el estudio toxicologico tradicional sino que se requiere realizar
la evaluacion de la interaccion de las sustancias quimicas con el material genético celular,

debido a que se ha encontrado que algunas sustancias peligrosas resultaron no toxicas y
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si genotoxicas, [Diaz Garcia, 2002]. Los estudios realizados con el fin de determinar si
algun compuesto resulta nocivo para el material genético ponen de manifiesto la capacidad
de inducir cambios en el ADN vy facilitan la ponderacion del dafio genotoxico si se aplicaran
en humanos, [Guzméan Cano, 2008].

En este trabajo de tesis se realiz6 el estudio de genotoxicidad a través del test de
Allium cepa L. Esta prueba es muy utilizada para la evaluacion de la citotoxicidad y la
genotoxicidad de mezclas complejas de sustancias, que ofrece la ventaja de ser un ensayo
rapido, reproducible y tan sensible como ofras pruebas de toxicidad que se efectian con
cultivos de linfocitos humanos o con algas, [Fiskesjo, 1985; Leme y Marin Morales, 2009;
Bhattacharya y Haldar, 2010]. El ensayo de aberraciones cromosomales en raices de
Allium es un bioensayo establecido y validado por el Programa intemacional de Seguridad
Quimica y el Programa Medioambiental de las Naciones Unidas como un test estandar y
eficiente para el monitoreo in situ de genotoxicidad de sustancias medio-ambientales,
[Cabrera y Rodriguez, 1999]. Por esta raz6n esta avalada y es sugerida por la OMS como
una tecnica confiable para la evaluacion genotéxica y/o mutagénica de numerosas
sustancias quimicas, [Cotelle y col., 1999; Yiy Meng, 2003; Lerda y col., 2005].

La evaluacion de dafos genéticos a través del test de Allium cepa L. brinda muchas
variaciones metodoldgicas que se muestran en diversos trabajos publicados, [Evandri y
col., 2000; Andrioli y col., 2006; Kuras y col., 2006; Konuk y col., 2007].

En el disefio experimental planteado para el estudio del potencial citogenotéxico por
este test incluy6 una exposicion sostenida de los bulbos de cebollas al EAC de B. articulata
durante 2 y 5 dias, a concentraciones estable y con recambio diario, acorde a las
aplicaciones convencionales de la mayoria de los antimicrobianos.

También se realizé la prueba aplicando una dosis del extracto, con recambio diario,
durante 2 dias; luego los huéspedes fueron sometidos a un proceso de depuracién del
extracto quitando el mismo y exponiendo ios huéspedes sélo a agua mineral durante 3 dias
mas hasta completar el ensayo. Esta metodologia ofrece la ventaja de poder evaluar como
influiria en el genoma del huésped el EAC aplicado en una terapia corta y evaluar la
posibilidad de depuracion del posible dafio ejercido.

En estos ensayos se emplearon concentraciones que no resultaron citotoxicas en
cultivos celulares Vero (MCNC= 600 pg/ml) y superiores a ella hasta alcanzar 4,8 mg/ml,
gue segun la bibliografia indica como concentraciones posibles a utilizar en fitomedicina,
[Fachinetto y col., 2007].
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5.6.2.a. Andlisis de parametros macroscopicos

Antes de comenzar con los tratamientos indicados para este estudio se procedié a
promover el desarrollo radicular de los bulbos de Allium, proceso en donde no se evidencié
un 100% de germinacién radicular. Es posible que algunos bulbos no desarrollaran raices
porque estuvieron expuestos a sustancias quimicas, muchas veces utilizadas para su
preservacion en el comercio. Para garantizar la validez de los ensayos fueron
seleccionados aquellos bulbos que evidenciaron un buen desarrolio radicular, con raices
blancas, consistentes y de longitud variable, como se observa en el apartado 4.6.2. Los
ensayos se realizaron conforme al Diagrama 9 del mismo apartado.

Para el analisis macroscépico se consider6 el nimero y la longitud radicular,
parametros indicadores de la toxicidad del extracto, [Fiskesjé, 1985]. Se determinaron
ademas la presencia y frecuencia de anormalidades morfolégicas generadas en las raices,
tales como ganchos radiculares, necrosis, gelificacion y tumoracion. Los resultados
obtenidos para un tratamiento con el EAC de B. articulata sostenido durante 5 dias y para
el ensayo de reversion se resumen en las Tablas 26 y 27, respectivamente.
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Tabla 26: Valores promedio del nimero y longitud de raices de Afium cepa L, y dferentes anormalidades producidas
luego del tratamiento durante 5 dias con distintas concentraciones de EAC de B. articulata.

TAMIENTOS
: ~_(n=4 bulbos) .
PARAMETRO EAC de Baccharis articulata (mg/ml) durante
EVALUADO 5 dias de tratamiento
2 C
ca s 12 24 386 48 Toml
N°Raices 54 40 36 33 33 30 38
Longitud promedio 437 2,96 291 267 2,67 242 2,62
de raices (cm) (: DS) (£242) (£3,15) (£1,67) (+082) | (044) (0.44) | (£0.80)
Crecimiento porcentual 100 69 66,66 61,11 61,11 55,55 60,00
Ga' 5 6 1 1 0 0 0 13
Anormalidades Ne? 0 0 15 3 7 13 30 77
Tu? 1 8 0 0 0 0 0 9
Total de anormalidades 6 14 16 4 7 13 30 90

Ga’: gancho; Ne*: necrosis, Tw: tumor,
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Tabla 27: Valores promedio del nimero y longitud de raices de Afllum cepa L, y diferentes anormalidades
encontradas luego del tratamiento durante 2 dias con distintas concentraciones de EAC de B. arbicufata y luego
expuestas por 3 dias a agua mineral, (ensayo de reversion).

{» = 2bulbos)
PARAMET RO Concentraciones de EAC de B. articulata (mgimi) aplicado durante 2 dias,
EVALUADO luego reemplazado por agua mineral aplicada durante 3 dias mis
cH cin @00 1200 2400 3600 4800 Total
N*Raices 42 27 % 38 43 a4 39
Longitud prowadio 321 196 2,70 228 128 1,05 103
‘dersioss fnen) {2 0% (£ 0.58) (£ 1,20} £ 1,19) {2053 {£0.88) {x 0,06 {£0,52)
cm 100 61,06 84,12 71.32 39.88 2,90 3209
as’ 5 6 1 0 o 0 a 12
AnormaSdades | Ne’ 0 1 7 1 10 8 8 *
Tu' (i 5 0 0 (] ] 0 5
ety 5 12 8 1 10 8 8 %

Ga': gancho; Ne*: necrosis; Tu>: tunor.
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El andlisis de los datos precedentes referidos al nimero de raices obtenido en
ambos sistemas control negativo resulté acorde a lo informado en la literatura, [Tulay y
Ozlem, 2010]. Por otra parte, la comparacion entre el nimero de raices contadas en cada
sistema control negativo vs el sistema control positivo revelé diferencias notorias
esperadas ya que Paracetamol indujo una reduccién en la radiculacién del 26 % (5 dias) y
36 % (ensayo de reversion), comportamiento acorde a lo reportado en la bibliografia para
esta droga a la concentracion utilizada, [Rathore y Choubey, 2005].

Respecto de todos los tratamientos con el EAC aplicado durante 5 dias vs el
sistema control negativo (Tabla 26) pudo observarse una notable disminuciéon de la
radiculaciéon inducida por todas las concentraciones de extracto ensayadas, sin que
pudiera establecerse una relacién dosis-respuesta. Esa inhibiciéon estuvo en el rango 35 al
45 % e incluso fue superior al valor de inhibicibn de radiculacion generado por
Paracetamol, indicando que el EAC de B. articulata, a las concentraciones ensayadas,
resulta toxico. Sin embargo, si fuera extremadamente toxico podria haber generado
desprendimiento radicular, disminuyendo el nidmero de raices que presentaban ios bulbos
al inicio del ensayo y eso no acontecié a pesar de notarse una importante cantidad de
raices con aspecto necrotizado en todos los tratamientos con EAC; esa necrotizacion fue
marcadamente alta a las concentraciones 3,6 y 4,8 mg/mi.

Cuando se evaluaron las anormalidades macroscopicas pudo notarse que en el
sistema control negativo sélo fue posible evidenciar la presencia de ganchos radiculares y
de tumores con una frecuencia baja. Estas alteraciones espontdneas son normales y
coinciden con lo que describen Fiskesjo (1994) y Bidau y col., (2004). La presencia de
ganchos se asocia con alguna alteracion del proceso de division de las células
meristematicas apicales, que han detenido en parte su desarrollo por un proceso
mutagénico espontaneo, dando lugar a un crecimiento asimétrico de las mismas vy
conduciendo a la aparicion de aquella anormalidad. Respecto de los tumores también se
conoce que se producen debido a una mutacién en el genoma, o a la interaccion de
sustancias con las raices de las plantas. Estas dos anomalias pueden aumentar en
numero cuando el meristema apical es expuesto a compuestos xenobidticos.

Para este estudio fue necesaria la inclusibn de una droga que induzca
anormalidades y que definié al sistema control positivo. Para el test de Allium cepa L. una
droga ampliamente utilizada es el Paracetamol. Esta sustancia es una droga analgésica,
antipirética, no esteroide utilizada para combatir el dolor [El Garbulli y Bashasha, 2008]. El
efecto genotdxico del Paracetamol ha sido registrado en muchos sistemas de ensayos
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tales como la malformacion congénita de embriones, Ia inhibicion de sintesis del ADN y el
incremento de intercambio de cromatides hermanas en células de hamster [Hongslo y col.,
1990]. En nuestro sistema, el comportamiento de Paracetamol sobre las raices tratadas
revelaron la presencia de ganchos radiculares, que representaron el 15 % (6 de 40) del
total de este tipo de anomalias. Esta droga también indujo la aparicién de tumores, cuya
frecuencia fue del 20 %, valor también superior al encontrado en el sistema control
negativo.

En relacién a la presencia de ganchos y tumores en las raices tratadas con las
distintas concentraciones del extracto, no pudo demostrarse que estas alteraciones fueran
significativas. En contraposicion, la anormalidad mas frecuente detectada fue la presencia
de raices con aspecto necrotizado, con pérdida de turgencia y coloreadas, (Figura 20). La
presencia de esta anormalidad reflejaria el caracter toxico del extracto que muestra cierta
relacion dosis respuesta a partir de la concentracion 1,2 mg/mi.

El comportamiento de Paracetamol para inducir anormalidades en las raices
tratadas fue tres veces superior a las anormalidades encontradas en el sistema control
negativo. Las anormalidades asociadas a las actividades de Paracetamol se describen
como ganchos y/o tumores sin que se indique para esta droga que tenga capacidad
necrotizante, [Bidau y col., 2004; Rathore y Chaubey, 2005, Tiilay y Ozlem, 2010].

Cuando se compara el porcentaje de anormalidades encontradas en las raices
tratadas con el EAC se observa que estas fueron marcadamente superiores al de
Paracetamol a excepcion de las concentraciones 1,2 y 2,4 mg/mi, Tabla 28. Sin embargo y
a favor del EAC dentro de estas anormalidades la mas importante fue la capacidad
necrotizante, sin que influyeran significativamente la presencia de los ganchos y tumores,
anormalidades asociadas con interacciones genémicas, sugiriendo que el caracter toxico

del extracto seria diferente al de Paracetamol.
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Figura 20: Aspecto morfolégico de raices de Allium cepa L. expuestas al EAC de B. articulata
durante 5 dias: A) control negativo, B) 600 ug/ml, C) 1200 pg/ml, D) 2400 ug/ml, E) 3200 pug/mly F)
4800 pg/ml. Alteraciones morfolégicas: Ga': puntas con ganchos, NeZ necrosis.
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Tabla 28: Valores de anormalidades macroscopicas presentes en la raices de

Allium cepa L. tratadas durante 5 dias con distintas concentraciones de EAC
de B. articulata.

Tratamiento

CAEAS  [uls anormmes | anomaes
ce) 54 6 11,11

0,6 36 16 44,44

1,2 33 4 12,12

24 33 7 21,21

3,6 30 13 43,33

48 38 30 78,94
i) 40 14 35,00

Siguiendo con el analisis de la tabla 26, los datos referidos al parametro longitud
promedio de las raices fueron tomados para la construcciéon de la Figura 21, expresando
los valores de desarrollo radicular de manera porcentual respecto del sistema control
negativo, el cual se asume crecié un 100%.

-

N

o
J

JE 5 dias de exposicién

Crecimiento radicular (%)
[-
<

0-L== = E _ — = = =
0 C+ 0,6 1,2 24 3,6 4,8
EAC de B. articulata (mg/ml)

Figura 21: Inhibicién porcentual del crecimiento radicular de bulbos de Allium
cepa L. inducido por distintas concentraciones del EAC de B. articulata
aplicado durante 5 dias consecutivos.
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El analisis de estos valores revelé diferencias estadisticamente significativas entre
todos los tratamientos vs el sistema control negativo, con un p < 0,05. En contraposicién no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con todas las
concentraciones de EAC empleadas.

Como se indico, para un tratamiento sostenido de las raices de Allium, durante 5
dias con el EAC de B. articulata, la anormalidad mas destacada fue el aspecto
necrotizante. Este efecto se asoci6 a la distincion de raices con pérdida de turgencia,
flacidas, muchas veces con el apice radicular romo y fuertemente coloreadas; esto ultimo
tal vez atribuido a la presencia de los pigmentos en el EAC. El aspecto necrotizante
observado no necesariamente reflejaria muerte de las células apicales de las raices, ni
implica que fuera un proceso irreversible. Por esta razén se disefio el tratamiento sostenido
durante 2 dias con el EAC y luego durante 3 dias mas con agua mineral, para ponderar
posible reversion de dafio radicular. La Tabla 27 muestra los resultados de los ensayos de
reversion que nos permiten evaluar los dafios macroscopicos de este tipo de tratamiento
ademas del numero y longitud radicular.

El andlisis de la Tabla 27 revelé nuevamente el caracter téxico del Paracetamol que
redujo la radiculacién en un 36 %. En relacién al nimero promedio de raices encontradas
en los bulbos sometidos a distintos tratamientos con el EAC, fue en todos los casos
superior al encontrado en los bulbos tratados con Paracetamol y mostré clara diferencia de
comportamiento al tratamiento sostenido por 5 dias. Estos resultados muestran que el
impacto negativo que ejercié el EAC sobre la radiculacién es menor cuando el tratamiento
fue de 2 dias porque pudo ser revertido por el agua mineral. Notablemente para las
concentraciones mas altas de extracto empleadas (2,4; 3,6 y 4,8 mg/ml) la radiculacién
incluso superé al control negativo, revelando una reactivacién que incidié positivamente
aumentando el numero promedio de raices registradas. Que aumente el nimero de raices
no significa que la longitud promedio de las mismas deba aumentar, de hecho, para las
concentraciones de 0,6 y 1,2 mg/ml el niumero radicular, como se indicé, no super6 a las

encontradas en el sistema control negativo, Figura 22.
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Reversién

Crecimiento
radicular (%)

0 C+ 0,6 1,2 2,4 3,6 4,8
EAC de B. articulata (mg/ml)

Figura 22: Inhibicién porcentual del crecimiento radicular de bulbos de Allium
cepa L. inducido por distintas concentraciones del EAC de B. articulata
aplicado durante 2 dias y luego sometidas a depuracién por 3 dias con agua
mineral (Reversioén).

Un analisis comparativo del crecimiento longitudinal de las raices para ambos
tratamientos se observa en la Figura 23 y revela una diferencia estadisticamente
significativa en la capacidad de recuperacién de las mismas para los tratamientos con las
dos concentraciones mas bajas (0,6 y 1,2 mg/ml). Ya que crecieron un 20 y 10 % mas,
respectivamente.

BE 5 dias
EE Reversion

Crecimiento
Longitudinal
de raices (%)

© 9 » o ®

N} LS Vv h-3 O
Concentraciones del EAC (mg/mL)

Figura 23: Comparacion entre la longitud de raices de bulbos de Allium cepaL,
expuestas a distintas concentraciones de EAC de B. articulata durante 5 dias
vs aquellas tratadas por 2 dias y luego sometida a depuracion por 3 dias con
agua mineral (reversion).
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En relacion a las alteraciones macroscépicas inducidas por las diferentes
concentraciones del EAC en el ensayo de reversion, puede observarse que se repitid el
mismo comportamiento del tratamiento de 5 dias. Las raices evidenciaron, con muy baja
frecuencia y sin significancia, la presencia de ganchos y tumores con un comportamiento
similar al control negativo y nuevamente, la alteracion morfolégica mas significativamente
detectada fue la presencia de raices con aspecto necrotizado.

Comparando la frecuencia porcentual de anomalias registradas en raices tratadas
con el EAC durante 5 o 2 dias muestra claramente una reversion de este dafio por accién
del agua mineral que alcanz6 en algunos casos hasta el 58%, mientras que no hubo

modificaciones en el sistema control negativo, Tabla 29.

Tabla 29: Comparacién de valores porcentuales de anormalidades macroscopicas
presentes en la raices de Allium cepa L. tratadas con distintas concentraciones del
EAC de B. articulata durante 5 dias y en ensayo de reversion.

Porcentaje de Anomalias en los

Tratamiento con tratamientos de:
EAC (mg/ml)
5 dias reversion
Ce) 11,11 11,90
C) 35,00 44,44
0,6 44 44 22,85
1,2 12,12 2,77
24 21,21 23,25
3,6 43,33 18,18
4,8 78,94 20,51

Estos resultados revelarian que el aspecto necrotizante observado en las raices
tratadas durante 5 dias no se corresponderia con la muerte de las células del tejido

meristematico apical, por lo que fue necesario determinar valores de indices mitoticos.
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5.6.2.b. Analisis de parametros microscépicos

El bioensayo que utiliza los bulbos de Allium cepa L., permite evaluar toxicidad de
sustancias en funcién de parametros macroscépicos como el crecimiento y la forma de las
raices, tal como se indic6, pero ademas permite la cuantificacibn de parametros
microscopicos citolégicos como los tipos y frecuencias de aberraciones cromosémicas y
divisiones celulares anormales. El test tiene la ventaja de utilizar una planta. Es conocido
gque en un organismo su crecimiento estd cuidadosamente controlado mediante un ciclo
celular perfectamente regulado. En las plantas las raices contindan creciendo mientras
buscan agua y nutrientes. Estas regiones de crecimiento sirven para estudiar el ciclo
celular porque en cualquier momento se pueden encontrar células que estan sufriendo
mitosis. En el test de Allium cepa L. se emplean bulbos de plantas de cebolla a los que
después de tratamientos de pruebas se les examinan las puntas de sus raices cuyas
células han sido teflidas para hacer visibles los cromosomas. Se destaca que el corte de la
raiz y la dispersiéon de sus células (squash) captura muchas de las mismas en diferentes
fases del ciclo celular por ser éste un mecanismo no sincrénico, pero si continuo. Con lo
cual la evaluacion microscépica de posibles alteraciones en las distintas fases del ciclo
celular fue otro de los propésitos de este trabajo.

Un parametro considerado en numerosas investigaciones es el estudio del indice
Mitético (IM), éste es el andlisis cuantitativo de células en divisién. También se consider6 el
indice de Fases (IF), cuya determinacién se efectia con el recuento de células, las que en
division, se encuentran en las distintas fases del ciclo celular, [Rank y Nielsen, 1998;
Chauhan y col., 1999; Bushra Ateeq y col., 2002; Rank y col., 2003].

Los valores de IM e IF fueron calculados de acuerdo a las formulas descriptas en el
apartado 4.6.2.b. y fueron determinados considerando los datos que se obtuvieron luego
del tratamiento con el EAC de B. articulata durante 2 dias (IM1), mas una dosis sostenida
del extracto por 3 dias mas (IM2) o el tratamiento por esos 3 dias con agua mineral para
evaluar recuperacién del dafio inducido por el extracto vegetal (IM3) y sus respectivos IF,
(Tablas 30, 31y 32).
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Tabla 31: Valores de los pardmetros microscopicos analizados en raices de Allium cepa L.
con distintas concentraciones de EAC de Bacchans articulata, (IM2).

luego del tratamiento durante 5 dias

Toli | A | Towi | A | Tolsi | A | Tosi | A° | Tomi | & (oM pramede 5T et | Amt | Wil

Convol c 108 s I - 7 = 10 - 19 - 12 2378
mPpwo [~ O K - LT - EH - - ] - ] . Bl | i
Comas c 138 - : - 1 - 1 - 2 - 8% | 1eg¢
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A*™ células con anormalidades IM:indice mitotico. CD': céiulas destruidas

ugisnasiq A sopejnsay

sueyd2eg 040udb [op sajoadse ap SopoRIIXD 9P SaesAnue A seaixojousboys sepepaidoid



SIMNO [ esoueh eugsu”) feaoczoo ] siso |

YAY

Tabla 32: Valores de los pardmetros microscopicos analizados en raices de Afllum cepa L. luego del tratamiento durante 2 dias
con distintas concentraciones de EAC de Baccharns articulata y luego con 3 dias de agua mineral (reversion), (IM3).
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Para todos los tratamientos y en relacion al sistema control negativo, dicho analisis
revel6 que todos los IM evaluados estuvieron dentro de los registros normales. Pudieron
observarse células, con distinta frecuencia, que estaban transitando normalmente por cada
etapa del ciclo de la division celular, Figura 24.

Figura 24: Células meristematicas de raices de Allium cepa L. en interfase y en
diferentes estadios de la division celular presentes en el sistema control negativo. P:
profase, M: metafase, A: anafase y T: telofase.

En contraposicién, el tratamiento durante 2 dias con las diferentes concentraciones
del EAC indic6 modificacién de las etapas del ciclo celular, (Tabla 30). Claramente se
observa que para las mas altas concentraciones empleadas (2,4; 3,6 y 4,8 mg/ml) no fue
posible lievar a cabo el registro de células que estuvieran durante las etapas de metafase,

anafase ni telofase. Para la concentracion de 1,2 mg/ml muy pocas células lograron entrar
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en profase y solo la concentracién 0,6 mg/ml permiti6 que las mismas transitaran por
todas las etapas de la mitosis, aunque con muy baja frecuencia.

Estos datos permiten concluir que el EAC influyd en la divisiéon celular induciendo
un arresto en interfase, en la mayoria de los casos, verificado por los valores de IF. Los
efectos antimitéticos se atribuyen frecuentemente al bloqueo de la sintesis de ADN y
proteinas nucleares que ocurren en la fase S de la Interfase, lo que en este estudio podria
atribuirse a la accién de alguno o varios componentes del EAC. Se observa que la
modificacion de los IM mostré una relaciéon dosis-respuesta. Se encontré6 ademas, que
Paracetamol modific6 también el IM.

En los valores obtenidos sobre la distribucion de las células en las distintas fases de
la division, cuando se expusieron los bulbos de Allium al EAC durante 48 h, (Figura 25)
puede observarse que a distintas concentraciones del extracto la Profase (P) fue la mas
frecuente, con el mismo comportamiento del control negativo. Contrariamente, para las
concentraciones superiores, la division no se llevo a cabo, lo que indica que los
componentes quimicos del EAC de B. articulata inhiben la progresion normal del ciclo
celular bloqueando el inicio de la Metafase.

La distribucion en las fases a concentraciones superiores a 0,6 mg/mi de extracto,
la Telofase (T) resulté superior a Metafase (M) y Anafase (A), comportandose mas como el
control positivo que como el negativo. Estos resultados se correlacionan con los obtenidos
para el pesticida Metolcarb, que aparte de generar cambios en los IF aumenta la
frecuencia de células en P y disminuye principalmente la M y A, en células meristematica
de Allium cepa, [Liman y col., 2010]. Estudios realizados con el extracto acuoso de Uncaria
tomentosa indicaron la inhibicion del IM como asi también cambios en la distribucion de
fases de la mitosis, con aumento de la frecuencia de células en P, [Kuras y col., 2006].
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Figura 25: Valores porcentuales de indice de fases de células en division tratadas con el
EAC de B. articulata por 48 h (IM1), respecto del control negativo, determinados por test de
Allium cepa L.

Respecto del andlisis de los datos de la Tabla 31 en relacion a los IM2 (tratamiento

sostenido durante 5 dias) se verific6 nuevamente la relaciéon dosis-respuesta, reafirmando
el caracter téxico del EAC ya que para todas las concentraciones del mismo, excepto para
0,6 mg/ml, no pudo registrarse ningun valor de divisiéon celular cuando los bulbos fueron

expuestos a la droga por tiempos mas prolongados.

Las células de los bulbos de Allium tratados durante 5 dias con el EAC mostraron

valores de distribucion de fases que se muestran en la Figura 26. Como puede

observarse, la distribucién en fases de la mitosis en tales resultaron similares al control

negativo en cuanto a la frecuencia en P y acentuando el efecto reflejado en el tratamiento
por 48 h, hasta anular las fases M y A a 1,2 mg/ml. Este efecto antimitético se refleja mas

aun a 2,4 mg/ml.
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Figura 26: Valores porcentuales de indice de fases de células en divisién tratadas con el
EAC de B. articulata por 5 dias (IM2), respecto del control negativo, determinados por test
de Allium cepa L.

Finalmente, los datos que representan el resultado del tratamiento de los bulbos
con el EAC por 2 dias y luego durante 3 dias solo con agua mineral, fueron vertidos en la
Tabla 32. E! andlisis de los mismos indica efectivamente que aquella alteracién en el ciclo
de division celular ejercida por la fraccion vegetal en estudio fue totalmente revertida en las
concentraciones 0,6, 1,2 y 2,4 mg/mi, recuperandose los valores de IF normales en las dos
primeras concentraciones. Sin embargo, para las concentraciones 3,6 y 4,8 mg/ml el efecto
téxico del extracto fue irreversible. Las células que revirtieron lo hicieron de manera muy
marcada, tanto que para aquellas tratadas con 0,6 mg/ml del EAC el IM fue superior
incluso al determinado para el sistema control negativo. La distribucién de las células en

las distintas fases de la mitosis para este ensayo de reversién se muestra en la Figura 27.
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Figura 27: Valores porcentuales de indice de fases de células en divisién tratadas con el EAC
de B. articulata por 2 dias y luego por reversion (IM3), respecto del control negativo,
determinados por test de Allium cepa L.

Como se observa, para las concentraciones de EAC menores a 3,6 mg/ml la fase
predominante fue la P, al igual que en los ensayos anteriores. E! indice de esta fase en la
mayoria de los casos fue superior al 50 %. La recuperacion de los |IF demuestra que el
efecto citotoxico ejercido por el EAC es reversible, evidenciandose mas aun a la
concentracién de 2,4 mg/mil.

Estudios realizados con infusiones de Psidium guajava y Achillea millefolium
mostraron poseer accion antimitética reversible, donde el mayor IF se encontré en la P,
indicando su caracteristica mas citostatico que citotoxico, al igual que los resultados
alcanzados en este trabajo de tesis, [Oliveira Teixeira y col., 2003].

Otras investigaciones, como las realizadas con decocciones de llex paraguariensis
(yerba mate), demostraron también la inhibicion del IM cuando se evalué la accién
genotoxica por test de Allium cepa y en donde la distribucion de células en mitosis se altero
y se presenté c-mitosis, con cromosomas pegajosos en M, A detenidas y células
binucleadas en interfase, a diferencia de este trabajo, [Bidau y col., 2004].

Todas las experiencias revelaron que la evaluacion de los IF para el tratamiento con
EAC pudo determinarse sélo para las concentraciones inferiores a 3,6 mg/ml donde el
proceso mitdtico se lievo a cabo. Las muestras analizadas para los tratamientos con 3,6 y
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4,8 mg/ml del EAC mostraron destruccién celular generalizada, que se correspondié a
raices necrotizadas, donde no se pudo realizar recuento celular o se evidenciaron un
numero de células en interfase inferior a 500, por lo que se desestimaron.

Los valores porcentuales de indice mitético obtenidos para el EAC de B. articulata
en los distintos tratamientos, respecto del control negativo, se muestran en la Figura 28.
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Figura 28: Valores de indice Mitético porcentuales respecto del control negativo obtenido
para el EAC de B. articulata en distintos tratamientos por test de Allium cepa L.

Claramente se observa que hubo diferencias significativas entre los valores de IM1
e IM3 reafirmando la capacidad de las céluias de recuperarse del efecto tdxico del EAC.

Los resultados alcanzados en esta parte de las experiencias se condicen con los
obtenidos en el analisis macroscépico, donde se observé que las raices tratadas durante 5
dias tenian en promedio menor longitud de aquellas tratadas por 2 dias y luego sometidas
a agua mineral.
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Todos los resultados alcanzados son relevantes porque no habria posibilidad de
producir el dafio irreversible en células eucariota si se aplicara el extracto en una terapia
como fitoterapico por dos dias.

Luego de cuantificar la capacidad de division de las células en presencia del
extracto es necesario evaluar ademas las anormalidades microscoépicas en cada fase del
ciclo celular, su frecuencia y las caracteristicas de dichas anormalidades.

Tal como se muestra en las Tablas 30, 31 y 32, no se pudo determinar que existiera
para ningun tratamiento, células que transitando por las distintas etapas de la mitosis,
evidenciaran dafio alguno por lo que la frecuencia de alteraciones por fases tampoco se
pudo determinar. En cambio, todas las anormalidades registradas correspondieron a
celulas en el estadio de interfase. Ha sido posible demostrar la presencia de células con
aspecto morfoldgico alterado, como si estuvieran destruidas, Figura 29.

Figura 29: Células meristematicas de raices de Allium cepa L., destruidas a consecuencia de
la exposicién a concentraciones superiores de 1,2 mg/ml de EAC de B. articulata.

La frecuencia de aparicion de este tipo de anormalidad fue mucho mas elevada en
los tratamientos con 2,4; 3,6 y 4,8 mg/ml de EAC. Tan importante fue esta anormalidad que
un tratamiento sostenido con el extracto durante 5 dias impidié que se llevara a cabo un
recuento de mas de 1000 células. En la Tabla 32 se observa que, para aquellas altas
concentraciones, el registro de células con morfologia normal estuvo en el rango promedio
de 270-875.
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Pudo demostrarse una aberracién de tipo clastogénica con alta frecuencia, para el
tratamiento con 4,8 mg/mi de EAC, denominado microntcleos (MN). La exposicion durante
48 h a esta concentracién de extracto indujo la aparicién de 270 MN sobre un total de 1248
celulas computadas, lo que arroja una frecuencia del 22 %. La presencia de MN es
consecuencia de un dafio estructural en los cromosomas luego del ciclo de divisién celular
con aspectos compatibles a los exhibidos en la, Figura 30.

Figura 30: Micronucleo en Interfase de células meristeméticas de raices de Allium cepa
L. expuestas a concentraciones superiores a 1,2 mg/ml de EAC de B. articulata.

Para la concentracién de 4,8 mg/ml de EAC se habia indicado ausencia de células
en las etapas de la mitosis, no obstante se asume que algunas células debieron entrar en
division para generar estas anormalidades registradas. El porcentaje indicado claramente
revela un gran poder clastogénico del extracto a esa concentracion.

Posiblemente el EAC provoca la induccién de especies reactivas del oxigeno y lleve
a dafios en las base puricas y pirimidinicas, aumentando la probabilidad de la
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fragmentacion de los cromosomas y lleve asi a la formacién de MN; o bien se formen
puentes disulfuros en las proteinas que llevan a cabo la reparacion del ADN y aumente la
frecuencia de MN.

Numerosos estudios se han realizado para evaluar el potencial genotdxico de
productos naturales. Asi, Fachinetto y Tedesco (2009) en la evaluaciéon de diferentes
decocciones de B. articulata y B. timera informaron su caracteristica antimitética y
mutagénica a 15 mg/ml por el test de Allium cepa L. Los autores indicaron dentro de las
aberraciones celulares generadas por estas decocciones, la presencia de células
binucleadas, puentes cromosémicos en anafase y telofase y en menor proporcién,
micronucleos. En nuestros ensayos s6lo se demostré la presencia de MN, resultados
similares fueron demostrados por Yi y col. (2004) al efectuar estudios de evaluacién de
genotoxicidad con arsénico. Tambien fueron concordantes con los resultados presentados
por Chauhan y col. (1999), cuando publicaron que insecticidas piretroides (Cipermetrina y
Fenvalerato) disminuyeron el IM, generaron células micronucleadas, alteraciones en la
distribucion de cromosomas y provocaron rupturas cromosémicas que indican su potencial
clastogénico.

La presencia de MN puede deberse a un efecto aneugénico que ejerce el EAC de
B. articulata a las altas concentraciones ensayadas, sobre las células meristematicas de
Allium cepa. Cuando los procesos de reparacion en el material genético ocurren con el fin
de mantener la ploidia se generan estos cuerpos que contienen cromosomas o cromatina,
es decir microntcleos. Cuando ocurre fragmentacion en los cromosomas, los MN son de
pequefio tamafio mostrando un efecto clastogénico como es la ejercida por el extracto
acuoso aqui ensayado, [Fiskesjo, 1985, Chauhan y col., 1999; y Leme y Marin Morales,
2009]. Los MN pueden también generarse de fragmentos de cromosomas acéntricos o
cromosomas rezagados que no logran ingresar en las células hijas durante la telofase,
varios estudios realizados con extractos vegetales demuestran su accién sobre la
induccion de MN, [Tilay y Ozlem, 2010].

El poder clastogénico demostrado para EAC de B. articulata mostré una relacion
dosis-respuesta, puesto que la frecuencia de aparicion de MN a la concentracion de 3,6
mg/mi fue del 4 % y para 2,4 mg/ml fue del 3,5 %.

Por otra parte, el dafio inducido por el tratamiento con 4,8 mg/ml, no seria estable
ya que en el ensayo de reversion logré disminuirse significativamente el porcentaje de MN
del 22 al 3 %, lo cual resulta un dato alentador.
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En ninguno de los tratamientos con las concentraciones mas bajas del EAC pudo
demostrarse alteracion alguna a pesar de que las células transcurrieron todas las etapas
de la mitosis; igual comportamiento tuvo el sistema control negativo. En contraposicién en
las células tratadas con Paracetamol se evidenciaron dafios tales como alteraciones

cromosomicas durante la A que consistié en fragmentacién cromosémica, Figura 31.

Figura 31: Anafase con fragmentacién cromosomica inducida
por el tratamiento con 0,3 mg/ml de Paracetamol. FC:
fragmento de cromosoma.

Las alteraciones descriptas, registradas en el sistema con Paracetamol validaron

todos los resultados encontrados en este estudio.

5.7. Caracterizacion fitoquimica parcial de compuestos presentes en el extracto

acuoso caliente de B. articulata

5.7.1. Ensayos preliminares de caracterizacion fitoquimica: técnicas cromatograficas

y espectroscépicas

Con el objetivo de identificar los componentes quimicos presentes en el EAC de
B. articulata aqui estudiado se contd con el asesoramiento de miembros de ia catedra de
Farmacognosia de la UNC. Se logr6 a través de técnicas cromatograficas en papel y en
capa delgada una primera aproximacion de esta caracterizacion.
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En el caso de los flavonoides, se pudo estimar la presencia de flavonas por el
desarrollo del color amarillo mediante el empleo del reactivo de Shinoda, [Geissman,
1962]. Por CP, tres compuestos (manchas) fueron identificadas en el EAC como
quercetina, luteolina y acacetina, ya que su coloracion y valores de Rg fueron coincidentes
con las sustancias de referencia en los fres sistemas de solventes analizados (BAW, TBA y
acido acético al 15 %). La CP preparativa sobre el EAC desarrollada en TBA mostré tres
manchas (A con Re = 0,60, B con R = 0,75 y C con Re = 0,90), las cuales fueron eluidas
con MeOH vy caracterizadas por espectrofotometria UV-visible. Asi, los datos espectrales
del compuesto A fueron similares a quercetina (Anax NM: 251, 272sh, 305sh, 365), los del
compuesto B fueron similares a luteolina (A nm: 238sh, 251, 266, 288sh, 352), y los
datos espectrales del compuesto C fueron similares a acacetina (Anax NM: 268, 306sh,
328), en concordancia con Mabry y col., (1970).

Mediante las técnicas de CP y CCD, se pudo determinar la presencia de acido
clorogénico en el EAC por comparacion de su color y valor de Re = 0,46 con la sustancia
de referencia. Los datos espectrales de los componentes separados y analizados por
espectrofotometria UV-visible obtenidos fueron de A = 245, 260, 300sh, 328, que resultaron
coincidente con los del acido clorogénico, [Martino y col., 1989].

La extraccién con solventes no polares para aislar compuestos quimicos derivados
terpenoides del EAC de B. articulata resulté negativo, no se evidencié la presencia de
terpenos (Santonina y Bacchotricuneatina A) mediante el empleo de CCD y en las tres
fases méviles probadas.

A través de la reaccion con sales férricas, por el desarrollo de coloracién pardo-
verdosa se revel6 la presencia de taninos en el EAC de B. articulata.

5.7.2. Identificacién y cuantificaciéon por HPLC

En la Figura 32 se muestra el perfii cromatografico por HPLC del EAC de
B. articulata que resulté de la comparacién con los compuestos testigos; mediante el
analisis de este cromatograma se pudieron detectar los siguientes compuestos: quercetina,
luteolina, acacetina y acido clorogénico. La determinacion cuantativa de cada uno de ellos
indico el siguiente orden decreciente: quercetina, acacetina, acido clorogénico y luteolina, y
la relacién entre ellos se exhibe en la Tabla 33.
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Figura 32: Cromatograma del EAC de Baccharis articulata comparado con compuestos testigos.

Tabla 33: Proporcién peso en peso de cada componente
identificado en el EAC de B. articulata.

Componente del EAC % PIP (+ SD)
Acido clorogénico 0,26 (+ 0,04)
Quercetina 1,33(x0,17)
Luteolina 0,055 (+ 0,004)
Acacetina 0,99 (£ 0,09)

Estos compuestos identificados en el EAC de B. articulata podrian ser los
responsables de la actividad antiviral, particularmente en la etapa de adsorcion y
penetracion viral, como asi también los responsables de la baja toxicicidad determinada en
células Vero y linfocitos humanos y de la escasa genotoxicidad en raices de Allium cepa L.
Dichos compuestos podrian estar actuando de manera individual, o de forma conjunta
ejerciendo sinergismo o eventualmente antagonismo en tales bioactividades. Se tornaria
entonces interesante conocer el potencial bioactivo de cada uno de estos componentes
empleados en forma de compuestos puros unicos o combinados a fin de caracterizar aun

mas este extracto acuoso caliente.
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6. CONCLUSIONES

# En el marco de esta Tesis se investigaron cinco extractos de la especie
Baccharis articulata, conocida vulgarmente como carqueja, perteneciente a la
familia Asteraceae la que fue seleccionada sobre la base de sus antecedentes
en la medicina tradicional y en la industria alimenticia y su abundancia relativa
como fuente de posibles molécuias con efecto antiviral contra el virus Herpes

suis tipo 1.

# Los extractos polares obtenidos con agua en frio (EAF) y en caliente (EAC) de
B. articulata, ejercieron accion virucida y antiviral frente al virus Herpes suis tipo

1 in vitro a concentraciones no citotoxicas.

# El EAF ejerci6 accion antiviral en distintas etapas de la multiplicacién sin
embargo, esta accion no superé el 50% y requiere de concentraciones
elevadas del extracto limitando su aplicabilidad.

# La accion antiviral del EAC fue exclusivamente sobre la adsorcion del virus a la
celula con alta selectividad de accion. No afecté las etapas de biosintesis

molecular para generar nuevas particulas virales.

# ElI EAC no ejercio efecto citotoxico ni genotéxico en los ensayos in vitro e in

vivo realizados, a las concentraciones activas frente al virus.

# De la caracterizacion fitoquimica del EAC de B. articulata por técnicas
cromatograficas y por HPLC, pudieron identificarse y cuantificarse cuatro

componentes mayoritarios: quercetina, acacetina, acido clorogénico y luteolina.

# Las moléculas quimicas identificadas en el EAC de B. articulata podrian ser las
responsables de la actividad antiviral y actuarian en forma individual y/o

combinadas.
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ACTIVIDAD ANTIHERPETICA DE EXTRACTOS ACUOSOS DE BACCHARIS ARTICULATA
{ASTERACEAE). Antiherpetic activity of aqueous extracts of Baccharis articulate (Asteraceae)

Torres, C. V.; Zanon, 5. M.; Carboneri, |. L.: Domingwez, M. |; Cariddl, LN, & Sebini, L1.

123

¢ Area Actividad Bioldgica y Farmacologia
Pac Cs. Exnactas, Fco-Qeas ¥ Naturales UN RC (5000} Coedoba Argenting. icaniddriena, unrc. sduas

La bosqueda de antivirales de ongen vegetal es un $6pico de mirrés en la actuslidad, perticularmente las plsntas medicinales
con antecedentes farmacalogicos. Bacchans articulsta (Lam) Pers “carquejn” se utiliza populsrmente pars of tratamiento de
probiemas digostivos, v e demostrado poserr accidn antimicrobians En este trabajo se evalud ls activided citotduca.
antiviral y virucidal de extractos scuosos de B articulate frente al virus Herpes aas hipe 1y on célules Vero. Los extractos
acuceos [rio (EAF) y caliente (EAC) se obtuvieron. secuencialmente por extrecoién & 4°C v 70°C del vegeial. Ls citotoxicided se
demrminé por observackin microscopica y por Wcnicas colorimetricas de Rojo neutro y MTT. La activided antivirsl fue
ersayads durante y despuds de la adsorcion y penetracion viral por reduccion de placas de lisis: ls activided vimcidal se
realizd por exposicitn directa al virus de los entractos acuosos & la MCNC 1y 2X. La manima concentracidn no citotduica
(MONC) fue de 1.000 y 600 ug/m pars EAF y EAC. respactivamente. Los valores de CCw pars el EAF fueron de 2400 ng/mi
(RN) y de 2110 pg/ml (MTT); para el EAC las CCss fueron de 718 ug/mi (RN) y de 538 pg/ml (MTT). Ls meyor inhibicion
viral {54%) se logro con el EAC durante 1a sdsorcion y penetracion viral. La mdxunas capacidad virucidal se evidencid cuando
¢l virus fue expuesto a la MCNC 2X con EAF (#%) y EAC (9%6%). Estos resultados demuestran ls capacidad desinfectants y
antiséptica de los EAF y EAC de B artiulats y aportan un valicso conocimiento s las propiedades etnofarmacologions.
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Apoptosis and mutagenicity induction by a characterized aqueous extract
of Baccharis articulata (Lam.) Pers. (Asteraceae) on normal cells

Laura Cariddi >#. Franco Escobar ®, Carola Sabini?, Cristina Torres®, Elina Reinoso *, Andrea Cristofolini®,
Laura Comini <, Susana Niflez Montoya“©, Liliana Sabini?
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ARTICLE INFO ABSTRACT

ARk Katary n 2 previows suly we fove d i that coki extrxt of Bacch aars (B3 CAE)
Recaivad 23 Aasest 201 wdixed the death of human penpheral Mood mmnanuckear cdl (PRMU ) and exerted low mutgex
Accapma 3 N baw 2011 . dffects an mace 21 6 h afeer admmoeation The 2m of thes wark was to snvesegate whether the FRMUS
v alabis aabicw {3 Nowvsrater 20: 1 death induced by 83 {AE n due © apoptams. and whether tha @ Fact exerts mutagersc effects oo mxe

& 2 and Sh afte sdmaneirason In addition, s CAE was chermally duraderzed MM from
Leyoar &z heably volunteers were exposed to extract (10 20 40 3Q 14 1)0. 640 and 1280 ugiml) for
m‘:ﬂ“w“"‘ 18 24h (ol valnity was determned by stamng of trypan hiue dye exdusion rethod Apoptoss
At cxuat was detennined by Hoectt IL258 gammg TUML and UNA fragmentgion amalysn by agarose gel

Apopas detrophwean BALN: mxe were mpected with extract /1800 900 snd $%0 mg/xg) and sacrficed at
Magageniony 24 and 48 h pramaton Bone martow amples ware used to 286 clrommome mutatans by he
Nama) orits nraumidans test The extract induced P BWCs dasth by spoptoses snd mcreased the frecquency of nmuarro.
mucler m bone marrow The phytoc hemaral sy of Ba CAE showed the presrnae of favemes as huzeolin
»nd aacetm affeoylquaec aoxds as chlorogenx acd and

& N1 Bseveer iid. AR nghts reserved.
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