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EFECTOS SOBRE LA PEROXIDACION DE MITOCONDRIAS Y MICROSOMAS
HEPATICAS DE RATAS WISTAR, ANALISIS FITOQUIMICO Y GENOTOXICIDAD
DE Cestrum parqui 1L’HER (“DURAZNILLO NEGRO”, SOLANACEAE) Y Pascalia

glauca ORTEGA (“SUNCHILLO”, ASTERACEAE).

RESUMEN

Las plantas toxicas de importancia agropecuaria son aquellas que, ingeridas por los animales
domésticos, causan dafo a su salud y pueden provocar la muerte. De importancia en Medicina
Veterinaria son Cestrum parqui L’Her (“duraznillo negro”, Solanaceae) y Pascalia glauca
Ortega (“sunchillo”, Asteraceae), ambas hepatotdxicas. La toxicidad se debe a compuestos
parquina e hidroxiparquina para Cestrum parqui y un atractilésido en Pascalia glauca,
capaces de inhibir el sistema carrier ADP-ATP. Se plantea como hipotesis que los compuestos
quimicos presentes en Cestrum parqui y Pascalia glauca se comportan como prooxidantes de
membranas celulares, provocando la peroxidacion de membranas de microsomas y
mitocondrias hepaticas, aumentando el estrés oxidativo y que ciertos principios quimicos de
ambas plantas poseen efectos genotdxicos en células CHO. Los andlisis fitoquimicos
cualitativos demostraron presencia de flavonoides, taninos, hidroxilos polifendlicos, lipidos,
gliucidos, esteroides, alcaloides, saponinas, y ausencia de cardenolidos y leucoantocianinas.
En los estudios de peroxidacion con extractos metanolicos de Cestrum parqui y Pascalia
glauca se observd que poseen capacidad antioxidante atribuible a la presencia de
compuestos polifendlicos como flavonoides y taninos, resultando mas protegidas las
membranas mitocondriales versus microsomales. Los estudios de genotoxicidad realizados
demuestran que, en las condiciones de trabajo realizadas, los extractos de ambas plantas

poseen capacidad genotoxica dosis dependiente.

PALABRAS CLAVE: Cestrum parqui, duraznillo negro, Pascalia glauca, sunchillo, estrés

oxidativo, toxicidad.



INGLES

EFFECTS ON THE PEROXIDATION OF LIVER MITOCHONDRIA AND
MICROSOMES OF WISTAR RATS, PHITOCHEMICAL ANALYSIS AND
GENOTOXICITY OF Cestrum parqui 1L°’HER (“YELLOW CESTRUM”,

SOLANACEAE) AND Pascalia glauca (“SUNCHILLO”, ASTERACEAE).

SUMMARY

Poisonous plants of agricultural importance are those that, when ingested by domestic
animals, cause damage to their health and may cause death. Of importance in Veterinary
Medicine are Cestrum parqui L'Her (“yellow cestrum”, Solanaceae) and Pascalia glauca
Ortega (“sunchillo”, Asteraceae), both hepatotoxic. Toxicity is due to parquine and
hydroxyparquine for Cestrum parqui and an atractyloside for Pascalia glauca, compounds
capable of inhibiting the ADP-ATP carrier system. We hypothesize that chemical compounds
present in Cestrum parqui and Pascalia glauca behave as pro-oxidants of cell membranes,
causing peroxidation of microsomes and liver mitochondria membranes, increasing oxidative
stress, and that some compounds may cause genotoxic effects on CHO cells. Qualitative
phytochemical analysis demonstrated the presence of flavonoids, tannins and polyphenolic
hydroxyls, lipids, carbohydrates, steroids, alkaloids and saponins, and absence of
cardenolides and leucoanthocyanins. In the peroxidation studies with methanolic extractsof
Cestrum parqui and Pascalia glauca, it was observed that they have antioxidant capacity
attributable to polyphenolic compounds such as flavonoids and tannins, being more protected
mitochondrial vs microsomal membranes. With regard to the genotoxicity analysis, results
indicate that, under our working conditions, extracts from both plants have dose-dependent

genotoxic capacity.

KEY WORDS: Cestrum parqui, yellow cestrum, Pascalia glauca, sunchillo, oxidative stress,

toxicity.



CAPITULO I
I. INTRODUCCION

I.1. Generalidades

Numerosos compuestos de origen natural son capaces de producir intoxicaciones en el
hombre y en los animales. Entre éstos, los que derivan del reino vegetal pueden producir
lesiones de diversa gravedad al ingresar al organismo, especialmente cuando lo hacen por la
via digestiva (Bruneton, 2001). Para los animales domésticos las malezas toxicas constituyen
un ejemplo de especial interés (Datta et al., 1978; Lopez et al., 1991).

Se definen como plantas toxicas de importancia agropecuaria aquellas que, ingeridas
por los animales domésticos en forma accidental o bajo situaciones extremas, causan dafios a
la salud y pueden provocar la muerte (Tokarnia ef al., 1979). En los animales de abasto las
intoxicaciones de origen vegetal suelen ocurrir en aquellas épocas del afio en que la oferta
forrajera disminuye, debido principalmente a la escasez de precipitaciones. La falta de lluvias
en el invierno produce una disminucion en el crecimiento de pasturas naturales y cultivadas
destinadas a la alimentacion de diferentes especies de ganado; el hambre genera en ellos una
alteracion en la selectividad y palatabilidad, lo que deriva en el consumo de especies vegetales
que normalmente no son ingeridas (Tokarnia et al., 1979). Por el contrario, en condiciones
normales estas plantas son rechazadas por los animales debido al mal olor y sabor
desagradable que poseen, o porque resultan astringentes, coridceas, hirsutas, todas
propiedades utilizadas para la defensa contra insectos y herbivoros (Bruneton, 2001; Kubo et
al., 2003; Konno et al., 2004). El médico veterinario que se dedica a grandes especies
frecuentemente debe asistir a pacientes intoxicados debido a la ingestion de vegetales toxicos,

o confirmar casos post-mortem. Estos desde el punto de vista clinico son muchas veces



desconcertantes, y las lesiones anatomopatologicas pueden resultar variadas e inconstantes

(Odriozola et al., 1994; Méndez y Riet-Correa, 2002).

Con el fin de reducir el riesgo de intoxicacion, los herbivoros utilizan varias
estrategias fisiologicas, etoldgicas, o de adaptacion. Existen al menos seis destinadas a reducir
la toxicidad de las plantas: 1) evitando o reduciendo la ingestion de fitotoxinas mediante
cambios en la seleccion de la dieta; 2) seleccionando una dieta mixta, para diluir el efecto de
toxinas especificas; 3) consumiendo la toxina en forma ciclica o de manera intermitente para
evitar el dano permanente; 4) eliminando la toxina una vez consumida; 5) conjugando,
degradando o detoxificando la toxina; 6) tolerandola una vez consumida. Estas categorias no
son excluyentes entre si, existiendo un solapamiento sustancial. En general las tres primeras
incluyen la reduccion o eliminacion del consumo de la fitotoxina a través de cambios en el
comportamiento, mientras que las restantes involucran cémo los animales manejan los
principios toxicos en su organismo cuando son incorporados (Provenza et al., 1992; Forbes,

1998).
I.2. Compuestos quimicos presentes en las plantas

El conjunto de reacciones quimicas que tiene lugar en un organismo constituye el
metabolismo. La mayor parte del carbono, nitrégeno y de la energia termina formando parte
de moléculas comunes a todas las células y que son necesarias para su funcionamiento. Se
trata de aminoacidos, nucleétidos, azucares y lipidos, presentes en todas las plantas y con
funciones comunes. Son los denominados metabolitos primarios (Avalos Garcia y Pérez-

Urria Carril, 2009) (Fig. 1).
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Figura 1. Elementos del metabolismo primario de las plantas y su relacion con el metabolismo secundario

(Tomado y modificado de Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril, 2009).

Por otra parte, las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y
de la energia para la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas, que en principio
parecen no tener una funcion directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, de asimilacion
de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se
denominan metabolitos secundarios, productos secundarios o productos naturales (Pérez-
Alonso y Jiménez, 2011) (Fig. 2). Ademas de no presentar una funcion definida en los
procesos mencionados, difieren también de los metabolitos primarios en que ciertos grupos
presentan una distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos
secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias
cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su produccién circunscripta a un
determinado numero de especies de plantas, a una familia. Son, en definitiva, compuestos
derivados del metabolismo primario, pero con distribucion limitada en el reino vegetal,

restringidos a un grupo taxondémico particular (Shilpa et al., 2010).
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Figura 2. Origen de metabolitos secundarios de las plantas y su relacion con el metabolismo primario

(Tomado y modificado de Azcon-Nieto y Talon, 2013).

En épocas pasadas se pensaba que estas sustancias se producian sin que tuvieran
funciones especificas en las plantas; sin embargo, luego se demostré que muchas poseen altos
rendimientos y que cumplen multiples funciones (Wink, 2007). Si bien no tienen una funcién
aparente en el metabolismo primario, si poseen implicancia ecologica, cumpliendo roles en la
defensa contra herbivoros, o bien comportdndose como sustancias alelopaticas contra el
efecto nocivo de virus, hongos y bacterias (Jones y Takemoto, 2004; Ruffinengo et al., 2005;

Chisholm, 2006).



En el caso particular de la herbivoria (accion de los animales sobre las plantas, referida
al consumo), algunos compuestos tienen funcién protectora frente a depredadores, actuando
como repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas o
venenosas. Incluso pueden intervenir en mecanismos de defensa frente a diferentes patogenos,
actuando como pesticidas naturales. O bien, por el contrario, algunos productos del
metabolismo secundario actiian como atrayentes de insectos polinizadores, formando parte de
la constitucion quimica de pigmentos que proporcionan color, aromas y sabores a flores y
frutos, jugando asi un papel esencial en la reproduccion vegetal, atrayendo a insectos
polinizadores o bien animales que utilizan dichas partes vegetales como fuente de alimento,
en definitiva contribuyendo de esta forma a la dispersion de semillas (Bourgaud et al., 2001;

Vivanco et al., 2005).

Otros cumplen una funcion fisiologica, tal es el caso de los alcaloides o las pectinas,
que pueden servir para el transporte de nitrégeno y diversas sustancias de almacenamiento. En
el caso de algunos compuestos fendlicos, como los flavonoides, actuan como protectores
contra rayos ultravioletas (Wink, 2007). Muchos de ellos, ademas, constituyen una fuente
importante de principios activos para la formulacion de medicamentos y de valiosos
compuestos quimicos (Goossens et al., 2003).

Los metabolitos secundarios se pueden agrupar en cuatro clases principales:

- Terpenos, entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales.

- Compuestos fenolicos, que incluyen a cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.

- Glicosidos, donde se hallan saponinas, glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y
glucosinolatos.

- Alcaloides, con diferentes estructuras quimicas y funciones.



A continuacion, se presentan las principales caracteristicas de cada grupo.
I.2.1. Terpenos

En ocasiones citados como terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de
metabolitos secundarios. La ruta biosintética de estos compuestos da origen tanto a
metabolitos primarios como secundarios de gran importancia para el crecimiento y
supervivencia de las plantas. Entre los metabolitos primarios se encuentran hormonas
(giberelinas, 4cido abscisico y citoquininas), carotenoides (pigmentos como carotenos y
xantofilas), clorofilas y plastoquinonas (para la fotosintesis), ubiquinonas (para la respiracion
celular) y esteroles (ergosterol, sitosterol, colesterol, de gran importancia en la estructura de
membranas biolégicas eucariotas), derivados de esteroles (glicdsidos cardiacos), latex y
aceites esenciales (proporcionan el olor y el sabor caracteristico de las plantas) (Azcén Nieto
y Talon, 2008; Avalos Garcia y Pérea-Urria, 2009; Alberts et al, 2016; Pérez-Alonso y
Jiménez, 2011; Stryer et al., 2013). Aunque las citoquininas y las clorofilas no son terpenos,
contienen en su estructura una cadena lateral que es un terpeno (Autino et al., 2013; Azcon
Nieto y Talon, 2008). A la vista de esta variedad de compuestos, es evidente que muchos
terpenos tienen un importante valor fisiologico y comercial. Suelen ser insolubles en agua y

derivan de la unién de unidades de isopreno (5 atomos de C, Fig. 3).
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Figura 3. Estructura del isopreno (Tomado y modificado de Stryer et al., 2013).



Se clasifican por el nimero de unidades de isopreno que contienen en monoterpenos
(poseen 10 atomos de C como dos unidades de isopreno), sesquiterpenos (15 atomos de C,
tres unidades de isopreno), diterpenos (20 carbonos, cuatro unidades de isopreno), triterpenos
(30 C), tetraterpenos (40 C). Cuando poseen mas de ocho unidades de isopreno se denominan

politerpenos (Fig. 4).
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Figura 4. Formacion de terpenos por reacciones de dimerizacion (Tomado y modificado de Azcon-Nieto y

Talén, 2013).

Se pueden mencionar algunos ejemplos considerando la clasificacion. Entre los
monoterpenos se pueden mencionar al geraniol y el limoneno; para el caso de sesquiterpernos,
el farnesol; en los triterpenos, por ejemplo, se encuentran esteroides y esteroles derivados del
escualeno, una molécula de cadena lineal de 30 C de la que derivan todos los triterpenos
ciclicos (Fig. 5); y en los tetraterpenos se encuentran dentro de este grupo los licopenos y los

carotenoides.
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Figura 5. Estructura del escualeno (Tomado y modificado de Autino et al., 2013).

Los esteroides que contienen un grupo alcohol se denominan esteroles (es el caso de
casi todos los esteroides vegetales), los mas abundantes en plantas son el estigmasterol y el
sitosterol. La funcion principal de los esteroles en las plantas es formar parte de la estructura
de las membranas celulares y determinar su viscosidad y su estabilidad. Algunos triterpenos
se encuentran formando parte de esteroides en forma de glicosidos, que poseen importantes
funciones en medicina y en la industria (cardenolipidos y saponinas) (Azcon-Nieto y Talon,

2008).

Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por distintas rutas metabolicas. El
isopentenil bifosfato y su isomero dimetilalil difosfato son los precursores activados en la
biosintesis de terpenos en reacciones de condensacion catalizadas por prenil transferasas para
dar lugar a pernil bifosfatos como geranil difosfato (precursor de monoterpenos), farnesil
difosfato (precursor de sesquiterpenos), y geranil difosfato (precursor de diterpenos) (Avalos

Garcia y Pérea-Urria, 2009) (Fig. 6).
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Figura 6. Formacion del isopentenil bifosfato en la célula vegetal (Tomado y modificado de Azcén-

Nieto y Talén, 2013).
1.2.2. Compuestos fendlicos

En el contexto del metabolismo, los aminodcidos aromaticos pueden formar parte
tanto del metabolismo primario como del secundario. Las plantas sintetizan una gran variedad
de productos secundarios que contienen un grupo fenol, anillo aromatico con un grupo
hidroxilo. Estas sustancias, derivadas del fenol, reciben el nombre de compuestos fendlicos,

polifenoles o fenilpropanoides (Azcon Nieto y Talon 2008; Autino et al., 2013).

Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo muy diverso que
comprende desde moléculas sencillas (dcidos fenolicos), hasta polimeros complejos como los
taninos y la lignina. En el grupo también se encuentran pigmentos flavonoides. Muchos de
estos productos de sintesis estan implicados en las interacciones planta-herbivoro. Los acidos
trans-cindmico y p-cumarico se metabolizan para formar &cido ferulico y &cido cafeico, cuya
principal funcidon es ser precursores de otros derivados més complejos: cumarinas, lignina,
taninos, flavonoides e isoflavonoides (Avalos Garcia y Pérea-Urria, 2009; Pérez-Alonso y

Jiménez, 2011).



En el caso de los flavonoides, su esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados
en dos anillos aromdticos unidos por un puente de tres carbonos. Se clasifican en funcion del
grado de oxidacion del puente carbonado, siendo los principales las antocianinas (pigmentos),
flavonas, flavonoles e isoflavonas (Tabla 1). Entre sus funciones se encuentra la defensa y la
pigmentacion. Las antocianinas, por ejemplo, son flavonoides pigmentados responsables de la
mayoria de los colores de las flores y los frutos y por ello son importantes en la polinizacion y
en la dispersion de semillas. En las flores también se encuentran flavonas y flavonoles que
absorben a longitudes de onda cortas que hacen que no sean visibles para el ojo humano. Sin
embargo, los insectos que ven en el rango del UV responden a flavonas y flavonoles como

sefiales de atraccion (Vivanco et al., 2005; Taiz y Zeiger, 2006).
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Tabla 1. Principales tipos de flavonoides (Tomado y modificado de Autino et al., 2013).
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Los taninos son compuestos fendlicos poliméricos que se unen a azlcares o
polialcoholes mediante uniones éster que, en caso de tomar contacto con proteinas, las
desnaturalizan. El nombre procede de la antigua practica de utilizar extractos vegetales para
convertir la piel de animales en cuero (durante el curtido se unen al coldgeno, aumentando su
resistencia al calor, al agua y a la accion de microorganismos). Existen dos categorias: taninos
condensados y taninos hidrolizables (Fig. 7). Los condensados son polimeros de unidades de
flavonoides unidos por enlaces C-C que no pueden ser hidrolizados, pero si oxidados por un
acido fuerte para dar proantocianidinas, constituidas por cadenas de procianidinas
oligoméricas. Los taninos hidrolizables son polimeros heterogéneos que contienen acidos
fenolicos, sobre todo acido galico y azucares simples; son mas pequefios que los condensados
y se hidrolizan mas facilmente. Debido a esta capacidad de unirse a proteinas, en ocasiones se
comportan como toxinas. También actuan como repelentes contra herbivoros, ya que los
animales suelen evitar plantas o partes de plantas que contienen altas concentraciones de
taninos. Por el contrario, se ha demostrado que algunos participan en la prevencion de

enfermedades metabolicas (Manach et al., 2004; Pérez-Vizcaino et al., 2009).
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Figura 7. A la izquierda se muestra parte de la estructura de una procianidina oligomérica (tanino
consensado) y a la derecha el acido gailico, constituyente de taninos hidrolizables (Tomado y modificado de

Autino et al., 2013).
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1.2.3. Glicosidos

Son metabolitos secundarios de gran importancia. Su nombre hace referencia al enlace
glicosidico que se forma cuando una molécula de azlicar se condensa con otra que contiene un
grupo hidroxilo (Fig. 8). Existen tres grupos de particular interés: saponinas, glicosidos
cardiacos y glicésidos cianogénicos. Una cuarta familia, los glucosinolatos, se incluyen en
este grupo debido a su estructura similar (Avalos Garcia y Pérea-Urria, 2009; Aungustin et

al., 2011).

Figura 8. Estructura quimica de durrina, glicésido cianogénico presente en algunas plantas
potencialmente téxicas para rumiantes, por ejemplo Sorghum halepense (L.) Pers. (“sorgo de Alepo™)

(Tomado de Johansen ef al., 2007).

Las saponinas (Fig. 9) se encuentran como glicosidos esteroideos, glicdsidos
esteroideos alcaloides o bien glicosidos triterpenos. Son por lo tanto triterpenoides o
esteroides que contienen una o mas moléculas de azlicar en su estructura. Se pueden presentar
como agliconas, es decir, sin el aztcar (el terpeno sin el azlcar), en cuyo caso se denominan
sapogeninas. La adicion de un grupo hidrofilico (azlicar) a un terpenoide hidrofobico da lugar
a las propiedades surfactantes o detergentes similares al jabon que presentan las saponinas

(Azcon Nieto y Talon, 2008).
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Figura 9. Estructura de la a saponina. (Tomado y modificado de Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril,

2009).

Los glicésidos cardiacos o cardenolidos son semejantes a las saponinas esteroideas,
también tienen propiedades detergentes, pero su estructura contiene una lactona (Fig. 10). Se
encuentran de forma natural como glicésidos o agliconas. En Medicina Humana y Veterinaria
han sido de gran uso en el pasado para el tratamiento de enfermedades como la insuficiencia
cardiaca congestiva; en la actualidad se encuentran en desuso (debido particularmente a su
margen de seguridad estrecho), con solo algunas indicaciones terapéuticas (antiarritmicos).
Existen algunas plantas que los sintetizan en gran cantidad y son, por lo tanto, especies
vegetales muy peligrosas si son ingeridas en forma accidental por los animales (Fazzio et al.,

2007; Di Paolo et al., 2010).
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Figura 10. Estructura quimica general de los cardendlidos (Tomado y modificado de Autino ez al., 2013).



1.2.4. Alcaloides

Son una familia numerosa de metabolitos secundarios que tienen en comun tres
caracteristicas: la mayoria son solubles en agua, contienen al menos un 4tomo de nitrégeno en
la molécula, y exhiben actividad biolodgica. En el caso particular de la solubilidad, la de los
alcaloides bases y de sus respectivas sales es opuesta: mientras las sales son hidrosolubles
(por ejemplo, citrato de nicotina), el correspondiente alcaloide al estado de base presenta
mayor afinidad por solventes no polares (solventes organicos); estas particularidades son

utilizadas durante los procesos de extraccion (Vagujfalvi, 1960).

Suelen ser heterociclicos, aunque algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (no
ciclicos) como la mescalina o la colchicina. Se encuentran en aproximadamente el 20% de las
plantas vasculares, la mayoria dicotiledoneas herbaceas (Cardenas ef al., 2015; Fahmy et al.,
2019). El nitrégeno a menudo forma parte de un anillo heterociclico. Como su nombre lo
indica, se comportan como bases (alcaloide “parecido a dlcali”’) y pueden formar sales en
medio acido, también pueden existir libres, al estado de sales, o como N-6xidos (Autino et al.,
2013). Son por lo general dpticamente activos, por presentar al menos un carbono asimétrico
en su estructura. Reaccionan positivamente con ciertos reactivos denominados “reactivos
generales de alcaloides” (Mayer, Dragendorff, Burchard, etc.), dando precipitados. Se
encuentran relacionados biosintéticamente con los aminoacidos y cumplirian en vegetales
funciones de defensa, ya que suelen ser compuestos de sabor amargo y que por lo tanto

desalientan la herbivoria (Granados et al., 2008).
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Segun su composicion elemental se los clasifica en:
- Alcaloides ternarios (no oxigenados): liquidos oleosos, volatiles, arrastrables con
vapor de agua. Ej.: nicotina, coniina.
- Alcaloides cuaternarios (oxigenados): solidos, cristalizables, fijos. A este grupo
pertenecen la mayoria de los alcaloides.

Muchos de ellos tienen importancia farmacologica ya que pueden provocar cambios
en mecanismos fisiologicos (replicacion del ADN, transmision del impulso nervioso,

inhibicion de la mitosis, etc.).

1.3. Factores que condicionan las intoxicaciones causadas por plantas

Luego de conocer la gran variedad de principios activos presentes en las plantas,
resulta importante recordar aquellas con potencialidad toxica. Se debe tener presente, como se
ha mencionado anteriormente, que estos metabolitos juegan un papel importante contra la
herbivoria, constituyendo asi mecanismos de defensa. Entre los factores que inciden sobre las

intoxicaciones de origen vegetal se citan los siguientes:

1.3.1. Hambre

Este es probablemente el factor mas importante, debido a que muchas plantas son
consumidas solamente cuando existe carencia de forraje o bien luego de periodos de privacion
de alimentos, lo que lleva a la ingestion de plantas poco palatables. Cuando existe poca oferta
forrajera (principalmente durante el invierno y debido a la escasez de lluvias) algunas plantas
toxicas permanecen verdes; es el caso de los “senecios”, como Senecio bonariensis Hook &
Arn. y Senecio grisebachii Baker, malezas conocidas en Argentina como ‘“margarita de
campo” o “primavera”, que son consumidas durante los meses de bajas temperaturas y cuando

la concentracion de principios activos es elevada.
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1.3.2. Sed

Este factor se asocia con aquellos animales que han sido transportados recientemente a
través de largas distancias. A su llegada ingieren gran cantidad de agua, lo que provoca que el
gusto se altere en forma transitoria, perdiendo asi la capacidad de seleccion de los alimentos;
de esta manera ingieren malezas con mal sabor, olor y en algunos casos toxicas. Se puede
mencionar, por ejemplo, a la planta hepatotoxica Cestrum parqui L" Herit, vegetal que posee
sabor y olor desagradables, pero que bajo condiciones de sed (y hambre) puede ser consumida

por los animales, con desenlace fatal.

1.3.3. Desconocimiento

Existen determinadas plantas que son consumidas solamente por animales que las
desconocen, porque fueron criados en lugares donde éstas no se encuentran (zonas de cria). Al
ser reubicados en zonas de engorde, donde los vegetales toxicos proliferan, un nimero
importante de cabezas puede resultar intoxicado (Riet-Correa et al., 1993) Es el caso del
“mio-mio” o “romerillo” (Baccharis coridifolia DC.), planta que posee tricotecenos debido a
la asociacion simbidtica con hongos de la especie Myrothecium spp., productores de estas

toxinas.

1.3.4. Acceso a las plantas

Algunos vegetales solo causan intoxicacion cuando, por alguna causa poco frecuente,
los animales tienen acceso a ellas. Este es el caso de la intoxicaciéon provocada por el “laurel
rosa” o “adelfa” (Nerium oleander L.), cuando estos arbustos son podados y los animales
pueden acceder al material vegetal. Estas plantas poseen glicosidos cardiotonicos en gran

concentracion.

18



Por otra parte, en la actualidad la creciente demanda de carne bovina lleva a los
productores a criar animales en zonas consideradas no tradicionales (como areas inundables,
por ejemplo) en las que crecen especies toxicas que antiguamente no eran accesibles (Villar,

2007).

1.3.5. Dosis toxica

La cantidad de planta necesaria para causar intoxicacion puede ser muy variable
cuando se comparan distintas especies entre si. La mayor toxicidad la posee el “romerillo”,
Baccharis coridifolia, a razon de 0,25-0,5 g de planta verde/kg de peso vivo en el otofo
(Begeres de Almeida et al., 2009). Hay otras especies que, por el contrario, tienen que ser
ingeridas en grandes cantidades para que se produzca la intoxicacion, como por ejemplo el
“yuyo colorado” (Amaranthus quitensis H.B.K.), a razon de 440 g de planta verde/kg de peso
vivo (Riet-Correa et al., 1993). Hay otros vegetales que causan intoxicacion solamente
cuando forman parte de la casi totalidad de la dieta, como las leguminosas que producen

timpanismo o hiperestrogenismo (77ifolium spp., “trébol”).

1.3.6. Periodo de ingestion

Existen algunas especies que producen cuadros de intoxicacién cuando son
consumidas por Unica vez, como el “mio-mio”, o el “duraznillo negro”; algo similar ocurre
con plantas cianogénicas (“sorgo de Alepo”), o leguminosas que causan meteorismo. Otras
deben ser ingeridas durante periodos mas prolongados, como los “senecios” o el “duraznillo
blanco” (Solanum glaucophylum Dest.) (Santos et al., 2008). En este ultimo caso la planta
posee un compuesto andlogo de la vitamina D3 (1,25-dihidroxicolecalciferol), que promueve

la absorcion intestinal de calcio y provoca calcificacion metastasica.
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1.3.7. Variaciones en la toxicidad

Dentro de una misma especie pueden existir varios factores que condicionan su
toxicidad: variedad, época del afio, fase del crecimiento, el tipo de suelo, fertilizaciones, el
uso de herbicidas, etc. Algunas plantas como Senecio spp. o Sorghum spp. son mas toxicas
durante la fase de crecimiento, otras lo son Unicamente durante la floracion (B. coridifolia),
mientras que algunas presentan el efecto toxico durante el periodo correspondiente a la
fructificacion (4. quitensis). Incluso dentro de una misma especie puede suceder que distintas
variedades pueden ser toxicas o no, algo que ocurre en Lantana spp. Otras, como Cestrum
parqui o Echium plantagineum L. (“flor morada”), presentan grandes variaciones de
toxicidad, sin que hayan sido determinadas las causas de tal situacion. En el caso de E.
plantagineum, se trata de una planta muy difundida y palatable en los estadios juveniles, pero
que en muy raras ocasiones contiene los principios activos en concentraciones suficientes

como para producir casos fatales (Riet-Correa et al., 1993).

1.4. Clasificacion de plantas toxicas para el ganado bovino

En la actualidad las plantas toxicas se agrupan para su estudio de acuerdo con el
organo o sistema que afectan en mayor medida. En la Republica Argentina la mayoria de las

intoxicaciones son provocadas por las siguientes especies toxicas:

a) Plantas que afectan al aparato digestivo

2 ¢C

- Familia Asteraceae: Baccharis coridifolia DC. (“romerillo”, “mio-mio”).
- Familia Solanaceae: Solanum bonariense L. (‘“naranjillo”), S. eleagnifolium Cav.

(“revienta caballos™), S. sisymbriifolium Lam. (“tutid” o “espina colorada”), S. pilcomayense

20



Morong. (“arachicha negro™), S. sublobatum Wild. (“hierba mora”), S. diflorum Vell. (“aji del

monte”), S. pseudocapsicum L. (“tomatillo”).

b) Plantas hepatotoxicas

- Familia Solanaceae: Cestrum parqui L'Herit. (“duraznillo negro”).

- Familia Asteraceae: Pascalia glauca Ortega (“sunchillo”, “yuyo sapo”), Xanthium
cavaniliensi Schouw (“abrojo grande”), Semecio bonariensis Hook & Arn, S.
madagascariensis Poir, S. selloi Spreng, S. grisebachii Baker (“margarita de campo”,

“primavera”).

- Familia Scrophulariaceae: Myoporum laetum G. Forst (“transparente”).

¢) Plantas nefrotoxicas

- Familia Amaranthaceae: Amaranthus quitensis H.B.K. (“yuyo colorado”), A.
retroflexus L. (“amaranto”, “bledo”), 4. blitum L. (“bledo rojo™), A. hybridus L. (“amaranto

r0jo”), A. viridis L. (“amaranto verde”, “bledo verde”).

d) Plantas cianogénicas

- Familia Poaceae: Sorghum halepense L. (“sorgo de Alepo”), S. almum Parodi (“sorgo

99 46

negro”), S. saccharatum Pers. (“sorgo azucarado”, “sorgo dulce™), S. sudanense (Piper) Stapf.

29 46

(“sorgo sudanense”, “pasto del Sudan”).

e) Plantas que producen calcificacion metastasica

- Familia Solanaceae: Solanum  glaucophyllum Desf. (“duraznillo blanco”,

“hediondilla”).
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f) Plantas que provocan inhibicion de enzimas lisosomales

- Familia Convolvulaceae: Ipomoea carnea Jacq. susp. fistulosa Choisy (“aguapei”,

“mandiyurd”).

g) Plantas neurotoxicas

- Familia Solanaceae: Brunfelsia uniflora (Pohl) D. Don., B. australis Benth. (“jazmin

99 Ces

de América”, “jazmin paraguayo”), Datura ferox L. (“chamico”).

h) Plantas que afectan al sistema muscular

- Familia Fabaceae: Senna occidentalis (L.) Irwin sin. Cassia occidentalis (“cafetillo”).

L.5. Particularidades sobre las intoxicaciones provocadas por plantas hepatotoxicas

En nuestro pais existen especies vegetales de probada hepatotoxicidad (Marzocca,
1997; Riet-Correa et al., 1993; Odriozola, 2005; Riet-Correa et al., 2007 Tokarnia et al.,
2012). El conocimiento actual en lo que se refiere a estos vegetales demuestra que,
dependiendo de la especie que se considere, el consumo por unica vez pero en gran cantidad
puede causar necrosis hepatica (intoxicacion de curso agudo), o por el contrario la ingestion
enforma prolongada y en poca cantidad diaria puede generar cirrosis hepatica (curso cronico)

(Barros et al., 1987; Habermehl et al., 1988; Tokarnia et al., 2002; Santos et al., 2008).

Dentro de las hepatotoxicas agudas mas conocidas en Argentina figuran el “duraznillo
negro” (Cestrum parqui L'Her., Solanaceae), el “sunchillo” (Pascalia glauca Ortega,
Asteraceae), el “abrojo grande” (Xanthium cavaniliensi Schouw, Asteraceae) y la
“transparente” (Myoporum laetum G. Forst, Scrophulariaceae) (Tokarnia et al., 1979;

Odriozola, 2005). Para el caso de las hepatotoxicas cronicas, varias especies de Senecio (S.



bonariensis Hook & Arn, S. madagascariensis Poir, S. selloi Spreng y S. grisebachii Baker)

también provocan intoxicaciones (Araya y Gonzélez 1979; Bruneton, 2001).

1.6. Plantas hepatotoxicas agudas

1.6.1. Familia Solanaceae, especie Cestrum parqui

1.6.1.1. Caracteristicas botanicas y distribucion geografica

El “duraznillo negro”, también conocido con los nombres comunes de “palque”,
“palqui”, “cestrum verde” o “yellow cestrum”, pertenece a la familia Solanaceae (Figura 11).
Es un arbusto perenne que puede alcanzar hasta 2 m de altura. Sus hojas son de color verde
claro, brillantes en el envés y verde grisaceas en el revés; simples, enteras, de peciolo corto y
lamina lanceolada, generalmente aguda en el 4pice y atenuada en la base, de unos 12 cm de
longitud por 1-4 cm de ancho (Liskovsky y Cosa, 2005; Tokarnia et al., 2012). Una
caracteristica particular de las hojas es el fuerte olor desagradable que emanan cuando son
trituradas, motivo por el cual en ciertas regiones la planta también se conoce como
“hediondilla”. Las flores se relinen en cimas o inflorescencias corimbiformes de color verde
amarillento y de forma tubular (Fig. 11), de aproximadamente 2,5 cm de largo; la floracion
ocurre desde finales de primavera hasta el otofio. El fruto es una baya globosa de 2-4 cm de

didmetro, de color negro brillante con caliz persistente, presente en la planta desde verano

a otono (Fig.12). Su raiz es profunda y resistente (Marzocca, 1997; Liskovsky y Cosa, 2005).
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Figura 11. Detalle de flores y hojas de Cestrum parqui L."Herit.

Figura 12. Fruto de Cestrum parqui L 'Herit.

C. parqui es endémico para ciertas regiones de América del Sur. Se halla distribuido
en Argentina, Bolivia, Brasil (estados del sur del pais), Chile, Paraguay y Uruguay (Riet-
Correa et al., 1993; Méndez y Riet-Correa, 2002). En nuestro pais se distribuye de norte a sur,
llegando hasta la Provincia de Rio Negro (Marzocca, 1997). Fuera del continente americano,
la planta se encuentra en ciertos paises a los cuales ha llegado a través de semillas que
contaminan granos que son exportados. En la Fig. 13 puede observarse la distribucion en

América del Sur y paises de otros continentes.
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Figura 13. Distribucion mundial de Cestrum parqui L"Herit. Tomado del sitio en Internet “Plants of the

World online”, disponible en http://plantsoftheworldonline.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:30046363-2

1.6.1.2. Principios activos presentes en la planta

Posee glicosidos denominados parquina (Fig. 14) y carboxiparquina (Pearce, 1992;
Oelrichs et al., 1994; Bruneton, 2001) que se diferencian en el carbono 4 en un grupo
carboxilo, y las saponinas gitogenina y digitogenina (Canham y Warren, 1950). También son
considerados quimicamente como carboxiatractildésidos. Estos compuestos producen un

cuadro de intoxicacion de curso agudo de 4 a 36 h de evolucion.
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Figura 14. Estructura quimica de parquina y carboxiparquina (Tomado y modificado de Bruneton, 2001).

A pesar de la comprobada toxicidad de esta planta, en algunos paises su uso estd
relacionado a la etnobotanica. En Chile, por ejemplo, en algunas regiones del sur del pais las
personas lo utilizan para tratar procesos inflamatorios (Cortés Cortés, 2019). También se
menciona este uso en Bolivia (Motalgo Vargas, 2006), incluso en nuestro pais (Scarpa y
Anconatini, 2017). En la mayoria de los casos se hace referencia al uso como decocciones o

infusiones tibias para el lavado de heridas infectadas.

1.6.1.3. Signos asociados a la intoxicacion

Los signos clinicos en los animales intoxicados, generalmente bovinos (Descazeaus,
1930; Rudd, 1933; Lopez et al., 1978) se caracterizan por alteracion de la conducta
(agresividad o depresion), anorexia, paresia del tren posterior, incoordinacioén, tremores
musculares, atonia y dolor ruminal, heces secas con presencia de moco y estrias de sangre, y
en ocasiones dificultad para defecar y gemidos (McLennan y Kelly, 1984; Riet-Correa ef al.,
1993). El animal puede permanecer inmovil con la cabeza apoyada sobre objetos cercanos. A
la necropsia la superficie del higado se presenta con aspecto de “nuez moscada” (reticulado

toxico); existe edema en varios o6rganos del aparato digestivo y presencia de heces duras en el
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interior de los intestinos (Tokarnia et al., 2002). La alteracion histologica mas importante es la
necrosis coagulativa que afecta las regiones centrolobulillares, periportal e intermedia del
higado (Méndez y Riet-Correa, 2002). No existe tratamiento para la intoxicacion, pero se

puede prevenir eliminando la maleza mediante la aplicacion de herbicidas.

1.6.2. Familia Asteraceae, especie Pascalia glauca

1.6.2.1. Caracteristicas botanicas y distribucion geografica

99 46 99 ¢¢

El “yuyo sapo”, “sunchillo”, “clavel amarillo” o “flor del sapo” es una planta herbacea
de 0,30-1 m de altura, rizomatosa, que forma colonias invasoras (Rodriguez Armesto et al.,
2003). Sus hojas son opuestas, simples, lanceoladas, trinervadas, enteras o paucidentadas,
pubescentes, de 0,6-1,5 cm de largo, como caracteristica suelen presentar dos o tres “dientes”
en la base (Fig. 15). Sus flores poseen capitulos globosos, ligulados, amarillos, largamente
pedunculados, terminales (Fig. 16). Se propaga por semillas y rizomas, iniciando su

crecimiento vegetativo a finales de invierno para florecer en primavera y fructificar en otofio.

Figura 15. Detalle de las nervaduras (flechas blancas) y de los “dientes” (flechas amarillas) en la base de

una hoja de Pascalia glauca Ortega.
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Figura 16. Detalle de la flor de Pascalia glauca Ortega.

Crece en casi todas las Provincias de Argentina, desde Chaco hasta el sur de La Pampa
y Buenos Aires (Marzocca, 1997; Fernandez Pazos, 2010). Como se ha mencionado para el
caso de C. parqui, existe en ciertos paises fuera del continente americano, en los cuales es

posible encontrarla como maleza invasora (Fig. 17).
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Figura 17. Distribucion mundial de Pascalia glauca Ortega. Tomado del sitio en Internet “Plants of the

World online”, disponible en http://plantsoftheworldonline.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:30046363-2




1.6.2.2. Principios activos presentes en la planta

Pascalia glauca se caracteriza por su fuerte aroma debido a los aceites esenciales que
contiene, de los cuales existen algunos estudios. Bailac et al. (2005) establecieron que es rico
en limoneno, sabineno y a-pineno. Otros autores ensayaron el efecto repelente y acaricida de
los aceites esenciales de P. glauca (Rufinnengo ef al., 2005). Si bien se clasifica como toxica,
se menciona que por la presencia de los aceites esenciales podria tener propiedades como

planta medicinal y aromatica (Del Vitto y Petenatti, 2015).

El compuesto toxico del “sunchillo” es un glicésido diterpénico denominado
atractildsido (Fig. 18), un agente inhibidor especifico y muy potente del carrier mitocondrial
ADP/ATP, pudiendo inducir un efecto de desacople en la organela (Santi, 1958; Vignais et

al., 1962; Allman et al., 1967; Alberts et al., 2016).
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Figura 18. Estructura general de un atractilésido (Tomado y modificado de Bruneton 2001).
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1.6.2.3. Signos asociados a la intoxicacion

La intoxicacion se ha demostrado en bovinos, ovinos y porcinos, siendo en la primera
especie en la que se diagnostica con mayor frecuencia. Como en la gran mayoria de las
intoxicaciones de origen vegetal, esta sucede de forma accidental cuando existe falta de
alimentos, ya que esta especie posee mal sabor y olor que desalientan el consumo. Los signos
no son muy orientativos, siendo principalmente de tipo neurolégicos a consecuencia de
encefalopatia hepatica (Collazo y Riet-Correa, 1996). A la necropsia, la lesion mas
caracteristica es la necrosis centrolobulillar que da al higado aspecto en “nuez moscada”. La
vesicula biliar se encuentra pletorica, hiperémica y con hemorragias petequiales en su
mucosa, con edema en submucosa (Alonso y Cargnel, 2007). También es posible hallar
sangre en el duodeno (Santos et al., 2008) (Fig. 19). Microscopicamente se observan signos
de necrosis coagulativa hemorragica, caracterizados por picnosis, cariorexis, cariolisis y

hemorragia (Fig. 20). No existe tratamiento efectivo para los animales intoxicados.

Figura 19. Intoxicacién por ingestion de Pascalia glauca Ortega en bovino. La presencia de sangre en la
primera porcion del intestino delgado es un hallazgo frecuente en las intoxicaciones por hepatotoxicos
agudos, también se puede observar en la intoxicacion por C. parqui (Fotografia gentileza Méd. Vet.

Enrique Costa).
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Figura 20. Intoxicacién natural por ingestion de Pascalia glauca Ortega en bovino. Necrosis coagulativa
hemorragica caracterizada por picnosis (PI), cariorrexis (CR) y cariolisis (CL), con abundantes globulos

rojos (GR) (Fotografia gentileza Méd. Vet. Enrique Costa).

1.7. Mecanismo de accion toxica de los atractilosidos presentes en C. parqui y P. glauca

Fisiologicamente, la sintesis de ATP ocurre gracias a la accion del carrier ADP/ATP
(CAA), entre otros componentes que participan del proceso de la fosforilacion oxidativa. El
CAA es un miembro de la familia de transportadores mitocondriales que transporta solutos
entre el citoplasma y la membrana mitocondrial, algunos tan pequefios como OH  y H', 0 mas
grandes como ADP y ATP a partir del transportador TIM 22 (translocador de la membrana
mitocondrial interna) (de Juan Herrero et al.,2022). Varios autores han explicado la hipotesis
acerca de la estructura quimica y funcionamiento del CAA, que expresan lo complejo del
mecanismo. De manera resumida, el CAA tiene la capacidad de adoptar estados de transicion
que permiten la unién de un soluto, su pasaje a través de un canal, y su liberacion hacia el otro

lado (ya sea citoplasma o membrana mitocondrial interna) (Klingenberg, 1992) (Fig. 21).
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Figura 21. Representacion esquematica del mecanismo de transporte de solutos por el carrier ADP/APT

entre el citoplasma y la matriz mitocondrial. Numeros 1-6 indican orden de la secuencia.

Desde el punto de vista toxicologico, el atractilosido se combina con la transposasa de
adenina dinucledtido (enzima presente en el CAA), inhibiendo asi el transporte de ADP a
través de la membrana mitocondrial, impidiendo la sintesis de ATP, conduciendo por lo tanto
a un desbalance energético. El detrimento en los niveles de ATP resulta critico para cualquier
proceso oxidativo a nivel celular, generdandose acumulacion de especies reactivas del oxigeno,
situacion que usualmente precede los estadios irreversibles de la injuria celular (Luciani et al.,

1971; Obatomi et al., 1998).

I.8. Radicales libres y peroxidacion de membranas

Los radicales libres son moléculas altamente reactivas con un electron desapareado en
el orbital mas externo. Son producidos constantemente durante el curso de muchas reacciones
esenciales para la vida aerdbica, como por ejemplo en las de transferencia electrénica en la

cadena respiratoria mitocondrial y también en ciertas reacciones citoplasmaticas (Slater, 1972;
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Freeman y Crapo 1982; Simic et al., 1988). Durante la respiracion celular se produce la
reduccion univalente del oxigeno (Fridovich, 1975) y por lo tanto la mayoria de los radicales
libres formados en condiciones fisiologicas son diferentes formas de radicales del oxigeno:
anion superdxido (O27), radicales hidroxilos (OH") y oxigeno singulete (O2), conocidos
también como especies reactivas del oxigeno (ROS) (Sies, 1991; Haliwell et al., 1992). El
estado redox de la célula estd muy relacionado con el hierro. A pH fisioldgico el mayor
porcentaje de hierro se encuentra oxidado y unido a sus quelantes biologicos en forma de
Fe**. Para participar en la reaccion de Fenton, donde el peréxido de hidrégeno reacciona con
el Fe*?, el hierro tiene que ser reducido. Sin embargo, in vivo y bajo condiciones de estrés
celular, un exceso de anién superdxido libera hierro de sus moléculas quelantes,
desencadenando dicha reaccion (Fenton, 1894). Al ser sustancias muy inestables poseen gran
reactividad y su vida media suele ser en el rango de los milisegundos (Simic et al., 1988)

El balance entre la generacion de radicales libres y su neutralizacion es controlado por
mecanismos complejos entre los que se incluyen: a) compartimentalizacion entre los sitios de
produccion de ROS (mitocondrias y fracciones del reticulo endoplasmico) y las biomoléculas
vulnerables a ellos, b) mecanismos enzimaticos de atrapamiento de ROS: superoxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa y c¢) presencia de sustancias con propiedades
antioxidantes: vitamina E, vitamina C, selenio y glutation. Si los mecanismos protectores
estan alterados y la velocidad de generacion de ROS excede a la capacidad antioxidante, las
reacciones producidas por estas moléculas pueden tener gran significancia fisiopatologica. El
dafio oxidativo ocurre sobre diferentes macromoléculas celulares: proteinas y acidos nucleicos
(Wolff y Dean, 1986; Bramvilla et al., 1989; Haliwell, 1996; Devasagayam et al., 2003; Sanz
et al., 2006). Sin embargo, el efecto mas estudiado del ataque por ROS es el causado sobre las

moléculas lipidicas que conduce a la lipoperoxidacion (oxidacion de los enlaces metilénicos
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de los 4cidos grasos no saturados) que resulta en la formacion de lipoperoxidos e
hidroperoxidos, que finalmente conducen a la fragmentacion de la molécula lipidica.

Los acidos grasos polinosaturados (PUFA) unidos a fosfolipidos de membrana son
facilmente oxidados, y sus productos de oxidacion son radicales lipidicos inestables
(peréxidos y aldehidos) altamente toéxicos, los que son responsables de la cadena de
propagacion sobre otros acidos grasos (Di Pierro et al., 1997). La produccioén en exceso de
ROS, particularmente radicales hidroxilos, puede alterar los lipidos de las membranas con la
produccion subsecuente de perdxidos lipidicos. Los radicales libres se pueden formar a partir
de diversos mecanismos, siendo la adicion de un electron a una molécula estable el mas
comun de ellos. Una vez que estos son formados, buscan el modo de conseguir una
configuracion electronica estable, razon por la cual interactiian con otras moléculas a través
de reacciones de o6xido-reduccion (redox). En dichas circunstancias, hay una transferencia de
electrones que necesariamente implica la reduccidon (ganancia de electrones) y oxidacion
(pérdida de electrones) de las moléculas participantes. Dicho mecanismo genera la produccion
en cadena de ROS, ya que al reaccionar un radical libre con una molécula no radical,
inevitablemente esta ultima pasa a ser un radical libre. Dicha reaccion en cadena solamente se
detendra cuando dos radicales libres se encuentren y reaccionen entre si. La peroxidacion
lipidica no-enzimadtica es una reaccién en cadena mediada por radicales libres en la que un
radical puede inducir la oxidacién de un gran nimero de moléculas lipidicas (LH),
principalmente fosfolipidos conteniendo PUFA (Slater, 1984).

En el organismo los radicales libres se encuentran involucrados en numerosas
enfermedades e injurias tisulares como las que ocurren a nivel pulmonar (Park, 2009),
cardiaco (Dhalla et al., 2000), gastrointestinal (Lykkesfeldt y Svendsen 2007; Bhattacharyy et

al., 2014), sanguineo (Sinha et al., 2003), ocular (Katz et al., 1982), nervioso (Ghandi y

34



Abramov, 2012) y neoplasico (Kensler y Trush, 1989), como también los asociados a
procesos de envejecimiento. Dentro de los lipidos, los PUFA son las biomoléculas mas
susceptibles de ser atacadas por radicales libres (Cheeseman y Slater, 1993). La
lipoperoxidacion inducida por ROS es un fendmeno que ocurre en diferentes condiciones
patologicas tales como isquemia y reperfusion de tejidos, inflamaciones cronicas, toxicidad a
ciertas drogas naturales y artificiales (Dalle-Done ef al., 2004).

Los procesos de peroxidacion lipidica involucran a las etapas de iniciacion,
propagacion y terminacion (Haliwell y Chirico, 1993; Pryor, 1976; Buege y Aust, 1978) (Fig.
22). El paso de iniciacion resulta del ataque del radical libre sobre grupos metilénicos entre o
adyacentes a las bandas etilénicas de los PUFA, y es seguido por una reaccion en cadena

(paso de propagacion) que produce varios tipos de radicales libres secundarios tales como L*
(radicales lipidicos primarios), LO* (radicales alcoxi) y LOO* (radicales hidroperoxido) y
otros productos intermediarios.
La iniciacion es generalmente realizada por un radical R) que posee suficiente
reactividad:
LH+R —L +RH (a)
El oxigeno molecular se adiciona rapidamente al radical lipidico carbono-central (L")
formado en este proceso, generando un radical peroxilo lipidico (LOO):
L'+0,—LOO~ (b)
Este puede a su vez sustraer un atomo de hidrogeno desde otro PUFA en forma similar
a la ecuacion (a):
LH+LOO — L "+ LOOH (c)
La reaccion (c) se denomina propagacion, indicando que un golpe de iniciacion puede

causar la conversion de varias moléculas PUFA a hidroperdxidos lipidicos, donde varios de
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los aldehidos formados reaccionan rapidamente con los componentes celulares (Comporti,

1993), causando mutaciones en el ADN, y produciendo dafios estructurales y funcionales al

reaccionar con proteinas (Frei, 1994).

Iniciacion
CH:-(CHz)«-CH=CH-CH;-CH=CH-CH:-CH=CH-CH:-CH=CH-CH:-CH=C (CH:);COOH

+ HO" (abstraccion de hidrégeno)

CH;-(CH:)-CH=CH-CH-CH=CH-CH:;-CH=CH-CH:-CH=CH-CH;-CH=C (CH:)COOH
. Re radical carbono-centrado

+H:0

(arreglo molecular)
+ (insercion de oxigeno)

CH;-(CH:)+-CH-CH=CH-CH=CH-CH;-CH=CH-CH;-CH=CH-CH:-CH=C (CH:):COOH
| radical peroxilo
0-O=

Propagacion

CH:-(CH:):-CH-CH=CH-CH=CH-CH;-CH=CH-CH;-CH=CH-CH>-CH=C (CH:)COOH
radical peroxilo

0-0Os
+LH (interaccion con otra molécula
lipidica)

CH;-(CH:)s-CH-CH=CH-CH=CH-CH:;-CH=CH-CH:-CH=CH-CH;-CH=C (CH:)COOH
| hidroperdxido de acido graso

+Le
l+1~“e+2

CH:(CHy)s-CH-CH=CH-CH=CH-CH;-CH=CH-CH; CH=CH-CH;-CH=C (CH;»COOH

0-0H

radical alkoxilo
Oe
+ OH
+Fe™?
Terminacion

CHs-(CH:)s-CH-CH=CH-CH=CH-CH;-CH=CH-CH,-CH=CH-CH:-CH=C (CH:)»CO0OH
hidroperdxido de acido graso
0O-OH
I (descomposicion)

CH;-(CH:z):-CH-CH=CH-CHO + otros productos

I

0-OH
4-hydroxy-2-nonenal (HNE)

Figura 22. Representacion esquematica de la peroxidacion del acido docosapentaenoico (22:5 n-6),

inducida por radicales hidroxilos (tomado y modificado de Vaca et al., 1988).



La quimioluminiscencia es la emision luminica derivada de una reaccién quimica tal
como la reaccion de terminacién de la peroxidacion lipidica, en la cual moléculas
quimicamente excitadas decaen hasta niveles electronicos basales y emiten fotones
(Dodeigne, et al., 2000). La medida de la emision luminica a partir de una reaccion quimica
es muy util desde el punto de vista analitico debido a que, bajo condiciones experimentales
apropiadas, la intensidad de la luz esta directamente relacionada con la concentracion de
acidos grasos, constituyendo por lo tanto un método cuantitativo preciso y sensible para
determinar dafio oxidativo. Se conocen tres reacciones que provocan la ruptura de las
cadenas de los PUFA, a saber:

a) Interaccion de dos radicales

b) Interaccion de un radical con un metal

c¢) Reaccion entre un radical y una molécula de “antioxidante”

En el caso particular de a), se explica a través de la siguiente reaccion:

k
LO*2+LO% — P*— P+ ¢hv (quimioluminiscencia)

Esta reaccion es acompafiada con quimioluminiscencia cuya intensidad (I) puede
servir como una medida de la concentracion del radical libre perdxido (LO*2), de acuerdo con
la siguiente ecuacion:

I=K ¢k [LO%]?

Donde ¢ representa el quantum de quimioluminiscencia y K es un coeficiente
dependiente de la sensibilidad neta del instrumento, LO*; es un radical libre producido a partir
de moléculas lipidicas, P* representa a un producto altamente energético, P representa a un
producto estable, h representa a la constante de Planck y v representa al coeficiente de la luz

(Vladimirov et al., 1980).
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1.9. Compuestos de las plantas capaces de promover la peroxidacion de membranas a

través de la formacion de radicales libres

Como se ha mencionado, las plantas sintetizan diferentes sustancias quimicas en
defensa contra bacterias, hongos, insectos y otros depredadores, incluyendo herbivoros.
Algunos principios toxicos presentes en vegetales pueden comportarse como promotores de
radicales libres, o bien en otros casos pueden actuar inhibiendo los sistemas antioxidantes

(Bruneton, 2001).

Los carboxiatractilosidos parquina, hidroxiparquina y otros atractildsidos, presentes en
las plantas hepatotoxicas estudiadas en esta tesis, son potentes inhibidores de la respiracion
mitocondrial y de la sintesis de ATP (Lemaster y Sowers, 1979). Este proceso ocurre a nivel
del CAA a través de la membrana de esta organela, alterando la fosforilacion oxidativa
mediante un bloqueo en la translocacion de adenina dinucle6tido (ADP) (Klingerberg et al.,
1985; Obatomi et al., 1988). Estudios recientes in vitro han demostrado que los atractilosidos
inhiben la formacién de ATP en las mitocondrias hasta en un 30%, lo que a su vez promueve
el estrés oxidativo generado por ROS, provocando una disminucion en la capacidad fagocitica
de células del epitelio pigmentario retinal (Schiitt ez al., 2012). Los atractildésidos en particular
han demostrado poseer capacidad para alterar funciones anabolicas y catabdlicas in vivo
(Georgiou et al., 1998), y en humanos el consumo de algunas variedades de granos de café
tostados (que poseen estos compuestos) se ha relacionado con céncer de pancreas (Pegel,

1981).

A pesar de los datos significativos sobre muertes en seres humanos y animales
provocadas por estas sustancias (Bhoola, 1983; Hutchings y Terblanche, 1989), en Medicina

Veterinaria existen escasos estudios fitoquimicos o etiopatogénicos sobre el mecanismo de
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dafio que producen estos compuestos, y por lo tanto no se han establecido normas seguras
para limitar o prevenir la toxicidad de estas plantas. Es interesante tener presente que C.
parqui y P. glauca, ademas de estar clasificadas como plantas toxicas, son utilizadas como
medicinales en ciertas regiones de América Latina. En estos casos, como en la mayoria de las
situaciones en las que intervienen sustancias toxicas, el efecto dependera de la concentracion

de principios activos y de la via de ingreso al organismo.

1.10. Estudios sobre genotoxicidad de plantas toxicas

Los estudios que se llevan a cabo para evaluar la posible accion genotoxica de los
compuestos ambientales son de vital importancia en la prevencion de la mutagenicidad y
carcinogenicidad en el hombre (Mosesso y Palitti, 1993). Los métodos empleados con dicho
fin requieren ser altamente sensibles para detectar el dafio genético y ser capaces de medir
diferentes tipos de eventos genéticos. De la linea celular CHO, obtenida a partir de un
explante de tejido de ovario de hamster chino (Cricetulus griseus) obtenida en 1973 por Puck
y colaboradores, existen multiples variantes mutacionales, lo cual amplia las posibilidades de
su uso en estudios genéticos de células eucariotas. La linea celular de cultivo permanente
CHO cumple todos esos requisitos, por lo que constituye uno de los materiales biologicos de
experimentacion mas importantes en genotoxicidad. Constituye un material biologico de
experimentacion de facil manejo, posee propiedades que lo hacen idoneo para estudios de
dafio genético a nivel cromosdmico y de gen. Por otra parte, es versatil por el nimero y tipo
de ensayos diferentes que se pueden realizar para evaluar genotoxicidad de diversos
compuestos (Graberhorst ef al., 1999; Condon et al., 2003).

Los efectos genotoxicos de algunas plantas toxicas han sido evaluados para ciertas
especies. Se ha demostrado que Senecio spp. posee dicha capacidad, y que esto es debido a la

presencia de alcaloides pirrolizidinicos (Fu et al., 2004; Chen et al., 2020). Otros compuestos,
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como el ptaquilésido presente en Preridium aquilinum (L.) Kuhn (“helecho hembra”,
“bracken fern”, Dennstaedtiaceae) también provoca esta alteracion (Gomes et al., 2012;
Tourchi, 2014). En el caso de Cestrum parqui y Pascalia glauca, no existen estudios de este
tipo, salvo algunos relacionados con ciertas asterdceas también hepatotdxicas, como por
ejemplo Xanthium spinosum L. (“abrojo chico”), del cual se ha demostrado la ausencia de

efectos genotoxicos (Martins Giiez et al., 2012).

I.11. Hipaotesis
Se plantean las siguientes:

- Algunos compuestos quimicos presentes en Cestrum parqui y Pascalia glauca se
comportan como prooxidantes de membranas celulares, provocando la peroxidacion
de membranas de microsomas y mitocondrias hepaticas, aumentando el estrés
oxidativo de membranas bioldgicas en sistemas in vitro.

- Ciertos principios quimicos de ambas plantas se comportan como agentes genotoxicos

en células CHO.
1.12. Objetivos
- Estudiar los efectos que provocan los extractos de C. parqui y P. glauca en
microsomas y mitocondrias de hepatocitos de ratas Wistar para determinar el rol que
poseen ciertos principios quimicos sobre el estrés oxidativo de membranas biologicas
y relacionar los posibles resultados con el dafio hepatico caracteristico producido por
ambas plantas. Ademas, analizar los efectos que ocasionan los extractos de C. parqui 'y

P. glauca en células CHO para evaluar y describir el papel que desempefian.
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CAPITULO II
II. MATERIALES Y METODOS
I1.1. Material vegetal

Las plantas fueron recolectadas en La Plata y zonas aledanas durante los meses de
noviembre a enero durante los afios 2017 y 2018. La determinacion botanica se realiz6 con la
colaboracion del Prof. Dr. Néstor Bayon del Area Botanica perteneciente al Departamento de
Biologia y Ecologia, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, Universidad Nacional de La
Plata, y por el Director de esta tesis. Los especimenes de referencia fueron catalogados y
reservados en el Laboratorio de Bioquimica, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad

Nacional de La Plata.

I1.1.1. Material estudiado

Cestrum parqui L Herit.

Zeinsteger, 011, Berisso, Provincia de Buenos Aires, 11.2017; Barberén, 012, La Plata,
Provincia de Buenos Aires, 11.2017; Zeinsteger, 013, Magdalena, Provincia de Buenos Aires,
11.2017.

Pascalia glauca Ortega.

Zeinsteger, 021, Magdalena, Provincia de Buenos Aires, 11.2017; Cerrutti, 022, Brandsen,
Provincia de Buenos Aires, 12.2017. Barberon, 028, Berisso, Provincia de Buenos Aires,

01.2018.
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11.2. Obtencion de los extractos

Se utilizaron hojas de las plantas seleccionadas en estado vegetativo, las que fueron
lavadas con abundante agua corriente, secadas al aire a temperatura ambiente y

posteriormente molidas.

Para la preparacion de los extractos se utiliz6 la marcha fitoquimica segun técnica
descrita por Lock De Ugaz, 2001. Se utilizd6 1 g de material vegetal molido al que se
adicionaron 50 ml de metanol para su maceracion durante 24 h sobre agitador magnético a

temperatura ambiente, en un ambiente con luz reducida.

El extracto metandlico asi obtenido fue desecado utilizando un rotaevaporador marca
Senco R206 y el residuo obtenido se resuspendi6 con 50 ml de metanol. Sobre este ultimo
extracto se utilizaron solventes organicos de serie eluotropica a fin de separar las fracciones
inorganicas y organicas, y obtener aquellas que fueron utilizadas para los estudios
fitoquimicos. En el siguiente esquema (Fig. 23) se indican los pasos que fueron realizados

hasta la obtencion de las diferentes fracciones:

Extracto tota|

Separar 142

Volumen restante
1} Retasvaparsr a secuedad
2} Agregar 15 mi HO 1% (23 veces)
3} Calentar 2 60°C 90 sag, repatir 2 veces X §0 s0g
4) Fittrar en caliente

Fraccion acida

11 Meatisizar oo bivh,
3} Verificar g con tra reactive L 20 o]
3} Agregar CHLL 20 md (X% veces)

i i
' : FRACCION B f  Residuoinsoluble

Fraccion cloroformica §

Fittrar sabre Na,50, ankidro

L Refinado (descarte) 'FRACCION C | Retomar con HCHE%

Figura 23. Esquema de marcha fitoquimica (Tomado y modificado de Lock De Ugaz, 2001).
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I1.3. Analisis fitoquimico

Cada fraccion (A, B, C) fue sometida a una serie de ensayos quimicos con el objeto de
determinar la presencia o ausencia de diferentes metabolitos a través de reacciones quimicas

cualitativas (Lock de Ugaz, 2001).

11.3.1. Fraccion A

11.3.1.1. Flavonoides

Reaccion de Shinoda: A 0,5 ml de fraccion A se le agregd una granalla de Zn, luego se
adicionaron 0,2 ml de HCI concentrado. Se aguardo hasta la disolucion total de la granalla
(transcurrieron 12 h). Posteriormente se agregaron 0,2 ml de alcohol amilico y luego 2 ml de
agua destilada. El Zn es oxidado por accion del HCI concentrado, lo que produce H> y ZnCl,
que forma complejos con los flavonoides dando coloraciones caracteristicas. Se considera
como reaccion positiva para la presencia de flavonoides la aparicion de una tonalidad rosa

tenue a guinda en la fase orgénica (dependiendo de la concentracion en la muestra).

I1.3.1.2. Taninos y OH fendlicos

Reaccion de cloruro férrico: Se colocaron 3 ml de fracciéon A en un tubo de ensayo y
se evapord a sequedad mediante Bafio Maria. El residuo seco se disolvié en 1 ml de agua
destilada y se agregaron 3 gotas de FeCls al 1% acuoso. El ion cloruro se une al hidrogeno de
grupos hidroxilo y provoca una ruptura de enlace, y la union del grupo fenéxido al hierro
(formacion de complejo). La aparicion de color varia de acuerdo con la cantidad y posicion de
los oxhidrilos fenolicos presentes: amarillo indica la presencia de un -OH adyacente, verde

grisaceo dos -OH, y azul negruzco tres -OH.



Reaccion con gelatina: Se evaporaron a sequedad 3 ml de fracciéon A calentando a
Bafio Maria. El residuo seco se disolvio en 1 ml de agua destilada y se agregaron 10 gotas de
una solucion acuosa de gelatina al 2% (preparada con agua tibia). La aparicion de turbidez
hasta un precipitado abundante indica la presencia de taninos, ya que las proteinas al

reaccionar con los taninos generan turbidez por desnaturalizacion.

I1.3.1.3. Lipidos

Se utiliz6 la técnica de vapores de iodo sublimado. Para la obtencion de iodo
sublimado se utilizaron cristales de yodo colocados en vaso de precipitado, al cual en su
abertura se coloco un vidrio de reloj con hielo. El equipo asi formado se colocé sobre platina
térmica hasta emision de vapores; la baja temperatura del vidrio de reloj favorece la
cristalizacion del iodo, que rapidamente se colocd en un recipiente de vidrio con tapa a rosca.

Para la determinacion de lipidos en el extracto se sembraron algunas gotas de fraccion
A sobre papel de filtro y se dejo evaporar el solvente a temperatura ambiente. Luego el papel
de filtro se expuso a los vapores del iodo sublimado. La aparicion de una mancha de color

marrén-naranja indica la presencia de compuestos lipidicos.

11.3.1.4. Glucidos

Reaccion con fenol 5% + H>SO4 concentrado: Se evaporaron hasta sequedad mediante
Bafio Maria 2 ml de la fraccion A. Al residuo seco se le adicionaron 2 ml de agua destilada y
0,5 ml de solucion acuosa de fenol al 5%. El tubo de ensayo se inclind 45° y se agregaron
lentamente 2,5 ml de H2SO4 concentrado. La formacion de un anillo de color pardo-naranja

indica la presencia de azlicares.
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11.3.2. Fraccion B

I1.3.2.1. Esteroides y triterpenos

Reaccion de Liebermann-Burchard: En un tubo de ensayo se mezclaron 1 ml de
anhidrido acético y 1 ml de cloroformo. Esta soluciéon se enfrid en un bafio de hielo. A
continuacién, 2 ml de la fraccion B se pusieron en contacto con la mezcla anterior de
reactivos, y el tubo de ensayo se colocd nuevamente sobre hielo. Posteriormente se agregaron
0,2 ml de H>SO4 concentrado en medio anhidro (previamente enfriado). Se enfrid el tubo con
la totalidad de los reactivos. La aparicion de una tonalidad verdeazulada indica la presencia de

grupo esteroide; la coloracion rojo-naranja evidencia un grupo triterpénico.

11.3.2.2. Antraquinonas
Reaccion de Borntrdiger: Se agitaron 3 ml de la Fraccion B con 5 ml de NaOH al 5%.
La aparicion en la fase alcalina acuosa de una coloracion rojiza o amarilla con fluorescencia

roja indica la presencia de antraquinonas.

11.3.3. Fraccion C

11.3.3.1. Alcaloides

Reactivo de Dragendorff: Para la preparacion del reactivo se disolvieron 8 g de
subnitrato de bismuto en 20 ml de HNO3 de densidad 1,8 g/ml (20 ml de HNOs en 50 ml de
agua destilada); dicha solucion se traspas6 a un vaso de precipitados que contenia una
solucion preparada con 22,7 g de KI en 20 ml de agua; se dejo reposar por aproximadamente
una hora y luego se separd el KNOs decantado, y se llevd a volumen final 100 ml con agua

destilada.
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Para la reaccion quimica, 0,2 ml de la Fraccion C se llevaron a sequedad utilizando
Bafio Maria, luego se agregaron 2 ml de HCI 1% y 2 gotas del reactivo de. La aparicion de un

precipitado color pardo-anaranjado indica la presencia de alcaloides.

11.3.3.2. Cardendlidos

Reaccion de Legal: A 2 ml de la fraccion se agregaron 2-3 gotas de piridina y 1 gota
de una solucioén de nitroprusiato de sodio al 0,5%; a continuacion se afiadieron, gota a gota, 4
gotas de KOH 2 N. La aparicion de un color rojo claro a oscuro indica la presencia de

lactonas.

11.3.3.3. Leucoantocianinas

Reaccion de Rosenheim: Se evaporaron a sequedad 2 ml de fraccion C y el residuo se
retom6 con 2 ml de HCl al 1% en agua destilada. A la solucion asi formada se agreg6 1 ml de
HCI concentrado, se mezcld con cuidado y se calent6 en Bafio de Maria durante 10 min. Se
aguardo a que la temperatura se igualara a la del ambiente del laboratorio, y se agregaron 0,1
ml de alcohol amilico y se agitd suavemente. La aparicion de coloracion desde carmesi hasta
rosa palido en la fase amilica indica la presencia de leucoantocianinas.

I1.3.4. Reacciones directas

Para el estudio de saponinas el material vegetal recolectado, se lavo para retirar las
particulas de tierra y se fracciono. Dentro de las 24 h se determinaron las saponinas. Para ello
se pesaron 0,5 g de planta, se moli6 la muestra y se agregé 8 ml de agua destilada. El
producto triturado se hirvié a Bafio Maria durante 10 min. Luego se filtr6 en caliente y se
tomo una alicuota de 1 ml en un tubo. Se colocd un tapoén de goma y se agitd fuertemente por

15 s, tras los cuales se midi6 la altura de la espuma producida a los 5 y 15 min. Para evaluar
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cualitativamente el contenido de saponinas se utilizd la escala de Harborne (1989) que

establece, de acuerdo con la altura de la columna de espuma formada, lo siguiente:

- Menor a 1 cm: prueba ligeramente positiva.

- Igual a 2 cm: prueba positiva.

- Mayor a 2 cm: prueba fuertemente positiva.

I1.4. Ensayos de peroxidacion de membranas biolégicas

11.4.1. Animales de laboratorio

Los microsomas y mitocondrias hepaticas se obtuvieron a partir de Ratas Wistar
AH/HOK (machos de ocho semanas de vida, n=8). Todas las operaciones que implicaron el
manejo de animales de laboratorio y la eutanasia fueron supervisados por el CICUAL (Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio) de la Facultad de Ciencias

Veterinarias, UNLP. Expediente 600-009500/12-000, Res. 38.

11.4.2. Determinacion de proteinas

En las muestras de microsomas y mitocondrias el contenido de proteinas fue
determinado por el método de Lowry O.H. et al., 1951 y Schacterle, Pollack, 1973. Este
método tiene la ventaja de detectar ug de proteina presentes en microsomas y mitocondrias.
Se utiliza albumina sérica bovina (BSA), cuya concentracién de proteina es conocida (1

mg/ml).



Las reacciones que ocurren en el método de Lowry son las siguientes:

La primera reaccion se realiza incubando la solucion de proteinas con el reactivo de
Lowry (se prepara mezclando los reactivos A, Bi y B2 en proporcion 50:0,5:0,5 V/V/V), el
cual a su vez se encuentra constituido por el reactivo alcalino de cobre (ACR), el cual
contiene el reactivo A (Na;COs al 2% en NaOH 0,1 M), el reactivo B; (CuSO4 1%) y el
reactivo B; (tartrato sodico-potasico al 2%). El Cu actia como catalizador y esta suspendido
con el tartrato doble de sodio y potasio para evitar su precipitacion en un medio alcalino

(NaOH). Se forma un complejo entre el cobre y el nitrégeno proteico.

Luego los compuestos fenolicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu en
medio basico dando lugar a una coloracion azul, este reactivo (de color amarillo) contiene
acido fosfomolibdotungstico, que se reduce por medio de los grupos fenol (y en menor
medida imidazol e indol) presentes en la proteina a un complejo de color azul claro, que se
mide colorimétricamente. El aumento en el color ocurre cuando el complejo de cobre
transfiere los electrones al complejo fosfomolibdato/fosfotungstato, y la reaccion que produce
una coloracion azul se lee a 650 nm. Esta reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu ocurre
solamente con los residuos de tirosina y triptéfano de la proteina.

Procedimiento

Se coloca el H,Oq4, BSA y el reactivo alcalino de cobre (volumen final 1000 pl), se
agita con vortex durante 5 s, luego se deja 10 min. a temperatura ambiente y se agregan 1000
ul del reactivo de Folin 5,8 %. Se agita nuevamente con vortex por 5 s, se lleva 5 min. a Bafio
Maria a 55 °C. Se deja 10 min. a temperatura ambiente y se procede con la lectura en
espectrofotometro Shimadzu UV 160 U (Tokio, Japon), a 650 nm de longitud de onda,

llevando a autocero con el tubo blanco.
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11.4.3. Obtencion de homogenatos y mitocondrias

Se obtuvieron homogenatos mediante centrifugacion diferencial de los higados
extraidos de los animales (Vo6lkl, 2010) que fueron sacrificados por dislocacion cervical. Los
organos fueron cortados con tijera en pequefios trozos y se procesaron iniciando con un
lavado con solucion 0,15 M de NaCl. Luego, con el uso del homogeneizador mecanico tipo
Potter-Elvehjem, se homogenizaron en solucion A (sacarosa 0,25 M, buffer Tris-HCI 0,01 M
pH 7.4, fluoruro de fenilmetilsulfonilo -PMFS- 0,01 M), utilizando 1 g de tejido en 3 ml de
solucion, operado mecanicamente (tres golpes de émbolo). El homogeneizado asi obtenido se
centrifugd a 3000 rpm x 5 min, los pellets se descartaron, y se centrifugd el sobrenadante
nuevamente a 13500 rpm durante 10 min. De esta forma se obtuvieron los sobrenadantes
postmitocondriales y las mitocondrias que fueron resuspendidas en 3 volimenes de la
solucion compuesta por 0,25 M de sacarosa, 0,01 M Tris HCl pH 7,4; 0,1 mM PMSF
(Schneider et al., 1953; Boveris et al., 1999) de cada uno de los homogeneizados. Todas las

operaciones fueron realizadas a 4 °C.

11.4.4. Obtencion de microsomas

Los microsomas son fracciones del reticulo endoplasmico (Becker et al., 2007; De
Robertis y Hib, 2012; Plattner y Hentschel, 2014) obtenidas por la ultracentrifugacion de los
tejidos. Se aplico el sobrenadante postmitocondrial a columnas de Sepharosa 4B (buffer de
elusion Tris HCl 0,01 M, pH 7.4) para separar material particulado (microsomas) de la
fraccion soluble (citosol) segun Tangen et al., 1973. La suspension de microsomas fue

estabilizada con el agregado de sacarosa solida a razoén de una concentracion 0,25 M.
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11.4.5. Ensayo de peroxidacion de microsomas y mitocondrias

La peroxidacion no enzimdtica de las membranas en estudio se realizé mediante un
sistema in vitro, dependiente de 4cido ascorbico-Fe™ (0,4 mM) en buffer 0,05 M fosfato pH
7,4, a 37°C y H20q utilizando 1 mg y 0,5 mg de proteina para microsomas y mitocondrias,

respectivamente (Vladimirov ez al., 1980). El buffer fosfato contiene el suficiente hierro para

proveer la cantidad de este elemento necesaria para la peroxidacion, donde la concentracion
final en la mezcla de incubacion fue de 2,15 uM de hierro en estado ferroso-férrico. El
proceso se cuantifico mediante un programa de quimioluminiscencia empleando un contador
de centelleo liquido Packard 1900 RT (Wright et al., 1979). La lectura de
quimioluminiscencia (cuantificada como cuentas por minuto, cpm) se realizé cada 10 min,
durante 180 min. En todos los casos se realiz6 en forma simultanea un blanco sin ascorbato
(membranas + buffer + HoOq) que fue considerado como nativo, un testigo al cual, ademas de
los componentes mencionados en el vial nativo, se adiciond un agente prooxidante (en este
caso se utilizod acido ascorbico 0,4 mM, a la vez que se ensayaron diferentes concentraciones
de extractos metandlicos de C. parqui 'y P. glauca (0,05 mg, 0,1 mg, 0,2 mg y 0,4 mg).

I1.5. Ensayos de genotoxicidad

I1.5.1. Ensayo de electroforesis de una sola célula (Ensayo Cometa)

Electroforesis en gel de células aisladas (ensayo cometa)

El ensayo cometa (EC), conocido también como electroforesis de células aisladas,
constituye uno de los principales métodos para estimar el dafo en el ADN, tanto en
biomonitoreo poblacional y en pruebas de genotoxicidad, como en investigaciones
relacionadas al dafo y reparacion en el ADN (Collins, 2004).

Este ensayo consiste en someter a electroforesis una muestra de células previamente

embebidas en agarosa, colocadas sobre un portaobjetos y lisadas en una soluciéon conteniendo
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el detergente triton X-100. La electroforesis produce la migracion del ADN nuclear de cada
célula a lo largo del campo eléctrico, en forma proporcional a la cantidad de dafio presente.
De esta manera, su nombre se debe a la imagen que se obtiene luego de la corrida
electroforética, la cual se asemeja a un “cometa” formado por una cabeza, cuyo componente
principal es el ADN nuclear intacto, y una cola, constituida por los fragmentos del ADN
danado.

Tanto Singh et al. (1988) como Olive (1999) propusieron, de manera independiente,
desarrollar la lisis celular a un pH elevado. La utilizacion de soluciones alcalinas permitio la
formacion de colas de cometas mas pronunciadas, extendiendo el rango de dafio que puede ser
detectado (Collins et al., 2001). En la actualidad la version del ensayo mas utilizada para
identificar los efectos de los agentes genotoxicos es la alcalina (pH>13), y resulta
fundamental para la visualizacion de los fragmentos generados por la ruptura de una o ambas
hebras del ADN. Esta version es capaz de detectar rupturas de simple y doble cadena en el
ADN, sitios labiles al alcali (como por ejemplo sitios apurinicos), entrecruzamientos ADN-
ADN y ADN-proteinas, y rupturas de cadena simple asociadas a la escision incompleta de
sitios de reparacion (Choucroun et al., 2001). Los fragmentos de ADN son liberados durante
la exposicion a la solucion de lisis y migran como consecuencia de la electroforesis
(Choucroun et al., 2001). Dada su carga negativa, tenderdn a desplazarse a través de un gel de
agarosa en respuesta a un campo eléctrico. La distancia de migracion de los fragmentos de
ADN dependera directamente del tamano de estos. Es importante destacar que las lesiones en
el ADN, resultantes en ruptura de cadena, incrementan la migracion del ADN en el gel de
agarosa, mientras que los enlaces cruzados de ADN-ADN y ADN-proteina resultan en un

retraso en la migracion comparado con sus correspondientes controles (Tice ef al., 2000). Asi
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se asume que a mayor cantidad de rupturas se corresponde una mayor cantidad de fragmentos
de bajo peso molecular, aumentando la cola del cometa y, por ende, sus parametros.

Las principales ventajas de este ensayo incluyen: a) la obtencion de datos a nivel de
células individuales, permitiendo posteriormente realizar andlisis estadisticos robustos; b) la
necesidad de obtener pocas células por punto experimental; c) la sensibilidad para detectar el
ADN danado; d) su utilizacion con cualquier tipo celular eucariota, tanto en condiciones in
VIVO COMO in Vitro.

Protocolo

Se implementd de acuerdo con el método de Singh et al. (1988), con algunas
modificaciones menores. El protocolo se desarrolld de la siguiente manera:

- Se toman 30 pl de solucion celular y se suspenden en 170 ul de agarosa de bajo punto
de fusion (ABPF).

- Se siembran 2 portaobjetos, previamente tratados con 100 pl de agarosa de punto de
fusion normal (APFN).

- Las muestras se cubren con un cubreobjetos y se mantienen a 4°C durante 10 min.

- Posteriormente se retiran los cubreobjetos y se conservan los preparados en solucion
de lisis durante 2 h a 4°C.

- A continuacion, los portaobjetos se transfieren a la cuba de electroforesis horizontal
cubiertos con solucion buffer pH >13 durante 20 min a 4°C.

- La corrida electroforética se realiza bajo las siguientes condiciones: 20 voltios, 200
mA durante 20 min a 4°C.

- Una vez completada la corrida electroforética, se neutraliza el pH de las muestras por

medio de tres lavados con Tris-Cl a temperatura ambiente.
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- Para la visualizacion de las muestras los portaobjetos se tifien con 20 pl de colorante
Syber Green 1.
- Por ultimo, se realiza el andlisis al microscopio de fluorescencia con un objetivo 40X.
Se utiliza un microscopio Olympus modelo BX 40 equipado con un cubo de
fluorescencia Olympus modelo U-MNB con filtro de excitaciéon de 470-490 nm y de emision
de 520 nm de longitud de onda. Todo el protocolo se realiza en oscuridad, para evitar el dafo
que podria causar la luz sobre el material genético.
Andlisis de las imagenes
Se realizan dos preparados por punto experimental y se estudian al azar 100 imagenes
por cada uno. A cada una de ellas se le asigna un valor entre 0 a 4, de acuerdo con el nivel de
dafio observado, siguiendo los criterios de Collins., 2004 detallados a continuacion:
a. Grado 0: células sin dafno en el ADN. La totalidad del ADN se encuentra en la cabeza
del cometa (Fig. 24a).
b. Grado 1: células con dafio leve en su ADN. La mayor parte del ADN se encuentra en
la cabeza del cometa y pocos fragmentos en su cola (Fig. 24b).
C. Grado 2: células con dafio intermedio en su ADN. La mayor parte del ADN se
encuentra en la cabeza y varios fragmentos en la cola del cometa (Fig. 24c¢).
d. Grado 3: células con dafio severo en su ADN. La menor parte del ADN se encuentra
en la cabeza y muchos fragmentos en la cola del cometa (Fig. 24d).
e. Grado 4: células con dafio grave en su ADN. La cabeza del cometa practicamente
desaparece de la imagen, ya que casi la totalidad del ADN se encuentra formando su cola

(Fig. 24e).
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Figura 24. Clasificacion de los niveles de dafio citomolecular (Collins, 2004).

De este modo, el puntaje total obtenido para cada gel podria oscilar entre 0 “unidades
arbitrarias”, cuando todas la células analizadas se encuentran sin dafio; y 400 "unidades
arbitrarias”, cuando todas las células analizadas tienen el mayor de los dafos.

En base a esta clasificacion se estable para cada uno de los geles un indice de dafio

genético (ID), segun la siguiente formula (Collins, 2004):

ID=1xNGL+2xNG2+3xNG3+4xNG4A x 100
Total de células analizadas

Diserio experimental

En primera instancia se realizan los cultivos de células de ovario de hdmster chino
(CHO). Se siembran 0,3 x 10° células/ml en frascos Falcon T-25 utilizando como medio base
al HAM F12 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) con el agregado de antibioticos (60 UI de
Penicilina y 50 pg/ml de Estreptomicina) (Laboratorio Bagd, Buenos Aires, Argentina), para
evitar el crecimiento bacteriano. El extracto se diluye en DMSO (4,5 pul/ml). Los cultivos se

mantienen a 37°C en 5% de CO», durante 48 h.
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Se establecen 7 puntos experimentales:
I. Control negativo (CN): células sin tratar
2. Tratamiento 1 Cestrum parqui/Pascalia glauca (E1): 0,1 mg/ml
3. Tratamiento 2 Cestrum parqui/Pascalia glauca (E2): 0,05 mg/ml
4. Tratamiento 3 Cestrum parqui/Pascalia glauca (E3): 0,025 mg/ml
5. Tratamiento 4 Cestrum parqui/Pascalia glauca (E4): 0,0125 mg/ml
6. Control positivo (CP): bleomicina 1 pg/ml
7. Control de DMSO (CDMSO): 4,5 pl/ml
I1.5.2. Ensayo de micronucleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN)

La simplicidad de la técnica y la variedad de aplicaciones que posee el ensayo CBMN,
tanto in vivo como in vitro en diferentes tipos celulares, lo convirtieron en una herramienta de
suma utilidad para la evaluacion de anomalias cromosomicas (Kirsch-Volders et al., 2003).
Este ensayo ha sido utilizado a menudo para la evaluacion de los efectos causados por agentes
quimicos, fisicos o biologicos sobre el genoma (Fenech, 2007).

El ensayo de micronucleos fue propuesto por primera vez en 1976 y desde entonces ha
sufrido varias modificaciones. La mas importante fue la utilizacién, en bajas concentraciones,
de la citocalasina B producida por el hongo Helminthosporium dematioideum. Esta bloquea la
citocinesis permitiendo obtener células binucleadas (BN) (Fenech y Morley, 1986). De esta
manera, la utilizacion de la citocalasina permiti6 el andlisis de aquellas células que hubieren
sufrido la injuria a evaluar durante ese ciclo celular, evitando el conteo de aquellas células que

se hallaran en interfase y que aun no se hubieran dividido (Fenech, 2007).



Previo a comenzar el analisis, es necesario demostrar que la proliferacion celular es
suficiente para asegurar que la mayoria de las células contadas deriven de la primera o de la
primera y segunda division luego del tratamiento. En este sentido, se debe calcular el indice

de division nuclear (IDN):

IDN = 1 x N° de células mononucleadas + 2 x N° de células binucleadas + 3 x N° de células trinucleadas y tetranucleadas
N° total de células contadas (500)

Con este ensayo se puede evaluar el dafio cromosémico a través de la estimacion de la
frecuencia de micronicleos (MNi), puentes nucleoplasmicos (NPBs) y brotes nucleares
(NBUDs). Los MNi consisten en fragmentos acéntricos de cromosomas o cromosomas
completos que no se han distribuido adecuadamente en ninguno de los dos nucleos hijos
durante la anafase. De este modo la técnica permite analizar procesos clastogénicos y/o
aneugénicos, respectivamente (Fenech, 2010, Fig. 25). Los NPBs que se forman entre los
nucleos de una célula BN, proveen una medida de la frecuencia de rearreglos cromosémicos,
producto de cromosomas dicéntricos que no se han separado correctamente en anafase
(Umegaki y Fenech, 2000). Son utilizados como biomarcadores de reparacion erronea del
ADN vy/o de fusiones teloméricas. Por su parte, los NBUDs presentan una morfologia
semejante a los MNi, pero se encuentran unidos por un pedunculo al nticleo celular. Segun
Shimizu et al. (1998, 2000), la amplificacién del ADN se localiza en sitios especificos de la
periferia del nlicleo y se elimina a través de brotes nucleares que forman los MNi durante la

fase S del ciclo celular.
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Evento gemotdoxico
G0,G1,8,G2

Micromicleo

Figura 25. Diagrama de eventos genotoxicos: micronucleos, puentes nucleoplasmicos y brotes
nucleares. Modificado de Fenech ez al. (2010).

Protocolo

En primera instancia se realizan los cultivos de células de ovario de hdmster chino
(CHO). Se siembran 0,3x10° células/ml en frascos Falcon T-25 utilizando como medio base al
HAM F12 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) con el agregado de antibioticos (60 UI de
Penicilina y 50 pg/ml de Estreptomicina) (Laboratorio Bagd, Buenos Aires, Argentina), para
evitar el crecimiento bacteriano. El extracto se diluye en DMSO (4,5 pul/ml). Los cultivos se
mantienen a 37 °C en 5% de CO; durante 48 h. Se establecen 7 puntos experimentales:
1 Control negativo (CN): células sin tratar
2 Tratamiento 1 = Cestrum parqui/Pascalia glauca (E1): 0,1 mg/ml
3 Tratamiento 2 = Cestrum parqui/Pascalia glauca (E2): 0,05 mg/ml
4 Tratamiento 3 = Cestrum parqui/Pascalia glauca (E3): 0,025 mg/ml
5 Tratamiento 4 = Cestrum parqui/Pascalia glauca (E4): 0,0125 mg/ml
6 Control positivo (CP): bleomicina 1 pg/ml

7 Control de DMSO (CDMSO): 4,5 pl/ml
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La técnica se lleva a cabo de acuerdo con el método de Fenech y Morley (1986), con
las modificaciones propuestas posteriormente por Fenech (2007). Brevemente, a las 24 h de
cultivo se adicionan 100 pl de citocalasina B (3 pg/ml) (Sigma, St. Louis, MO, USA) y el
extracto de cada planta se rotaevapora a sequedad y se resuspende en DMSO. Finalizado el
tiempo de cultivo se remueven las células con tripsina y se trasvasa el contenido del frasco a
un tubo Falcon con el cual se centrifugan por 10 min. a 1200 rpm. Luego, el pellet se
resuspende en fijador I (cloruro de sodio-metanol-acético 6:5:1). Se realizan dos cambios mas
con fijador II (metanol-acético 5:1), previa centrifugacion por 10 min. a 1200 rpm. Después
de 24 h de reposo en heladera se procede al goteo de material en portaobjetos. Los preparados
se tifien con colorante Giemsa durante 10 min. y se analizan 1000 células por cada uno de los
7 puntos experimentales, de acuerdo con los criterios de Fenech. Para tal fin, se utiliza un
microscopio Optico con objetivo de magnitud de 40x. Las células son clasificadas siguiendo
los criterios establecidos por Fenech (2007), segun se detalla a continuacion:

- Células binucleadas (CB): corresponde a aquellas células detenidas en citocinesis, con
dos nucleos principales, que no poseen dafio genético.

- Células binucleadas con micronticleos (MNi): son aquellas células que poseen niicleos
pequefios ademds de ambos nucleos principales.

- Células binucleadas con puentes nucleopldsmicos (NPBs): células con puentes
nucleopldsmicos entre ambos nticleos principales.

- Células binucleadas con brotes nucleares (NBUDs): presencia de brotes de cromatina

unidos a alguno de los nicleos principales por un pedunculo.
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11.6. Analisis estadistico

Los resultados de la quimioluminiscencia se expresan como media +ES de las
determinaciones independientes. Los datos son evaluados estadisticamente mediante analisis
de varianza unidireccional (ANOVA). El criterio estadistico para la significancia es
seleccionado con valores de p diferentes, que son indicados en cada caso.

Para cada ensayo de micronicleos se realizan 3 repeticiones y se calculan los
promedios correspondientes. Se utiliza el andlisis de la varianza (ANOVA simple) para
aquellas variables normalmente distribuidas. Cuando las diferencias resultan significativas, se
realiza la prueba de contraste multiple de rango. Para las variables que no presentan una
distribucion normal se realiza el andlisis de Kruskal Wallis. La evaluacion se lleva a cabo a
través del programa estadistico Statgraphics® 5.1 software (Manugistics Inc., Rockville, MD)
y se considera p<0,05.

Para cada ensayo cometa, se realizan 3 repeticiones y se calculan los promedios
correspondientes. Se utiliza el andlisis de la varianza (ANOVA simple) para aquellas
variables normalmente distribuidas. Cuando las diferencias resultan significativas, se realiza
la prueba de contraste multiple de rangos. Para las variables que no presentan una distribucion
normal se realiza el andlisis de Kruskal Wallis. La evaluacion se lleva a cabo a través del
programa estadistico Statgraphics® 5.1 software (Manugistics Inc., Rockville, MD) y se

considera p<0,05.
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CAPITULO III
II1. RESULTADOS
1I1.1. Cestrum parqui
I11.1.1. Fitoquimica

La fitoquimica realizada sobre el extracto metandlico de Cestrum parqui se presenta
en la Tabla 2. Demostrd la presencia en la fraccion A de flavonoides (Fig. 26), -OH
polifendlicos (Fig. 27), taninos (Fig. 28), lipidos (Fig. 29) y glucidos (Fig. 30). En el caso de
la fraccion B, se verifico la presencia de esteroides, no asi triterpenos (Fig. 31), ni
antraquinonas (Fig. 32). En la fraccion C se evidenci6 la existencia de alcaloides (Fig. 33), y
no se hallaron cardendlidos (Fig. 34) ni leucoantocianinas (Fig. 35). También se demostrd la
presencia de saponinas a partir de la reaccion para evaluar la produccion de espuma por

agitacion (Fig. 36).

Determinaciones Fraccion A Fraccion B
+

Shinoda
Cloruro férrico +:
Gelatina +
Todo -

Fenol 5% + H,S0,
concentrado

Liebermann- + esteroides
Burchard - triterpenos

Borntriiger =
Dragendorff +
Legal -
Rosenheim -

Reacciones directas
(saponinas)

Tabla 2. Resultados de la fitoquimica de las tres fracciones del extracto metandlico de Cestrum parqui.
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Figura 27. Reaccién de cloruro férrico positiva para la identificacion de —OH fenélicos.
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Figura 28. Reaccion de gelatina positiva para la identificacién de taninos.

Figura 29. Reaccion de vapores de iodo positiva para la identificacién de lipidos.
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Figura 30. Reaccion de fenol al 5% + H,SO4 concentrado positiva para la identificacion de glicidos.

Figura 31. Reaccién de Liebermann-Burchard positiva para la identificacion de esteroides y negativa para la

identificacion de triterpenos.
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Figura 32. Reaccion de Borntriger negativa para la identificacién de antraquinonas.

Figura 33. Reaccién de Dragendorff positiva para la identificacion de alcaloides. A la izquierda se muestra la

fraccion C con el reactivo de Dragendorff, a 1a derecha se realiz6 un control para descartar falsos positivos.



Figura 34. Reaccion de Legal negativa para la identificacién de cardendlidos.

Figura 35. Reaccion de Rosenheim negativa para la identificacion de leucoantocianinas.
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Figura 36. Reaccion de agitacion para obtencion de espuma, positiva para la identificacion de saponinas.

I11.1.2. Ensayos de peroxidacion

La incubacion de microsomas de higado de rata en presencia del sistema de
peroxidacién no enzimdtico in vitro ascorbato-Fe' resulté en la peroxidacion de estos y se
cuantific6 mediante quimioluminiscencia. Luego de la incubacion de microsomas en un
sistema ascorbato-Fe™ a 37°C durante 180 min (Fig. 37), las cpm originadas por emisiéon
luminica fueron menores en el grupo con extracto de Cestrum parqui comparadas con el

grupo control.
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Figura 37. Peroxidacién (quimioluminiscencia) de microsomas de higado de ratas Wistar con diferentes
concentraciones de extracto metandlico de Cestrum parqui en funcion del tiempo (180 min). Las lecturas

son expresadas en cpm realizadas cada 10 min, promedio de seis experimentos.

La Fig. 38 muestra el total de emision luminica obtenida del grupo con extracto y del
grupo control. Los resultados de las muestras fueron analizados con andlisis de ANOVA y test
de ¢, donde se expresan la media y error estandar de los promedios de las cpm de la muestra
nativo (control) 585,67 + 52,77; testigo (microsomas + ascorbico) 2223,50 + 88,64; y las
concentraciones utilizadas de Cestrum parqui: 0,05 mg/ml 2130,17 + 113,89; 0,1 mg/ml

1907,67 + 117,05; 0,2 mg/ml 1354,17 + 63,63 y 0,4 mg/ml 714,33 + 52,76.
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Figura 38. Peroxidacion (quimioluminiscencia total) de microsomas de higado de rata con diferentes
concentraciones de extracto metanolico de Cestrum parqui. Los datos son expresados como el promedio de
las lecturas (cpm) + ES de seis experimentos. a-b-c: Letras diferentes entre si indican que la probabilidad

estadistica es significativa (p< 0,05).

De igual manera se realizo la incubacion de las mitocondrias en un sistema ascorbato-
Fe'? a 37°C durante 180 min (Fig. 39), las cpm originadas por emisién luminica fueron

menores en el grupo con extracto de Cestrum parqui comparadas con el grupo control.
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Figura 39. Peroxidacién (quimioluminiscencia) de mitocondrias de higado de ratas Wistar con diferentes
concentraciones de extracto metanélico de Cestrum parqui en funcion del tiempo (180 min). Las lecturas

son expresadas en cpm realizadas cada 10 min, promedio de seis experimentos.

La Fig. 40 muestra el total de emision luminica obtenida del grupo con extracto y del
grupo control. Los resultados de las muestras fueron analizados con andlisis de ANOVA y test
de t, donde se expresan la media y su error estandar de los promedios de las cpm de la
muestra nativo (control) 536,50 + 20,73; testigo (mitocondrias + ascorbico) 1070,50 + 28,94;
y las concentraciones utilizadas de Cestrum parqui: 0,05 mg/ml 494,83 + 9,70; 0,1 mg/ml 550

+13,78; 0,2 mg/ml 608,183 + 7,11 y 0,4 mg/ml 635,83 + §8,98.
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Figura 40. Peroxidacién (quimioluminiscencia total) de mitocondrias de higado de ratas Wistar con

diferentes concentraciones de extracto metandlico de Cestrum parqui. Los datos son expresados como el

promedio de las lecturas (cpm) £+ ES de seis experimentos. a-b-c: Letras diferentes entre si indican que la

probabilidad estadistica es significativa (p< 0,05)

I11.1.3. Ensayo de electroforesis de una sola célula

Tratamientos

ID

CN
El
E2
E3
E4
Ccp
CDMSO

2,16 £ 1,16
333 £ 1,40
8,7+3,82
7,91 = 3,07

22,12 + 4,87

20,75 4,27
554 +£2,62

Tabla 3. Resultados obtenidos para el ensayo cometa, control negativo (CN), tratamientos con

concentraciones de Cestrum parqui (E1-E4), control positivo (CP) y control con dimetilsulf6xido

(CDMSO).
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Como los datos no posen distribucidon normal se realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis,
que arrojé un valor de 111,46 (p<0,001), indicando que existen diferencias significativas entre
los tratamientos (Fig. 41). Para evaluar el origen de estas diferencias se realizo el analisis de
contraste de multiples rangos que indica que E4 (5) y CP (6) son grupos homogéneos y
presentan diferencias significativas con los demas grupos. La dosis menor del extracto es la

que produce mayor efecto genotoxico.
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Figura 41. Diagrama de media e intervalos al 95 % de la LSD de Fisher para el ensayo cometa.

I11.1.4. Ensayo de microntcleos por bloqueo de la citocinesis

Tratamientos IDN Mni %o NPBs %  NBUDs %o
CN 1,45 5 0,4 1
El 2,2 2,6 0,6 0
E2 1,95 6,6 1 0
E3 1,38 7,8 1,6 0,6
E4 1,17 9,6 0 0
CP 1,33 10,6 6,6 2,4
CDMSO 1,33 4 0,8 0

Tabla 4. Resultados obtenidos para el indice de division nuclear, frecuencia de micronticleos, puentes
nucleoplasmicos y brotes nucleares generados, control negativo (CN), tratamientos con concentraciones de

Cestrum parqui (E1-E4), control positivo (CP) y control con dimetilsulf6xido (CDMSO).



IDN

Present6 una distribucion normal (curtosis -0,513621), por lo que se realizé el analisis
de ANOVA simple. Las diferencias resultaron altamente significativas (p<0,0000). A través
del contraste multiple de rango se pudo apreciar que a mayor concentracion del extracto se
observd un aumento significativo del IDN (viabilidad celular), mientras que a medida que
disminuy6 la concentracion disminuyé de manera significativa el IDN (Fig. 42). Las
concentraciones mas altas de extracto de C. parqui (E1 y E2) generaron una viabilidad
significativamente mayor incluso que el CN, mientras que la menor concentracion (E4)
presentd una viabilidad celular inferior que el CP. Quedaron conformados 4 grupos
homogéneos, ordenados de menor a mayor viabilidad: a) E4, CP y CDMSO; b) CP, CDMSO,

E3 yCN;c) E2; d) El.
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Figura 42. Diagrama de media e intervalos al 95 % de 1a LSD de Fisher para el indice de division nuclear.

MNi

Las frecuencias tuvieron una distribucion normal (curtosis -1,24386) y la comparacion
a través del ensayo de ANOVA resulto estadisticamente significativa (p< 0,0000). A través
del contraste multiple de rango se pudo apreciar que la mayor concentracion del extracto (E1)
presentd una disminucion significativa de la frecuencia de MNi (dafo cromosémico),

mientras que a medida que disminuyd la concentraciéon aumentaron de manera significativa
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los MNi (Fig. 43). La mayor concentracion (E1) presenté una disminucion significativa del
dafio cromosdmico incluso respecto del CN. Cada punto experimental conformé un grupo

diferente, ordenados de menor a mayor dafio cromosémico: a) E1; b) CDMSO; ¢) CN; d) E2;

e) E3; f) E4; g) CP.
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Figura 43. Diagrama de media e intervalos al 95 % de la LSD de Fisher para la frecuencia de

micronucleos.

NPBs

No presentaron una distribucion normal (curtosis 2,40218) y el analisis de Kruskal
Wallis arroj6 diferencias estadisticamente significativas (p=0,00340367). Las frecuencias
resultaron bajas para todos los tratamientos (Fig. 44), solo CP present6 frecuencias

significativamente aumentadas.
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Figura 44. Diagrama de media e intervalos al 95 % de la LSD de Fisher para la formaciéon de puentes

periplasmicos.
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NBUDS
Presentaron una distribucién normal (curtosis 0,929822) y el analisis de ANOVA
arrojo diferencias estadisticamente significativas (p<0,0000). Las frecuencias resultaron bajas

para todos los tratamientos (Fig. 45). A través del contraste multiple de rango se observaron 4

grupos homogéneos: a) E1, E2, CDMSO, E4; b) E3; ¢) CN; d) CP.
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Figura 45. Diagrama de media e intervalos al 95 % de la LSD de Fisher para la formacién de brotes

nucleares.

1I1.2. Pascalia glauca

I11.2.1. Fitoquimica

Los resultados obtenidos de la marcha fitoquimica realizada sobre el extracto
metandlico de Pascalia glauca se expresan en la Tabla 5. Se demostr6 la presencia en la
fraccion A de flavonoides (Fig. 46), -OH polifenolicos (Fig. 47), taninos (Fig. 48), lipidos
(Fig. 49) y glucidos (Fig. 50). En el caso de la fraccion B, se hallaron esteroides, pero no
triterpenos (Fig. 51) ni antraquinonas (Fig. 52). En la fraccion C se evidenci6 la existencia de
alcaloides (Fig. 53); no se hallaron cardendlidos (Fig. 54) ni leucoantocianinas (Fig. 55).
Ademas, se demostrd la presencia de saponinas a partir de la reaccion directa para evaluar la

produccion de espuma por agitacion (Fig. 56).
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Determinaciones Fracciéon A Fraccion B Fraccion C
+

Shinoda
Cloruro férrico +
Gelatina +
Todo +

Fenol 5% + H,80,
concentrado

Liebermann- + esteroides
Burchard - triterpenos

Borntriger -
Dragendorff +
Legal -
Rosenheim -

Reacciones directas
(saponinas)

Tabla 5. Resultados de la fitoquimica de las tres fracciones del extracto metandlico de Pascalia glauca.

Figura 46. Reaccién de Shinoda positiva para la identificacién de flavonoides.



Figura 47. Reaccién de cloruro férrico positiva para la identificacion de —OH fenélicos.

Figura 48. Reaccion de gelatina positiva para la identificacién de taninos.
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Figura 49. Reaccion de vapores de iodo positiva para la identificacion de lipidos.

Figura 50. Reaccion de fenol al 5% + H,SO4 concentrado positiva para la identificacién de glicidos.
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Figura 51. Reaccién de Liebermann-Burchard positiva para la identificacién de esteroides y negativa para

triterpenos.

Figura 52. Reaccion de Borntriger negativa para la identificacién de antraquinonas.
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Figura 53. Reaccién de Dragendorff positiva para la identificacion de alcaloides. A la izquierda se muestra la

fraccion C con el reactivo de Dragendorff, a 1a derecha se realiz6 un control para descartar falsos positivos.

Figura 54. Reaccion de Legal negativa para la identificacién de cardendlidos.
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Figura 55. Reaccién de Rosenheim negativa para la identificacion de leucoantocianinas.

Figura 56. Reaccion de agitacion para obtencion de espuma, positiva para la identificacién de saponinas.
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I11.2.2. Ensayos de peroxidacion

La incubacion de microsomas de higado de rata en presencia del sistema de
peroxidacién no enzimdtico in vitro ascorbato-Fe' resulté en la peroxidacion de estos y se
analizé mediante quimioluminiscencia. Luego de la incubacion de microsomas en un sistema
ascorbato-Fe'? a 37°C durante 180 min. (Fig. 57), las cpm originadas por emision luminica

fueron menores en el grupo con extracto de Pascalia glauca comparadas con el grupo control.
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Figura 57. Peroxidacién (quimioluminiscencia) de microsomas de higado de ratas Wistar con diferentes
concentraciones de extracto metanoélico de Pascalia glauca en funcion del tiempo (180 min). Las lecturas

son expresadas en cpm realizadas cada 10 min, promedio de seis experimentos.

La Fig. 58 muestra el total de emision luminica obtenida del grupo con extracto y del
grupo control. Los resultados de las muestras fueron analizados con andlisis de ANOVA y test
de t, donde se expresan la media y su error estandar de los promedios de las cpm de la
muestra nativo (control) 453,83 + 15,18; testigo (microsomas + ascorbico) 2415,50 + 63,64; y
las concentraciones utilizadas de Pascalia glauca: 0,05 mg/ml 2147,50 + 92,13; 0,1 mg/ml

2010 £ 90,45; 0,2 mg/ml 1447,67 + 52,40 y 0,4 mg/ml 860,67 + 44,58.
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Figura 58. Peroxidacion (quimioluminiscencia total) de microsomas de higado de ratas Wistar con

diferentes concentraciones de extracto metandlico de Pascalia glauca. Los datos son expresados como el

promedio de las lecturas (cpm) = ES de seis experimentos. a-b-c-d-e: Letras diferentes entre si indican que

la probabilidad estadistica es significativa (p< 0,05).

De igual manera se realizo la incubacion de las mitocondrias en un sistema ascorbato-

Fe'? a 37°C durante 180 min (Fig. 59), las cpm originadas por emisién luminica fueron

menores en el grupo con extracto de Pascalia glauca comparadas con el grupo control.
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Figura 59. Peroxidacién (quimioluminiscencia) de mitocondrias de higado de ratas Wistar con diferentes

concentraciones de extracto metanolico de Pascalia glauca en funcién del tiempo (180 min). Las lecturas

son expresadas en cpm realizadas cada 10 min, promedio de seis experimentos.



La Fig. 60 muestra el total de emision luminica obtenida del grupo con extracto y del
grupo control. Los resultados de las muestras fueron analizados mediante ANOVA vy test de ¢,
donde se expresan la media y su error estandar de los promedios de las cpm de la muestra
nativo (control) 512,33 £ 2,99; testigo (mitocondrias + ascorbico) 2131,83 + 79,23; y las
concentraciones utilizadas de Pascalia glauca: 0,05 mg/ml 646 + 17,51; 0,1 mg/ml 646,17 +

15,20; 0,2 mg/ml 653,17 + 13,13 y 0,4 mg/ml 946 + 22,34.
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Figura 60. Peroxidacién (quimioluminiscencia total) de mitocondrias de higado de ratas Wistar con
diferentes concentraciones de extracto metandlico de Pascalia glauca. Los datos son expresados como el
promedio de las lecturas (cpm) £ ES de seis experimentos. a-b-c-d: Letras diferentes entre si indican que

la probabilidad estadistica es significativa (p< 0,05).
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I11.2.3. Ensayo de electroforesis de una sola célula

Tratamientos D
CN 1.92 + 0,58
El 91,25+ 1,16
E2 77,92+ 1,73
E3 3742+231
E4 16,33 £ 289
Cp 60,50 £ 3,47

CDMSO 12,33+ 4,05

Tabla 6. Resultados obtenidos para el ensayo cometa, control negativo (CN), tratamientos con
concentraciones de Pascalia glauca (E1-E4), control positivo (CP) y control con dimetilsulf6xido

(CDMSO).

Como los datos no poseen distribucion normal se realizé el test de Kruskal-Wallis que
arroj06 un valor de 73,55, indicando que existen diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0,001). Para evaluar el origen de estas diferencias se realizo el andlisis de
contraste de multiples rangos que indica que solo E4 (5) y CP (7) son grupos homogéneos.
Esto indicaria que todos los demas grupos tienen diferencias significativas entre si. La dosis
mayor del extracto es la que produce mayor efecto genotoxico, pero las dosis 2 y 3 también
son significativamente diferentes de control negativo y el control del diluyente. La dosis
menor tiene un comportamiento similar al control del diluyente, de modo que no se puede

considerar que sea genotoxica.
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Figura 61. Diagrama de media e intervalos al 95 % de la LSD de Fisher para el ensayo cometa.
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I11.2.4. Ensayo de microntcleos por bloqueo de la citocinesis

Tratamientos IDN MNi %o NPBs %o NBUDs %o
CN 1,55 9 2,3 0,8
E1l 1,65 27,6 9.9 6
E2 1,55 16,4 6,2 2,7
E3 1,67 10,8 1,6 1,2
E4 1,51 8,6 2,2 0,4
CP 1,62 15,5 1,3 0,8
CDMSO 1,56 22,8 3.3 1,8

Tabla 7. Resultados obtenidos para el indice de division nuclear (IDN), frecuencia de micronucleos (Mni

%o), puentes nucleoplasmicos (NPBs %), y brotes nucleares (NBUDs %) generados por control negativo

(CN), tratamientos con concentraciones de Pascalia glauca (E1-E4), control positivo (CP) y control con

dimetilsulféxido (CDMSO).

IDN

Present6 una distribucion normal (curtosis -0,688481), por lo que se realizo el analisis
de ANOVA simple. Las diferencias no resultaron significativas (p= 0,4265). E1 y E3
mostraron un aumento no significativo del IDN (viabilidad celular), mientras que el menor

IDN se observo para la menor concentracion (E4) (Fig. 62).
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Figura 62. Diagrama de media e intervalos al 95 % de 1a LSD de Fisher para el indice de division nuclear.



MNi

Las frecuencias tuvieron una distribuciéon normal (curtosis -0,921097) y la
comparacion a través del ensayo de ANOVA resultd estadisticamente significativa (p<
0,0000). A través del contraste multiple de rango se pudo apreciar que la mayor concentracion
del extracto (El) presentd un aumento significativo de la frecuencia de MNi (dafio
cromosomico), mientras que a medida que disminuyo la concentracion se redujo de manera
significativa la frecuencia de MNi (Fig. 63). La mayor concentracion (E1) presentd la mayor
frecuencia de dafio cromosoémico, incluso significativamente superior al CP. Por el contrario,
la menor concentracion (E4) mostré el menor dafo, significativamente inferior incluso al del
CN. Cada punto experimental conform6 un grupo diferente, ordenados de menor a mayor

dafio cromosémico: a) E4; b) CN; ¢) E3; d) CP; e) E2; f) CDMSO; g) El.
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Figura 63. Diagrama de media e intervalos al 95 % de la LSD de Fisher para la frecuencia de

microntcleos.
NPBs
Presentaron una distribucién normal (curtosis 0,258236) y el analisis de ANOVA
arrojo diferencias estadisticamente significativas (p<0,0000). Las concentraciones mas altas

(E1y E2) presentaron frecuencias significativamente aumentadas de rearreglos cromosdmicos
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(Fig. 64). A través del contraste multiple de rango se establecieron 6 grupos homogéneos: a)

CP; b) E3; ¢) E4 y CN; d) CDMSO; ¢) E2; f) E1.
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Formacion de puentes periplasmicos

Figura 64. Diagrama de media e intervalos al 95 % de la LSD de Fisher para la formaciéon de puentes

periplasmicos.
NBUDS

Presentaron una distribucion normal (curtosis 1,2878) y el andlisis de ANOVA simple
arrojo diferencias estadisticamente significativas (p<0,0000). Nuevamente las concentraciones
mas altas (E1 y E2) presentaron frecuencias significativamente aumentadas de rearreglos
cromosomicos (Fig. 65). A través del contraste multiple de rango se establecieron 6 grupos

homogéneos: a) E4; b) CN y CP; ¢) E3; d) CDMSO; e) E2; f) E1.
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Figura 65. Diagrama de media e intervalos al 95 % de la LSD de Fisher para la formacién de brotes

nucleares.
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CAPITULO IV

IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

IV.1. DISCUSION

IV.1.1. Fitoquimica

La fitoquimica estudia principios activos presentes en las plantas y sus propiedades.
Este estudio se realiza a través de lo que se conoce como marcha o caracterizacion
fitoquimica, la cual consiste en una serie de reacciones quimicas diversas en las que acontecen
cambios en el color de una solucién, formacién de gas, espuma, turbidez, aparicion de
precipitados, etc. Se determina la existencia de un tipo de compuesto quimico de manera
cualitativa (Albornoz, 1980). Si bien son métodos menos especificos que las técnicas
cuantitativas (como GC-MS o HPLC-MS), son ampliamente utilizados por la sencillez de su
aplicacion, con resultados que generalmente son preliminares a la implementacion de las

técnicas cuantitativas mas complejas mencionadas (Bruneton, 2001).

IV.1.1.1. Fitoquimica de Cestrum parqui L.’Her y relacion con el poder antioxidante

Los extractos metandlicos de C. parqui obtenidos durante el trabajo experimental de
esta tesis demostraron la presencia de flavonoides y taninos dentro del grupo de compuestos
fendlicos, evidenciados mediante la reaccion de Shinoda y el reactivo de FeCls,
respectivamente. Para los taninos, ademads, se corrobord su presencia mediante la reaccidon con
gelatina. En el caso de la prueba de Shinoda, de acuerdo con el patron de colores obtenidos en
los extractos metandlicos de Cestrum parqui, se corresponden con flavonoles o flavonololes
(rosa palido) o flavononas (color rosado) (Bonilla et al., 2014). Al comparar nuestros

resultados con los obtenidos por otros autores, se comprueba que ellos también corroboraron
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la presencia de este grupo de compuestos (D abrosca et al., 2004; Rashed et al., 2013). A los
flavonoides se les atribuyen diferentes propiedades benéficas, tanto para el normal desarrollo
de las plantas que los producen, como cuando son extraidos para ser utilizados en productos
destinados a medicina humana. Estos principios activos otorgan a las plantas proteccion
contra radiaciones UV (Wink, 2007) y participan en el proceso de polinizacion a través de
especies de insectos que ven en el rango de dicha longitud de onda (Bourgaud et al., 2001;

Vivanco et al., 2005).

Flavonoides y taninos participan en el secuestro de especies reactivas del oxigeno
(ROS) uno de los principales factores asociados al desarrollo de ciertas enfermedades, y
algunos trabajos mencionan que sus propiedades benéficas para la salud pueden atribuirse a
dicha capacidad (Ambriz-Pérez et al., 2016; Bouarab-Chibane et al., 2019). Al respecto, se ha
comprobado la presencia de flavonoides en extractos metanolicos de C. nocturnum L. (Al-
Reza et al., 2013), algo similar a lo que ocurre con los extractos metanolicos de C. parqui
estudiados en esta tesis. Los extractos vegetales que poseen compuestos fendlicos demuestran
actividad antiinflamatoria (Ambriz-Pérez et al., 2016) y los obtenidos a partir de algunas
especies de Cestrum sp. actlian ademas como antimicrobianos, impidiendo el crecimiento de
microorganismos que constituyen la etiologia de diferentes procesos infecciosos (Al-Reza et

al., 2013; Bouarab-Chibane et al., 2019).

En ciertos paises algunas especies del género Cestrum (incluida C. parqui) son
consideradas plantas medicinales, pese a la reconocida capacidad téxica que poseen,
formando parte de la etnobotanica regional. En Chile, por ejemplo, C. parqui es utilizado para
tratar procesos febriles e inflamatorios (Backhouse et al., 1996) y en China C. nocturnum se

utiliza para el tratamiento de quemaduras e hinchazones (Begum y Goyal, 2007). En todos los
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casos se utilizan decocciones o extractos de hojas para aplicacion dérmica, por lo cual los
efectos toxicos no tienen lugar al no haber ingestion ni metabolismo. Estas propiedades

pueden atribuirse a los flavonoides presentes y a su capacidad como secuestrantes de ROS.

La prueba de la gelatina fue positiva para taninos, compuestos que también han sido
evidenciados en otros trabajos de investigacion (Chikkaswamy, 2015; El-Demerdash et al.,
2021) a través de técnicas cromatograficas complejas como GC-MS. Para de Sousa Aratijo y
col. 2008, existe una fuerte asociacion entre el contenido de taninos en diferentes especies
vegetales de Brasil usadas en etnobotdnica, con los efectos atribuidos por diferentes
comunidades de pueblos originarios a la capacidad de estas plantas para curar heridas y

procesos inflamatorios.

Lipidos y glicidos estan presentes en nuestros extractos metandlicos de Cestrum
parqui; Chikkaswamy y col. 2015, también mencionan su presencia. Los lipidos, conocidos
ademds como “cuerpos grasos”, se clasifican en simples y complejos, y constituyen la
fraccion saponificable; también estd presente una fraccion insaponificable. Los simples son
¢ésteres de acidos grasos y un alcohol (glicerol, para triacilgliceroles; alcohol alifatico de masa
molecular elevada, para los céridos). En el caso de los complejos, estan constituidos por
fosfolipidos y glicolipidos. Los insaponificables estan representados por esteroles, esteroides,
terpenos y vitaminas, entre otros. Ademas de ser componentes estructurales y funcionales, son
sustancias de reserva energética (Bruneton, 2001). Ramadan et al., 2007, mencionan que
ciertos componentes lipidicos presentes en semillas de algunos géneros de solandceas poseen
capacidad antioxidante; si bien en nuestro trabajo se utilizaron partes aéreas (hojas), es
posible que estas biomoléculas también ejerzan este efecto cuando C. parqui se utiliza de

manera topica.
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Para los glacidos, los estudios disponibles mencionan que monosacaridos vy
disacaridos ejercen cierto efecto secuestrante de radicales libres in vitro, si bien minimo; los
polisacaridos, que si lo demuestran, poseen esta capacidad gracias a los grupos fendlicos
presentes o bien a sus asociaciones quimicas a proteinas; en cualquiera de los casos la
capacidad de “scavenging” resulta minima al compararla con la de otras biomoléculas (Hu ef

al., 2016).

Mediante la reaccion de Liebermann-Burchard se evidenciaron compuestos esteroides,
aunque no triterpenos bajo nuestras condiciones de trabajo. Algunos investigadores hallaron
terpenoides en C. parqui (D’Abrosca et al., 2005), aunque en dicho caso el solvente utilizado
fue acetona. Estas diferencias con los resultados del trabajo experimental desarrollado en esta
tesis pueden deberse al solvente seleccionado para la obtencion de los extractos (metanol), y a
los métodos cromatograficos cuantitativos utilizados en los otros estudios. Rashed 2013,
menciona en su trabajo la capacidad antioxidante de un extracto de C. nocturnum, para el cual
indica entre sus componentes con actividad secuestrante de ROS a los triterpenos, si bien no
hace referencia a dicha capacidad como atribuible solo a éstos, sino a la presencia en conjunto
de este grupo de compuestos y otros, incluidos flavonoides, saponinas y taninos. Los
esteroides, por su parte, constituyen un grupo amplio de compuestos quimicos con multiples
efectos en el desarrollo de las plantas. Los fitoesteroides son ubicuos en el reino vegetal y
algunos de ellos poseen efectos farmacolégicos, por ejemplo, capacidad hipocolesterolémica.
Otros, como los withanolidos, son lactonas esteroidales que poseen varias actividades
biologicas y los bassinoesteroides pueden actuar como promotores del crecimiento vegetal
(Gunaherath y Guatilaka, 2014). Patel y Savjani 2015, mencionan que algunos esteroides
presentes en las plantas podrian ejercer capacidad antiinflamatoria; quimicamente estarian

emparentados con los glucocorticoides utilizados en medicina, de alli esta propiedad
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farmacologica; este efecto, sin embargo, no se relacionaria con el secuestro de ROS sino a su

capacidad para inhibir la sintesis de citosinas que participan en dicho proceso.

No se hallaron antraquinonas mediante la reaccién de Borntrager en nuestros extractos
de C. parqui, compuestos que si fueron identificados por otros investigadores en estudios
fitoquimicos del “duraznillo negro” (Chikkaswamy y col, 2015); estas diferencias pueden
atribuirse a los métodos de extraccion y a los ensayos mas complejos utilizados en dichos
trabajos. Las antraquinonas poseen multiples efectos sobre los seres vivos, pueden
comportarse como antidiarreicos, antitusivos, antihelminticos, analgésicos, ademés de ser
agentes antimicrobianos y antiinflamatorios. Estas dos tltimas propiedades se atribuyen a su
capacidad para secuestrar ROS, particularmente O>  en soluciones acuosas (Trung et al.,

2021).

En el caso de los alcaloides, evidenciados por el reactivo de Dragendorff en nuestros
extractos, también fueron determinados por Begum y Goyal, 2007 para el género Cestrum. En
varias especies de la familia de las solandceas estos compuestos confieren a las plantas
capacidad toxica, hecho que se verifica en C. parqui; los efectos varian desde irritacion leve
hasta desenlaces fatales (por cardiotoxicidad y hepatotoxicidad). Un alcaloide comtin a varios

géneros de la familia Solanaceae con capacidad toxica es la solanina (Chikkaswamy, 2015).

No se encontraron leucoantocianinas en nuestros extractos, ausencia también

comprobada por Stampella et al., 2010 para el género Cestrum.

Silva et al., 1962; Pomilio et al., 2008; Bascope y Sterner., 2013, mencionan la
presencia de cardenolidos en Cestrum parqui. Por el contrario, bajo las condiciones de trabajo
utilizadas en esta tesis, estos compuestos no pudieron ser identificados con la reaccion de

Legal; estas diferencias pueden atribuirse a la menor sensibilidad de esta prueba, en contraste
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con las metodologias mas complejas utilizadas por los autores mencionados (GC-MS o
HPLC). A pesar de esto, si se comprobo6 la presencia de saponinas por un método cualitativo,
la reaccion de agitacion con formacion de espuma, la cual evidencid el poder afrogeno de
estos compuestos. Lopez et al., 1985, plantean que las saponinas presentes en C. parqui
(sapogeninas, gitogeninas, digitogeninas, tigogenina y gitoxigenina) se hallan en cercania
estructural con los cardenolidos, compuestos relacionados con la capacidad cardiotéxica de C.

parqui y que inhiben la funcionalidad de la Na'-K*-ATPasa.

Considerando lo hasta aqui expuesto se puede destacar que, a pesar de sus reconocidas
propiedades téxicas para humanos y animales cuando es ingerida, Cestrum parqui tiene
potencial para comportarse como especie medicinal por sus principios activos con capacidad
secuestrante de ROS si sus extractos o preparaciones se aplican en forma local. Esto se
encuentra en contraposicion a lo planteado como parte de la hipdtesis, en la cual inicialmente
afirmamos que esta planta posee sustancias con capacidad prooxidante. Este hallazgo, que
surge de los resultados de esta tesis, podria contribuir al conocimiento cientifico acerca de

plantas presentes en la flora de nuestro pais y que son parte de nuestra etnoboténica.

IV.1.1.2. Fitoquimica de Pascalia glauca Ortega y relacion con el poder antioxidante

Para los extractos de Pascalia glauca la reaccion de Shinoda y el reactivo de cloruro
férrico pusieron en evidencia flavonoides y oxhidrilos fendlicos de taninos, respectivamente.
También resultd positiva la prueba de la gelatina, que corroboro la presencia de taninos. De
acuerdo con el patrén de colores obtenidos a partir de la prueba de Shinoda, en nuestros
extractos metandlicos de “sunchillo” existen flavonoles o flavonololes (evidenciados por un
color rosa palido en la fase amilica) o flavononas (color rosado) (Bonilla et al., 2014).

Lakshmanan y Priya, 2017, también informan la presencia de estos compuestos en P. glauca.
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En la bibliografia disponible existe escasa informacion referida a principios activos con
capacidad secuestrante de ROS para P. glauca, sin embargo, existen datos acerca de otras
asteraceas emparentadas del género Sphagneticola, anteriormente conocido como Wedelia
[como ocurre con P. glauca, antes conocida como Wedelia glauca (Ortega) O. Hoffm. ex
Hicken]. Sureshkumar et al., 2006, demostro la capacidad analgésica de Sphagneticola
calendulacea (L.) Pruski [sin. Wedelia chinensis (Osbeck) Merr.] en ratas Suizo Albino
sometidas a la prueba de dolor sobre platina térmica y 4cido acético, demostrando que el
extracto metanolico de esta planta produce inhibicion del dolor en ambas pruebas de manera
dosis dependiente, sugiriendo dichos autores que esta capacidad se debe a la presencia en el
extracto de flavonoides, entre otros compuestos, que ejercen efecto antiinflamatorio mediado
por la inhibicion de especies reactivas del oxigeno. Otros investigadores han estudiado la
capacidad antioxidante in vitro del extracto metanolico de Sphagneticola trilobata (L.) Pruski
[sin. Wedelia trilobata (L.) Hitchc], demostrando que al utilizar flores para su preparacion los
extractos tuvieron la mayor capacidad antioxidante (Jayakumar et al., 2011). Los extractos
acuosos de hojas y flores de S. frilobata también demuestran actividad secuestrante de ROS
(Govindappa et al., 2011). Resulta interesante comparar los resultados obtenidos por estos
investigadores con los hallados en esta tesis, ya que hemos puesto en evidencia la presencia
de flavonoides y otros compuestos con efecto antioxidante. Por otra parte, cabe mencionar
que los estudios fitoquimicos sobre P. glauca son escasos, por lo que los datos obtenidos a
partir de nuestros estudios experimentales podrian contribuir con futuras lineas de

investigacion sobre esta planta.

El “sunchillo” posee, ademas, capacidad alelopatica, esto es, su crecimiento puede
limitar (o en algunos casos promover) el de otras especies vegetales, convirtiéndola en

algunos casos en la especie predominante en una determinada zona. El proceso implica la
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liberacion de un compuesto quimico desde una planta que tiene efecto sobre otra de diferente
especie, o bien sobre microorganismos (bacterias, virus, hongos). Estudios experimentales
han demostrado que el extracto acuoso de las hojas del “yuyo sapo” es capaz de inhibir el
crecimiento del tomate (Solanum lycopersicum Mill.), pepino (Cucumis sativus L.) y del
rabanito (Raphanus sativus L.) y que este efecto es dosis dependiente (considerando extractos
acuosos de hojas y rizomas) (Sobrero et al., 2004). Los compuestos alelopaticos son de
naturaleza quimica variada, considerando al grupo de polifendlicos se ha comprobado que
inhiben la actividad de fitohormonas como las giberelinas, es el caso de los 4cidos fertlico, p-
cumarico, vainillico y las cumarinas. Estos compuestos demuestran, ademas, capacidad
secuestrante de ROS (de Kilic y Yesiloglu, 2013; Paiva et al, 2013; Ignole et al., 2021). El
acido absicico, hormona vegetal que se incrementa durante estrés hidrico, provoca el cierre de
los estomas, y varios flavonoides tienen efecto antagénico sobre dicha hormona (Muller,
1966; Muller, 1970; Ballester, 1971). Considerando a los taninos, algunos también se
comportan como alelopaticos, provocando una reduccién en la actividad de las enzimas
hidroliticas como amilasa o fosfatasa acida en endosperma de semillas de cebada (Blanco,

20006).

En nuestros extractos de P. glauca se hallaron lipidos (prueba del yodo bisublimado) y
carbohidratos (fenol 5% vy dacido sulfiurico concentrado), principios quimicos también
encontrados en la especie por Lakshmanan y Priya, 2017. Considerando al grupo de los
lipidos la planta posee aceites esenciales, evidenciados por la fragancia particular que posee.
Hernandez y Arambarri (2019) demostraron su presencia a través del estudio de la anatomia
foliar y de las inflorescencias. Segun los autores, entre sus constituyentes se encuentran
principalmente terpenos. La reaccion de Liebermann-Burchard evidencidé compuestos

esteroides, aunque no triterpenos bajo nuestras condiciones de trabajo. Ademas de los
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hallazgos de Hernandez y Arambarri (2019), otros autores hallaron terpenoides en P. glauca
utilizando el reactivo de Salkwoski, si bien en un extracto acetonico (Lakshmanan y Priya,
2017). Estas diferencias con los resultados del trabajo experimental de esta tesis podrian
explicarse considerando el solvente utilizado para la obtencion de los extractos (metanol) y a
los métodos cualitativos llevados a cabo para evidenciarlos. Los aceites esenciales de P.
glauca poseen efecto repelente sobre nematodes (Ripodas et al., 2018) y se ha mencionado
que esta abundancia en aceites podria promover el uso del “sunchillo” como especie para el

control de plagas agricolas.

Otras especies relacionadas también poseen aceites esenciales, en dichas fracciones se
ha demostrado capacidad antioxidante. Es el caso de Sphagneticola calendulacea (L.) Pruski,
cuyo aceite demostré capacidad antioxidante in vitro e in vivo de manera concentracion
dependiente en estudios sobre lineas celulares de cancer de pulmdn en ratones (Karumuri y
Kasagana, 2012) y en ratas a las cuales se les indujo diabetes mediada por aloxano
(Senthilkumar et al 2008). Sphagneticola trilobata (L.) Pruski [sin. Wedelia trilobata (L.)
Hitchc] es otra fuente de aceites esenciales con potencial antioxidante. Dai et al (2013)
investigaron el efecto antioxidante del aceite de esta planta a través de la determinacion de su

capacidad para secuestrar radicales libres, demostrando que posee un efecto moderado.

En el desarrollo de la presente tesis no se procedio a la extraccion ni fueron analizadas
las propiedades del aceite esencial de P. glauca, a pesar de que esto fue planteado entre
doctorando, director y codirector como propuesta adicional a lo originalmente estipulado en el
plan de tesis. El motivo radica en que dicho estudio habia sido programado para el transcurso
del ano 2020, actividad que debid suspenderse por la pandemia de Covid-19. Nos

comprometemos en desarrollar esta parte en trabajos posteriores a la finalizacion de esta tesis
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como estudios de posdoctorado, a la luz de los datos bibliograficos disponibles de especies
emparentadas con el “sunchillo”, y a la escasez de bibliografia disponible sobre la capacidad

antioxidante de su aceite esencial.

Como se menciond anteriormente, P. glauca demostro la presencia de glicidos bajo
nuestras condiciones de trabajo. A pesar de que los glicidos pueden resultar blanco de las
especies reactivas del oxigeno, algunos poseen cierta capacidad antioxidante. Este efecto se
comprueba con algunos hidratos de carbono que pueden secuestrar radicales *OH, como es el
caso de los disacaridos maltosa y sacarosa. Aunque con menor poder antioxidante si se los
compara con el resto de los compuestos que poseen dicha capacidad, los disacaridos
participarian en la propiedad antioxidante de diferentes extractos de plantas (Morelli et al.,
2003). Al consultar la bibliografia disponible no se pudieron encontrar citas acerca de la
composicion en glacidos de Pascalia glauca (ex. Wedelia glauca), aunque si se hallaron
publicaciones sobre la determinacién positiva de la presencia de estas biomoléculas en
extractos de otras Wedelia sp. y especies relacionadas a través de reacciones quimicas
cualitativas, ensayos similares a los utilizados en nuestro trabajo experimental (Karumuri y
Kasagana, 2012; Lakshmanan y Priya, 2017). No se hallaron antraquinonas mediante la
reaccion de Borntridger; en la bibliografia consultada tampoco se menciona su presencia
(Lakshmanan y Priya, 2017). Los alcaloides de P. glauca fueron puestos en evidencia
mediante el reactivo de Dragendorff, hallazgos que resultan similares a los obtenidos por
Lakshmanan y Priya, 2017. De acuerdo con la bibliografia revisada se describe que los
alcaloides pueden comportarse como antioxidantes o agentes prooxidantes dependiendo de las
condiciones en las cuales se realiza la peroxidacion (Macdkova et al., 2019). No se

encontraron leucoantocianinas, ausencia también comprobada por los autores mencionados.
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IV.1.2. Ensayos de peroxidacion medidos por quimioluminiscencia

A partir de los resultados obtenidos en el trabajo experimental se pudo comprobar la
capacidad antioxidante de los extractos de C. parqui y P. glauca de manera concentracion
dependiente, con el efecto antioxidante correspondiente con la maxima concentracion de
extracto analizado, evidenciado por la menor cantidad de cuentas por minuto en los ensayos
de quimioluminiscencia. A la luz de estos datos, se dispone de evidencia suficiente para
rechazar la primera de las hipdtesis planteadas inicialmente, donde se menciona que los
extractos de C. parqui y P. glauca poseen capacidad prooxidante capaz de provocar la
peroxidacion de membranas de microsomas y mitocondrias hepdaticas, aumentando el estrés
oxidativo de membranas biolégicas en sistemas in vitro. Durante el planteo inicial de esta
hipotesis se considerd que ambas plantas, por el hecho de poseer principios activos toxicos
entre los que se encuentran atractilosidos y compuestos cardiotoxicos (Bruneton, 2001;
Canham et al., 1950), poseerian capacidad para generar especies reactivas del oxigeno como
un mecanismo de toxicidad. Dichos efectos, sin embargo, no se presentaron durante los
ensayos de peroxidacion, ya que no hubo disminucion de las cuentas por minuto que indicara
alguin posible mecanismo de toxicidad. Es probable que esta ausencia de capacidad
prooxidante, y efecto toxico relacionado, se deba a que no ocurrid un proceso de
metabolizacion que pudiera generar una cascada de eventos que condujera al dafio, tal como
ocurre en el organismo y debido principalmente al metabolismo que sufren estos xenobioticos
(Chen y Chang, 2013; Carlier et al., 2014; Cardenas et al., 2015). Los atractil6sidos provocan
profundos cambios negativos en el metabolismo de higado y rifién, modificando la actividad
enzimatica de varias proteinas con actividad catalitica, efectos que se han demostrado en

estudios in vitro en cortes de alta precision de ambos 6rganos, lo que evidencia que requieren
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de procesos metabolicos para ejercer su efecto toxico (Georgiou et al., 1988; Obatomi et al.,

1998; Daniele et al., 2005).

En los ensayos de esta tesis ambos extractos demostraron poseer compuestos con
capacidad antioxidante, algo que también se comprueba en trabajos de diferentes
investigadores con otras solaniceas y asterdceas. Al comparar los resultados obtenidos en
nuestro trabajo a partir de los extractos de la solanacea C. parqui, otros extractos de plantas de
la misma familia demuestran propiedades similares. Por ejemplo, los obtenidos a partir de
Solanum melongena (L.) de la India, disminuyen de manera significativa la produccion de
especies producto del dafio oxidativo en membranas de higado, rifion y corazoén; las técnicas
utilizadas para demostrar esta propiedad incluyen reacciones cuali/cuantitativas con
malondialdehido (MDA) como especie reactiva al 4cido tiobarbiturico, metabolito final de la
reaccion de peroxidacion de membranas biologicas; este efecto ha sido atribuido a los
flavonoides que posee la planta (Sudheesh et al. 1999). En extractos de Solanum ferrugineum
(Jasq) de México se demostro la propiedad antioxidante de sus extractos a través del método
DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo), utilizado frecuentemente para determinar la capacidad
antioxidante de jugos de frutas; en dicho trabajo los autores mencionan que el efecto podria
deberse a la presencia de compuestos polifenolicos (Fernandez-Rodriguez y Ruiz-Lopez,
2021). Solanum surattense (Burm.fil), una solanacea utilizada como parte de la etnobotanica
de la India, demuestra que sus extractos poseen capacidad antioxidante incluso mas eficaz que
otras sustancias como el alfa tocoferol (vitamina E) y el 4cido ascorbico (vitamina C), efecto
puesto en evidencia a través del método DPPH (Muruham et a/, 2013). También mediante
este ultimo método, una especie presente en varios continentes, Solanum nigrum (L.),
demuestra mediante ensayos realizados en modelos astrogliales que sus extractos son capaces

de reducir la produccion de especies reactivas de oxigeno en respuesta a agentes estresantes
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como el glutamato, por lo que reducen la produccion de ROS, y tienen propiedades
antioxidantes que pueden contrarrestar los efectos negativos del estrés oxidativo (Campisi et
al, 2019). Y, para citar una especie de amplio uso, Solanum licopersicum (Mill., “tomate”)
contiene principios activos que intervienen en mecanismos de defensa in vitro, los cuales han
demostrado actividad antioxidante (determinada por el método DPPH) similar o incluso de
mayor eficacia que sistemas enzimdaticos y no enzimaticos al ser enfrentados con agentes
estresantes bioticos como parte de la profilaxis del desarrollo de esta especie (Zarate-Martinez

et al,2021).

Teniendo en cuenta los hallazgos de esta tesis referidos a la capacidad antioxidante de
los extractos de P. glauca ensayados, y considerando otras especies de Asteraceas,
Krupanidhi et al. (2022), mencionan que el extracto de Sonchus asper (L.) exhibe actividad
antioxidante in vitro (demostrada mediante el método DPPH) y que posee principios activos
con capacidad quelante del hierro. Este metal (y otros, como el cobre o zinc) puede participar
en reacciones de peroxidacion, generando como productos ROS que pueden dadar las células
y los tejidos. Por lo tanto, la actividad de estos quelantes resultaria beneficiosa al disminuir la
disponibilidad de metales con efecto prooxidante, previniendo asi la peroxidacion e
imposibilitando el estrés oxidativo. Los investigadores de este trabajo atribuyen estos efectos
a la presencia de flavonoides, alcaloides y taninos, compuestos que también se encuentran en
nuestros extractos de “sunchillo”. En otra asteracea, Asteriscus maritimus (L) del norte de
Africa, Daroui-Mokaddem et al. (2016) cuantificaron fenoles totales en sus extractos
mediante el método de Folin-Ciocalteu, Los investigadores hallaron que los extractos
exhibian poder antioxidante al realizar la prueba de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo utilizando
como metodologia la resonancia del espin electronico. En Calendula officinalis L.

(Asteraceae) se cuantificaron polifenoles y evidencia de poder antioxidante utilizando
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métodos que determinan la capacidad de secuestro del radical DPPH (Fraisse et al, 2011), y
en varias especies de Artemisia spp., recurriendo a la técnica del MDA, se hallaron resultados
similares (Jamei & Anvari, 2017; Giines et al, 2019). También se ha demostrado que
Vernonia condensata Baker, muestra actividad antioxidante en sus extractos, determinada a
través de MDA 'y 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, indicando por lo tanto que contiene compuestos

con propiedades antioxidantes (Barbosa de Silva et al, 2013; Zéarate-Martinez et al, 2021).

Al analizar estas y otras citas bibliograficas disponibles, se comprueba que existen
escasos estudios referidos especificamente a la composicion de compuestos con poder
antioxidante en C. parqui y P. glauca, a pesar de que en varios trabajos se menciona su
posible presencia dado el uso etnobotanico de ambas plantas. Soto Nufiez (2014) demuestra
en su trabajo de tesina de graduaciéon que el extracto hidroalcohdlico de C. parqui posee
capacidad antioxidante y surfactante en membranas de microsomas hepaticos y eritrocitos,
respectivamente. Dicho investigador atribuye la capacidad secuestrante de ROS a la presencia
de compuestos polifendlicos, determinada mediante la metodologia de lipoperoxidacion
inducida por hierro/ascorbato y estimando la presencia de sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS). Para el caso de P. glauca, Hernandez y Arambarri (2019) mencionan
la presencia de saponinas, evidenciadas mediante los valores de la columna de espuma
formada, de manera similar a lo realizado en esta tesis. Los autores también demuestran la
presencia de resinas y aceites. En lo que se refiere al poder antioxidante de sus principios
activos, no hallamos referencias especificas acerca de su fitoquimica y dicha propiedad, la
cual algunos autores infieren a partir de estudios sobre la inhibicion del crecimiento de
diferentes microorganismos (Krishnavignesh y Mahalakshmipriya, 2017). Consideramos, por
lo tanto, que los hallazgos obtenidos en este trabajo de tesis aportan nuevos datos a los

disponibles, que tal vez puedan ser de utilidad para futuras lineas de investigacion.
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Analizando las diferencias en cuentas por minuto obtenidas por quimioluminiscencia
para las diferentes concentraciones de extractos sobre membranas de microsomas Yy
mitocondrias, se comprobd que existen diferencias entre ambas estructuras. Hemos hallado
que el dafio oxidativo y la peroxidacion tienden a ser mayores en los microsomas en
comparacion con las mitocondrias. Esto podria deberse a la diferencia en la cantidad y
eficacia de los sistemas antioxidantes presentes en cada una de estas estructuras. Como se ha
mencionado anteriormente, el oxigeno es indispensable para la vida de los distintos
organismos aerobios, aunque en ciertas concentraciones y en determinadas situaciones puede
resultar toxico (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005; Corrales y Mufioz Ariza,
2012). Los sistemas antioxidantes presentes en mitocondrias y microsomas presentan
similitudes y diferencias a nivel estructural y funcional. En el caso de la mitocondria, la
formacion de especies reactivas del oxigeno es intensa debido a las vias metabdlicas que alli
ocurren tanto a nivel de la matriz (Ciclo de Krebs, catabolismo de proteinas, B-oxidacion de
los acidos grasos) como en la membrana interna (cadena transportadora de electrones)
(Blanco A y Blanco G, 2016; Stryer et al., 2013; Feduchi et al., 2021). Dichas ROS pueden
generar estrés oxidativo en la célula si no se controlan adecuadamente, por lo que existe una
cantidad sustancial de sistemas antioxidantes (Kuylenstiern et al., 1969; Cook Sangar et al.,
2009; Brown y Borutaite, 2012). Aunque los microsomas también pueden generar especies
reactivas del oxigeno debido a ciertas reacciones metabolicas, generalmente presentan una
menor cantidad de sistemas antioxidantes. Esto se debe a que las funciones principales de los
microsomas se centran en el metabolismo de lipidos, asi como en la detoxificacion de
sustancias extrafias, incluidos farmacos y toxicos.

Es importante destacar que la técnica de quimioluminiscencia utilizada en esta tesis, la

cual permite detectar la emision de fotones capaces de generar la ruptura de dobles enlaces en
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diversas moléculas (4cidos grasos polinosaturados, polihidroxialdehidos, polihidroxicetonas,
aminoacidos y acidos nucleicos), no ha sido utilizada previamente por otros investigadores
para las especies vegetales estudiadas. Esta es una técnica utilizada desde hace tiempo en
nuestro laboratorio, donde disponemos el equipo, que ofrece resultados rapidos y confiables.
Si bien otras técnicas son mas utilizadas en la actualidad, como MDA, la quimioluminiscencia
continia siendo una metodologia precisa para la determinacion del grado de peroxidacion de
diferentes biomoléculas. Mediante su implementacion a través de esta tesis se realizan aportes
al conocimiento acerca de las diferentes metodologias disponibles para la determinacion del

efecto antioxidante o prooxidante de diversas sustancias sometidas a investigacion.

IV.1.3. Genotoxicidad

Los estudios de genotoxicidad realizados en este trabajo de tesis, que incluyeron el
ensayo de micronucleos y el ensayo cometa, evidencian que los extractos estudiados (bajo las
concentraciones utilizadas) generan efectos genotdxicos dosis dependiente. Por lo tanto, estos
hallazgos respaldan la segunda hipdtesis, en la que se hace referencia a que los extractos de C.

parqui 'y P. glauca presentan capacidad genotoxica.

Los ensayos de micronicleos y cometa son utilizados en la evaluacion de la
genotoxicidad de sustancias quimicas sobre las células (Fenech 2007; Collins 2004). Estas
pruebas son herramientas importantes en la investigacion toxicologica y se utilizan para
determinar si una sustancia en particular puede causar dafio en el material genético de las
células. El ensayo de micronucleos evalia la presencia de pequefias estructuras en el
citoplasma de las células llamadas micronucleos. Estos micronucleos son fragmentos de

cromosomas 0 cromosomas completos que no lograron migrar adecuadamente durante la
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division celular. Su presencia puede indicar dafio en el material genético de las células y se
considera un marcador de genotoxicidad. Por otro lado, el ensayo cometa permite evaluar el
dafio en el ADN a nivel individual. En este ensayo, las células se someten a lisis y
electroforesis, lo que provoca que el ADN se desenrolle y forme una "cola" en forma de
cometa. La longitud de la cola o el grado de migracion del ADN fuera del nucleo se utiliza
para cuantificar el dafio en el ADN. Este ensayo es sensible para detectar dano citomolecular
en el ADN de las células y puede proporcionar informacion sobre la genotoxicidad de una

sustancia (Speit y Hartmann, 2006).

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden tener efectos diversos, es decir,
pueden danar tanto la estructura de las células como el material genético. Su influencia sobre
la genotoxicidad puede depender de la concentracion, el tipo de metabolito y el sistema

celular especifico utilizado en los ensayos (Charzynska et al., 2000; Santos et al., 2015).

Al considerar solaniceas cuyos extractos poseen actividad genotdxica, Alves dos
Santos et al. (2008) demostraron que el extracto acuoso de Physalis angulata L. se comporta
como genotoxico in vitro en linfocitos humanos; los autores mencionan que la planta es
considerada medicinal en el norte de Brasil, sus extractos acuosos e infusiones son utilizadas
para tratar la malaria, el asma, la hepatitis, la dermatitis y el reumatismo. Otra solanacea,
conocida desde épocas remotas por sus propiedades farmacoldgicas y toxicologias, Datura
stramonium L., Sp. Pl (“estramonio”), posee capacidad citotoxica y genotdxica en sus
extractos metandlicos también en linfocitos humanos; este efecto seria consecuencia de los

alcaloides atropina y escopolamina presentes en altas concentraciones en semillas y frutos.

Por otra parte, diversos estudios sobre esta familia indican que los extractos no causan

dafio genotdxico en ciertas lineas celulares, y que por el contrario pueden tener efectos
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protectores sobre la integridad nuclear. Considerando los datos obtenidos a partir del estudio
fitoquimico de las plantas ensayadas en esta tesis, los efectos genotdxicos podrian atribuirse a
los metabolitos secundarios presentes en C. parqui y concentradas durante la extraccion
realizada. Al respecto, Lira (2012) menciona la escasez de trabajos de investigacion acerca de
los efectos genotoxicos de extractos de Cestrum parqui en diferentes lineas celulares; por el
contrario, si existen estudios sobre algunas solanidceas emparentadas. Aguilar Santamarina et
al. (2013) demostraron que el extracto hidroalcoholico de Solanum chrysotrichum (Schltdl)
no presenta toxicidad bioquimica ni actividad genotdxica sobre lineas celulares de céncer
nasofaringeo, aunque si citotoxicidad (hepatica y renal); los autores atribuyen esta
caracteristica a la presencia de saponinas. Otro extracto hidroalcoholico, en este caso de
Solanum lycocarpum (A.St.-Hil.), fue inoculado a ratones y se encontré que no generd efectos
genotoxicos en células de médula dsea murina; sin embargo, si se demostré un aumento del
efecto citotoxico en dosis altas (Vieira et al., 2010). Otro estudio con esta especie demostrd
que el extracto hidroalcohdlico genera una disminucion significativa en las frecuencias de
micronucleos y dafios en el ADN inducido por metanosulfonato de metilo en fibroblastos de
pulmoén de hamster chino, lo que sugiere un posible efecto protector o mitigador del extracto
en respuesta a la exposicion al agente carcinogénico (Andrade et al., 2016). Los extractos
hidroalcohdlicos de Solanum paniculatum (L.) también han sido objeto de andlisis en relacion
con la actividad biologica y en cuanto a su capacidad para proteger a las células contra
actividades aneugénicas y clastogénicas; particularmente se evidencid que los alcaloides
esteroidales presentes en los extractos generan una fuerte proteccion contra dichos efectos
inducidos por mitomicina C, una sustancia conocida por su capacidad para dafiar el ADN y
provocar cambios cromosdémicos. Ademas del efecto protector, también se demostrd que los

alcaloides esteroidales intervienen en la modulacion de la citotoxicidad. Esto sugiere que
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estos compuestos pueden tener propiedades que no solo protegen al ADN y los cromosomas
de dafios, sino que también influyen en la viabilidad y la integridad de las células (Vieira et

al., 2013).

También existen estudios similares para especies de la familia Asteraceae, a la cual
pertenece P. glauca. Extractos a base de hexano y etanol de Gimnosperma glutinosum
(Spreng) Less. ensayados con células mononucleares de sangre periférica demostraron
genotoxicidad moderada ante el uso un diterpeno extraido (dcido ent-dihidrotucumanoico)
(Alonso Castro et al., 2019). Altamirano (2019) menciona la capacidad genotdxica de
extractos de Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze cuando se ensayan concentraciones
elevadas. También formando parte de las asterdceas, el género Semecio posee efectos
genotoxicos a través de sus extractos, tanto acuosos como preparados con otros solventes
(Molyneux et al., 2011). Esto se relaciona con los principios activos presentes en varias

plantas del género, denominados alcaloides pirrolizidinicos (Macel 2010).

Por el contrario, los extractos de otras asterdceas han demostrado no poseer capacidad
genotoxica. Es el caso de Xanthium spinosum (L), cuyos extractos acuosos y etanolicos no
poseen dicha capacidad in vitro (Martins Giiez et al., 2012). En un estudio realizado por
Dunnick et al. en 2011, los extractos de Silybum marianum L. no generaron aberraciones
cromosdmicas ni formaciéon de micronucleos en cultivos de eritrocitos. Las aberraciones
cromosOmicas y la formacion de micronucleos son indicadores comunes de dafio genotoxico
en las células. La ausencia de estos efectos en los cultivos de eritrocitos tratados con extractos
de Silybum marianum sugiere que no hay una alteracion evidente en el material genético de
las células evaluadas. De oliveira et al. 2013, utilizaron cultivos celulares de fibroblastos de
pulmoén de Hamster chino, los cuales fueron tratados con diferentes concentraciones de

artipilina C (4cido 3,5 diprenil-p-cumaérico) del propdleo verde y de la Asteraceae Baccharis
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dracunculifolia (DC) y metanosulfonato de metilo como agente control positivo en las
pruebas de ensayo cometa y micronicleos. Se observd que todas las concentraciones
utilizadas de artipilina C mostraron actividad protectora en relacion con la genotoxicidad

inducida por el metanosulfonato de metilo.

Los estudios realizados y consultados en este trabajo de tesis mencionan y resaltan la
importancia de evaluar cuidadosamente los efectos de los extractos de plantas y como estos
pueden variar segun la especie, las partes de la planta utilizadas en diferentes preparaciones
(hojas, raices, etc.), y los solventes empleados para extraer los compuestos, las
concentraciones y cultivos celulares utilizadas. Esta informacion es esencial para comprender
la seguridad y los posibles efectos terapéuticos de las plantas en diferentes contextos. Los
resultados de esta tesis aportan al conocimiento con datos acerca de los efectos genotoxicos
dosis dependiente para los extractos de C. parqui y P. glauca bajo nuestras condiciones de
trabajo y podran ser utilizados en futuras lineas de investigacion propias y de otros equipos de

trabajo.
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IV.2. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral referido a los
estudios de quimioluminiscencia realizados, se desprende que los extractos metandlicos de
Cestrum parqui y Pascalia glauca de Argentina poseen capacidad antioxidante a las
concentraciones utilizadas, atribuible a la presencia de compuestos polifenolicos como
flavonoides y taninos. Estos hallazgos aportan datos que podrian explicar el uso etnobotdnico
extendido que tienen estas plantas en ciertas regiones geograficas.

Los estudios de genotoxicidad de ambas plantas realizados en este trabajo son
equiparables a los realizados en ciertas especies vegetales emparentadas. Se demuestra que,
bajo las condiciones de trabajo y en las concentraciones utilizadas, poseen capacidad

genotoxica dosis dependiente.

Finalmente, la utilizacién de la quimioluminiscencia, técnica para la cual no existen
precedentes acerca de su implementacion para el estudio in vitro de la capacidad antioxidante
de extractos de C. parqui y P. glauca resulta algo novedoso y que deseamos destacar. Este
equipamiento forma parte vital dentro de los disponibles en el laboratorio de Bioquimica y, a
la luz de los resultados de esta tesis, serd utilizado en el futuro para nuevos trabajos sobre el

posible efecto antioxidante o prooxidante de extractos vegetales.
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