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Cuantificacion de la especie ex6tica Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster (Poaceae)
en el Cerrado del Parque Nacional Cerro Cora, Departamento de Amambay, Paraguay.
Urochloa decumbens es considerada una especie-exética. La misma se encuentra presente en el
Parque Nacional Cerro Cora y cuyos datos de dispersion dentro del Cerrado son desconocidas. El
objetivo fue realizar un relevamiento cuantitativo de U. decumbens en funcién a la proximidad de
la distancia desde los bordes de caminos hacia el interior de las formaciones vegetales del Cerrado
dentro del parque. Para ello fueron seleccionadas seis areas de estudio con 5 parcelas de 50 m x
5 m cada una ellas, dispuestas en forma paralela a diferentes distancias (0, 10, 20, 40 y 60 m),
desde el borde del camino hacia el Cerrado. En el interior de cada parcela fueron delimitadas 5
subparcelas de 5 m x 1 m (5 m?), dispuestas transversalmente a una distancia de 10 m entre si.
En cada subparcela se estimé la cobertura de la especie segun la escala ampliada de Braun-
Blanquet. El avance de U. decumbens se encuentra limitado hasta aproximadamente 20 m de dis-
tancia de los caminos. La misma predomina en los sitios de muestreo caracterizados por fuertes
influencias antrépicas, como las zonas histéricas con mayor aglomeracién de visitantes y la ruta
pavimentada, que pasa dentro del parque. Los resultados no demuestran que U. decumbens tenga
un comportamiento invasivo dentro del Cerrado, pero si se evidencia una dispersion de la especie
en varios sitios del parque, lo cual puede representar un peligro potencial de invasién, teniendo en
cuenta los atributos de la misma.

Palabras clave: Cerrado; especie exoética; Parque Nacional Cerro Cord; Urochloa decumbens

Quantification of the exotic species Urochloa decumbens (Stapf) R. D. Webster (Poaceae) in
the Cerrado of Parque Nacional Cerro Cora, Amambay, Departament, Paraguay. Urochloa
decumbens is considered an exotic species. It is present in the Parque Nacional Cerro Cora, whose
dispersion data within the Cerrado are unknown. The objective was to carry out a quantitative
survey of U.decumbens based on the proximity of the distance from the roadsides to the interior of
the Cerrado plant formations within the Park. For this, six study areas with 5 plots of 50 m x 5 m
each were selected, arranged in parallel at different distances (0, 10, 20, 40 and 60 m), from the
edge of the road towards the Cerrado. Inside each parcel, 5 subplots of 5 m x 1 m (5 m2) were
delimited, arranged transversely at a distance of 10 m from each other. In each subplot, the species
coverage was estimated according to the expanded Braun-Blanquet scale. The advance of U
decumbens is limited to approximately 20 m from the paths. It predominates in the sampling sites
characterized by strong anthropic influences, such as the historical areas with the largest number
of visitors and the paved route that passes within the Park. The results do not demonstrate that U
decumbens has an invasive behavior within the Cerrado, but a dispersion of the species is evident
in several Park sites, which may represent a potential danger of invasion, taking into account the
attributes of the species.

Keywords: Cerrado; exotic species Parque Nacional Cerro Cord; Urochloa decumbens

Steviana, Vol. 12 (1), 2020 pp. 3 — 14
Original recibido el 08 de julio de 2020
Aceptado el 15 de octubre de 2020



Steviana Vol. 12 (1), 2020

INTRODUCCION

La mayoria de las especies del género
Urochloa P. Beauv son conocidas en el
ambito ganadero por su potencial forrajero
(Oliveira & Marquis, 2002). En pasturas
implantadas en Sudamérica y América
Tropical predominan especies de origen
africano (Espindola et al., 2005), muy
codiciadas por ser consideradas de rentabi-
lidad debido a su rapido crecimiento, ren-
dimiento nutricional y adaptacion a suelos
acidos con baja fertilidad (Mateus et al.,
2013).

En Paraguay habitan diez especies del
género Urochloa, de las cuales tres son fo-
rrajeras introducidas en América (Zuloaga
et al., 2014). Urochloa decumbens (Stapf)
R.D. Webster, conocida comunmente
como “‘pasto peludo”, “pasto alambre” o
“pasto de orillas”, es nativa de Africa tropi-
cal y ampliamente distribuida en América
y habita en ambas regiones de Paraguay
(Zuloaga et al., 2014). Una de las caracte-
risticas importantes es su alta capacidad de
dispersion con posibilidades de escapar de
las zonas de cultivo (Ziller & Zalba, 2007),
siendo los sitios mayormente vulnerables
para el ingreso de esta especie las areas
protegidas (Pitelli & Pavani, 2005) y desta-
candose como agresiva su presencia en fi-
sionomias del Cerrado (Pilon et al., 2017).

Las principales formaciones del Parque
Nacional Cerro Cora (PNCC) constituyen
los Cerrados con 981,52 hectareas, un
17.72% del total de su superficie, con arbo-
les aislados y con mayor presencia de her-
baceas con raices engrosadas (Gamarra de
Fox, 2012). Mereles (2007) define al Ce-
rrado del Parque Nacional Cerro Cora co-
mo formaciones vegetales de tipo sabanoi-
deo de escasos arboles, arbustos de 3-4 m
de altura, agrupados, con suelos arenosos

de grano grueso y acidos, donde las hierbas
y los sufritices por lo general presentan ri-
zomas o raices muy engrosadas; también
abundan las palmeras. Ademas, menciona
a los Cerradones como otro tipo de forma-
cion similar a los Cerrados en donde éstos
constituyen una transicion entre los Cerra-
dos y los bosques, con una formacion arbé-
rea que domina sobre los campos. Basual-
do et al. (1997) mencionan que los bosques
del PNCC poseen una altura entre 10-30 m,
con escasas lianas y epifitas, predominan
herbaceas, con especies de leguminosas y
compuestas como dominantes. Los campos
bajos se caracterizan porque sus especies
son tolerantes a las variaciones de niveles
hidricos y los humedales descritos como
lugares de inundacion permanente.

En los ultimos afios se ha registrado una
mayor presencia de Urochloa decumbens
en el PNCC (Gamarra et al., 2012), pero
hasta la fecha de la realizacion de esta in-
vestigacion se conocia muy poco acerca de
su dispersion en las formaciones vegetales
del Cerrado. El objetivo del trabajo fue rea-
lizar un relevamiento cuantitativo de Uro-
chloa decumbens para determinar de esta ma-
nera el comportamiento actual de la misma
dentro del Parque Nacional.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El PNCC, se encuentra ubicado en el
departamento de Amambay, dentro de la
ecorregion del mismo nombre (Acevedo et
al., 1990), con una superficie de 5538 hec-
tareas. Para el area de trabajo se seleccio-
naron seis sitios de muestreo denominados
A, B, C, D, E y F, identificados mediante
mapas satelitales y posterior verificacion in
situ, ubicadas dentro de la formacion del
Cerrado (Figura 1).
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Figura 1. Imagen satelital con los sitios de muestreo en el Parque Nacional Cerro Cora.
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Posteriormente se llevd a cabo el
trabajo de campo en los meses de mayo a
diciembre del 2017.

Disefio experimental y colecta de datos

Para determinar el grado de avance de
U. decumbens se utilizd el método de la
Red de Parcelas Permanentes del Cerrado
(Felfili et al., 2005) con modificaciones
utilizadas por de Mendoca (2010).

En cada sitio de muestreo se instalo un
conjunto de 5 parcelas (50 m x 5 m), dis-
puestas en forma paralela a diferentes dis-
tancias (0, 10, 20, 40 y 60 m) con punto de
origen desde bordes de caminos (internos,
ruta pavimentada, senderos). En el interior
de cada parcela fueron delimitadas 5 sub-
parcelas de 5 m x 1 m (5 m?), dispuestas
transversalmente a 10 m una de otra
(Figura 2).

En total para cada sitio de muestreo fue-
ron instaladas 25 subparcelas (5 m?) res-
pectivamente. A cada especie se asigné un
coeficiente o indice de abundancia-domi-
nancia (Braun-Blanquet, 1979), que es el
indice de cobertura estimada llevada a ran-
gos de la escala dominancia-abundancia.
También fueron registradas las especies
dominantes de las subparcelas en cada
sitio.

50m.
\ ]
1im 1m. im. 1im. im.
. T :
5m,|
|
25m. 10m. 10 m. 10m. 10 m, 25m.

Figura 2. Disefio de muestreo detallado de una
parcela de 50 m x 5 m, indicando la ubicacion de las
subparcelas de 5 m?.

Analisis estadistico y trabajo de gabinete

Los datos registrados en planilla fueron
cargados y procesados en el software
TURBOVEG 2.0 para el almacenamiento

de datos de vegetacion, cobertura de par-
celas y de especies (Hennekens &
Schaminée, 2001). Para el analisis de co-
bertura en las cinco distancias se aplico la
prueba de normalidad, y posteriormente
como datos no paramétricos se utilizod la
prueba de Kruskal-Wallis para muestras
independientes. Se utilizo el paquete esta-
distico IBM SPSS Statistic 25.0.0 (IBM,
2017) y utilizando el manual de Moreno
(2008).

Con el objetivo de interpretar el com-
portamiento segun la variable de cobertura
para U. decumbens en los 6 sitios de mues-
treo, se trabajo con el método de medicion
de la similitud: medidas de distancia. La
medida seleccionada utilizada fue la dis-
tancia euclidea mediante el software Past
version 2.17 (Hammer et al., 2001).

La identificacion taxondmica se realizo
utilizando claves de identificacion y com-
parando con base de datos disponible en la
web (TROPICOS), Catilogo de Plantas
Vasculares del Cono Sur (Instituto Darwi-
nion), y con material de herbario. Las
muestras colectadas se depositaron en el
Herbario de la Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales (FACEN).
RESULTADOS
Descripcion floristica de los sitios
de muestreo

Sitio A. Ruta empedrada: El sitio
presenta una fisionomia de Cerrado, con
arboles aislados de hasta 6 m de altura
como Guibourtia hymenaeifolia (Moric.)
J. Léonard, Eriotheca gracilipes (K.
Schum.) A. Robyns; Ocotea sp y arbustos,
con una altura entre 3-4 m compuesto por:
Helietta apiculata Benth y Bromelia
balansae Mez.

La cobertura mas elevada de U. decum-
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bens se registro a una distancia entre 0-10
m; a partir de los 10 m, un descenso en la
cobertura de la misma y hacia los 40 m atin
mas, en donde interactia bastante y en
estrecha relacion con otras gramineas
como Axonopus pressus (Steud.) Parodi y
Tristachya leiostachya Ness, debido pro-
bablemente a que el estrato arbustivo pre-
senta una disminucion en cobertura. Nulo
registro a 60 m de la especie, pero pre-
sencia de Bromelia balansae y otras pal-
meras. (Figura 3A).

Sitio B. Camino a aceite’i: En el sitio
se observa un proceso de regeneracion de
plantulas, debido al incendio que afecto al
parque en el mes de setiembre. En las sub-
parcelas se encontraron en mayor propor-
cion especies arbustivas con una altura de
>80 cm. La mayoria de las especies esté-
riles, lo cual dificulté su identificacion, sin
registrarse la especie estudiada. Aparecie-
ron como dominantes Byrsonima interme-
dia A. Juss, Caryocar brasiliense Cam-
bess. y Casimirella guaranitica Hassl.
(Figura 3B).

Sitio C. Monumento histérico: El area
es un campo abierto con dominancia de U.
decumbens, con importante cobertura para
el sitio. La especie se encuentra amplia-
mente distribuida desde los 0 m hasta 60 m.
Presenta zonas modificadas afios atras con
la creacion del monumento historico y
pista de aviacion, causante de grandes
cambios en el lugar. Aparecen otras herba-
ceas y sufratices como Campomanesia
adamiantum (Cambess.) O. Berg vy
Byrsonima intermedia, entre las mas
comunes (Figura 3 C).

Sitio D. Acceso principal al PNCC, y
ruta V General Bernardino Caballero:
Se registraron algunas especies tales como:
Helietta apiculata; Duguetia furfuracea
(A. St.-Hil.) Benth. & Hook. f.; Annona sp

y Pavonia cancellata (L.) Cav.; entre otras.
La cobertura de U. decumbens se encuentra
entre 0 a 20 m, desde el borde del camino
y disminuyendo hacia el interior. Se cons-
tatd altos impactos de perturbacién como
monticulos de vegetales, basuras inorga-
nicas, vestigios de quemas no recientes, en-
tre otros. Este sitio es considerado como
una via importante de entrada de la especie
(Figura 3 D).

Sitio E. Camino a Cerro Muralla: Se
observaron regeneraciones de herbaceas y
con un alto porcentaje de suelo descu-
bierto. Las especies mejor representadas:
Annona dioca A. St.-Hil; Commelina
erecta L; Pavonia cancellata; Casimirella
guaranitica; Bromelia balansae y Butia
sp. No se constaté la presencia de U.
decumbens (Figura 3 E).

Sitio F. Lindero del PNCC: Sitio con
arboles como Anadenanthera peregrina
(L.) Speg y especies arbustivas como
Campomanesia sp, Pouteria sp, Annona
sp, Kielmeyera coriaceaea Mart. & Zucc.
Este sitio también suftio las consecuencias
del incendio, con regeneracion de herba-
ceas observadas. La especie sufre un des-
censo al ingresar al interior de la forma-
cion, hasta 20 m (Figura 3 F).

Grado de avance poblacional de
U. decumbens segin distancias

Los datos no siguen una distribucion
normal con la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y el de Shapiro-Wilk. Utilizando
la prueba estadistica no paramétrica de
Kruskal-Wallis, se concluye que la distri-
bucion de cobertura no es la misma entre
las categorias de distancia. Las cinco
distancias estudiadas en funciéon a Ia
cuantificacion de la cobertura relativa de la
especie estudiada los valores mas altos co-
rresponden hasta 20 m.
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Figura 3. Imagen de las 5 areas de muestreo, tisionomia del Cerrado PNCC. a-sitio A ruta
empedrada; b-sitio B camino a aceite’i; ¢-sitio C monumento historico; d-sitio D acceso principal
al PNCC; e- sitio E camino a cerro muralla; f-sitio F lindero del PNCC.

La cobertura de las poblaciones de la
especie es alta en los bordes de los caminos
y desciende con la disminucion de la alte-
racion de las formaciones naturales del
Cerrado, con un desbalance de 20 m. Esto
podria ser consecuencia de las condiciones
o fisionomias del lugar y caracteristicas
morfologicas de la especie, para luego se-
guir una tendencia de disminucion a partir
de los 40 y 60 m (Figura 4). Es importante
destacar que la especie tiene una mejor

cobertura hasta aproximadamente unos 20
m desde el borde, en tanto que aquellas que
llegan a una distancia de 40-60 m podrian
ser mejor evaluadas segln las caracteris-
ticas que presenta el lugar y obviamente la
intromision humana. En sintesis, a mayor
perturbacion mayor penetracion de la mis-
ma hacia los Cerrados.

Estos resultados se han dado en todos
los puntos de muestreo.
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Figura 4. Relacion entre cobertura % en los 6 sitios de muestreo con las distancias estudiadas.

Grado de avance poblacional de
U. decumbens segiin lugar de muestreo
En el grafico de columnas se aprecian
todos los sitios donde fue registrada la
especie A, C, D y F (Figura 5), con las
distancias de 0, 10, 20, 40, 60 m y se
evidencia la cobertura a los 0, 10 y 20 m en
los sitios C y D, estos con caracteristicas
similares en cuanto al grado de pertur-
bacion, el primero con cambios de uso de
suelo en afios atras y afluencia turistica, el
segundo con impactos antropicos por ubi-
carse sobre la ruta que atraviesa el parque.
Se observa el mismo comportamiento en el
dendrograma de analisis de agrupamiento
(Figura 6) para los sitios de muestreo que
agrupa los sitios C-D. El incendio como
perturbacion del ecosistema del parque
influy6 en la separacion muy marcada de
los sitios B y E. Como es de esperar, la
comunidad vegetal pasa por un proceso de
regeneracion total de las especies, de tal

modo que la poblacion de U. decumbens al
momento de levantamiento de datos en
esos sitios no pudo ser registrada y evalua-
da. Caracteristicas comunes comparten los
sitios A y F ubicadas en los bordes de
caminos y las primeras distancias presen-
taron mayor registro.

DISCUSION

La introduccion de plantas exoticas se
lleva a cabo con el propdsito de satisfacer
carencias alimentarias, medicinales, elabo-
racion de utensilios y usos forrajeros (Ri-
chardson & Pysek, 2000). Richardson ef al.
(2000) y Pysek et al. (2004) describen es-
pecies exoticas como especies introducidas
de manera intencional o no por medio de
intervencion humana, el cual corresponde
a las caracteristicas que presenta Urochloa
decumbens, especie introducida desde
Africa con fines de produccion forrajera.
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Las especies con potencial invasor co-
mo U. decumbens son consideradas como
agentes de cambio en el Cerrado (Klink &
Machado, 2005), donde las condiciones
eco-logicas semejantes a las de su habitat
de origen, como son las sabanas africanas,
facilité su diseminacion, provista de una
fisionomia abierta propia de estratos herba-
ceos como son los campos abiertos, cam-
pos cerrados y Cerrado sensu stricto.
Urochloa decumbens es descrita con grado
de invasion elevado (I3N, 2015) y en areas
protegidas de la region como Brasil
(Ribeiro et al., 2006; Horowitz et al.,
2013), pudiendo ser sumamente agresiva
en areas abiertas, generando impactos ne-
gativos y socioeconomicos con necesidad
de manejo. Segtn Pivello et al. (1999), la
presencia de la especie es destacada con
100% de cobertura iniciando en bordes de
carreteras y/o caminos, luego disminuyen-
do a los 10 m limitandose a un méximo de
20 m. Datos comparados con el de Men-
doga (2010) demuestran la misma tenden-
cia comparando distancias desde 0 a 80 m.
Igualmente, Ribeiro et al. (2006) espe-
cifican que la especie encuentra ventajas en
su dispersion sobre todo en los bordes de
caminos perturbados.

Segtin los dos datos obtenidos en el pre-
sente estudio, U. decumbens es destacada
en cobertura a los 0, 10 y 20 m represen-
tados en los cuatro sitios de muestreo y
coincidiendo con Pivello et al. (1999). Sin
embargo, las condiciones y fisionomia del
lugar podrian de alguna forma influir o li-
mitar su presencia como la exposicion lu-
minica, ya que expuestas al sol presentan
mayor vigorosidad y crecimiento, desarro-
llando mayor tamatfio foliar (Guenni et al.,
2008), lo que fue observado también en el
PNCC.

Si bien algunos habitats resultan mas
propensos que otros, los factores mencio-
nados y las vias de ingreso cobran un rol
importante en el mecanismo de intro-
duccion (Rejmanek, 1989; Mendoza ef al.,
2014). Especialmente son las areas pro-
tegidas que tienen gran influencia de ca-
minos, rutas, senderos y vias de acceso
(Brancatelli & Zalba, 2012), susceptibles a
modificaciones antropicas. Spellerberg
(1998) y Parendes & Jones (2000) destacan
a estas vias como introducciéon primaria
utilizadas por plantas exdticas mediante
agentes vectores conocidos, como medios
de transportes, animales y personas, los
cuales facilitan la propagacion y posterior
instalacion de la especie de manera invo-
luntaria o intencional. Esto evidenciado en
la introduccion de plantas exdticas en areas
protegidas que provocaron cambios en la
estructura floristica, aumentando la pro-
porcion de especies no nativas en relacion
a las nativas (Matthei et al., 1993; Swenson
etal., 1997).

Se puede concluir que no todas las es-
pecies exoticas son invasoras, es decir U.
decumbens ciertamente corresponde a una
especie exodtica y puede desarrollar el po-
tencial de invasora dentro del PNCC por
los atributos tanto de la especie como de la
comunidad en la cual se establece. Las
areas criticas como de gran afluencia
antropica respaldan la proliferacion de la
misma, dependientes en gran medida de las
perturbaciones ambientales que favorecen
su dispersion. Las distancias que sobresa-
lensona0, 10y 20 my posterior a esta dis-
tancia en descenso al ingresar al interior
del fragmento del cerrado. Sin embargo,
puede ocupar areas de cobertura a distan-
cias de 0 y 60 m si las condiciones son pro-
picias o bien limitarse a bordes de caminos
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cuando las caracteristicas y comunidades
vegetales sean oportunas.

Podriamos aseverar que lo sucedido
hasta el momento con el avance de U.
decumbens dentro del PNCC constituye
algo asi como una etapa inicial de lo men-
cionado por Spellerberg (1998) y Parendes
& Jones (2000), por lo que urge tratar de
impedir atin mas la proliferacion de la es-
pecie dentro del mismo, a causa de su de-
gradacidn progresiva.

CONCLUSION

La expansion de U. decumbens es una
realidad; se debe tener en cuenta que la
erradicacion de una especie invasora puede
tener un alto costo econdmico y no llegar a
conseguirse dicho fin. Los proximos pla-
nes de manejo del parque deberan incluir
sin ninguna duda en primer lugar los traba-
jos de cuantificacion dentro del territorio y
finalmente proponer un Plan de Manejo
que incluya la manera de como va a contro-
larse la expansion de la misma, como el
realizado por (Benitez, 2016), con el uso de
herbicidas.

Los controles dentro de las areas pro-
tegidas deben incluir ademas un monitoreo
permanente del avance de la misma, asi
como de otras especies con potencial inva-
sor similar, dadas las condiciones de dete-
rioro en el PNCC.
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Actividad antioxidante y antimutagénica del extracto etandlico de rizomas de Dorstenia
brasiliensis Lam. (Taropé) en Drosophila melanogaster mediante el Test de Mutacién
Somatica y Recombinacidn. Dorstenia brasiliensis es empleada popularmente en infusiones y
maceraciones con el fin de curar afecciones orales, sin embargo, sus acciones ante la presencia
de radicales libres y sustancias mutagenas son poco conocidas. Los objetivos de esta investigacion
fueron determinar las actividades antioxidantes y antimutagénicas del extracto crudo etandlico de
rizomas de D. brasiliensis. La capacidad antioxidante del extracto crudo se cuantificé exponiendo
cantidades de 400-1000 ug y 8-24 ug de acido ascorbico (referencia) al radical *DPPH 3,9 mg%
valorando absorbancia a 517 nm. La actividad antimutagénica se evalué en cepas Drosophila
melanogaster con marcadores mutantes recesivos flr® y mwh, los cuales fueron sometidos a un
pretratamiento con el extracto a 0,1; 1 y 10 mg.mL™, luego Uretano 1 mg.mL™, cotratamiento
simultaneo Uretano 1 mg.mL, junto con el extracto 0,1; 1 y 10 mg.mLy un postratamiento con el
extracto 0,1; 1y 10 mg.mL™1, luego de un primer tratamiento con Uretano 1 mg.mL; como controles
se utilizaron agua destilada y Uretano 1 mg.mL™L. Los datos obtenidos fueron analizados mediante
el test de Kastenbaum-Bowman a=p=0,05. La ICso del extracto fue de 1355+0,5 g y la del Acido
ascorbico 22,1+0,03 ug. También se registré una reduccién en mutaciones del 64, 53 y 51%, en el
pretratamiento, 40, 45 y 80% con el cotratamiento y 92, 68, 82% en el postratamiento con las
concentraciones evaluadas. Los resultados indican baja actividad antioxidante ante la presencia
del radical sDPPH y una elevada accion antimutagénica ante el mutageno empleado.

Palabras clave: Carapia, DPPH, radicales libres, SMART, Taropé

Antioxidant and antimutagenic activity of the ethanolic extract of rhizomes of Dorstenia
brasiliensis Lam. (Taropé) in Drosophila melanogaster by Somatic Mutation and
Recombination Test. Dorstenia brasiliensis is popularly used in infusions and macerations to treat
oral affections, however, its actions in the presence of free radicals and mutagenic substances are
poorly known. The objectives of this research were to determine the antioxidant and antimutagenic
activities of the crude ethanolic extract of D. brasiliensis rhizomes. The antioxidant capacity of crude

Steviana, Vol. 12(1), 2020 pp. 15 - 28
Original recibido el 17 de junio de 2020
Aceptado el 13 de octubre de 2020


mailto:racdeoliveira@gmail.com

Steviana Vol. 12(1), 2020

extract was quantified by exposing amounts of 400-1000 pug and 8-24 ug of Ascorbic acid
(antioxidant reference) to the radical *DPPH 3.9 mg% evaluating absorbance at 517 nm
wavelength. Antimutagenic activity was evaluated in Drosophila melanogaster strains with
recessive mutant markers flr® and mwh, which were pretreated with the extract at 0.1, 1 and 10
mg.mL* following by Urethane 1 mg.mL* treatment, simultaneous cotreatment with Urethane 1
mg.mL! and extracts at 0.1, 1 and 10 mg.mL"* and finally a posttreatment with extracts at 0.1, 1
and 10 mg.mL™%, after a first treatment with Urethane 1 mg.mL; distilled water and Urethane 1
mg.mL* were used as controls. Data obtained was analyzed using Kastenbaum-Bowman test a =
0.05. D. brasiliensis extract ICso was 1355+0.5 pg and Ascorbic acid 22.1+0.03 pg. There was also
a reduction in mutations presence of 64, 53 and 51% in pre-treatment, reduction of 40, 45 and 80%
with co-treatment and 92, 68, 82% in post-treatment at evaluated concentrations. The results
indicate low antioxidant activity in the presence of the radical *DPPH and a high antimutagenic

action against the mutagen used.

Keywords: Carapia, DPPH, free radicals, SMART, Taropé

INTRODUCCION

Los radicales libres son especies
quimicas, ya sean atomos, moléculas, io-
nes, que poseen al menos un electron desa-
pareado en su Orbita mas externa, lo que las
hace muy reactivas e inestables; capaces de
generar reaccion en cadena. Esas especies
en nimero controlado se forman en el cuer-
po y juegan un papel relevante en el meta-
bolismo; las fuentes mas importantes en el
organismo son las mitocondrias y las célu-
las fagociticas activadas como los mono-
citos, macrofagos y neutrofilos. Algunas
situaciones externas como exposicion a
sustancias toxicas, radiacion ionizante, al-
tas temperaturas, dietas hipercaldricas y
ejercicio fisico intenso favorecen su gene-
racion excesiva, lo que posibilita la mayor
afectacion de biomoléculas presentes en li-
pidos, proteinas, acidos nucleicos, azlca-
res y membranas celulares ocasionando la
muerte celular, y alterando el funciona-
miento del organismo (Roosevelt et al.,
2016).

Los antioxidantes son compuestos que
contrarrestan a los radicales libres, lo que
les permite actuar en la prevencion. El de-
sequilibrio ocasionado por la producciéon
excesiva de radicales libres o la presencia
insuficiente de antioxidantes, conocido co-

mo estrés oxidativo, se relaciona con el de-
sarrollo de numerosas patologias, tales co-
mo algunos tipos de cancer, el bloqueo de
arterias y la degradacion del sistema ner-
vioso. Los antioxidantes bioldgicos son
aquellas sustancias que al estar presentes
en bajas concentraciones respecto a las bio-
moléculas pueden reducir o prevenir la
destruccion oxidativa de ellas (Duran et al.,
2019).

Los antioxidantes son muy numerosos,
su consumo se da mayormente a través de
la dieta 0 como suplementos, en ese sentido
muchos estudios actualmente evaluan su
presencia en alimentos y plantas medicina-
les con el fin de tratar diversas enferme-
dades (Berdonces, 2019). Los podemos en-
contrar en alimentos de origen vegetal co-
mo hortalizas, legumbres, frutas, frutos se-
cos y cereales. Los antioxidantes polife-
noles y flavonoides pueden consumirse a
través de té e infusiones (Ayuso et al.,
2018). Algunos ejemplos de infusiones con
poder antioxidante son las elaboradas con
el mate, la manzanilla, anis verde, el jengi-
bre, la melisa, entre otras (Buitrago, 2018).

Entre las especies a las que se le atribu-
-ye valor medicinal se encuentra la
Dorstenia brasiliensis, conocida cominmente
como Taropé, Contrayerba o Carapid, es
una especie perteneciente a la familia
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Moraceae, se la puede encontrar en
Paraguay, Brasil, Argentina y Uruguay; es
una planta pequefia, perenne, con raices de
hasta 12 centimetros de largo, se caracteri-
za por tener raiz tuberosa rodeada de raici-
llas secundarias (Ballvé et al., 2004). Toda
la planta es empleada por la poblacion,
atribuyéndole propiedades antirreumati-
cas, antipiréticas, antiofidicas, antileuco-
rreicas, diuréticas, purgativas, tonicas y
diaforéticas (Ballvé et al., 2004; Welter,
2012). Se menciona también que en
Uruguay los indigenas creian que el vege-
tal era 1til para contrarrestar los efectos de
otras especies venenosas, de ahi su nombre
vernaculo, “contrayerba” (Barreiro, 1984).
También se menciona su uso para paliar las
posibles consecuencias de picaduras de
insectos y se le atribuye propiedades emé-
ticas a la corteza de la planta (Martinez,
1978). Ha sido utilizada por los aborigenes
para neutralizar los efectos producidos por
venenos de vibora, para lavar heridas con-
taminadas, también como sudorifico, diu-
rético y estimulante digestivo, contra
afecciones eruptivas, dispepsias y enfer-
medades de las vias urinarias.

En cuanto a su composicion quimica se
encuentra escasa informacion, Gonzalez et
al. (2019) en estudios de caracterizacion
morfoanatomica de la planta, al igual que
Hoehne (1939) reportaron la presencia de
furanocumarinas, (psolareno y bergapteno)
esteroles (sistosterol y estigmasterol), 3-0-
B-glucosilsistoterol y sucrosa (Kuster et
al., 1994). Atawodi (2005) describe la
presencia de las Umbeliferonas en especies
del mismo género. Estudios realizados con
fitoconstituyentes (Acido dorsténico A y
B) han demostrado actividad citotoxica
moderada en lineas celulares leucémicas
(L-1210 y HL-60) (Uchiyama et al., 2002).
Otra investigacion realizada con el extracto

de la misma especie evidencid que este an-
te la presencia de rayos UVA presenta acti-
vidades genotoxicas en el organismo mo-
delo la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), el estudio también evidencid
actividad melanogénica (Quevedo & Pires,
2011). También Patifio Cabral et al. (2019)
describen que la exposicion del extracto
etandlico de rizomas de D. brasiliensis a
células meristematicas de A. cepa evi-
dencia actividades citotoxicas en las mis-
mas, sin registrarse dafios genotoxicos. A
pesar de la escasa informacion acerca de
las actividades biologicas de D. brasi-
liensis, es importante destacar que no exis-
te suficiente informacion referente a las
actividades antimutagénicas y antioxidantes
de los rizomas de la especie. La posible
presencia de estos fitoconstituyentes en los
rizomas de la especie nos permite plantear
la idea de que el extracto etandlico de los
rizomas podria poseer una alta capacidad
de presentar actividades antioxidantes y con-
secuentemente ejercer efectos anti-muta-
génicos. Es por esto que se propuso como
objetivo principal de esta investigacion
determinar la antimutagenicidad y la actividad
antioxidante del extracto etandlico de los
rizomas de D. brasiliensis a diferentes
concentraciones, empleando para ello la
técnica SMART (Somatic Mutation and
Recombination Test) en Drosophila
melanogaster y la técnica in vitro de cap-
tura de radicales libres.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal estudiado

Dorstenia brasiliensis Lam.; Departamento
Central, San Lorenzo, Barrio Bella Vista,
Calle Hermegildo Fernandez; 25°22°40.91” —
57°30°55.25”, 13-IV-2018; de Oliveira Ol.
Herbario FACEN.
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Preparacion del extracto etandlico de
rizomas de D. brasiliensis

Los rizomas fueron secados a tempe-
ratura ambiente y colocados en un lugar ce-
rrado con el fin de evitar la degradacion de
los compuestos presentes a causa de la
abundante oxigenacion y radiacion solar
(Hostettmann et al., 2008). Luego se
realiz6 la molienda con ayuda de un tritu-
rador manual, el pulverizado obtenido fue
tamizado en una malla de 0,05 mm de
modo a homogeneizarlo (Martinez et al.,
2012).

Se pesaron 217,66 g del triturado y se
mezcld con el solvente (Etanol 98°) en
una proporcion de 3:50. La soluciéon se
dejé reposar durante 20 dias con agitacion
diaria, transcurrido este periodo, la solu-
cion se filtr6 de modo a separar residuos
del sobrenadante (Singh et al., 2011). El
filtrado fue sometido a calentamiento en un
rotavapor a temperatura constante de 80° C
con el fin de evaporar el solvente y obtener
el extracto crudo. El extracto crudo pesd
12,67 g con un rendimiento de 5,83 % del
mismo.

Ensayo in vitro de captura de radicales
libres eDPPH

Del extracto crudo se pes6 0,1 gy se
disolvio en 100 mL de Etanol seco 100°
obteniéndose una solucion stock de 1000
pug.mL!, de esta solucién stock se obtu-
vieron cantidades de 400, 600, 800 y 1000
ug en un volumen de 2 mL respectivamen-
te en tubos de ensayos independientes. A
estas fueron afiadidas 5 mL de solucion del
radical libre eDPPH, 3,9 mg% en cada
tubo de ensayo (¢l ®DPPH es un radical
libre estable, presenta un color purpura, al
recibir un electron o protdén de una sustan-
cia antioxidante la tonalidad se torna ama-
rillo).

Se procedid a mezclar las soluciones de
manera homogénea con ayuda de un equi-
po vortex durante 1 min., se dejé reposar
en ausencia de luz a temperatura ambiente
por 15 min. Los ensayos fueron reali-
zados por triplicado, los valores medios obte-
nidos sirvieron para representar los puntos
en la curva de calibracion.

Transcurrido los 15 min. se procedio a
realizar las lecturas de absorbancia de los
ensayos a 517 nm de longitud de onda en
un espectrofotometro  QUIMIS® (Kus-
koski et al., 2005).

Ensayo in vivo de mutacién somatica y
de recombinacibn en Drosophila
melanogaster

Se realizd6 el cruce estandar entre
hembras virgenes de la cepa flr¥/In (3LR)
TM3, ri p° sep | (3)89Aa bx** & Bd® con
machos de la cepa mwh/mwh en una
proporcion sexual 2:1 respectivamente, en
medio de cultivo ovopositor a temperatura
ambiente de 25° C (Graf et al., 1984).

Transcurridas el tiempo entre 48 y 72
horas se extrajeron larvas de segundo y
tercer estadio, las cuales fueron sometidas
a tratamientos segun lo expuesto a conti-
nuacion en una cantidad de 100 larvas por
tratamiento.

Pretratamiento de larvas con extracto
Las larvas de segundo estadio fueron
expuestas durante 24 horas en medios ins-
tantaneos de puré de papa rehidratados con
5 mL de cada concentracion del extracto
(0,1, 1 y 10 mgmL™"). Transcurrido dicho
periodo, las larvas pretratadas fueron trans-
feridas a medios instantaneos de puré de
papa rehidratados con 5 mL de Uretano 1
mg.mL"!, como control se utilizd6 agua
destilada y como agente mutageno Uretano
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1 mg.mL". Los ensayos fueron realizados
por triplicado.

Cotratamiento de larvas con extracto y
agente mutageno

Las larvas de tercer estadio fueron ex-
puestas durante 72 horas en medios ins-
tantaneos de puré de papa rehidratados con
2,5 mL de cada concentracion (0,1; 1 y 10
mg.mL™") junto con 2,5 mL de Uretano 1
mg.mL!, como control se emple6 agua
destilada y como agente mutageno para in-
duccion de mutaciones Uretano a una con-
centracion de 1 mg.mL™!. Los ensayos fue-
ron realizados por triplicado.

Postratamiento de larvas con extracto

Las larvas de tercer estadio fueron so-
metidas a tratamiento agudo durante 6 ho-
ras con el agente mutageno (5 mL, Uretano
1 mg.mL"). Transcurridas las 6 horas de
tratamiento, las larvas fueron transferidas a
otro medio rehidratadas con las diferentes
concentraciones del extracto (0,1, 1 y 10
mg.mL") por 46 horas hasta la eclosion de
las mismas. Los ensayos fueron realizados
por triplicado.

Una vez eclosionados los adultos, se
seleccionaron al azar 20 individuos trans-
heterocigotas mwh+/+flr® de cada uno de
los tratamientos realizados, de los cuales se
extrajeron las alas y fueron montadas en la-
minas en solucion de Faiire (Goma arabica
300 g, Glicerol 20 mL, Hidrato de Cloral
50 g, y Agua destilada 50 mL). Las ob-
servaciones de las alas se realizaron a un
aumento de 400X en microscopio optico

regiones A, B, C’, C, D, D" y E, incluyendo
los margenes de separacion segun lo suge-
rido por Rodrigues de Andrade et al.
(2004).

Analisis de datos obtenidos

Los datos obtenidos en la evaluacion de
la actividad antioxidante: se determino el
porcentaje de inhibicion (I%) mediante la
siguiente formula, se obtuvo la concentra-
cion inhibitoria, 50 (ECso) mediante la fun-
cion de regresion lineal.

(AC — AM — AB)
X

1% =
% AC

100

Donde:

AM es la absorbancia de la muestra + e DPPH

AB es la absorbancia del blanco (muestra + Etanol)
AC es la absorbancia del blanco del reactivo
(eDPPH + Etanol)

En cuanto a los resultados obtenidos en
el ensayo realizado con individuos de D.
melanogaster, fueron comparados segtin el
estadistico propuesto por Frei y Wiirgler
(1988), que corresponde a un modelo esta-
distico Binomial Condicional (Test de
Kastenbaum-Bowman), con niveles de sig-
nificancia o=p=0,05 (Kastenbaum &
Bowman, 1970). Se determino el porcentaje
de inhibicion ejercida por el extracto
etanolico frente a la accion del agente
mutageno, empleando la  siguiente
ecuacion:

compuesto. Se observaron solo las
= {TM agente mutdgeno — (TM extracto + agente mutageno)
B TM agente mutageno
Donde:

I: Porcentaje de inhibicion
TM: Total de mutaciones

}xlOO
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo in vitro de captura de radicales
libres e DPPH

Los ensayos para la determinacion de la
actividad antioxidante demostraron segin
la ecuacion de regresion lineal calculada
para la curva patron de referencia de acido
ascorbico (AA) graficada teniendo en
cuenta los porcentajes de inhibicion (1%)
de cada cantidad del acido ascorbico em-
pleado en pg (Figura 1), valores de 1% =
2,66 AA]-8,83 y un valor de coeficiente de
correlacion lineal (r) igual a 0,999, lo cual
indica una alta correlacion positiva de los
datos obtenidos en contraste con la curva
obtenida, siendo que el valor de la ICso
determinada para el mismo fue de
22,1+0,03 pg, lo cual indica que a dicha
cantidad se registra un 50% de inhibicion
del radical libre empleado. En cuanto al
extracto crudo de los rizomas de D.
brasiliensis (EC), se registré segun la ecua-
cion de regresion lineal determinada me-
diante los porcentajes de inhibicion, valo-
res de 1% = 0,0355[EC]-1,8906 con un va-
lor de correlacion lineal (r) de 0,997.

En cuanto a la ICsy del extracto fue de
1355,19+0,5 pg, lo cual comparado con la
ICso del acido ascorbico fue mucho ma-
yor, demostrando de esta manera que el
poder antioxidante del extracto fue unas
61 veces menor en comparacion al patron
de referencia (Figura 1).

A pesar de evidenciarse actividad anti-
oxidante moderada a baja con el extracto
de D. brasiliensis; mucho menor (61 ve-
ces) en comparacion con el patron de refe-
rencia (acido ascorbico), las ICso se ajus-
tan con las que fueron descritas por
Omisore et al. (2005), quienes trabajaron
con muestras de compuestos provenientes
de Dorstenia barteri y Dorstenia convexa,
a las concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6,

0.8, 1, 5, 10, 100, 250, 500, 1000 pg/ml y
hallaron también actividades antioxidan-
tes. Tambien Dufall et al. (2003) describe
buena accion antioxidante de la especie
Dorstenia mannii en hojas y ramas (Rodri-
guez et al., 2004). Atawodi (2005) y
Doroteo et al. (2013) describen la buena
accion antioxidante de especies emparen-
tadas como Dorstenia psilurus y Dorstenia
ciliata. Es importante destacar que este es
el primer registro cientifico de la actividad
antioxidante de los rizomas de la especie
D. brasiliensis, lo cual se ajusta a lo descri-
to en otros estudios con especies taxonomi-
camente emparentadas. Esta actividad anti-
oxidante evidenciada en este estudio, po-
dria deberse a la presencia de un grupo de
moléculas denominadas Umbeliferonas,
las cuales son capaces de absorber fuertes
radiaciones UV, asi como unirse a especies
reactivas como los radicales libres
(Omisore et al., 2005).

Ensayo in vivo de mutacién somatica y
de recombinaciéon (SMART)

Los datos obtenidos en el ensayo rea-
lizado a las larvas evidencioé en el pretra-
tamiento realizado con la concentracion de
0,1 mg.mL" solo 16 (1,60) clones mutantes
del tipo MSP y ningun otro tipo de clon
mutante, siendo este significativamente
mayor (P<0,05) en comparacion al control
(agua destilada). El pretratamiento con la
concentracion de 1 mg.mL"! registro un
aumento significativo (P<0,05) en Ia
cantidad de clones del tipo MSP siendo
este de 20 (2,00) y 1 (0,10) clon del tipo
MSG el cual no evidencié ninguna dife-
rencia (P>0,05) en comparacion al trata-
miento control. En el pretratamiento con
10 mg.mL"! del extracto se encontrd un va-
lor significativamente mayor (P<0,05) de
clones del tipo MSP siendo este de
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17(1,70), 1(0,10) clones del tipo MSG y
4(0,40) clones del tipo MG los cuales no
evidenciaron diferencias (P>0,05). El
tratamiento con el agente mutageno Ure-
tano 1 mgmL! demostr6 un total de
43(4,30) clones del tipo MSP y 2(0,20) clo-
nes MSG, a su vez el tratamiento realizado
con el agua destilada (control) registré solo
3 clones MSP. Es importante destacar que
en los tratamientos realizados con el
extracto se evidenci6é una disminucion en
las frecuencias de aparicion de mutacio-
nes en los individuos siendo estos del 64%,
53% y 51% respectivamente (Tabla 1,
Figura 2).

En el grupo de individuos de D.
melanogaster a los cuales se les realizd un
cotratamiento entre el agente mutageno y
el extracto, evidencio con el extracto a 0,1
mg.mL" 8(0,80) clones MSP y 3(0,30)
clones MSG y 1(0,10) clones del tipo MG,
sin registrar diferencias (P>0,05) en
comparacion al control. En el cotrata-
miento con el 1 mg.mL"! del extracto se
registrd un aumento significativo (P<0,05)
de clones mutantes del tipo MSP siendo
este de 10(1,00) y 1(0,10) clones del tipo
MSG sin diferencias (P>0,05). En el cotra-
tamiento realizado con la concentracion de
10 mg.mL"! del extracto se observaron solo
3(0,30) clones MSP y 1(0,10) clones MSG,
los cuales no resultaron ser diferentes
(P>0,05) en comparacion a las registradas
en el tratamiento control. En el caso del tra-
tamiento con el mutdgeno (Uretano 1mg
.mL") se encontraron 16(1,60) clones MSP
y 4(0,40) clones MSG, el tratamiento con
el agua destilada (control) se observo solo
3(0,30) clones del tipo MSP. Los trata-
mientos con el extracto a las concentra-
ciones mencionadas demostraron 40%,
45% y 80% de disminucion en la aparicion
de mutaciones respectivamente (Tabla 1,

Figura 2).

El grupo de individuos que recibieron
un postratamiento con el extracto eviden-
ciaron con el extracto a la concentracion de
0,1 mg.mL" solo 5(0,50) clones mutantes
del tipo MSP y 1(0,10) clones del tipo MG,
sin diferencias significativas (P>0,05) en
comparacion a las registradas en el control.
El postratamiento con la concentracion de
1 mg.mL" se registré un aumento signifi-
cativo (P<0,05) de 24(2,40) clones MSP y
1(0,10) clones MG, sin ser este ultimo di-
ferente (P>0,05) a las encontradas en el
control. De igual manera en el caso del
postratamiento con el extracto a 10 mg.mL!
se observd un aumento significativo
(P<0,05) de 12(1,20) clones MSP, 1(0,10)
clones del tipo MSG y 1(0,10) clones MG,
los cuales no registraron diferencias
(P>0,05) en comparacion al control. A su
vez, el tratamiento realizado con el agente
mutageno evidencid 65(6,50) clones MSP,
8(0,80) clones MSG y 6(0,60) clones mu-
tantes del tipo MG; en el tratamiento rea-
lizado con el agua destilada (control) se en-
contrd solo 3(0,30) clones del tipo MSP.
La reduccion de mutaciones en los postra-
tamientos realizado con el extracto a las
concentraciones descritas fue de 92%, 68%
y 82% (Tabla 1, Figura 2).

Es importante destacar que los di-
ferentes tipos de marcadores mutantes ob-
servados son consecuencia de la pérdida de
heterosis, en el caso de los clones mutantes
del tipo MSP (manchas simples pequefias)
se originan a consecuencia de eventos mu-
tagénicos como deleciones, mutaciones
puntuales, o no disyunciones; el siguiente
tipo de clon mutante MSG (manchas sim-
ples grandes) son originados por eventos
mutagénicos igual a la anterior, como no
disyunciones, mutaciones puntuales y de-
leciones; los clones del tipo MG (manchas
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gemelas) es un indicador de eventos de re-
combinaciones mitoticas los cuales son
muy casuales de observar, este ultimo tipo
de mutaciones poseen una gran importan-
cia ya que segun estudios sefialan que la
activacion de protooncogenes o la supre-
sion de genes tumorales se originan por es-
te proceso dando como resultado final la
proliferacion de células tumorales canceri-
genas (Young et al., 2006; Imreh et al.,
2003; Rodrigo, 2007; Jiménez et al., 2013)
(Figura 2).

La reduccion de mutaciones observadas
en los diferentes grupos de tratamientos
realizados (pretratamiento, cotratamiento y
postratamiento) con el extracto de D. bra-
siliensis fueron altos con valores en un
rango de 40-92%, siendo estos inclusive
mayor a los porcentajes de disminucion de
mutaciones encontrados en otros estudios
con extractos vegetales de S. rebaudiana
(50-58%), S. hispanica (13-36%) y B.
forficata (57-79%), demostrando de esta
manera la eficacia del extracto de D.
brasiliensis como posible antimutigeno o
antigenotoxina, pudiendo los metabolitos
secundarios presentes en el extracto actuar
interfiriendo la accion del agente mutageno
directamente o reduciendo los dafios ge-
néticos ocasionados por el mismo (Gayozo
et al., 2016a; Gayozo et al., 2016b, Marin
Insfran et al., 2019). El grupo experimental
con mayor porcentaje de reduccion fue en
el postratamiento realizado con el extracto
con valores de 68-92%, por lo que el
extracto presenta una mayor accion de de-
tencion de las lesiones genéticas fijadas o
inducidas por el Uretano (Jiménez, 2013;
Marin Insfran et al., 2019). Esta actividad
antimutagénica podria deberse, al igual que
en el caso de la actividad antioxidante, a la
presencia del metabolito secundario Um-
beliferonas en los rizomas de esta especie,

ya que esta molécula es capaz de actuar co-
mo antioxidante y por ende unirse a molé-
culas disminuyendo las actividades muta-
génicas o citotoxica de las mismas
(Atawodi, 2005).

Estos resultados también representan el
primer registro cientifico de la actividad
antimutagénica del extracto de los rizomas
de esta especie, otros estudios mencionan
que la D. brasiliensis presenta en su com-
posicion furanocumarinas o psolarenos, es-
tas sustancias son muy empleadas como fo-
tosensibilizadores, en el tratamiento de vi-
tiligo, demostrandose la actividad melano-
génica de esta especie (Garcia, 2007). A
pesar de esto, también se describié en otro
estudio una muy pequefia actividad geno-
toxica del vegetal, empleando la misma
técnica utilizada en esta investigacion (test
SMART) (Garcia, 2007). Otra investi-
gacion realizada utilizando bacterias en el
test de AMES, demostraron bajo efecto ge-
notoxico, del metabolito dorstenina, el cual
un analogo del psoraleno recientemente
aislado de rizomas de D. bahiensis (Lopes
etal., 2001).

CONCLUSIONES

Los resultados indican que el extracto
etandlico de D. brasiliensis posee baja acti-
vidad antioxidante, unas 61 veces menor
con relacion al antioxidante de referencia
(acido ascorbico), sin embargo, los estu-
dios en D. melanogaster, demuestran una
eficaz actividad antimutagénica; se aprecio
inhibicion del 40-92% de las mutaciones
inducidas por el Uretano, agente conocido
por su potencial mutagénico. El postrata-
miento revelo resultados superiores con re-
lacion a los demads, a pesar de que el pretra-
tamiento y cotratamiento también hayan
presentado resultados alentadores. Se reco-
mienda continuar con la investigacion rea-
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lizando la separacion de los metabolitos se-
cundarios presentes en los rizomas segin
sus afinidades quimicas empleando para
ello solventes polares y apolares, también
se recomienda emplear otros modelos ani-
males como Mus musculus y Danio rerio
en los ensayos in vivo para conocer el efec-
to del extracto sobre diferentes organismos
animales.

AGRADECIMIENTOS

Al Laboratorio de Mutagénesis, Carci-
nogénesis y Teratogénesis Ambiental, a la
Prof. Lic. Elodia Concepcion Torres, res-
ponsable del laboratorio y a los demas
miembros del equipo de investigacion,
Univ. Lucia Davalos, Leticia Gomez,
Andrea Ucedo, Lic. Rossana Ocampos,
Lic. José Oliver y a la familia Dominguez
por permitir la colecta del material vegetal.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Atawodi, S. E. (2005). Antioxidant
potential of African medicinal plants.
African Journal of Biotechnology, 4(2),
128-133.

Ayuso, D. M.; Tejedor, L. M.; Serrano, A.
G. (2018). Enfermeria Familiar y
Comunitaria: Actividad Asistencial y
Aspectos  Etico-Juridicos. Diaz de
Santos, Segunda edicion, 530 pp.

Ballvé, A.; Saraiva, N.; Auler, L. A. &
Frabes, K. (2004). Plantas Medicinais
de uso popular, atlas farmacogndstico.
Editorial ULBRA. Brasil. 205 pp.

Barreiro, P. (1984). El Cerro de Monte-
video. Montevideo: Intendencia Muni-
cipal de Montevideo.

Berdonces, J. L. (2019). Enciclopedia de
Fitoterapia y Plantas Medicinales. Inte-
gral, 239 pp.

Buitrago Gallego-Nicasio, V. M. M.
(2018). Preparacion y catas de aguas,
cafés e infusiones. HOTRO0209.
Editorial IC. M06.

Doroteo, V. H.; Diaz, C.; Terry, C. &
Rojas, R. (2013). Compuestos fenoli-
cos y actividad antioxidante in vitro de
6 plantas peruanas. Revista de la So-
ciedad Quimica del Perd 79(1): 13-20.

Dufall, K. G.; Ngadjui, B. T.; Simeon, K.
F.; Abegaz, B. M. & Croft, K. D.
(2003). Antioxidant activity of preny-
lated flavonoids from the West African
medicinal plant Dorstenia mannii.
Journal of ethnopharmacology 87(1),
67-72.

Duran, D. H.; Tzintzun, O. C.; Juarez, O.
G.; Gonzalez, D. M.; Cecefia, C. D.;
Cervantes L. D.; Michel, C. Y. L. &
Ruiz, C. A. (2019). Compendio Cienti-
fico en Ciencias Agricolas y Biotec-
nologia. Instituto de Ciencias Agricolas
de la Universidad Auténoma de Baja
California. Ciudad de México. 2: 68.

Frei, H. & Wiirgler, F. E. (1988). Statis-
tical methods to decide whether muta-
genicity test data from Drosophila
assays indicate a positive, negative, or
inconclusive result. Mutation Research/
Environmental Mutagenesis and Rela-
ted Subjects 203(4), 297-308.

Garcia, C. (2007). Estudo fitoquimico e
atividade biologica de Pavonia distin-
guenda A.ST.- HILL. et naudin e Dors-
tenia brasiliensis Lam. Manancial. San-
ta Maria: Repositorio digital da UFSM.

Gayozo, E.; Rivarola, C.; Marin Insfran, L.
& Filizzola, N. (2016)a. Actividad anti-
mutagénica de Salvia hispanica sobre
mutaciones y recombinaciones somati-
cas en Drosophila melanogaster.
Steviana 8(1):50-58.

23



Steviana Vol. 12(1), 2020

Gayozo, E.; Rivarola, C.; Nuiiez, C.; Marin
Insfran, L. (2016)b. Efecto antimuta-
génico del extracto acuoso de Stevia
rebaudiana Bertoni sobre mutaciones y
recombinaciones inducidas en Droso-
phila melanogaster. Steviana 8(2):92-
101.

Gonzalez M. G. G.; Gonzalez Y. P. V. &
Degén, R. L. A. (2019). Dorstenia brasi
-liensis Lam. (Moraceae): caracteriza-
cion morfoanatomica de una especie
polimorfica, empleada con fines medi-
cinales en Paraguay, Journal of Phar-
macy & Pharmacognosy Research 7
(2): 116-125.

Graf, U.; Wiirgler, F. E.; Katz, A. J.; Frei,
H.; Juon, H.; Hall, C. B. & Kale, P. G.
(1984). Somatic mutation and recom-
bination test in Drosophila melano-
gaster. Environmental mutagenesis 6(2):
153-188. doi: 10.1002/ em.2860060206.

Hoehne, F.C. (1939) Plantas e substancias
vegetais toxicas e medicinais. Departa-
mento de Botanica do Estado, Séo
Paulo.

Hostettmann, K.; Gupta, M. P.; Marston,
A. & Ferreira Quiroz. E. (2008).
Manual de estrategias para aislamiento
de productos naturales bioactivos. Se-
cretaria Ejecutiva de la Organizacion
del Convenio Andrés Bello. Colombia,
234 pp.

Imreh, S.; Klein, G. & Zabarovsky, E. R.
(2003). Search for unknown tumor
antagonizing genes. Genes, Chromo-
somes and Cancer, 38(4): 307-321.

Jiménez, M. R. (2013). Estudio antigenoto-
xicologico y de citotoxicidad de plantas
medicinales de uso cotidiano y de sus
fenoles mas caracteristicos (Doctoral
dissertation, Universidad de Cordoba).

Kastenbaum, M. A. & Bowman, K. O.
(1970). Tables for determining the

statistical significance of mutation fre-
quencies. Mutation Research/Funda-
mental and Molecular Mechanisms of
Mutagenesis  9(5): 527-549. doi:
10.1016/0027- 5107(70)90038.

Kuskoski, E. M.; Asuero, A. G.; Troncoso,
A. M.; Mancini-Filho, J. & Fett, R.
(2005). Aplicacion de diversos métodos
quimicos para determinar actividad
antioxidante en pulpa de frutos. Food
Science and Technology 25(4): 726-
732.

Kuster, R.; Robson, B.; Da Silva, A;
Parente, J. & Mors, W. (1994). Furo-
coumarins from the rhizomes of
Dorstenia brasiliensis. Phytochemistry
36(1): 221-223.

Lopes, D.; Rodrigues, R.; Coelho, K.;
Santos, C. & Leitao, C. (2001). Photo-
sensitization and Mutation Induced in
Escherichia coli and Saccharomyces
cerevisiae. Strains by Dorstenin, a
Psoralen Analog Isolated from Dors-
tenia bahiensis. Planta Med. 67(9):
820-824.

Marin Insfran, L.; Gayozo, E. & Zamo-
rano-Ponce, E. (2019). Efecto antimu-
tagénico del extracto etanodlico de
Bauhinia forficata Link (Pata de buey)
en Drosophila melanogaster mediante
el Test de Mutacion y Recombinacidon
Somatica. Steviana 11(1):15-25.

Martinez, D. (1978). Semanario farma-
céutico. Revista cientifica, profesional
y econdomica de la respectiva facultad.
Madrid; Oficina Tipografica del Hospi-
cio, p.75.

Martinez, M.; Mancuello, M.; Britez F.;
Pereira, C.; Arruaa, J.; Franco, G.; Con-
teiro, M.; lafiez, V.; Gonzalez, F.; Beni-
tez, B.; Lopez, T.; Pérez, S. & Ferreira,
F. (2012). Caracterizaciéon quimica y
actividades biologicas de Lapachol ais-

24



de Oliveira, R. et al. Actividad antioxidante y antimutagénica del extracto etanélico de
rizomas de Dorstenia brasiliensis en Drosophila melanogaster

lado de Handroanthus heptaphyllus
(Vell.) Mattos. Steviana 4: 47-64.

Omisore, N. O. A.; Adewunmi, C. O,
Iwalewa, E. O.; Ngadjui, B. T;
Adenowo, T. K.; Abegaz, B. M.;
Ojewole, J. A. & Watchueng, J. (2005).
Antitrichomonal and antioxidant acti-
vities of Dorstenia barteri and Dorste-
nia convexa. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research,
38(7):1087-1094.

Patifio Cabral, L. M.; Dominguez, S.;
Martinez, P.; Gayozo Melgarejo, E.; De
Oliveira, R.; Torres, E.; Ocampos Jara,
R. M. & Marin Insfran, L. (2019). Eva-
luacion mutagénica del extracto etand-
lico de rizomas de Dorstenia brasi-
liensis Lam. en células meristematicas
de Allium cepa L. Journal of Basic &
Applied Genetics (30) Suppl. 1: 330.

Quevedo, A. & Pires, E. (2011). Ativi-
dades melanogénica, genotoxica e anti-
proliferativa de extratos de Brosimum
gaudichaudii Trécul e Dorstenia
brasiliensis Lam induzidas por radiagdo
UVA. Mato Grosso do Sul: Universida-
de Federal de Mato Grosso do Sul.

Rodrigo, G. (2007). Actividad genotoxica
de Opuntia soehrensii, evaluada por el
test de mutacion y recombinacion
somatica en D. melanogaster. Biofarbo,
15: 61-66.

Rodrigues De Andrade, H.H.; Reguly, M.
L. & Lehmann, M. (2004). Wing soma-
tic mutation and recombination test. En
Drosophila Cytogenetics Protocols, Ed.
D. S. Henderson, 389-412. Humana
Press. Totowa. New Jersey.

Roosevelt, L. C. P.; Roosevelt, C. V. &
Valdés O. F. F. (2016). Ozonoterapia.
Libros en Red. Santa Fe, 38-39 pp.

Singh, K.P.; Dwevedi, A.K. & G. Dhakre.
(2011). Evaluation of antibacterial

activities of Chenopodium album L.
International Journal of Applied
Biology and Pharmaceutical Techno-
logy 2(3): 398-401.

Uchiyama, T., Hara, S.; Makino, M. &
Fujimoto, Y. (2002). Seco-Adianane
Type Triterpenoides from Dorstenia
brasiliensis  (Moraceae).  Elsevier.
60(8): 761-764.

Welter, S. (2012). Levantamento de plan-
tas medicinais utilizadas como antiofi-
dicas nas reducoes jesuitico-guaranis
(Provincia Jesuitica do Paraguai,
séculos XVII e XVIII). Rio Grande do
Sul: UFRGS.

Young, B. D.; Debernardi, S.; Lillington,
D. M.; Skoulakis, S.; Chaplin, T.; Foot,
N. J. & Raghavan, M. (2006). A role for
mitotic recombination in leukemogene-
sis. Advances in enzyme regulation
46(1): 90-97.

25



Steviana Vol. 12(1), 2020

ANEXOS

‘sisusljise.q
' °op OpnId 0)eNX{ ‘g "09IQI0dSY OPIOY ‘BIOUAISJAI 9P UONEd '\ "SQJUBPIXONUE SIPEPIAIOE SB| op UQIoRIqI[ed 9p BAIND T vUnbi4

§66'0 =M 96660 =<
Bri 61'g5¢1 =0 Brl |2z = %0
9068'L +[03] 95€0°0 =1% 8528'8 - [wv] £199'Z =1%
ojoelyxa ap Brl 021q09se opdY ap Brl
ooozk 0000 0008 0009 ooy 0002 o.oo 00 05z 00z 06k 00l 0% 00
0
o
U4 M o g
: i
oy 14
g 4
o g €g
@ 3
ool m 05 g
g 3
0z ‘g 09

26



de Oliveira, R. et al. Actividad antioxidante y antimutagénica del extracto etanélico de
rizomas de Dorstenia brasiliensis en Drosophila melanogaster

AAT R ERERRRED RS RN
//4 Pé A Y \‘\ A\ \\\ §\\\\\§ \\\\Q\\\\
7 WRLR UARORDEHNY
AT ARREVANNNNNNRY
747 )/ p L ARG RN

'!I‘/\A[ n

[ T W TP

Figura 2. Clones mutantes encontrados en las alas de D. melanogaster. A. Mancha Simple Pequefia
(MSP) tipo mwh (circulo) en tratamiento con Uretano 1 mg.mL" y 0,1 mg.mL-! del extracto etanélico de
D. brasiliensis. B. Mancha Simple Pequefia (MSP) tipo mwh (circulo) en tratamiento con Uretano 1
mg.mL"y 10 mg.mL"! del extracto. C. Mancha Simple Grande (MSG) tipo mwh (elipse) en tratamiento
con Uretano 1 mg.mL"' y 1 mg.mL"! del extracto. D. Mancha Gemela (MG) tipo mwh (elipse sélida) y
fIr® (elipse punteada) en tratamiento con Uretano 1 mg.mL" y 0,1 mg.mL"! del extracto.
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Efectos teratogénicos del extracto acuoso de Maytenus ilicifolia (Reissek ex Mart.) sobre el
desarrollo embrionario de Gallus gallus domesticus. En Paraguay la planta medicinal Mayte-
nus ilicifolia (Cangorosa) es muy utilizada para regular la fecundidad, purificar la sangre y tratar
otras afecciones. El uso frecuente en la poblacion es con fines abortivos, empleando las hojas para
su consumo via oral, sin embargo, existe muy poca informacién acerca de sus efectos sobre el
desarrollo embrionario. Por esto se propuso como objetivo evaluar los efectos teratogénicos de
hojas de M. ilicifolia sobre el desarrollo embrionario de Gallus gallus domesticus. Para ello se pre-
pararon diferentes diluciones de extracto acuoso de hojas M. ilicifolia equivalentes a las concen-
traciones de consumo popular. Los embriones viables de G. gallus domesticus fueron expuestos,
luego de 4 dias de incubacion, a tres concentraciones del extracto acuoso (0,0004 ug.g+?, 0,0038
pg.gty 0,0382 ug.gt) y a los controles (solucién salina 34,35 ug.g* y cafeina 0,92 ug.g?), durante
10 dias mas. Posteriormente, se procedi6 a realizar la evaluaciéon morfométrica de los embriones.
Los datos obtenidos fueron analizados empleando el test de Kruskal-Wallis y el test U de Mann-
Whitney, los resultados evidenciaron diferencias significativas en las dimensiones de la cabeza y
del ala izquierda (P<0,05), también se encontraron embriones muertos y embriones con malforma-
ciones a las concentraciones evaluadas. Estos resultados sugieren que el extracto acuoso de M.
ilicifolia tendria efectos sobre el desarrollo embrionario de G. gallus domesticus con un alto indice
de embriotoxicidad y retraso en el desarrollo de los mismos.

Palabras clave: Teratégeno, embriotoxicidad, Gallus gallus domesticus, Maytenus

Teratogenic effects of Maytenus ilicifolia (Reissek ex Mart.) aqueous extract on the
embryonic development of Gallus gallus domesticus. In Paraguay the medicinal plant
Maytenus ilicifolia (Cangorosa) is widely used to regulate fertility, purify blood and treat other condi-
tions. Frequent use in population is for abortion purposes, using the leaves for oral consumption;
however, there is not enough information about its effects on embryonic development. The mainly
objective was to evaluate the teratogenic effects of aqueous extract of M. ilicifolia leaves on Gallus
gallus domesticus embryonic development. For this, different concentrations of the aqueous extract
of M. ilicifolia leaves were prepared, equivalent to popular consumption. The viable embryos of G.
gallus domesticus were exposed, after 4 days of incubation, to three concentrations of the aqueous
extract (0.0004 pg.g?, 0.0038 pg.g? and 0.0382 pg.g?) and controls (saline 34.35 ug.g* and
caffeine 0.92 ug.g), for another 10 days. Subsequently, the morphometric evaluation of the em-
bryos was carried out. The data obtained was analyzed using the Kruskal-Wallis test and the Mann-
Whitney U test, results showed significant differences in the dimensions of the head and left wing
(P<0.05), dead embryos were also found at the evaluated concentrations. These results suggest
that the aqueous extract of M. ilicifolia would have effects on the embryonic development of G.
gallus domesticus with a high rate of embryotoxicity and delay in their development.

Keywords: Teratogenic effects, embryotoxicity, Gallus gallus domesticus, Maytenus
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales son de uso muy
comun en toda Sudamérica, se siguen utili-
zando en varios paises, tanto en poblacio-
nes ancestrales como en culturas actuales
(Huamantupa et al., 2011). Paraguay no
escapa de estas creencias y costumbres que
se transmiten de generacion en generacion,
siendo comercializadas generalmente por
el nombre comun o vernaculo y consumi-
das oralmente en forma de infusiones, de-
coctos o bebidas tradicionales como el te-
reré o el mate, sin embargo persiste en la
poblacion la creencia de que el consumo de
plantas medicinales carecen de efectos ad-
versos para la salud, y a su vez que su con-
sumo resulta mas bien beneficioso, en des-
conocimiento de que las plantas presentan
metabolitos secundarios que podrian pre-
sentar algin tipo de toxicidad en el orga-
nismo (Degen et al., 2005).

Existen numerosas especies vegetales
que son empleadas con la finalidad de re-
gular la fertilidad o con fines abortivos di-
rectamente, sin embargo, muchas de estas
especies podrian presentar efectos adver-
$0s, como ser toxicos, genotdxicos e inclu-
so teratogénicos (de Aratjo et al., 2016).

El Maytenus ilicifolia, mas cominmen-
te conocido en nuestro pais como Cangoro-
sa, es una planta dioica y nativa de Brasil,
Paraguay, Argentina, Bolivia y Uruguay,
pertenece a la familia Celastraceae, en su
mayoria son arboles o arbustos perennes
(de hasta 5 metros de altura), con hojas co-
ridceas alternas, florecen en primavera y
fructifican en verano, contienen diferentes
fitoconstituyentes dependiendo del 6rgano
vegetal, y son muy consumidos en forma
de infusiones calientes (t€), o como decoc-
ciones (bebidas tradicionales como el ma-
te) para purificar la sangre, el tratamiento

de ulceras, diurético, para regular la fertili-
dad e inducir la menstruacién, y también
como abortivo (Alonso et al., 2007; Pin et
al., 2009; Crestani et al., 2009, Ibarrola &
Degen, 2011).

En un trabajo realizado con ratas Wistar
les fueron suministrados un extracto hidro-
acetonico de M. ilicifolia durante el perio-
do organogénico, la gestacion se desarrollo
normalmente y no se observaron cambios
durante el desarrollo del embrion, sin em-
bargo, posibles efectos toxicos como resul-
tado de la interaccion del extracto de M.
ilicifolia con los 6rganos implicados en la
proliferacion celular, asi como en tejidos
embrionarios, aun debian determinarse
(Cunha et al., 2014).

En nuestro pais no existen registros
cientificos sobre los posibles efectos tera-
togénicos que podrian ocasionar el consu-
mo de las hojas de M. ilicifolia en forma de
infusiones durante la etapa embriogénica.
A pesar de su uso popular generalizado, la
informacién embriotoxicologica cientifica
para esta especie vegetal (M. ilicifolia) so-
bre el rendimiento reproductivo sigue sien-
do limitada, es por esto que este estudio tie-
ne como objetivo principal determinar los
posibles efectos embriotdxicos y teratogé-
nicos sobre el desarrollo embrionario de
Gallus gallus domesticus.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal estudiado

Maytenus ilicifolia Reissek ex Mart.:
Paraguay. Vivero etnobotanico-jardin de
aclimatacion de plantas nativas medici-
nales del Jardin Botanico y Zoologico de
Asuncion, Departamento Central;
25°14'56" S - 57°34"23" O. Material de
herbario testigo: K. Ruiz Diaz, E. Gayozo
y Luciano Paniagua 001 (FACEN).
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Preparacion del extracto acuoso de ho-
jas de Maytenus ilicifolia

Se procedio al secado de las hojas de M.
ilicifolia de manera natural que fueron
puestas a temperatura ambiente (25°+2° C)
evitando el contacto directo con el sol o
cualquier acto que acelere dicho proceso,
seguidamente se procedi6 a la molienda de
las mismas mediante el uso de un molino
manual, el tamizaje hasta obtener las parti-
culas pulverizadas y por tltimo se realizo
el pesaje de las mismas (Hostettmann et
al., 2008).

Posteriormente se realizo la suspension
en agua destilada para el proceso de coc-
cion hasta el punto de ebullicion durante 5
minutos, hasta la obtencion de la infusion
para los tratamientos correspondientes.
Luego se procedio al filtrado con ayuda de
un equipo filtrador a modo de separar res-
tos de la molienda, una vez filtrado se em-
pled la misma como solucion stock y a tra-
vés de las cuales se obtuvieron las dilucio-
nes (0,0004 ug.g!, 0,0038 pg.g! y 0,0382
ug.g') para los tratamientos corres-
pondientes, estas diluciones se refrigeraron
a 4 °C hasta su uso (Segovia et al., 2016).

Bioensayo de evaluacion teratogénica
con embriones de G. gallus domesticus
Se emplearon un total de 30 huevos fe-
cundados, los cuales fueron verificados
con ayuda de un ovoscopio, los mismos
fueron pesados obteniéndose una media de
52,4 g por huevo. La limpieza de cada hue-
vo se realizo con Etanol 70% a modo de
eliminar la carga de agentes contaminan-
tes, luego fueron transferidos a un recipien-
te de plastico de dimensiones 15 x 30 x 11
cm recubiertos con algodon estéril. Los
huevos dispuestos equidistantes entre si se
depositaron en una incubadora (Thermo

Schaker 2502, Fanem) a temperatura cons-
tante de 3842 °C y humedad relativa del
30% (Bupp et al., 1998).

Los huevos fueron incubados en dos
fases, la primera fue por 96 horas (4 dias),
culminado este periodo se determin6 la
localizacion de la cdmara de aire con ayuda
del ovoscopio y posteriormente con una
jeringa estéril se inoculé un volumen de 0,2
mL las dosis de 0,0382 ng.g!, 0,0038 pg.g™!
y 0,0004 pg.g! del extracto de M. ilici-
folia determinadas en base al peso prome-
dio de los huevos segtn el consumo popu-
lar, como control negativo se empleo suero
fisiologico 34,35 pg.g™'y como control po-
sitivo cafeina de 0,92 pg. g'! en las camaras
de aire. Primeramente, se emplearon 6 hue-
vos en cada tratamiento; luego del proceso
de inoculacion las aberturas fueron sella-
das con parafina, todo el proceso fue reali-
zado en condiciones estériles en campana
de flujo laminar. Se depositaron nueva-
mente los huevos en la incubadora para
continuar con su desarrollo por 10 dias
mas, lo cual comprende la segunda fase de
la incubacion. Culminada la segunda fase
de incubacidn, se procedié a la apertura de
cada huevo, se extrajeron los embriones, se
depositaron en Etanol 98° GL para su
conservacion y fueron pesados en una
balanza de precision 0,0001 (KERN®)
(Pawlak et al., 2013).

Las evaluaciones de las malformacio-
nes fueron determinadas realizando medi-
ciones de las longitudes del pico (superior
e inferior); cabeza (laterolateral), alas (de-
recha e izquierda), y tarsos (derecho ¢ iz-
quierdo) con ayuda de un calibre de pre-
cision de 0,005 mm. Se calculd el por-
centaje de embriotoxicidad para cada con-
centracion del extracto de M. ilicifolia por
medio de la formula descrita por (R. et al.,
2018):

31



Steviana Vol. 12 (1), 2020

% de Embriotoxicidad

Numero de embriones muertos
= X100

Numero total de embriones

Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos fueron analizados
empleando Test U de Mann-Whitney (5%
de error) para determinar diferencias entre
parametros morfologicos evaluados y el
test de Kruskal-Wallis, para determinar
diferencias entre tratamientos (95% de
confianza), para ello se empleo el software
estadistico Past 4.0 (Hammer et al., 2001).
Los graficos estadisticos se realizaron tam-
bién con software Past 4.0 (Hammer et al.,
2001).

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité
de Etica de la Facultad de Ciencias Quimi-
cas (FCQ - UNA) con dictamen niimero
509/19.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos en el ensayo reali-
zado con las diferentes concentraciones del
extracto acuoso de M. ilicifolia en las de-
terminaciones de los pesos de los embrio-
nes del tratamiento control se registro un
valor promedio de 14,75+4,69 g y en el
control positivo se observo un promedio de
15,63+£6,39 g. En el tratamiento realizado
con el extracto a una concentracion de
0,0382 pg.g! los embriones presentaron un
peso medio de 22,67+12,21 g, con la
concentracion de 0,0038 pg.g”' se obtuvo
un promedio de 18,7+15,06 gy con la con-
centracion de 0,0004 pg.g! se observo un
promedio de 19,4+£19,37 g. Sin embargo,
estos no fueron significativamente diferen-
tes (P>0,05) en comparacion con los datos

encontrados en el control negativo (Tabla
1, Figura 1.B).

El porcentaje de embriotoxicidad halla-
do en los distintos tratamientos con el
extracto acuoso de M. ilicifolia, a la con-
centracion de 0,0004 pg.g”’ 0,0038 ug.g'y
0,0382 pg.g”! fueron del 50%, 66,67% y
50% respectivamente, observando un efec-
to embriotoxico significativo (P<0,05).
Todos evidenciaron que el extracto acuoso
de M. ilicifolia a dichas concentraciones es
toxico para los embriones de G. gallus
domesticus expuestos, resultados similares
presentaron embriones expuestos al con-
trol positivo, indicando con un 50% la
toxicidad del medio siendo significativa
(P<0,05) (Figura 1.A). Los embriones ex-
puestos al control negativo no demostraron
toxicidad alguna.

En las determinaciones de longitudes de
los picos no se evidenciaron diferencias en-
tre los distintos tratamientos (P>0,05), en
cuanto a la longitud de picos superiores se
obtuvieron en las concentraciones de
0,0004 pg.g' de 0,35£0,07 c¢m, 0,0038
pg.g! con 0,35+0,21 cm y 0,0382 pg.g’!
con 0,35+0,17cm .Sin embargo, presenta
una diferencia significativa (P<0,05) los
picos inferiores hallandose una disminu-
cion en la longitud del pico con promedio
de 0,48+0,06 cm en los embriones
expuestos al control positivo, lo que
demuestra el retraso en el crecimiento de
los embriones. Para los tratamientos de
0,0382 pg.g, 0,0038 pg.g' y 0,0004 ug.g”
' no se observaron una disminucion de la
longitud promedio de los picos inferiores
en compa-racion al control negativo con
promedios de 0,63+0,12 cm, 0,434+0,31 cm
y 0,5540,07 cm respectivamente (Tabla 1,
Figura 2.A, B).

En relacion a la longitud de la cabeza
antero-posterior, se observaron diferencias
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significativas (P<0,05), con el control po-
sitivo se obtuvo un promedio de 1,36+0,17
cm y a la concentracion mas elevada de
0,0382 ug.g"! el promedio fue de 1,17+0,25
cm, con menor longitud en comparacion a
los datos encontrados en el control nega-
tivo. A las demas concentraciones, 0,0004
ug.g! y 0,0038 pg.g! presentaron un
promedio de 1,15+0,35 cmy 1,1740,59 cm
respetivamente, estos resultaron ser signi-
ficativamente diferentes (P>0,05) en com-
paracion con el control negativo (Tabla 1,
Figura 2.C). En cuanto a la longitud de la
cabeza latero-lateral en los diferentes trata-
mientos presentaron un promedio de
1,45+0,21 cm para el tratamiento con la
concentracion de 0,0004 ug.g™!, con el tra-
tamiento a la concentracion de 0,0038
ug.g! los valores fueron de 1,43+0,64 cm
y para el tratamiento con la concentracion
de 0,0382 pg.g! fue de 1,47+0,15 cm, en
todas se observo un ligero aumento en la
longitud comparados al control negativo,
sin embargo no fueron significativos
(P>0,05) (Tabla 1, Figura 2.D). Sin
embargo, se observaron anomalias craneo-
faciales muy visibles, como reduccion del
craneo, deformidad en una region de la ca-
beza en algunos embriones.

En las determinaciones de longitudes de
las alas, el lado derecho, no registrd
diferencias significativas (P>0,05) en los
distintos tratamientos, dando un promedio
de 1,5+0,42 cm en la concentraciéon mas
baja 0,0004 pg.g-', 1,93£1,59 cm en la
concentracion de 0,0038 pgg! 'y
1,63+0,46 cm a la concentracion de 0,0382
ug.g!' que corresponde a la mas elevada,
siempre en comparacion a los datos
obtenidos en el control negativo con
valores promedio de 2,03+0,79 cm (Tabla
1, Figura 3.A). En cuanto a las longitudes
de las alas, lado izquierdo, el control

negativo registro un valor promedio de
2,03+0,79 cm, en los tratamientos realiza-
dos con la concentracion de 0,0004 pg.g™!
y 0,0382 pg.g! los embriones presentaron
diferencias significativas (P<0,05) con
aumento en las longitudes con un valor
promedio de 1,5+0,43 cm y 1,6340,52 cm
respectivamente, lo mismo se observo en
embriones expuestos al control positivo.
Sin embargo, a la concentracion de 0,0038
pg.g'! el promedio fue de 1,93+1,60 cm lo
cual no fue significativamente diferente
(P>0,05) comparado al control negativo
(Tabla 1, Figura 3.B).

Ademas, se observo que los embriones
tenian una ausencia parcial de las plumas
en ciertas partes del ala en la dosis mas ele-
vada y morfo-anatdbmicamente se observa-
ron diferencias en cuanto al tamafio de las
alas, se encontr6 ademas, que los embrio-
nes de G. gallus domesticus, presentaron
evisceracion al ser expuestos a distintas
dosis del extracto acuoso de M. ilicifolia,
siendo mas evidente a la dosis de 0,0382
ng.g'.

En las distintas concentraciones del ex -
tracto se pudo observar una gran diferencia
significativa (P<0,05) en cuanto a la lon-
gitud del tarso derecho e izquierdo en los
embriones expuestos al control positivo.
En la longitud promedio del tarso derecho
en el tratamiento control negativo se
evidenci6 un valor de 2,06+2,23 cm,
mientras que los tratamientos llevados a
cabo con las concentraciones de 0,0004
pg.gt, 0,0038 pug.g'y 0,0382 pg.g! pre-
sentaron valores promedios de 0,75+0,49
cm, 0,73+0,40 g y 0,63+£0,21 cm respec-
tivamente, sin embargo, estos resultados
no fueron significativamente diferentes
(P>0,05) en comparacion con lo hallado en
el control negativo (Tabla 1, Figura 3.C).
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El mismo comportamiento se observo
en la longitud promedio del tarso izquier-
do, el tratamiento control negativo registro
un valor promedio de 2,05+2,23 cm, los
embriones tratados con 0,0004 pg.g!
presentaron un promedio de 0,754+0,49 cm,
y tanto la concentracion de 0,0038 pg.g!
como la més elevada 0,0382 pg.g™! presen-
taron promedios de 0,77+0,45 cm vy
0,67+0,23 cm respectivamente los cuales
resultaron no ser significativos (P>0,05)
comparados al grupo control (Tabla 1,
Figura 3.D).

Estas alteraciones concuerdan, en gene-
ral, con la informacion consultada, donde a
mayores dosis, se observd mayor frecuen-
cia de malformaciones, ademas se obser-
varon evisceraciones en las concentracio-
nes mas elevadas y ausencia parcial de las
plumas en ciertas partes del ala en todas las
concentraciones expuestas (Acufia et al.,
1997).

No obstante, no se observaron dife-
rencias significativas (P>0,05) en cuanto a
los pesos de los embriones y en las longi-
tudes de las alas, solo los tarsos presen-
taron diferencias, aunque en efecto, la dieta
del organismo modelo empleado es impor-
tante, ya que exceso o deficiencia de mine-
rales o vitaminas, podrian también modi-
ficar la embriogénesis Ademads, debe
considerarse la via y el vehiculo utilizado
por la sustancia testeada, ya que la distri-
bucion, metabolismo y absorcion de éste,
también juegan un rol importante en el
desarrollo embrionario (Acuia et al.,
1997).

M. ilicifolia es una planta tradicional-
mente utilizada en nuestro pais como alter-
nativa medicinal, es utilizada como abor-
tivo, especificamente la parte de sus hojas
como té. En otros ensayos se han reportado
efectos antiulcerogénico (Ibarrola et al.,

2011). Sin embargo, el mecanismo de ac-
cion permanece desconocido como lo indi-
can en otro experimento realizado con M.
ilicifolia (Leite et al., 2010). Las hojas de
M. ilicifolia contienen mayoritariamente
triterpenos glucdsidos, flavonoides y deri-
vados de catequinas, los cuales podrian ser
los causantes de los efectos registrados
(Itokawa et al., 1991).

Ademas, en otro estudio llevado a cabo
por Cunha et al.(2014) con el extracto hi-
droacetonico de M. ilicifolia para evaluar
los efectos en el rendimiento reproductivo
femenino y desarrollo embriofetal en ratas
Wistar no presento alteracion en compara-
cion con el extracto acuoso de M. ilicifolia
el cual presentd embriotoxicidad y efectos
teratogénicos en el modelo empleado en
este estudio.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que a todas las concentraciones
del extracto acuoso de M. ilicifolia eva-
luadas, presentan embriotoxicidad y altera-
ciones en el desarrollo embrionario, evi-
denciando diferentes malformaciones, ya
sea en las dimensiones de la cabeza, en las
extremidades y en el tronco de los em-
briones de G. gallus empleados. La dosis
de 0,0382 ng.g! resultd ser la que posee un
mayor efecto adverso sobre las dimen-
siones antero-posterior de la cabeza y del
ala izquierda, asi también anomalias mor-
fo-anatdmicas como evisceraciones, re-
duccioén del tamaiio de las alas y de la cabe-
za. Para todas las concentraciones del ex-
tracto acuoso de M. ilicifolia utilizadas,
0,0382 pg.g', 0,0038 pug.g!' y 0,0004 ug.g!,
presentaron efectos embriotoxicos en el
50% de los embriones tratados, los cuales
no finalizaron el desarrollo embrionario,
sugiriendo que podria deberse a la accion
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del extracto acuoso sobre el organismo, el
tiempo de exposicion y las dosis utilizadas.
A fin de confirmar estos resultados, se re-
comienda realizar otros ensayos con meta-
bolitos secundarios aislados segun la pola-
ridad de los mismos, y empleando otros or-
ganismos modelos como ratones (Mus
musculus), mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) o pez cebra (Danio rerio) a
fin de obtener mayores detalles del posible
mecanismo de accion teratogénica, el prin-
cipio activo que lo podria estar ocasionan-
do y por sobre todo extrapolar dichos resul-
tados en poblaciones humanas.
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ANEXOS

Tabla 1: Parametros morfologicos evaluados en embriones de Gallus gallus domesticus
tratados con el extracto acuoso de M. ilicifolia.

Parametros Tratamientos
morfométricos  c. Negativo  C.Positivo  0,0004 ug.g? 00038 pg.gl  0,0382 pg.g*
PE (9) 14,7554,69 15632639  19,4%19,37 18,7+15,06 22,67£12,21
LPS (cm) 0,57:0,19  032:0,02  0,35£0,07 0,35£0,21 0,35£0,17
LPI (cm) 0,60+0,15  0,48+0,06%  0,55+0,07 0,43£0,31 0,630,12
LCAP (cm) 1,7740,51  136£0,17%  1,15£035 1,1740,59 1,1740,25*
LCLL (cm) 126£0,15  19240,08  145:021 1,43+0,64 1,47+70,15
LAD (cm) 2,03:0,79  224:094  1,5:0,42 1,93£1,59 1,630,46
LAI (cm) 2,03:0,80  2,24:095%  1,5:0,43* 1,93£1,60 1,63+0,52*
LTD (cm) 206223 420£1,09%  0,75£0,49 0,73£0,40 0,63£0,21
LTI (cm) 2054222 42+1,09%  0,75£0,49 0,77:0,45 0,670,23

PE: peso de embriones, LPS: longitud del pico superior, LPI: longitud del pico inferior, LCAP: longitud de
la cabeza antero-posterior, LCLL: longitud de la cabeza latero-lateral, LDA: longitud ala derecha, LAI:
longitud ala izquierda, LTD: longitud del tarso derecho y LTI: longitud del tarso izquierdo. * Significancia
estadistica (P<0,05).
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Figura 1. A. Embriotoxicidad del extracto acuoso de M. ilicifolia a las concentraciones evaluadas. B. Peso
de los embriones de G. gallus domesticus expuestas a distintas concentraciones del extracto acuoso de M.
ilicifolia. * Significancia estadistica (P<0,05).
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Figura 2. Parametros morfologicos analizados en el desarrollo embrionario de G. gallus domesticus. A.
Longitud del pico superior B. Longitud del pico inferior C. Longitud de la cabeza antero-posterior D.
Longitud de la cabeza latero-lateral. * Significancia estadistica (P<0,05).
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Figura 3. Parametros morfologicos analizados en el desarrollo embrionario de G. gallus domesticus. A.
Longitud ala derecha B. Longitud ala izquierda. C. Longitud tarso derecho D. Longitud tarso izquierdo. *

Significancia estadistica (P<0,05).
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Evaluacion de la actividad mutagénica del extracto acuoso de Baccharis trimera (Less)
(Jaguarete ka'a) en Drosophila melanogaster mediante el test SMART. Baccharis trimera es
una hierba medicinal perteneciente a la familia Asteraceae con alto contenido de flavonoides, a las
que se les atribuye sus capacidades antiinflamatorias y antioxidantes principalmente. Por otra
parte, se ha visto que algunas especies de Baccharis son potencialmente genotoxicas, y esto
podria deberse a ciertos metabolitos con capacidad pro-oxidantes presentes en la planta. El
objetivo de este estudio fue evaluar la actividad genotdxica a diferentes concentraciones del
extracto acuoso de la parte aérea de B. trimera empleando como organismo modelo Drosophila
melanogaster, para ello, se determin6 primeramente la dosis letal 50 (DLso) del extracto realizando
tratamientos a indi-viduos de la cepa silvestre Samarkand, siendo esta la concentracion de 35,91
mg.mL1 (P<0,05; r: 0,694). Posteriormente se seleccionaron las concentraciones de 30, 15, 7,5,
3,75y 1,87 mg.mL! para realizar tratamientos crénicos (72 horas) a individuos trans-heterocigotas
mwh+/+flr3, em-pleando como control agua destilada y como agente mutageno Uretano 0,178
mg.mL1. Los datos obtenidos fueron analizados mediante el test estadistico de Kastenbaum-
Bowman a=3=0,05 (bi-nomial condicional), estos resultados evidenciaron que las concentraciones
de 1,87y 7,5 mg.mL™ presentaron un aumento significativo en la frecuencia de aparicion de clones
mutantes MSG (manchas simples grandes) y en el nimero total de clones, lo cual sugiere que el
extracto de B. trimera a estas concentraciones presentan una actividad potencialmente genotoxica
en D. melanogaster.

Palabras clave: Baccharis, Drosophila melanogaster, mutaciones, jaguarete ka’a

Mutagenic activity evaluation of Baccharis trimera (Less) (Jaguarete ka'a) aqueous extract
in Drosophila melanogaster using the SMART test. Baccharis trimera is a medicinal herb
belonging to Asteraceae family with a high content of flavonoids, to which anti-inflammatory and
antioxidant capacities are mainly attributed. On the other hand, it has been seen that some species
of Baccharis are potentially genotoxic, and this could be due to certain metabolites with pro-oxidant
capacity present in the plant. The objective of this study was to evaluate the genotoxic activity at
different concentrations of aqueous extract from aerial part of B. trimera using Drosophila
melanogaster as model organism, for this, the lethal dose 50 (LDso) of the extract was first
determined in individuals of wild type strain Samarkand, LDso concentration was 35.91 mg.mL™*
(P<0.05; r: 0.694). Subsequently, concentrations of 30, 15, 7.5, 3.75 and 1.87 mg.mL! were
selected to perform chronic treatments (72 hours) to trans-heterozygous individuals mwh+/+flr3,
using distilled water as control and Urethane 0.178 mg.mL-! as mutagenic agent. Data obtained
were analyzed using Kastenbaum-Bowman test a==0.05, these results showed that the
concentrations of 1.87 and 7.5 mg.mL! presented a significant increase in the frequency of
appearance of LSS (large single spots) mutant clones and in the total number (TM) of clones, which
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suggests that B. trimera extract at these concentrations has a potentially genotoxic activity in D.

melanogaster.

Keywords: Baccharis, Drosophila melanogaster, mutations, jaguarete ka’a

INTRODUCCION

B. trimera es una hierba nativa de la
familia Asteraceae, conocida comunmente
como Jaguarete ka’a o carqueja, se distri-
buye ampliamente en la region oriental del
pais, como también en otros paises de la re-
gion. Generalmente se ingiere la parte aé-
rea de la planta como remedio caliente en
infusiones o decoccion para tratar afeccio-
nes digestivas por sus propiedades como
diurético, tonico amargo, y también como
preventivo de embarazo y abortivo (Soria
& Ramos, 2015).

La composicion fitoquimica de la plan-
ta consta de flavonoides, diterpenos, sapo-
ninas y aceite esencial, predominando el
contenido de flavonoides a las que se les
atribuye las propiedades farmacologicas de
dicha hierba (De Andrade et al., 2004;
Reiter etal., 2001). Existe evidencia de que
algunas especies del género Baccharis pre-
sentan potencial genotdxico en estudios
realizados en roedores; ademas en su com-
posicion de flavonoides se encuentran la
apigenina y la quercetina, identificadas con
actividad prooxidante segun estudios in
vitro, los cuales sugieren un potencial ge-
notdxico de dichos flavonoides (Aguilar et
al., 2010; Pérez Trueba, 2003; Rodriguez
et al., 2009; Soicke & Leng-Peschlow,
1987).

El consumo de hierbas medicinales na-
tivas en forma de té, mate o terere forma
parte de la cultura paraguaya, con la finali-
dad de prevenir o tratar ciertas afecciones.
En el pais, la demanda de hierbas medici-
nales ha ido en aumento, y segun estima-
ciones de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), el 80% de la poblaciéon mun-

dial utiliza la medicina tradicional herbola-
ria para la atencion primaria de la salud
(APS); por ello fue creado el programa de
Medicina Tradicional de la OMS, donde
instan a los paises en general a la practica
de la medicina natural y tradicional, apo-
yando las investigaciones, de modo a que
las hierbas medicinales formen parte de
programas de APS (Chifa, 2010; Fogel et
al., 2016; Marinoff, et al., 2009; Soria &
Ramos, 2015).

El consumo de forma cronica o en gran-
des cantidades de hierbas puede producir
intoxicaciones hasta el grado de letalidad;
dicha situacion se da principalmente por el
desconocimiento debido a escasos estudios
cientificos que avalen sus propiedades cu-
rativas, que revelen su toxicidad o efectos
colaterales (De Pardo Ghetti et al., 2009;
Enriquez et al., 2018). Las sustancias co-
mercializadas con fines terapéuticos deben
atravesar rigurosos controles, para garanti-
zar su seguridad; los estudios de genotoxi-
cidad forman parte del perfil toxicologico
a los que deben ser sometidos, a modo de
evaluar el riesgo sobre el beneficio obteni-
do ante el consumo de hierbas utilizadas en
la medicina tradicional (Carballo et al.,
2005; Dearfield, 1995).

La importancia del estudio de las hier-
bas utilizadas en medicina tradicional y su
efecto sobre el material genético (ADN), es
debido al contenido de sustancias poten-
cialmente genotoxicas, entre las cuales se
encuentra la B. trimera tradicionalmente
utilizada. En este estudio, partiendo de los
antecedentes mencionados, se propuso
evaluar el potencial mutagénico del
extracto de B. trimera empleando para ello
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como organismo modelo la mosca de fruta
(D. melanogaster) aplicando el ensayo de
Mutaciéon y Recombinacion Somatica
(SMART).

MATERIALES Y METODOS

Material estudiado

Baccharis trimera (Less).: Paraguay.
Vivero de plantas medicinales del Jardin
Botanico y Zooldgico de Asuncion
(JBZA), Depto. Central; 25°14'56"S -
57°34'23" W. Material de herbario medi-
cinal testigo: G. Gonzalez 319 (JBZA),
referencia de coleccion viva: JBZA 113.

Preparacion del extracto acuoso de la
parte aérea de B. trimera

El proceso de secado de la hierba colec-
tada fue de 15 dias, en ausencia de corrien-
te de aire a temperatura ambiente (25+2°
C), evitando el contacto directo con el sol
(Hostettmann et al., 2008). Una vez seca se
procedid a la molienda con la utilizacion de
un molino manual, hasta la obtencion de
particulas pulverizadas uniformes.

Se preparo la infusion para la obtencion
del extracto acuoso liofilizado, agregando
50 gramos del triturado de B. trimera, en
500 mL de agua destilada en su punto de
ebullicion, el hervor de la mezcla se realizo
durante cinco minutos y posteriormente la
infusion fue filtrada con el uso de un equi-
po filtrador; por tultimo, el producto fue
congelado a -120°C en un ultracongelador,
para el proceso de liofilizacion. Se obtuvo
2,44 gramos del extracto liofilizado, con un
rendimiento del 4,88 % (p/p).

Determinacion de la DLso en Drosophila
melanogaster

Se evaluaron cinco concentraciones 60
mg.mL!, 30 mgmL"!, 15 mgmL"', 7,5

mg.mL"'y 3,7 mgmL"'y se utilizaron 100
larvas de tercer estadio de la cepa pura sil-
vestre Samarkand por concentracion; las
mismas fueron depositadas en frascos de
vidrio conteniendo el medio de cultivo ela-
borado con puré de papa instantineo
Knorr® rehidratado con 5 mL del extracto
acuoso a las concentraciones de estudio.
Las larvas fueron sometidas a exposicion
cronica por 72 horas de exposicion, hasta
la eclosion y conteo de imagos (Miyazawa
etal., 2003).

Bioensayo SMART para evaluacion de
actividad genotoxica

La obtencion de las larvas de interés pa-
ra el estudio se realizé mediante la cruza
estandar de hembras virgenes de la cepa
flr3/In (3LR)TMS3, ri ppsep 1(3)89Aa bx34e
y BdS con machos homocigotas de la cepa
mwh/mwh, para la evaluacion de la activi-
dad de probables genotoxinas de accion di-
recta que pudieran encontrarse en la mues-
tra vegetal evaluada. La obtencion de las
hembras virgenes se realizo6 en cultivo con-
vencional (42 gramos de harina de maiz, 6
gramos agar-agar, 28 gramos de sacarosa,
25,6 gramos de levadura, 500 mL de agua
destilada, 2 mL de acido propionico-acido
ortofosforico (1:1) y 2 mL de solucion de
nipagin al 10%). La cruza se llevo a cabo
en medio ovopositor (Graf et al., 1984), en
una proporcion 2:1 (hembras: machos),
obteniéndose larvas trans-heterocigotas
mwh-+/+flr? las cuales poseen los genes re-
cesivos mwh y flr® (Graf et al., 1984).

El ensayo se realiz6 empleando cinco
concentraciones del extracto B. trimera
(30, 15, 7,5, 3,7 y 1,9 mgmL"), se
extrajeron 700 larvas de tercer estadio
obtenidas a las 72 horas luego de la puesta;
se usaron 100 larvas para cada tratamiento
con las concentraciones mencionadas, para
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ello se empled medio de puré de papa
Knorr® rehidratado con 5 mL de cada
concentracion (Marin et al., 2019). Como
control del ensayo se realizaron en las
mismas condiciones empleando agua
destilada y como agente mutageno Uretano
0,178 mg.mL"!.

Posteriormente, se realizé la identifica-
ci6n de clones mutantes, diferenciando los
fenotipos pilosos de las alas. Los clones del
tipo mancha simple pequefia (MSP) fIr® o
mwh presentan una o dos células alteradas
con tricomas pilosos anormales, los clones
del tipo mancha simple grande (MSG) fIr®
o mwh presentan mas de 2 células alteradas
pudiendo alcanzar grandes regiones dentro
de las alas y los clones del tipo mancha ge-
mela (MG) flr>-mwh presentan regiones en
donde ambos fenotipos mutantes se en-
cuentran cercanas entre si (Graf et al.,
1984; Romero Jiménez, 2013).

Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos en el ensayo de de-
terminacion de la DLso fueron analizados
mediante test Probit, test de Chi-cuadrado
y un analisis de regresion a modo de deter-
minar la ecuacion de la recta de los resul-
tados obtenidos, todo esto para determinar
la concentracion letal 50 (Finney, 1952).

Los datos obtenidos en el ensayo
SMART fueron analizadas mediante tablas
estadisticas de acuerdo con Frei y Wiirgler
(1988) que corresponde a un modelo esta-
distico Binomial Condicional (Test de
Kastenbaum-Bowman) a=p=0,05 (Frei &
Wiirgler, 1988; Kastenbaum & Bowman,
1970). Los graficos fueron realizados em-
pleando el software GraphPad Prism 6.00,
La Jolla California USA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el ensayo
de determinacion de la DLso con las con-
centraciones de 60 mg.mL"', 30 mg.mL",
15 mg.mL", 7,5 mg.mL", 3,85 mgmL'y
1,87 mg.mL"! del extracto acuoso de B. tri-
mera evidenciaron que la dosis sugerida
por el analisis probit en la que se induce al
50% de mortandad del total de los
individuos de D. melanogaster tratados, es
de 35,91 mg.mL! (P<0,05; R* 0,481, r:
0,694), por lo que los ensayos posteriores
fueron con concentraciones por debajo a
esta — Fig. 1.

En cuanto al ensayo SMART, se pudo
registrar la frecuencia de los diferentes ti-
pos de clones mutantes encontrados en las
alas de los individuos de D. melanogaster
tratados con las diferentes concentraciones
del extracto de B. trimera. Los individuos
expuestos al extracto a la concentracion de
1,87 mg.mL"!, presentaron 6 MSP y 3
MSG con frecuencias de aparicion de mu-
taciones de 0,15 y 0,30 respectivamente.
Los individuos tratados con la concentra-
cion de 3,75 mg.mL"! del extracto eviden-
ciaron 2 MSP y 2 MSG, ambas con fre-
cuencias de 0,10 respectivamente. Asi tam-
bién los individuos expuestos al extracto a
la concentracion de 7,5 mg.mL™"! registra-
ron 2 MSP, 8 MSG y 1 MG, con frecuen-
cias de aparicion de mutaciones de 0,10,
0,50y 0,005 respectivamente -Tabla 1, Fig.
2, Fig. 3.

Los individuos expuestos al extracto
acuoso a la concentracion de 15 mg.mL!
evidenciaron un total de 2 MSG, con una
frecuencia de 0,10. Por ltimo, en los indi-
viduos tratados con la concentracion del
extracto acuoso a 30 mg.mL™! se observd
solamente la presencia de 1 MSP con una
frecuencia de 0,05. En el caso del agente
mutigeno Uretano 0,728 mg.mL™! se obtu-
vo una mayor cantidad de clones en un to-
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tal de 20, donde se encontraron 16 MSP y
4 MSG, con frecuencias de 0,80 y 0,20
respectivamente. El tratamiento realizado
con el agua destilada no evidencio la
presencia de clones mutantes en las alas de
los individuos tratados -Tabla 1, Fig. 2,
Fig. 3.

También se pudo observar claramente
que los individuos tratados con el extracto
acuoso a las concentraciones de 1,87
mg.mL"' y 7,5 mg.mL"! presentaban un
total de 9 y 11 clones mutantes respectiva-
mente, los cuales aumentaron significati-
vamente (P<0,05) la frecuencia de apari-
cion de mutaciones con respecto a las ha-
lladas en el tratamiento con el control
(agua destilada), siendo positivo para los
marcadores del tipo MSG en ambos casos;
mientras que las concentraciones del
extracto acuoso de 3,7 mgmL', 15
mg.mL"' y 30 mg.mL"! no presentaron un
aumento significativo (P<0,05) en el nu-
mero total de clones mutantes en compara-
cion con el tratamiento control.

Segun los resultados obtenidos la fre-
cuencia relativa de clones encontrados en
las diferentes concentraciones del extracto
acuoso de B. trimera demostraron que a
mayor concentracion del extracto acuoso,
menor es la cantidad de clones mutantes
hallados en alas de los individuos tratados,
considerando que las plantas son una mez-
cla compleja de fitoconstituyentes, este
efecto se puede explicar por el elevado
contenido de flavonoides que podrian estar
presentes en los extractos a mayores con-
centraciones, permitiendo de ese modo au-
mentar la capacidad antioxidante, prote-
giendo al ADN de los dafios que pudieran
ser causados por metabolitos con actividad
genotoxica y que podrian estar presentes
también en el extracto, segun lo descrito en
un estudio donde se confirmo la presencia

de flavonoides y saponinas en extracto
acuoso de B. trimera (Rodrigues et al.,
2009).

En la evaluacion de la actividad como
inhibidores de la peroxidacion lipidica y
captadores de radicales libres de tres espe-
cies de Baccharis, la B. trimera, B, spicata
y B. usterii, en diferentes fracciones y con-
centraciones de los extractos de las partes
aéreas de las especies citadas, se observo
que a mayor concentracion y polaridad de
los extractos, mayor fue la actividad
antioxidante, siendo las fracciones con
mayor actividad el extracto acuoso y n-
butanol a 25 ug.mL’!, por otra parte las
fracciones estudiadas mediante el ensayo
de TBA, disminuyeron la producciéon de
malondialdehido mediante la inhibicion de
la peroxidacion lipidica e inhibieron la
mortalidad celular inducida por peréxido
de hidrogeno; final-mente se pudo
determinar mediante cromatografia en
capa fina la presencia de derivados
fenolicos y terpenoides que podrian estar
relacionados a su actividad antioxidante
(De Oliveira et al., 2004). En la evaluacion
de la actividad antioxidante in vitro de seis
plantas peruanas y de su composicion de
fenoles, mediante ensayos de inhibicion de
radicales DPPHe, superoxido e hidroxilo,
de su poder reductor y actividad antioxi-
dante total, se observo que Uncaria tomen-
tosa y Krameria triandra presentaron ma-
yor poder antioxidante, el cual podria de-
berse al elevado contenido de sustancias
antioxidantes debido al contenido de flavo-
noides, acido ascorbico y compuestos fe-
nolicos (Doroteo et al., 2013).

El contenido de flavonoides presentes
en los extractos estudiados podrian jugar
un papel fundamental en la actividad anti-
oxidante, tal como se demostr6 mediante
un estudio in vitro, donde se determind la
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capacidad antioxidante de once flavonoi-
des mediante el test de captacion de radica-
les DPPHe y el poder antioxidante reduc-
tor férrico (FRAP), comparando el poder
antioxidante de los flavonoides de manera
individual y de la mezcla entre flavonoi-
des, se evidencio en los mismos un efecto
sinérgico de la capacidad antioxidante en
combinaciones de ciertos flavonoides,
comparandolos con sus actividades indivi-
duales, lo que puede explicar los resultados
obtenidos al realizar la medicion del efecto
antioxidante de alimentos integros (Hidal-
go et al., 2010). Este efecto sinérgico pudo
observarse en el estudio realizado por
(Soicke & Leng-Peschlow, 1987), donde
evaluaron el efecto de la fraccion rica en
flavonoides de B. trimera y de los flavo-
noides individuales purificados, sobre la
tasa de supervivencia de ratones luego de
la administracion de faloidina (hepato-
toxico), observandose que la fraccion rica
en flavonoides aumento al 100 % la tasa de
supervivencia de los ratones tratados, fren-
te al 25 % de supervivencia de los ratones
no tratados con la fraccion, al mismo tiem-
po se pudo observar que el mayor aumento
de supervivencia se dio con la adminis-
tracion de la fraccion rica en flavonoides
en comparacion con la administracion de
los flavonoides individuales purificados,
concluyéndose que existe una probable
interaccion entre flavonoides que genere
un efecto sinérgico para el efecto antihepa-
totoxico involucrado en la actividad hepa-
toprotectora.

Existen otros estudios realizados en
donde no se detectaron actividad geno-
toxica, como en la evaluacion del extracto
acuoso de B. trimera a 6,84 mg.mL"' y
68,40 mg.mL' empleando células de
medula 6sea de ratas (Peron et al., 2008); y
otro mediante el test de Allium cepa de dos

extractos acuosos de diferentes especies de
Baccharis (B. genistelloides y B.
buxifolia), que tampoco evidenciaron acti-
vidad genotdxica (Lipa Quispe & Paucar
Quispe, 2015), ajustandose asi a los resul-
tados obtenidos a las concentraciones del
extracto acuoso de 3,75 mgmL’!, 15
mg.mL"'y 30 mg.mL" utilizados en el pre-
sente trabajo.

A diferencia de los estudios mencio-
nados donde se no se demostraron algin
potencial genotoxico de especies del géne-
ro Baccharis, también se encontraron estu-
dios que concuerdan con los resultados ob-
tenidos en este trabajo a las concentra-
ciones de 1,87 mg.mL'y 7,5 mg.mL" que
presentaron actividad genotoxica, donde
mediante el test de cometa y el test de mi-
cronucleo en ratones se evaluaron activi-
dades genotoxica y antigenotoxica del
extracto acuoso de B. trimera, a las con-
centraciones de 500, 1000 y 2000 mg.kg™!
en dosis aguda, sin evidenciarse actividad
genotdxica en ninguna de las concen-
traciones empleadas, sin embargo cuando
el extracto fue administrado a los ratones
durante tres dias consecutivos, se observo
un aumento significativo de la frecuencia
de micronucleos en la médula osea de los
ratones a las concentraciones de 1000 y
2000 mg.kg!, lo que sugiere un potencial
mutagénico del extracto a dosis cronica
(Rodrigues et al., 2009); por otro lado en la
evaluacion de la actividad genotdxica del
extracto de otra especie del mismo género,
Baccharis dracunculifolia, empleando
como solvente acetato de etilo con el test
de cometa en células V79 de hamster chi-
no, se observo que a las concentraciones de
50 ug.mL!y 100 pg.mL"! indujeron a dafio
significativo en el material genético (Agui-
lar etal.., 2010). Los metabolitos responsa-
bles de la actividad genotoxica podrian ser
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propias de la hierba o de algun factor exter-
no, como fue demostrado en un estudio,
donde se evaluo6 el potencial genotodxico
del extracto acuoso de B. trimera, prove-
niente de una region afectada por la quema
de carbon mediante el ensayo de cometa,
dando como resultado que el extracto pre-
parado a partir de la hierba sin exposicion
al carbon no presento actividad genotoxica,
mientras que el extracto preparado a partir
de la hierba expuesta al carbon indujo a un
aumento significativo de dafio al ADN en
las células tratadas a elevadas concentra-
ciones, sugiriendo que la B. trimera es sen-
sible al impacto causado por la quema de
carbdn (Cruz et al., 2013).

CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en esta in-
vestigacion evidenciaron que la DLso del
extracto acuoso de B. trimera en D.
melanogaster, bajo tratamiento cronico, es
de 35,91 mg.mL"!. La evaluacion a las dife-
rentes concentraciones del extracto acuoso
de B. trimera en D. melanogaster reveld
que las concentraciones con un potencial
genotdxico de accidon directa fueron las
concentraciones de 1,87 mg.mL' y 7.5
mg.mL"!. Se recomienda realizar la deter-
minacion de la actividad de genotoxinas de
accion indirecta, y continuar con otros en-
sayos empleados en bioensayos con frac-
cionamiento bioguiados y un perfil fitoqui-
mico de las fracciones con actividad, a mo-
do de identificar la probable genotoxina.
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Figura 1. Analisis probit para la determinacion de la DLso del extracto acuoso de B. trimera en D.

melanogaster.
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Figura 2. Clones mutantes identificados en alas de los individuos tratados con el extracto acuoso de B.
trimera con microscopio optico a 400X. (A). Individuos tratados con el extracto a 1,87 mg.mL"!, A;. MSP de
tipo mwh Az. MSG de tipo mwh (B). Individuos tratados con el extracto a 3,75 mg.mL"! B1. MSG de tipo flr®
B2. MSG de tipo mwh (C). Individuos tratados con el extracto a 7,5 mg.mL"' C1. MG C2. MSG de tipo mwh.
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Figura 3. Cantidad de clones mutantes contabilizados en alas de D. melanogaster del ensayo realizado. (*)
Aumento significativo en el nimero de clones mutantes (P<<0,05).
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Tabla 1: Analisis in vivo del potencial mutagénico del extracto acuoso de B. trimera en
D. melanogaster empleando el Test de Mutacidon Somatica y de Recombinacion
(SMART)

MSP MSG

Tratamientos Nmero (1-2 céls)? (>2 céls)? MG ™

de alas a N m=5 m=2

m=2 m=5

Agua 40 0,00 (00) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,00 (00)
destilada
Uretano 0,178 40 0,80 (16) + 0,20 (04) i 000 (00) i 1,00 (20) +
mg.mL*
1,87 mg.mL™* 40 0,15 (03) i 030 (06) + 000 (00) i 045 (09) +
3,75 mg.mL™* 40 0,00 (00) i 0,10 (02) i 0,10 (02) i 020 (04) i
7,5 mg.mL* 40 0,10 (02) i 040 (08) + 005 (01) i 0,55 (11) +
15 mg.mL! 40 0,00 (00) i 0,10 (02) i 000 (00) i 0,10 (02) 1
30 mg.mL! 40 0,05 (01) i 0,00 (00) i 000 (00) i 0,05 (01) 1

Diagndstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m,
factor de multiplicacion. Niveles de significancia a=B=0,05. ®Incluso las manchas simples flr® raras. TM:
Total de Manchas.
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Estudio predictivo in silico del posible acoplamiento molecular entre la proteina SARS-CoV-
2-Sy lectinas cianobacterianas con actividad antiviral. El brote del SARS-CoV-2 ha ocasiona-
do en pocos meses una pandemia de la enfermedad respiratoria denominada COVID-19. La glico-
proteina viral S (SARS-CoV-2-S) cumple un rol fundamental en el proceso de infeccion viral, por
lo que encontrar moléculas capaces de neutralizar dicha glicoproteina es una de las metas en la
carrera por desarrollar un tratamiento eficaz para dicha afeccién. Las lectinas son proteinas capa-
ces de interactuar con glicoproteinas y algunas tienen actividad antiviral neutralizante y aglutinante.
Este estudio tiene por objetivos identificar in silico lectinas cianobacterianas capaces de interactuar
con la SARS-CoV-2-S, y predecir los posibles sitios de acoplamiento en la glicoproteina viral y las
lectinas analizadas. Para ello se seleccionaron tres lectinas aisladas de cianobacterias con activi-
dades antivirales conocidas (la Microvirina, la Cianovirina y la Scytovirina), y se obtuvieron las es-
tructuras proteicas de estas y de la SARS-CoV-2-S. Primeramente, se procedid a caracterizar las
proteinas segun las propiedades hidrofébicas e hidrofilicas de sus residuos, seguido por las
pruebas de acoplamiento entre las lectinas seleccionadas y la SARS-CoV-2-S mediante simulacio-
nes computacionales, empleando para ello algoritmos FTDock y pyDockRST. Se selecciond el
mejor modelo de acoplamiento basado en el valor de la energia de union del complejo. La lectina
cianobacteriana con el mejor resultado en el acoplamiento con la SARS-CoV-2-S, fue la Microvi-
rina, siendo capaz de demostrar buena afinidad con el dominio de union al receptor (RBD), demos-
trando de esta manera su posible capacidad como neutralizante viral, sin embargo, la validacion
experimental in vitro e in vivo de estas observaciones son fundamentales.

Palabras clave: Lectinas, COVID-19, cribado computacional, acoplamiento molecular

In silico predictive study of the possible molecular docking between SARS-CoV-2-S protein
and cyanobacterial lectins with antiviral activity. The outbreak of SARS-CoV-2 has caused in
a few months a pandemic of a new respiratory disease called COVID-19. Viral glycoprotein S
(SARS-CoV-2-S) plays a fundamental role in viral infection process, so finding molecules with the
ability to neutralize to this viral glycoprotein is one of the goals in the race to develop an effective
treatment for this affection. Lectins are proteins capable to interact with glycoproteins and some of
them have antiviral activities neutralizing and binding to them. The objective of this study is to
identify in silico cyanobacterial lectins capable to interact with SARS-CoV-2-S, and to predict the
possible coupling sites in the viral glycoprotein and the analyzed lectins. For this, three lectins isola-
ted from cianobacteria with known antiviral activities (Microvirin, Cyanovirin and Scytovirin) were
selected, these protein structures and SARS-CoV-2-S structure were obtained. Firstly, the proteins
were characterized according to their residues’ hydrophobic and hydrophilic properties, followed by
molecular docking experiments between selected lectins and SARS-CoV-2-S by means of compu-
ter simulations, using for it, FTDock and pyDockRST algorithms. Best docking model was selected
based on binding energy values of the complex. The cyanobacterial lectin with best result in docking
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experiments with SARS-CoV-2-S, was the Microvirin, being able to demonstrate good affinity for
the receptor binding domain (RBD) of SARS-CoV-2-S, thus demonstrating its possible capacity as
a neutralizer. However, an in vitro and in vivo experimental validation of these observations are

essential to be performing.

Keywords: Lectins, COVID-19, computational screening, molecular docking

INTRODUCCION

A inicios del afio 2020 se dio a conocer
al mundo una nueva enfermedad respirato-
ria severa (COVID-19), los pacientes pre-
sentan sintomatologias en comun: fiebre
alta (>38 °C), tos seca y en el peor de los
casos neumonia atipica (Wu et al., 2020).
El agente causal fue identificado como un
nuevo virus (SARS-CoV-2), perteneciente
a la Familia Coronaviridae, especificamen-
te al grupo de los Betacoronavirus (Chen et
al., 2020; Gralinski & Menachery, 2020;
Wu et al., 2020). Segin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) lleva hasta la
fecha (18 de octubre 2020) mas de 40
millones de infectados en 188 paises, con
mas de 1,1 milloén de fallecidos. La familia
de los Coronavirus poseen en comun un
genoma de cadena simple positiva de ARN
(+ssRNA), la cual codifica varias proteinas
(estructurales y no estructurales), entre
todas las proteinas codificadas una de las
mas indispensables para la infeccion y
replicacion del virus es la glicoproteina S
(SARS-CoV-2-S) ya que esta es la respon-
sable del reconocimiento entre el virus y
las células hospederas (Chen et al., 2020).

SARS-CoV-2-S es un homotrimero
conformado por tres cadenas (A, By C), en
las cuales se pueden identificar regiones
funcionalmente diferenciadas: dominio N-
Terminal, region del péptido de fusion,
region de hélice central, region de repeti-
cion Heptad 1 y 2, dominio conector, y la
region de unidn al receptor (RBD). Este
ultimo reconoce e interacciona directa-
mente con el dominio peptidasa de la pro-
teina ACE2 (Enzima Conversora de An-

giotensina 2), permitiendo de esta manera
la infeccion de células del pulmoén, intes-
tino delgado, colon, duodeno y rifiones,
que expresan en gran proporcion la protei-
na ACE2 (Chen et al., 2020; Gralinski &
Menachery, 2020; Kirchdoerfer et al.,
2016; Wrapp et al., 2020; Yan et al., 2020).
El acoplamiento entre SARS-CoV-2-
S:ACE2 ha puesto en la mira de la comuni-
dad cientifica a ambas proteinas, especi-
ficamente al dominio RBD de la SARS-
CoV-2-S, como posibles blancos para el
desarrollo de nuevos tratamientos que evi-
ten la interaccion entre ambas proteinas
bloqueando sus sitios activos con el em-
pleo de inhibidores de bajo peso molecular,
disminuyendo los niveles de infeccion
(Chen et al., 2020).

Entre estos inhibidores de bajo peso
molecular se encuentran las lectinas, cono-
cidas por su capacidad de interactuar irre-
versiblemente con carbohidratos, glicopro-
teinas o con proteinas, que se encuentran
en las superficies de las membranas, confi-
riéndoles actividad aglutinante, sin presen-
tar actividad catalitica, es por esto que des-
de las ultimas décadas son investigadas
exhaustivamente (Kulandaivel et al., 2015;
Nilsson, 2011; Singh et al., 2017). Esto
permite a las lectinas bloquear interaccio-
nes intercelulares, uniéndose a los recepto-
res proteicos como ligandos, y le provee
actividad antiviral evidenciada en varios
estudios, cobrando de esta manera protago-
nismo para areas como la farmacologia, la
biotecnologia y la medicina (Adamson,
2020; Nilsson, 2011; Riidiger & Gabius,
2001; Singh et al., 2017).

54



Gayozo, E. & L. Rojas. Estudio predictivo in silico del posible acoplamiento molecular entre
la proteina SARS-CoV-2-S y lectinas cianobacterianas

Las lectinas son aisladas de varios orga-
nismos (bacterias, algas, plantas, hongos y
animales), las de menor peso molecular y
conformacion monomérica son las obteni-
das de microalgas, siendo las mas estudia-
das por sus actividades antivirales. Entre
las mas prometedoras se encuentran la Mi-
crovirina, la Cianovirina y la Scytovirina,
aisladas de cianobacterias Microcystis ae-
ruginosa, Nostoc ellipsosporum y Scyto-
nema varium respectivamente, estas de-
mostraron actividades antivirales ante el
HIV-1, HIV-2 (virus de inmunodeficiencia
humana 1y 2), HCV (virus de la hepatitis
C), virus de inmunodeficiencia del simio
Deltaggro, virus parainfluenza tipo 3, HSV-
1 (virus herpes simplex 1), virus Epstein—
Barr, HHV-6 (virus herpes humano), virus
influenza A y B, EboZV (virus del Ebola-
Zaire) y MbgV (virus Marburgo). Su ac-
cion neutralizante a estos virus se da me-
diante la unién a proteinas receptoras, por
lo que pueden ser consideradas como po-
tenciales candidatas para el desarrollo de
nuevos tratamientos y para detener afec-
ciones de origen viral en tempranas etapas
de la infeccion (Barrientos et al., 2004;
Boyd et al., 1997; de Souza et al., 2016;
Garrison et al., 2014; Helle et al., 2006;
Huskens et al.,, 2010; Manivannan &
Muralitharan, 2017; Min et al., 2017;
Mitchell et al., 2017; O’Keefe et al., 2003;
Shahid et al., 2020; Singh et al., 2017;
Takebe et al., 2013).

En el presente estudio se realiza el ana-
lisis in silico del posible acoplamiento mo-
lecular entre la region RBD de la SARS-
CoV-2-S y lectinas cianobacterianas (Mi-
crovirina, Cianovirina y Scytovirina), ca-
racterizando los probables sitios de interac-
cidn y los residuos activos implicados en la
formacion de los complejos, asi como la
determinacion de las fuerzas intermolecu-

lares que podrian asistir en la estabilizacion
de la estructura del complejo. Este tipo de
investigaciones pretende encontrar, me-
diante simulaciones computacionales, mo-
l1éculas de bajo peso molecular que puedan
presentar la posibilidad de unirse a sitios
activos de proteinas del SARS-CoV-2,
ofreciendo ventajas en la carrera por la
busqueda de posibles tratamientos farma-
coldgicos antivirales o neutralizantes para
este nuevo virus.

MATERIALES Y METODOS

Pruebas in silico de acoplamiento mole-
cular y prediccion de sitios de unién

Las estructuras de las proteinas SARS-
CoV-2-S, Microvirina, Cianovirina y Scy-
tovirina, fueron obtenidas de la base de
datos Protein Data Bank RCSB (rcsb.org,
Berman et al., 2000) en formato PDB
(PDB-ID: 6VSB, 6VXX, 2Y1S, 3EZM y
2QT4 respectivamente). A modo de obte-
ner informacion acerca del contenido de
residuos hidrofébicos e hidrofilicos de las
estructuras proteicas empleadas se deter-
minaron los indices de hidropatia GRAVY
(gran promedio de hidropatia) (Kyte &
Doolittle, 1982), para la SARS-CoV-2-S,
el ectodominio RBD de la misma y de las
lectinas, ademas de realizar la visual-
zacion de la distribucion de los residuos hi-
drofobicos e hidrofilicos en la superficie de
las proteinas, para ello se emplearon los
programas Discovery Studio Visualizer v.
20 (Dassault Systemes BIOVIA, 2017) y
UCSF Chimera v. 1.14 (Pettersen et al.,
2004).

Las pruebas de acoplamiento molecular
entre el ectodominio RBD en la configura-
cion abierta de la SARS-CoV-2-S y las
lectinas cianobacterianas (Microvirina,
Cianovirina y Scytovirina) se llevaron a
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cabo utilizando el programa pyDock 3.0
(Cheng et al., 2007; Jiménez-Garcia et al.,
2013), teniendo en cuenta para la seleccion
del mejor modelo de acoplamiento las
energias electrostaticas, desolvatacion y
una contribucion limitada de la energia de
Van der Waals (Cheng et al., 2007,
Grosdidier et al., 2007; Jiménez-Garcia et
al., 2013; Pallara et al., 2017). Para las
pruebas se emplearon las distancias re-
straints de la proteina SARS-CoV-2-S
(cadena A, K 417,Y 453,P 491,Q 498, T
500, V 503), el cual corresponde al sitio de
union del ec-todominio RBD con la
proteina ACE2, la optimizacion de las
orientaciones de las proteinas (receptor-
ligando) se realizaron utilizando los
algoritmos FTDock (Fourier Transform
Dock) y pyDockRST (Chelliah et al.,
2006; Cheng et al., 2007, Gabb et al.,
1997; Grosdidier et al., 2007; Jiménez-
Garcia et al., 2013; Pons et al., 2010;
Wrapp et al., 2020).

Se seleccion6 el modelo de acoplamien-
to molecular RBD-SARS-CoV-2-S:Lecti-
na con menor energia de unién (modelo
mas favorable), y se realizaron pruebas de
acoplamiento molecular entre la lectina
seleccionada y las otras cadenas de SARS-
CoV-2-S (cadena B y C) para identificar si-
tios de afinidad de acoplamiento entre la
lectina y la proteina viral. Todas las prue-
bas de acoplamiento molecular realizadas
fueron posteriormente sometidas a un refi-
namiento empleando para ello el programa
FireDock (Andrusier et al., 2007; Mashi-
ach et al., 2008)

La identificacion de los sitios probables
de union entre las proteinas SARS-CoV-2-
S y las lectinas, asi como de los residuos
activos se realizd empleando el programa
Discovery Studio Visualizer v. 20 (Das-
sault Systéemes BIOVIA, 2017) y UCSF

Chimera v. 1.14 (Pettersen et al., 2004).
Los diferentes tipos de fuerzas interno-
leculares existentes, asi como las distancias
entre residuos activos en los sitios de aco-
plamiento se determinaron empleando el
programa Discovery Studio Visualizer v.
20 (Dassault Systemes BIOVIA, 2017), la
visualizacion de los residuos activos en in-
teraccion se realizo utilizando el programa
UCSF Chimera v. 1.14 (Pettersen et al.,
2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Segun las investigaciones de Walls et
al. (2020) existen dos conformaciones pro-
bables del ectodominio RBD de la cadena
A de la SARS-CoV-2-S, una cerrada y otra
abierta, y es en esta ultima la que se da la
union entre la SARS-CoV-2-S y la proteina
ACE2 de las células hospederas, la repre-
sentacion del mismo ajustado a las pro-
piedades hidrofobicas-hidrofilicas de sus
residuos, reveld pequefios cambios en la
conformacion tridimensional de la protei-
na, la més evidente es la exposicion de una
region rica en aminoacidos hidrofobicos
por debajo del dominio RBD (Walls et al.,
2020) -Figura 1.

El indice de hidropatia del homotrimero
SARS-CoV-2-S (GRAVY5) fue de -0,163
determinada en cada una de las tres
cadenas (A, B y C), también se calcul6 el
indice para el ectodominio RBD (L335-
P527) GRAVYrsp siendo este -0,098.
Estos valores indican el grado de hidrofo-
bicidad de la glicoproteina, demostrando
un comportamiento mayoritariamente hi-
drofilico (GRAVY<0), concordando con la
disposicion extraviral de la misma (Kyte &
Doolittle, 1982; Walls et al., 2020).

Asi también la estructura tridimensio-
nal de la lectina Microvirina evidencio la
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presencia de un segmento rico en amino-
acidos hidrofébicos y la misma se encuen-
tra en la region interna de la estructura pro-
teica, a su vez los residuos con una ten-
dencia hidrofilica se disponen en las regio-
nes periféricas, ajustandose a su indice de
hidropatia (GRAVY =-0,618) -Figura 2.A.
En el caso la lectina Cianovirina también
se pudo observar regiones hidrofobicas
distribuidas en la estructura proteica, el
indice de hidropatia GRAVY fue de -0,447
-Figura 2.B. Sin embargo, la lectina Scyto-
virina, no presentd regiones hidrofobicas
apreciables sino solo residuos en su mayo-
ria de tendencia hidrofilica, esta observa-
cion se ajusta al valor del indice de hidro-
patia (GRAVY= -1,100) el cual fue menor
a las mencionadas anteriormente -Figura
2.C.

La prueba del acoplamiento molecular
entre la Cianovirina y la RBD-SARS-CoV-
2-S, presento un valor de energia de union
igual a -95,997 kcal.mol”, los residuos
activos identificados en la lectina fueron
Q14, G15, S16, V17, T19, D35, N37, H90
y Y100, estos intervienen formando en su
mayoria interacciones del tipo puentes de
hidrégeno con el ectodominio de la glico-
proteina, también se identificaron interac-
ciones del tipo hidrofobica y una unién del
tipo enlace de hidrégeno generado entre or-
bitales m (pi) del residuo aromatico Tiro-
sina de la glicoproteina viral y el atomo
hidrogeno del mismo residuo pero pertene-
ciente a la de la lectina -Tabla 1.

Asi también el experimento de acopla-
miento molecular entre la Scytovirina y el
ectodominio de la glicoproteina viral, evi-
dencié un valor de energia de unién de -
89,393 kcal.mol!, también se pudo identi-
ficar los residuos activos en la lectina sien-
do estos P14, D57, E58, A59, P65, R67,
A94, T415, Y421, V503 y Y505, las

interacciones intermoleculares en su mayo-
ria fueron del tipo hidrofobicas y puentes
de hidrogeno, también se pudo identificar
interacciones electrostaticas pero en menor
nimero -Tabla 1. De igual manera la
simulacién de acoplamiento entre el ecto-
dominio RBD-SARS-CoV-2-S y la Micro-
virina manifestd un valor de energia de
union de -108,790 kcal.mol, por lo que
este modelo de acoplamiento molecular re-
sulta ser el mas favorable comparada con
la Cianovirina y Scytovirina (Cheng et al.,
2007; Jiménez-Garcia et al., 2013; Kulan-
daivel et al., 2015; Pallara et al., 2017).

Se identificaron los posibles residuos
activos de la Microvirina siendo estos S10,
N12, S21, E23, Q25, E30, W31, P33 y
E35, este acoplamiento se encuentra esta-
bilizado por puentes de hidrégeno, interac-
ciones del tipo carbono hidrogeno no con-
vencional, uniones electrostaticas e in-
teracciones hidrofobicas -Tabla 1, Figura
3.A, Figura 5.

Consecutivamente, la prueba de acopla-
miento molecular entre la cadena B de la
glicoproteina viral y la Microvirina, evi-
denci6 una energia de uniéon mucho mayor
a las observadas anteriormente siendo esta
de -37,286 kcal.mol™!, por lo que este mo-
delo es menos favorable en comparacion al
modelo de acoplamiento entre la Microvi-
rina y el ectodominio RBD de la cadena A
de la SARS-CoV-2-S.

Los residuos activos de la Microvirina
en este modelo de union (Microviri-
na:Cadena B) fueron M01, P02, H06, E48,
L49, F51, D69, W75, T90, Q91, 192, L93,
S96 y Q97, se registraron la formacion de
interacciones hidrofobicas en su mayoria,
interacciones del tipo puentes de hidro-
geno, uniones electrostaticas y union del
tipo carbono hidrégeno no convencional. A
su vez los residuos activos de la cadena B
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de la SARS-CoV-2-S también fueron iden-
tificados siendo estos A27, Y28, W64,
F65, H66, P82, E96, 1100, N137, F140 y
R237 -Tabla 2, Figura 3.B.

De igual manera el experimento de aco-
plamiento entre la cadena C de la glico-
proteina SARS-CoV-2-S y la Microvirina
presentd una energia de union de -33,419
kcal.mol’, la cual también nos indica que
el modelo de acoplamiento entre la lectina
y la cadena C es muy poco favorable (ma-
yor valor de energia de union) al igual que
el modelo anterior, en comparacion a la
energia de acoplamiento existente entre la
lectina y el ectodominio RBD.

Los residuos activos de la lectina en
este modelo de interaccion receptor-ligan-
do fueron T07, S09, S10, W31, F67, G68 y
E71, los cuales estan involucrados en la
formacion de interacciones del tipo de
puente de hidrégeno, interacciones del tipo
hidrofébicas, uniones del tipo electrosta-
tica y del tipo carbono hidrégeno no con-
vencionales con la cadena C de la glico-
proteina, las cuales estabilizan la forma-
cion del complejo. A su vez, los residuos
activos de la cadena C de la glicoproteina
viral también fueron identificados siendo
estos R102, A123, N125, F157, RI158,
Y160 y H245 -Tabla 2, Figura 3.C.

El modelo receptor-ligando mas favora-
ble, de acuerdo a la puntacion de energia
de union pyDock es el de la RBD-SARS-
CoV-2-Sy la Microvirina (valor de energia
menor). Este complejo se encuentra estaba-
lizado principalmente por interacciones del
tipo de puentes de hidrégeno, los cuales se
dan entre los residuos R403:W31,
Q498:Q25, G504:E30, P491:N12 vy
Q493:S21, en la configuracion RBD-
SARS-CoV-2-S:Microvirina  respectiva-
mente, es importante destacar que entre los
residuos Q498:Q25 se generan dos puentes

de hidrégeno donde ambos residuos actiian
como donadores y aceptores de
interacciones con atomos de hidrogeno —
Tabla 2, Figura 4.A-D.

Otro tipo de fuerza intermolecular que
estabiliza la estructura del complejo de
unidon entre estas proteinas es conocido
como interacciones de uniones de carbono-
hidrogeno no convencionales, que se da
entre los residuos R403:E23, R403:W37,
K417:E35, S494:S10 y Q493:S10. Esta
interaccion es del tipo puente de hidrogeno
débil y la misma ocurre gracias a un 4tomo
de carbono polarizado que se encuentra
inmediatamente contiguo a otro atomo de
oxigeno o nitrégeno en el mismo residuo,
el carbono actia de donador de hidrogeno
para que se genere el puente de hidrogeno
con otro atomo de otro residuo, este tipo de
unidn se encuentra activamente involucra-
do en la formacion de la mayoria de los
complejos receptor-ligando, sin embargo,
son poco considerados, pese a ello cum-
plen un rol importante en la estabilizacion
de la estructura (Gémez-Jeria et al., 2020;
Itoh et al., 2019) -Tabla 2, Figura 4. E-H.

Otras de las fuerzas intermoleculares
presentes en la prediccion del modelo de
acoplamiento son las uniones del tipo elec-
trostaticas, formadas por cargas de resi-
duos basicos y acidos generalmente, los
residuos que forman este tipo de interac-
ciones en el modelo RBD-SARS-CoV-2-
S:Microvirina son R403:E23 y K417:E35
respectivamente, es importante destacar
que este tipo de fuerza intermolecular es la
mas fuerte luego de las uniones covalentes
como los puentes de disulfuros, algunos in-
vestigadores nominan a este tipo de union
como puente salino (Mathews & Ahem,
2002) -Tabla 2, Figura 4.1-J.

También se registro la existencia de in-
teracciones hidrofobicas que ayudan a es-
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tabilizar el modelo del complejo acoplado,
es una de las uniones intermoleculares mas
débiles sin embargo, ayudan a mantener
muy estable la conformacion del sistema
de acoplamiento, dicha unién se forma en
los residuos K417:P33 y Y453:P33 del
complejo RBD-SARS-CoV-2-S:Microvi-
rina respectivamente. El aporte de dicha
interaccion no se da necesariamente por el
enlace hidréfobo sino por la interaccion de
Van der Waals resultante, y asi la estruc-
tura receptor-ligando formado termina
siendo estable por efectos de la entropia del
sistema (Appling et al., 2018; Mathews &
Ahern, 2002) -Tabla 2, Figura 4.K-L.

Entre las fuerzas intermoleculares que
se encuentran participando en la formacion
de estructuras de acoplamiento del tipo
receptor-ligando o antigeno-anticuerpo, las
mas fuertes son las interacciones electros-
taticas conocidas también como interaccio-
nes carga-carga o puentes salinos, este tipo
de uniones aportan en gran medida en la
estabilidad de los complejos siendo capa-
ces de perder la interaccion solo en condi-
ciones desfavorable de pH, menor o mayor
al pka o pky de las cadenas laterales de los
residuos implicados en la union (Appling
et al., 2018; Mathews & Ahern, 2002).

El tipo de interaccion que aporta a la
estabilidad del acoplamiento, es el puente
de hidrogeno, el cual se da generalmente
entre residuos con grupos hidroxilos, gru-
pos aminos y el oxigeno de grupos carbo-
nilos, estas uniones son relativamente fuer-
tes si existen mas de una y constituyen otra
posible opcion en la generacion de inter-
acciones de hidrégeno por atomos que ac-
tian como donadores de hidrogeno, estos
hidroégenos son capaces de interactuar in-
clusive con orbitales 7 (pi) de residuos con
grupos aromaticos en cadenas laterales
(Appling et al., 2018; Mathews & Ahern,

2002). Entre las interacciones mas débiles
se encuentran las interacciones hidrofo-
bicas y las de Van der Waals, ambas apor-
tan solo unas pocas kcal por mol de energia
a la entalpia total de la conformacién del
complejo, sin embargo participan activa-
mente en la estabilizacion de la estructura
en el medio citoplasmatico (Appling et al.,
2018; Mathews & Ahern, 2002).

Las predicciones generadas en este es-
tudio resultaron ser energéticamente favo-
rables para la formacién del complejo
Microvirina:RBD-SARS-CoV-2-S; estu-
dios semejantes fueron realizadas in silico
con lectinas buscando predecir interaccio-
nes con proteinas de importancia médica
(Kulandaivel et al., 2015). Estos tipos de
predicciones son muy empleadas ya que la
viabilidad del analisis, asi como la preci-
sion de los métodos matematicos emplea-
dos para el modelado de la interaccion en-
tre las proteinas son constantemente vali-
dadas y comparadas con ensayos in vitro e
in vivo (Kulandaivel et al., 2015; Pallara et
al., 2017; Cheng et al., 2007; Jiménez-
Garcia et al.,, 2013; Grosdidier et al.,
2007).

Estudios han demostrado la efectividad
de las lectinas en la neutralizacién de los
virus bloqueando la interaccion de las gli-
coproteinas con los receptores de las
potenciales células hospederas, y evitando
la agregacion viral, conllevando a la alte-
racion de los niveles de infectividad directa
de los virus (Ji et al., 2005). Uno de los cla-
ros ejemplos de este tipo de actividad me-
diada por lectinas es la MBL (Mannose-
Binding Lectin), lo cual fue evidenciado
ante el virus de la influenza A, la lectina
MBL se une con la glicoproteina viral y
evita de esta manera la interaccion con el
receptor celular bloqueando el reconoci-
miento y la infeccion; también se pudo
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observar que esta lectina (MBL) es capaz
de interactuar con glicoproteinas de
filovirus circundantes (virus del Ebola y
Marburg) neutralizando a las mismas y
reduciendo efectivamente la infeccion
viral (Hartshorn et al., 1993; Ji et al.,
2005).

La Microvirina fue primeramente ais-
lada de la cianobacteria Microcystis aeru-
ginosa PCC7806, y comparte un poco mas
del 30% de semejanza con otras lectinas
monomeéricas, sin embargo, posee una ma-
yor capacidad de inhibir la infeccion del vi-
rus HIV-1 (cepas laboratoriales y aislados
clinicos), los ensayos in vitro que confir-
maron esta actividad antiviral inhibitoria,
fueron llevadas a cabo con lineas celulares
MT-4 T, y se pudo registrar que esta ac-
tividad inhibitoria se da por la capacidad de
la Microvirina de interaccionar con glico-
proteinas virales (gp 120) que participan en
reconocimiento de las células dianas, ade-
mas es importante destacar que esta lectina
evidencia una citotoxicidad 50 veces me-
nor comparada a la encontrada en la Ciano-
virina (Huskens et al., 2010; Kehr et al.,
2006; Mitchell et al., 2017; Singh et al.,
2017).

En el analisis estructural y funcional de
la Microvirina, de Souza et al. (2016) de-
mostraron que la misma puede ser poten-
ciable en cuanto a sus actividades anti-
virales (neutralizantes), mediante ciertos
cambios puntuales en algunos aminoacidos
que dotarian a la misma de mayor rigidez a
la estructura. Un estudio llevado a cabo con
una variante modificada de la Microvirina
(LUMST1), evidencia dicha potencializa-
cion en las actividades neutralizantes en los
virus del HIV-1 y el virus de la Hepatitis C
(HCV), este ensayo se realizo in vitro con
células TZM-bl, HEK293 T y HepG2,
demostrando que esta variante de Microvi-

rina no presenta actividad inmunogénica,
de igual manera esta actividad antiviral se
da por la formacion de un complejo de
acoplamiento también con las glicoprotei-
nas virales gp120, evitando el reconoci-
miento del virus con células dianas (Adam-
son, 2020; Mitchell et al., 2017; Shahid et
al., 2020).

Se ha observado un mayor poder neu-
tralizante de la Microvirina en presencia de
trimeros y tetrameros de la lectina ante el
virus HCV (Virus de la Hepatitis C) em-
pleando células Huh-7.5, registrandose una
mayor eficacia con estos oligéomeros en el
acoplamiento a la glicoproteina viral (Min
etal., 2017).

El posible acoplamiento existente entre
la SARS-CoV-2-S (especificamente el ec-
todominio RBD) y la Microvirina, encon-
trado en este estudio mediante analisis de
aproximaciones computacionales de aco-
plamiento molecular, sugiere que esta lec-
tina podria ser blanco de estudios de ana-
lisis de dinamica molecular asi como de
ensayos en sistemas a escalas in vitro y
consecuentemente in Vvivo lo cual seria
fundamental y necesaria para corroborar si
la interaccion aqui observada podria desen-
cadenarse en una posible actividad neu-
tralizante, esperando que pueda darse el
bloqueo del reconocimiento entre la ACE2
y la SARS-CoV-2-S (Li et al., 2011;
Shahid et al., 2020; Singh et al., 2017).

CONCLUSION

La SARS-CoV-2-S es una de las protei-
nas estructurales mas importante del nuevo
Coronavirus, siendo la responsable del
reconocimiento y posterior infeccion a cé-
lulas hospederas. Las predicciones reali-
zadas en este estudio demostraron que la
lectina Microvirina presenta un acopla-
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miento favorable con el ectodominio RBD
de la proteina viral, segiin los valores de
energia registradas en el andlisis. Esta
posible formacion del complejo del tipo
receptor-ligando se encuentra estabilizado
principalmente por interacciones de hidro-
geno, uniones electrostaticas e hidrofobi-
cas entre residuos del sitio de acoplamiento
entre ambas proteinas, indicando una alta
probabilidad de que esta lectina actie co-
mo neutralizante viral impidiendo su entra-
da a las células hospederas, lo cual atn
queda por validar experimentalmente para
confirmar a la Microvirina como potencial
inhibidor de la infeccion viral.
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ANEXOS
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Membrana viral Membrana viral

Figura 1: Hidrofobicidad e hidrofilia de la SARS-CoV-2-S. A. SARS-CoV-2-S con el ectodominio RBD
(Dominio de Union al Receptor) cerrado, PDB: 6VXX. B. SARS-CoV-2-S con el ectodominio RBD abierto,
PDB: 6VSB. Cddigo de colores: marrdn: hidrofobicidad, azul: hidrofilia.
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GRAVY: -1,100

Figura 2: Hidrofobicidad e hidrofilia de las lectinas cianobacterianas. A. Microvirina, PDB: 2Y1S. B.
Cianovirina, PDB: 3EZM, C. Scytovirina, PDB: 2QT4.
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Figura 3: Complejo receptor ligando entre Microvirina y las cadenas de la SARS-CoV-2-S. A. Com-plejo
formado entre la Microvirina (amarillo) y la cadena A de la SARS-CoV-2-S (cian). B. Complejo formado entre la
Microvirina (amarillo) y la cadena B de la SARS-CoV-2-S (verde). C. Complejo for-mado entre la Microvirina
(amarillo) y la cadena C de la SARS-CoV-2-S (blanco). E: Energia de unién.

Figura 4: Interacciones entre residuos en el sitio de acoplamiento entre la Microvirina (amarillo) y el ectodominio
RBD-SARS-CoV-2-S (cian). A-D. Puentes de hidrogeno. E-H. Interacciones carbono hidrégeno no

convencionales. 1-J. Interacciones electrostaticas. K-L. Interacciones hidrofobicas. Distancia entre residuos en
Angstrom (A) (lineas blancas que unen a cadenas laterales de residuos).
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Membrana viral

Figura 5: Estructura del complejo acoplado SARS-CoV-2-S:Microvirina (MVN). A-B. Diferentes vistas del
complejo de union. Codigo de colores: azul: cadena A; verde: cadena B; rojo: cadena C; cian: Microvirina.
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