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Resumen

Las plantas han sido fuente de medicamentos desde la antigliedad.
Actualmente el cancer es una enfermedad ocasionada por multiples
factores, que aun no cuenta con una alternativa terapéutica eficiente,
por lo que las plantas medicinales aun son utilizadas, aunque muchas
de ellas no cuentan con evidencia cientifica. El objetivo del presente
trabajo fue estudiar el efecto antiproliferativo de extractos de
Acanthospermum australe y Polygonum hydropiperoides, especies
utilizadas en forma empirica para el tratamiento del cancer, sobre lineas
tumorales de mama y hueso (MCF-7, MG-63 y MDA-MD-231). Se tratan
principalmente los siguientes aspectos: 1) La seleccion de las especies
segun los relevamientos etnobotanicos, dando como resultado
Acanthospermum australe (Loefl) Kunze (Asteraceae) y Polygonum
hydropiperoides Michaux (Polygonaceae) especies vegetales vasculares
utilizadas en forma empirica para el tratamiento de enfermedades
neoplasicas; 2) la recoleccion e identificacion botanica de las mismas,
fueron recolectadas en la Ciudad de Posadas e identificadas valiéndose
de herramientas taxondmicas y técnicas histoldgicas de rutina. En la
busqueda de las especies en los diferentes circuitos de comercializaciéon
de la Ciudad de Posadas, se encontré que P. hydropiperoides es
comunmente confundida con P. punctatum, por lo que ambas son
comercializadas atribuyéndoseles las mismas propiedades medicinales.
Se realizaron analisis micrograficos de las especies en cuestion, por
medio de técnicas histoldgicas de rutina. 3) Estudios genotoxicos de
ambas especies: Los estudios de toxicidad general y genotoxicidad,
fueron realizados mediante el test de Allium cepa, donde fueron
ensayadas diferentes concentraciones, dando como resultado efectos
genotdxicos a concentraciones muy superiores a las utilizadas en la
medicina tradicional. El criterio para la seleccion de dichas
concentraciones fue que la probabilidad de encontrar efectos
genotoxicos es mayor en concentraciones superiores a la concentracion
50. 4) Extraccién: se obtuvieron extractos de diferentes mezclas
hidroalcohodlicas mediante maceracion a temperatura ambiente para
cada especie y posteriormente se concentraron los extractos en
rotavapor, hasta la obtencién de extractos secos. Se calcularon los
rendimientos para los cuatro (4) extractos obtenidos para cada especie.
5) Estudios Quimicos: Los extractos, se analizaron mediante
cromatografia en capa delgada (TLC). Se seleccioné el extracto mas
enriquecido de cada especie para separarlos en fracciones mediante
cromatografia en columna. Para finalizar esta etapa, los extractos y sus
fracciones se analizaron mediante HPLC-DAD (acoplado a detector de
diodos). 6) Estudios bioldgicos: Para evaluar la actividad biologica de los
extractos crudos y sus fracciones mediante el ensayo de MTT, se
seleccionaron 3 lineas celulares tumorales MCF-7 (carcinoma de mama),
MG-63 (Osteosarcoma) y MDA-MD-231 (carcinoma de mama triple
negativo). Finalmente, el extracto crudo de P. hydropiperoides no
demostrd actividad significativa, por lo que el uso de sus fracciones
quedo desestimado. Sin embargo, el extracto crudo de A. australe fue
activo frente a las 3 lineas tumorales probadas. La linea MDA, el estadio
mas agresivo del carcinoma de mama, fue la mas sensible al extracto.
En base a estos resultados, fueron probadas todas las fracciones del
extracto crudo de A. australe, observandose que la actividad de debe
principalmente a las fracciones 1 y 2. Comparando los perfiles de HPLC-
DAD del extracto crudo y de las 6 fracciones se observo que comparten
un pico de intensidad variable con un tiempo de retencién comprendido
entre 51-52 min, por lo que quizas la actividad observada podria estar
relacionada con este pico.
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Abstract

Plants have been a source of medications since ancient times. Currently,
cancer is a disease caused by multiple factors, which does not yet have
an efficient therapeutic alternative, so medicinal plants are still used,
although many of them do not have scientific evidence. The objective of
the present work was to study the antiproliferative effect of extracts of
Acanthospermum australe and Polygonum hydropiperoides, species
used empirically for cancer treatment, on tumor lines of breast and bone
on tumor lines (MCF-7, MG-63 and MDA-MD-231). The following aspects
are treated: 1) The selection of species according to ethnobotanical
surveys, resulting in Acanthospermum australe (Loefl) Kunze
(Asteraceae) and Polygonum hydropiperoides Michaux (Polygonaceae)
vascular plant species used empirically for the treatment of neoplastic
diseases; 2) The collection and botanical identification of the same, were
collected in the City of Posadas and identified using taxonomic tools
and routine histological techniques. In the search of the species in the
different marketing circuits of the City of Posadas, it was found that P.
hydropiperoides is commonly confused with P. punctatum, so both are
marketed attributing the same medicinal properties to them.
Micrographic analyzes of the species in question were carried out, by
means of routine histological techniques. 3) Genotoxic studies of both
species: The studies of general toxicity and genotoxicity were carried
out using the Allium cepa test, where different doses were tested,
resulting in genotoxic effects at doses much higher than those used in
traditional medicine. The criterion for the selection of these doses was
that the probability of finding genotoxic effects is greater in doses
higher than the dose 50. 4) Extraction: extracts of different
hydroalcoholic mixtures were obtained by maceration at room
temperature for each species and then the extracts were concentrated in
a rotary evaporator, until obtaining dry extracts. The yields were
calculated for the four (4) extracts obtained for each species. 5)
Chemical Studies: The extracts obtained were analyzed by thin layer
chromatography (TLC). The most enriched extract of each species was
selected to be separated into fractions by column chromatography. To
complete this stage, the extracts and their fractions were analyzed by
HPLC-DAD (coupled to a diode detector). 6) Biological studies: To
evaluate the biological activity of the crude extracts and their fractions
by the MTT assay, 3 tumor cell lines MCF-7 (breast carcinoma), MG-63
(Osteosarcoma) and MDA-MD-231 were selected. (triple negative breast
carcinoma). Finally, the crude extract of P. hydropiperoides showed no
significant activity, so the use of its fractions was underestimated.
However, the crude extract of A. australe was active against the 3 tumor
lines tested. The MDA line, the most aggressive stage of breast
carcinoma, was the most sensitive to the extract. Based on these results,
all the fractions of the crude extract of A. australe were tested,
observing that the activity of the extract is mainly due to fractions 1 and
2. Comparing the HPLC-DAD profiles of the crude extract and the 6
fractions was observed that share a peak of variable intensity with a
retention time comprised between 51-52 min, so perhaps the activity
observed could be related to this peak.
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Abreviaturas

cm: centimetros.

DMEM: derivado de las siglas de Dulbecco’s Modified Eagle Medium. Medio de cultivo
utilizado para células de mamiferos.

DMEM-F12: Una mezcla 1: 1 de DMEM y Ham's F-12, esta formulacion combina las altas
concentraciones de glucosa, aminoacidos y vitaminas de DMEM con la amplia variedad
de componentes de F-12.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

g/L: gramos de soluto por litro de solucion.

g: gramos.

h: Horas.

HPLC: siglas en ingles de cromatografia liquida de alta eficiencia.

IBONE: Instituto de Botanica del Nordeste.

IM: Indice mitético.

Katai: Nombre vulgar de Polygonum hydropiperoides.

L: Litros.

MCF-7: adenocarcinoma de mama hormono-dependiente.

MDA-MB-231: adenocarcinoma de mama hormono-independiente.

mg: miligramos.

MG-63: Osteosarcoma humano.

min: minutos.

ml: mililitros.

mm: milimetros.

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

nm: nanémetros.

NP/PEG: sigla de Natural products - Polyethylene glicol.

PBS: siglas en ingles de tampén fosfato salino o buffer fosfato salino.

Rf: Ratio of front. Termino de cromatografia en capa delgada que expresa la posicion
de un compuesto, luego del recorrido realizado.

RPMI: Revoluciones por minuto.

Tapekue: Nombre vulgar de Acanthospermum australe.

TLC: siglas en ingles de cromatografia en capa delgada.

TRYPLE®: producto comercial sustituto de la tripsina.

UV: espectro ultravioleta.
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1.- Marco teorico

1.1- Uso de las plantas medicinales.

Las plantas han suministrado a la humanidad, desde sus comienzos la
materia prima para satisfacer sus diferentes necesidades, como abrigo,
refugio, comida, sabores, aromas, colores y medicamentos. El uso
medicinal de las plantas tiene su base fundamentada en la experiencia
de la Medicina Popular (Ethobotanica), contando la misma con miles de
anos de existencia como ser el Ayurveda en la India, Medicina Arabica
en la Mesopotamia, Medicina China, Tibetana y Medicina Japonesa estan
todas basadas en plantas (Barboza, et al 2009).

La OMS define a las plantas medicinales como cualquier especie
medicinal que puedan ser empleadas con propdsitos terapéuticos o
cuyos principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de
nuevos farmacos. Estima que el 80% de las personas en regiones menos
desarrolladas emplean la medicina tradicional con plantas para el
cuidado de la salud (Schlaepfer y Mendoza-Espinosa, 2010). Las plantas
medicinales en la actualidad han recuperado protagonismo, dado que
son el punto de partida para la obtencién de nuevos principios activos

en la industria farmacéutica.

1.2- Plantas medicinales como fuente de agentes
quimioterapicos.

Asi las plantas medicinales se han convertido en importantes fuentes de
agentes quimioterapicos, podemos citar los siguientes ejemplos:
alcaloides de la vinca: vinblastina y vincristina, el paclitaxel obtenidos a
partir de derivados de las especies Catharantus roseus y Taxus
brevifolia. Otros agentes son el etopdsido y el tenipésido, derivados
semisintéticos de la epipodophylo toxina, extraida de Podophyllum
peltatum. Las camptothecinas: los agentes activos irinotecan vy
topotecan (aprobados en 1994 y 1996 respectivamente), son derivados
semisintéticos de las camptothecinas aisladas del arbol Camptotheca
accuminata. Otros ejemplos de plantas en investigacion es el arbol
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chino Cephalotaxus harringtonia var. drupacea (Sieb y Zucc), del cual se
aislé la homoharringtonina, que ha demostrado eficacia en el
tratamiento de algunas leucemias, en tanto el elliptinium, un derivado
de la elipticina aislada de especies de la Familia Apocinaceas, como ser
los géneros Bleekeria vitensis, se encuentran en el mercado francés para
el tratamiento del cancer de la regién del pecho. El flavopiridol, se
encuentra en investigacion y se podria usar para el tratamiento de
algunos tumores, a pesar de ser sintético, la base de su estructura
procede de la planta Dysoxylum benecariferum. También en estudio se
encuentra el furano neumotoéxico ipomeanol, el cual es producido por
Ipomoea babatas infectado por el hongo Fusarium solani (Laza Loaces
D., et al, 2003). Si bien estos agentes quimioterapicos fueron aislados
de especies vegetales, y en algunos casos se usaron como precursores
para derivados semisintéticos, lo cierto es que existen casos en donde el
potencial farmacolégico de muchos extractos vegetales es mayor que el
de sus principios activos aislados, fendmeno que podria deberse a un
efecto de sinergismo entre los componentes del extracto. Por ejemplo,
los preparados a base de extractos Crataegus oxyacantha (Rosaceae),
conocido como Espino albar o espino blanco, poseen acciéon
antihipertensiva y cardiotonica verificada en numerosos estudios
clinicos, donde se observé que las proantocianidinas y los C-hererosidos
flavonicos eran los responsables de dicha actividad. Estos compuestos
actuan inhibiendo la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
sumado a un efecto relajante de la musculatura lisa (endotelina-
dependiente), antioxidante, antiinflamatorio y antiagregante plaquetario
(Tauchert, 2002). Por otro lado, los extractos hidroalcohdlicos de la raiz
de Urtica dioica (Urticaceae), la ortiga, se han utilizado tradicionalmente
para el tratamiento de la hiperplasia benigna de prostata. La raiz
contiene una mezcla de isolectinas denominadas UDA (Urtica dioica
agglutin) que muestran especificidad por algunos receptores de
membrana produciendo una inhibicion competitiva de la proliferacion.
Ademas, también posee polisacaridos que poseen actividades
inmunomoduladoras y antiinflamatorias (Wagner et al, 1994).
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1.3- Moléculas bioactivas obtenidas de plantas medicinales.

Numerosas drogas de importancia en la actualidad, han surgido de
fuentes naturales, no solamente para el tratamiento del cancer, sino de
varias enfermedades de importancia. Diversas técnicas y métodos han
sido utilizados para lograr estos alcances, para el aislamiento, la sintesis
y la obtencién de estas biomoléculas.

A pesar la importancia del modelado molecular, quimica combinada, y
otras técnicas de quimica sintética, los productos naturales, y en
particular las plantas medicinales, siguen siendo una importante fuente
de nuevas drogas, nuevas pistas de drogas y nuevas entidades quimicas
(Newman et al., 2000).

Algunos ejemplos de importancia que podemos citar son el Arteether
(Artemotil®), la Galantamina (Reminyl®), La nitisinona (Orfadin®), el
Tiotropio (Spiriva®) que se comercializan bajo marcas registradas, y la
morfina-6-glucurénido, el Exatecan y el Calanolide A aun en

investigacion.

El Arteether es un potente antipaliudico derivado de la artemisinina, una
lactona sesquiterpénica aislada de Artemisia annua L. (Asteraceae)
(cominmente conocida como ajenjo dulce), una planta utilizada en la

medicina tradicional china (van Agtmael et al., 1999).

La Galantamina (Reminyl®) es un producto natural descubierto a través
de una investigacion etnobotanica y aislada por primera vez de
Galanthus woronowii. Losinsk. (Amaryllidaceae) en Rusia a principios de
la década de 1950 (Heinrich y Teoh, et al., 2004). La galantamina es
aprobada para el tratamiento del Alzheimer, retrasando el proceso de
degeneracion neuroldgica por inhibicion de la acetilcolinesterasa, asi
como la unién y modulacion del receptor nicotinico de acetilcolina
(Heinrich y Teoh, et al., 2004).

La nitisinona (Orfadin®) es un medicamento derivado de plantas
medicinales que se utiliza para el tratamiento de la tirosinemia, una rara

enfermedad heredada. La nitisinona es una modificacion de la
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mesotriona, un herbicida quimicamente derivado de la fitotoxina
natural, obtenida de Callistemon citrinus Stapf. (Myrtaceae) (Mitchell et
al., 2001). Estos compuestos analogos inhiben a la misma enzima, 4-
hidroxifenilpiruvato deshidrogenasa (HPPD), tanto en humanos como en
maiz. En el maiz actua como un herbicida y da como resultado la
reduccion de Biosintesis de plastoquinona y tocoferol, mientras que en
humanos previene el catabolismo de tirosina y La acumulacion de

bioproductos toxicos en el higado y rinones. (Hall et al., 2001).

En enero de 2004 el bromuro de Tiotropio (Spiriva®) fue aprobado por la
FDA y lanzado al mercado de los Estados Unidos (Mundy y Kirkpatrick,
2004). El Tiotropio es un antagonista especifico de los receptores
muscarinicos, utilizado como un broncodilatador. Esta basado en el
ipratropio, un derivado de atropina que ha sido aislada de la Atropa
belladonna L. (Solanaceae) y otros miembros de la Familia de las
solanaceas (Mundy y Kirkpatrick, 2004).

El M6G o morfina-6-glucurénido (5) es un metabolito de la morfina
extraida de Papaver somniferum L. (Papaveraceae) y posee efectos
analgésicos con menos efectos secundarios que la morfina (Lotsch vy
Geisslinger, 2001).

La vinflunina (6) es una modificacion de la vinblastina obtenida de
Catharanthus roseus (L.) G. Don (Apocynaceae), utilizada como un

agente anticanceroso de mayor eficacia (Okouneva et al., 2003).

El Exatecan (7) es un analogo sintético de la camptotecina, aislada de
Camptotheca acuminata Decne. (Nyssaceae) y desarrollado como un
agente anticancerigeno (Butler, 2004).

El Calanolide A (8) es una dipirano-cumarina tetraciclica, un producto
natural aislado de Calophyllum lanigerum var. austrocoriaceum
(Whitmore) P.F. Stevens (Clusiaceae), un arbol de la selva tropical
(Kashman et al., 1992). Es un inhibidor de la transcriptasa inversa, una
enzima clave para la replicacion del virus VIH tipo 1 (Yu et al., 2003).
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Figura 1. Moléculas bioactivas obtenidas de fuentes vegetales. 1 Arteether; 2 Galantamina; 3
nitisinona; 4 Tiotropio; 5 M6G; 6 vinflunina; 7 Exatecan y 8 Calanolide A. Fuente: Balunas, M. et
al, 2005.

1.4- Seleccion de plantas para la Tesis Doctoral.

El uso y comercializacion de especies vegetales como agentes
terapéuticos en la medicina popular es un hecho de profunda raigambre
historica y actualmente se halla ampliamente difundido en todos los
niveles sociales. En los diferentes ambitos de comercializacion en la
ciudad de Posadas se logrd relevar a las especies Acanthospermum
australe (Loefl) Kunze (Asteraceae) y Polygonum hydropiperoides
Michaux (Polygonaceae) como especies vasculares mas frecuentemente
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utilizadas en la fitoterapia popular como agentes terapéuticos en el
tratamiento de las enfermedades neoplasicas (Amat y Yajia 2000).

Desde el punto de vista botanico A. australe es una planta con tallos
ramosos, decumbentes o ascendentes, pubescentes, hojosos hasta el
apice con hojas opuestas, rombico-ovadas, agudas u obtusas en el
apice, atenuadas en corto peciolo en la base, dentado- aserradas en el
margen, laxamente pubescentes y con pequenas glandulas en ambas
caras, especialmente en la inferior. Inflorescencias en capitulos
pedicelados solitarios en las axilas de las hojas y en el extremo de las
ramitas con involucro acampanado y bracteas biseriadas envolviendo
por completo los ovarios de las flores femeninas, pubescentes en el
dorso. Las flores son de color amarillentas, dimorfas. Presenta frutos
aquenios completamente envueltos por las bracteas interiores del
involucro, dando lugar a un fruto fusiforme, cubierto totalmente de
cerdas ganchudas rigidas. Es una especie frecuente en toda Ameérica,
desde el Estado de Massachusetts hasta el norte y centro de la Republica
Argentina. También existe de forma adventicia en la India y en las Islas
Hawai. Posee un niumero cromosomico de n = 11 (Keil, Luckow y Pinkava
1988). Es utilizado en la medicina popular como cicatrizante de heridas,
para tratar Ulceras estomacales, y distintos tipos de cancer.

Por otro lado, la familia Polygonaceae comprende 30 géneros y 800
especies en todo el mundo. En la Argentina, el género se halla dividido
en 5 secciones y 21 especies. Debido a su amplia distribucion
geografica los ambientes en que viven son variados, comprendiendo asi
plantas hidrofitas-palustres, mesofitas y xerofitas. Las especies del
género son hierbas perennes, anuales o bienales.

En Argentina la especie de la familia Polygonaceae utilizada en la
medicina popular, para tratar distintos tipos de cancer es Polygonum
hydropiperoides Michaux. Se encuentran en el pais ademas 2
variedades: Polygonum hydropiperoides Michx. var. hydropiperoides y
Polygonum hydropiperoides var. setaceum (Baldwin ex Elliot) Gleason. Se
ha relevado también su uso como antiinflamatorio, analgésico

(preparados en gotas), antidiarreico y anti-hemorroidal (se registra
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formas farmacéuticas formuladas a base de extractos de P.
hydropiperoides).

Desde el enfoque Etnofarmacolégico A. australe y P. hydropiperoides
son consideradas como especies con propiedades anticancerigenas,
entre otros usos que les atribuye. Se utiliza la parte aérea de ambas
plantas. El cocimiento, a razon de una rama hojosa por litro de agua, se
utiliza para todo tipo de neoplasias, en tomas continuadas durante
varios meses. Se vende la planta entera sin envoltorio y en estado fresco

O seco.

1.5- Posicion taxonomica de las especies seleccionadas.

Reino: Plantae

Division: Spermatophyta
Clase: Eudicotyledoneae
Orden: Caryophyllales
Familia: Polygonaceae
Género: Polygonum
Especie: P. hydropiperoides

Variedad: P. hydropiperoides var. hydropiperoides; P. hydropiperoides
var. setaceum

Reino: Plantae

Division: Spermatophyta
Clase: Eudicotyledoneae
Orden: Asterales

Familia: Asteraceae
Género: Acanthospermum

Especie: A. australe
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1.6- Antecedentes cientificos de las especies seleccionadas.

No se encontraron antecedentes de haber estudiado efectos
antiproliferativos para P. hydropiperoides. Sin embargo, existen
numerosos antecedentes de la familia botanica, ademas de especies del
mismo género.

Los compuestos mas caracteristicos identificados en las especies de la
familia Polygonaceae son principalmente flavonoides, polisacaridos vy
glicosidos de fenilpropano. Los compuestos fendélicos mas importantes
son antraquinonas y estilbenos. Compuestos caracteristicos de algunas
especies de Polygonum son sesquiterpenoides drimanos,
norsesquiterpenoides y flavonoides sulfatados. Muchas especies de
Polygonaceae son fuentes ricas de constituyentes bioactivos, que
contribuyen a una amplia gama de propiedades medicinales (Lajter, I. et
al, 2013).

Han sido estudiados extractos acuosos y organicos de 27 especies
seleccionadas de cinco géneros (Fallopia, Oxyria, Persicaria, Polygonum
y Rumex) de la familia Polygonaceae que se presentan en la cuenca de
los Carpatos y se examinaron jn vitro para detectar actividad
antiproliferativa contra células HeLa (adenocarcinoma epitelial del cuello
uterino), A431 (carcinoma epidermoide de Ila piel) y MCF7
(Adenocarcinoma epitelial de mama), utilizando el ensayo del MTT
(bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio). Se
investigaron un total de 196 extractos n-hexano, cloroformo, metanol al
50% o de agua, de diferentes partes de la planta. Finalmente se encontr6
que los extractos de Polygonum hydropiper, Rumex acetosa, Rumex
alpinus, Rumex aquaticus, Rumex scutatus y Rumex thyrsiflorus a 10 o
30 mg / ml demostraron una inhibicion sustancial del crecimiento
celular actividad (al menos 50% de inhibicién de la proliferacién celular)
contra una o mas lineas celulares. R. acetosa y R. thyrsiflorus fueron los
mas activos y se consideran dignos de investigaciones fitoquimicas

guiadas por actividad (Lajter, I. et al, 2013).
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Diferentes tipos estructurales de flavonoides extraidos de Polygonum
amphibium L. y de Polygonum minus Huds. Fl. Angl. recolectados en la
Republica de Kazakhstan han sido estudiados en modelos animales,
para evaluar sus propiedades antitumorales. Los flavonoides obtenidos
fueron administrados a los ratones por via oral, monitoreando la
evolucion de los diferentes tumores probados. Han demostrado poseer
efectos antitumorales a una baja toxicidad, incluso a exposiciones
prolongadas, no modificando sustancialmente el peso, el apetito y los
parametros hematoldgicos de los animales (Korulkin, D. et al, 2015).

Los extractos de Polygonum cuspidatum Sieb. et Zucc. originaria de
China, ampliamente utilizada en la medicina popular de ese pais para
tratar inflamaciones, ictericia, hiperlipemias, y el cancer, posee
capacidades antioxidantes, pro-apoptoticas e inductor de anoikis en
células de hepatocarcinoma (Hu, B. et al, 2012).

Acanthospermum australe por otro lado, forma parte de una familia
botanica (Asteraceae) con gran importancia en la medicina y la
investigacion farmacéutica (Amat, 1983).

Los componentes fitoquimicos de las hojas de A. australe han sido
analizados en extractos realizados con metanol y agua en una
proporcion de 9: 1 v/v, encontrandose contenidos de taninos,
saponinas, terpenoides, fenoles, alcaloides, anillos esteroideos, pero los
esteroides y los flavonoides se encontraron ausentes. La presencia de
estos importantes fitoquimicos es una justificacion cientifica del uso de
la planta en el tratamiento tradicional contra diversas enfermedades que
afectan a los seres humanos y animales (Thangiah, A., et al, 2013).

Existen antecedentes del Acanthostral, un germacranolido (lactona
sesquiterpénica) aislado de Acanthospermum australe como un
componente antineoplasico. Su estructura fue aclarada por métodos
espectroscopicos y mostré una actividad antineoplasica significativa
contra el cultivo de células L1210.

También han sido analizados los extractos hidroalcohdlicos de A.
australe in vivo. Estudios sobre el modelo de tumor de ascitis de Ehrlich
(EAT, por sus siglas en inglés) indican que la progresion del tumor se
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asocia con una reduccion de la mielopoyesis y un aumento de la
hematopoyesis extramedular. Para evaluar la actividad antitumoral in
vivo de Acanthospermum australe, su extracto hidroalcohodlico se
repartio con diferentes disolventes y los extractos resultantes se
monitorizaron por sus efectos sobre la proliferacién de células
progenitoras hematopoyéticas de médula ésea y bazo y la diferenciacién
en ratones con EAT. El tratamiento oral de ratones portadores de
tumores con 3 dosis de 100, 500 y 1000 mg / kg de extracto
hidroalcohodlico crudo y sus fracciones cloroférmicas, butandlicas y
acuosas estimularon significativamente la mielepoyesis y devolvieron la
hematopoyesis extramedular a valores casi de control. En ratones
normales, la estimulacion de la mielopoyesis solo se observd con el
crudo y los extractos butanolicos. Todos los extractos a 500 mg / kg
aumentaron significativamente la supervivencia de los ratones
portadores de tumores, sin embargo, se observd una clara ventaja de
supervivencia en el grupo tratado con el extracto butandlico. Estos
resultados sugieren que A. australe puede ejercer efectos sobre la
mielopoyesis que pueden estar implicados en las respuestas inmunes

antitumorales (Mirandola, L. et al, 2002)

Acanthospermum hispidum DC es una especie emparentada con A.
australe, y también reviste importancia en la investigacion farmacéutica.
El extracto de metanol de las raices de Acanthospermum hispidum DC,
especie del mismo género y familia que la seleccionada para este
estudio, recogido en Nigeria, es activo contra el carcinoma de pulmoén
de tamafno caucasico humano linea celular COR-L23. Esta especie ha
sido la fuente de varios sesquiterpenos bioactivos como melampolides,
(Ashidj, J. et al, 2010).

1.7- Fisiopatologia del Cancer y situacion actual.

Actualmente se esta trabajando en obtener nuevas alternativas
farmacologicas mas eficaces y con menos efectos adversos sobre:
Cancer (tratamiento y prevencion), Trastornos cardiovasculares

(hipertensién, aterosclerosis, isquemia); Sistema nervioso central

23
Altamirano C. G.



(Alzheimer, Parkinson); Enfermedades infecciosas (virales como HIV,
Hepatitis, parasitarias y fungicas); Afecciones inflamatorias (Asma,
Gastrointestinales, Psoriasis) (Wagner, 2006). Siendo entre ellas el
cancer, una de las mas importantes lineas de investigacion debido a su
vasta distribucion en la poblaciéon mundial y a su elevada complejidad
fisiopatologica.

El termino cancer engloba a mas de 200 formas de la enfermedad, de
acuerdo con el tejido afectado; cabe mencionar en relacién al cancer que
existen distintas variedades de morfologia y grado de malignidad
diferente (McDonald et al., 2004). Los mismos se clasifican en dos
grandes grupos: sarcomas (neoplasias malignas que se originan en un
tejido conjuntivo, como pueden ser hueso, cartilago, grasa, musculo,
vasos sanguineos, u otros) y son los tumores mas comunes del tejido
06seo, y carcinomas que son los tumores mas frecuentes derivados de
células epiteliales o glandulares. Generalmente, el desarrollo de un
cancer comprende muchas etapas, cada una de las cuales esta
gobernada por multiples factores: entre ellos tenemos los dependientes
de la constitucion genética de los individuos y otros que son
dependientes de su entorno, ambiente y modo de vida. Las células
cancerosas tienen alterados los controles normales de proliferacion y en
general crecen respondiendo a sefales internas estimuladoras de la
proliferacién celular (Le6én, I. 2015). Esto produce un crecimiento sin
limites, infiltrando los espacios que dejan entre si los tejidos vecinos y
logrando penetrar a los vasos sanguineos y linfaticos a través de los
cuales viajan hacia otras partes del cuerpo generando el fendmeno
conocido como metastasis. Para esto las células tumorales producen
niveles elevados de receptores de superficie celular especificos de las
proteinas y los polisacaridos que componen las laminas basales y
secretan enzimas que digieren estas proteinas (Lewin, 2007).

«Cancer» es un término genérico que designa un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo;
también se habla de «tumores malignos» o «neoplasias malignas». Una
caracteristica del cancer es la multiplicacion rapida de células anormales
que se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir
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partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, proceso
conocido como metastasis. Las metastasis son la principal causa de
muerte por cancer. Habiéndose detectado a través de relevamientos
bibliograficos basados en las Publicaciones de Estadisticas Hospitalarias
emitidas por la OMS, el cancer es una enfermedad no transmisible (ENT),
siendo la principal causa de muerte en el planeta y el numero total de
casos esta aumentando en todo el mundo. Se prevé que, a nivel
mundial, la mortalidad por cancer aumentara un 45% entre 2007 y 2030
(pasara de 7,9 millones a 11,5 millones de defunciones), debido en
parte al crecimiento demografico y al envejecimiento de la poblacion. Se
estima que durante el mismo periodo el numero de casos nuevos de
cancer aumentara de 11,3 millones en 2007 a 15,5 millones en 2030. La
Argentina se encuentra dentro del rango de paises con incidencia de
cancer media-alta (172.3-242.9 x 100.000 habitantes); de acuerdo a las
estimas realizadas por International Agency for Research on Cancer
(IARC) para el ano 2012. Esta estimacion corresponde a mas de 100.000
casos nuevos de cancer en ambos sexos por afno, con porcentajes
similares tanto en hombres como en mujeres. Con estos numeros, la
IARC ha estimado para la Argentina una incidencia en ambos sexos de
217 casos nuevos por ano cada 100.000 habitantes, basandose en datos
provenientes del Registro de Cancer de Bases Poblacionales (RCBP) del
pais y otros que pertenecen a paises de la region (Instituto Nacional del
Cancer 2012).

El cancer es en la actualidad uno de los problemas de salud mas
preocupantes en la actualidad. Se ha avanzado considerablemente en el
conocimiento, tratamiento y prevencion de la enfermedad, pero aun
quedan muchos puntos pendientes. No existe un tratamiento
unanimemente aceptado, debido a la complejidad de la fisiopatologia de
la enfermedad. Las drogas de origen sintético no ofrecen una
considerable ventaja, por lo que la alternativa de origen natural es una
opcién prominente. Un analisis efectuado sobre las nuevas drogas
aprobadas para el tratamiento del cancer por la FDA durante el periodo
1981-2002, revelo que el 62% de estas drogas eran de origen natural.
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1.8- Caracteristicas de las lineas celulares tumorales
seleccionadas.

En 1973 el Dr. Soule y sus colegas en el Michigan Cancer Foundation, de
donde deriva posteriormente su nombre, aislaron células MCF-7 del
derrame pleural de una mujer de 69 anos con enfermedad metastasica
(Soule, H. et al, 1973). La paciente estuvo sometida a una mastectomia
de su seno derecho por un tumor benigno 7 afos antes de que se
iniciara el cultivo primario de células y una mastectomia radical
consecutiva de su seno izquierdo para un adenocarcinoma maligno 4
anos después (6). En junio de 1970, se tomaron muestras de un
derrame pleural para estudios de laboratorio, donde finalmente se
aislaron las primeras células. El cultivo logro ser estable en el tiempo (a
diferencia de los intentos anteriores) iniciando asi una nueva etapa en la
investigacion del Cancer.

Posteriormente un descubrimiento fundamental para el cancer de mama
fue la descripcion de los receptores de estrogenos, andrdogenos,
progesterona y glucocorticoides en las células MCF-7, constituyendo en
si un tejido de mama diferenciado (Brooks, S. et al, 1973).

MCF-7 es una linea celular de cancer de mama ampliamente utilizada,
que se ha propagado durante muchos afos por multiples grupos de
investigacion a nivel mundial, y representa un modelo celular adecuado
para Investigaciones en el cancer de mama, incluidas las investigaciones
relacionadas con los farmacos anticancerigenos. Con el tiempo, MCF-7
ha producido mas datos de conocimiento practico para el cuidado del
paciente que cualquier otra linea celular del cancer (Leverson, A. et al,
1997).

Las células MCF-7 son utiles para estudios de cancer de mama in vitro
como resultado de que la linea celular retiene varias caracteristicas
ideales particulares del epitelio mamario. Estos incluyen la capacidad de
las células MCF-7 para procesar el estrogeno en forma de estradiol a
través de los receptores de estrégeno en el citoplasma celular. Esto hace
que la linea celular MCF-7 sea una linea celular positiva para el receptor
de estrogeno (ER). MCF-7 también es un receptor de progesterona
positivo y HER2 negativo. Ademas de conservar la sensibilidad al
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estrogeno, las células MCF-7 también son sensibles a la citoqueratina.
No son receptivos a la desmina, endotelina, GAP y vimentina. Cuando se
cultiva in vitro, la linea celular es capaz de formar cupulas y las células
epiteliales similares crecen en monocapas. El crecimiento puede
inhibirse mediante el uso del factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa) y
el tratamiento de las células cancerosas MCF-7 con antiestrogenos
puede modular las proteinas del factor de crecimiento tipo insulina, que
en ultima instancia tienen el efecto de una reduccién en el crecimiento
celular. Los cientificos han encontrado que, aunque las células MCF-7
son faciles de propagar, generalmente son una poblacion de crecimiento
lento. El tiempo de duplicacion de MCF-7 es tipicamente de 30 a 40
horas (Horwitz, K. et al, 1975).

Las células MCF-7 son células adherentes bastante grandes, con un
tamano de célula tipico que mide 20-25 micras. Genéticamente, la linea
MCF-7 no es exactamente la misma que la del clon aislado inicial.
Originalmente, se describié como que tenia un cariotipo que contiene
85 cromosomas, que desde entonces se ha reducido en 16
cromosomas. La linea celular MCF-7 de hoy tiene un cariotipo que
contiene 69 cromosomas. Ademas, existen discrepancias genéticas
entre la linea celular MCF-7 de la Michigan Cancer Foundation y la linea
celular ATCC. Esto indica que la linea celular ATCC es de una fuente
diferente a las otras lineas celulares MCF-7 (Comsa, S. et al, 2015).

La linea celular MG-63 derivada de un osteosarcoma humano fue aislada
y caracterizada por Heremans y col. Esta linea celular presenta un
cariotipo anormal y una elevada produccion de interferén (Heremans, H.
et al. 1978). Esta linea es ampliamente utilizada debido a su alta tasa
proliferativa consecuencia de la pérdida de la inhibicién por contacto
caracteristica de los osteosarcomas, asi como por su capacidad para
diferenciarse. Es por esto que es considerada una linea que posee
muchas de las caracteristicas propias de los osteoblastos (Prouillet, C. et
al, 2004; Aubin 1998). Esta linea celular es utilizada principalmente para
evaluar efectos de citoquinas, drogas, hormonas y factores de
crecimiento, asi como también para evaluar las ventajas de distintos

biomateriales empleados en terapias reparadoras de hueso. Mohseny y
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su equipo afirman que la linea MG-63 es un modelo de estudio
representativo para abordar tematicas relacionadas a la malignidad y la
biologia general del osteosarcoma y al descubrimiento de drogas frente
a éste (Mohseny, A. et al, 2011). Estos mismos autores recomiendan el
uso de esta linea celular para la formacién de esferoides y estructuras
3D para el estudio y el descubrimiento de nuevas terapias antitumorales
(Mohseny, A. et al, 2012).

La linea celular MDA-MB-231 es una de las mas utilizadas para el estudio
experimental in vitro del cancer de mama hormono-independiente. Estas
células fueron aisladas por Cailleau y sus colaboradores en 1973, a
partir de una muestra de derrame pleural en el Anderson Hospital
(Houston, EE. UU.). Se ha comprobado que estas células presentan un
crecimiento extraordinariamente rapido en medios de cultivo poco
enriquecidos, en parte por una regulacion autocrina a partir de factores
de crecimiento celular que ellas mismas secretan al medio (Cailleau, R.,
etal, 1974y 1978).

Poseen abundantes receptores de membrana para el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), es un factor potencialmente mitogénico
para una variedad de ceélulas de cultivo, incluidas las lineas celulares
dependientes de hormonas del cancer de mama. No obstante, EGF no
logra estimular el crecimiento de las células MDA-MB-231, aunque estas
células tienen altas cantidades de receptores de EGF (EGFR).

Tanto MCF-7 como MDA-MB-231 son células del tipo epitelial,
correspondientes a dos lineas celulares de cancer de mama humanas.
MCF-7 es un modelo celular que expresa los receptores de estrégenos
(RE), Receptores de progesterona (RP) y receptores de factor de
crecimiento humano (HER2) (Canzoneri, R. 2016).

La linea celular MDA-MB- 231 es considerada un modelo de cancer de
mama triple negativo, pues no expresa ninguno de los receptores antes
mencionados, por ende, no es susceptible al tratamiento hormonal.
Respecto a la clasificacion de los subtipos intrinsecos del cancer de
mama, la linea celular MCF-7 presenta caracteristicas del subtipo
Luminal, mientras que la linea MDA-MB-231 se caracteriza como subtipo
Basal o triple negativo (Martinez-Carpio, P.et al, 1999).
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El carcinoma de tipo luminal es un subtipo con mejor prondstico y se
caracteriza por expresar el gen del receptor de estrogenos (RE),
progesterona (RP) y queratinas de bajo peso molecular (CK7, CKS8),
similar al epitelio de los ductos mamarios. El subtipo triple negativo
debe su nombre a la ausencia de expresion de RE, RP y de HER2 y se
caracteriza por la sobrexpresion de citoqueratinas de la capa basal (CK
5,6,17) y expresién de genes de proliferacion celular. Este subtipo se
asocia a la mutacion BRCA1 y presenta el comportamiento mas agresivo
(Bonilla-Sepulveda, O., et al, 2015).
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2.- Objetivos

2.1.- Objetivo General.

Estudiar el efecto antiproliferativo de extractos de A. australey P.
hydropiperoides sobre lineas tumorales MCF-7, MG-63 y MDA-MD-231.

2.2.- Objetivos Especificos.

> Recolectar e identificar A. australey P. hydropiperoides.

> Relevar el estado de comercializacion actual de las especies
seleccionadas.

> Obtener extractos hidroalcohélicos, en diferentes proporciones de
etanol/agua, a partir de las partes aéreas de A. australe y P.
hydropiperoides.

> Evaluar la toxicidad general y la genotoxicidad de las infusiones
de A. australe y P. hydropiperoides utilizando el modelo celular
del Allium cepa test.

> Analizar los extractos hidroalcohdlicos por medio de
cromatografia en capa delgada (TLC).

> Seleccionar los extractos mas enriquecidos en metabolitos
secundarios para separarlos en diferentes fracciones, por medio
de cromatografia en columna.

> Analizar los extractos y sus fracciones por medio de
cromatografia de alta eficiencia (HPLC).

> Evaluar el efecto de los extractos de ambas especies, en la
viabilidad de las lineas tumorales MCF-7, MG-63 y MDA-MD-231.

> Reconocer los componentes activos de los extractos, si es que los
hubiera.
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3.- Materiales y métodos
3.1.- Estudios farmacobotanicos
3.1.1. - Recoleccion e identificacion

El material vegetal se corresponde con las partes aéreas de Polygonum
hydropiperoides var. setaceum y Acanthospermum australe, utilizadas
para los estudios botanicos, quimicos, genotoxicos y biologicos, fue
recolectado en Avenida 117 y calle 178 (27° 25" 26" " S 55° 56" 33.8"°
W) situado en el barrio Itaembé Mini, zona ubicada al sur de la ciudad de
Posadas Misiones. La droga vegetal fue recolectada durante los meses
de julio a septiembre de 2017.
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Figura 2. Fotografia satelital ubicando el sitio de recoleccion en la Ciudad de Posadas, y su
cercania con la ciudad de Encarnacion Paraguay. (Foto tomada de Google Street Viev).
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Figura 3. Fotografia satelital ubicando el sitio de recoleccion y el Campus de la Universidad
Nacional de Misiones, en la ciudad de posadas. (Foto tomada de Google Street Viev).

Figura 4. Fotografia satelital ubicando el sitio de recoleccion en la ciudad de posadas. (Foto
tomada de Google Street Viev).

El material fue identificado en el laboratorio de Farmacobotanica “Dr.
Anibal Amat” de la Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales de
la Universidad Nacional de Misiones, un ejemplar de cada especie fue
depositado en el herbario del laboratorio de Farmacobotanica, bajo la
ficha N° 4555 para Acanthospermum australe y N° 4556 para
Polygonum hydropiperoides var. setaceum.
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3.1.2. - Recoleccion de datos etnobotanicos.

Se realizo un relevamiento y registro de los puntos de comercializacion
del Departamento Capital, Provincia de Misiones (Argentina) de las
drogas provenientes de especies vegetales vasculares nativas empleadas
como agentes terapéuticos en el tratamiento del cancer.

Los usos han sido transcriptos textualmente de los enunciados por los
entrevistados, sin que ello signifique la convalidacion de los mismos.
Los registros tuvieron en cuenta los siguientes datos: nombre vulgar,
utilizacion  etnofarmacoldgica, parte/s utilizada/s, forma de
administracién, lugar de comercializacion y estado o forma de

presentacion en la comercializacion del material.

3.1.3. - Caracterizacion macroscopica de la droga vegetal.

Hojas adultas, frescas y secas, de varias dimensiones fueron analizadas
en cuanto a su dimension, forma, aspecto, superficie, color, olor, sabor,
entre otros caracteres considerados importantes para el analisis de
drogas vegetales (Zarlavsky, G. E. 2014; Kuklinski, C. 2000; Oliveira, F.
etal, 1991).

3.1.4. - Caracterizacion microscopica de la droga vegetal.

Para el estudio anatomico de las hojas y tallos se realizaron cortes a
mano alzada, en el tercio medio para las hojas, y en forma transversal
para el tallo. Se fotografiaron los caracteres de valor diagnéstico con
camara Moticam 10.0 MP adherida al microscopio 6ptico Motic BA200.
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3.1.4.1. - Cortes a mano alzada.

Se realizaron cortes a mano alzada tanto de hojas como de tallos, de
ambas especies, usando una hoja de afeitar.

Para efectuar los cortes se utilizaron hojas de afeitar nuevas,
manteniendo siempre hoja de afeitar y material humedecidos con agua.
Los cortes frescos se depositaron en agua directamente, para

posteriormente ser aclarados.

Los cortes de objetos cilindricos (tallos, ramas, etc.) se realizaron en

sentido transversal (en un plano perpendicular al eje mayor del 6rgano).

En el caso de las hojas se realizaron cortes transversales, en la parte

media de la lamina foliar y paradermales, paralelo a la epidermis.

3.1.4.2.- Aclaramiento.

Los cortes realizados para todos los 6rganos vegetales, fueron aclarados
utilizando una solucién al 50% de hipoclorito de sodio. Permaneciendo
sumergidas en la solucion un tiempo de 5 a 30 minutos, de acuerdo al

grosor del material.

Luego de eliminados los pigmentos del material y logrado un

decolorado completo, se volvid a colocar en agua hasta su tincion.

3.1.4.3.- Tincion.

Se lavaron los cortes 3 veces con agua hasta eliminar todo resto de
hipoclorito.

Se utiliz6 la coloracion directa con safranina al 1%, y la tincion doble con
safranina-fast Green.

Para la coloracion directa se colore6 con safranina al 1% durante 2-5
minutos segun el material, se lavo con agua destilada y se montaron los
cortes con gelatina glicerinada.
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Safranina al 1%: Se preparo en alcohol etilico 96° y se diluyé la cantidad
preparada 4 veces en agua destilada.

Safranina - Fast Green: Luego de tenir con Safranina al 1% como en la
coloracion directa, se lavdé con agua corriente hasta que no decolore

mas. Y se continuaron con los siguientes pasos:

Etanol 707 .o 5 minutos.
Etanol 967 ..ueiee i 5 minutos.
Etanol TOO ..o 5 minutos
Tenido con fast green .......cceveevviiiiiiiiniicccen, menos de 30 minutos.
Lavado con Etanol TOO’ ....ccuuiiieiiiiiiii e 5 minutos
Xilol: Etanol TOO™ (T:T) ouiiiiieeeeeeeeeeeeee e ee e e e e aeas 10 minutos.

Al finalizar, los cortes fueron montados en balsamo de Canada sintético.

3.1.4.4.- Medios de montaje.

Preparacion de GELATINA-GLICERINADA - Medio de montaje semi-

permanente.

Gelatina sin sabor .......cccceevevneennnenn. 5049
Agua destilada ......coceoveeiiiniiiieen. 170 ml
Glicerina.....ccooeviiieiiiieeee e, 150 ml
Cristales de fenol ......ccocevvveeiennnnens 749

Se disolvio la gelatina a bano de Maria en el agua destilada agitando con
varilla de vidrio. Se agrego6 la glicerina y los cristales de fenol. Se colocé
en frascos de boca ancha y se dejo destapado cuidando que no se
formen muchas burbujas. Se dejo reposar hasta que este sélida. Una vez
preparada, se dejo en un tubo de ensayo con una varilla de vidrio. A
temperatura ambiente es sélida, por lo que cada vez que iba a utilizarse,
se calent6é a bafo maria, cuidando de no agitar para que no se formen

burbujas.
Balsamo de Canada sintético - Medio de montaje permanente.

Se utilizé la formula comercial ya preparada.
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3.1.4.5.- Técnicas para la obtencion de epidermis:

"Peeling": Se tomd una hoja de cada especie y se introdujo la punta de la
aguja histolégica por debajo de la epidermis. Se levantdé un trozo
pequefio, se tom6 con la pinza de puntas finas y se tird6 hasta
desprenderlo.

Se coloc6 inmediatamente el material en alcohol 50°, para evitar la

formacion de burbujas.

Se montaron los trocitos del material desprendido, sobre un
portaobjetos con una gota de agua glicerinada, previa coloracion directa
con safranina al 1%, cuidando que la superficie exterior de la epidermis

quede hacia arriba.

"Raspado"”. Técnica de Metcalfe, C. R., & Chalk, L. (1950). Se colocé
sobre un portaobjetos un trozo de hoja con la epidermis que se desea
estudiar hacia abajo. Se agrego sobre ella unas gotas de solucion
concentrada de hipoclorito de sodio se raspd suavemente la superficie
con una hoja de afeitar. Eliminandose asi la epidermis que no se deseay
el mesoéfilo, procediendo con mucha suavidad al acercarse hacia la
epidermis proxima al portaobjetos (epidermis abaxial o adaxial segun se

desee analizar).

Luego se transfirio el material a hipoclorito al 50% y con un pincel o
cepillo de dientes se elimind el resto de meséfilo residual que pudiera

quedar.

Se lavd 5-6 veces con agua, y se observé al microscopio para cerciorarse
que no hayan quedado restos de material. Se tind con safranina al 1%y
se monto con una gota de agua glicerinada.

“Improntas”: se procede a limpiar el material con algodén humedecido,
luego se extiende el material y se procede a pincelar la superficie foliar
en estudio con esmalte sintético incoloro, y se deja secar de 3 a 5
minutos. Con una pinza de punta fina o con una cinta adhesiva se
desprende la pelicula de esmalte que cubre la superficie y se deposita
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sobre el porta objetos, y luego se coloca el cubreobjeto. Como no
pueden aplicarse colorantes en esta técnica se pueden utilizar filtros de
colores lo que puede favorecer la resolucién visual de los tejidos
(Altamirano y Yajia, 2017).

3.1.4.6.- Diafanizacion

Este tratamiento consiste en destruir el contenido celular y dejar
Unicamente la arquitectura de las paredes, se realizé pasando los cortes
por un bano de hipoclorito de sodio. El tiempo que el corte permanecio
en hipoclorito fue debido a la naturaleza del mismo: tejidos delicados
(meristemas, hojas jovenes, flores) un tiempo menor de 5 a 30 minutos,

mientras que tejidos adultos y por tanto mas resistentes, de 2 a 5 horas.

3.2.- Secado

Las partes aéreas de ambas especies luego de recolectadas, fueron
limpiadas, eliminando insectos, tierra, piedras y demas material extrano.
Fueron secadas a temperatura ambiente por 48 horas. Posteriormente
fueron colocadas en estufa DALVO BHR a 45 grados por 72 horas. El
material al final se dividi6 en porciones que fueron destinadas a

molienda.

3.3.- Molienda
La droga vegetal proveniente de ambas especies, luego de secadas
fueron fraccionadas manualmente en trozos mas pequefos, Yy

posteriormente molidas en molino a cuchilla hasta la obtenciéon de polvo

fino.

3.4.- Preparacion de extractos.
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3.4.1.- Preparacion de infusion para ensayos de
genotoxicidad.

Para cada ensayo de genotoxicidad realizado, se utilizaron infusiones
preparadas in situ segun Farmacopea Nacional Argentina VI edicion
1978. Calentando agua mineral baja en sodio hasta ebullicion, luego
agregando la droga molida, dejando hervir durante 20 minutos. Luego
se dejo enfriar, y se filtro utilizando gasa estéril. Se enjuago el resto de
droga con agua mineral baja en sodio hasta obtener el volumen final
deseado para cada experiencia.

3.4.2.- Maceracion de mezclas hidroalcohodlicas.

Porciones de 20 g de droga vegetal molida, fueron colocados en
recipientes de vidrio con tapa, utilizando como solvente 4 mezclas
hidroalcoholicas, en un volumen de 100ml para cada preparacion. Se
dej6é macerar en constante agitacion, al resguardo de la luz solar, por
48hs para el caso de las soluciones alcohdlicas, y 24hs para las

soluciones acuosas.
Las mezclas maceradas fueron las siguientes:

A. 20% de alcohol y 80% de agua.
B. 50% de alcohol y 50% de agua.
C. 80% de alcohol y 20% de agua.
D. 100% de agua.

Una vez transcurrido el tiempo de maceracion, los extractos fueron

filtrados por medio de trampa de vacio y papel de filtro.

3.4.3.- Obtencion de extracto seco.

Volimenes de 100ml de extracto de cada clase, fueron secados en
Evaporador Rotatorio Laborota 4000 Heidolph a 45°C y a presion
reducida de 560 mmHg hasta lograr la maxima concentracion.
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Posteriormente el volumen final fue colocado en placas de Petri de
vidrio, y dejadas en estufa DALVO BHR a 45°C por 24hs hasta sequedad
total. El resultado final se retir6 con espatula de metal y se almacend en
frascos de vidrio rotulados y guardados en refrigerador a -5°C hasta el

momento de su utilizacion.

Como se desconoce la naturaleza de los posibles componentes activos,
la temperatura del proceso no se elevo por encima de 45°C.

Figura 5. Evaporador Rotatorio Laborota 4000 Heidolph
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Caracterizacion macroscopica
de la droga vegetal
Caracterizacion microscopica de
la droga vegetal

Secado

Preparacion de infusion para
ensayos de genotoxicidad.

Maceracion de mezclas
hidroalcoholicas.

Obtencion de extracto seco.

3.4.4.- Tabla 1. Reactivos, solventes y equipamiento utilizados en procesamiento de drogas

Reactivos solventes y equipamiento

Lupa estereoscopica, pinza

Microscopio optico Motic BA200,
Camara MOTIC10, safranina, fast-
green, alcohol 96, portaobjeto,
cubreobjetos, pinzas, placas de
Petri, hojas de afeitar, hipoclorito

de sodio, gelatina sin sabor,
glicerina, fenol, balsamo de
Canada.

Estufa DALVO BHR.

Molino a cuchilla.

Agua mineral baja en sodio SER®,
mechero de bunsen, matraz de 3
litros, wvarilla de vidrio, gasa
estéril.

Balanza, recipientes de vidrio con
tapa de 300ml, alcohol 96, agua
destilada, kitasato, Erlenmeyer,
trampa de vacio

Papel de filtro, Evaporador
Rotatorio Laborota 4000
Heidolph, estufa DALVO BHR,
placas de Petri, pinzas espatula y
cuchara de metal, frascos de
vidrio con tapa rosca de 10 g de
capacidad.

vegetales y obtencion de extractos.
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3.5.- Estudios genotoxicos.

Los estudios genotoxicos fueron realizados seglin la metodologia
descripta por Mudry & Carballo (2006), utilizando el test de Allium cepa.
En general se disen6é un experimento dividido en 2 ensayos. El primero
con la finalidad de obtener la concentracién 50 y relevar las anomalias
macroscopicas, y un segundo ensayo en funcién de la concentracién 50
calculada con la finalidad de observar los efectos genotoxicos.
Realizando cada experiencia por duplicado. Las concentraciones
utilizadas en estos ensayos, fueron calculadas considerando
concentraciones superiores a las utilizadas en medicina tradicional, con

el propodsito de buscar efectos genotdxicos.

3.5.1.- Acondicionamiento de bulbos.

Los bulbos de Allium cepa fueron adquiridos en el comercio local,
eligiendo tamanos homogéneos, de 5-6cm de diametro, de buen

aspecto, sin golpes o cortaduras, con el disco entero.

Previo a cada experiencia fueron despojados de sus catafilas mas
externas, el disco inferior fue raspado con cuidado de no danar la zona
meristematica, eliminando la porcién corchosa exterior, para permitir

que emerjan las raicillas.

3.5.2.- Pretratamiento.

Un total de 30 bulbos fueron utilizados para cada experiencia. El
pretratamiento consistio en un lavado constante con agua corriente, por
2 horas. Con la finalidad de eliminar sustancias que podrian estar
presentes, producto de la manipulacién durante la logistica de la

produccion y el comercio.
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3.5.3.- Material Vegetal.

El material fue recolectado en Itaembe mini, se identificé en el
laboratorio y se guardé el material de resguardo (voucher) en el herbario
del laboratorio de Farmacobotanica. Posteriormente se secd en estufa
DALVO BHR por 48hs a 50 °C, se trituré6 con mortero manual, y se lo
guardo en bolsas de nylon hasta el momento de utilizarlo.

3.5.3.- Diseno de E1.

El primero ensayo (E1) se disend con el objeto de obtener la

concentracion 50, concentracion a la cual la longitud de las raices se

corresponde al 50% de lo que crecen los controles.

Figura 6. Disefo del dispositivo armado para la experiencia, en el periodo de crecimiento inicial
de las raicillas, previas al contacto con los diferentes extractos, y luego en contacto con los
extractos en diferentes concentraciones, y el control. (Fotos tomadas en el laboratorio).

Los bulbos fueron acomodados en el dispositivo disefiado para tal fin.
Colocando cada bulbo en el frasco de vidrio con boca ancha y una
manguera conectada a un aireador de pecera con derivadores, de modo
que cada bulbo reciba aire constantemente.

En total se utilizan 25 bulbos de los 30 seleccionados, dejando 5 como
reemplazo en el caso de que algunos no hayan producido raicillas.

Cinco bulbos fueron utilizados para cada concentraciéon, probando 4
concentraciones en cada experiencia y 5 bulbos de control. El agua
utilizada para todas las experiencias fue agua baja en sodio marca SER®
adquirida en el comercio, reemplazada cada 24 horas, y también
utilizada para preparar los extractos de cada experiencia.
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Una vez armado el experimento los bulbos fueron puestos a germinar
durante 48hs, tiempo en el cual se produjeron raicillas de 3 a 5cm en
promedio, en los 30 bulbos.

Una vez producidas las raicillas se reemplazaron los bulbos que no
tuvieron buen crecimiento y fueron eliminados.

Posteriormente fueron preparados los extractos segin la metodologia
descripta en 3.4.1, y colocados en los tubos.

Los bulbos estuvieron en contacto con los extractos un total de 48h,
una vez transcurrido el tiempo fueron retirados, enjuagados con agua
para eliminar los residuos producidos, y cortadas las raices al ras del
bulbo.

Las raicillas de cada bulbo fueron fotografiadas sobre un portaobjeto,
con una regla milimetrada DIAMANTE® como referencia. Seguidamente
se midieron la longitud de las raicillas de cada bulbo, para cada
concentracion y para los controles. Las raices que no lograron germinar
de cada bulbo, fueron eliminadas del analisis, asi también las que

germinaron con una longitud menor a Tcm.

Las medidas de todas las raices y los calculos de concentracion 50

fueron procesados mediante el programa GraphPad Prism 6.

En esta etapa también se obtuvieron datos de toxicidad general,
evaluando las anomalias macroscépicas producidas en las raices, luego
de estar en contacto con los extractos. Las mismas fueron fotografiadas
e identificadas como tumores, ganchos y necrosis.

3.5.4.- Diseno de E2.

Una vez obtenida la concentracion 50 para cada experiencia, se
procedi6 a disenar el segundo ensayo (E2), en el cual se estudiaron los
efectos genotéxicos de los extractos sobre las raices de Allium cepa.

El procedimiento fue similar a E1, en cuanto al disefio y ejecucién. La
diferencia fue que se procedi6 a trabajar con una concentracion igual o
superior a la concentracion 50 calculada en ET.
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Se diseno E2 dejando crecer las raices por 48hs en agua mineral baja en
sodio, reemplazando el agua a las 24hs. Posteriormente se prepararon
los extractos, con la misma metodologia que en E1 y considerando la
concentraciéon 50 calculada. Se colocaron los bulbos en contacto durante
48hs.

Una vez finalizado el periodo se retiraron los bulbos, se limpiaron con
abundante agua a los fines de eliminar las impurezas que pudieran

generarse y luego se cortaron las raices al ras.

3.5.5.- Fijacion de raices.

Se colocaron en tubos de ensayo con fijador FARMER preparado in situy

se las dejo reposar en heladera a -3 C° por 24hs.

Una vez transcurrido el tiempo, se retiraron las raices del farmer y se
colocaron en alcohol 70°, permaneciendo alli hasta el momento de ser

utilizadas para la realizacion de preparados.

3.5.6.- Observacion de mitosis.

Para la observaciéon de la mitosis en las raicillas de Allium cepa, se
utilizaron preparados histologicos realizados en el momento,
seleccionando un total de 2 raicillas por cada bulbo, para cada uno de
los 25 bulbos tratados en cada experimento. Una vez realizado el
preparado, se tomaron fotografias con camara MOTIC10 adherida al
microscopio MOTIC con la finalidad de obtener imagenes de las
diferentes fases mitéticas anémalas, como asi también poder realizar

luego el conteo de células y el procesamiento de datos.
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TECNICAS CITOGENETICAS

Para la obtencion de preparados se procedid seleccionando 2 raices por
cada bulbo, colocando cada raiz bajo la lupa y eliminando
cuidadosamente la cofia, ubicada en el extremo.

Luego se cortd una longitud de 3mm en promedio, considerando esta
zona meristematica. Se coloco el tejido sobre un vidrio reloj y se le
adicion6 unas gotas de orceina acética. Con ayuda de una pinza se
colocod el vidrio reloj directamente sobre la llama, balanceando el
preparado constantemente para que el fuego no actue directamente.

Se repitio este proceso 3 veces, adicionando orceina acética cada vez.

Una vez realizado el flameado se coloco el tejido sobre un portaobjeto,
se le adicionaron unas gotas de orceina, y se coloco el cubreobjetos,

realizando suavemente el “squash”.
Luego se procedio a observar al microscopio.

Reactivos solventes y equipamiento

aleengle el Elaiadere=nef] s ler5 | Cuchillo, Erlen meyer de 3lts.

Pretratamiento Erlen meyer de 3 Its, lupa
esteroscopica.

Diseino de Dispositivo, motor de pecera,
frascos de vidrio, material de
vidrio, bisturi, lupa, calibre,
camara MOTIC, GraphPad Prism 6.

i El
Diseno de E2. Dispositivo, motor de pecera,

frascos de vidrio, material de
vidrio, bisturi, lupa, calibre,
camara MOTIC, orceina acetica

Fijacion de raices Tubos de ensayo, bisturi, fijador
FARMER, alcohol 70°, heladera.
Observacion de mitosis Camara MOTIC, orceina acética,
material de vidrio, mechero de
Bunzen

3.5.7.- Tabla 2. Reactivos, solventes y equipamiento utilizados en los ensayos de
genotoxicidad.
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3.6.- Estudios quimicos.

Las pruebas fitogquimicas fueron disefiadas para tratar ambas especies
en simultaneo, siguiendo la metodologia de Wagner (1996) Plant drug

analysis.

3.6.1.- Cromatografia en capa delgada.

Los analisis de cromatografia en capa delgada corresponden a analisis
preliminares de la composiciéon quimica de los mismos. Se realizd en
placas de Kieselgel 60 F254 0,2 mm, Merck. Se recortaron fragmentos
de 5cm de ancho por 6cm de largo para cada experimento. La siembra
se realizd6 a 1cm de distancia del extremo inferior que estara en
contacto con la fase movil, y a una distancia de 2cm entre las distintas
siembras. Se utilizaron frascos de precipitado de 250ml con tapa de

vidrio, todas las pruebas se realizaron bajo campana de extraccion.

El disefio de los experimentos incluyd 2 fases moéviles, para todas las

pruebas:

Sistema 1: de caracteristicas polares compuesta por diez partes de
acetato de etilo, una parte de acido acético y una parte de agua, una vez
preparada se retir6 con pipeta el agua (ubicada en el fondo del

Erlenmeyer), y se utilizé la fase organica.

Sistema 2: de caracteristicas no polares conformada por tres partes de

acetato de etilo, una parte de cloroformo y 4 gotas de acido acético.
Las fases fueron preparadas en el momento de ser usadas.

Los Rf se calcularon como la relacion entre la distancia recorrida por el
compuesto en cm, sobre la distancia recorrida por el frente de corrida

en cm.
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3.6.1.1.- Revelado fisico.

Las placas sembradas, con fase moéviles polares y no polares fueron
reveladas por luz ultravioleta de 254nm y 365nm en cuarto oscuro. Las

mismas fueron fotografiadas también a luz visible.
3.6.1.2.- Revelado Quimico.

Las placas sembradas, con fase moéviles polares y no polares fueron
Product” (NP,

metanodlica al 1% del éster B-etilamino del acido difenilborico), NP/PEG,

reveladas por medio del reactivo “Natural solucidn

calentadas a estufa y luego reveladas por luz ultravioleta.

3.6.2.-
(HPLC).

Cromatografia de liquidos de alta eficiencia
Se utiliz6 el sistema de bombas binarias Waters 1525, con detector por
arreglo de fotodiodos Waters 2998 (220-540nm). Cromatogramas
adquiridos a MAXPLOT. Columna XBridge C18 5um; 4,6x150mm; loop
20 ul y la fase moévil se conform6é con el sistema de desarrollo en
gradiente A: Acido acético: 0,1%; B: Metanol: 0,1%, como se detalla en el

siguiente cuadro:

Time Flow %A %B %C Curve
1 0,01 0,50 90,0 10,0 0,0 6
2 45,00 0,50 43,0 57,0 0,0 6
3 60,00 0,50 0,0 100,0 0,0 6
4 65,00 0,50 0,0 100,0 0,0 6
Los extractos crudos vy las fracciones fueron Illevados a una

concentraciéon de 2mg/ml de metanol y fueron filtrados previamente a
cada inyeccion.

3.6.3.- Cromatografia en columna.

Se utilizd una columna Sephadex LH20 de 36cm de alto, 2cm de
didmetro y un total de 113ml de volumen. La fase moévil fue metanol
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puro. Los extractos crudos fueron primero solubilizados a una
concentracién de 50mg/ml.

Una vez sembrado el extracto, el volumen de metanol equivalente al de
la columna fue descartado y posteriormente fueron recolectadas las
fracciones cada 25ml consecutivamente.

3.6.3.1.- Siembra.

Se descartd el metanol contenido en la columna hasta que apenas esté
cubierto el sephadex. Luego se adicion6 por medio de un capilar de
vidrio, con cuidado y sobre las paredes de la columna, el extracto
solubilizado en metanol, por medio de movimientos circulares. Una vez
sembrado el mismo se depositoé en el sephadex, y haciendo los mismos
movimientos se colocdé metanol sobre la siembra, con mucho cuidado de
no mover el sephadex. Luego de que se agregaron unos 5cm de
metanol por sobre el punto de siembra, se procedié a agregar metanol
con ayuda de un embudo de vidrio, hasta completar la columna.

3.6.3.2.- Limpieza de columna.

La columna de Sephadex LH20 se limpié pasando a velocidad constante
3 volumenes de columna de metanol y posteriormente agregando 5ml
de dimetilsulféxido, se dejo reposar y se volvié a adicionar 3 volimenes
de metanol. En todas las experiencias se utiliz6 alcohol metilico
absoluto reactivo quimico de Laboratorio Cicarelli (metanol).
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Reactivos solventes y equipamiento

@ g Er RN e e P EG ERY Placa de Kieselgel 60 F254 0,2
mm, Merck, campana, balanza,
acetato de etilo, cloroformo, acido
acético, agua destilada, Iluz
ultravioleta, NP/PEG, pulverizador
en spray, estufa.
SRR R B TR RS Acido  acético, alcohol metilico
alta eficiencia (HPLC). absoluto reactivo quimico ,
detector de diodos, columna C18,
bomba binaria.
Cromatografia en columna. Sephadex LH20, alcohol metilico
absoluto reactivo quimico , capilar
de vidrio, DMSO.

3.6.4.- Tabla 3. Reactivos, solventes y equipamiento, utilizados en los estudios quimicos.

3.7.- Estudios biologicos.

Los extractos crudos como las fracciones fueron ensayadas sobre lineas
celulares tumorales, por medio del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Los ensayos biolégicos se realizaron por
duplicado, bajo las mismas condiciones para ambas especies vegetales.

3.7.1.- Lineas celulares.

Las lineas seleccionadas son pertenecientes a cancer humano, de los
siguientes tipos:

e MG-63 (ATCC® CRL-1427). Organism: Homo sapiens. Tissue bone.
Disease osteosarcoma.

e MCF7 (ATCC® HTB-22). Organism: Homo sapiens. Tissue
mammary gland, breast; derived from metastatic site: pleural
effusion. Cell Type epithelial. Disease adenocarcinoma.

e MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26). Organism: Homo sapiens. Tissue
mammary gland/breast; derived from metastatic site: pleural
effusion. Cell Type epithelial. Disease adenocarcinoma.
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3.7.2.- Repique de monocapa.

Se calent6 el PBS, TRYPLE y medio a 37° C. Bajo el flujo laminar se retir6
el medio de cultivo del frasco por medio de una pipeta, se lava la
monocapa con PBS con cuidado de no romperla, luego se retira y
descarta el PBS.

Se agrega el TRYPLE® y se lo dejo actuar el tiempo necesario
dependiendo de cada linea. Se observd en microscopio invertido el
desprendimiento de la monocapa. Posteriormente se agrega medio al
frasco y se toma el volumen necesario. El recuento de células se realizo
con camara de newbauer, hasta lograr la concentracidon necesaria de

células para cada ensayo.
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Figura 7. Secuencia de pasos para el repique de monocapa. Fuente: Manual de Practicas de
Cultivos en Tejidos. Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo”. (2014).

3.7.3.- Inoculacion de placas.

Para los ensayos se utilizaron Placa cultivo celular 96 wells para células
adherentes, estériles en paquete individual, libres de DNAsa/RNAsa y
apirogénicas. Marcacion alfanumeérica. Fondo plano. Marca: JETBIOFIL.
Las lineas celulares fueron sembradas a una densidad de 25000 células
por pocillo, utilizando un total de 1,75x10° células por cada placa medio
RPMI 1640 por 24h hasta la formacion de la monocapa. Los pocillos de
los extremos no se sembraron, se les adicion6é agua estéril con la
finalidad de disminuir la evaporacion del medio.
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3.7.4.- Incubacion.

Las placas permanecieron incubando en estufa de cultivo gaseada E.G.
4060 a 37° C, y 5% de CO,, durante 24hs hasta la adherencia y la
formacion de la monocapa, en contacto con los extractos por un total de
48hs, y con el MTT un total de 3hs.

3.7.5.- Medios de cultivo.

Para todos los ensayos realizados para las lineas MCF-7 y MG-63 se
utilizo el medio de cultivo DMEM. Para la linea MDA-MD-231 se utiliz6 el
medio DMEM-F12.

3.7.6.- Diluciones de extractos.

Los extractos fueron disueltos en dimetilsulféoxido (DMSO) en una
concentracion de 50mg/ml. Disueltos por medio de vortex hasta la
disolucion total. A partir de esta solucibn se prepararon las
concentraciones de cada ensayo, diluyendo el extracto con DMSO en el

medio de cultivo utilizado en cada ocasion.

3.7.7.- Reaccion con MTT.

Se utilizé el reactivo MTT preparado en el momento y almacenado en
heladera a -3 C °. Transcurrido el tiempo de incubacion con MTT de 3hs
en estufa gaseada, se adiciono DMSO a cada pocillo, con la finalidad de
disolver los cristales de formazan formados. La lectura de los resultados
se realiz6 por medio del espectrofotometro para micro placas Thermo
Scientific™ 51119300.

3.7.8.- Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realiz6 con el programa Statgraphics, para el
calculo de IC;, se utiliz6 el programa GraphPad Prism 6. Los graficos
corresponden al promedio y el desvio standard de los resultados
obtenidos. Se utilizé el analisis de la varianza (ANOVA) para determinar
las diferencias significativas entre la media de viabilidad de un nivel de
concentraciéon a otro, la prueba de los multiples rangos (LSD) para
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determinar las diferencias significativas entre las diferentes medias de
viabilidad de las concentraciones respecto a la media del control, y la
regresion lineal como base para la comaracion de modelos alternos y la
seleccion del modelo que mejor describe el comportamiento de los
datos.

La tabla ANOVA descompone la varianza de % viabilidad en dos
componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-
de-grupos. La razon-F es el cociente entre el estimado entre-grupos y el
estimado dentro-de-grupos. El valor-P de la prueba-F cuando es menor
que 0,05, prueba que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de % viabilidad entre un nivel de

Concentracion y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

La prueba de multiples rangos aplica un procedimiento de comparacion
multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se
encuentra al lado de los pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de
confianza. En la parte superior se han identifican grupos homogéneos
segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una
misma columna de X's. El método empleado para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de
medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual
ao.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica en su
magnitud porcentual de la variabilidad en % Viabilidad. El coeficiente de

correlacion indica la relacidn entre las variables.

El error absoluto medio (MAE) es el valor promedio de los residuos. El
estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos para

determinar si hay alguna correlacion significativa basada en el orden en
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el que se presentan en el archivo de datos. El valor-P cuando es menor
que 0,05 indica una posible correlacion serial con un nivel de confianza
del 95,0%.

MG-63, MCF-7, MDA-MD-231.

Repique de monocapa Flujo laminar estéril, pipeta
electronica, material estéril,
DMEM, DMEM-F12, camara
newbauer, microscopio invertido,
PBS, TRYPLE®

Placa de 96 pocillos JETBIOFIL,
agua esteéril.

m Estufa de cultivo gaseada E.G.
4060

MTT, espectrofotometro para
micro placas, DMSO

3.7.9.- Tabla 4. Reactivos, solventes y equipamiento, utilizados en los estudios bioldgicos.
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4.- Resultados

4.1.- Estudios farmacobotanicos.

4.1.1. - Seleccion de especies.

La seleccion de las especies surge del analisis de datos etnobotanicos y
etnofarmacolégicos realizados por la Dra. Yajia con anterioridad.

En su momento se habian analizado las drogas vegetales
comercializadas en los diferentes Centros de distribucion de la Ciudad
de Posadas, para diferentes afecciones. El interés se centr6 en aquellas
especies utilizadas en forma empirica para el tratamiento del cancer en

términos generales.

Una vez identificadas y seleccionadas las especies para continuar con el
estudio, se procedid a realizar la identificacion botanica de las mismas
recolectando los caracteres de valor diagnostico por medio de técnicas

histologicas.

4.1.2. - Datos etnobotanicos.

Polygonum hydropiperoides Michx. var. hydropiperoides
(POLYGONACEAE)

Se lo considerada como un agente antineoplasico. Se utiliza la planta
entera, en infusiones de tres o cuatro hojitas, una taza de té, en tres
tomas diarias. Se comercializa en estado fresco y seco y sin envoltorio
en el Mercado Municipal, en la Feria Franca de Villa Cabello y por

vendedores ambulantes.
Acanthospermum australe (Loeffl.) O. Kuntze
(ASTERACEAE)

Se considera una especie con propiedades antineoplasicas y para la
curaciéon de heridas externas. Se utiliza la parte aérea. El cocimiento de
la planta, a razéon de una rama hojosa por litro de agua, se utiliza para
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todo tipo de neoplasias, en tomas continuadas durante varios meses. La
misma forma de preparacion se ingiere con el mate. Se comercializa la
planta entera sin envoltorio y en estado fresco o seco. en el Mercado
Municipal, en las Ferias Francas y Vendedores ambulantes.

4.1.3. - Relevamiento de comercializacion de las especies.

Una vez registrados los datos etnobotanicos, se realizd una
actualizacion de datos y material vegetal de los centros de
comercializacion de la Ciudad de Posadas, y también en campo, donde

fueron ubicadas poblaciones de ambas especies.

El material vegetal se adquirié en la Feria Franca de la ciudad de
Posadas, se adquirieron 30 muestras en estado fresco y sin envoltorio,
comercializados en forma de mazos. Se evaluaron las caracteristicas
foliares por medio de técnicas farmacobotanicas de rutina, transcortes,
moldes epidérmicos, desgarrados epidérmicos, etc. Los caracteres de
valor diagndsticos han sido fotografiados Moticam 10.0 MP adherida al

microscopio 6ptico Motic BA200.

Figura 8. Muestras adquiridas en la feria franca.
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Sin embargo P. hydropiperoides, se encuentra en menor medida en los
centros de distribuciéon y a menudo confundida con P. punctatum,
especie emparentada, que crece en el mismo habitat y de similares

caracteristicas.

Se procedié a analizar Se puede destacar que actualmente que A.
australe continua siendo ampliamente utilizada, y no es confundida con
A. hispidum.

Para el P. hydropiperoides, la droga vegetal se conformd de la parte
aérea (tallos, hojas, inflorescencias y frutos). Se comercializa fresca
enrollada. Se analizé la exomorfologia de la droga vegetal, encontrando
que la misma se conformaba de 2 especies diferentes Polygonum
hydropiperoides Michx. var. hydropiperoides y Polygonum punctatum
Elliot. A ambos se le atribuye el nombre vulgar “katai”, el cual se
comercializa por sus propiedades empiricas como anticancerigeno,

depurativo, antiinflamatorio, analgésico, antihemorroidal, entre otros.
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P hydropiperoides

Figura 9. Comparativo de P. hydropiperoides y P. punctatum. Especies identificadas formando
parte de un mismo mazo.

Ambas especies son muy similares en cuanto a su exomorfologia.
Siendo un buen parametro de comparacion la presencia de tricomas en
la superficie de la hoja de P. hydropiperoides y las ocreas glandulosas y
cortas. El P. punctatum, a diferencia presenta sus hojas y ocreas
glabras. Ademas, los tricomas de las 6creas son mas largos. En cuanto
al analisis micrografico la diferencia radica en el niumero de estratos

presentes en el parénquima en empalizada, siendo de 1-2 estratos de

58
Altamirano C. G.



células en P. hydropiperoides y 2-3 en P. punctatum. Los resultados
fueron comparados con material de herbario certificado por IBONE, vy
bibliografia especifica.

Se puede inferir que la situacién
actual encontrada para esta
especie en el mercado local,
donde se la comercializa en

ANTIRREUMATICO-DIVRETICO.
FLIMINA ACIDO URICO-

forma de mezcla, podria deberse : TRATAMIENTOS D WACERRS.

TRASTORNOS DIGESTIVOS-

USO:2 VECES X SEMANA

a la gran similitud en cuanto a su BN o uso xremio
exomorfologia. Donde los
recolectores y  comerciantes
podrian pasar por alto el hecho
de que sean 2 especies diferentes
(Los resultados obtenidos fueron
publicados en el evento Xl
SIMPOSIO ARGENTINO DE

FARMACOBOTANICA, bajo el nombre Figura 10. Muestra de A. australe
comercializada.

“Analisis micrografico de drogas

vegetales denominadas “katai”, comercializadas en la feria franca de la

ciudad de posadas” en el afio 2017).

Sin embargo, en los analisis realizados para A. australe, no se
encontraron especies adulterantes, siendo que se encuentra A. hispidum
con similares caracteristicas, pero se puede concluir que no es

comunmente confundida con A. australe.
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4.1.4. - Caracterizacion macroscopica de la droga vegetal.

Polygonum hydropiperoides Michx. var. hydropiperoides.
Familia POLYGONACEAE

Sinonimos: Polygonum hydropiperoides var. persicarioides (Kunth)
Stanford; Polygonum persicarioides Kunth; Polygonum rivulare Phil.

Nombres vulgares: “Caa-tay’, “yerba picante”, yerba de los dioses”.
Descripcion exomorfoldgica:

Hierba perenne, de 30 a 100 cm de altura, con tallos decumbentes en la
base y radicantes en los nudos, luego erectos, de color rojizo,
generalmente con puntuaciones glandulares. Flores hermafroditas, a
veces poligamas. Caliz de 4-5 sépalos hundidos, lobulados, subiguales.
Estambres 4-5, inclusos o exsertos. Ovario supero, comprimido o
trigono unilocular, uniovulado; estilos 2-3 unidos o separados; estigmas
capitados. Fruto aquenio lenticular o trigono incluido total o
parcialmente en los sépalos acrescentes. Plantas lefiosas o herbaceas,
erguidas o decumbentes, terrestres o palustres, de hojas lineales,

lanceoladas, hastadas, etc; Flores pequefias dispuestas en fasciculos,

falsas espigas o paniculas. Aquenios lenticulares o triquetos.

Figura 11. A. Ocreas glandulosas cortas. B. Fruto aquenio triqueto.

60
Altamirano C. G.




Figura 12. A. Inflorescencia de P. hydropiperoides. B. Detalle de ocreas y tallo rojizo
caracteristico.

Acanthospermum australe (Loeffl.) O. Kuntze
Familia ASTERACEAE

Sinonimos: Melampodium australe Loeffl., Acanthospermum brasilium
Schrank., Centrospermum xanthioides H. B. K.

Nombres vulgares: “Tapecué”, “tapekué”, “ypé rupa”.
Descripcion exomorfolégica:

Planta con tallos ramosos, decumbentes o ascendentes, pubescentes,
hojosos hasta el apice. Hojas opuestas, rombico-ovadas, agudas u
obtusas en el apice, atenuadas en corto peciolo en la base, dentado-
aserradas en el margen, laxamente pubescentes y con pequefnas
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glandulas en ambas caras, especialmente en la inferior. Capitulos
pedicelados solitarios en las axilas de las hojas y en el extremo de las
ramitas. Involucro acampanado; bracteas biseriadas envolviendo por
completo los ovarios de las flores femeninas, pubescentes en el dorso.
Flores amarillentas, dimorfas. Aquenios completamente envueltos por
las bracteas interiores del involucro, dando lugar a un fruto fusiforme,
cubierto totalmente de cerdas ganchudas rigidas.

Figura 13. Planta comercializada.

4.1.5. - Caracterizacion microscopica de la droga vegetal.

Acanthospermum australe (Loeffl.) O. Kuntze
Descripcion endomorfoldgica:

En vista superficial, la epidermis adaxial presenta células con contornos
sinuosos y la abaxial, poligonales. Las estomas son anomociticos y la
l[Amina es anfiestomadtica. Asimismo, en ambas superficies se
encuentran tricomas de cubierta pluricelulares uniseriados y tricomas

glandulares capitados.

En el corte transversal de la hoja se observa un mesoéfilo de estructura
dorsiventral, con clorénquima en empalizada 1-estratificado vy
parénquima esponjoso formado por varias capas de células pequenas.
En la nervadura central, el haz vascular es dorsiventral y posee forma

lenticular.
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Figura 14 A. Epidermis adaxial con tricomas y estomas 200x. B. Corte transversal de la hoja
200x. C. Tricomas pluricelulares uniseriados y tricomas glandulares capitados400x. D. Corte
transversal de la [dmina foliar 400x.

El transcorte del tallo muestra una epidermis con numerosos tricomas
tectores y glandulares como los ya descriptos y una banda de
colénquima dispuesta hacia el interior; el cilindro central esta
constituido por numerosos haces colaterales discretos rodeados cada
uno de ellos por un casquete de fibras asociadas al floema.

Polygonum hydropiperoides Michx. var. hydropiperoides.
Descripcion endomorfoldgica:

En vista superficial las células epidérmicas presentan contorno
poligonal, con estomas anisociticos, y abundantes tricomas tectores
verrucosos unicelulares y glandulares bicelulares sésiles en depresiones
de la epidermis abaxial.

En el corte transversal la hoja exhibe un mesofilo de estructura
dorsiventral, con parénquima en empalizada uniestratificado vy
parénquima esponjoso laxo con numerosas drusas y glandulas que se
presentan en relacion con la epidermis adaxial. La nervadura media
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posee tejido colenquimatico en relacion con ambas epidermis; el haz

vascular es colateral.

En el corte transversal del tallo se observa una epidermis
uniestratificada, con tricomas unicelulares de cubierta y tricomas de
cubierta pluricelulares sésiles, 2-3 capas de colénquima laminar, y un
anillo de fibras en posicion periciclica; el floema forma un anillo

continuo; la médula parenquimatica posee numerosas drusas y puede

hallarse reabsorbida.

Figura 15. A. Diafanizado: estomas anisociticos y células epidérmicas poliédricas
de paredes anticlinales. B. C.T. hoja: Estructura dorsiventral, 1-2 estratos de
parénquima empalizada, drusas de oxalato de calcio.

4.2. - Rendimiento de extractos.

Los extractos fueron realizados en el laboratorio de Farmacotecnia del
moédulo de Farmacia y Bioquimica, de la facultad de ciencias exactas
quimicas y naturales de la Universidad Nacional de Misiones. El
procedimiento para ambas especies fue el mismo, utilizando la
metodologia descripta en 3.4.3. Las diferentes mezclas hidroalcohdlicas

fueron las siguientes:

A. 20% de alcohol y 80% de agua.
B. 50% de alcohol y 50% de agua.
C. 80% de alcohol y 20% de agua.
D. 100% de agua.
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4.2.1. - Rendimiento de extractos hidroalcohodlicos de P.
hydropiperoides.
Considerando los extractos realizados a partir de 20 g de droga seca
por cada 100ml de volumen final de extracto, posteriormente al secado

en rotavapor se obtuvieron los siguientes rendimientos:

Rendimiento
promedio en  Rendimiento en Rendimiento en

Tipo de Extracto g cada 100 mg/ml de mg/gr de droga
ml de extracto seca
extracto

0 % alcohol 0,95 ¢
20 % alcohol 0.96 g 9,65 mg/ml 96,5 mg/g
50 % alcohol 1,18 ¢g 11,8 mg/ml 118 mg/g

80 % alcohol 0,95 ¢ 9,48 mg/ml 94,8 mg/g

9,48 mg/ml 94,8 mg/g

Tabla 5. Rendimiento de extractos de P. hydropiperoides.

Los extractos obtenidos de P. hydropiperoides presentaron buen
aspecto, cristalino y de facil manipulacion.

El extracto de mejor rendimiento fue el que contenia 50% de alcohol.

4.2.2. - Rendimiento de extractos hidroalcoholicos de A.
australe.

Considerando los extractos realizados a partir de 20 g de droga seca
por cada 100ml de volumen final de extracto, posteriormente al secado
en rotavapor se obtuvieron los siguientes rendimientos:
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Rendimiento
promedio en  Rendimiento en Rendimiento en

Tipo de Extracto g cada 100 mg/ml de mg/gr de droga
ml de extracto seca
extracto

0 % alcohol 1,975 g 19,75 mg/ml
20 % alcohol 1,95¢ 19,5 mg/ml 195,5 mg/g
50 % alcohol 2,259 22,5 mg/ml 225,6 mg/g

80 % alcohol 2,06 g 20,6 mg/ml 206,1 mg/g

197,5 mg/g

Tabla 6. Rendimiento de extractos de A. australe.

Los extractos obtenidos de A. australe a diferencia del anterior
presentaron aspecto resinoso, de dificil manipulacion.

El extracto de mejor rendimiento fue el que contenia 50% de alcohol.

A su vez el extracto de A. australe presenta un rendimiento superior al

extracto de P. hydropiperoides.

4.3.- Estudios genotoxicos.

Para la realizacion de los estudios genotdxicos se decidio incluir a P.
punctatum, especie afin a P. hydropiperoides ya que se considera
utilizada para la misma finalidad a ambas especies.

4.3.1.- Concentracion 50 de P. punctatum

Para el calculo de la concentracion 50, se probaron en el primer ensayo
(E1) ademas de los controles, cuatro concentraciones (gramos de droga
vegetal por litro de infusion):100 g/L, 50 g/L, 25 g/Ly 12,5 g/L.

Se fotografiaron las raices de todos los bulbos, y se midid la distancia
de cada una, obteniéndose en promedio 3,5cm para las raices control,
1,87 cm para 100 g/L, 2 cm para 50 g/L, 2,14 cm para 25 g/Ly 2,16 cm
para 12,5 g/L.
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Con los datos obtenidos, por medio de GraphPad Prism, se obtuvo lo

siguiente:

Concentraciéon 50 de infusion de P. punctatum
4 =

3 - ICso = 201.2

Long. de raices en cm
N
[

0 T T 1
0 50 100 150

Concentraciéon en g/L

Grdfico 1. Estudio de la genotoxicidad de P. punctatum. Se grafica la longitud de las raices en
centimetros versus las concentraciones de 100 g/L, 50 g/L, 25 g/Ly 12,5 g/L. La concentracién
50 obtenida surge de la extrapolacion de la recta que une las diferentes dosis ensayadas.

El valor de IC;, = 201,2 g/L se corresponde con un R* = 0,9807. Segun
los calculos realizados el estudio de la genotoxicidad de los extractos
de esta especie, deberian realizarse a una concentracion igual o superior
al ICs, calculado. Pero dado que es una concentracion muy alta, y las
dificultades para obtener dicha infusion en el laboratorio, se utilizara el
mismo disefio de E1 para observar la genotoxicidad, es decir repitiendo

las mismas concentraciones.

4.3.2.- Concentracion 50 de P. hydropiperoides.

Para el calculo de la concentracion 50, se probaron en el primer ensayo
(ET) ademas de los controles, cuatro concentraciones (gramos de droga
vegetal por litro de infusion):100 g/L, 50 g/Ly 25 g/L.

67
Altamirano C. G.



Se fotografiaron las raices de todos los bulbos, y se midié la distancia
de cada una, obteniéndose en promedio 3,82 cm para las raices control,
1,67 cm para 100 g/L, 2 cm para 50 g/L, 2,23 cm para 25 g/L.

Con los datos obtenidos, por medio de GraphPad Prism, se obtuvo lo
siguiente:

Concentracion 50 de infusion de P. hydropiperoides
5-

IC 5, = 165.4

Long. de raices en cm

0 T T 1
0 50 100 150

Concentracién en g/L

Grdfico 2. Estudio de genotoxicidad de P. hydropiperoides. Se grafica la longitud de las raices
en centimetros versus las concentraciones de g/L. 100 g/L, 50 g/Ly 25 g/L. La concentraciéon 50
obtenida surge de la extrapolacién de la recta que une las diferentes dosis ensayadas.

El valor de IC;, = 165,4 g/L se corresponde con un R? = 0,9902. Dados
los resultados obtenidos en las pruebas biolégicas, se desestimo
continuar con el analisis de la genotoxicidad de P. hydropiperoides.

4.3.3.- Concentracion 50 de A. australe.

Para el calculo de la concentracion 50, se probaron en el primer ensayo
(ET) ademas de los controles, cuatro concentraciones (gramos de droga
vegetal por litro de infusién):100 g/L, 50 g/L, 25 g/Ly 12,5 g/L.

Se fotografiaron las raices de todos los bulbos, y se midié la distancia

de cada una, obteniéndose en promedio 3,5cm para las raices control,
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1,94 cm para 100 g/L, 2 cm para 50 g/L, 2,22 cm para 25 g/Ly 2,32 cm
para 12,5 g/L.

Con los datos obtenidos, por medio de GraphPad Prism, se obtuvo lo

siguiente:
Concentracion 50 de infusion de A. australe
4.0
£ IC 50 = 24.51
v 3.5
<
()]
w
v 3.0
4
(1]
e
v 2.54
°
o
c -
° 2.0 —e
-
1.5 T T 1

0 50 100 150

Concentracion en g/L

Gridfico 3. Estudio de la genotoxicidad de A. australe. Se grafica la longitud de las raices en
centimetros versus las concentraciones de 100 g/L, 50 g/L, 25 g/Ly 12,5 g/L. La concentracién
50 obtenida surge de la extrapolacion de la recta que une las diferentes dosis ensayadas.

El valor de IC;, = 24,51 g/L se corresponde con un R* = 0,9672. Si bien
ICs, es menor que las anteriores, es una concentraciéon elevada
comparada con la utilizada en medicina tradicional. El analisis de la
genotoxicidad entonces, se disené en funcién de una concentracién

superior a la calculada.

4.3.4.- Toxicidad general de P. punctatum

Los datos de toxicidad general fueron tomados de E1. Fueron
fotografiadas todas las raicillas, de todos los bulbos de todas las
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concentraciones probadas. Contabilizando tumores 11 %, ganchos 15 %
y necrosis 45 %.

Figura 15. A. Disefo de E1. B, Cy D corresponden a raicillas expuestas a 100 g/L de infusion de

P. punctatum mostrando las anomalias macroscépicas encontradas. B Tumor. C. Gancho. D.
Necrosis.

4.3.5.- Toxicidad general de P. hydropiperoides

Los datos de toxicidad general fueron tomados de E1. Fueron
fotografiadas todas las raicillas, de todos los bulbos de todas las
concentraciones probadas. Contabilizando tumores 21 %, ganchos 10 %
y necrosis 45 %.
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Figura 16. A. Raices del grupo control. B. Raices que han estado en contacto con los extractos.
4.3.6.- Toxicidad general de A. australe.

Los datos de toxicidad general fueron tomados de EIl. Fueron
fotografiadas todas las raicillas, de todos los bulbos de todas las
concentraciones probadas. Contabilizando tumores 10 %, ganchos 13 %

y necrosis 35 %.

Figura 17. Ay C. Detalle de ganchos. By D. tumores y necrosis.
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4.3.7.- Genotoxicidad de P. punctatum.

En E2 se analizaron las anomalias microscopicas, los porcentajes de
cada fase de la mitosis para cada una de las concentraciones estudiadas
de 100 g/L, 50 g/L, 25 g/L, y los indices mitéticos.

Concentraciones Interfase Profase Metafase Anafase Telofase Citocinesis

100 g/L 90% 8% 0,5% 0,5% 0,5% 0,5%
50 g/L 86% 10% 2% 1% 1% 0,5%
25 g/L 83% 11% 3% 1,5% 1% 0,5%

Tabla 7. Porcentajes de cada fase de la mitosis, en funcion de las concentraciones probadas
para las infusiones de P. punctatum.

Se contabilizaron un total de 2500 ceélulas contabilizadas por raiz, por
cada bulbo, de cada concentraciéon analizada. Las aberraciones
cromosomicas se corresponden a un 2 % del total de células
contabilizadas. Fueron encontradas metafases pegajosas y puentes
anafase/telofase.

indice mitdtico= (total de células en division/ total de células contabilizadas) x
100

. . Numero de
Anomalias indi o Tiempo de 21ul
Concentraciones : o ndice mitotico o celulas
microscopicas exposicién
contadas

0% 20% 48 h 2500
0,44% 10% 48 h 2500
0,32% 13% 48 h 2500
0,20% 15% 48 h 2500

Tabla 8. Resumen de resultados obtenidos para las infusiones de P. punctatum.

Las concentraciones mas elevadas mostraron mayor inhibicién de la
mitosis (IM=10% y 13% respectivamente) con respecto a los controles
(IM=20%). Si bien no son concentraciones usuales en las que se utiliza P.
punctatum, pueden considerarse genotdxicas, observandose efectos
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toxicos dependientes de la concentraciéon del extracto. El efecto del
extracto se manifiesta en la disminucion del indice mitotico, el aumento
del nimero de células en estadio de interfase y el nimero de anomalias
microscopicas obtenidas para cada concentracion.

Tabla ANOVA para % viabilidad por Concentracién

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  [459,4 5 153,133 52,80 0,0000
Intra grupos 46,4 16 (2,9

Total (Corr.) [505,8 19

Puesto que el valor-P de la

prueba-F es menor que 0,05, existe una

diferencia estadisticamente significativa entre la media de Aberraciones

entre un nivel de concentraciones y otro, con un nivel del 95,0% de

confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Aberraciones por concentraciones

En la tabla se han

Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentracion  [Casos |Media Grupos Homogéneos
0 5 0,4 X

25 5 3,4 X

50 5 7,4 X

100 5 13,2 X

identificado 4 grupos homogéneos segun la

alineacion de las X's en columnas. Las diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de concentracién se muestran con las

diferencias en las X's.

Diferencias estimadas entre las medias.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-25 * -3,0 2,28321
0-50 * -7,0 2,28321
0-100 * -12,8 2,28321
25-50 * -4,0 2,28321
25-100 * -9,8 2,28321
50 - 100 * -5,8 2,28321

* indica una diferencia significativa.

Altamirano C. G.
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Se muestran las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 6 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95,0% de confianza. El método empleado para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa
(HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que
uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia
real es igual a 0.

En la figura 19, se observan los preparados analizados de los controles y
las anomalias microscopicas relevadas en el presente analisis.

3 £ v g
~ I 3 e -5

Figura 18. Resultados de Genotoxicidad.A, B y C. Detalle de Anafase puente. D. Metafase
anomala con cromosomas rezagados y desordenados.

74

Altamirano C. G.



4.3.8.- Genotoxicidad de A. australe.

En E2 se analizaron las anomalias microscépicas, los porcentajes de
cada fase de la mitosis para cada una de las concentraciones estudiadas
de 150 g/L, 75 g/L, 37,5 g/L, y los indices mitéticos.

Concentraciones Interfase Profase Metafase Anafase Telofase Citocinesis

150 g/L 89% 7% 1,5% 1% 1% 0,5%
75 g/L 86% 10% 1% 1,5% 1% 0,5%
37,5 9/L 84% 12% 2% 1% 0,5% 0,5%

Tabla 9. Porcentajes de cada fase de la mitosis, en funcién de las concentraciones probadas
para las infusiones de A. australe.

Se contabilizaron un total de 2500 células contabilizadas por raiz, por
cada bulbo, de cada concentracion analizada. Las aberraciones
cromosOmicas se corresponden a un 1 % del total de células
contabilizadas. Fueron encontradas metafases pegajosas y puentes
anafase/telofase.

indice mitético= (total de células en division/ total de células contabilizadas) x
100

NUmero de

Anomalias Tiempo de

Concentraciones . . . indice mltétICO ., Cé|u|aS
microscopicas exposicion
contadas

0g/L 0% 20% 48 hs 2500

150 g/L 0,95% 11% 48 hs 2500
75 g/L 0,68% 14% 48 hs 2500

37,59/L 0,33% 16% 48 hs 2500

Tabla 10. Resumen de resultados obtenidos para las infusiones de A. australe.

Las concentraciones mas elevadas mostraron mayor inhibicion de la
mitosis (IM=11% y 14% respectivamente) con respecto a los controles
(IM=20%). Si bien no son concentraciones usuales en las que se utiliza A.
australe, pueden considerarse genotoxicas, observandose efectos
toxicos dependientes de la concentraciéon del extracto. El efecto del
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extracto se manifiesta en la disminucion del indice mitético, el aumento
del nimero de células en estadio de interfase y el nUmero de anomalias

microscopicas obtenidas para cada concentracion.

Tabla ANOVA para % viabilidad por Concentracion
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  [6299,2 3 2099,73 271,81 0,0000
Intra grupos 123,6 16 (7,725
Total (Corr.) [6422,8 19

Puesto que el valor-P de la

prueba-F es menor que 0,05, existe una

diferencia estadisticamente significativa entre la media de Aberraciones
entre un nivel de concentraciones y otro, con un nivel del 95,0% de

confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Aberraciones por concentraciones

Método: 95,0 porcentaje LSD

En la tabla se han
alineacion de

significativas entre los niveles de concentracién se muestran con las

Concentracion [Casos |Media Grupos Homogéneos
0g/L 5 0,6 X

25g/L 5 9,8 X

50 g/L 5 16,2 X

100 g/L 5 47,8 X

las X's en columnas.

diferencias en las X's.

Diferencias estimadas entre las medias.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-375 * -9,2 5,03152
0-75 * -15,6 5,03152
0-150 * 47,2 5,03152
375-75 * -6,4 5,03152
375-150 | * -38,0 5,03152
75 - 150 * -31,6 5,03152

* indica una diferencia significativa.

identificado 4 grupos homogéneos segun

Las diferencias estadisticamente

Se muestran las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 6 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
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95,0% de confianza. EIl método empleado para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa
(HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que
uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia

real es igual a 0.

En la figura 20, se observan los preparados analizados de los controles y
las anomalias microscopicas relevadas en el presente analisis.
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Figura 19. Preparados obtenidos en el estudio de la genotoxicidad de A. australe.
CONTROLES: A. Anafase. B. Telofase y metafase. C y D. Metafase y telofase. GENOTOXICIDAD: E
y F. Detalle de Anafase puente. G y H. Metafase anémala con cromosomas rezagados y
desordenados.
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4.4.- Estudios quimicos.

Los resultados se expresan con fotografias de las placas de TLC, donde
se han sembrado los extractos de menor a mayor contenido alcohélico
(de izquierda a derecha). Se colocaron los Rf sobre las corridas
obtenidas, y al final se muestran en una tabla para facilitar su lectura.

Las fases moviles utilizadas para todas las experiencias fueron
detalladas en materiales y métodos.

4.4.1.- Cromatografia en capa delgada de los extractos
crudos

Para el analisis de TLC, se utilizaron los extractos crudos obtenidos

como se menciona previamente.

Todos los experimentos se fotografiaron a la luz visible, UV 254nm y UV
365nm. Los Rf se calcularon en cm.

Se realizaron 2 tipos de corridas para cada tipo de material, una con una
fase movil polar (Sistema 1: fase organica de 10 partes de acetato de
etilo / 1 parte de acido acético / 1 una parte de agua), y otra con una
fase movil no polar (Sistema 2: 3 partes de acetato de etilo / 1 parte de

cloroformo / 4 gotas de acido acético).

Figura 20. Disero del experimento. Cromatografia en capa delgada.
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Visible UV 254 UV 365

Figura 21. TLC de P. hydropiperoides en Sistema 1 (10 acetato de etilo / 1 dcido acético / 1

agua). Comparacion del comportamiento de los distintos extractos hidroalcohdlicos

Fraccio
n Visible UV UV Visible UV UV Visible UV UV Visible UV UV
Rf 254 365 254 365 254 365 254 365
nm nm nm nm nm nm nm nm
X X
X X X X X X X
065 | X X X
0,61 | x X X X X
XXX

Tabla 11. Fracciones obtenidas de P. hydropiperoides en sistema 1 con los extractos
hidroalcohdlicos: 100= 100% agua; 80= 80% agua 20% alcohol; 50 = 50% agua 50% alcohol; 20=
20%agua 80%alcohol.

Al analizar los 4 extractos crudos de P. hydropiperoides frente al
sistema 1 se observan 5 fracciones. El compuesto de Rf 0,65 fue
extraida por todas las mezclas hidroalcohélicas. Unicamente el extracto

80, se encuentra enriquecido en la sustancia de Rf 0,48.
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Rf0,74 Rf0,74

Rf0,09 Rf0,09 Rf0,09 Rf0,09 Rf0,09

Visible uv 254 UV 365

Figura 22. TLC de P. hydropiperoides en Sistema 2: 3 acetato de etilo / 1 cloroformo / 4 gotas
de acido acético. Comparacién del comportamiento de los distintos extractos hidroalcohélicos.

Fraccio

n Visible UV UV Visible UV UV Visible UV UV Visble UV UV
Rf 254 365 254 365 254 365 254 365
nm nm nm nm nm nm nm nm
X X X X X X X X X
X o x X
029 23 I I
0,00 [ X X X X X X X X

Tabla 12. Fracciones obtenidas de P. hydropiperoides en sistema 2 con los extractos
hidroalcohdlicos: 100= 100% agua; 80= 80% agua 20% alcohol; 50 = 50% agua 50% alcohol; 20=
20%agua 80%alcohol.

Al analizar los 4 extractos crudos de P. hydropiperoides en el sistema 2,
se observan 4 fracciones. El compuesto de Rf 0,74 fue extraida por
todas las mezclas hidroalcohdlicas utilizadas. El extracto 80% agua, se

encuentra enriquecido en el compuesto de Rf 0,72 y el 20% agua en la
de Rf 0,29.

En los sistemas 1 y 2, salvo algunas excepciones, la mezcla
hidroalcoholica correspondiente al 20 de agua y 80 de alcohol, resulté
ser la mas enriquecida en compuestos. Por lo que en base a estos
resultados, se seleccionara ese extracto (20% agua) para realizar el

fraccionamiento en columna.
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Rf 0,86 Rf0,86
Rf0O,81 RFO81 RF 0,81 RF0,81

Rf 0,65 Rf 0,65 Rf 0,65

Visible uv 254 UV 365

Figura 23. TLC de A. australe en Sistema 1 (10 acetato de etilo / 1 dcido acético / 1 agua)..
Comparacion del comportamiento de los distintos extractos hidroalcohdlicos.

Fraccio
n Visible UV UV  Visible UV UV Visible UV UV Visible UV UV
Rf 254 365 254 365 254 365 254 365
nm nm nm nm nm nm nm nm
X x
081 | X X X x
X X X

Tabla 13. Fracciones obtenidas de A. australe en sistema 1 con los extractos hidroalcohdlicos:
100= 100% agua; 80= 80% agua 20% alcohol; 50 = 50% agua 50% alcohol; 20= 20%agua
80%alcohol.

Al analizar los 4 extractos crudos de A. australe frente al sistema 1, se
observan 3 fracciones. El compuesto de Rf 0,81 que absorbe al UV
254nm, fue extraida por todos los extractos.
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Rf 0,08

Visible uv 254 UV 365

Figura 24. TLC de A. australe en Sistema 2 (3 acetato de etilo / 1 cloroformo / 4 gotas de acido
acético). Comparaciéon del comportamiento de los distintos extractos hidroalcoholicos.

Fraccio

Visible UV UV Visible UV UV  Visible UV UV  Visible UV UV
254 365 254 365 254 365 254 365
nm  nm nm nm nm  nm nm  nm

X X
X X
X X
X X
X X

Tabla 14. Fracciones obtenidas de A. australe en sistema 1 con los extractos hidroalcohdlicos:
100= 100% agua; 80= 80% agua 20% alcohol; 50 = 50% agua 50% alcohol; 20= 20%agua
80%alcohol.

Al analizar los 4 extractos crudos de A. australe frente al sistema 2, se
observan 5 fracciones. Puede observarse como los extractos de mayor
contenido alcohdlico en la mezcla, son los mas enriquecidos en
componentes de distintos Rf.

En los sistemas 1 y 2, la mezcla hidroalcohélica correspondiente al 20
de agua y 80 de alcohol, resulto ser la mas enriquecida. Por lo que se

utilizara ese extracto para realizar el fraccionamiento en columna.

4.4.2.- Cromatografia en columna.

Para la separacion mediante cromatografia de filtracion por geles se
utilizd una columna SEPHADEX LH20. La experiencia se realizd por
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duplicado para ambas especies P. hydropiperoides y A. australe. Se
sembraron soluciones saturadas de extracto seco al 80% de alcohol, a
una concentracion de 500 mg/ml en metanol para el extracto de P.
hydropiperoides y de 915 mg/ml para el extracto de A. australe y luego
agregado volumen constante de metanol, hasta atravesar la columna y
la correspondiente separaciéon de las fracciones.

Una vez sembrado el extracto, el volumen de metanol equivalente al de
la columna fue descartado (110ml) y posteriormente fueron recolectadas

las fracciones cada 25ml consecutivamente.
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Figura 25. A. Columna sembrada. B y C. Fracciones obtenidas suspendidas en metanol.

Fueron seleccionados para ser separados, los extractos mas
enriquecidos que son los de mayor contenido alcohodlico. Se obtuvieron
un total de 8 fracciones para P. hydropiperoides, y 6 para A. australe.
Las mismas fueron rotavaporadas, y llevadas a sequedad total.
Posteriormente resuspendidas en 1ml de metanol cada una. Luego las
fracciones obtenidas fueron analizadas mediante TLC y HPLC.
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4.4.2.1.- Rendimiento de la separacion de extractos
de P. hydropiperoides.

El extracto 20% agua y 80% alcohol de P. hydropiperoides fue separado
en un total de 8 fracciones, obteniéndose los siguientes rendimientos
promedio para ambas separaciones.

Volumen utilizado de
metanol

Fracciones Peso seco Representacion
del total en %

48,8 mg 9,76 % 138 ml
126,3 mg 25,26 % 25 ml
19,15 mg 3,83% 25 ml
39,45 mg 7,89 % 25 ml
9,85 mg 1,97 % 25 ml
9,3 mg 1,86 % 25 ml
8,45 mg 1,69 % 25 ml
3,45 mg 0,69 % 25 ml

Tabla 15. Resumen de los rendimientos obtenidos para el extracto de P. hydropiperoides.

Se partié6 de una concentracion de 500 mg/ml de metanol por cada
columna de separacién, ya que fue la concentracion maxima lograda en
metanol. El extracto de 80% alcohol de P. hydropiperoides resultd tener
una solubilidad limitada en metanol.

Una vez obtenidas las fracciones, fueron redisueltas en 1ml de metanol

y almacenadas en heladera hasta el momento de su utilizacién.

4.4.2.2.- Rendimiento de la separacion de extractos
de A. australe.

El extracto 80% alcohol de A. australe fue separado en un total de 8
fracciones, obteniéndose los siguientes rendimientos promedio para

ambas separaciones.

Volumen necesario de
metanol

Fracciones Peso seco Representacion
del total en %

134,15 mg 14,66 % 138 ml
251,35 mg 27,46 % 25 ml
22,3 mg 2,43 % 25 ml
20,25 mg 2,21 % 25 ml
17,05 mg 1,86 % 25 ml
9,35 mg 1,02 % 25 ml
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Tabla 16. Resumen de los rendimientos obtenidos para el extracto de A. australe.

Se partié de una concentracion de 915 mg/ml de metanol por cada
columna de separacion, ya que fue la concentraciéon maxima lograda en
metanol. El extracto de 20% agua y 80% alcohol de A. australe resultd
tener mejor solubilidad en metanol, lo que permiti6 elevar Ila
concentracion inicial respecto a P. hydropiperoides.

Una vez obtenidas las fracciones, fueron redisueltas en 1Tml de metanol

y almacenadas en heladera hasta el momento de su utilizacion.

4.4.3.- Cromatografia en capa delgada de las fracciones
obtenidas.

Una vez obtenidas las fracciones de los extractos de P. hydropiperoides
y de A. australe por medio de cromatografia en columna, las mismas
fueron analizadas por medio de cromatografia en capa delgada, en las

mismas fases moviles que los extractos crudos.

Fueron reveladas fisicamente a través de la luz UV (presentado en la
misma imagen), y luego reveladas con NP/PEG con el fin de corroborar
la presencia de flavonoides (presentado en 4.4.4.- Cromatografia en

capa delgada de las fracciones reveladas con NP/PEG).
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Rf 0,65 Rf 0,65 Rf 0,65

Rf 0,70

Rf 0,65 Rf0,65 RfO0,65
Rf 0,61
Rf 0,57

Rf 0,41

Rf 0,15 Rf0,15

uv 254

Rf 0,65

Rf 0,23

Rf 0,70

Rf 0,65

Rf 0,67

Rf 0,65
Rf 0,61

Rf 0,57 Rf 0,57
Rf 0,49

Rf 0,41

Rf 0,17 Rf0,17

uv 365

Figura 26. TLC en Sistema 1 (10 acetato de etilo / 1 dcido acético / 1 agua) de las fracciones
obtenidas de P. hydropiperoides.
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Tabla 17. Fracciones obtenidas de P. hydropiperoides en sistema 1 con las 8 fracciones.
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RF0,78 Rf0,78
Rf0,75 Rf0,75

Rf 0,73

RF0,6

uv 254 uv 365

Figura 27. TLC en Sistema 2 (3 acetato de etilo / 1 cloroformo / 4 gotas de acido
acético) de las fracciones obtenidas de P. hydropiperoides

uv.  uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv
254 365 254 365 254 365 254 365 254 365 254 365 254 365 254 365

nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm

X X X X
X

R

XX

05 |
025 X
(01| X

Tabla 18. Fracciones obtenidas de P. hydropiperoides en sistema 2 con las 8 fracciones.

(=}
N
N

(=] =]
N
("SI, |

x
x

En esta experiencia se han comparado las 8 Fracciones separadas de P.
hydropiperoides, comparadas con el extracto crudo. El compuesto
presente en el extracto crudo que absorbe al UV 365nm, esta presente
en las fracciones 3 y 4. Las fracciones 4 y 5 son las mas enriquecidas.
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Rf 0,78
Rf0,8  Rf0,8

Rf 0,73 RfFO,73 Rf0,73

RfO,7 RfO,7
RfO,66 RfO0,66

Rf0,23 RF 0,23

uv 254 uv 365

Figura 28: TLC en Sistema 1 (10 acetato de etilo / 1 dcido acético / 1 agua) de las fracciones
obtenidas de A. australe.

uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv
254 365 254 365 254 365 254 365 254 365 254 365
nm nm nm nm nm  nm nm nm  nm nm nm nm

0,88 X

053 ;
o5 <X
:

0,7 X X X
X X X X

065

05~ XX
052

05~

o

Tabla 19. Fracciones obtenidas de A. australe en sistema 1 con las 6 fracciones.
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RFO,5 RfO,5

Rf 0,25
Rf 0,16

Rf0,08 Rf0,08

uv 254 uv 365

Figura 29: TLC en Sistema 2 (3 acetato de etilo / 1 cloroformo / 4 gotas de acido acético) de las
fracciones obtenidas de A. australe.

uv. uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv uv
254 365 254 365 254 365 254 365 254 365 254 365

nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
o5 TR
0,25 X
o< [
0,08 X

Tabla 20: Fracciones obtenidas de A. australe en sistema 2 con las 6 fracciones.

En esta experiencia se han comparado las 6 Fracciones separadas de A.
australe en el sistema 1 y 2. Se logran observar varios componentes
presentes en la fraccion 2, con diversos Rf en UV 254nm, como en UV
365nm.
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4.4.4.- Cromatografia en capa delgada de las fracciones
reveladas con NP/PEG.

Se revelaron con NP/PEG las fracciones obtenidas para los extractos de

ambas especies, utilizando fases moviles polares y no polares.

Visible UV 365

Figura 30: TLC en Sistema 1 (10 acetato de etilo / 1 dcido acético / 1 agua)., de las ocho
fracciones obtenidas de P. hydropiperoides, reveladas con NP/PEG.

vis uv  vis uv vis uv vis uv vis uv vis uv vis uv vis uv
365 365 365 365 365 365 365 365
nm nm nm nm nm nm nm nm
0,72 X
0,71 X
B X
0,63 X
[T X
[ ] X
0,57 X X
[E2] X
0,23 X X

Tabla 21: Fracciones obtenidas en sistema 1, de las ocho fracciones obtenidas de P.
hydropiperoides, reveladas con NP/PEG.
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Visible UV 365

Figura 31: TLC en sistema 2, de las ocho fracciones obtenidas de P. hydropiperoides, reveladas
con NP/PEG.

vis uv vis uv vis uv vis uv vis uv vis uv vis uv vis uv
365 365 365 365 365 365 365 365
nm nm nm nm nm nm nm nm
K X
0,7 X

0,07 X

Tabla 22: Fracciones obtenidas en sistema 2, de las ocho fracciones obtenidas de P.
hydropiperoides, reveladas con NP/PEG.

La coloracién amarilla de la sustancia de Rf 0,8 presente en la fraccién 7
observada a 365nm, es la reaccion positiva a la presencia de
flavonoides.
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Visible UV 365

Figura 32: TLC en Sistema 1 (10 acetato de etilo / 1 dcido acético / 1 agua), de las seis
fracciones obtenidas de A. australe, reveladas con NP/PEG.

vis uv  vis uv Vvis uv vis uv vis uv vis uv

365 365 365 365 365 365
nm nm nm nm nm nm
0,85 X
0,7 X
[©=T] X

Tabla 23: Fracciones obtenidas en sistema 1, de las seis fracciones obtenidas de A. australe,
reveladas con NP/PEG.
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Visible UV 365

Figura 33: TLC en Sistema 2 (3 acetato de etilo / 1 cloroformo / 4 gotas de acido acético), de
las seis fracciones obtenidas de A. australe, reveladas con NP/PEG.

No se observan claros resultados para esta experiencia.
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4.5.- Estudios biologicos.

Los estudios biologicos fueron llevados a cabo para los extractos crudos
de ambas especies en simultaneo, y de sus fracciones. Como los
extractos crudos se solubilizan en DMSO, se utiliza este como control al
0,5 %. Las fracciones se encontraban disueltas en metanol, por lo que el
control para estos estudios fue metanol al 0,5 %.

4.5.1.- Efectos del extracto crudo de P. hydropiperoides
sobre MCF-7.

Fueron probadas una serie de concentraciones de extracto de P.

hydropiperoides desde 25ug/ml a 500pg/ml. Utilizando como control el
DMSO al 0,5 %.

Extracto de P. hydropiperoides vs MCF-7
2001
150 4

100 A

% viabilidad

50 -

Concentracion en @ g/ml

GRAFICO 4: Curva representando promedios y desvio standard de la Viabilidad media de MCF-7
en funcioén de la concentracion del extracto de P. hydropiperoides en dosis de 25 pg/ml, 50

pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/mly 500 pg/ml. Utilizando como control el DMSO al 0,5 %.
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Tabla ANOVA para % viabilidad por Concentracién

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos ~ [14337,5 5 2867,51 10,34 0,0000
Intra grupos 8040,23 29 277,249

Total (Corr.) [22377,8 34

Pruebas de Mdiltiple Rangos para Viabilidad por Concentracién

Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentracién [Casos |Media Grupos Homogéneos

0 10 100,0 X

500 5 101,721 |X

25 5 123,309 X

50 5 139,793 XX

250 5 143,567 XX

100 5 148,573 X
Contraste [Sig. |Diferencia  [+/- Limites
0-25 * -23,3086 18,6526
0-50 * -39,7927 18,6526
0-100 * -48,5725 18,6526
0 - 250 * -43,5667 18,6526
0-500 -1,72077 18,6526
25-50 -16,4842 21,5381
25-100 * -25,264 21,5381
25 - 250 -20,2581 21,5381
25 - 500 * 21,5878 21,5381
50 - 100 -8,77982 21,5381
50 - 250 -3,77395 21,5381
50 - 500 * 38,072 21,5381
100 - 250 5,00587 21,5381
100 - 500 * 46,8518 21,5381
250 - 500 * 41,8459 21,5381

* indica una diferencia significativa.

El analisis de la varianza muestra que existen diferencias
estadisticamente significativas entre la media del porcentaje de
viabilidad entre un nivel de concentracion y otro, con un nivel del 95,0%
(p<0,05).

La prueba de multiples rangos (LSD) muestra la mayor actividad
observada en 100 pg/ml, ademas conforma grupos homogéneos con 25
ug/ml,50 pg/ml y 250 pg/ml, y con menor actividad las dosis mas
elevadas 200 pg/mly 250 pg/ml.

Utilizando como base el modelo de regresion lineal, se realiza la

comparacion de modelos alternos, para encontrar el modelo adecuado
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para describir la relacion que existe entre la viabilidad de MCF-7 y la

concentracion del extracto de P. hydropiperoides.

Regresion Simple - viabilidad vs. concentracion
Variable dependiente: viabilidad

Variable independiente: concentracion

Lineal: Y =a + b*X

Comparacion de Modelos Alternos

Modelo Correlacién |R-Cuadrada
Inversa-Y Cuadrado-X 0,3010 9,06%
Log-Y Cuadrado-X -0,2654 7,05%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X -0,2490 6,20%
Cuadrado de X -0,2340 5,48%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X 0,2226 4,96%
Cuadrado Doble -0,2087 4,36%
Raiz Cuadrada deX 0,1929 3,72%
Raiz Cuadrada Doble 0,1728 2,99%
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X 0,1491 2,22%
Inversa de Y 0,1375 1,89%
Exponencial -0,0904 0,82%
Raiz Cuadrada de Y -0,0699 0,49%
Lineal -0,0517 0,27%
Cuadrado de Y -0,0224 0,05%

Esta tabla muestra los resultados de ajustar varios modelos curvilineos a

los datos. De los modelos ajustados, el modelo Y-inversa X-cuadrada es

el que arroja el valor mas alto de R-Cuadrada con 9,05754%.

8,79032% mayor que el modelo lineal seleccionado.

Regresion Simple - Viabilidad vs. Concentracion
Variable dependiente: Viabilidad

Variable independiente: Concentracion

Inversa-Y Cuadrado-X: Y = 1/(a + b*X"2)

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro [Estimado Error T Valor-P
Intercepto  |0,00824261 0,00039036 |21,1154 0,0000
Pendiente 7,26005E-9 4,00462E-9 |1,81292 0,0789
Analisis de Varianza
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
Modelo 0,000013537 1 0,000013537 3,29 0,0789
Residuo 0,000135918 33 0,00000411873
Total (Corr.) 10,000149455 34

Coeficiente de Correlacion = 0,300958

R-cuadrada = 9,05754 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 6,30171 porciento
Error estandar del est. = 0,00202947

Error absoluto medio = 0,00159785

Estadistico Durbin-Watson = 0,992545 (P=0,0003)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,498757

Altamirano C. G.
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El StatAdvisor

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo Y-inversa X-cuadrada para describir la relacion entre
Viabilidad y Concentracidn. La ecuacion del modelo ajustado es

Viabilidad = 1/(0,00824261 + 7,26005E-9*Concentracion”2)

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es mayor o igual a 0,05, no hay
una relaciéon estadisticamente significativa entre viabilidad vy
concentracion con un nivel de confianza del 95,0% 6 mas.

La viabilidad de MCF7 no se ve afectada en forma significativa por la
presencia del extracto de P. hydropiperoides con un nivel del 95% en
dosis comprendidas entre 50ug/mly 500ug/ml.

4.5.2.- Efectos del extracto crudo de P. hydropiperoides
sobre MG-63.
Fueron probadas una serie de concentraciones de extracto de P.

hydropiperoides desde 50ug/ml a 250pg/ml. Utilizando como control el
DMSO al 0,5 %.

Extracto de P. hydropiperoides vs MG-63

1401
ICso= 394.4 pg

1207

100

% viabilidad
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Concentracion en g g/ml

GRAFICO 5: Curva representando promedios y desvio standard de la Viabilidad media de MG-63
en funcién de la concentracion de extracto de P. hydropiperoides en dosis de 50 pg/ml, 100
pug/ml, 150 pg/ml, 200 pg/mly 250 pg/ml. Utilizando como control el DMSO al 0,5 %.

Tabla ANOVA para % Viabilidad por Concentracion
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Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  |2554,62 5 510,924 2,95 0,0283
Intra grupos 5015,52 29 172,949

Total (Corr.) |7570,14 34

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una

diferencia estadisticamente significativa entre la media de % Viabilidad

entre un nivel de Concentracion y otro, con un nivel del 95,0% de

confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para % Viabilidad por Concentracion

Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentraciéon  [Casos |Media Grupos Homogéneos

250 5 84,003 X

200 5 88,8141 [XX

150 5 92,6328 [XX

0 10 100,0 XX

50 5 101,236 XX

100 5 111,833 X
Contraste  |Sig. |Diferencia  [+/- Limites
0-50 -1,23599 14,732
0-100 -11,8327 14,732
0-150 7,36721 14,732
0-200 11,1859 14,732
0 - 250 * 15,997 14,732
50 - 100 -10,5967 17,0111
50 - 150 8,6032 17,0111
50 - 200 12,4219 17,0111
50 - 250 * 17,233 17,0111
100 - 150 * 19,1999 17,0111
100 - 200 * 23,0187 17,0111
100 - 250 * 27,8297 17,0111
150 - 200 3,81872 17,0111
150 - 250 8,62978 17,0111
200 - 250 4,81106 17,0111

* indica una diferencia significativa.

Utilizando como base el modelo de regresion lineal, se realiza la

comparacion de modelos alternos, para encontrar el modelo adecuado

para describir la relacién que existe entre la viabilidad de MG-63 vy la

concentracion del extracto de P. hydropiperoides.

Regresion Simple - % Viabilidad vs. Concentracion

Variable dependiente: % Viabilidad

Variable independiente: Concentracion

Lineal: Y =a + b*X

Comparacion de Modelos Alternos

Modelo Correlacién |R-Cuadrada
Cuadrado Doble -0,4753 22,59%
Cuadrado de X -0,4702 22,11%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X -0,4665 21,76%

Altamirano C. G.
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Log-Y Cuadrado-X -0,4621 21,35%
Inversa-Y Cuadrado-X 0,4511 20,35%
Cuadrado de Y -0,4173 17,42%
Lineal -0,4080 16,65%
Raiz Cuadrada de Y -0,4022 16,17%
Exponencial -0,3956 15,65%
Inversa de Y 0,3805 14,48%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X -0,3243 10,52%
Raiz Cuadrada deX -0,3139 9,85%
Raiz Cuadrada Doble -0,3077 9,47%
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X -0,3009 9,05%
Inversa-Y Raiz Cuadrada-X 0,2856 8,16%

Esta tabla muestra los resultados de ajustar varios modelos curvilineos a

los datos. De los modelos ajustados, el modelo doble cuadrado es el

que arroja el valor mas alto de R-Cuadrada con 22,593%. Este es

5,94755% mayor que el modelo lineal seleccionado.

Regresion Simple - Viabilidad vs. Concentracion
Variable dependiente: Viabilidad

Variable independiente: Concentracion

Cuadrado Doble: Y = sgrt(a + b*X"2)

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 10828,0 589,747 18,3604 0,0000
Pendiente -0,0619067 0,0199473 -3,10352 0,0039
Andlisis de Varianza
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F |Valor-P
Modelo 6,54936E7 1 6,54936E7 9,63 0,0039
Residuo 2,24391E8 33 |6,79972E6
Total (Corr.)  |2,89884E8 34

Coeficiente de Correlacion = -0,475321

R-cuadrada = 22,593 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 20,2474 porciento
Error estandar del est. = 2607,63

Error absoluto medio = 2075,08

Estadistico Durbin-Watson = 0,974694 (P=0,0002)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,476892

El StatAdvisor
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo doble cuadrado para describir la relacion entre Viabilidad y
Concentracion. La ecuacion del modelo ajustado es

Viabilidad = sqrt(10828 - 0,0619067*Concentracion”2)
Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una
relacion estadisticamente significativa entre Viabilidad y Concentracién

con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 22,593%
de la variabilidad en Viabilidad. El coeficiente de correlacion es igual a -

100
Altamirano C. G.



0,475321, indicando una relacion relativamente débil entre las
variables. El error estandar del estimado indica que la desviacién
estandar de los residuos es 2607,63.

El error absoluto medio (MAE) de 2075,08 es el valor promedio de los
residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos
para determinar si hay alguna correlacién significativa basada en el
orden en el que se presentan en el archivo de datos. Puesto que el
valor-P es menor que 0,05, hay indicacion de una posible correlacion
serial con un nivel de confianza del 95,0%.

Como puede observarse en el grafico 5, la viabilidad de MG-63 se ve
afectada levemente por la presencia del extracto de P. hydropiperoides
ya que existe una correlacion entre la viabilidad de MG-63 vy la
concentracion de extracto, con un nivel de confianza del 95%. Pero esta
correlacion es poco significativa debido al Coeficiente de Correlacion = -
0,475321 y ademas el valor alto de IC, calculado (394.4ug9).

4.5.3.- Efectos del extracto de P. hydropiperoides sobre
MDA-231.

Fueron probadas una serie de concentraciones de extracto de P.
hydropiperoides desde 50ug/ml a 250pug/ml. Utilizando como control el
DMSO al 0,5 %.
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Extracto de P. hydropiperoides vs MDA
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Grdfico 6: Curva representando promedios y desvio standard de la Viabilidad media de MDA en
funcién de la concentracion del extracto de P. hydropiperoides en dosis de 50 pg/ml, 100
pug/ml, 150 pg/ml, 200 pg/mly 250 pg/ml. Utilizando como control el DMSO al 0,5 %.

Como puede observarse en el grafico 6, la viabilidad de MDA se ve
afectada en forma leve por la presencia del extracto de P.
hydropiperoides. Aunque el valor calculado de ICs, es una dosis elevada,

y el comportamiento de la viabilidad de MDA no parece verse afectado
con el aumento de la dosis.

Tabla ANOVA para % viabilidad por concentracion
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 8746,83 5 1749,37 50,00 0,0000
Intra grupos 1014,66 29 34,9882
Total (Corr.) 9761,49 34

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de % viabilidad

entre un nivel de concentracion y otro, con un nivel del 95,0% de
confianza.
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Pruebas de Multiple Rangos para % viabilidad por concentracién

Método: 95,0 porcentaje LSD

concentracion  |Casos [Media Grupos Homogéneos

100 5 60,422 X

50 5 61,9098 [X

150 5 65,5534 |XX

250 5 70,4418 X

200 5 71,9296 X

0 10 100,0 X
Contraste  |Sig. |Diferencia  |+/- Limites
0-50 * 38,0902 6,62619
0-100 * 39,578 6,62619
0-150 * 34,4466 6,62619
0-200 * 28,0704 6,62619
0-250 * 29,5582 6,62619
50 - 100 1,48778 7,65127
50 - 150 -3,64354 7,65127
50 - 200 * -10,0197 7,65127

50 - 250 * -8,53196 7,65127
100 - 150 -5,13132 7,65127
100 - 200 * -11,5075 7,65127
100 - 250 * -10,0197 7,65127

150 - 200 -6,3762 7,65127
150 - 250 -4,88842 7,65127
200 - 250 1,48778 7,65127

* indica una diferencia significativa.

La prueba LSD, muestra la mayor actividad observada en las dosis 50
pg/ml, 100 pg/ml y 150 pg/ml (grupos homogéneos), y con menor
actividad las dosis mas elevadas 200 pg/mly 250 pg/ml.

Utilizando como base el modelo de regresion lineal, se realiza la
comparacion de modelos alternos, para encontrar el modelo adecuado
para describir la relacion que existe entre la viabilidad de MDA vy la

concentracion del extracto de P. hydropiperoides.

Regresion Simple - % viabilidad vs. concentracién
Variable dependiente: % viabilidad
Variable independiente: concentracion

Lineal: Y =a + b*X

Comparacion de Modelos Alternos

Modelo Correlacién R-Cuadrada
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X -0,7620 58,06%
Raiz Cuadrada deX -0,7386 54,55%
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X -0,7067 49,94%
Inversa-Y Raiz Cuadrada-X 0,6675 44,56%
Cuadrado de Y -0,5835 34,05%
Lineal -0,5535 30,64%
Raiz Cuadrada de Y -0,5356 28,68%
Exponencial -0,5159 26,61%
Inversa de Y 0,4721 22,29%
Cuadrado Doble -0,3825 14,63%
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Cuadrado de X -0,3492 12,19%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X -0,3302 10,90%
Log-Y Cuadrado-X -0,3099 9,60%
Inversa-Y Cuadrado-X 0,2661 7,08%

Esta tabla muestra los resultados de ajustar varios modelos curvilineos a
los datos. De los modelos ajustados, el modelo Y-cuadrada raiz
cuadrada-X es el que arroja el valor mas alto de R-Cuadrada con
58,0593%. Este es 27,4233% mayor que el modelo lineal seleccionado.

Regresion Simple - Viabilidad vs. Concentracién
Variable dependiente: Viabilidad

Variable independiente: Concentracion

Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X: Y = sgrt(a + b*sqrt(X))

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar |Estadistico
Parametro |[Estimado Error T Valor-P
Intercepto 8986,85 537,124 16,7314 0,0000
Pendiente -350,726 51,8911 -6,75888 0,0000
Andlisis de Varianza
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F [Valor-P
Modelo 1,52603E8 1 1,52603E8 45,68 0,0000
Residuo 1,10237E8 33 |[3,34052E6
Total (Corr.) |2,62841E8 34

Coeficiente de Correlacion = -0,761967

R-cuadrada = 58,0593 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 56,7884 porciento

Error estandar del est. = 1827,71

Error absoluto medio = 1477,85

Estadistico Durbin-Watson = 0,605782 (P=0,0000)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,694189

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo Y -cuadrada raiz cuadrada-X para describir la relacion entre

Viabilidad y Concentracion. La ecuacion del modelo ajustado es
Viabilidad = sqrt(8986,85 - 350,726*sqrt(Concentracion))

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una
relacion estadisticamente significativa entre Viabilidad y Concentracién

con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica
58,0593% de la variabilidad en Viabilidad después de transformar a una
escala logaritmica para linearizar el modelo. El coeficiente de
correlacion es igual a -0,761967, indicando una relacion
moderadamente fuerte entre las variables. El error estandar del
estimado indica que la desviacion estandar de los residuos es 1827,71.
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El error absoluto medio (MAE) de 1477,85 es el valor promedio de los
residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos
para determinar si hay alguna correlacién significativa basada en el
orden en el que se presentan en el archivo de datos. Puesto que el
valor-P es menor que 0,05, hay indicacion de una posible correlacion
serial con un nivel de confianza del 95,0%.

Debido a que no se han observado resultados positivos en estas
experiencias, podemos concluir que el extracto 20% agua y 80% alcohol
de Polygonum hydropiperoides, no tiene efectos significativos sobre la
viabilidad de las células tumorales de MCF7, MG63 y MDA.

4.5.4.- Efectos del extracto de A. australe sobre MCF-7.

Fueron probadas una serie de concentraciones de extracto de A.

australe desde 25pug/ml a 500ug/ml. Utilizando como control el DMSO
al 0,5 %.

Extracto de A. australe vs MCF-7
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GRAFICO 7: Curva representando promedios y desvio standard de la Viabilidad media de MCF-7
en funcién de la concentracion del extracto de A. australe en dosis de 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100

pug/ml, 250 pg/ml, y 500 pg/ml. Utilizando como control el DMSO al 0,5 %.
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Como puede observarse en el grafico 7, la viabilidad de MCF-7 se ve
afectada por la presencia del extracto de A. australe. Se ha obtenido un
valor de IC5,= 138,0 pug para el extracto.

Tabla ANOVA para % viabilidad por Concentracién

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 49401,7 5 9880,34 76,17 0,0000
Intra grupos 3502,22 27 129,712
Total (Corr.) 52903,9 32

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de % viabilidad
entre un nivel de Concentracion y otro, con un nivel del 95,0% de

confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para % viabilidad por Concentracién

Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentraciéon [Casos |Media Grupos Homogéneos
500 4 7,77278 |X

250 4 8,04165 (X

100 5 78,0016 X

50 5 97,9859 X

0 10 100,0 X

25 5 104,849 X

Contraste  |Sig. |Diferencia [+/- Limites

0-25 -4,84943 12,7995
0-50 2,01408 12,7995
0-100 * 21,9984 12,7995
0-250 * 91,9583 13,825

0 - 500 * 92,2272 13,825

25-50 6,86351 14,7796
25-100 * 26,8479 14,7796
25-250 * 96,8078 15,6761
25 -500 * 97,0767 15,6761
50 - 100 * 19,9844 14,7796
50 - 250 * 89,9443 15,6761
50 - 500 * 90,2131 15,6761
100 - 250 * 69,9599 15,6761
100 - 500 * 70,2288 15,6761

250 - 500 0,26887 16,5241
* indica una diferencia significativa.

La prueba LSD, muestra la mayor actividad observada en las dosis 500 y
250 pg/ml (grupos homogéneos), y con menor actividad las dosis mas
bajas 25 pg/ml y 50 pg/ml. Comenzando un marcado descenso de la
viabilidad desde la dosis de 100 pg/ml.
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Utilizando como base el modelo de regresion lineal, se realiza la

comparacion de modelos alternos, para encontrar el modelo adecuado

para describir la relacion que existe entre la viabilidad de MCF-7 y la

concentracion del extracto de A. australe.

Regresidon Simple - % viabilidad vs. Concentracion

Variable dependiente: % viabilidad

Variable independiente: Concentracion

Lineal: Y =a + b*X

Comparacion de Modelos Alternos

Modelo Correlacién |R-Cuadrada
Inversa de Y 0,9125 83,26%
Exponencial -0,9121 83,19%
Raiz Cuadrada de Y -0,9057 82,04%
Lineal -0,8883 78,91%
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X -0,8780 77,08%
Raiz Cuadrada deX -0,8741 76,41%
Inversa-Y Cuadrado-X 0,8295 68,80%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X -0,8250 68,06%
Cuadrado de Y -0,8197 67,18%
Log-Y Cuadrado-X -0,8187 67,02%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X -0,8055 64,88%
Cuadrado de X -0,7819 61,13%
Cuadrado Doble -0,7067 49,94%

Esta tabla muestra los resultados de ajustar varios modelos curvilineos a

los datos.

De los modelos ajustados, el modelo inverso de Y es el que

arroja el valor mas alto de R-Cuadrada con 83,2575%. Este es 4,3459%
mayor que el modelo lineal seleccionado.

Regresion Simple - Viabilidad vs. Concentracion

Variable dependiente: Viabilidad
Variable independiente: Concentracio
Inversade Y: Y =1/(a + b*X)

Coeficientes

n

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00577119 0,00452089 1,27656 0,2112
Pendiente 0,000281124 0,000022642 12,416 0,0000
Andlisis de Varianza
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F |Valor-P
Modelo 0,0680142 1 0,0680142 154,16 0,0000
Residuo 0,0136771 31 10,000441198
Total (Corr.) [0,0816914 32

Coeficiente de Correlacion = 0,912456

R-cuadrada = 83,2575 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 82,7175 porciento

Error estandar del est. = 0,0210047
Error absoluto medio = 0,0144118

Estadistico Durbin-Watson = 0,696715 (P=0,0000)
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Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,640962

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo inversa de Y para describir la relacién entre Viabilidad y
Concentracién. La ecuacion del modelo ajustado es

Viabilidad = 1/(0,00577119 + 0,000281124*Concentracion)

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica
83,2575% de la variabilidad en Viabilidad. El coeficiente de correlacion
es igual a 0,912456, indicando una relacion relativamente fuerte entre
las variables. El error estandar del estimado indica que la desviacion
estandar de los residuos es 0,0210047.

El error absoluto medio (MAE) de 0,0144118 es el valor promedio de los
residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos
para determinar si hay alguna correlacion significativa basada en el
orden en el que se presentan en el archivo de datos. Puesto que el
valor-P es menor que 0,05, hay indicacién de una posible correlacion

serial con un nivel de confianza del 95,0%.

Como puede observarse en el grafico 7, la viabilidad de MCF-7 se ve
afectada por la presencia del extracto de A. australe ya que existe una
correlacion entre la viabilidad de MCF-7 y la concentracién de extracto,
con un nivel de confianza del 95%. La correlacion moderadamente fuerte
entre las variables, con un Coeficiente de Correlacion = 0,912456. Si
bien es una actividad que podria considerarse moderada, dado que el
ICs, es alto (138 pg).

4.5.5.- Efectos del extracto de A. australe sobre MG-63.

Fueron probadas una serie de concentraciones de extracto de A.
australe desde 5pg/ml a 100pug/ml. Utilizando como control el DMSO al
0,5 %.
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Extracto de A. australe vs MG-63

150
IC50= 73.98
©
pot 100
S
P
8
>
® 50+
0 T T 1
0 50 100 150

Concentracion en g g/ml

GRAFICO 8: Curva representando promedios y desvio standard de la Viabilidad media de MG-63
en funcién de la concentracion del extracto de A. australe en dosis de 5 ug/ml, 10 ug/ml, 25
pug/ml, 50 pg/mly 100 pg/ml. Utilizando como control el DMSO al 0,5 %.

Como puede observarse en el grafico 8, la viabilidad de MG-63 se ve
afectada por la presencia del extracto de A. australe.

Se ha obtenido un valor de IC;,= 73,98 pg para el extracto, frente a MG-

63. Lo cual muestra que existe actividad para esta linea, a una dosis
incluso menor que la necesaria para MCF-7.

Tabla ANOVA para % viabilidad por Concentracion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |21552,2 5 4310,44 22,41 0,0000
Intra grupos 5001,33 26 192,359

Total (Corr.)  [26553,5 31

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de % viabilidad

entre un nivel de Concentracion y otro, con un nivel del 95,0% de
confianza.

Pruebas de Mdiltiple Rangos para % viabilidad por Concentracion
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Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentraciéon [Casos |Media Grupos Homogéneos

100 3 7,48682 |X

50 4 81,3583 X

25 5 86,9357 XX

5 5 91,9328 XX

10 5 98,9589 XX

0 10 100,0 X
Contraste [Sig. |Diferencia |+/- Limites
0-5 8,06716 15,615
0-10 1,04107 15,615
0-25 13,0643 15,615
0-50 18,6417 16,8661
0-100 92,5132 18,7669
5-10 -7,02609 18,0306
5-25 4,99712 18,0306
5-50 10,5746 19,1244
5-100 * 84,446 20,82
10-25 12,0232 18,0306
10-50 17,6007 19,1244
10 - 100 * 91,4721 20,82
25-50 5,57746 19,1244
25-100 79,4489 20,82
50 - 100 73,8714 21,774

* indica una diferencia significativa.

La prueba LSD, muestra un nivel de actividad similar en todas las dosis

(grupos homogéneos) excepto la dosis de 100 pg/ml que resulto la mas

activa.

Utilizando como base el modelo de regresion lineal, se realiza la

comparacion de modelos alternos, para encontrar el modelo adecuado

para describir la relaciéon que existe entre la viabilidad de MG-63 vy la

concentracion del extracto de A. australe.

Regresion Simple - % viabilidad vs. Concentracion

Variable dependiente: % viabilidad
Variable independiente: Concentracion

Lineal: Y =a + b*X

Comparacion de Modelos Alternos

Modelo Correlacién R-Cuadrada
Log-Y Cuadrado-X -0,9517 90,57%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X -0,9379 87,96%
Inversa-Y Cuadrado-X 0,9002 81,04%
Cuadrado de X -0,8902 79,25%
Raiz Cuadrada de Y -0,8673 75,22%
Exponencial -0,8605 74,04%
Lineal -0,8458 71,54%
Cuadrado de Y -0,7498 56,22%
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Cuadrado Doble -0,7461 55,67%
Raiz Cuadrada deX -0,7343 53,92%
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X -0,7057 49,80%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X -0,6918 47,86%

Esta tabla muestra los resultados de ajustar varios modelos curvilineos a
los datos. De los modelos ajustados, el modelo log-Y X-cuadrada es el
que arroja el valor mas alto de R-Cuadrada con 90,5652%. Este es
19,03% mayor que el modelo lineal seleccionado.

Regresion Simple - Viabilidad vs. Concentracién

Variable dependiente: Viabilidad

Variable independiente: Concentracion
Logaritmico-Y Cuadrado-X: Y = exp(a + b*X"2)

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 4,63497 0,0485244 95,5182 0,0000
Pendiente -0,000257591 0,0000151795 -16,9697 0,0000

NOTA: intercepto = In(a)
Analisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F [Valor-P
Modelo 17,7291 1 17,7291 287,97 0,0000
Residuo 1,84697 30 [0,0615655

Total (Corr.) 19,576 31

Coeficiente de Correlacion = -0,951657

R-cuadrada = 90,5652 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 90,2507 porciento

Error estandar del est. = 0,248124

Error absoluto medio = 0,178445

Estadistico Durbin-Watson = 1,19851 (P=0,0051)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,366423

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo log-Y X-cuadrada para describir la relacion entre Viabilidad y
Concentracion. La ecuacion del modelo ajustado es

Viabilidad = exp(4,63497 - 0,000257591*Concentracion”2)

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica
90,5652% de la variabilidad en Viabilidad. El coeficiente de correlacién
es igual a -0,951657, indicando una relacion relativamente fuerte entre
las variables. El error estandar del estimado indica que la desviacion

estandar de los residuos es 0,248124.

El error absoluto medio (MAE) de 0,178445 es el valor promedio de los
residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos
para determinar si hay alguna correlacién significativa basada en el
orden en el que se presentan en el archivo de datos. Puesto que el
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valor-P es menor que 0,05, hay indicacion de una posible correlaciéon
serial con un nivel de confianza del 95,0%.

Como puede observarse en el grafico 8, la viabilidad de MG-63 se ve
afectada por la presencia del extracto de A. australe ya que existe una
correlacion moderadamente fuerte entre la viabilidad y la concentracion
del extracto, con un Coeficiente de Correlacion = -0,951657 y un nivel

de confianza del 95%. El ICs, es 73,98 pg, por lo que el extracto presenta
actividad.

4.5.6.- Efectos del extracto de A. australe sobre MDA-231.

Fueron probadas una serie de concentraciones de extracto de A.

australe desde 5pg/ml a 100ug/ml. Utilizando como control el DMSO al
0,5 %.

Extracto de A. australe vs MDA-231
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GRAFICO 9: Curva representando promedios y desvio standard de la Viabilidad media de MDA
en funcién de la concentracion del extracto de A. australe en dosis de 50 pug/ml, 100 pg/ml,
150 pug/ml, 200 pg/mly 250 pg/ml. Utilizando como control el DMSO al 0,5 %.
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Como puede observarse en el grafico 9, la viabilidad de MDA se ve

afectada por la presencia del extracto de A. australe.

Se ha obtenido un valor de ICs,= 16,95 pg para el extracto, frente a
MDA. Lo cual muestra que existe una marcada actividad del extracto
frente a esta linea, siendo mas pronunciada que la observada incluso en
MCF-7 y MG-63.

Tabla ANOVA para % viabilidad por Concentracién
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [47534,2 5 9506,83 467,94 0,0000
Intra grupos 365,696 18 (20,3164
Total (Corr.)  [47899,8 23

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de % viabilidad
entre un nivel de Concentracion y otro, con un nivel del 95,0% de

confianza.

Pruebas de Mdltiple Rangos para % viabilidad por Concentracion

Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentracion  [Casos |Media Grupos Homogéneos

150 2 8,72932 [X

200 3 8,90643 [X

250 1 8,95704 [X

100 4 9,22271 [X

50 4 11,6138 |X

0 10 100,0 X
Contraste [Sig. |Diferencia +/- Limites
0-50 * 88,3862 5,60233
0-100 * 90,7773 5,60233
0-150 * 91,2707 7,33517
0-200 * 91,0936 6,2337
0-250 * 91,043 9,93187
50 - 100 2,39107 6,69606
50 - 150 2,88447 8,20097
50 - 200 2,70735 7,23258
50 - 250 2,65675 10,5874
100 - 150 0,493396 8,20097
100 - 200 0,31628 7,23258
100 - 250 0,265675 10,5874
150 - 200 -0,177117 8,64458
150 - 250 -0,227721 11,5979
200 - 250 -0,0506047 10,9346

* indica una diferencia significativa.
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La prueba LSD, muestra un nivel de actividad similar en todas las dosis

(grupos homogéneos).

Utilizando como base el modelo de regresion lineal, se realiza la

comparacion de modelos alternos, para encontrar el modelo adecuado

para describir la relacion que existe entre la viabilidad de MDA vy la

concentracion del extracto de A. australe.

Regresion Simple - % Viabilidad vs. Concentracion

Variable dependiente: % Viabilidad

Variable independiente: Concentracion

Lineal: Y =a + b*X

Comparacion de Modelos Alternos

Modelo Correlacién |R-Cuadrada
Inversa-Y Raiz Cuadrada-X 0,9643 92,98%
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X -0,9430 88,92%
Raiz Cuadrada deX -0,9242 85,42%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X -0,9108 82,96%
Inversa de Y 0,8557 73,22%
Exponencial -0,8145 66,35%
Lineal -0,7866 61,88%
Cuadrado de Y -0,7717 59,56%
Inversa-Y Cuadrado-X 0,6635 44,02%
Log-Y Cuadrado-X -0,6140 37,70%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X -0,5958 35,49%
Cuadrado de X -0,5835 34,04%
Cuadrado Doble -0,5696 32,44%

Esta tabla muestra los resultados de ajustar varios modelos curvilineos a

los datos. De los modelos ajustados, el modelo Y-inversa raiz cuadrada-

X es el que arroja el valor mas alto de R-Cuadrada con 92,9797%.

es 31,1016% mayor que el modelo lineal seleccionado.

Regresion Simple - Viabilidad vs. Concentracion

Variable dependiente: Viabilidad

Variable independiente: Concentracion

Inversa-Y Raiz Cuadrada-X: Y = 1/(a

Coeficientes

+ b*sqrt(X))

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,0151876 0,00395652 3,83863 0,0009
Pendiente 0,00790914 0,00046334 17,0698 0,0000
Andlisis de Varianza
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F |Valor-P
Modelo 0,0500276 1 0,0500276 291,38 0,0000
Residuo 0,00377724 22 10,000171693
Total (Corr.)  0,0538048 23

Coeficiente de Correlacion = 0,96426
R-cuadrada = 92,9797 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 92,6606 porciento

Altamirano C. G.
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Error estandar del est. = 0,0131032

Error absoluto medio = 0,0103166

Estadistico Durbin-Watson = 0,525766 (P=0,0000)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,625477

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo Y -inversa raaiz cuadrada-X para describir la relacion entre
Viabilidad y Concentracion. La ecuacion del modelo ajustado es

Viabilidad = 1/(0,0151876 + 0,00790914*sqrt(Concentracion))

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica
92,9797% de la variabilidad en Viabilidad después de transformar a una
escala de raiz cuadrada para linearizar el modelo. El coeficiente de
correlacion es igual a 0,96426, indicando una relacién relativamente
fuerte entre las variables. El error estandar del estimado indica que la
desviacion estandar de los residuos es 0,0131032.

El error absoluto medio (MAE) de 0,0103166 es el valor promedio de los
residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos
para determinar si hay alguna correlacién significativa basada en el
orden en el que se presentan en el archivo de datos. Puesto que el
valor-P es menor que 0,05, hay indicacion de una posible correlacion

serial con un nivel de confianza del 95,0%.

La linea MDA resulto ser la linea mas sensible al extracto crudo de A.
australe, mientras que el extracto de P. hydropiperoides no demostro

una importante actividad en ni una de las lineas celulares probadas.

Dado que las actividades resultaron ser pronunciadas, pero similares en
todas las concentraciones probadas, se decidié repetir el ensayo

utilizando dosis menores.
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Extracto de A. australe vs MDA-231
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GRAFICO 10: Curva representando promedios y desvio standard de la Viabilidad media de MDA
en funcién de la concentracion del extracto de A. australe en dosis de 5 pg/ml, 10 ug/ml, 25
pg/ml, 50 pg/mly 100 pg/ml. Utilizando como control el DMSO al 0,5 %.

En el grafico 10 puede observarse la actividad del extracto,

obteniéndose un IC;, cercano al de la experiencia anterior (16,83 pg/ml)

Tabla ANOVA para % viabilidad por Concentracién
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |52300,6 5 10460,1 125,34 0,0000
Intra grupos 3254,77 39 83,4557
Total (Corr.)  |55555,4 44

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de % viabilidad

entre un nivel de Concentracion y otro, con un nivel del 95,0% de
confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para % viabilidad por Concentracién

Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentracion  [Casos |Media Grupos Homogéneos
100 7 12,3224 |X

50 7 145133 |X

25 7 33,9404 X

5 6 73,1678 X

10 8 73,5497 X

0 10 100,0 X

[Contraste [Sig. [Diferencia [+/- Limites
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0-5 * 26,8322 9,54207
0-10 * 26,4503 8,76495
0-25 * 66,0596 9,10613
0-50 * 85,4867 9,10613
0-100 * 87,6776 9,10613

5-10 -0,381889  19,97934

5-25 * 39,2274 10,2803
5-50 * 58,6545 10,2803
5-100 * 60,8454 10,2803
10-25 * 39,6093 9,56335
10 - 50 * 59,0364 9,56335
10 - 100 * 61,2273 9,56335
25-50 * 19,4271 9,87698
25-100 * 21,618 9,87698
50 - 100 2,1909 9,87698

* indica una diferencia significativa.

La prueba LSD, muestra diferencias entre los niveles de actividad
conformando cuatro grupos (grupos homogéneos). Las dosis de 100
ug/ml y 50 pg/ml fueron las mas activas, seguidas por 25 pg/ml.
Mientras que 5 pg/ml y 10 pg/ml demostraron similar actividad,

comparadas con el control.

Utilizando como base el modelo de regresion lineal, se realiza la
comparacion de modelos alternos, para encontrar el modelo adecuado
para describir la relacion que existe entre la viabilidad de MDA y la

concentracion del extracto de A. australe.

Regresion Simple - % viabilidad vs. Concentracién
Variable dependiente: % viabilidad

Variable independiente: Concentracion

Lineal: Y =a + b*X

Comparacion de Modelos Alternos

Modelo Correlacién R-Cuadrada
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X -0,9451 89,32%
Raiz Cuadrada deX -0,9285 86,22%
Exponencial -0,9049 81,89%
Inversa de Y 0,9046 81,83%
Raiz Cuadrada de Y -0,8736 76,33%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X -0,8666 75,10%
Lineal -0,8284 68,62%
Inversa-Y Cuadrado-X 0,8224 67,64%
Log-Y Cuadrado-X -0,7762 60,25%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X -0,7273 52,90%
Cuadrado de Y -0,7271 52,87%
Cuadrado de X -0,6707 44,99%
Cuadrado Doble -0,5632 31,72%

Esta tabla muestra los resultados de ajustar varios modelos curvilineos a
los datos. De los modelos ajustados, el modelo log-Y raiz cuadrada-X es
el que arroja el valor mas alto de R-Cuadrada con 89,3202%.
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Regresion Simple - Viabilidad vs. Concentracién
Variable dependiente: Viabilidad

Variable independiente: Concentracién

Log-Y Raiz Cuadrada-X: Y = exp(a + b*sqrt(X))

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro |[Estimado Error T Valor-P
Intercepto  |4,73088 0,0689676 |68,5957 0,0000
Pendiente -0,240126 0,0126622 -18,9639 0,0000

NOTA: intercepto = In(a)
Anélisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Raz6n-F [Valor-P
Modelo 29,143 1 29,143 359,63 0,0000
Residuo 3,48454 43 10,0810359

Total (Corr.) |32,6275 44

Coeficiente de Correlacion = -0,945094

R-cuadrada = 89,3202 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 89,0719 porciento

Error estandar del est. = 0,284668

Error absoluto medio = 0,210598

Estadistico Durbin-Watson = 0,457427 (P=0,0000)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,743698

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo log-Y raiza cuadrada-X para describir la relacion entre
Viabilidad y Concentracion. La ecuacion del modelo ajustado es

Viabilidad = exp(4,73088 - 0,240126*sqrt(Concentracion))

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica
89,3202% de la variabilidad en Viabilidad. El coeficiente de correlacion
es igual a -0,945094, indicando una relacion relativamente fuerte entre
las variables. El error estandar del estimado indica que la desviacion
estandar de los residuos es 0,284668.

El error absoluto medio (MAE) de 0,210598 es el valor promedio de los
residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos
para determinar si hay alguna correlacién significativa basada en el
orden en el que se presentan en el archivo de datos. Puesto que el
valor-P es menor que 0,05, hay indicacién de una posible correlacion

serial con un nivel de confianza del 95,0%.

Como puede observarse en el grafico 10, la viabilidad de MDA se ve
afectada por la presencia del extracto de A. australe ya que existe una
correlacion moderadamente fuerte entre la viabilidad y la concentracién
del extracto, con un Coeficiente de Correlacion = -0,828385 y un nivel

118
Altamirano C. G.



de confianza del 95%. El IC,, es bajo (16,83 pg), por lo que el extracto
presenta una actividad importante a una dosis baja.

Por lo antes expuesto se decide probar las lineas celulares con las
fracciones obtenidas del extracto de A. australe.

4.5.2.- Efecto de las fracciones de A. australe sobre las
lineas celulares.

El efecto de las fracciones fue analizado sobre las mismas lineas
celulares. Como las fracciones se encontraban solubilizadas en metanol,
se utiliz6 como control el metanol al 0,5%. Se utilizé el analisis de la
varianza (ANOVA) para determinar las diferencias significativas entre la
media de viabilidad entre una fraccién a otra, la prueba de los multiples
rangos (LSD) para determinar las diferencias significativas entre las
diferentes medias de viabilidad de cada fraccion respecto a la media del

control.

4.5.2.1.- Efectos de las 6 fracciones de A. australe
sobre MCF-7.

Se analizaron las 6 fracciones obtenidas del extracto de A. australe

frente a MCF-7 con el MTT, utilizando el metanol al 0,5% como control.
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Viabilidad de MCF7 vs Fracciones de A. australe
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GRAFICO 11: Viabilidad media de MCF-7 frente a las fracciones 1 a 6 del extracto de A. australe.
Utilizando como control el metanol al 0,5 %.

Puede observarse como las fracciones activas frente a MCF-7 son las
fracciones 1 y 2. Es decir, que la actividad observada del extracto crudo,

podria deberse a dichas fracciones.

Tabla ANOVA para % viabilidad por Fracciones

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [39037,4 6 6506,23 136,04 0,0000
Intra grupos 1099,98 23 47,8252

Total (Corr.) |40137,4 29

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una

diferencia estadisticamente significativa entre la media de % viabilidad

entre un nivel de Fracciones y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para % viabilidad por Fracciones

Método: 95,0 porcentaje LSD

Fracciones |Casos [Media Grupos Homogéneos
1 4 12,3958 |X

2 4 14,3229 |X

6 4 79,1667 X

3 4 79,9219 X
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5 4 94,6094 X
100,035 XX
4 4 104,844 X

o
(o2}

ontraste [Sig. |Diferencia  [+/- Limites
* 87,6394 9,23448
* 85,7123 9,23448
20,1134 9,23448
-4,80851 9,23448
5,42586 9,23448

- * 20,8686 9,23448
- -1,92708 10,1159
- -67,526 10,1159

-92,4479 10,1159
-82,2135 10,1159
-66,7708 10,1159
-65,599 10,1159
-90,5208 10,1159
-80,2865 10,1159
-64,8438 10,1159
-24,9219 10,1159
-14,6875 10,1159
0,755208 10,1159
* 10,2344 10,1159
25,6771 10,1159
15,4427 10,1159
* indica una diferencia significativa.
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Del analisis estadistico se observa que ademas de la actividad observada
para las fracciones 1 y 2, se relacionan con un nivel mucho menor de
actividad las fracciones 3 y 6 (grupos homogéneos) y por otro lado no
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mostraron ser efectivas las fracciones 4 y 5 (grupos homogéneos con el
control). Con un nivel de 95%.

4.5.2.2.- Efectos de las 6 fracciones de A. australe
sobre MG-63.

Se analizaron las 6 fracciones obtenidas del extracto de A. australe

frente a MG-63 con el MTT, utilizando el metanol al 0,5% como control.

Viabilidad de MG-63 vs Fracciones de A. australe

1507 B viabilidad
5 1004
©
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o
s
> 50 -
0-
Y Q <O
SN
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< <
& &

Fracciones

GRAFICO 12: Viabilidad media de MG-63 frente a las fracciones del extracto de A. australe.

Utilizando como control el metanol al 0,5 %.

Puede observarse como las fracciones activas frente a MG-63 son las
fracciones 1y 2. Es decir, que la actividad observada del extracto crudo,
podria deberse a dichas fracciones. Efecto similar al obtenido con MCF7.

Tabla ANOVA para % viabilidad por Fracciones

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [51910,3 6 8651,71 43,28 0,0000
Intra grupos 4397,75 22 199,898
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[Total (Corr.) _ |56308,0 [28 ] [ [ |

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de % viabilidad
entre un nivel de Fracciones y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para % viabilidad por Fracciones

Método: 95,0 porcentaje LSD

Fracciones |Casos [Media Grupos Homogéneos

1 4 8,14928 (X

2 4 8,492 X

3 4 71,1158 X

6 3 72,7342 X

0 6 100,47 X

5 4 112,776 X

4 4 116,584 X
Contraste  |Sig. |Diferencia  |+/- Limites
0-1 * 92,3204 18,927
0-2 * 91,9777 18,927
0-3 29,3539 18,927
0-4 -16,1145 18,927
0-5 -12,3064 18,927
0-6 * 27,7355 20,7335
1-2 -0,342727 20,7335
1-3 * -62,9665 20,7335
1-4 * -108,435 20,7335
1-5 * -104,627 20,7335
1-6 * -64,5849 22,3947
2-3 * -62,6238 20,7335
2-4 * -108,092 20,7335
2-5 * -104,284 20,7335
2-6 * -64,2422 22,3947
3-4 * -45,4684 20,7335
3-5 * -41,6603 20,7335
3-6 -1,61843 22,3947
4-5 3,80807 20,7335
4-6 * 43,85 22,3947
5-6 * 40,0419 22,3947

* indica una diferencia significativa.
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Del analisis estadistico se observa que ademas de la actividad observada
para las fracciones 1 y 2, se relacionan con un nivel mucho menor de
actividad las fracciones 3 y 6 (grupos homogéneos) y por otro lado no
mostraron ser efectivas las fracciones 4 y 5 (grupos homogéneos con el
control). Con un nivel de 95%. Resultado similar al obtenido con MCF7.

4.5.2.3.- Efectos de las 6 fracciones de A. australe
sobre MDA-231.

Se analizaron las 6 fracciones obtenidas del extracto de A. australe
frente a MG-63 con el MTT, utilizando el metanol al 0,5% como control.
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GRAFICO 13: Viabilidad media de MDA-231 frente a las fracciones del extracto de A. australe.
Utilizando como control el metanol al 0,5 %.

Puede observarse como las fracciones activas frente a MG-63 son las

fracciones 1 y 2. Es decir, que la actividad observada del extracto crudo,

podria deberse a dichas fracciones. Efecto similar al obtenido con las

lineas anteriores.

Tabla ANOVA para % viabilidad por Fracciones

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [50006,5 6 8334,41 203,43 0,0000
Intra grupos 942,3 23 40,9696

Total (Corr.)  [50948,8 29

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una

diferencia estadisticamente significativa entre la media de % viabilidad

entre un nivel de Fracciones y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para % viabilidad por Fracciones

Método: 95,0 porcentaje LSD

Fracciones |Casos [Media Grupos Homogéneos
1 4 14,2668 |X
2 4 14,9892 |X
0 6 100,0 X
4 4 105,285 X
5 4 107,272 XX
6 4 107,272 XX
3 4 115,435 X
[Contraste [Sig. [Diferencia  [+/- Limites
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0-1 85,7332 8,54702
0-2 85,0108 8,54702
0-3 -15,4346 8,54702
0-4 -5,28534 8,54702
0-5 -7,27185 8,54702
0-6 -7,27185 8,54702
1-2 -0,722369 9,36279
1-3 * -101,168 9,36279
1-4 * -91,0185 9,36279
1-5 * -93,0051 9,36279
1-6 * -93,0051 9,36279
2-3 * -100,445 9,36279
2-4 * -90,2962 9,36279
2-5 * -92,2827 9,36279
2-6 * -92,2827 9,36279
3-4 * 10,1493 9,36279
3-5 8,16277 9,36279
3-6 8,16277 9,36279
4-5 -1,98652 9,36279
4-6 -1,98652 9,36279
5-6 -7,50001E-9  [9,36279

* indica una diferencia significativa.
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Del analisis estadistico se observa que ademas de la actividad observada
para las fracciones 1y 2 (grupos homogéneos), las demas fracciones no
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mostraron diferencias significativas con los controles (grupos

homogéneos). Con un nivel de 95%. Resultado similar al obtenido con
las demas lineas.

4.5.3.- Efectos de diluciones de la fraccion 1 y 2 de A.
australe sobre las lineas celulares.

Una vez reconocidas las fracciones activas, se procedié a realizar
pruebas con diluciones seriadas frente a las lineas celulares. Las
pruebas fueron realizadas por duplicado.

4.5.3.1.- Efectos de diluciones de la fraccion 1y 2
de A. australe sobre MCF-7.

La viabilidad de MCF-7 fue probada frente a las fracciones 1 y 2 diluidas.

Viabilidad de MCF7 frente a fracciones 1y 2 diluidas
140
120
100
80
60
40

20 T T

-20
-40

% Viabilidad

1 1/2 1/4 1/8 CTRL
e=F] 4699581471 4,16755338 4,16755338 30,91083209 100,00
F2 | 5,35574945 4,699581471  4,398098886 | 4,273958998 100
Diluciones del extracto de A. australe

e [ | F2

GRAFICO 14: Viabilidad media de MCF-7 frente a las fracciones 1y 2 (F1 y F2) puras (1) y
diluidas (1/2; 1/4; 1/8), de A. australe. Utilizando metanol 0,5% como control.
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Como se puede observarse en el grafico 14, la fraccién 2 del extracto
continla siendo activa a lo largo de las 3 diluciones probadas. La

fracciéon 1 sin embargo pierde efectividad en la dilucion 1/8.

4.5.3.2.- Efectos de diluciones de la fraccion 1y 2
de A. australe sobre MG-63.

La viabilidad de MG-63 fue probada frente a las fracciones 1 y 2 diluidas.

Viabilidad de MG-63 frente a fracciones 1 y 2 diluidas

140
120
100
80
60
40

22 '|'
L

-20

% Viabilidad

40 1 1/2 1/4 1/8 CTRL

e——F] 2,813820532 3,14193388 14,7750435 12,9057917 100

F2 3,112105394 2,943077305 11,87173751 36,22172508 100
Diluciones del extracto de A. australe

— | F2

GRAFICO 15: Viabilidad media de MG-63 frente a las fracciones 1y 2 (F1 y F2) puras (1) y
diluidas (1/2; 1/4; 1/8), de A. australe. Utilizando metanol 0,5% como control.

Como se puede observarse en el grafico 15, las fracciones presentan
con comportamiento similar. La fraccion 2 del extracto comienza a
perder efectividad a partir de la dilucién 1/4, la fracciébn 1 se comporta
de manera similar, Unicamente que es igualmente activa en las

diluciones 1/4y 1/8.

4.5.3.3.- Efectos de diluciones de la fraccion 1y 2
de A. australe sobre MDA-231.

La viabilidad de MDA-231 fue probada frente a las fracciones 1 y 2

diluidas.
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Viabilidad de MDA-231 frente a fracciones 1 y 2 diluidas

140
120
100
80
60
40
20 1 I
0 I 1
-20
40 1 1/2 1/4 1/8 CTRL
e=sF] 5,72450805 5,581395349 17,69827072 69,02802624 100
F2 6,654740608 7,084078712 11,75909362 9,4692904 100
Diluciones del extracto de A. australe

% Viabilidad

— | F2

GRAFICO 16: Viabilidad media de MDA frente a las fracciones 1y 2 (F1 y F2) puras (1) y diluidas
(1/2; 1/4; 1/8), de A. australe. Utilizando metanol 0,5% como control.

Como se puede observarse en el grafico 16, la fraccion 1 comienza a
perder efectividad a partir de la dilucién 1/8. Sin embargo, la fraccién 2
continia manteniendo un buen nivel de efectividad a lo largo de todas
las diluciones probadas. Probablemente esta fracciéon sea la mayor

responsable de la actividad del extracto frente a MDA.

4.5.4.- Estimacion de proliferacion relativa.

El porcentaje de inhibicion de la proliferacion se calculé en base a los

datos obtenidos de la viabilidad.

(Absorbancia del control - Absorbancia de la muestra) / Absorbancia del control x 100 = % de inhibicién de
la proliferacion

Considerando que la absorbancia de los cristales de formazan medidas
en el espectrofotometro es directamente proporcional a las células
tumorales vivas, en comparacién con los controles, se obtuvieron los

siguientes resultados.

Tabla 24: Estimacion relativa de la inhibicion de la proliferacion de la linea MCF7 frente a
los extractos probados de P. hydropiperoides y de A. australe.
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Extracto crudo de % de inhibicion de la % de inhibicion de la
droga vegetal en proliferacion obtenida | proliferacion obtenida para
pug/ml para P. hydropiperoides A. australe

500 -1,72% 93,78%

250 -38,89% 92,90%

200 -33,30% 91,46%

150 -35,51% 46,21%

100 -38,06% 12,01%

50 -24,23% -4,45%

25 -25,15% -4,85%

Tabla 25: Estimacion relativa de la inhibicion de la proliferacion de la linea MG-63 frente a

los extractos probados de P. hydropiperoides y de A. australe.

Extracto crudo de % de inhibicion de la % de inhibicion de la
droga vegetal en proliferacion obtenida para | proliferacion obtenida para
pug/mi P. hydropiperoides A. australe
250 12,76% 85,16%
200 11,95% 96,57%
150 10,60% 96,31%
100 -10,18% 92,51%
50 -5,87% 18,64%
25 - 13,06%
10 - 1,04%
5 - 8,07%

Tabla 26: Estimacion relativa de la inhibicion de la proliferacion de la linea MDA-231 frente

a los extractos probados de P. hydropiperoides y de A. australe.

Ext(;ac;o crudo % de inhibicion de la % de inhibicién de la
€ trolga proliferacién obtenida | proliferaciéon obtenida para

vegg /?men para P. hydropiperoides A. australe
250 29,56% 98,21%
200 28,07% 94,66%
150 34,45% 96,51%
100 39,58% 92,62%

50 38,09% 90,71%

25 - 65,70%

10 - 14,09%

5 - 33,65%
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4.6.- Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) del
extracto crudo de A. australe y de sus fracciones.

Una vez realizado el estudio biologico, se procedio a analizar por medio
de cromatografia liquida de alta eficiencia el extracto de A. australe
(80% de alcohol y 20% de agua) y el de sus seis fracciones obtenidas
mediante cromatografia en columna (detallado en Materiales y métodos
3.6.3)

Dado que el extracto de P. hydropiperoides no demostré actividad
significativa en las lineas celulares probadas, este no fue analizado

mediante cromatografia liquida de alta eficiencia.
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GRAFICO 17: Cromatogramas extraidos en Max Plot de extracto y fracciones obtenidas de A.
australe. A. Extracto 20% agua 80% alcohol de A. australe (extracto crudo). B. Fraccion 1. C.
Fraccion 2. D. Fraccion 3. E. Fraccion 4. F. Fraccion 5. y G. Fraccion 6.

Como puede observarse comparando los cromatogramas, las fracciones
mas activas que fueron las fracciones 1 y 2 con el extracto crudo
(cromatogramas A, By C) las mismas comparten picos con un tiempo de
retencion entre 51-52 min, de diferente intensidad. La fraccién 2
principalmente presenta un pico mas pronunciado en este intervalo. La

fraccion 1 y el extracto crudo lo presentan en menor intensidad.

Probablemente la actividad observada podria estar relacionada con estos

picos.

Las fracciones 3, 4, 5 y 6 no comparten este pico, pero si se encuentran
enriquecidas en otros componentes con otros tiempos de retencion.
Pero las mismas no demostraron ser activas frente a las lineas celulares

probadas.
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5.- Discusion

5.1.- Pureza de las drogas vegetales comercializadas bajo la
denominacion de “Katai” y “Tapekue” en la Ciudad de Posadas.

Las especies seleccionadas para la realizacion del presente trabajo, son
utilizadas ampliamente en la regién para el tratamiento del cancer sin
discriminar entre las diferentes variedades de la enfermedad.

Las mismas son comercializadas debido a sus propiedades medicinales
como agentes anticancerigenos, y a su facil adquisicion. Las drogas
vegetales comercializadas bajo la denominacion vulgar de “katai” vy

“tapekué” fue abordado inicialmente con el analisis de pureza.

El “tapekué” (A. australe) se comercializa con un alto grado de pureza,
donde la droga vegetal esta conformada por las partes aéreas de la
planta, tallos, hojas, flores, frutos y semillas. Sin embargo, el “katai” (P.
hydropiperoides) fue encontrado adulterado (aunque en pequenas
cantidades) con P. punctatum también conocido popularmente como
“katai”. Esto pudo deberse a la similitud que presentan ambas especies
en cuanto a su exomorfologia, ademas de compartir el mismo

ecosistema, entre otras.

5.2.- Situacion actual de la comercializacion de P.
hydropiperoides y A. australe.

El presente trabajo realiza un aporte etnobotanico con respecto a la
situacion actual de la comercializacién y uso de ambas especies del
genero Polygonum. De acuerdo a este resultado, se decidié incluir el P.
punctatum en el estudio de genotoxicidad, ya que se comprobd que
también era consumido indistintamente al igual que P. hydropiperoides.

5.3.- Farmacobotanica de las especies seleccionadas.

134
Altamirano C. G.



P. hydropiperoides Mich. es una especie Americana, distribuida desde el
sur de Estados Unidos, hasta el centro de Argentina. En nuestro pais se
pueden encontrar 2 variedades de la especie: P. hydropiperoides var.
hydropiperoides y P. hydropiperoides var. setaceum, diferenciandose
esta ultima de la variedad tipica, por poseer ocreas que recubre los
nudos, con el margen provisto de setas conspicuas, las que
frecuentemente igualan la longitud de la ocrea. Asi mismo sus aquenios
son siempre trigonos de caras céoncavas (Cialdella, 1989). Ambas
variedades son consumidas indistintamente, encontrandose formando
parte de drogas vegetales comercializadas y a su vez asociadas con P.
punctatum. En el presente trabajo la variedad mas abundante
encontrada fue P. hydropiperoides var. setaceum. En cuanto a A.
australe coindice con la descripcion de tricomas de cubierta
pluricelulares uniseriados y tricomas glandulares capitados (Martins, L.
R., et al, 2006; Barroso, G., et al, 1991).

5.4.- Extracciones, rendimientos y aspectos generales.

El método extractivo seleccionado fue la maceracion segun Farmacopea
Nacional Argentina Sexta Edicién, ya que es mas exhaustivo que la
infusién, no interviene la temperatura (ya que no se conoce la
naturaleza de la/las moléculas activas) y es similar a las formas de
utilizar estas especies en la medicina popular.

El aspecto final del extracto de A. australe estaria ligado al rendimiento
obtenido del mismo. Presento un aspecto pegajoso, de dificil
manipulacién, de un aroma fuerte pero no desagradable. Probablemente
los solventes seleccionados para la extraccion (las diferentes mezclas
hidroalcohodlicas) hayan extraido sustancias ergasticas muy afines al
solvente. De acuerdo con Melo de Pinna y Menezes (2000, 2002 y 2004)
varios autores apuntan a las Asteraceae como una de las principales
familias donde se encuentran conductos secretores en las hojas, en la
corteza y en la médula del tallo y se sugieren que estos conductos se
originan en la endodermis. Estos conductos secretores generalmente
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contienen sustancias lipofilicas de origen terpénico, ademas de otros

componentes.

En cuanto a P. hydropiperoides el extracto se logro6 de un excelente
aspecto (similar al azucar moreno) de facil manipulacién, cristalino. El
rendimiento en si fue menor al de A. australe, pero esto podria deberse

a lo anteriormente expuesto sobre la misma.

5.5.- Evaluacion de Ila genotoxicidad de las especies
seleccionadas.

Para evaluar la genotoxicidad de las especies fue seleccionado el test de
Allium cepa (Fiskesjo, G. 1993 y 1994; Andrioli, et al, 2006) ya que se
considerd el mas apropiado para el trabajo. Es sencillo, econdmico y
ofrece resultados confiables. Es un modelo experimental preliminar,
intermedio entre in vitro e in vivo que permite evaluar la genotoxicidad
de mezclas complejas, mediante un protocolo modificado (Rank et al,
1993).

Las concentraciones usadas en los ensayos para las especies vegetales
probadas, fueron superiores a las utilizadas en medicina popular. Este
hecho surge del primero ensayo donde se prueban las concentraciones a
los fines de determinar la concentracion 50 y luego repetir el ensayo y
evaluar la genotoxicidad. Resulta que las concentraciones necesarias
para lograr detener el crecimiento de las raices en un 50% en
comparacion con los controles, resulto ser una concentracion alta. Por lo

que la genotoxicidad fue evaluada en concentraciones incluso mas altas.

Podria decirse en términos generales, que las especies no presentan
efectos toxicos en las concentraciones utilizadas en medicina popular,
donde que el rango de concentraciones es variable y dificil de
estandarizar pero oscila entre 5 y 15 g/L por lo general, considerando
los resultados obtenidos en cuanto al uso popular establecido para las
especies. Los efectos genotoxicos fueron observados en A. australe a la
concentracion de 37,5g/L y para P. punctatum a 25 g/L, la toxicidad

136
Altamirano C. G.



general fue manifestada en P. hydropiperoides a partir de 25 g/L. En el
caso de P. punctatum los resultados concuerdan con Pastori, T. (2015)
donde demostraron que las infusiones y los extractos de hojas de P.
punctatum presentaron reduccion en los valores de indices mitéticos en
las concentraciones utilizadas en relaciéon al control expuesto en agua
destilada. Se identificaron alteraciones cromosdmicas en la division
celular, tales como puentes anafasicos, en todas las concentraciones de
infusiones y extractos indicando asi que P. punctatum posee actividad

genotoxica.

Podria plantearse y proyectarse una continuidad en el estudio donde se
analice la genotoxicidad en concentraciones inferiores a las planteadas
en el presente trabajo, aunque sea menos factible encontrar
biomarcadores de genotoxicidad en estas concentraciones (Mudry y
Carballo, 2006), pero serviria de respaldo y apoyaria la hipodtesis
formulada de que ambas especies no presentan efectos genotdxicos a

las concentraciones usuales en la medicina popular.

Dada la naturaleza de los objetivos del presente estudio, el resultado
obtenido en esta instancia reafirma el potencial como fitofarmacolégico,
de A. australe, dado que podria no presentar efectos toxicos. También
reafirma los datos etnofarmacologicos relevados para esta especie en
trabajos anteriores y lo que se conoce empiricamente del uso que se le

atribuye a la misma.

Otra posible continuidad en este aspecto, seria ensayar la genotoxicidad
de las fracciones 1 y 2 del extracto de A. australe, que han demostrado
ser activas, utilizando el mismo modelo de Allium cepa, o bien un

modelo alternativo.

5.6.- Analisis quimicos y metabolitos secundarios de interés.

En relacion a los aspectos quimicos analizados en el presente estudio,
los extractos fueron planteados como mezclas hidroalcohdlicas tales
como los realizados por Mirandola L, (2002); Shimizu, M. (1987) y
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Bonella, A. (2011); para pruebas biolégicas y andlisis fitoquimicos.
Finalmente, se recurri6é a seleccionar uno de los extractos, que sean mas
representativos en términos de metabolitos disueltos, para cada
especie. Las TLC de los extractos corresponden a analisis preliminares
de la composiciéon quimica, pero podemos destacar que se observa que
los extractos mas enriquecidos eran los extractos de mayor contenido
alcohdlico. Esta extraccion podria verse modificada si el sistema de
solventes y el método de extraccion hubieran sido de otra naturaleza,
pero los resultados obtenidos hasta el momento podrian ser de utilidad
para mejorar los procesos y encaminar a enriquecer los extractos
naturales en funcion de los contenidos requeridos para obtener un

efecto antitumoral.

Tambien se plantea una continuidad en esta etapa, el analisis del
extracto crudo de A. australe y de las fracciones obtenidas 1 y 2, a los
fines de identificar la identidad de la/las moléculas responsables del
pico observado entre 51 y 52 minutos, por medio de HPLC acoplado a

detector de Masa.

5.7.- Actividades bioldgicas observadas.

Numerosas especies del genero Polygonum presentan diferentes
utilidades medicinales relacionadas al cancer, algunas recientemente
estudiadas como los efectos antitumorales in vivo de P. viscosum (Alam,
M. et al, 2014); propiedades antioxidantes en P. aviculare, P.
cuspidatum, P. multiflorum y P. orientale (Cai, Y. et al, 2004); efectos
anticancerigenos de P. bistorta (Pillai Manoharan, K. et al, 2007); efectos
analgésicos en P. punctatum (Rondina, Rubén et al, 2008). Finalmente,
la especie P. hydropiperoides que hasta el momento no habia sido
probado sobre lineas cancerigenas, no demostré actividad sobre las
lineas tumorales probadas. Por lo que si presenta alguna utilidad frente
a este tipo de patologia, su actividad no estaria ligada a interferir la
fisiologia del tumor en forma directa. No se descarta hasta el momento,
en que presente alguna utilidad farmacéutica ligada posiblemente a
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mitigar los sintomas asociados a la fisiopatologia de la enfermedad en
si, tal como antitérmico, analgésico, antiinflamatorio, etc. Propiedades
similares importantes han sido reportadas para el caso de P. hydropiper,
habiendo incluso formas farmacéuticas orales comercializadas en Brasil
para el tratamiento de las hemorroides (como ser el caso de
IMESCARDZ®).

La variedad de P. hydropiperoides recolectada para la realizacion del
presente trabajo es la var. setaceum, podria plantearse también la
diferencia en cuanto a su actividad antitumoral frente a la otra variedad
también citada para la zona que es la var. hydropiperoides. Ambas

variedades crecen en ambientes similares y en forma simultanea.

Para A. australe existen antecedentes en cuanto a su utilidad como
antimicrobiano frente a cepas de S. aureus, K. pneumoniae y B. cereus
(Bonella, A. F. et al; 2011), inhibidor de la enzima aldosa reductasa
(Shimizu, M. et al, 1987), también se ha aislado y descripto el
acanthostral, un germacrolido (lactona sesquiterpenica) con actividad
antineoplasica (Matsunaga, K. et al, 1996). También la especie A.
hispidum ha sido estudiada como planta anticancerigena utilizada en la
etnomedicina (Tariq, A. et al, 2017).

En cuanto a la actividad observada en A. australe en el presente trabajo,
si bien se observa una marcada toxicidad del extracto para con las
lineas tumorales probadas, y mas aln para las primeras fracciones de la
particion del extracto, cabe destacar que las mismas (tanto en cantidad
de mg de peso seco, como de fracciones presentes en la TLC figura 29)
son mas enriquecidas que las fracciones 3, 4, 5 y 6. Aunque dados los
principios de la cromatografia en columna planteada para el presente
trabajo, las fracciones 1 y 2 presentan una mezcla de compuestos de
bajo peso molecular, lo que les permitié eluir en un tiempo menor que

los componentes disueltos en las demas fracciones.

El hecho de que la actividad de las fracciones de A. australe frente a las
3 lineas celulares tumorales, sea similar para las fracciones 1 y 2,
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incluso en diluciones seriadas (la fraccion 2 fue activa y sostenida
considerablemente a lo largo de todas las diluciones probadas,
principalmente para MDA), evidencia que los componentes activos de las
fracciones presentan similar mecanismo de accién para intervenir la

fisiologia tumoral.

Resulta de gran importancia al comparar los perfiles de HPLC obtenidos
en el grafico 17, la comparacién de los picos de las fracciones
comparadas con el extracto crudo. Dado que la actividad observada
podria estar relacionada con la/las sustancias que presentan un tiempo

de rentencion comprendido entre 51 y 52 minutos.

Es una propuesta que surge del presente estudio, el analisis y
elucidacion molecular de la/las sustancias presentes en el mencionado

pico.

5.8.- Comparacion de los resultados obtenidos, con especies
de la misma familia, del mismo género o diferentes; con
actividad antiproliferativa en diferentes lineas celulares
tumorales.

En comparacion con el extracto de metanol de las partes aéreas de la
planta camerunesa Polygonum limbatum meisn (Kuete, V. et al, 2013)
donde se observd actividad antiproliferativa contra la leucemia THP-1
(ICso de 10 pug / ml) y lineas celulares MCF-7 (IC;, de 20 pug / ml), donde
los constituyentes activos de la planta fueron flavonoides identificados
como cardamomin (32), (6) -olygohomoisoflavanone,S) - (2)

pinostrobin, 20,40-dihidroxi-30,60-dimetoxicalcona (33), (2S) - (2) -5-
hidroxi-6,7-dimetoxiflavanona, y (2S) - (2) -5,7-dimetoxiflavanona, los
compuestos 32 y 33 también indujeron una inhibicién significativa de la
proliferacién de las células THP-1 de la leucemia (IC50 por debajo de 4
Mg / ml); los extractos de P. hydropiperoides probados en el presente
estudio no demostraron ese nivel de actividad frente a MCF-7, tampoco
para MG-63 (IC;, de 394,4 ug / ml), y MDA-MD-231(ICs, de 150.7 pg /

ml).
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A su vez el extracto de metanol de las raices de Acanthospermum
hispidum DC, recogido en Nigeria, donde se encontr6 que era activo
contra el carcinoma de pulmén de tamafo caucasico humano linea
celular COR-L23, con un IC, de 8.87 pg / mL, los resultados obtenidos
en el presente trabajo destacan la actividad de A. australe frente a MDA-
MD-231 con un IC,, de 16.83 pg / mL. Si bien las lineas celulares
tumorales son diferentes, A. hispidum ha sido fuente de varios
sesquiterpenos bioactivos, tales como hispidunolides A vy B,
guaianélidos, melampdlidos y acantospermal B, la citotoxicidad de Los
constituyentes de las muestras no han sido reportados (Kuete, V. et al,
2013).

Tabla 27: Comparacion de los resultados obtenidos con otras especies con actividad
antiproliferativa.

Especie vegetal / Familia Extracto Linea [ @ Autores

Organo utilizado celular ug/m

tumoral L
8.87

Carcinoma de Kuete, V., Viertel,

Metanodlico

Acanthospermum Asteraceae

hispidum DC / raices pulmén COR- K., & Efferth, T.
L23 (2013).
Polygonum limbatum Polygonaceae Metanélico Leucemia THP- 10 Kuete, V., Viertel,
meisn / Partes 1 K., & Efferth, T.
aéreas (2013).
MCE-7 20
Polygonum bistorta Polygonaceae metanol- carcinoma 86.5 - Intisar, A., Zhang,
L. / Planta entera agua hepatico 126.8 L., Luo, H., Kiazolu,
(40:60 v / (HCCLM3) J. B, Zhang, R., &
V) Zhang, W. (2013).
Polygonum bistorta Polygonaceae Hexano P388 <10 Pillai Manoharan,
L. / Planta entera K., Yang, D., Hsu,
HepG?2 80.6 A., & Tan Kwong
Huat, B. (2007).
)82 >100
HL60 17.8
MCF7 72.0
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LL2 62.4

Caesalpinia sappan Fabaceae Metanolico Hela 15.5 Ueda, J. Y., Tezuka,
A549 41.4 Y., et al (2002).
LLC 8.20
Hydnophytum Rubiaceae Metanolico Hela 11.3 Ueda, J. Y., Tezuka,
formicarum A549 1.03 Y., et al (2002).
LLC 65.6
Coscinium Menispermaceae Metanblico Hela 30.1 Ueda, J. Y., Tezuka,
fenestratum A549 5.32 Y., et al (2002).
LLC 1.65
Ononis hirta / Partes Fabaceae Etanolico MCEF-7 17 Talib, W., &
daereds Hep-2 19 Manasneh, A.
(2010).
Ononis sicula / Fabaceae Etanolico MCEF-7 40 Talib, W., &
Partes aéreas Hep-2 53 Manasneh, A.
(2010).
Verbascum Scrophulariacea  Etanolico MCEF-7 40 Talib, W., &
sinaiticum / Flores e Hep-2 66 Manasneh, A.
(2010).
Inula viscosa/ Flores Astereaceae Etanolico MCEF-7 30 Talib, W., &
Hep-2 67 Manasneh, A.
(2010).
Salvia pinardi/ Lamiaceae Etanolico MCE-7 38 Talib, W., &
Partes aéreas Hep-2 70 Manasneh, A.
(2010).
Asteraceae Etanol/Ag MCEF-7 138 .
ua 80-20 MG-63 73.98 Altamirano C.
(2019)
v/v MDA-MD-231 16.95
Polygonaceae Etanol/Ag MCEF-7 >100
ua 80-20 MG-63 394.4 Altamirano C.
v/v MDA-MD-231 150.7 (2019)

En la tabla 27, se muestran los resultados obtenidos comparados con
los que se obtuvieron en especies de la misma familia y mismo género
(Kuete, V. et al, 2013; Pillai Manoharan, K. et al, 2007; Intisar, A., et al.
2013), ademas de especies no emparentadas (Ueda, J. Y., Tezuka, Y., et
al. 2002; Talib, W., & Manasneh, A. 2010). Donde pueden relacionarse
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los resultados del presente estudio, con los obtenidos con A. hispidum
frente a COR-L23 (ICs, pg/mL=8.87) por Kuete, V. et al, 2013.

5.9.- Comparacion del modelo celular experimental utilizado,
frente a otras alternativas probables.

En relacion a la complejidad del modelo seleccionado para la realizacion
de las pruebas bioldgicas, los resultados obtenidos se encuadran en un
modelo celular bidimensional monocultivo (Grafico 18), pudiendo no
extrapolarse los resultados a los modelos celulares de mayor

complejidad, hasta alcanzar las pruebas in vivo.

Por lo que una posible continuidad del presente trabajo se basaria en la
realizacion de pruebas de citotoxicidad y viabilidad celular tumoral en
modelos tridimensionales (Friedrich, J. et al, 2009): tales como los
esferoides homo o heterotipicos (Pansa et al, 2016); liquido
sobrelapante (“liquid overlay”); la gota colgante (“handing droop”);
incluso el ensayo de cicatrizacion de heridas (“wound healing assay”)
(Dorst, N. et al, 2014; Lamberti, M. et al, 2014; Valcarcel, M. et al,
2008). Los modelos tridimensionales y en particular, los esferoides de
co-cultivo reflejan la organizacion natural de las células en los tejidos
mucho mejor que los cultivos de células 2D como lo indican las
diferencias en la fisiologia celular, ademas de representar de manera
mas aproximada el comportamiento fisiopatolégico del microambiente
tumoral, donde intervienen ademas de las células tumorales

propiamente dichas, macréfagos, fibroblastos, células epiteliales, etc.

143
Altamirano C. G.



Complexity Ieve.l

2D 2D 3D 3D Organotypic
mono-culture co-culture mono-culture co-culture human skin
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Melanin
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GRAFICO 18. Grafico comparativo de niveles de complejidad 2D y 3D, en ensayos con lineas
tumorales. (Vera, R. et al, 2015)
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6.- Conclusiones.

> Las especies Acanthospermum australe (Loefl) Kunze (Asteraceae)
y Polygonum hydropiperoides Michaux (Polygonaceae) a las que se
le atribuyen de manera empirica propiedades antineoplasicas, son
comercializadas en los centros de distribucion locales y se
encuentran en el campo de la Ciudad de Posadas. A. australe no
presenta inconvenientes en cuanto a su identidad, no asi P.
hydropiperoides, que es frecuentemente confundida con P.

punctatum.

> Los caracteres de valor diagnosticos que podrian utilizarse para el
reconocimiento de las drogas vegetales podrian ser para P.
hydropiperoides las Ocreas caracteristicas, frutos lenticulares o
triguetos. Ademas de estomas anisociticos y mesoéfilo con 1-2
estratos de empalizada. En tanto para A. australe los frutos con
cerdas ganchudas rigidas, estomas anomociticos, tricomas

pluricelulares uniseriados y glandulares capitados.

> P. punctatumy A. australe presentan efectos genotoxicos, aunque
son manifestados a concentraciones muy altas, inusuales en

tratamientos empiricos.

> P. hydropiperoides presenta efectos téxicos a nivel general,
aunque a concentraciones muy altas, inusuales en tratamientos

empiricos.

> Los extractos de mayor contenido alcohélico presentaron mayor
cantidad de metabolitos secundarios extraidos.

> Unicamente el extracto de A. australe demostrd tener actividad
frente a las lineas celulares tumorales ensayadas.
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> La linea MDA el fenotipo de cancer triple negativo (debido a la
falta de expresion de receptores de estrégenos, progesterona y
factores de crecimiento) caracteristico por poseer una elevada
agresividad clinica, resultdé ser el mas sensible al extracto de A.

australe.

> Las fracciones 1 y 2 obtenidas del extracto de A. australe, son las
responsables de la actividad observada del extracto crudo.
También son las fracciones mas enriquecidas en metabolitos,

principalmente la 2.

» La actividad observada del extracto de A. australe estaria
relacionada con el pico con un tiempo de retencion comprendido
entre 51 y 51 minutos, obtenido en el cromatograma de la
fraccion 2 principalmente, aunque presente tambien en el extracto

crudo también, y en fraccion 1 pero en menor cantidad.
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