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Resumen

Ochenta y dos plantas silvestres se recolectaron de diversos origenes geogréaficos y
en diferentes épocas del afio que se han caracterizado botanicamente y sus extractos
etanolicos se evaluaron frente a la forma epimastigote de Trypanosoma cruzi. Las
plantas pertenecen a las siguientes especies: Hydrocotyle bonariensis, Baccharis
trimera, Baccharis articulata, Baccharis usterii, Taraxacum officinale, Plantago major
y Achyrocline satureioides. Se encontré que las muestras de Hydrocotyle bonariensis,
Baccharis trimera, Baccharis articulata y Baccharis usterii presentan significativa
actividad anti-proliferativa. También se evalué la actividad citotdéxica en células
mamiferas de los extractos con relevante actividad antiparasitaria para la determinacion
de la selectividad de los mismos. Se observo que las tres especies de Baccharis eran las
que presentaban mejores selectividades. Los extractos que resultaron mas activos y
selectivos se evaluaron frente a amastigotes, la forma intracelular del paréasito,
encontrdndose una muy buena correlacion de actividades. Se observo que la actividad
anti-Trypanosoma cruzi varia entre muestras de distinto tipo de suelo, por lo que se
buscd determinar en cuales condiciones estas especies presentan mayor actividad
bioldgica. También se encontré que en las diferentes estaciones climaticas de nuestra
region las plantas modifican su metabolismo secundario produciendo diferentes
compuestos quimicos en cantidades también variables. El andlisis de los cambios en el
perfil metabdlico de las plantas se realiza mediante la aplicacion de la técnica de
metabolomica por Resonancia Magnética Nuclear. Esta técnica permitio identificar los
principios activos anti-Trypanosoma cruzi sin previo aislamiento de los mismos. A su
vez fue posible identificar las condiciones Optimas para la maxima expresion de los
principios activos mediante la aplicacion de métodos quimiométricos con la
informacion obtenida en metabolomica por RMN. Utilizando los datos obtenidos
mediante metabolémica y realizando el fraccionamiento bioguiado se elucidé la
estructura del principio activo de Baccharis articulata, 7-hidroxi-ent-clerodan-3-en-16-
lacton-18-al. También se realizd la estandarizacion del cultivo de Baccharis spp.
mediante clonacién por esqueje, donde se observd que la técnica empleada es eficaz
para la multiplicacion y estandarizacion de cultivos de Baccharis trimera y Baccharis
usterii. Los resultados obtenidos indican que plantas de nuestras region podrian ser
fuente de nuevos agentes anti-Trypanosoma cruzi para utilizar en el tratamiento de la

enfermedad de Chagas.



1. Introduccion
1.1. Mal de Chagas: ""Tragedia silenciosa™

“No estalla como las bombas ni suena como los tiros. Como el hambre, mata
callando. Como el hambre mata a los callados: a los que viven condenados al silencio y
mueren condenados al olvido. Tragedia que no suena, enfermos que no pagan,
enfermedad que no vende. EI mal de Chagas no es negocio que atraiga a la industria
farmacéutica, ni es tema que interese a los politicos ni a los periodistas. Elige a sus
victimas en el pobrerio. Las muerde y lentamente, poquito a poco, va acabando con
ellas. Sus victimas no tienen derechos, ni dinero para comprar los derechos que no
tienen. Ni siquiera tienen el derecho de saber de qué mueren.” Informe clinico, de
Eduardo Galeano, En Chagas, una tragedia silenciosa, Médicos Sin Fronteras, Editorial
Losada, 2005.

La enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana) es provocada por el
protozoario flagelado Trypamosoma cruzi (T. cruzi). Se transmite a los humanos por
picaduras y la concomitante defecacion del insecto vector Triatoma infestans
(‘vinchuca’), que lleva el parasito en sus heces contaminadas. Otras vias de transmision
son la transfusion sanguinea o la infeccion sanguinea desde la madre infectada a su hijo,
o la via oral por ingestion de alimentos contaminados con parasitos [1]. Se trata de una
endemia que afecta a millones de personas generando problemas sanitarios, econémicos
y sociales en los paises afectados [2], esta ampliamente difundida en América Central y
del Sur, afectando a 21 paises en la region. Se ha estimado que la enfermedad afecta
entre 9.8 y 11.0 millones de habitantes, mientras que 60.0 millones estan en riesgo [3].
Esto obedece a la movilidad de la poblacion entre América Latina y el resto del mundo

0 a la residencia en zonas endémicas.

El Trypanosoma cruzi presenta un ciclo bastante complejo con distintas formas a lo
largo de su ciclo evolutivo. En el insecto vector se pueden observar diferentes estadios.
En el estomago del vector ocurre la fase denominada esferomastigote, se caracteriza
por presentar una forma redondeada; el estadio epimastigote se encuentra en el
intestino del vector, en esta etapa el Trypanosoma cruzi se multiplica intensamente por
division binaria; y por Gltimo se encuentra el estadio tripomastigote metaciclico, que es

la forma infectante para el huésped vertebrado [4,5].



Cuando el insecto se alimenta de sangre humana, defeca sobre la piel del hospedero,
liberando en las heces parasitos en la forma tripomastigote metaciclicos. Una vez que
éstos ingresan al organismo, los tripanosomas se diseminan por via hematica o linfatica,
afectando diversos drganos principalmente el corazon, sistema nervioso, masculo y
aparato digestivo. Una vez que los parasitos llegan a los tejidos se reproducen, pasando
por una etapa no flagelada, denominada amastigote, los cuales son capaces de
multiplicarse activamente formando pseudoquistes, en donde se van a transformar a

tripomastigotes que luego van a ser liberados (Figura 1) [6].
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Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi [7].

Se estima que el periodo de incubacién de la enfermedad es de entre 5 a 12 dias
relativo a cada caso, al igual que la aparicion de los sintomas y la intensidad de los
mismos. Muchas veces no se presenta sintomatologia por lo que el diagnostico a tiempo
puede ser muy dificil. En los individuos afectados con el paso del tiempo comienzan a

surgir serias afecciones cardiacas y digestivas las cuales pueden derivar en la muerte

8.

Es posible observar tres etapas bien definidas de la enfermedad. La primera de ellas

se denomina aguda o inicial, la cual presenta una duracion aproximada de dos a cuatro
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meses tras la infeccion. En esta etapa muchas personas no presentan sintomas. La
mayoria de los pacientes que presentan sintomas sufren fiebre variable, malestar
general, irritabilidad, dolor de cabeza, crecimiento de higado, bazo y ganglios. Cuando
la inoculacion es cercana al &rea ocular se observa el caracteristico chagoma asi como
un edema unilateral de ambos parpados (Figura 2) [9]. En esta etapa se puede encontrar
al parasito en sangre. Algunos casos agudos pueden llegar a ser mortales. Muchos de
estos resultan ser nifios pequefios y pacientes que estdn inmunodeprimidos (por ej.
personas infectadas con VIH), que pueden desarrollar miocarditis aguda o

meningoencefalitis [10].

o

Figura 2. Fotografia de nifio afectado con signo de Romaria [9].

Una segunda etapa indeterminada o también denominada latente, en la cual la
parasitemia se vuelve indetectable y suele ser asintomatica. Presenta una duracion
variable. Suele ocurrir entre la semana 8 ¢ 10 de la fase aguda. Puede durar meses o
incluso afos. Se estima que aproximadamente el 30% de los individuos que llegan a
esta etapa desarrollan problemas digestivos, cardiacos y neuroldgicos [11].

Por ultimo la fase crénica, la cual aparece de forma tardia. Se caracteriza por
presentar problemas cardiacos e intestinales. Puede ocurrir muerte subita sin que el

individuo desarrolle problemas cardiacos [12].

El diagnoéstico de esta enfermedad es relativo a la etapa en la que se encuentre el
paciente. Se pueden emplear métodos directos (observacién microscépica directa,
xenodiagndstico, PCR, etc.) basados en la deteccion de material genético o de parasitos,
0 también métodos indirectos (ELISA, IFI, Western blot, etc.) basados en la deteccion
de anticuerpos especificos contra T. cruzi, utilizados principalmente en la etapa crénica,

ya sea sintomatica o asintomatica. Estos suelen ser empleados fundamentalmente en la



fase aguda, en el caso de tratarse de personas inmunodeprimidas o menores de 6 meses
[13].

A pesar del tiempo transcurrido desde su descubrimiento por Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, médico brasilefio que la descubrid en 1909, todavia no se dispone de
una quimioterapia eficaz para todas las formas clinicas de la enfermedad [2]. Al igual
que otras enfermedades olvidadas, es un importante problema de salud como
consecuencia de la terapia inadecuada y la falta de una vacuna eficaz [14]. A pesar de
los datos reveladores de la situacion actual no ha recibido suficiente atencién por parte
de la industria farmacéutica, principalmente debido a consideraciones econdémicas. Los
actuales tratamientos farmacoldgicos se basan en dos compuestos (Figura 3): nifurtimox
(Nfx, N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinan-4-il)-1-(5-nitro-2-furil)metanimina, Lampit®,
recientemente suspendida la produccién y venta por parte de la compafiia Bayer) y
benznidazol (Bnz, N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il)acetamida, Rochagan®, Roche,
ahora producido por LAFEPE en Brasil) descubiertos empiricamente hace mas de tres
décadas atrds. Estos medicamentos son nitroheterociclos que presentan efectos
secundarios significativos, por ejemplo, Nfx puede causar la pérdida de peso, erupcion
cuténea, psicosis, leucopenia, neurotoxicidad, neuropatia periférica, alteraciones del
tejido, nduseas y vomitos. Por otra parte, Bnz puede provocar edema, fiebre, erupcién
cutanea,  neuropatia  periférica,  linfadenopatia,  agranulocitosis,  purpura
trombocitopenica, dolor articular y muscular. El uso de estos farmacos durante la fase
aguda de la enfermedad es ampliamente aceptado, pero su eficacia en la fase cronica es

controversial [15].
/ \ N N o N\).L
NO, o F \N Y H
K/SOZ NO,

Nix Bnz

Figura 3. Estructuras quimicas de los farmacos nifurtimox (NFx) y benznidazol (Bnz).

La quimica médica de la enfermedad de Chagas ha utilizado diferentes
aproximaciones en la busqueda de nuevas entidades terapéuticas. Unas orientadas al
desarrollo quimico (sintesis) de nuevos agentes con mecanismos de accién particulares,
como por ejemplo inhibicidn de rutas biosintéticas especificas del parasito, inhibicion o

interaccidn con biomoléculas claves para el parasito, 0 produccion de especies toxicas
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[16,17]. Otras estrategias han estado orientadas a la identificacién y aislamiento de

nuevos agentes de origen natural [18].

A pesar de estos esfuerzos, aun es de suma importancia el trabajo de investigacion en
esta &rea medica olvidada con el objetivo de encontrar nuevas soluciones a un problema
que no parece tener fin [15]. Esta investigacion busca respuestas en la naturaleza y
siempre recuerda la motivacion primaria: que las personas afectadas carentes de los
recursos necesarios encuentren en su habitat natural plantas medicinales que provean un

posible tratamiento avalado por la ciencia, eficaz y sin efectos secundarios.

En el Uruguay se logré la interrupcion vectorial de la enfermedad en 1997, sin
embargo son necesarias medidas de control y vigilancia permanente tanto del vector
domiciliario Triatoma infestans como de Triatomineos silvestres que contindan siendo

reservorios del parasito y comienzan procesos de domiciliacion.

1.2. Plantas medicinales

El uso de las plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia de la
humanidad. EI hombre recurria a la naturaleza en busca de su alimento y de su salud.
Por medio de aciertos y errores aprendidé a conocer las plantas que lo curaban. Este
conocimiento se transmitié de generacion en generacién y fue incrementandose con la
experiencia. Sin los recursos que le ofrecié la naturaleza, el ser humano no hubiera
sobrevivido. Gradualmente el ser humano, al dominar la naturaleza, ha roto muchos de
los lazos que lo unen a ella. Hoy la medicina se vale de farmacos sintéticos para aliviar
todas las enfermedades. Muchos de estos farmacos son benéficos, pero también
muchos, por mal uso o abuso, han perdido su eficacia y en incontables casos provocan

efectos secundarios nocivos [19,20].

En los paises latinoamericanos el uso de plantas medicinales es la practica habitual
de los grupos indigenas y es frecuentemente utilizado por ciertos sectores de la sociedad
[21]. Esta préactica suele ser una alternativa econémica a los precios impuestos por las
industrias farmacéuticas y en muchos casos la unica posibilidad de tratamiento [21,22].
La mayoria de las plantas medicinales presentan efectos fisioldgicos multiples, debido a
la presencia de mas de un principio activo. Estos Ultimos corresponden a compuestos

quimicos propios de la planta, que estdn sometidos a variables, tales como humedad del
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suelo, condiciones de luz, temperatura, fecha de siembra y cosecha, condiciones de

secado, entre otros [23].

Afortunadamente en los dltimos afios ha resurgido el interés por el regreso a la
naturaleza, y por lo tanto es necesario construir una nueva relacién con nuestro
ambiente, llevando una vida menos artificial y recurriendo a las plantas no sélo para

incluirlas en nuestra alimentacion sino también para aliviar nuestras afecciones [19].

Los productos naturales contindan siendo una importante fuente de agentes
quimioterapéuticos, particularmente para el tratamiento de enfermedades infecciosas.
De las 162 nuevas entidades quimicas aprobadas como farmacos anti-infecciosos por las
agencias reguladoras en el periodo 1981-2002, 99 (61%) eran de origen natural
(producto natural, o un compuesto sintético derivado de un producto natural) [24]. En
las ultimas dos decadas, la industria farmacéutica se apartdé de la investigacion de
productos naturales. La atencidn se desplazd hacia la quimica combinatoria, que parecia
satisfacer la necesidad de bibliotecas de compuestos para mantenerse al dia con los
ensayos de alto rendimiento basados en dianas moleculares recién descubiertas. Sin
embargo, este enfoque no resultdé en una mejora de la productividad, ni tampoco en un
aumento en el namero de nuevos farmacos. EI nimero de nuevas entidades quimicas
alcanz6 un minimo histérico de 37 en 2001 y sigue disminuyendo. En el mismo afio, el

numero de nuevas solicitudes de medicamentos a la FDA se redujo a sélo 16 [25].

Estas estadisticas enfatizan la importancia de la investigacion de productos naturales
en el proceso de descubrimiento de farmacos. Ademas, hay un creciente interés entre los
consumidores por el uso de hierbas medicinales. EI mercado mundial de agentes
fitomedicinales se estim6 en 10 billones de ddlares en 1997, con un crecimiento anual
del 6,5%. Cabe destacar que aun queda mucho por explorar en relacion con el uso de
plantas como fuente de medicamentos. Se ha estimado que sélo una pequefia fraccion de
las 250.000 a 500.000 especies de plantas conocidas ha sido objeto de investigaciones

fitoquimicas o farmacoldgicas [26].

Hay muchos incentivos para estudiar los beneficios medicinales de los productos
naturales. Para la enfermedad de Chagas, la posibilidad de desarrollar nuevos farmacos
ha llevado en los Gltimos 15 afios a la evaluacion de casi 400 especies pertenecientes a

mas de 100 familias de plantas frente a T. cruzi. Muchos procesos de extraccion usados
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solo usan un tipo de disolvente y una sola parte de la planta, sin embargo, otras han
extraido compuestos de varias partes de la planta y utilizan diferentes disolventes. Por
lo general, la parte de la planta sometida al proceso de extraccion es el mismo que se
utiliza tradicionalmente, pero otras partes pueden ser evaluadas para determinar que
parte contiene la mayor concentracién de los compuestos activos. Muchos grupos a
nivel mundial han obtenido resultados prometedores sobre la exposicion al parasito de
extractos de varias plantas. Todos estos interesantes resultados podrian conducir
posiblemente al descubrimiento de nuevos compuestos activos, especialmente contra las
formas intracelulares del parasito. A pesar de la evaluacion de cientos de especies, el
principal compuesto, s6lo se aislo e identificd, y luego se evalué la actividad
antiparasitaria en aproximadamente el 10% de los casos. En la investigacion sobre la
enfermedad de Chagas, los productos naturales son més a menudo activos contra la
forma epimastigote del parésito. Esta forma es mas sensible a los medicamentos, y es un

modelo facil para la seleccion de nuevos derivados de plantas [27].

1.3. Plantas del Uruguay

Dado que numerosos agentes antifungicos han sido descritos como potentes
inhibidores del crecimiento de Trypanosoma cruzi [28], se piensa que plantas de nuestra
region con actividad antibacterial y antifingica ya descrita podrian ser un buen agente
para inhibir el crecimiento de este paréasito. Este hecho se aplicé en nuestro laboratorio
donde se estudid un extracto hidroetandlico de las partes aéreas de Aristeguietia
glutinosa Lam como tripanosomicida. Se encontrd que este extracto descrito
anteriormente con actividad antimicrobiana presentd actividad tanto in vitro como in
vivo en un modelo murino agudo de la Enfermedad de Chagas con un mecanismo de
accion dual inhibiendo la biosintesis de esteroles de membrana y las enzimas
deshidrogenasas de T. cruzi. Ademas los dos principios activos de este extracto
presentaron cada uno de ellos un mecanismo de accion, uno inhibiendo la biosintesis de

esteroles de membrana y el otro las enzimas deshidrogenasas [29,30].

Extractos etandlicos de Hydrocotyle bonariensis, Baccharis trimera, Baccharis
articulata han sido descritos como agentes antifungicos y antibacteriales por grupos de
Entre Rios (Argentina) y San Pablo (Brasil) [31,32]. En particular el extracto etandlico
de Hydrocotyle bonariensis fue descrito como inhibidor del crecimiento de Leishmania

chagasi, parasito responsable de la Leishmaniasis [31].
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En Uruguay las plantas mencionadas pueden crecer y desarrollarse en distintos tipos
de terreno, como ser mas arenosos (cercanos al mar) o mas rocosos (sierras) [32,33], por
lo que resulta interesante observar en cuales condiciones las plantas presentan mayor
actividad biologica. A su vez las diferentes estaciones climaticas de nuestra region
inciden para que las plantas modifiquen su metabolismo secundario produciendo
diferentes compuestos quimicos en cantidades también variables, fendmeno que incita a
observar en cuales condiciones climaticas las plantas presentan mayor actividad anti-

Trypanosoma cruzi [34].

Los metabolitos secundarios difieren de los metabolitos primarios (aminoécidos,
nucledtidos, azucares, acil-lipidos) en que tienen una distribucion restringida en el reino
vegetal. Es decir, un metabolito secundario determinado se encuentra con frecuencia en
una sola especie vegetal o grupo de especies relacionadas, mientras que los metabolitos
primarios se encuentran en todo el reino vegetal [34]. Los metabolitos secundarios
incluyen terpenoides, alcaloides, fenilpropanoides y policétidos, entre otros,
corresponden a un grupo muy amplio conformado por moléculas pequefias, que no son
estrictamente necesarias para la supervivencia del organismo pero si le ofrecen ciertos
beneficios [35].

1.3.1. Hydrocotyle bonariensis

Figura 4. Fotografia de Hydrocotyle bonariensis en dunas de Punta del Este,

Maldonado. (Fotografia: Helena Gonzélez)
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Hierbas perennes, palustres, glabras, tallos rastreros radicantes. Hojas largamente
pecioladas, laminas orbiculares peltadas, margenes lobulado-crenados, de 2 a 10 cm de

diametro. Flores inconspicuas, amarillentas, en umbelas compuestas.

Especie de Sudéfrica, Estados Unidos, Brasil, Uruguay y Argentina. En la region

crece en praderas humedas y pajonales. Florece en verano [34].

1.3.2. Taraxacum officinale

Figura 5. Fotografia de Taraxacum officinale en Parque Batlle, Montevideo.

(Fotografia: Javier Varela)

Hierbas perennes, acaules, con latex. Hojas arrosetadas, oblongas u oblanceolado-
oblongas, glabras. Flores isomorfas, liguladas, amarillas en capitulos de 3 a 5 cm de
didmetro, solitarios sobre escapos huecos, desnudos, de la misma longitud o més largos

que las hojas, involucro acampanado.

Especie europea, adventicia y maleza en todo el mundo. En la region es muy comun

en terrenos modificados. Florece en primavera y verano [34].

1.3.3. Plantago major

Hierba perenne que produce rizomas. Sus hojas son arrosetadas, con peciolos
canaliculados de hasta 12 cm de largo, ld&mina ovada o eliptico-ovada, con o sin pelos,
margenes dentados a sinuados, 3-7 nervios, de hasta 15 cm de largo x hasta 10 cm de
ancho. Flores en espigas densas o laxas de hasta 18 cm de largo, dispuestas en los
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extremos de ejes que son la continuacion del tallo, esos cuerpos tienen hasta 30 cm de

largo.

Planta originaria de Europa y Asia. Es naturalizada en toda América. En Uruguay se

la encuentra en terrenos bajos y himedos [33].

Figura 6. Fotografia de Plantago major en Cabo Polonio, Rocha. (Fotografia: Helena
Gonzélez)

1.3.4. Achyrocline satureioides

l ACHYrocLiNeSatureioides

Figura 7. Fotografia de Achyrocline satureioides en Barra del Chuy, Rocha.

(Fotografia: Helena Gonzalez)
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Subarbusto muy ramificado, de 30 a 50 cm de alto, arométicos, albo-tomentosos.
Hojas alternas, enteras, linear-lanceoladas, de 3 a 5 cm de largo por 1,5 a 4 mm de
ancho. Flores marginales 4 a 8, femeninas, filiformes, las centrales 1 6 4, hermafroditas,
tubulosas, en capitulos numerosos, en densos glomérulos en los extremos de las ramas;

involucro cilindrico.

Especie del sudeste de Sudamérica. En la regidn crece en suelos arenosos, secos.

Florece en primavera [34].

1.3.5. Baccharis trimera

Figura 8. Fotografia de Baccharis trimera en Villa Serrana, Lavalleja. (Fotografia:

Helena Gonzélez)

Arbustito dioico, perenne, desprovisto de pelos, glanduloso, de hasta 70 cm de altura,
tallos trialados, carente de hojas o con hojas reducidas. Flores dispuestas en capitulos
unisexuados sesiles, de 6-7 mm de altura, en lo alto de las ramillas, en forma de espigas;

los capitulos masculinos tienen forma cilindrica y los femeninos son hemisféricos.

Es una planta del sur de Brasil, Argentina, Paraguay y Uruguay. Es muy comin en
los campos de toda la Republica. Florece desde fines del verano hasta principios del

otofio y a veces hasta bien entrado el invierno [33].

17



1.3.6. Baccharis articulata

: Hal'iSarticuLatd

CarqueyiLLa

Figura 9. Fotografia de Baccharis articulata en Villa Serrana, Lavalleja. (Fotografia:

Helena Gonzalez)

Arbustos dioicos, de 0,3-1,5 cm de alto, ramas bialadas (alas hasta de 3 mm de
ancho), afilas. Flores en capitulos pequefios, sésiles, en espigas laxas apicales; capitulos
masculinos con involucro acampanado de 3-4 mm de alto, con flores tubulosas;
capitulos femeninos con involucro acampanado de 4-5 mm de alto, con numerosas

flores filiformes.

Especie del Brasil austral, Paraguay, Uruguay y norte y centro de Argentina. En la
region crece en terrenos altos, bosques y dunas. Florece en primavera [34].

1.3.7. Baccharis usterii

Subarbusto ramificado de 0,5-1 m de alto, tallos trialados, con alas planas, glabras,
continuas y con 0,5-1,5 cm de largo. Las hojas son ovadas, cortamente pecioladas,
trinervadas. Los capitulos estan dispuestos en ramos especiformes, orfenados en
paniculas amplias; los involucros de los capitulos poseen 5-6 mm de altura y 3-4 mm de

didmetro, con brécteas glabras, agudas [37].
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Figura 10. Fotografia de Baccharis usterii en Villa Serrana, Lavalleja. (Fotografia:

Helena Gonzalez)

1.4. Metabolomica de plantas

La metabolémica se puede definir como la deteccién y cuantificacion de todos los
metabolitos de bajo peso molecular en un organismo en un determinado momento y en
determinadas condiciones. Pero ajustandose a nuestros propoésitos y aplicaciones se
puede definir de mejor forma como el area de investigacion que busca obtener las
huellas digitales metabdlicas para detectar las diferencias entre ellas y proponer
hipdtesis que expliquen las diferencias.

El campo de la metabolomica en la ciencia marca su comienzo cuando Devaux y
Horning publican su trabajo de investigacion en perfil metabolico donde aplican
cromatografia de gases acoplado con espectrometria de masas (GC/MS) para el analisis
de extractos de tejidos y orina humana [38]. Inmediatamente surge el interés de
diferentes grupos en utilizar los perfiles metabolicos para el diagnéstico y seguimiento
de distintas patologias [39]. Durante la década de 1970 los estudios en metabolémica se
expandieron a un amplio rango de actividades incluyendo: técnicas novedosas para la
deteccion y elucidacion de hormonas de insectos [40], identificacién de productos
naturales de origen marino [41] y agentes quimioterapedticos derivados de extractos

vegetales (ej. Hyptis tomentosa) [42]. A comienzos de la década de 1980 surgen los
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primeros trabajos en analisis metabdlicos automatizados [43] y para mediados de la
década se publican los primeros trabajos en investigacion de perfiles metabolicos
utilizando Resonancia Magneética Nuclear (RMN) y cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) [44-46]. En 1991, un nuevo enfoque mundial de andlisis fue utilizado
para estudiar el mecanismo de accion de herbicidas en cebada mediante GC/MS [47].
Para finales del siglo XX la investigacion y cooperacion entre la comunidad cientifica
permitio el avance en tecnologias aplicadas en metabolomica y en métodos de
extraccion, promoviendo el desarrollo de bases de datos de metabolitos [48], que
permiten acercarnos al desarrollo mundial de los metabolomas completos [49].

En la Gltima década, la metabolomica se ha desarrollado como un importante campo
dentro de las Ciencias de las Plantas y la Quimica de Productos Naturales [50-54]. La
huella metabdlica, también conocida como perfil metabdlico, es un enfoque analitico
objetivo que pretende cuantificar un grupo o grupos de compuestos que se encuentran
en un organismo o grupo de organismos. El perfil metabdlico con cromatografia de
gases (GC) y cromatografia de alta performance (HPLC), acoplada a espectrometria de
masas, 0 resonancia magnética de proton (‘*H RMN) es (til para el estudio de la
bioquimica de la planta, quimiotaxonomia, ecologia, farmacologia, y control de calidad
de plantas medicinales [55,56]. La aplicaciéon de RMN ha sido ya demostrada como un
método adecuado y suficiente para llevar a cabo este tipo de analisis, ya que permite la
deteccion simultdnea de diversos grupos de metabolitos secundarios, ademas de
abundantes metabolitos primarios [57]. Ademéas la espectroscopia de *H NMR posee
una gran ventaja sobre las otras técnicas, la intensidad de la sefial es dependiente sélo de
la concentracion molar en la solucion, lo que permite la directa comparacion de las
concentraciones de todos los compuestos presentes en la muestra [58,59]. En los
ltimos afios son varias las publicaciones sobre la evaluacion de las diferencias
metabdlicas en Cannabis sativa, Vanilla planifolia, Vitis spp. y Catharanthus roseus,
entre otros, y en la clasificacion de especies de llex en base a su metaboloma [58,60,61].
La mayor desventaja en la utilizacion de espectroscopia de RMN en el andlisis
metabolomico es la superposicion de sefiales, que sin embargo puede ser resuelto por el
uso de diferentes técnicas de 2D-RMN [50,58,61].

Las técnicas empleadas para los andlisis metabdlicos generan una enorme cantidad
de informacion para responder las preguntas bioldgicas a las que se las somete [62-65].
Para hacer de la desordenada informacion metabdlica un valioso conocimiento se
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requiere una considerable cantidad de etapas de analisis de datos incluyendo pre-
procesamiento de datos, analisis estadistico, y el almacenamiento de datos adecuado
[66,67]. Hasta ahora, la mejora en tecnologias analiticas hace que los conjuntos de datos
de la metabolomica se vuelven gradualmente més grandes y complejos en sus
estructuras internas [68]. Esto genera una cobertura completa de la metaboldémica, que
por ende, demanda mas y mas quimiometria [69]. Los cuellos de botella de la
metabolomica de plantas no sélo son la preparacion de la muestra y las plataformas de
andlisis, sino también e incluso méas importante, el andlisis de datos. Cambios
importantes en la dimensionalidad y complejidad de los conjuntos de datos conducen a
un cambio significativo para el descubrimiento de conocimiento. A fin de tener ventajas
de los datos de metabolémica la quimiometria se ha convertido en una herramienta
fundamental para la extraccion de datos valiosos desde la abundante informacion
analitica [68,70]. La quimiometria tiene una completa teoria y metodologia para cada
paso de la investigacién metaboldmica, incluidos el muestreo, disefio de experimentos,
los datos de tratamiento previo, identificacion de metabolitos, la seleccién de variables y
el modelado. La quimiometria coincide perfectamente con el requisito de la
investigacion metabolémica. La realidad es que la quimiometria es una de las piedras
angulares de la metabolémica de plantas. Por otro lado, la complejidad de la
metabolomica también propone grandes desafios en quimiometria para hacer frente a
esos datos de alta complejidad [69]. Hoy en dia, articulos de revision y abundantes
libros de guia sobre la metabolémica de plantas han sido publicados [71-74]
proporcionando valiosa informacion para los investigadores. Miradas en torno a las
habilidades experimentales de la metabolémica, incluyendo la muestra preparacion y

analisis de metabolitos, también han sido reveladas recientemente [75].

Los instrumentos analiticos no proporcionan listas limpias y comparables de
metabolitos y los datos en bruto deben ser procesados para generar una matriz de datos
practicable en una variedad de maneras, incluyendo el filtrado de ruido, correccion de
linea base, deteccién de picos, deconvolucion, alineacion y normalizacion [76]. El pre-
procesamiento de datos es un paso muy importante en el analisis de datos de la
metabolomica. El paso clave aqui es la eliminacion de la varianza y sesgo en el proceso
de analisis de datos para reducir la complejidad y mejorar sefiales metabdlicamente
significativas [77]. El desarrollo de algoritmos y herramientas para el procesamiento

previo de datos es un tema critico de la bioinformatica y la quimiometria. Como
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resultado, muchos algoritmos se han desarrollado y multiples programas libres se
aplican para procesar datos crudos de MS adquiridos por cromatografia liquida-
espectrometria de masas (LC/MS) o cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC/MS). Entre estas herramientas, XCMS (https://xcmsonline.scripps.edu/) [77,78],
MZmine (Http://sourceforge.net/projects/mzmine/) [79,80], OpenMS (http://open-
ms.sourceforge.net/) [81] y MetAlign (Http://www.metalign.nl) [82-85], han atraido
atenciones particulares debido a su viabilidad y eficacia. Ademas, los nuevos programas
se han desarrollado de manera constante para aumentar la calidad y la eficiencia del pre-
procesamiento de datos, tales como MetSign [86], MSFACTSs [87], TagFinder [88,89],
IDEA-MET [90], MathDAMP [91] y MetaboliteDetector [92].

El filtrado de ruido esta disefiado para separar componentes "sefiales de fondo
procedentes de la matriz quimica o interferencias instrumentales", quitar la medicién de
ruidos o errores de linea de base [93]. Convencionalmente, en la correccién de la linea
de base de un dato de una via (cromatograficas o de masa), dos extremos de una sefial
de pico se sefialan manualmente por el analista, a continuacion, la aproximacion lineal
por tramos es aplicada para ajustar una curva a ser la linea de base [94]. Sin embargo, el
proceso es manual y requiere mucho tiempo. Su precision depende en gran medida de
las habilidades operativas del usuario [95]. Con el fin de resolver este problema, una
gran cantidad de algoritmos se han desarrollado para una mejor estimacién de la linea
de base. En 1977, Pearson propuso un clasico algoritmo de estimacion de correccion de
linea de base [96]. Funciona de forma iterativa e inspecciona los puntos en un intervalo
especifico, tomando en cuenta su desviacion estandar. Para este método, la seleccion de
parametros es extremadamente importante; cualquier pequefio error dara lugar a grandes
desviaciones inaceptables. Para superar esta debilidad, numerosas modificaciones se
han desarrollado para optimizar el método de correccion de linea de base para que sea
mas rapido, mas robusto y automatico. Una gran cantidad de algoritmos por tanto, se
propusieron, como la mejora de ajuste de polinomio iterativo [97-102]. Estos algoritmos
pueden de forma automatica y eficaz corregir la linea de base, independientemente de si
es no lineal o lineal. Por otra parte, no requieren experiencias de intervencion y
conocimiento previo, como la deteccion de pico, y corren muy rapido y de forma

robusta.

La normalizacion es eliminar la variacion de confusion debido a fuentes
experimentales, tales como el ruido analitico, el sesgo experimental, y retener la
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variacion relevante debido a eventos bioldgicos [76]. Si la sefial de la mayoria de todos
los metabolitos es estable, una normalizacion simple y eficiente podria lograrse
mediante el célculo de la proporcion relativa de la abundancia de analitos a todos los
otros picos, tales como la norma unidad y la mediana de intensidades de normalizacion
[99]. Sin embargo, la asuncion de los cambios de concentracion, en general
insignificantes, es dificil de lograr; las concentraciones totales de analitos pueden
cambiar considerablemente debido tanto a errores del sistema de laboratorio como a
diferencias de experimentos bioldgicos a gran escala. En este caso, el escalamiento
basado en el cromatograma total puede distorsionar gravemente los datos. Debido a
razones analiticas, los errores de medicion de metabolitos menores con baja
concentracion son mas grandes que los metabolitos primarios con alta abundancia. Es
sabido que los compuestos con concentraciones mas bajas seran facilmente alterados
por el ruido analitico. Para hacer que los diferentes metabolitos sean comparables, se
requiere realizar escalado para normalizar las varianzas. Diferentes métodos de
escalado, tales como autoescala y Pareto se pueden aplicar. Autoescala es el método de
normalizacion mas popular utilizado en metabolomica, en la que cada variable tiene
igual (unidad) varianza multiplicando por la inversa de la desviacién estandar (SD).
Pareto es un método mas suave que autoescala. Para este método, cada variable se
pondera con la inversa de la raiz cuadrada de SD. Se puede aumentar la importancia de
los compuestos de baja abundancia sin amplificar significativamente el ruido. Otra
estrategia sofisticada para la normalizacion es el método de estandares internos (ISs),
por ejemplo estandares internos marcados isotépicamente y controles de calidad (QC)
en cada procedimiento de adquisicion de datos [103]. Una normalizacion integral y
representativa basada en estandares internos se basa en un supuesto clave de que la
varianza exhibida por los IS Unicamente procede con un componente de error
sistematico. Desafortunadamente, esta no es siempre la situacion real. Tanto la
separacion cromatografica insuficiente y la supresién de iones resultara en alteraciones
de concentracion en uno de los componentes y varianza en la medicion de uno diferente.
Si tal confusiéon entre los analitos y los IS se produce, la normalizacion directa
utilizando ISs puede suprimir la sefial y dar lugar a la pérdida de informacion. Hay un
principio que dice que el representante que se utiliza para la normalizacion debe ser
similar con el analito, y el error sistematico debe tener un efecto indiscriminado sobre
los mismos. El IS es a menudo seleccionado en regiones especificas del tiempo de

retencion (RT), m/z, o desplazamiento quimico (ppm). Sin embargo, el RT
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seleccionado, m/z, o ppm, no puede representar a todos los componentes de la matriz ni
a todas sus propiedades quimicas, lo que redundara en variacion de datos con zonas
grises [76]. Cualquier IS por si s6lo no puede estimar el error sistematico de una matriz
biologica compleja. Por lo tanto, maltiples ISs funcionan mejor en estos casos. Ademas,
el uso de IS debe tratar de disminuir el riesgo de contribuciéon cruzada (CC). Si se
seleccionan cuidadosamente las masas que se utilizan para cuantificar el IS, este
problema puede ser resuelto facilmente [104]. Sin embargo, este intento no es trivial en
metaboldémica porque la muestra bioldgica es demasiada compleja. Es dificil predecir
que iones tendran CC. La presencia de efectos CC puede causar la pérdida importante
de informacion, especialmente cuando los analitos que interfieren estan relacionados
con los factores de interés en el conjunto de datos de metabolémica. Redestig y
colaboradores presentaron un algoritmo de normalizacion efectiva que podria
compensar los efectos sistematicos de CC. Es capaz de mejorar la normalizacion de
datos de metaboldmica basado en espectrometria de masas [105]. Por otra parte, con el
fin de representar la variabilidad global de sistema de medicién, se recomienda aplicar
el método QC antes de la normalizacion cuando la visualizacién de los datos sera por
PCA (acronimo del inglés de Analisis de Componentes Principales). Generalmente, QC
es un grupo de varios individuos que tienen caracteristicas similares. Las muestras
estudiadas se comparan con QC para evaluar la variabilidad. En el analisis estadistico de
multivariables, como PCA, las muestras de control de calidad deben aparecer
estrechamente cercanas en el grafico de puntuaciones, lo que indica que el sistema
analitico tendra buen rendimiento de reproducibilidad [106].

Para explorar los conjuntos de datos de metaboldmica de alta dimension y descubrir
valiosa informacion sobre eventos bioldgicos, una serie de métodos de aprendizaje
automatico son desarrollados para el modelado. Por lo general, estos métodos
comienzan con la exploracion de datos en ciego y sin supervision, y luego contindan
con el analisis supervisado en el que se utiliza un conocimiento previo de la estructura

de datos.

Métodos sin supervision se utilizan generalmente para explorar la estructura general
de un conjunto de datos, la busqueda de tendencias y agrupaciones dentro del conjunto
de datos. Estos métodos aportan una visién imparcial de los datos. VVarios métodos no

supervisados estan disponibles, entre ellos el analisis de componentes principales
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(PCA), analisis de conglomerados jerarquico (HCA) y mapeo de auto-organizacién

(SOM) son los ejemplos més utilizados en metabolomica.

PCA es uno de los métodos de anélisis estadistico de multivariable mas popular en
metabolomica [107]. EI propdsito de PCA es obtener una transformacion lineal de las
variables de alta dimensidn en un pequefio nimero de factores, llamados componentes
principales (PC). Esta transformacion define que el primer PC tiene la mayor varianza,
y cada siguiente PC tiene a su vez la varianza mas grande bajo la restriccion de ser
ortogonal al PC anterior. PCA produce dos matrices conocidas como puntuaciones
(PCs) y cargas. Las puntuaciones muestran la nueva coordinacién de la muestras. Las
cargas representan el método en el que se combinan las variables originales en PCs
lineales. La distribucion de muestras puede visualizarse por PCA utilizando un grafico
de las puntuaciones, lo que demuestra la proyeccion de muestras en un plano abarcado
por el primer y segundo PCs. PCA es un método adecuado para resumir los datos de alta
dimensién. Sin embargo, este método es incapaz de encontrar la direccion 6ptima o

patron de variables que puedan separar clases de objetos.

HCA es otro método no supervisado ampliamente utilizado en la modelizacion de la
metabolomica [108]. HCA pretende agrupar muestras que son relativamente similares y
aquellas relativamente disimiles estaran en otro grupo. La medida de HCA es una
distancia o una matriz de disimilitud (por ejemplo distancias euclidianas, de
Mahalanobis o de Minkowski) que representa las diferencias entre las muestras. La
eleccion de la matriz de distancias exhibe significativa influencia en la estructura de la
agrupacion. Claramente, HCA funciona mejor en los casos donde una estructura
jerérquica esta disponible. EI HCA agrupa los datos que forman un arbol Ilamado
dendrograma. Cuando se utiliza HCA para clasificacion, la similitud de corte debe ser
decidida en primer lugar. Se puede separar el dendrograma en diferentes grupos. HCA
no puede darnos la informacion acerca de por qué se obtiene una cierta agrupacion. Es
decir, HCA no puede identificar que metabolitos son correspondientes a las diferencias

entre clusters. Este es el principal inconveniente del HCA.

SOM es uno de los algoritmos de redes neurales pertenecientes a la categoria de
aprendizaje no supervisado [109]. Para datos de alta dimension, SOM puede formar una

proyeccion no lineal en una cuadricula regular, de pocas dimensiones. EI agrupamiento
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de los datos y las relaciones métricas topoldgicas de los elementos de datos es

claramente visible.

Los métodos supervisados apoyan una estructura previamente conocida de los datos
para entrenar a los patrones y normas, utilizandolos para predecir nuevos datos. Una
amplia gama de métodos supervisados han sido empleados en metabolémica. La ventaja
de estos métodos es que pueden proporcionar variables de informacion acerca de su
capacidad de discriminacion entre dos o més clases al modelar; y por lo tanto, son
ampliamente utilizados en metabolémica para cribado de biomarcadores. Técnicas
supervisadas pueden clasificarse como métodos lineales, tales como minimos cuadrados
parciales - analisis discriminante (PLS-DA), analisis discriminante lineal (LDA),
proyecciones ortogonales a las estructuras latentes - analisis discriminante (OPLS-DA),
y métodos no lineales, tales como los bosques al azar y maquinas de vectores soporte
(SVM). LDA trata de encontrar una funcion lineal sobre la base de variables originales
[108]. Es rapido y potente y no son necesarios los parametros de optimizacién. Sin
embargo, existen varias limitaciones. LDA utiliza una matriz de covarianza entre clases.
Por lo tanto, no siempre es adecuada si la estructura de varianza difiere de varias clases.
Ademas, el numero de muestras debe ser mayor que el de las variables [108]. Para la
metaboldmica de conjunto de datos, es comun que el nimero de muestras sea menor
que la de variables. En estos casos, LDA no se puede aplicar directamente. Una posible
solucion es reducir la dimension de las variables antes de LDA. Por ejemplo, se puede
utilizar un método no supervisado tales como PCA para la reduccion de la variable en
primer lugar y a continuacién aplicar LDA en los PC pertinentes. EI nimero de PCs

pueden ser optimizados mediante validacién cruzada [111,112].

El método supervisado mas utilizado para la clasificacién es minimos cuadrados
parciales - analisis discriminante (PLS-DA) [113], que es una combinacion de los
minimos cuadrados regresion parcial (PLS) [114] y LDA. Esta técnica es también un
enfoque de extraccién variable latente, que es similar al PCA. EI método supone que los
datos podrian ser bien aproximados en un menor subespacio dimensional por variables
latentes (LVs). Estos LV se suponen lineales combinados por las variables originales.
La primera PC (PC1) se obtiene en la direccion con la mayor varianza de los datos. La
primera LV (LV1) de PLS-DA se encuentra en la direccién explicando informacién de
la variacion entre clases para los objetos. PLS-DA puede hacer frente a los datos
altamente co-lineales. Es una ventaja muy importante de este método. También es
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adecuado para los datos de espectrometria. Este método se ha arraigado en la mayoria
de softwares comerciales de quimiometria pero todavia es poco conocido por la mayoria
de los usuarios [115]. Por ejemplo, el grafico de proyeccion de PLS-DA es muy usado
para la clasificacion en metabolémica porque separa las diferentes clases desde una
visidn excesivamente optimista [116]. Hay que admitir que hay algunas trampas al usar
PLS-DA para modelar los datos de tamafio de las clases desiguales [115]. Sin embargo,
PLS-DA puede proporcionar excelentes conocimientos sobre la causa de la
discriminacion a través de pesos [117], las cargas, coeficientes de regresion [118], VIP
[119] y relacion de selectividad (SR) [120]; y por lo tanto se ha convertido en una

herramienta util para el descubrimiento de biomarcadores.

La reciente modificacién de PLS-DA en proyecciones ortogonales a las estructuras
latentes - andlisis discriminante (OPLS-DA) [121]. Las variaciones sistematicas en la
matriz de datos X se dividen en dos partes a traves de la técnica de correccion de la
sefial ortogonal (OSC) [122]: una parte exhibe la capacidad de respuesta lineal a la
respuesta y otro es linealmente ortogonal a la respuesta. Para OPLS-DA, solo la
variacion relacionada con la respuesta es Util para el modelado. Es importante sefialar
que OPLS-DA tiene similares resultados de predicciéon que PLS-DA [123]. Pero OPLS-
DA tiene mejor visualizacidn y capacidad de interpretacion, ya que un menor nimero de
variables latentes estan obligadas a explicar la misma variacion de los datos en
comparacion con PLS-DA [124].
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Identificacion de nuevos agentes anti-Trypanosoma cruzi a partir de plantas del

Uruguay.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Recoleccién de Hydrocotyle bonariensis (Redondita del agua), Baccharis
trimera (Carqueja), Baccharis articulata (Carqueja), Baccharis usterii (Carqueja),
Taraxacum officinale (Diente de ledn), Plantago major (Llantén), Achyrocline
satureioides (Marcela), en las cuatro estaciones del afio y en los distintos tipos de
suelo en los que se encuentran en nuestro pais.

2.2.2. Identificacion botanica de las muestras recolectadas.

2.2.3. Procesamiento de las muestras (secado, molienda y almacenamiento).

2.2.4. Preparacion de extractos etandlicos de todas las muestras.

2.2.5. Evaluacion bioloégica de los extractos obtenidos frente a la forma
epimastigote de Trypanosoma cruzi.

2.2.6. Evaluacion bioldgica de los extractos obtenidos frente a macréfagos
murinos. Determinacion de indices de selectividad (IS).

2.2.7. Evaluacion bioldgica de los extractos de mayores IS frente a la forma
amastigote de Trypanosoma cruzi.

2.2.8. Estudio de los cambios en el perfil quimico de los extractos con actividad
bioldgica relevante mediante *H RMN.

2.2.9. Identificacion de los principios activos anti-Trypanosoma cruzi y de las
condiciones necesarias para su maxima expresion mediante metabolémica por RMN.

2.2.10.  Elucidacion estructural de los principios activos anti-Trypanosoma cruzi.

2.2.11. Estandarizacion del perfil quimico de Baccharis spp mediante

propagacion del cultivo utilizando clonacion por esqueje.
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3. Procedimientos experimentales
3.1. Recoleccidn de las plantas

Las plantas seleccionadas para la recoleccion son tres especies del género Baccharis:
Baccharis trimera , Baccharis articulate y Baccharis Usterii; Hydrocotyle bonariensis,

Taraxacum officinale, Plantago major y Achyrocline Satureioides.
Las plantas seleccionadas se recolectan teniendo en cuenta las siguientes variables:

- Estacion climatica de recoleccion. Se colecta en las cuatro estaciones del afio.
- Tipo de suelo. Se toman especies de tierra, suelos arenosos y pedregales.
- Parte botéanica. Se recoge la totalidad de la planta, las raices, las hojas y las

flores (en los casos de época de floracion).

Todas las colectas se realizan entre las 10 y las 12 horas, de forma de no incluir otra

variable mas al estudio.

3.2. Identificacion botanica

La identificacion botéanica se realiza de acuerdo a los antecedentes fenotipicos de las
especies en estudio en el Laboratorio de Botanica de la Facultad de Quimica, UdelaR.
Una parte de las muestras colectadas se conserva en el herbario de nuestro laboratorio y
en el herbario de Facultad de Quimica asignandoles los siguientes nimeros de catalogo:
Baccharis trimera — N° 4402, Baccharis articulate - N° 4403, Baccharis Usterii — N°
4404, Hydrocotyle bonariensis — N° 4406, Taraxacum officinale — N° 4407, Plantago
major — N° 4408, Achyrocline Satureioides — N° 4409.

3.3. Preparacion de los extractos

El material vegetal se lava con H,O destilada y posteriormente se seca en estufa a 40
°C hasta peso constante. Se pesan 10 g del material vegetal seco y se colocan en 150
mL de EtOH (95%) durante 48 h a temperatura ambiente aislado de la luz.
Posteriormente se filtra y el material vegetal se coloca nuevamente en 150 mL de EtOH
(95%) durante 48 h a temperatura ambiente aislado de la luz. Transcurridas las 48 h se
filtra. EI material vegetal es desechado, mientras que el extracto etandlico se seca en
evaporador rotatorio a vacio a no mas de 40 °C, de esta manera se garantiza la

conservacion de los componentes de la planta [125].

29



3.4. Ensayo bioldgico de actividad antiproliferativa anti-Trypanosoma cruzi

Cultivos de T. cruzi: Epimastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuen 2, se cultivan a 28 °C
en medio axénico constituido por una infusion cerebro-corazon (33 g/L), triptosa (3
g/L), hemina (0,02 g/L), D-(+)-glucosa (0,3 g/L), estreptomicina (0,2 g/L) y penicilina
(200000 U/L) complementado con 10 % de suero bovino fetal. Todos los cultivos, asi
como todos los ensayos se realizan en condiciones de aerobiosis. En todos los ensayos
se trabaja con parésitos en fase exponencial de crecimiento (se utilizan cultivos de 5-7
dias de crecimiento, partiendo al dia 0 de un repique de 5 millones de paréasitos/mL).
Ensayo: Se prepara una suspension de parasitos a una concentracion de 4 millones de
células/mL y se inocula 0,6 mL/pocillo en una placa de 24 pocillos. Las fracciones a
evaluar se preparan en una solucién stock de DMSO (solucion madre de 12 mg/mL) y
se agregan inmediatamente a cada pocillo para dar concentraciones decrecientes (100,
50, 25 pg/mL). Los parésitos son incubados con las fracciones a 28 °C por 5 dias. El
crecimiento de los paréasitos se sigue midiendo el incremento de absorbancia a 610 nm,
la cual es proporcional al nimero de células [126,127]. El porcentaje de inhibicién del
crecimiento del parésito se calcula de acuerdo a: % = {1-[(Ap - AOp)/ (Ac - AQOc)]} x
100, donde Ap es A610 del cultivo conteniendo el compuesto al dia 5; AOp es A610 del
cultivo conteniendo el compuesto inmediatamente luego de la adicion del compuesto
(dia 0); Ac es A610 del cultivo en ausencia de compuesto (control negativo) al dia 5;
AOc es A610 en ausencia del compuesto al dia 0. La Clsy corresponde a la
concentracion de extracto o fraccion capaz de provocar un 50 % de inhibicion de
crecimiento. Esta se determina al graficar log (concentracion) vs. % Inhibicion de
crecimiento, ajustando los puntos a una curva Sigmoidea de Boltzmann. Todos los

resultados obtenidos son la media de por lo menos tres experimentos independientes.

3.5. Ensayo bioldgico de actividad citotoxica frente a macréfagos murinos J774.1

Se preparan las soluciones stock en DMSO de los extractos a evaluar. Posteriormente
se preparan eppendorfs estériles con medio de cultivo fresco para realizar las diluciones
seriadas de los extractos a evaluar. Se toma un volumen de la solucion stock tal que en
la mayor concentracion a ensayar la cantidad de DMSO no supere el 0,5 % y se realizan
las diluciones seriadas de los extractos. Se toma una placa de 96 pocillos con
macréfagos en confluencia, se quita el medio de cultivo de la placa y se agregan los

compuestos diluidos en el medio de cultivo (200 puL por pocillo). Se incuba por 48
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horas en estufa a 37°C y 5 % de CO,. Transcurridas las 48 h se realizan observaciones
en microscopio y luego se quita el medio de cultivo. Se prepara una solucion de 1 mg de
MTT en 10 mL de PBS estéril con 0,2 % glucosa y se coloca en los pocillos, a
excepcion del blanco de lectura donde se coloca PBS estéril con 0,2 % glucosa sin
MTT. Se incuba durante 3 h en estufa a 37°C y 5 % de CO,. Transcurrido el tiempo
indicado se quita el medio de PBS glucosa y se colocan en cada pocillo 180 uL de
DMSO y 20 pL de solucion tampdn de glicina p/MTT para realizar la lectura final en
lector de ELISA a 560 nm. El porcentaje de citotoxicidad se calcula de acuerdo a: % =
(1 — Abs muestra/Abs control “c/DMSO, ¢/MTT”) * 100 [128].

3.6. Ensayo de actividad bioldgica frente a la forma amastigota de Trypanosoma
cruzi

Se siembran y se infectan células Vero con tripomastigotes de la cepa Dm28c
[129] en una proporcion de 10 parasitos por célula. Después de 2 h de la infeccion de las
células Vero, los parasitos no internalizados se lavan y se afiaden diferentes
concentraciones de los extractos que van desde 5,0 pg/mL a 100 pg/mL. Después de 72
h de la replicacion de los amastigotes, las monocapas se lavan y los ensayos se
desarrollan usando CPRG como sustrato [130]. ElI cambio de color se cuantifica
midiendo la absorbancia a 570 nm usando un lector de microplacas. Los pocillos sin
ningun extracto se consideran como el punto de referencia 100% de la replicacion de los
amastigotes y la Clsp se calcula como el 50% de inhibicion de la replicacion en

comparacion con el punto de referencia.

3.7. Obtenci6n de los perfiles quimicos mediante *H RMN

Se pesan 10 mg de extracto etandlico seco y se disuelven en 600 pL de CDs0OD (99.8
%) + 150 pL de CDs;OD (99.8 % + 0.05% TMS). Los espectros de 'H-RMN se
registraron en espectrometro Bruker DPX 400 a 22,16 ° C operando a una frecuencia de
RMN de proton de 400,13 MHz. Metanol-d4 fue utilizado para el bloqueo interno. Cada
espectro "H-NMR consiste de 64 escanes que requieren 10 min y 26 s de tiempo de
adquisicion con los siguientes parametros: 0,16 Hz/punto, ancho de pulso (PW) = 30°
(11,3 ms), y tiempo de relajacién (RD) = 1,5 s. Una secuencia de pre-saturacion se
utiliza para suprimir la sefial de H,O residual con baja potencia de irradiacion selectiva
a la frecuencia de H,O durante el retardo de reciclaje. Se aplica transformada de Fourier
sobre FIDs con LB = 0,3 Hz. Se realiza correccion de fase y linea de base de forma

31



manual sobre los espectros resultantes, y se hace referencia a TMS estandar interno a

0,0 ppm, utilizando el software MestreNova version 6.0.

3.8. Metabolémica por *H RMN

Los espectros de 'H-RMN se reducen automaticamente a archivos ASCII. Las
intensidades espectrales son normalizadas sobre las intensidades totales y se reducen a
regiones integradas de igual anchura (0,04 ppm) correspondiente a la region de 6 0,0-
10,0 ppm mediante el software AMIX. Las regiones de 6 4,85-4,95 ppm y 6 3,20- 3,40
ppm se excluyen del analisis debido a la sefial residual de D,O y CD3;OD,
respectivamente. Analisis de componentes principales (PCA) con escalamiento basado
en UV, analisis minimos cuadrados parciales-analisis discriminante (PLS-DA) y
analisis de conglomerados jerarquico (HCA) se realiza con el software SIMCA-P + (v.
12.0, Umetrics, Umea, Suecia) [50].

3.9. Purificacién de los principios activos anti-Trypanosoma cruzi

Se realiza una extraccion inicial por gradiente de polaridad a partir de 100 g del
material vegetal seco de Baccharis trimera, Baccharis articulata y Baccharis usterii.
Para el gradiente de polaridad se realiza una primera extraccion con EP (1 I, 24 h,
temperatura ambiente). Transcurridas las 24 h se filtra el material vegetal, se conserva la
fraccion EP, y el material vegetal es sometido a una extraccion con AcOEt (1 I, 24 h,
temperatura ambiente). Transcurridas las 24 h se repite el procedimiento y se somete el
material vegetal a una Gltima extraccion en MeOH (1 1, 24 h, temperatura ambiente).
Las tres fracciones son llevadas a sequedad mediante evaporador rotatorio a vacio a no
maés de 40 °C. Las fracciones obtenidas son evaluadas frente al estadio epimastigote de
Trypanosoma cruzi (procedimiento en apartado 3.4.), se realiza el espectro de *H-RMN
de las mismas (apartado 3.6.) y se realiza identificacion de grupos quimicos principales
mediante cromatografia en capa fina (TLC). Como reveladores se utilizan luz UV a 254
nm, revelador Vainillina y Reactivo de Brady. Aquellas fracciones que presentan la
mayor actividad bioldgica son sometidas a cromatografia en capa fina preparativa de
silica gel (Merck, 60-230 mesh) 20 x 20 cm para la purificacién de los principios
activos. Se utiliza como primer fase movil una mezcla 1:1:1 de EP:AcOEt:CHCI; y

como segunda fase madvil una mezcla 1:1:4 de EP:AcOEt:CHClI;,
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Revelador Vainillina:
Para la preparacion del mismo se mezcla 1 g de vainillinaen 4 mL de HCl y en 5 mL
de H,SO,. Se lleva a un volumen final de 100 mL con MeOH. Se rocian las placas y

posteriormente se calienta en estufa a 110 °C durante 15 min.

Reactivo de Brady:
Para la preparacion del mismo se mezcla 3 g de 2,4-dinitrofenilhidrazina en 15 mL
de H,SO,. Se afiade esta solucién, agitando, a 20 mL de H,O y 70 mL de EtOH (95 %).

Se mezcla perfectamente la solucion vy se filtra.

3.10. Caracterizacién quimica de los principios activos mediante RMN

Los espectros de resonancia magnética nuclear se realizan a 22,16 °C en un equipo
Bruker DPX 400 que trabaja con el programa Topspin 1.3. Las muestras se preparan en
en 600 pL de CD3;OD (99.8 %) + 150 pL de CD3;OD (99.8 % + 0.05% TMS). Los
espectros de 'H-RMN se registran operando a una frecuencia de RMN de proton de
400,13 MHz. Metanol-d4 se utiliza para el bloqueo interno. Cada espectro *H-NMR
consiste de 64 escanes que requieren 10 min y 26 s de tiempo de adquisicion con los
siguientes parametros: 0,16 Hz/punto, ancho de pulso (PW) =30 (11,3 ms) y tiempo de
relajacion (RD) = 1,5 s. Se aplica transformada de Fourier sobre FIDs con LB = 0,3 Hz.
Se realiza correccion de fase y linea de base de forma manual sobre los espectros
resultantes, y se hace referencia a TMS estandar interno a 0,0 ppm, utilizando el
software MestreNova version 6.0. Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm y
las multiplicidades se designan como: singulete (s), doblete (d), triplete (t), maltiplete
(m), doble doblete (dd), doble triplete (dt) y sefial ancha (sa). Los “*C-RMN se
adquieren a 100,033 MHz usando un pulso de 90 °, con un tiempo de adquisicion de
1,3664 segundos, abarcando un ancho espectral de 230 ppm. Para los experimentos de
correlacion homo y heteronuclear COSY, HSQC y HMBC se utilizan las secuencias de

pulsos disponibles en el software del equipo.

3.11. Estandarizacion del perfil quimico mediante propagacion de cultivo de

Baccharis spp mediante clonacion por esqueje

El suelo armado consta de tierra negra 1/3, humus de lombriz 1/3, arena 1/3. Se
arman camas altas colocando fardos en un cantero de 1 x 6 m y por encima de estos la

mezcla de tierra, arena y compost. Se utiliza el agregado del fertilizante EM
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(microorganismos eficientes) en el riego cada 15 dias para la activacion bioldgica del
suelo. Se colectan plantas enteras de Baccharis articulata, Baccharis trimera y
Baccharis usterii en la localidad de Villa Serrana (15/03/2015) y son trasladas hacia el
campo experimental. A partir de las plantas madre se realizaron los esquejes de 12-15
cm y se colocaron en la tierra a una profundidad tal que cubra 3 yemas, distribuidos
segun la especie. A cada uno se le coloca firmemente un vaso invertido transparente de
modo de generar un microclima que conserve la humedad evitando asi la deshidratacién
previa al enraizamiento. Se riega una vez por semana con el agregado de EM de manera

alternada.

Una vez establecido el cultivo, aproximadamente un afio después, se colectan las
partes aereas de las especies y se realizan los extractos etanolicos segun apartado 3.3.
Posteriormente se obtienen los perfiles quimicos de los cultivos desarrollados segun
apartado 3.7.
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4. Resultados y discusion
4.1. Colecta y preparacion de extractos

Se seleccionan las plantas nativas uruguayas Baccharis trimera, Baccharis articulate
y Baccharis Usterii; Hydrocotyle bonariensis, Taraxacum officinale, Plantago major,
Achyrocline Satureioides de acuerdo a sus propiedades anti-flngicas, anti-bacterianas y
anti-parasitarios descritas.

Se colectan 82 muestras de las todas las especies en estudio en distintos puntos
geograficos del Uruguay (Figura 11). La colecta se realiza siempre antes del mediodia y
seleccionando plantas al azar dentro de un espacio fisico definido. Como forma de
asegurar la especie botanica que se ha recolecta se realiza la identificacién boténica de

las especies usando las caracteristicas morfologicas y estructurales de las mismas.

Coordendas geogréaficas de los puntos de colecta:
Facultad de Ciencias 34° 52" S56° 7" O
Parque Batlle 34° 53" S56°9° O

& Barradel Chuy 33° 43" S53°22" O
Villa Serrana 34° 19" S 54° 59" O
Santa Teresa 34° 2" S 53° 54" O
Punta del Este 34° 56" S 54° 54" O
Pozos Azules 34° 44" S55° 18" O
Cuchilla Alta 34° 47" S 55° 29" O
Cabo Polonio 34° 24" S 53° 47" O
Jaureguiberry 34° 46" S 55° 25" O

Figura 11 - Mapa de Uruguay indicando los puntos de colecta y a la derecha se muestra

las coordenadas geogréaficas de los puntos de colecta.

Se realizan los extractos etanolicos de todas las muestras colectadas y se determinan
los rendimientos de extraccion. Se obtienen rendimientos entre 15 y 18 % en los
extractos de plantas del género Baccharis y entre 10 y 12 % en muestras de Achyrocline
satureioides. Cabe destacar que los extractos mencionados anteriormente se preparan
con las partes aéreas de las plantas (hojas y flores). Las muestras de Hydrocotyle
bonariensis, Taraxacum officinale y Plantago major se dividen en las distintas partes de
las plantas. En Hydrocotyle bonariensis los extractos de hojas presentan rendimientos
de extraccion entre 14 y 16 %, los tallos y rizomas entre 6 y 10 %, mientras que las

flores entre 5 y 8 %. En Taraxacum officinale los extractos de hojas presentan
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rendimientos de extraccién entre 10 y 12 %, las raices entre 5y 8 % vy las flores entre 6
y 9 %. Por dltimo en Plantago major las hojas presentaron rendimientos de extraccién
entre 10 y 13 %, las raices entre 6 y 10 % y las flores entre 8 y 10 %. Se observa que las
hojas de todas las especies presentan mayor rendimiento de extraccién con la

metodologia utilizada.

4.2. Evaluacion bioldgica

Posteriormente se evalGa la capacidad antiproliferativa de todos los extractos
preparados frente a la forma epimastigote de Trypanosoma cruzi. Se observo que las
plantas del género Baccharis presentan relevante actividad antiproliferativa al igual que
Hydrocotyle bonariensis. Los extractos de Taraxacum officinale, Achyrocline
satureioides y Plantago major no presentan actividad antiparasitaria a una dosis
méaxima de 100 pg/mL. De acuerdo a estudios previos de extractos naturales con
actividad antiparasitaria se elabora un rango para clasificar los extractos segun su
capacidad de inhibicion del crecimiento de Trypanosoma cruzi (Tabla 1) [131,132].

Tabla 1 - Clasificacion segun capacidad de inhibicidn del crecimiento de T. cruzi.

Clso (ug/mL)? Actividad anti-T. cruzi
<10 Excelente
10 < Cl50< 40 Relevante
40 < ClI50< 100 Buena
> 100 No interesante

& Concentracion que inhibe el 50 % de crecimiento de T. cruzi

Los extractos de flores de Hydrocotyle bonariensis presentan excelente actividad
anti-T. cruzi particularmente en el caso de suelo arenoso y en la época de verano,
mientras que los extractos de tallos y rizomas de la misma planta mostraron en la
mayoria de los casos relevante actividad. No asi las muestras de hojas de Hydrocotyle
bonariensis que salvo alguna excepcion no presentaron interesante actividad anti-
Trypanosoma cruzi (Tabla 2). Las muestras de Baccharis trimera presentaron buena
actividad antiproliferativa, habiendo ademéas algunos ejemplos de relevante actividad
(Tabla 3). Lo mismo sucede con Baccharis articulata que presentd buena actividad
bioldgica y también ejemplos de relevante actividad (Tabla 4). La Gltima de las especies
del género Baccharis en estudio, Baccharis usterii, también presentd buena actividad

anti-T. cruzi con ejemplos de relevante actividad (Tabla 5).
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Tabla 2 - Actividad antiproliferativa frente a epimastigotes de T. cruzi, citotoxica

inespecifica en células mamiferas y selectividad de Hydrocotyle bonariensis.

Fecha, Lugar de Parte Act anti-T. cruzi  Citotoxicidad

) C
SpEE suelo colecta vegetal  Clsy (ug/mL)°  Cls (ug/mL)" -
Hydrocotyle  Feb 2012, Santa Teresa Hojas 23,3+04 11,0+1,3 0,5
bonariensis arena
Feb2012, o taTeresa  1allosy 7,6+0,9 120+12 1,6
arena rizomas
e A, Santa Teresa Flores 52+16 78+12 15
arena
un 2012, o cpilla Alta - Hojas 46,5+ 5,0 37013 07
rocas/arena
Jun2012,  Facultadde  Tallosy 55,0 % 4,2 156+15 03
tierra Ciencias rizomas
Set 2012, Barra del Hojas 98321 60,0 + 3,1 0,6
arena Chuy
Set 2012, Barra del Tallos y 56,5 + 3,8 150£13 03
arena Chuy rizomas
Dic 2012, 5 oo del Este 1al0S Y 61,8+3,1 14,0+0,9 0.2
arena rizomas
Fe:rgr?al& Punta del Este Hojas 89,6 +3,3 130+1,1 01
FED20I3  pintadelEste  [ANSY  367:20  140:13 04
arena rizomas
Fe:rgr?al& Puntadel Este  Flores 8,609 78408 09
Mar 2013, Barra del Tallos y 444+29 <7.8 <0,2
arena Chuy rizomas
AQO2013, b o delEste -AIOSY 22,3+29 <7.8 <0,3
arena rizomas
Ago 2013, Facultad de Tallos y 241 +32 7,8+0,9 0,3
arena Ciencias rizomas
Oz[rgr?alsl Cabo Polonio Hojas 91,7+3,.2 17,0+11 0.2
P23 puntadelEste  Hojas 36,2+ 2,4 31,2¢24 08
Dec 2013, b yta del Este 2108 Y 48,1+1,2 450+1,3 0,9
arena rizomas
Feb2014,  pytagelEste  TANOSY  g40+31 130£12 01
arena rizomas
Feb 2014, 5 i3 del Este Flores 30,927 <78 <0,2
arena
Feb 2014, gonta Teresa  LAI0SY 61,5+3,1 <78 <0,1
arena rizomas
Feb 2014, gonta Teresa Flores 22,4+3,2 <78 <0,3
arena

& Concentracion de extracto que inhibe el 50% de crecimiento de T. cruzi + desviacion estandar y son el
promedio de 3 repeticiones, ® Concentracion de extracto que inhibe el 50% de crecimiento de macréfagos
murinos J774.1 + desviacion estandar y son el promedio de 3 repeticiones. ° Indice de selectividad
definido como el cociente entre la Clsg, citotoxicidad! Clso, T. cruzi- COMo farmaco de referencia se utiliza Nfx
ICso T. cruzi = 7,0 £ 1,0, ICsp, citotoxicidas= 316,0 = 0,5 los valores son uM y son el promedio de 3
repeticiones + desviacién estandar. 1S= 45.

En paralelo con la evaluacion de la actividad anti- T. cruzi de los extractos se evalUa

la actividad citotdxica en células mamiferas de macrofgaos murinos J774.1 de los
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extractos que presentaron al menos buena actividad bioldgica y de esa forma determinar
la selectividad de los mismos. Para ello se calcula el indice de selectividad (I1S) como el
cociente entre la actividad citotoxica y la actividad antiparasitaria. Un indice de
selectividad por encima de uno indica selectividad del extracto hacia el parasito con

respecto a las células de mamifero.

Tabla 3 - Actividad antiproliferativa frente a epimastigotes de T. cruzi, citotoxica

inespecifica en células mamiferas y selectividad de Baccharis trimera.

Fecha, Lugar de Act anti-T. cruzi  Citotoxicidad

. C
e suelo colecta Parte vegetal ¢ (ugimL)* _ Clsg (ug/mL)” e
Bagcharls Fet.’ AU, Villa Serrana  Hojas y flores 515+7,6 67,0+ 2,1 1,3
trimera sierras
Fe;’rgr?alz' Puntadel Este  Hojasy flores  97,5+3,5 380+ 1,6 0,4
Fe:rgr(])alZ, Santa Teresa  Hojas y flores 68,9 £ 11,7 375+13 0,5
N 2012, \/ijjg Serrana H10J8S Y pocas 49,6 £2,9 370+14 0,7
sierras flores
un 2012, o onilla Alta Hojas y flores 434+2,9 73,024 1,7
rocas/arena
D'(.: 2012, Villa Serrana Hojas 52,0+2,7 370£13 0,7
sierras
Fe:rgr?;& Punta del Este  Hojas y flores 68,1+2,0 75,0+ 2,6 1,1
Festi’;g?’ Pozos Azules  Hojas y flores 136+1.2 37,0+ 1,3 2,7
M 2913 BarradelChuy Hojasyflores 43427 75022 17
AgO 2013, \ s Serrang OIS Y pocas 86,5+ 4,9 40,0+1.4 0,5
sierras flores
Ag;;?al& Punta del Este  Hojas y flores 18,3+24 75,025 41
Oct 2013, b0 Polonio Hojas 30,925 > 150 >4,8
arena
Fet_) AU Villa Serrana  Hojas y flores 64,7+ 2,1 > 150 >2.3
sierras

& Concentracion de extracto que inhibe el 50% de crecimiento de T. cruzi + desviacién estandar y son el
promedio de 3 repeticiones, ® Concentracion de extracto que inhibe el 50% de crecimiento de macréfagos
murinos J774.1 + desviacion estandar y son el promedio de 3 repeticiones. ¢ Indice de selectividad
definido como el cociente entre la Clsg, citotoxicidad! Clso, T. cruzi- COmMo farmaco de referencia se utiliza Nfx
ICso T. cruzi = 7,0 £ 1,0, ICsp, citotoxicidas= 316,0 = 0,5 los valores son UM y son el promedio de 3
repeticiones + desviacién estandar. 1S= 45.

En el caso de Hydrocotyle bonariensis, donde como ya se menciond se observaron
actividades anti- T. cruzi de excelentes a buenas, particularmente en muestras de flores,
se observo una citotoxicidad en células mamiferas considerable que resultaen IS < 1 en
la mayoria de los casos. Solo se observo una leve selectividad (IS ~1,5) en los extractos

de flores de suelo arenoso de febrero de 2012 (Tabla 2).
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En el caso de Baccharis trimera que presentd de relevantes a buenas actividades anti-
T. cruzi y baja citotoxicidad en células mamiferas en varios casos. Cabe destacar que se
obtuvieron buenos indices de selectividad para varios ejemplos. Algunos de ellos son
las colectas de Febrero de 2013 en Pozos Azules (Maldonado), Agosto de 2013 en
Punta del Este (Maldonado), Octubre de 2013 en Cabo Polonio (Rocha) y Febrero de
2014 en Villa Serrana (Lavalleja). Lo que en este caso a diferencia del caso de la
Hydrocotyle bonaerensis no parece importar el tipo de suelo de donde se recolectd la
planta (Tabla 3).

Tabla 4 - Actividad antiproliferativa frente a epimastigotes de T. cruzi, citotdxica

inespecifica en células mamiferas y selectividad de Baccharis articulata.

Especie Fecha, Lugar de Parte Act anti-T. cruzi Citotoxicidad IS¢
P suelo colecta vegetal Clsp (ug/mL)? Clso (Hg/mL)°
Feb 2012, Villa Serrana Hojas 23,0£3,0 94,0+ 2,6 4,1
Baccharis sierras
articulata  Feb 2012,  Jaureguiberry Hojas 225140 78,0+ 17 3,5
sierras
Dic 2012, Villa Serrana Hojas 995+23 350£15 04
sierras
Feb 2013, Santa Teresa Hojas 43,6 + 3,2 30,0+24 0,7
arena
Ago 2013, Villa Serrana Hojas y 51,9+ 4,2 60,0+ 2,1 1,2
sierras flores
Ago 2013, Punta del Este Hojas y 33,724 60,0+1,9 1,8
arena flores
Dic 2013, Punta del Este Hojas y 59,8 + 2,7 150,0 + 2,7 2,5
arena flores
Feb 2014,  Villa Serrana Hojas 16,6 £ 2,0 100,0 £ 2,9 6,0
sierras

& Concentracion de extracto que inhibe el 50% de crecimiento de T. cruzi + desviacion estandar y son el
promedio de 3 repeticiones, b Concentracion de extracto que inhibe el 50% de crecimiento de macréfagos
murinos J774.1 + desviacion estandar y son el promedio de 3 repeticiones. © Indice de selectividad
definido como el cociente entre la Clsg, citotoxicidad! Clso, T. cruzi- COMo farmaco de referencia se utiliza Nfx
ICso T. cruzi = 7,0 £ 1,0, ICsp, citotoxicidas= 316,0 = 0,5 los valores son uM y son el promedio de 3
repeticiones + desviacién estandar. 1S= 45.

Los resultados obtenidos para las muestras de Baccharis articulata que al igual que
su congenere Baccharis trimera mostraron de relevante a buena actividad bioldgica y
baja citotoxicidad inespecifica, resultando también en buenos IS. Algunos ejemplos con
buenos IS son las muestras de Febrero de 2012 de Villa Serrana (Lavalleja), Febrero de
2012 de Jaureguiberry (Canelones) y Febrero de 2014 de Villa Serrana (Lavalleja)

(Tabla 4).
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Las muestras de Baccharis usterii también presentaron de relevante a buena
actividad anti- T. cruzi, pero muestra cierta citotoxicidad que resulta en bajos IS para la
mayoria de los casos. Los valores de citotoxicidad fueron similares para las 4 muestras
pero si varia su actividad anti-T. cruzi por lo que se podria inferir que no son los
mismos metabolitos los responsables de ambas actividades. Este hecho se observo en la
colecta de Febrero de 2013 de Pozos Azules (Maldonado) donde se obtuvo una

relevante actividad bioldgica resultando en un buen indice de selectividad.

Tabla 5 - Actividad antiproliferativa frente a epimastigotes de T. cruzi, citotdxica
inespecifica en células mamiferas y selectividad de Baccharis usterii.

Especie Fecha, Lugar de Parte Act anti-T. cruzi  Citotoxicidad IS¢
P suelo colecta vegetal Clso (Ug/mL)®  Clsg (Mg/mL)°

Bacchanisy Dic 2012, . oorpang Hojas 552 +3,9 530+22 0,9

usterii slerras
Feb 2013, b os Azules Hojas 21,9417 600+18 27

slerras
AQO 2013\ serrana OIS Y 87,5 + 6,2 500+24 06

sierras flores

Feb 2014, -\ 4113 Serrana Hojas 78.4+3,6 650427 08

slerras

& Concentracion de extracto que inhibe el 50% de crecimiento de T. cruzi + desviacion estandar y son el
promedio de 3 repeticiones, ® Concentracion de extracto que inhibe el 50% de crecimiento de macréfagos
murinos J774.1 + desviacion estandar y son el promedio de 3 repeticiones. ¢ Indice de selectividad
definido como el cociente entre la Clsg, citotoxicidad! Clso, T. cruzi- COmMo farmaco de referencia se utiliza Nfx
ICs0, T.cruzi = 7,0 = 1,0, 1Csq_citotoxicidad= 316,0 = 0,5 los valores son uM y son el promedio de 3 repeticiones
+ desviacion estandar. 1S= 45.

Para aquellos extractos de las tres especies del género Baccharis que presentaron
relevantes IS se realiz6 la evaluacion de la capacidad antiproliferativa de la forma
amastigote de Trypanosoma cruzi. Los extractos seleccionados fueron para Baccharis
trimera las colectas de Punta del Este de agosto 2013 (Clso, 7. cruzi = 68,1 £ 2,0 pg/mL),
Cabo Polonio de Octubre 2013 (Clso, 1. cruzi = 30,9 = 2,5 pg/mL) y Pozos Azules de
febrero 2013 (Clso 7. cruizi= 13,6 + 1,2 pg/mL). Para Baccharis articulata fueron
seleccionadas las colectas de Villa Serrana de febrero 2012 (Clso 1. cruzi = 23,0 £ 3,0
pug/mL) y Villa Serrana de Febrero 2014 (Clsp 1. cruzi = 16,6 £ 2,0 pg/mL). En el caso de
Baccharis usterii fue seleccionada la colecta de Pozos Azules de Febrero 2013 (Clsp, 1.

cruzi= 21,9 £ 1,7 pg/mL).

Los amastigotes son la forma patdgena relevante intracelular del parésito en el
huésped humano o animal, por consiguiente una buena actividad de un extracto reafirma

la relevancia del mismo como un candidato potencial para la terapia de la enfermedad

40



de Chagas. Los resultados observados en la forma amastigote estan de acuerdo con los
hallazgos en la forma epimastigote. Los mejores indices de selectividad encontrados
fueron dos extractos de Baccharis trimera, de Cabo Polonio y Pozos Azules (Tabla 6).
El mejor valor de actividad bioldgica contra los amastigotes se visualiza en el extracto
de Baccharis trimera de Pozos Azules (Clso = 9,9 £ 0,8 ug/mL) y la mejor selectividad
se puso de manifiesto en el extracto de Baccharis trimera de Cabo Polonio (IS >5.4).
Los otros extractos mostraron buenos a excelentes indices de selectividad, siempre

valores superiores a 2,1.

Tabla 6 - Actividad antiproliferativa frente a la forma amastigote de T. cruzi y
selectividad.

Especie Fecha, suelo Lugarde  Parte vegetal Act. anti-T.cruzi IS°
colecta Clso (ug/mL)°
Baccharis Ago 2013, arena Punta del Hojas y flores 18,1+1,1 4,1
trimera Este
Oct 2013, arena Cabo Hojas 279+25 >5.4
Polonio
Feb 2013, sierras Pozos Hojas y flores 99+0,8 3,7
Azules
Baccharis Feb 2012, sierras Villa Hojas 39,0+5,3 2,4
articulata Feb 2014, sierras Serrana Hojas 223+11 45
Baccharis Feb 2013, sierras Pozos Hojas 28,1+6,9 2,1
usterii Azules

#Concentracion que inhibe el 50% del crecimiento de amastigotes de T. cruzi; valores son en pug/mL y son
el promedio + desviacidn estandar. ® Indice de selectividad definido como el cociente entre la Cls,
citotoxicidad (Tablas 3-5) / Cls T. cruzi (amastigotes). Como farmaco de referencia se utiliza Bnz Clsg, 1.
crizi= 0,90 £ 0,05 uM y son el promedio de 3 repeticiones + desviacién estandar.

4.3. Metabolémica por *H-RMN

Con el fin de identificar los metabolitos responsables de la actividad anti-
Trypanosoma cruzi y las condiciones requeridas para su maxima expresion se procedid
a aplicar la técnica de metabolémica por *H-RMN. Antes de comenzar a trabajar con los
espectros de 'H-RMN de todos los extractos obtenidos se realizé una busqueda
bibliografica para obtener listas de metabolitos descriptos para las especies que

mostraron los mejores resultados bioldgicos:

- En Baccharis trimera se han descripto saponinas, diterpenos de tipo ent-clerodano
y flavonoides como quercetina, gencavanina, cirsimaritina, hispidulina, apigenina,

luteolina, nepetina, rutina y genkwanina [133-137].
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- En Baccharis articulata fueron descriptos flavonoides, taninos y terpenos, siendo
los terpenoides los compuestos méas abundantes, incluyendo varios triterpenos [138].
Dos diterpenos de tipo neoclerodano, articulina | y acetato de articulina también han
sido descriptos [139]. Otros componentes descriptos fueron el acido crisosaponico,
acido resinico, acido oleandlico; el terpeno lupeol y flavonoides como santonina,
absintina, luteolina, quercetina, genkwanina, acacetina, 7,4-dimetil-apigenina,
cirsimaritina, salvigenina, jaceidina, jaceosidina, condrilasterol [140]. En las flores
fueron encontrados un diterpeno furanico, barticulidiol, y un diterpeno clerodano,
bacotricuneatina A [141].

- Para Baccharis usterii no existe en la bibliografia consultada trabajos que describan

la composicion quimica de la planta.

- En Hydrocotyle bonariensis existen trabajos que describen que las hojas contienen
alcaloides, flavonoides, taninos, compuestos fendlicos y saponinas [142]. De las partes
subterraneas de la planta fueron aislados e identificados algunos triterpenos de tipo

oleanano [143].

Nuestros antecedentes en la busqueda de compuestos naturales como nuevos agentes
anti-Trypanosoma cruzi, indican que generalmente son los compuestos terpenoides los
responsables de la actividad bioldgica. En particular los diterpenos y triterpenos [29,30].
Pero no es posible descartar la accion sinérgica entre varios componentes de los

extractos.

Se realizaron los espectros de *H-RMN de todas las muestras de las tres especies del
género Baccharis y de Hydrocotyle bonaerensis y toda la informacion obtenida de los
mismos fue sujeta a analisis mediante PCA, PLS-DA, OPLS-DA y HCA con el objetivo
de elucidar las diferencias en los perfiles quimicos relacionados con la actividad

bioldgica y actividad citotoxica.

Se realiz6 un PCA de 10 componentes que explica el 91,6% de la varianza, con los 3
primeros componentes explicando el 70,4%, para observar las diferencias entre los
perfiles quimicos entre las especies del género Baccharis. Aungue las muestras se
colectaron en diferentes puntos geograficos y diferentes estaciones climaticas, las
poblaciones son claramente diferenciables mediante PCA, donde se observan 2 grupos

bien separados (Grupo A - Baccharis trimera, Grupo B - Baccharis articulata). Las
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muestras de Baccharis usterii se encuentran separadas de ambos grupos pero ademas
con cierta separacion entre ellas (Figura 12A). Para una discriminacién mas fina se
realizd un andlisis OPLS-DA que permita observar diferencias entre las especies
Baccharis articulata y Baccharis trimera. Como resultado se observé una clara
separacion entre las dos especies con un valor p de 4.09 x 10™° (Figura 12B), este valor
indica una buena prediccién para el modelo empleado [144,145]. El analisis del grafico
de las saturaciones nos permita identificar que las sefiales de ‘H-RMN de los
componentes principales de ambas especies, y que generan las diferencias entre los
perfiles quimicos, corresponden a diferentes diterpenos que ademés se correlacionan
con sefiales entre 9 y 10 ppm que indicarian la presencia de grupos aldehidos en los
compuestos. La presencia de este tipo de compuestos en los extractos permite
vincularlos directamente con la actividad bioldgica observada para estos extractos dado
que en trabajos previos de nuestro grupo se purificd un principio activo de la planta
ecuatoriana Aristeguietia glutinosa de similar naturaleza quimica. Este compuesto es un
aldehido diterpeno ( con excelentes propiedades anti-T. cruzi tanto in vitro como in vivo
[29,30].

Para observar si existe una relacion entre las diferentes especies congéneres se
realizd un analisis por clusters HCA, donde se observd una separacion en dos grupos
principales (Figura 12C). El grupo 1 esta formado por las especies Baccharis usterii y
Baccharis articulata, mientras que el grupo 2 esta formado por Baccharis trimera.
Estos resultados permiten confirmar la similitud entre los perfiles quimicos obtenidos en
extractos de Baccharis usterii y Baccharis articulata y que probablemente compartan
un antecesor comdn. La informacion obtenida de los espectros de *H-RMN indica que
los terpenoides, particularmente diterpenos, son los componentes principales en los
extractos y las diferencias y similitudes entre grupos estan directamente relacionadas
con la presencia o ausencia de estos compuestos. Es importante destacar que el analisis

HCA no permite identificar sefiales responsables de los agrupamientos resultantes.
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Figura 12 - A) Gréafico de resultados de PCA basado en la informacién de *H-RMN
para comparar perfiles quimicos de tres especies del género Baccharis. B) Gréafico de
resultados de OPLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido con toda la informacion de
los *H-NMR de Baccharis spp. Azul: Baccharis trimera. Verde: Baccharis articulata.
C) Dendrograma de analisis HCA de Baccharis spp. Verde: Baccharis usterii y

Baccharis articulata. Azul: Baccharis trimera.

Las muestras de Baccharis trimera fueron clasificadas segin su actividad biologica
(ranking establecido en Tabla 1) y se aplicd un andlisis de PLS-DA para observar la
relacion entre los cambios en el perfil quimico de los extractos y su actividad bioldgica.
En la Figura 13 se observa como el grupo de muestras de mayor actividad bioldgica se
separa claramente del resto de las muestras. Para los grupos de baja actividad bioldgica

no se obtuvo una buena separacion por este método. Se observé que las sefiales de *H-
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RMN mas relacionadas con el grupo rojo y que las separan del resto son: 9,60, 9,40,
6,36, 5,68, 5,24, 5,20, 2,28, 0,80 y 0,68 ppm.
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Figura 13 - Gréfico de resultados de PLS-DA mostrando PC1 y PC2 obtenido de la
informacion de todos los espectros de *H-NMR de muestras de Baccharis trimera y sus
actividades biologicas. Azul: Actividad sin interés. Verde: Buena actividad biologica.

Rojo: Relevante actividad bioldgica.

Para identificar los metabolitos responsables de la actividad citotdxica también se
aplico PLS-DA utilizando la informacion de actividad citotdxica en células mamiferas
como variable. Como se puede observar en la Figura 14, este método no fue eficaz para
obtener una buena separacién entre grupos, pero si se logré identificar las sefiales de *H-
RMN mas relacionadas con el grupo que no presenta citotoxicidad. Estas sefiales son:
9,44, 9,28, 6,36 y 5,72 ppm, y se repiten con las que se identificaron en el grupo de
mayor actividad biolégica por lo que podriamos inferir que los metabolitos activos

frente a T. cruzi no presentan citotoxicidad.
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Cabe destacar que previo a la aplicacion del método PLS-DA se aplicaron otros
métodos de analisis como PCA donde tampoco fue posible obtener buena separacion

entre grupos y por ello se decidio trabajar con el método descripto en los resultados.
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Figura 14 - Grafico de resultados de PLS-DA mostrando PC1 y PC2 obtenido de la
informacion de todos los espectros de *H-NMR de muestras de Baccharis trimera y sus
actividades de citotoxidad. Azul: Relevante citotoxicidad. Verde: Cierta citotoxicidad.

Rojo: No citotoxica

El andlisis mediante PLS-DA resultd efectivo para la separacion de los grupos de
muestras de Baccharis articulata con diferentes actividades bioldgicas. En la Figura 15
se puede observar una clara separacién entre los 3 grupos de muestras con diferentes
actividades bioldgicas. El andlisis de grafico de saturaciones, por el cual se obtienen las
sefiales mas relacionadas con los diferentes grupos, muestra que las sefiales relacionadas
con el grupo de mayor actividad bioldgica son: 9,72, 9,56, 9,36, 5,44 — 5,28, 5,16, 5,12,
2,8y 2,08 ppm. Estas sefiales son muy similares a las encontradas en el grupo de mayor
actividad biolégica de Baccharis trimera por lo que es posible que los principios activos

de ambas especies compartan su naturaleza quimica. Este grupo de sefiales pueden ser
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atribuidas a algunos aldehidos diterpenos descritos por Zdero y colaboradores y

Francesca y colaboradores en especies del género Baccharis (Figura 16) [146,147].
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Figura 15 - Grafico de resultados de PLS-DA mostrando PC1 y PC2 obtenido de la
informacion de todos los espectros de *H-NMR de muestras de Baccharis articulata y
sus actividades bioldgicas. Azul: Actividad sin interés. Verde: Relevante actividad

bioldgica. Rojo: Buena actividad bioldgica.

Para identificar los metabolitos responsables de la citotoxicidad de las muestras de
Baccharis articulata también se aplicd PLS-DA utilizando la actividad citotoxica como
variable. Como se observa en la Figura 17 se obtuvo una buena separacion entre grupos
de diferente citotoxicidad. Por otra parte, el andlisis de los graficos de saturacion se
infiere una vez mas que los metabolitos responsables de la actividad bioldgica y la
citotoxicidad no son los mismos. Las sefiales de *H-RMN relacionadas con el grupo de
mayor citotoxicidad son: 6,64, 5,08, 3,80, 3,08, 2,44 — 2,32, 1,52 y 1,12 — 1,08 ppm.
Este grupo de sefiales pueden ser atribuidas a otros metabolitos descritos en especies del
género Baccharis, diterpenos de tipo ent-clerodano, por Herz y colaboradores y Torres y

colaborades en Baccharis articulata y Baccharis trimera [134,135] (Figura 18).
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Figure 16 - Aldehidos diterpenos descritos por Zdero y colaboradores y Francesca y
colaboradores en especies del género Baccharis, y sefiales identificadas en espectros de
2D-RMN de Baccharis articulata relacionadas con aldehidos diterpenos descritos en
Baccharis spp. [146,147].
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Figura 17 - Gréfico de resultados de PLS-DA mostrando PC1 y PC2 obtenido de la
informacion de todos los espectros de *H-NMR de muestras de Baccharis articulata y
sus actividades de citotoxidad. Azul: Relevante citotoxicidad. Verde: Cierta

citotoxicidad. Rojo: Baja citotoxicidad. Amarillo: No citotoxico.

Para Baccharis usterii no se tiene un nimero suficiente de muestras como para
obtener una andlisis estadistico robusto con buena prediccion pero se realiz6 PLS-DA
utilizando la informacién de actividad biolégica como variable para intentar identificar
los principios activos. La informacion obtenida del analisis del grafico de saturacion
relaciona la muestra de mayor actividad biolégica con sefiales de *H-RMN en 9,32-9,12
ppm, por lo que es posible inferir que también son aldehidos diterpenos los principios
activos. Por otra parte no fue posible realizar PLS-DA utilizando actividad citotoxica
como variable por dos factores: 1) Insuficiente nimero de muestras como para obtener
una buena prediccion, 2) las pocas muestras que se tienen presentaron la misma
citotoxicidad. Sin embargo, como se mencion0 anteriormente, al observar los cambios
en la actividad bioldgica y la constante citotoxicidad se puede inferir que no son los
mismos metabolitos los responsables de la actividad anti-T. cruzi que los compuestos

con actividad citotdxica inespecifica.
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Figura 18 - Diterpenos de tipo ent-clerodano descritos por Herz y colaboradores y

Torres y colaboradores en Baccharis articulata y Baccharis trimera [134,135].
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Figura 19 - Gréfico de resultados de PLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido con la
informacion de *H-RMN de muestras de Baccharis trimera y el tipo de suelo. Azul:

Suelo arenoso. Verde: Suelo rocoso.
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Para identificar las condiciones requeridas para la maxima expresién de los
metabolitos activos en Baccharis trimera se realizo un analisis PLS-DA utilizando el
tipo de suelo como variable. En la Figura 19 se observa la eficacia del método empleado
con una clara separacion entre los dos grupos correspondientes a muestras con dos tipo
de suelo diferentes arenoso y rocoso. El analisis del grafico de saturacion muestra que
las sefiales de *H-RMN correspondientes a aldehidos diterpenos (5: 9,72, 5,68, 5,48,
5,20, 5,16, 3,56, 3,44, 1,24 ppm) estan relacionadas con el tipo de suelo rocoso mas que
con el arenoso. Por otra parte se realizd el analisis PLS-DA de muestras de Baccharis
trimera utilizando la época del afio como variable. Se obtuvo una buena separacion

entre grupos, donde principalmente las muestras de verano son las mas alejadas del

resto (Figura 20).
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Figura 20 - Gréafico de resultados de PLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido de la
informacion de *H RMN de muestras de Baccharis trimera y la época de colecta. Azul:
Otofio. Verde: Verano. Rojo: Primavera. Amarillo: Invierno.

El analisis del grafico de saturacion indica que las sefiales de *H-RMN de aldehidos

diterpenos estan estrechamente relacionadas con esta época del afio, pero también con
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las muestras de primavera. El periodo de floracién de Baccharis trimera comienza en
primavera y se extiende hasta finales del verano, por lo que este proceso podria estar
directamente relacionado con el acumulo de los principios activos en las plantas. Para
confirmar esta idea se realizo la integracion comparativa de la region 9,76 — 9,70 ppm
entre las distintas estaciones del afio (Figura 21). Se observa claramente de acuerdo a la
integracion relativa que en el periodo de la primavera y en menor medida en el verano
es cuando se cuantifican mas *H de aldehidos lo que esta en correlacién con las mejores

actividades anti- T. cruzi observadas en estos periodos.
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Figura 21 - Espectros 'H-NMR apilados de muestras de Baccharis trimera
correspondientes a cada estacion del afio amplificados en la zona de aldehidos y tabla
comparativa de la integracion de la region 9,76 — 9,70 ppm segun la época de colecta, se

toma como referencia interna a la sefial de TMS (6= 0,1 — - 0,1 ppm).

Es interesante destacar que se observan otras sefiales correspondientes a protones de
aldehidos (5: 9,57, 9,48, 9,36 ppm) ademas de la sefial mayoritaria en 9,73 ppm. Estas

otras sefiales sugieren que seguramente no sea solo uno el componente responsable de la
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actividad bioldgica. Probablemente una accidn sinérgica entre varios componentes del

extracto esté teniendo lugar.

Para identificar las condiciones requeridas para la méaxima expresion de los
principios activos anti-Trypanosoma cruzi en Baccharis articulata se realizd un analisis
PLS-DA con la muestra de Baccharis articulata y el tipo de suelo como variable. En la
Figura 22 se observa como los dos grupos de muestras, suelo rocoso y suelo arenoso, se
encuentran claramente separadas. El andlisis del grafico de saturacion muestra que las
sefiales de *H-RMN correspondientes a aldehidos diterpenos (: 9,76, 5,88, 5,72, 5,64,
4,08, 3,96, 3,92, 1,20 ppm) estan estrechamente relacionadas con el tipo de suelo

rocoso.
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Figura 22 - Gréfico de resultados de PLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido con la

informacion de *H-RMN de muestras de Baccharis articulata y el tipo de suelo. Azul:

Suelo arenoso. Verde: Suelo rocoso.

También se realiz6 un analisis PLS-DA de las muestras de Baccharis articulata con
la época de colecta como variable para identificar el momento en que los principios

activos estan en su maxima expresion. En la Figura 23 se observa que los cuatro grupos,
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correspondientes a las cuatro estaciones del afio, presentan una buena separacion entre
si. El andlisis del grafico de saturacién indica que es en primavera la época en la cual se
observa una estrecha relacion con las sefiales de *H-RMN correspondientes a aldehidos
diterpenos. El periodo de floracion de Baccharis articulata se desarrolla justamente
durante esta época del afio, por lo que es posible inferir una relacion directa entre este
proceso Yy la acumulacion de los metabolitos activos. Tal como se muestra en la Figura
24 la acumulacién del aldehido es maxima en primavera, disminuye algo durante el
verano y se mantiene baja durante el otofio e invierno.
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Figura 23 - Grafico de resultados de PLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido de la
informacion de *H-RMN de muestras de Baccharis articulata y la época de colecta.

Azul: Otofio. Verde: Verano. Rojo: Primavera. Amarillo: Invierno.

Para las muestras de Baccharis usterii no fue posible realizar el analisis PLS-DA
utilizando como variables el tipo de suelo o la época de colecta ya que las pocas
muestras que se colectaron de esta especie corresponden al mismo tipo de suelo, rocoso,
y fueron colectadas todas entre primavera y verano. Cabe destacar que se trata de una

especie poco descrita en Uruguay y que solo fue encontrada y colectada para este
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trabajo en la zona de sierras, localidades de Villa Serrana (Lavalleja) y Pozos Azules

(Maldonado).
A
- Invierno
| Primavera /,
Otofio /,
i Verano
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Figura 24 — A. Espectros "H-NMR apilados de muestras de Baccharis articulata
correspondientes a cada estacion del afio amplificados en la zona de aldehidos; B. tabla
comparativa de integracion de la region 9,76 — 9,70 ppm segun la época de colecta, se

toma como referencia interna a la sefial de TMS (6= 0,1 — - 0,1 ppm).

En el trabajo con las muestras de Hydrocotyle bonariensis se realizé inicialmente un
analisis PCA para observar si existia una diferenciacion entre los perfiles quimicos de
las diferentes partes de las plantas (tallos y rizomas, hojas, flores). En este analisis no se
observo una clara diferenciacion entre los grupos por lo que se realizé un PLS-DA entre
las diferentes partes de Hydrocotyle bonariensis en el cual se obtienen 3 grupos de
muestras correspondientes a las partes mencionadas (Figura 25). El analisis del gréafico
de saturacion indica que las similitudes y diferencias entre los perfiles quimicos en
estudio se centran en las regiones correspondientes a flavonoides (3: 7,80 - 6,00 ppm) y

también sefiales relacionadas con triterpenos ya descriptos para esta especie [143].
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Figura 25 - Gréfico de resultados de PLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido de la
informacion de 'H-RMN de muestras de Hydrocotyle bonariensis y sus

correspondientes secciones. Azul: Hojas. Verde: Flores. Rojo: Tallos y rizomas.

Posteriormente se trabajé con las partes de Hydrocotyle bonariensis por separado
para identificar los metabolitos responsables de la actividad bioldgica de cada una ya
que como se muestra en la Tabla 2 la actividad varia significativamente entre las
mismas. En la Figura 26 se muestra el resultado del analisis PLS-DA con las muestras
de hojas donde se obtuvo una buena separacion entre 3 grupos correspondientes a los
grupos con diferente actividad anti-T. cruzi. El andlisis del grafico de saturacion indica
que las sefiales de *H-RMN relacionadas con la actividad bioldgica son: 7,92, 7,84,
7,76, 7,60, 6,88, 6,60 — 6,48, 6,24, 5,84, 5,76, 5,68, 5,16, 4,92, 4,72, 4,36 — 4,24, 3,56
ppm. Estas sefiales se pueden diferenciar en 2 grupos, donde el grupo 1 (7,92, 7,84,
7,76, 7,60, 6,88, 6,60 — 6,48, 6,24) se asocia a flavonoides, y el grupo 2 (5,84, 5,76,
5,68, 5,16, 4,92, 4,72, 4,36 — 4,24, 3,56 ppm) a los triterpenos descritos por Tabopda y
colaboradores que se muestran en la Figura 27 [143]. Las sefiales entre 5y 6 ppm se
asocian al proton H-12 de los triterpenos y se piensa que podria también haber

insaturaciones a nivel del proton H-2 y H-3 asi como en H-6 y H-7 (Figura 27).
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Figura 26 - Gréafico de resultados de PLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido de la
informacion de 'H-RMN de muestras de hojas de Hydrocotyle bonariensis y sus
actividades anti-Trypanosoma cruzi. Azul: Actividad sin interés. Verde: Relevante

actividad bioldgica. Rojo: Buena actividad bioldgica.

Las sefiales entre 3,5 y 5 ppm se asocian a la posible presencia de azucares unidos a los
triterpenos como también a los protones H-3, H-15, H-16, H-22 (Figura 27) unidos a un
carbono con un 4tomo de oxigeno en posicion alfa. Para el grupo 1 se realiz6 una
busqueda de compuestos con las sefiales caracteristicas de flavonoides en la base de
datos del Grupo de Metaboldmica de Plantas de la Universidad de Leiden, Holanda, y
no fue posible asignar ningln metabolito especifico. Cabe destacar que no existe

bibliografia de flavonoides identificados para esta especie.

El anélisis PLS-DA de muestras de hojas de Hydrocotyle bonariensis y la actividad
citotoxica como variable no fue posible de realizar ya que todas las muestras de este
grupo presentan similares niveles de citotoxicidad. De esta forma el resultado del
estudio no seria estadisticamente robusto como para inferir la identidad de las sefiales.
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Figura 27 - Estructuras de triterpenos aislados de Hydrocotyle bonariensis por Tabopda

y colaboradores [143].

Con las muestras de tallos y rizomas de Hydrocotyle bonariensis se realizo el analisis
PLS-DA utilizando la actividad anti- T. cruzi como variable. En la Figura 28 se observa
una clara separacion de la muestra de mayor actividad bioldgica y una no tan buena
separacion entre los otros 3 grupos. Sin embargo fue posible obtener mediante el
analisis del grafico de saturacion la lista de sefiales de *H-RMN relacionadas con el
grupo de mayor actividad biologica: 7,76, 7,44, 7,16, 7,12, 6,68, 6,64, 6,04, 5,88, 5,36,
5,32, 4,32, 2,92, 2,04, 1,92, 1,68, 1,44, 1,40 ppm. Al igual que en las muestras de hojas
es posible dividir estas sefiales en dos grupos, siendo el grupo 1 (6: 7,76, 7,44, 7,16,
7,12, 6,68, 6,64, 6,04, 5,88 ppm) las sefiales relacionadas con flavonoides y el grupo 2
(6: 5,36, 5,32, 4,32, 2,92, 2,04, 1,92, 1,68, 1,44, 1,40 ppm) las sefiales asociadas con los

triterpenos que se mostraron anteriormente (Figura 27).
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Figura 28 - Gréafico de resultados de PLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido de la
informacion de *H-RMN de muestras de tallos y rizomas de Hydrocotyle bonariensis y
sus actividades anti-Trypanosoma cruzi. Azul: Actividad sin interés. Verde: Excelente
actividad biologica. Rojo: Buena actividad biol6gica. Amarillo: Relevante actividad

bioldgica.

Con el objetivo de identificar los metabolitos responsables de la citotoxidad de las
muestras de tallos y rizomas se realiz6 el analisis PLS-DA con la actividad citotoxica
como variable. En la Figura 29 se muestra la obtencién de una buena separacion entre
los 3 grupos con diferentes actividades. Mediante analisis del grafico de saturacion se
obtuvo una lista de sefiales de 'H-RMN estrechamente relacionadas con la
citotoxicidad: 7,76 — 7,64, 7,32, 5,96, 5,84, 5,40, 5,16, 4,84, 4,24 — 4,12, 3,08, 2,12,
1,68, 1,44 — 1,32, 1,24, 0,96, 0,92 ppm. Las sefiales se asocian a los mismos 2 grupos
que se identificaron en los andlisis de actividad bioldgica, siendo el grupo 1 (5: 7,76 —
7,64, 7,32, 5,96, 5,84 ppm) las sefiales asociadas a flavonoides y el grupo 2 (5: 5,40,
5,16, 4,84, 4,24 — 4,12, 3,08, 2,12, 1,68, 1,44 — 1,32, 1,24, 0,96, 0,92 ppm) las sefiales
asociadas a los triterpenos ya descritos. El resultado obtenido infiere que serian los
mismos metabolitos los responsables de la actividad bioldgica anti-Trypanosoma cruzi

y de la citotoxicidad observada.
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Figura 29 - Grafico de resultados de PLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido de la
informacion de *H-RMN de muestras de tallos y rizomas de Hydrocotyle bonariensis y
sus actividades anti-Trypanosoma cruzi. Azul: Cierta citotoxicidad. Verde: Relevante

citotoxicidad. Rojo: Citotoxica.

Con las muestras de flores de Hydrocotyle bonariensis no se pudo realizar el analisis
PLS-DA con las actividades evaluadas como variables ya que no se tiene un ndmero
suficiente de muestras como para obtener un analisis estadistico robusto con buena
prediccion. Sin embargo al observar el perfil quimico obtenido en los espectros de *H-
RMN con las muestras de flores se pueden observar las mismas sefiales que caracterizan
la zona de flavonoides (5: 7,80 - 6,00 ppm) Yy triterpenos descritos. La presencia de estos
compuestos explica los resultados biologicos obtenidos para muestras de flores de
Hydrocotyle bonariensis con excelente actividad anti-Trypanosoma cruzi pero también

importante citotoxicidad.

Con la finalidad de determinar las condiciones Optimas para la méxima expresion de
los principios activos anti-Trypanosoma cruzi se realizaron andlisis PLS-DA con las
diferentes partes de Hydrocotyle bonariensis utilizando la época del afio de colecta
como variable. No fue posible realizar el estudio con el tipo de suelo como variable ya

que se contaba con un pequefio nimero de muestras de tipo de suelo diferente al
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arenoso y de esta forma el andlisis no presentaba la robustez estadistica necesaria para

una buena prediccion.

leavesHidrocotileTI.M1 (PLS-DA)

Colored accerding to classes in M1 u:
H:
4
15
104 (O HBCPHO13
HEBCHS1Z @ @ HBFACHI12
@ HECAHIL2

() HEPEHD12

2]
=)

HBSTHF12
@ HEPEHF14 @ HEPEHF13
@ HESTHF14 g

-
HEPEHALS @ HESTHFLS

S HeracH13 @) HEPEHD13

@ HBBCHM13

T T T T T T T T T T
-25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20
]

R2ZX[1] = 0,365 R2X[2] = 0,171 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Figura 30 - Grafico de resultados de PLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido de la
informacion de *H-RMN de muestras de hojas de Hydrocotyle bonariensis y la época
del afio de colecta. Azul: Otofio. Verde: Verano. Rojo: Invierno. Amarillo: Primavera.

Del analisis PLS-DA de las muestras de hojas de Hydrocotyle bonariensis y la época
de colecta como variable se observa una buena separacion entre los 4 grupos
correspondientes a las 4 estaciones del afio (Figura 30). Mediante el analisis del grafico
de saturacion se observa que las sefales identificadas como importantes para la
actividad bioldgica, correspondientes a los ya mencionados flavonoides vy triterpenos,
se encuentran estrechamente relacionadas con la muestras colectadas en invierno.
Teniendo en cuenta que las muestras de hojas colectadas en invierno presentan buena
actividad anti- T. cruzi pero también importante citotoxicidad (Tabla 2), el resultado
obtenido a partir de perfil quimico permite nuevamente inferir la dualidad de

actividades de los metabolitos que se identifican como relevantes.

En la Figura 31 se presentan los resultados del analisis PLS-DA de muestras de tallos y
rizomas de Hydrocotyle bonariensis y la época del afio de colecta como variable. La

separacion obtenida entre los grupos no resulta buena para una discriminacion de
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sefiales entre épocas, pero el resultado obtenido infiere que el perfil quimico de tallos y
rizomas no presenta una dependencia importante con respecto a las estaciones del afio.
Mediante el analisis del grafico de saturacion se observa que las sefiales identificadas
asociadas a los principios activos, zona flavonoides y zona triterpenos, se encuentran
relacionadas con todas las épocas del afio y no presentan una estrecha relacion con
ninguna en particular. Al observar los niveles de actividad biolégica de muestras de
tallos y rizomas se confirma este resultado obtenido ya que los niveles de actividades no
presentan importantes variaciones seglin la época de colecta (Tabla 2). Lo mismo
sucede con la actividad citotoxica de las muestras, por lo que la dualidad de actividades

de los principios activos también se infiere con estos resultados.
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Figura 31 - Gréfico de resultados de PLS-DA, mostrando PC1 y PC2, obtenido de la
informacion de *H-RMN de muestras de tallos y rizomas de Hydrocotyle bonariensis y
la época del afio de colecta. Azul: Otofio. Verde: Verano. Rojo: Invierno. Amarillo:

Primavera.

Con las muestras de flores de Hydrocotyle bonariensis no fue posible realizar los
estudios dado que solo fue posible la colecta de las mismas en verano cuando la planta

se encuentra en su periodo de floracion.
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4.4. Elucidacién estructural de los principios activos anti-Trypanosoma cruzi

Con la informacion obtenida mediante metabolomica por Resonancia Magnética
Nuclear de la naturaleza quimica de los principios activos anti-Trypanosoma cruzi se
comenzd la purificacion de los mismos. Para ello se realizd6 un fraccionamiento
bioguiado a partir del material vegetal para las plantas que mostraron mejor perfil de
actividades, mas activo en T. cruzi y menos toxicidad, Baccharis trimera, Baccharis
articulata y Baccharis usterii. Inicialmente se hace una extraccion de las partes aéreas
de las plantas con disolventes de polaridad creciente (EP, AcOEt, MeOH) obteniéndose
3 fracciones para cada especie en estudio (Figure 32). A las 3 fracciones de cada especie
se les realizd el espectro 'H-RMN para identificar la presencia de los aldehidos
diterpenos encontrados en el estudio de metabolémica (seccién 4.3) y se evaluaron

frente a epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Material vegetal Filtrado Material vegetal Filtrado | Material vegetal + Filtrado
+EP (24 h) + AcOEt (24 h) MeOH (24 h)

Fraccién EP Fraccion AcOEt Fraccion MeOH ]
Especie Rendimiento de extraccion (%)
EP AcOEt MeOH
Baccharis articulata 4 7 10
Baccharis trimera 5 7 11
Baccharis usterii 4 6 10

Figura 32 — A. Diagrama de flujo de la extraccion para ser utilizado en la purificacion
de los principios activos anti-Trypanosoma cruzi en Baccharis trimera, Baccharis
articulata y Baccharis usterii. B. Tabla de rendimientos de extraccion para cada una de

las fracciones.

Realizados los espectros de *H-RMN de cada fraccién de cada una de las especies
del género Baccharis se observa que la mayor acumulacion de aldehidos diterpenos se
encuentra en las fracciones AcOEt. De esta forma, dado el resultado de la extraccién por
gradiente de polaridad, podemos inferir que los compuestos de interés presentan una
polaridad media. La determinacion de la proporcion de aldehidos diterpenos en cada

fraccion estudiada se realizd integrando la sefial referencia del TMS con un valor
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arbitrario de 10 para relacionar con la sefial del protdn del aldehido. De cualquier forma
es importante destacar que también se observa acumulacion de los mismos, pero en
menor medida, en las fracciones hexanicas. No asi en las fracciones metandlicas
(Figuras 33-35).

Tal como se esperaba, por la acumulacion del compuesto de interés en las fracciones
AcOEt, son estas fracciones las que presentan los mejores valores de actividad biolégica
anti-Trypanosoma cruzi (Figuras 33-35). También se observé significativa actividad en
las fracciones EP de las especies en estudio, este resultado se explica en la gran

acumulacion de sesquiterpenos y diterpenos que presentan las mismas.

A
BA EP
BA AcOEt
B
Muestra Integracion TMS Integracion region aldehido diterpenico
BA EP 10 0,34
BA AcOEt 10 1,12
BA MeOH 10 0,06
C
Muestra  Actividad anti-Trypanosoma cruzi
Clso £ DS (ng/mL)
BAEP 59,3+2,5
BA AcOEt 55,8+1,9
BA MeOH 83,8+2,3

Figura 33 — A. Espectros ‘H-NMR apilados de muestras de Baccharis articulata
correspondientes a las fracciones AcOEt y EP amplificados en la zona de aldehidos. B.
Tabla comparativa de integracion de la region 9,76 — 9,75 ppm para las fracciones de
Baccharis articulata, se toma como referencia interna a la integracion de la sefial de
TMS (6= 0,1 — - 0,1 ppm). C. Tabla de actividad bioldgica anti-Trypanosma cruzi de

cada fraccion en estudio de Baccharis articulata.
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Muestra Integracion TMS Integracion region aldehido diterpenico
BT EP 10 2,93
BT AcOEt 10 8,26
BT MeOH 10 2,24
C
Muestra Actividad anti-Trypanosoma cruzi
BT EP 37,9+2,1
BT AcOEt 335+1,6
BT MeOH 57,4t2,4

Figura 34 — A. Espectros ‘H NMR apilados de muestras de Baccharis trimera
correspondientes a las fracciones AcOEt y EP amplificados en la zona de aldehidos. B.
Tabla comparativa de integracion de la region 9,76 — 9,70 ppm para las fracciones de
Baccharis trimera, se toma como referencia interna a la integracion de la sefial de TMS
(6= 0,1 — - 0,1 ppm). C. Tabla de actividad bioldgica anti-Trypanosma cruzi de cada

fraccion en estudio.
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Figura 35 — A. Espectros 'H-NMR apilados de muestras de Baccharis usterii
correspondientes a las fracciones AcOEt, EP, MeOH amplificados en la zona de
aldehidos. B. Tabla comparativa de integracion de la region 9,27 — 9,24 ppm para las
fracciones de Baccharis usterii , se toma como referencia interna a la integracion de la
sefial de TMS (6= 0,1 — - 0,1 ppm). C. Tabla de actividad biolégica anti-Trypanosma

cruzi de cada fraccion en estudio de Baccharis usterii.

Paralelamente, se realiz6 un andlisis del perfil quimico de las fracciones mediante
TLC utilizando luz UV, reactivo de Brady y reactivo Vainillin-Sulfarico como
reveladores. En la TLC correspondiente a Baccharis articulata (Figura 36) se observé
en la fraccion AcOEt (carril central) una mancha cuyo valor de Rg = 0,44 presenta
revelado positivo con los tres reveladores. Esto confirma nuestra hipétesis de que el

compuesto posee estructura terpenica, determinado por el revelado con vainillina; grupo
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aldehido, determinado por el revelado con reactivo de Brady; y ademas presenta dobles

enlaces conjugados (dieno) o un doble enlace conjugado a un grupo carbonilo (enona),

determinado por el revelado con UV.

Figura 36 - Cromotagrafia en capa fina de fracciones de Baccharis articulata. Fase
movil: EP/AcCOEt/CHCI3, 1/1/1. lzq.: Vainillin-sulfarico, centro: Brady, der.: UV.
Orden de sembrado de fracciones en cada TLC: izqg.: BA EP, centro: BA AcOEt, der.:
BA MeOH.

Figura 37 - Cromotagrafia en capa fina de fracciones de Baccharis trimera. Fase movil:
EP/ACOEt/CHCI3, 1/1/1. 1zqg. Brady, centro: Vainillin-sulfarico, der.: UV. Orden de
sembrado de fracciones en cada TLC: izg.: BT EP, centro: BT AcOEt, der.: BT MeOH.

En el caso de la cromatografia en capa fina de las fracciones de Baccharis trimera se

observaron en la fraccion AcOEt dos manchas de valores de Rg = 0,30 y 0,14 que
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revelan positivo en Brady y UV. Mientras que en el revelado con Vainillin-sulfurico se
observan manchas de coloracién amarillo-naranjas que suponen la presencia de
flavonoides en la zona. Cabe destacar que en la zona entre 9 y 10 ppm del espectro de
'H-RMN de Baccharis trimera se observan dos sefiales que podrian corresponder a dos
compuestos quimicos distintos con grupos aldehidos en sus estructuras.

Finalmente en la TLC de las fracciones de Baccharis usterii se observaron resultados
similares a Baccharis trimera. Tanto en Brady como en UV se observan resultados
positivos en el revelado de dos manchas de valores de R = 0,40 y 0,30. Mientras que en
el revelado con Vainillin-sulfdrico se observan para estas dos manchas coloraciones
amarillo-naranjas que también podrian indicar la presencia de flavonoides en la zona. Al
igual que en Baccharis trimera en la zona entre 9 y 10 ppm del espectro de *H-RMN de

Baccharis usterii se observan dos sefiales que podrian corresponder a dos compuestos

quimicos distintos con grupos aldehidos en sus estructuras.

Figura 38 - Cromotagrafia en capa fina de fracciones de Baccharis usterii. Fase mavil:
EP/ACOEt/CHCI3, 1/1/1. 1zq.: Vainillin-sulfarico, centro: Brady, der.: UV. Orden de
sembrado de fracciones en cada TLC: izg.: BU EP, centro: BU AcOEt, der.: BU MeOH.

Una observacion general que surge de las TLCs realizadas es que todos los productos
que componen las manchas indicadas presentan una polaridad media ya que sus valores
de R no son altos habiendo utilizando una mezcla de EP:AcOEt:CHCI; (1:1:1) como

fase movil de alta polaridad.
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Para la purificacion del principio activo se realizaron cromatografias en capa fina
preparativas de 20 x 20 cm utilizando como referencia lo observado en las TLCs
realizadas anteriormente. Se decidio comenzar con la purificacion del aldehido presente
en Baccharis articulata. Para ello fue seleccionada la fraccion de AcOEt que presento la
mayor acumulacién del mismo y se sembrd por placa una cantidad de 250 mg de
fraccion. La primer corrida con una mezcla EP:AcOEt:CHCI; (1:1:1) como fase movil,
silica gel como fase estacionaria y posterior revelado con reactivo de Brady muestra el
aldehido con un valor de Rg de 0,42, pero al raspar la mancha y extraerla con
cloroformo puro se observa que adn persisten los flavonoides en la seccion purificada.
Por ello se realiza otra corrida con una mezcla de polaridad superior de
EP:AcOEt:CHCI; (1:1:4) como fase movil que permite obtener el aldehido con un valor

de Rr de 0,42 sin la presencia de flavonoides.

’

Zona de extraccion

Flavonoides

Figura 39 - Cromatografia en capa fina preparativa de la fraccion AcOEt de Baccharis
articulata. El extremo derecho fue revelado con reactivo de Brady y se indica la zona de
extraccion del aldehido. Fase estacionaria: silica gel. Fase movil: EP:AcOEt:CH3Cl
(2:1:4).
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Una vez raspada la zona de Rg = 0,42 se extrae el compuesto de interés de la silica
utilizando como disolvente cloroformo puro y luego se seca la muestra. Habiendo
sembrado 250 mg de fraccion AcOEt se obtienen en promedio 2 mg de la fraccion
purificada. Se realiz6 la identificacion de los componentes presentes en la fraccion
purificada mediante *H-RMN donde se obtuvo una significativa aproximacién a la
elucidacion estructural del aldehido diterpeno que se buscaba. Se utilizaron estudios *H,
3C, experimentos bidimensionales homonucleares y heteronucleares para la obtencion
de la aproximacion propuesta. Se encontré que el aldehido forma parte de una lactona
diterpénica derivada del sistema ent-clerodano. Se propone la estructura y la asignacién

de las sefiales de los protones y carbonos del espectro de RMN (Figura 40).

Para la elucidacion de la estructura propuesta se combinan estudios de *H-RMN, *3C-
RMN, bidimensionales homo y heteronuclear, COSY, HSQC y HBMC. Comenzando
con el espectro de *H-RMN (Figura 41) se fijo la sefial del protén del aldehido (9,75
ppm) como referencia de integracion equivalente a un proton se integraron de forma
manual el resto de las sefiales presentes en el espectro obtenido. Se observaron en
correlacion con la sefial del aldehido sefiales muy caracteristicas, las que pueden ser
asignadas a tres grupos metilos (6 = 0,84 ppm, 3H, s; 6 = 0,89 ppm, 3H, s; y 6 = 1,15
ppm, 3H, s) y un hidrégeno olefinico (6 = 5,33 ppm, 1H, m). Por otro lado, se observa
un namero importante de sefiales que por el tipo de multiplicidad y desplazamiento
quimico (1,0 — 2,5 ppm) podrian corresponder a protones metilénicos. Adicionalmente,
por el tipo de integracion y multiplicidad en la regién 3,4 — 4,5 ppm aparece un grupo
de sefiales que se podrian corresponder con metilenos unidos a grupos desblindantes.
Comparando las sefiales caracteristicas con compuestos ya descritos para esta especie se
encontrd una significativa correlacion con el trabajo de Dai y colaboradores donde se
describio el aislamiento de 16,19-dilactona de 15,18-diacido-8-hidroxi-7-oxo-ent-clerod-
3-eno y 15,16-epoxi-7,18-dihidroxi-15-metoxi-ent-clerod-3-eno (Figura 42) [148].

También se observd la presencia de otros compuestos, ademas del compuesto de
interés, en la fraccion purificada. Este hecho no resultaria un inconveniente para la
elucidacion estructural del compuesto de interés. Podria tratarse de diterpenos de
similares caracteristicas que presentan sefiales en resonancia magnética nuclear de
proton asignables a grupos furanos (6,0 — 7,5 ppm) de compuestos descrito en este
género [149].
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(@] =0

H™ 18
dH (ppm),
'H integracion | multiplicidad Bc oc (ppm)
H1 1,55, 2H m C1l 17,6
H2a 2,02, 1H m
H2b 2,23, 1H m c2 26,4
H3 5,33, 1H m C3 129,2
- - - C4 142,0
- - - C5 39,0
H6a 2,21, 1H m
H6b 2,45, 1H m co 410
H7 3,42, 1H m Cc7 70,5
H8 1,63, 1H m C8 38,1
- - - C9 38,0
H10 2,32, 1H m C10 41,1
H11 1,10, 2H m Cl1 36,7
H12 1,70, 2H m C12 32,2
H13 2,84, 1H m C13 41,0
Hl4a 2,17, 1H m
H14b 2,38, 1H m cld 358
- - - C15 170,6
H16a 4,41, 1H m
H16b 4,02, 1H m cle s
H17 0,89, 3H S C17 12,9
H18 9,75, 1H S C18 191,4
H19 1,15, 3H S C19 24,9
H20 0,84, 3H S C20 18,2

Figura 40 - Estructura propuesta para el compuesto de interés y tabla con las

asignaciones de las sefiales de protones y carbonos de los correspondientes espectros de

RMN.
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Figura 41 - Espectro "H RMN de la fraccién purificada.

Figura 42 - Diterpenos aislados de Baccharis articulata por Dai y colaboradores [148].

72



anlllR

Figura 43 - Furanos diterpenos descrita por Zdero y colaboradores [149].

Continuando con la elucidacion estructural del compuesto de interés, partiendo del
proton olefinico H2 y a través de los experimentos de RMN homonucleares de COSY
(Figura 44) se determinan los hidrogenos vecinos a dicho proton. Paralelamente, este
experimento permite reconocer otros grupos de protones acoplados escalarmente.
Protones unidos a C1-C2-C3 y protones unidos a C11-C12-C13, segin denominacion
usada en la Figura 40 (Figura 45).
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Figura 44 - Experimento COSY de la fraccion purificada.
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Figura 45 - En linea gruesa se muestran las correlaciones "H-'H identificadas con el

experimento COSY para la estructura propuesta.

Por otro lado, los experimentos de RMN heteronucleares, *H-*C (experimentos
HSQC y HMBC) (Figura 46) permiten inferir que la molécula de interés posee tres
carbonos metilicos (C17, C19 y C20, denominacion segun Figura 40), siete carbonos
metilénicos (C1, C2, C6, C11, C12, C14 y C16, denominacion segun Figura 40), cuatro
carbonos metinicos (C7, C8, C10 y C13, denominacion segun Figura 40), dos carbono
carbonilicos (C15 y C18, denominacion segun Figura 40), dos carbonos alquénicos (C3
y C4, denominacién segin Figura 40) y dos carbonos cuaternarios sp® (C5 y C9,
denominacion segun Figura 40). Estas asignaciones se obtuvieron a través de las

correlaciones heteronucleares a distancia que se muestran en la Figura 47.

Combinando la informacién aportada por estas técnicas (HSQC y HMBC) con los
datos de los otros experimentos se llega a la estructura quimica propuesta para el
compuesto de interés, el diterpeno de tipo clerodano 7-hidroxi-ent-clerod-3-en-16-

lactona-18-al.
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Figura 46 — A. Experimento HSQC de la fraccion purificada. B. Experimento HMBC

de la fraccion purificada.
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Figura 47 - Representacion gréfica de correlaciones heteronucleares identificadas para

la estructura propuesta.

En nuestro conocimiento la estructura propuesta no ha sido descrita aun ni para esta
planta ni para ninguna otra hasta el momento. El género Baccharis se caracteriza por la
presencia de diterpenos de tipo ent-clerodano [146-149], que se esperaba basado en los
antecedentes de nuestro grupo en la bdsqueda de nuevos agentes anti-Trypanosoma
cruzi, serian los responsables de la significativa actividad antiproliferativa del paréasito.
Para la confirmacion de nuestra hipoétesis se evalud la actividad anti-Trypanosoma cruzi

de la fraccidn purificada y la misma presentd un valor de Clso de 20,5 + 1,1 ug/mL.

m  Fr. Purificada
® BA AcOEt
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Figura 48 — Grafico de inhibicién de crecimiento de T. cruzi en funcion de la

concentracion de la BA AcOEt y la Fraccion Purificada a partir de la misma.
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En la figura 48 se observa el aumento de la actividad biol6gica anti-Trypanosoma
cruzi en la fraccion purificada que contiene principalmente el compuesto elucidado. Con
respecto a la fraccion AcOEt original, el Clso se modificé desde 55.8 pg/mL a 20.5

ug/mL.

4.5. Estandarizacion del perfil quimico de Baccharis spp mediante propagacion del

cultivo utilizando clonacion por esqueje.

Este trabajo comenzd con la busqueda de plantas madre de Baccharis articulata,
Baccharis trimera y Baccharis usterii en la localidad de Villa Serrana, Lavalleja, en
época de verano (Figura 49). Se colectaron 2 especimenes de cada especie pero luego
fue conservado solamente uno para realizar los esquejes. Se selecciond el espécimen

gue mejores caracteristicas fenotipicas presentara al momento del esquejado.

Figura 49 - Colecta de los especimenes de Baccharis spp. en la localidad de Villa

Serrana.

Se realizaron los esquejes de los 3 especimenes y se siembran en los carriles de
cultivo que ya habian sido preparados (composicion del suelo: 1/3 tierra negra, 1/3
compost, 1/3 arena) y cubiertos con mulch con un mes de anterioridad. Cada nuevo
plantin se cubridé con un vaso de plastico transparente de 500 mL para conservar la
humedad relativa en ese microambiente generado y prevenir la muerte por falta de agua
en el proceso de desarrollo de raices que deberan atravesar los nuevos plantines (Figura
50).
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Figura 50 - Carril de cultivo con plantines cubiertos con vasos descartables para la

conservacion de la humedad.

Durante los primeros tres meses posteriores al esquejado se realiza un seguimiento
del cultivo y observacién del proceso de enraizamiento. Luego de los tres meses se
realiz6 un relevamiento (Figura 51) y se calculd el porcentaje de sobrevida de los

esquejes realizados (Tabla 7).

Figura 51 - Aparicion de las primeras raices que se estan desarrollando en los esquejes
sembrados.

Se observé que la técnica empleada permitié desarrollar con éxito la propagacion del
cultivo de Baccharis trimera y Baccharis usterii. No asi para Baccharis articulata que
al ser una planta de hoja fina seguramente presente menor cantidad de reservas para
sobrevivir al proceso de desarrollo de raices antes de obtener nuevos nutrientes

ex0genos.
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Tabla 7 - Porcentajes de sobrevida de los esquejes realizados de Baccharis spp.

Especie N° de esquejes N° de plantas Porcentaje
inicio final sobrevida
(%)
Baccharis articulata 36 3 8
Baccharis trimera 82 69 84
Baccharis usterii 58 54 93

Luego de un afio de cuidado del cultivo las plantas presentan un aspecto muy bueno
como se observa en la Figura 52. En este momento, un afio después del esquejado, se
realiza una cosecha de partes aéreas de Baccharis trimera y Baccharis usterii para la

observacion de la estandarizacion del perfil quimico.

El material cosechado se dividi6 en tres lotes por especie y se realizaron los extractos
etandlicos de cada lote. Se realiz6 el anélisis de los perfiles quimicos de cada extracto
obtenido mediante *H-RMN. Se observa que la acumulacion del aldehido entre lotes es

similar, resultado que demuestra la eficiencia del método de clonacion para la

estandarizacion del perfil quimico de las plantas en estudio (Tabla 8).

Figura 52 - Fotografia del cultivo de Baccharis spp. un afio después de la siembra de

los esquejes.

Los resultados obtenidos en el proceso de estandarizacion permiten pensar en
escalar el cultivo para la preparacion de considerables cantidades de extractos que
puedan ser evaluados en modelos in vivo de eficacia y seguridad para validar su uso

como nuevo tratamiento para la enfermedad de Chagas.
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Tabla 8 - Resultados de anélisis por "H-RMN de los tres lotes de Baccharis trimera y
Baccharis usterii cosechados del cultivo generado por clonacion.

BT°1 10 2,01
BT 2 10 2,35
BT 3 10 2,23
BU“1 10 1,23
BU 2 10 1,51
BU 3 10 1,39

2 Se utiliza la integracion de la sefial de TMS (5= 0,1 — - 0,1 ppm) como referencia. ® Se utiliza la region
de 9.76 —9.70 ppm para BT y de 9.27 — 9.24 para BU. ¢ BT, Baccharis trimera. ° BU, Baccharis usterii
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5. Conclusiones

En la basqueda de nuevos agentes anti-Trypanosoma cruzi en plantas del Uruguay se
ha encontrado que Baccharis trimera, Baccharis articulata, Baccharis usterii e
Hydrocotyle bonariensis presentan relevante actividad bioldgica destacandose la

selectividad hacia el parésito en el caso de las tres especies del género Baccharis.

Mediante metaboldmica por Resonancia Magnética Nuclear se analizaron los
cambios en el perfil quimico de las plantas y su relacion con la actividad bioldgica o
citotoxica. Se determind la naturaleza quimica de los principios activos anti-
Trypanosoma cruzi y de los componentes citotoxicos frente a células mamiferas. En las
plantas del género Baccharis se identificd a diterpenos con grupos aldehidos en su
estructura como los responsables de la actividad biol6gica deseada, mientras que en
Hydrocotyle bonariensis se infiere el efecto sinérgico de triterpenos y flavonoides. En
cuanto a la citotoxicidad frente a células mamiferas en Hydrocotyle bonariensis los
mismos metabolitos con actividad anti-Trypanosoma cruzi presentan importante
citotoxicidad hacia células mamiferas, mientras que en Baccharis spp. se atribuyen los
bajos niveles de citotoxicidad a otros diterpenos de tipo ent-clerodano. También fue
posible inferir las condiciones necesarias, tipo de suelo y época de afio de la colecta,
para su méaxima expresién en la planta. En el género Baccharis se observé una relacién
directa entre el periodo de floracién y la acumulacion de diterpenos aldehidos en las
plantas, a su vez el suelo rocoso también incide de forma favorable para la acumulacion

de los mismaos.

Mediante el fraccionamiento bioguiado se observd que para las tres especies del
género Baccharis la acumulacién de los compuestos de interés se da en la fraccion de
polaridad media, fraccion AcOEt. Se realiz6 para Baccharis articulata la purificacién
del compuesto de interés y se obtuvo la estructura propuesta para el mismo, 7-hidroxi-

ent-clerod-3-en-16-lactona-18-al.

También se realizé la estandarizacion del cultivo de Baccharis spp. mediante
clonacién por esqueje y se obtuvieron muy buenos procentajes de sobrevida para
Baccharis trimera y Baccharis usterii. Para estas dos especies se comprobd que la
metodologia empleada permitio la estandarizacion del perfil quimico entre todas las

plantas del cultivo. Cabe destacar que se trabaja con especies silvestres, con alto
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potencial de valor agregado para un futuro desarrollo biotecnoldgico, tal como sugieren

los resultados obtenidos hasta el momento.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten pensar en nuevos tratamientos para
la enfermedad de Chagas en base a extractos enteros de Baccharis spp. Siendo necesario
pasar a etapa de ensayos in vivo de eficacia y seguridad para continuar con el desarrollo

del mismo.
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