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RESUMEN

Se determind la actividad citotoxica in vitro del acido usnico (AU) (C4gH1607) metabolito
secundario potencialmente leishmanicida, extraido de un liquen Usnea patagénica
colectada en la localidad de Pazfha (Oruro- Bolivia), sobre 3 lineas celulares BHK-21,
HEp-2 y MDCK, como también en linfocitos y eritrocitos de sangre periférica humana a

concentraciones por debajo de 250 pg/mL.

Para determinar la actividad citotdxica in vitro del AU se mantuvieron cultivos continuos
en monocapa de las tres lineas celulares en medio RPMI 1640 a 37°C en una atmdsfera
himeda con 5% de CO, suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF). La
evaluacion se realizé utilizando el método colorimétrico cuantitativo XTT utilizado para
medir la viabilidad celular, basado en la reduccion de la sal de tetrazolium a una forma
soluble en agua, formazan, con fenasin metosulfato (PMS) como acopladores de
electrones, con lecturas a 492 nm de longitud de onda a las 4 horas de incubacion. La
técnica que se utilizé para la obtencion de eritrocitos y linfocitos fue el gradiente de
densidad con Ficoll-Hipaque y para evaluacion de la citotoxicidad se realizé un recuento
con el colorante de exclusion Azul Tripan. El efecto citotéxico mostré ser menor para las
células BHK-21 (CCsp 92.2 pg/mL), HEp-2 (CCsy 156.75 pg/mL) y MDCK (CCs 107.39
pMg/mL), con relacidon a la anfotericina B producto potencialmente tdxico para células
MDCK (CCsg 27.2 ug/mL), células HEp-2 (CCsq 37.2 ug/mL) y células BHK-21 (CCsq
34.3 yg/mL). Respecto a los eritrocitos el efecto citotoxico fue mucho menor (CCs, 68.8
Mg/mL) a las 24 horas, (CCsp 79.58 ug/mL) a las 48 horas y linfocitos (CCs0 97.8 pg/mL ) a
las 24 horas, (CCso 83.7 ug/mL) a las 48 horas en comparacién a la anfotericina B (CCsg
12.75 pg/mL) a las 24 horas, (CCsy 10.4 ug/mL) a las 48 horas para eritrocitos y (CCs011.2
Mg/mL) a las 24 horas, (CCsp 20.6 pg/mL) a las 48 horas para linfocitos. Estos resultados
aportan bases para sugerir que el acido usnico tiene un alto potencial para el desarrollo
de medicamentos contra la Leishmania por su baja toxicidad, lo cual debe ser validada en

modelos in vivo en animales.



ABSTRACT

Was determinated the citotoxic activity in vitro of usnic acid (AU) (C1sH107) secondary
metabolite potentially leishmanicidal, extracted from a lichen Usnea patagonica collected
in Pazha (Oruro- Bolivia), over 3 cell lines BHK-21, HEp-2 and MDCK, as well as in
lymphocytes and human peripheral blood erythrocytes at concentrations below 250

mg/mL.

To determine the in vitro cytotoxic activity of AU remained constant in monolayer cultures
of three cell lines in RPMI 1640 at 37°C in a humid atmosphere with 5% CO, and
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS). The study was performed using
quantitative colorimetric method XTT used to measure cell viability, based on the reduction
of tetrazolium salt to a water-soluble form, formazan, with fenasin Methosulfate (PMS) as
electron couplings, with readings at 492 nm wavelength at 4 hours of incubation. The
technique used for the production of erythrocytes and lymphocytes was the density
gradient with Ficoll-Hipaque and cytotoxicity evaluation of the count with trypan blue dye
exclusion. The cytotoxic effect was shown to be lower for BHK-21 (CCsy 92.2 ug/mL), HEp-
2 (CCsq 156.75 ug/mL) and MDCK (CCsp 107.39 ug/mL) compared with amphotericin B for
potentially toxic product MDCK cells (CCso 27.2 ug/mL), HEp-2 (CCso 37.2 ug/mL) and
BHK-21 (CCso 34.3 ug/mL). With regard to erythrocytes the effect was much less cytotoxic
(CCsp 68.8 ug/mL) at 24 hours (CCso 79.58 ug/mL) at 48 hours and lymphocytes (CCsq
97.8 ug/mL) at 24 hours (CCsy 83.7 ug/mL) at 48 hours compared to amphotericin B (CCsg
12.75 ug/mL) at 24 hours (CCso 10.4 ug/mL) at 48 hours to erythrocytes and (CCsy 11.2
ug/mL) at 24 hours, (CCsy 20.6 ug/mL) at 48 hours for lymphocytes. These results provide
grounds to suggest that usnic acid has a high potential for development of drugs against

Leishmania by its low toxicity, which must be validated in vivo animal models.



1. INTRODUCCION

En el Laboratorio de Quimimioterapia Experimental del Instituto de Investigaciones
Farmaco Bioquimicas (I.1.F.B.) se evaluo la actividad citotdxica del acido Usnico sobre tres
lineas celulares: BHK-21, HEp-2 y MDCK provenientes de animales y humanos, como

también sobre eritrocitos y linfocitos de sangre periférica humana.

El acido usnico es un metabolito secundario obtenido de un liquen, Usnea patagénica con
un alto potencial leishmanicida in vitro (Clso 10.3ug/mL) segun investigaciones del I.I.F.B.
y segun reportes se le atribuye una variedad de usos medicinales como antibacteriano y
antifungico utilizado por la medicina natural, sin embargo se cuentan tan sélo con datos
preliminares de este interesante compuesto. El acido usnico es el metabolito mas
conocido y mas frecuente en liquenes, pigmento que se acumula en la corteza superior
del tallo ejerciendo la funcién de una pantalla que limita la penetracion de las radiaciones

luminosas al estrato algal, absorbiéndolas o dispersandolas.

Tomando en cuenta los datos emergentes epidemioldgicos de Leishmaniasis en Bolivia y
la posibilidad de encontrar compuestos potencialmente activos para el desarrollo de
nuevos farmacos en vista de la alta resistencia a medicamentos utilizados en la terapia de
esta enfermedad, se determiné la citotoxicidad del acido Usnico mediante el método XTT,
técnica basada en la formacion de una sal de formazan, que sélo puede ser hecha por
células metabdlicamente activas, método rapido y cuantitativo para conocer las

condiciones en las que podrian ser o no nocivo este producto para las lineas celulares.

Se obtuvieron eritrocitos y linfocitos por la técnica de gradiente de densidad con Ficoll-
Hipaque, que utilizando las caracteristicas fisicas como la densidad celular, permitio
contar con células con un alto grado de pureza. Se evalud la citotoxicidad del acido usnico
en estas células de sangre periférica con el colorante de exclusién Azul Tripan que

permite diferenciar células vivas de las que han sufrido un dafio y no son viables.

De esta forma el aporte sera el conocimiento sobre la toxicidad y la concentracion de la
misma para posibles formulaciones farmacéuticas que no danen las células y

sean una nueva alternativa de tratamiento.



2. ANTECEDENTES

2.1 La naturaleza fuente de nuevas sustancias

La principal fuente de sustancias se encuentra en la naturaleza, el hombre ha aprendido a
utilizar sus componentes quimicos para su beneficio. Las plantas, las bacterias y los
hongos al igual que el hombre, tienen células que guardan en su interior gran diversidad
de sustancias que se vuelven objetos de estudio en la produccion de medicamentos
nuevos en busca de soluciones para la cura de enfermedades, ésta fue la primera
motivacién para la busqueda de aquellas especies vegetales y microorganismos que

podrian provocar alguna reaccion sobre el cuerpo humano .

Varios son los ejemplos que a lo largo de la historia se traducen en algunas de las drogas
mas representativas; por ejemplo, la flor de la amapola (Papaver somniferum) contiene un
jugo conocido como opio, que ha sido utilizado desde la antigliedad (hay registros escritos
en Sumeria y Oriente Medio que datan del afio 4000 a. C.), tanto con fines medicinales
como psicotropicos. En Grecia, los pacientes eran sometidos, como primera fase de todo
tratamiento, a un suefio sanador con opio, que era considerado capaz de calmar cualquier
dolor. Los estudios actuales permitieron conocer la composicion de este jugo y descubrir
que su componente activo (el que produce el efecto analgésico e hipnético) es la

sustancia denominada morfina (de Morfeo, dios griego del suefio).

Los compuestos quimicos que esconden las plantas también fueron utilizados para
mejorar la caza y la pesca, como lo describe Mark J. Plotkin en su libro aprendiz de
chaman. Antes de salir de pesca, los indios del Amazonas van en busca de una liana
especifica que cortan en pedazos de treinta centimetros, aproximadamente, para después
machacarla y obtener la pulpa amarilla que la compone. Este compuesto liberado se llama
rotenona; es un vasoconstrictor que penetra en las branquias de los peces cierra los

capilares responsables de la toma de oxigeno, se asfixian, y se acercan a la superficie 2.

De otros organismos vivos como bacterias y hongos también se obtienen sustancias
activas como la penicilina, por ejemplo, el antibiético mas representativo, que es extraida

de un hongo.

El reino vegetal, los organismos vivos como bacterias y hongos son un depdésito

importante de compuestos con actividad bioldgica. El estudio de la composicion quimica y



la forma en que se puede extraer de éstos los productos de interés es un pilar
fundamental en la busqueda de nuevas sustancias, pero estas investigaciones no parten
de cero, la medicina tradicional da importantes pautas para establecer principios activos

utiles para los medicamentos actuales °.

En los paises en desarrollo, 80% de la poblacion se trata con remedios tradicionales

extraidos en su mayoria de plantas.

En la investigacion terapéutica, la necesidad de descubrir nuevos tratamientos es
imperiosa. Ademas de combatir las enfermedades emergentes y recientes como el sida,
es necesario vencer las resistencias a los tratamientos actuales contra el cancer, el

paludismo, la leishmaniasis, el chagas y las infecciones bacterianas.

De ahi el interés de buscar ideas en las combinaciones moleculares naturales, fruto de

una evolucion de 4.500 millones de afos.

Algunos éxitos recientes han confirmado el valor del medio natural. El descubrimiento de
la ciclosporina en una seta del suelo noruego constituyé un progreso decisivo para evitar

el rechazo en casos de trasplante de 6rganos.

No obstante, en la practica el camino que lleva de la planta al medicamento sigue siendo
largo e implica muchos estudios. Todo comienza con la recoleccidon en bosques primarios
que son los paises de la zona intertropical, continente africano, americano, asiatico o de la
region del Pacifico. El saber tradicional de los curanderos locales orienta la busqueda.
Luego, el enfoque quimiotaxondmico, permite explorar las especies de una familia ya
conocida por contener sustancias utiles. Sigue la extraccion y purificacién la materia bruta
a fin de recoger compuestos quimicos mezclados o puros. Despueés, se someten a prueba
los extractos para detectar una actividad bioldgica. En esa etapa, la seleccion es estricta.
Por lo general, de 100.000 compuestos analizados se valida una sola molécula. En total,
se espera 15 a 20 afos entre la recoleccion en el bosque y el lanzamiento al mercado.
Esto motiva la investigacion en la que trabajan muchas personas con un mismo objetivo,

encontrar nuevos medicamentos que resuelvan los problemas en el area de la salud *.

Plantas, insectos y bacterias despiertan renovado interés en la industria farmacéutica.

Pero, entre la naturaleza y los ensayos clinicos, queda un largo camino por recorrer.



2.2 Familia de liquenes

Los liquenes son plantas criptégamas. Organismos constituidos por la simbiosis entre un
hongo llamado micosimbionte y un alga o cianobacteria llamada fotosimbionte. Lo que
predomina en ellos es un hongo, que forma la masa principal del liquen, pero examinado
al microscopio se ve un segundo componente, un alga, de células de color verde, con
quien esta asociado®. La asociaciéon de estos dos organismos puede ser muy variada
pudiéndose diferenciar varios tipos estructurales muy diferentes desde el mas simple,
donde hongo y alga se asocian de forma casual al mas complejo donde micosimbionte y
fotosimbionte se organizan en un talo de morfologia muy diferente a los dos organismos
que los constituyen y donde el alga o cianobacteria se encuentra formando una capa bajo

la proteccion del hongo.

Desde el punto de vista de la taxonomia, los liquenes no constituyen un grupo natural sino
bioldgico; y se los clasifica dentro del reino Fungi. En efecto, las algas que componen los
liquenes son de dos tipos: ciandfitas o algas azules y cloréfitos, o algas verdes. El hongo

es generalmente un ascomiceto.

Esta union da origen a este grupo de organismos vegetales que tienen algunas
particularidades unicas dentro del Reino Vegetal; por ejemplo son excepcionalmente
resistentes a las condiciones ambientales adversas y capaces, por tanto, de colonizar
muy diversos ecosistemas. La proteccién frente a la desecacion y la radiacion solar que
aporta el hongo y la capacidad de fotosintesis del alga confieren al simbionte
caracteristicas Unicas frente a otros organismos. La produccion de centenares de
compuestos quimicos que sélo son conocidos en el Reino Vegetal en este grupo de
plantas, las llamadas sustancias liquénicas permiten un mejor aprovechamiento de agua,
luz y la eliminacién de sustancias perjudiciales. Estan tan intimamente relacionados entre
si que se comportan y reproducen como una planta unica e independiente. El hongo se
encarga de proteger al alga de las radiaciones directas del sol, brindarle agua y sales
minerales. El alga a su vez realiza fotosintesis y proporciona al hongo alimento y
vitaminas®. Son los seres vivos mas longevos que se conocen llegando a vivir hasta 4500

+ 500 afios’.



Actualmente mas de 720 productos secundarios de liguenes son conocidos por todo el
mundo incluyendo dépsidos, depsidonas, dibenzofuranos, antraquinonas, naftoquinonas,

xantonas, terpenoides, carotenoides, defeniléteres y acidos alifaticos®.

Los liquenes se distribuyen mundialmente, habitan en terrenos que estan a la altura del
mar hasta otros por encima de los 6.000 metros. Algunas especies estan incluso en el
nevado del Sajama (6.542 metros sobre el nivel del mar)’. Se encuentran desde los
circulos polares hasta las areas desérticas, y desde las costas marinas hasta las selvas y
bosques humedos, muchos géneros se encuentran en los tropicos. Son varios los factores

que afectan su distribucion, entre ellos; el agua, la temperatura y la luz.

En Bolivia varios liquenes fueron utilizados en la medicina tradicional, principalmente de la
region de los Andes (género Usnea,Candelaria y Thamnolia). Se sabe poco sobre los
liquenes en Bolivia y en el mundo se tuvo que esperar hasta 1870 para determinar que un

liquen esta formado por un alga y un hongo'®.

2.2.1 Estructura de los liquenes

2.2.1.1 Liquenes crustosos

Foto 1. Liquenes crustosos

Viven intimamente unidos a la superficie de las rocas o de las cortezas. El tallo es muy
delgado y estrechamente unido al sustrato a manera de costra, por medio de hifas

inferiores que actian como hifas rigidales. (Foto 1)



2.2.1.2 Liquenes foliosos

Foto 2. Liquenes foliosos

De forma aplanada y lobulada, se fijan al sustrato por medio de unos cordones especiales
de hifas llamadas rizinas. Se parecen mucho a los costrosos, aplanados y posturados,
pueden ser facilmente desprendido del sustrato, no estan unidas a este. Se ubican
preferentemente en areas umbrdfilas. Ello se debe probablemente a la mayor humedad
relativa del aire en estos sitios. Se diferencian por tener ambas caras de diferentes

colores. (Foto 2)

2.2.1.3 Liquenes fruticosos

Foto 3. Liquenes fruticosos

Se encuentran con mayor frecuencia en areas mas soleadas, donde los liquenes foliosos
estan ausentes. Crecen erguidos en el sustrato, pueden tener el aspecto de pequefios

arbustos. (Foto 3)
2.2.2 Morfologia

El talo o aparato vegetativo de los liquenes esta formado por hifas entretejidas que rodean
y protegen al alga. Los liquenes sintetizan unas sustancias quimicas unicas que les
confieren su color, y su tamafo oscila entre menos de 1 milimetro y mas de 3 metros de

ancho.



Los liquenes presentan dos tipos de reproduccién: sexual y asexual. La reproduccion
asexual tiene lugar por la fragmentacion del talo. La pérdida de agua por desecacion hace
que el talo se vuelva fragil, rompiéndose por el viento, facilitando la dispersién de los

fragmentos. Cada fragmento puede originar un nuevo talo en otro lugar'".
2.2.3 Ecologia de los liquenes

La naturaleza del sustrato determina la distribucion y crecimiento de los liquenes. Crecen
sobre cualquier superficie bien iluminada, como las rocas, las cortezas de los arboles o el
suelo. Aunque no son exigentes con la humedad y la temperatura si son muy especificos
del sustrato en que se desarrollan. Los liquenes que crecen sobre los arboles no son los
mismos que viven sobre las rocas y aun son distintos aquellos que crecen sobre rocas

siliceas o sobre rocas calcareas.

La capacidad de absorber y acumular diversas sustancias presentes en el ambiente
ocasiona que la mayoria de los liquenes no toleren la contaminacién. La acumulacion de
estas sustancias y su imposibilidad de excretarlas, retardan su crecimiento, dificultan su
reproduccién y pueden provocarles su muerte. De esta forma los liquenes se consideran

indicadores naturales o bioindicadores de la contaminacién atmosférica (Duran, 1997)
2.2.4 Utilidad de los liquenes

Los beneficios que hasta hoy dia ha obtenido el hombre de los liquenes son limitados. En
algunos paises noérdicos se consume como alimento y fuente de vitamina C, el musgo de
Islandia (Cetracia islandica). En los paises subpolares, el liquen de los renos, Cladonia
rangiferina sirve de alimento a los renos. La utilidad mas conocida de los liquenes es
quizas su uso como fuente de colorantes. La primera tintura de tornasol usada en quimica
para la determinacion de pH fue obtenida a partir de los liquenes. Recientemente se ha
descubierto propiedades antibidticas en ciertas sustancias encontradas en los liquenes.
Se han preparado también pomadas para evitar infecciones en heridas superficiales y
quemaduras. Algunos liquenes se utilizan en cosméticos y perfumeria, suministrando

aceites esenciales.

Algunos son importantes ya que fijan el nitrégeno de la atmésfera y lo proporcionan al
suelo, formando parte del ciclo del nitrégeno en los ecosistemas. Actualmente algunas

especies se utilizan como expectorante y como remedio para estimular el apetito. Algunos



poseen sustancias, que son efectivas en el tratamiento de quemaduras externas y heridas

superficiales.

Las sustancias liquénicas también han sido investigadas como antibiéticos en la patologia

de plantas, por ejemplo contra el cancer del tomate y el mosaico del tabaco'?.
2.2.5 Bioquimica de los liquenes

Sustancias excretadas al exterior producidas por el hongo

Oxalato calcico, en forma de minusculos cristales, principalmente en la médula, mas

raramente en el exterior del cortex, frecuentemente en el epitelio del himenio, mas

abundante en los liquenes crustaceos y calcicolas se considera como una sustancia

de desecho.

Lipidos.

Sustancias liquénicas.

2.2.6 Sustancias liguénicas

e Representan un conjunto muy heterogéneo de sustancias especificas de los liquenes.
¢ Muchas de ellas dan una reaccion acida y son denominadas acidos liquénicos.

e Se conocen unos 200 tipos, pero cada vez aparecen mas.

e Se presentan bajo la forma de minusculos cristales y granulaciones dispuestas en la
e superficie de las hifas.

e Su concentracion varia entre 0,15-10% en peso seco.

¢ Son insolubles en agua, pero solubles en alcohol, éter, acetona y cloroformo y

cristalizan por evaporacion del solvente.

Clasificacion

a) Sustancias de la serie alifatica. Sustancias acidas que no dan reacciones coloreadas.



b) Sustancias de la serie aliciclica, triterpenoides. Compuestos ciclicos, saturados
neutros, no dan reacciones coloreadas, los mas importanes son: acido ursélico, en varias

especies de Cladonia; acido zedrico, en Lecanora.

c) Sustancias de la serie aromatica.

Derivados del acido pulvinico, amarillos o0 anaranjados, no se colorean con reactivos de la

liquenologia, ejemplo: 4cido vulpinico en Lethraria vulpina

Derivados de la antraquinona, amarillos, anaranjados o rojos, coloreables de purpura con

la potasa, ejemplo: parietina en Xanthoria parietina.

Derivados del benzo-furano, con propiedades antibidticas. Ejemplo: &cido Usnico en

Usnea, estrepsilina en Cladonia strepsilis, se colorea de azul-verdoso con el hipoclorito.

Dépsidos y depsidonas, agrupan a la mayoria de las sustancias liquénicas, y presentan

una gran especificidad.

2.2.7 Formacién de las sustancias liquénicas

e Sintesis no ligada rigurosamente a la simbiosis liquénica.

e Pueden aparecer en cultivos aislados de los hongos liquénicos, pero estan muy
o favorecidas por la presencia del alga.

o Elreparto de las sustancias liquénicas esta estrictamente ligado a la especie.

e Cada especie contiene una o varias sustancias y en proporciones determinadas.

e Con frecuencia el reparto de estas sustancias liquénicas es utilizado como criterio

para crear subespecies y variedades.

2.2.8 Funciones de las sustancias liquénicas

e Su funcién no esta totalmente aclarada.

e Proteccién contra la ingestion por animales, ya que son en su mayoria sustancias
e tdxicas.

e Actuacion como antibiéticos contra bacterias, musgos y otros hongos.

e Aumento de la absorcién del agua.



¢ Aumento de la permeabilidad de las algas, para facilitar el intercambio de nutrientes
(glucosa).
e Papel de sensibilizador éptico, analogo a los pigmentos fotosintéticos accesorios.

e Productos de desecho, como el oxalato célcico .

2.2.9 Accion citotéxica de especies de la familia de liquenes

Se define como citotoxicidad a la capacidad que poseen ciertos compuestos de danar o
matar estructuras celulares in vivo o in vitro™. Dado que una cuantificacién de la
citotoxicidad es necesaria para la posterior implementacién de otros tipos de ensayos
como por ejemplo actividad antiviral, existen diversos métodos y estrategias para
obtenerla. Entre los métodos para cuantificar la citotoxicidad de un compuesto se ubican,
por un lado los que miden actividad metabdlica celular y por otro los que se basan en el
principio de exclusién celular. En los de exclusion se utilizan sustancias capaces de
atravesar la membrana plasmatica y tefir las células. Luego, en el conteo celular se
distinguen las células vivas de aquellas que no lo estan porque las primeras tienen la
capacidad de excluir el colorante activamente de sus citoplasmas. Dos de los reactivos

mas usados son Violeta de Genciana y Azul de Tripan.

No existen datos especificos de la accién citotoxica del acido usnico sobre lineas
celulares, pero este compuesto ha sido estudiado por sus antecedentes antibacterianos
de la medicina tradicional en diferentes partes del mundo, por ejemplo en Uruguay el
liquen es conocido popularmente como “Yerba de la piedra” sus usos figuran en trabajos
de Mariano Berro en 1899 y en la Argentina en los de J. Hieronymus del afio 1882. Entre
los diversos componentes se destaca por su abundancia el acido Usnico y sus derivados,
que de acuerdo a trabajos recientes de autores japoneses, tiene in vitro actividad
inhibitoria del desarrollo de células tumorales malignas y también demuestran que el acido

usnico tiene accién sobre los procesos de activacién de algunos tipos de virus' 6.

En 1946 Bargellini y colaboradores dieron cuenta de que la sal potasica del acido usnico
es activa frente a Staph. aureus, Corynebacterium diphtheriae, B. antracis y B.
megatherium '’ e inactiva frente a diversas bacterias Gram negativas. En 1947, Marshak
llamé la atencion sobre la gran actividad anti-Mycobacterium del acido Usnico que habia

obtenido de la Ramalina reticulata " '°. En ese mismo afio Stoll y colaboradores sefialaron



la gran actividad anti-Mycobacterium de los acidos Usnicos en su forma dextro, levo y
racémica *°. También a fines del 1947 Barry y colaboradores dieron cuenta de la gran

actividad del acido Usnico frente al Mycobacterium tuberculosis 2".

En 1948, Florencio Bustinza en colaboracién con el Dr. Arturo Caballero Lépez publicaron
sus investigaciones con el acido dextro-Usnico®?, y sefialaron su gran actividad anti-
Mycobacterium mas intensa frente a las estirpes virulentas de Mycobacterium tuberculosis
hominis, que frente al Mycobacterium tuberculosis avium. También prepararon una
mezcla de usnatos (usnato de estreptomicina) que resulté activo in vitro frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus mycoides, Mycobacterium phlei,
Mycobacterium tuberculosis hominis (estirpe virulenta H37Rv) y Mycobacterium

tuberculosis avium.

Al mismo tiempo, investigadores japoneses Shibata, Ukita, Tamura y Miura, en abril de
1948 publicaron un trabajo sobre la actividad antibacteriana de los &cidos dextro y
levousnicos, y también del racémico, asi como también sobre la actividad antibacteriana
de algunos de sus derivados, entre ellos el acido 1-diacetilusnico, el d-diacetilisnico, el 1-
dihidrousnico y el d-diacetildihidrousnico, y sefalaron que la acetilacion de los dos grupos
oxhidrilicos reduce su actividad anti-Mycobacterium a la mitad o a la cuarta parte, y que
también se reduce a la cuarta parte la actividad anti-Mycobacterium del acido usnico al
incorporarle dos atomos de hidrogeno en el doble enlace, y que cuando se acetila al acido
dihidrousnico entonces la actividad originaria del acido uUsnico se reduce a una
décimosextava parte, por o que, segun los autores japoneses, gran parte de la actividad

del 4cido Usnico se debe a los grupos O H y al doble enlace .

El mismo afno (1948) Klosa, en Alemania, estudié la actividad antibacteriana de una
sustancia a la que él designdé con el nombre de Evosin, y que era una mezcla de los
4cidos Usnico y evérnico y de otras dos sustancias no identificadas’®. El investigador
finlandés Vartia, en un trabajo que se publicé en los comienzos del 1949, indicdé haber
obtenido el acido 1-usnico de Cladonia alpestris, y ensayd y comprobd su actividad en
forma de sal sddica frente a dos estirpes de bacilo tuberculoso'®. Vartia, en otro trabajo
que publicé en 1950, demostré la actividad del acido 1-Ushico obtenido de Cladonia

uncialis en forma de sal sédica frente a diversas bacterias Gram positivas 2.



También Vartia, en su tesis doctoral (1950), dio cuenta de la accién del acido 1-usnico
frente a Candida tropicalis y Tricophyton interdigitalis?®. En la Facultad de Medicina de
Lausana en 1949, Florencio Bustinza remarcé la gran actividad anti-Mycobacterium in
Vitro del acido usnico y de sus sales de sodio, de cobalto, de cobre, de oro y de niquel y
de los derivados usnico-estreptomicina y usnico-dihidroestreptomicina. Fueron publicados
entonces los resultados por la Dra. Mme. Tanner, en el numero de «Farmacia Nueva»
correspondiente al mes de abril de 1949, y en la cual confirmaba la gran actividad anti-

Mycobacterium de los derivados del acido dextro-usnico.

Los ultimos trabajos realizados en el campo de la bioquimica aplicada a las sustancias
liguénicas han puesto de manifiesto una posible accion antiviral de estos compuestos. En
1989 Hirabayashi presenté sus investigaciones sobre la accion inhibitoria del polisacéarido

GE-3-S sobre en Virus de la Inmunosuficiencia humana en cultivos in vitro.

2.3 Conceptos generales del género Usnea spp

2.3.1 Usnea spp.

Nombre: Usneas pp. (Foto 4)

Familia: Usneacea

Nombre Comun: Barba de viejo ; ,
Foto 4. Usnea spp

Existen diferentes especies del género Usnea utilizadas en medicina, éstas incluyen: U.
hirta, U. barbata, U. florida, U. longissima, U. dasypoga, U. bayle y U. lobata.

Botanica: Usnea, es un liquen (parte hongo y parte alga) que vive en zonas frias y

montanosas.

Tiene tendencia a acumular metales pesados del aire por lo cual es preferible utilizar este
liquen sélo si esta lejos de las fuentes de contaminacion. La planta tiene un color verde
grisaceo y crece como un tapiz tupido de pocas pulgadas a dos o tres pies de largo,
colgado de los troncos y ramas. Es seco y aspero al tacto. Algunas especies tienen un
centro o corazén de material blanco posiblemente expuesto al extremo del filamento. La
capa exterior provee fuerza de tension a la hebra y también una fuente de alimento por su
composicion de polisacaridos. Las especies con corazon blanco son consideradas las de

mayor valor medicinal.



2.3.2 Uso medicinal de algunas especies del género Usnea

Fue utilizado como medicina en el Antiguo Egipto, Roma, Grecia y China antes de Cristo.

Se estima que el 50% de los liquenes tiene propiedades antibioticas.
Usnea hirta: antibidtico, contiene acido usnico.

Usnea barbata: barbatolic, usnic, lobaric, tartaric acids, utilizado para el dolor de cabeza e

insolacion.

Usnea florida: usnic, stictinic & lobaric acids, antibidético y antituberculoso.

Usnea longissima: usnic & evernic acids, expectorante.

Algunos constituyentes de Usnea spp. han sido atribuidos con un efecto
inmunomodulador sobre el sistema de proteccion de los leucocitos, pero esto aun no esta

clinicamente evaluado.
2.3.3 Efectos del género Usnea
Antifungico. - Efectivo contra infecciones de hongos en el pie y contra Candida
albicans.
Antiparasitario- efectivo contra Trichomonas y Chlamydia en infecciones vaginales.

Antibacterial - efectivo contra bacterias gram positivas en infecciones locales o sistémicas.

En la medicina tradicional se utiliza en polvo directamente sobre la herida infectada, en
decocciones y tintura en alcohol. También es usado como unguento, donde la grasa es

empleada como solvente de los acidos liquénicos.

2.3.4 Usnea patagOnica

Son liquenes (organismos formados por la asociacion
de un alga con un hongo) del género Usnea (Foto 5);
viven sobre ramas y troncos de los arboles,
utilizandolos Unicamente como soporte. Se desarrolla
mejor en lugares mas expuestos al sol. Se consideran

indicadores de abundancia de oxigeno (por tanto, poca

contaminacion en el ambiente).

Foto 5. Usnea patagonica



Si bien hay mucha informacion respecto a la cultura y costumbres de las tribus de la
Provincia de Tierra del Fuego, no existe la misma informacién con referencia al empleo de
plantas con uso alimentario y medicinal. Posiblemente en esto influya la escasa
biodiversidad, la falta de documentacién y la ausencia de interés por parte de

investigadores que han considerado a esta regién no desarrollada en relacién a otras®.

2.3.5 Acido Usnico

HO 0 Z ‘ OH
OH 0

Figura 1. Acido Gsnico.

El acido usnico (Fig. 1) es el metabolito mas conocido y mas frecuente en liquenes, un
antibiotico natural extraido en particular de Usnea patagénica. Es un pigmento que se
acumula en la corteza superior del tallo ejerciendo la funcién de una pantalla que limita la
penetracion de las radiaciones Iuminosas al estrato algal, absorbiéndolas o
dispersandolas. Algunos autores postulan que aumentaria la permeabilidad de las células

algales; también tiene importancia como reserva lipidica en periodos de déficit %’

Se ha utilizado durante siglos en la Medicina natural para combatir infecciones, resfriados

e incluso el cancer, si bien todas estas no estan documentadas cientificamente.

El acido usnico, un agente antimicrobiano natural ya conocido, se ha demostrado que es
extremadamente efectivo contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, algunas especies anaerdbicas (Bacteroides y Clostridium).
Incluyendo cepas resistentes a las beta-lactamasas, hongos y levaduras en

concentraciones inhibitorias minimas tan bajas como 10 ppm, para ciertas especies .

Asociado al sulfato de zinc, el acido usnico administrado intravaginalmente ha demostrado
favorecer la re-epitelacion después del tratamiento radioquirdrgico de las lesiones

vaginales producidas por el Papilomavirus Humano y reducir el nimero de recaidas.



El 4cido usnico (en forma de extracto de liquenes) se ha utilizado en una amplia gama de
productos de herboristeria como el t¢ de Kombucha (simbiosis de tres microorganismos
benéficos: la bacteria del acido acético (Acetobacter xylinum) y dos levaduras especiales:
la Zygosaccharomyces rouxii y la Candida sp. Viven en una solucion nutriente de té
azucarado, en el que se multiplican constantemente por medio de la germinacion,
cosméticos y productos de perfumeria. Como sustancia pura, ha sido formulado en
cremas medicinales, pasta de dientes, enjuague bucal, desodorantes y protectores

solares, a veces como principio activo y otras veces como preservativo %°.

Recientemente, se ha sugerido que el acido usnico perteneceria a la clase de productos
denominados "agentes desacopladores”. Estos productos actuarian sobre la respiraciéon
mitocondrial (evitando la formaciéon de ATP vy la fosoforilacion oxidativa) disminuyendo su
eficacia energética, o en otras palabras, consumiendo mas calorias de lo normal para
realizar una funcién fisiolégica determinada. Estos desacopladores estan siendo objeto de
un gran interés por parte de los investigadores, ya que de los tres mecanismos conocidos
de termogénesis (ciclos futiles, actividad de Na/K- ATPasa y cascada mitocondrial), la
cascada mitocondrial es la mas eficaz en la termogénesis basal. Las células humanas son

menos permeables al acido Usnico que las bacterias y por esto no son afectadas *°.

En este sentido, el acido usnico actuaria al igual que las proteinas desacopladoras
humanas UPC2 y UPC3, cuya expresion esta aumentada en la obesidad. El hecho de que
estas proteinas, en particular la UPC3 estén presentes en los musculos esqueléticos de
forma inversamente proporcional a la masa corporal en los indios Pima (una poblacion
particularmente obesa) indicaria que los desacopladores juegan un papel determinante en
la eficiencia metabdlica. Sin embargo, no existen publicaciones fiables que apoyen la
eficacia y seguridad del acido usnico en el tratamiento de la obesidad. No existe ni un sélo
estudio clinico controlado que avale el mecanismo de accién de este producto como

agente desacoplador *'.

No se han publicado estudios sobre la farmacocinética del acido Usnico en el ser humano,
si bien existen algunos datos después de su administracion intravenosa en el conejo en
dosis de 5 mg/kg y oral en dosis de 5 y 20 mg/kg. Estudios in vitro indican que el producto

se une en un 98% a las proteinas plasmaticas humanas y bovinas.



Algunas informaciones no contrastadas indican que la semi-vida del &cido usnico en

sangre es de 6-8 horas y que su biodisponibilidad es del 78% después de dosis orales *2.

Como suplemento alimentario, los fabricantes recomiendan unas dosis de 250 mg a 500
mg/dia, pero no existe una base sobre la cual se apoyan tales dosis. En Holanda, se
comercializan comprimidos de 50 mg de acido usnico y se recomienda entre 50 y 10

mg/dia, pero tampoco se cita informacion fiable sobre la que se apoyan tales dosis *.

Por via intravaginal, uno o dos 6vulos diarios se utilizan como antiséptico y antiflogistico
vaginal, pero no se dispone de informacién fiable al igual que por via tdpica donde actia

como antibacteriano y antipruriginoso.

No se dispone de ninguna informacién respecto a posibles interacciones. Sin embargo,
dado que el mecanismo de la accién antibacteriana del acido usnico difiere de la de otros
antibioticos, es posible que ejerza un efecto sinérgico. Tal aspecto podria ser interesante,

en particular ante la presencia de cepas multi-resistentes .
3. JUSTIFICACION

Las plantas son una fuente de drogas medicinales que podrian ser aprovechadas en uso
clinico para atacar muchas de las enfermedades que no tienen o tienen escasas opciones
de tratamiento, en Bolivia urge la necesidad de encontrar recursos naturales inocuos de
plantas medicinales como fuente de principios con actividad bioldégica y una alternativa a
las estrategias de disefio de farmacos para el tratamiento de enfermedades emergentes

como la leishmaniasis.

En respuesta a esta necesidad se plantea el estudio de la evaluacién de la actividad
citotoxica del acido usnico en células BHK-21, HEp-2, MDCK y en células de sangre

periférica humana como eritrocitos y linfocitos.

El acido usnico, extraido de un liquen llamado Usnea patagénica, se evalud por encontrar
actividad leishmanicida con un valor de Clsg 10.3 ug/mL en Leishmania braziliensis, frente

a una droga control Anfotericina Clsy 0.2 ug/mL.



Al no existir trabajos sobre el acido usnico como un potente Leishmanicida es necesario
conocer su posible toxicidad en lineas celulares y células de sangre periférica humana
para establecer si estos hallazgos son utiles para estudios posteriores y su uso como

droga ante esta enfermedad.

Al &cido usnico se le atribuye propiedades antibacterianas y antifungicas. La valoracion
preliminar de la potencial actividad citotoxica de este producto servira para aportar datos
especificos sobre la accion farmacolégica y para la generaciéon de beneficios sociales y
economicos para la comunidad a través del acercamiento a nuevas alternativas para el

tratamiento de la leishmaniasis que pueden ser aplicadas en el pais.

4. MARCO TEORICO

4.1 Evoluciéon de los cultivos celulares

El cultivo celular o cultivo de tejidos tiene su origen en el siglo XIX, cuando se
comenzaron a estudiar con cierto detalle los tejidos y 6rganos en vasos de vidrio, como un
metodo para el estudio del comportamiento de las células animales libres de las
variaciones sistémicas ocurridas dentro del organismo durante su normal homeostasis y
bajo el estrés de un experimento, como crecen, qué necesitan para su crecimiento, como
y cuando dejan de crecer. Estas técnicas iniciaron con el cultivo de fragmentos no
disgregados de tejidos, los cuales restringian la mitosis de las células cultivadas y por
tanto su crecimiento. Después se realizaron cultivos con fragmentos disgregados de
tejidos, los cuales aumentaban el crecimiento celular en cultivo ya que se utilizaban
células dispersas; esto fue un gran avance y provocé una explosiva expansion en esta

area desde los afos 50s (Morgan, 1995).

El cultivo de células tiene el objetivo de mantener vivas, fuera de su organismo de origen,
células animales para estudiar su comportamiento sin el control normal ejercido por el
organismo vivo; para observarlas, bajo un ambiente experimental controlable. Freshney
(2000). Este tipo de estudios todavia tiene hoy un gran interés cientifico, por ejemplo, en
relacidn con investigaciones sobre el ciclo celular y el control del crecimiento de células

tumorales. Morgan y Darling (1995)



Una serie de innovaciones como el desarrollo de medios de cultivo, el uso de antibidticos,
las técnicas de tripsinizacién para el pasaje de células (Moscona y Moscona, 1952) y la
suplementacion del medio con suero fetal bovino, permitieron el desarrollo y aplicabilidad
de los cultivos de células tumorales procedentes de muestras de tejidos malignos tanto de

hombre como de animales.

El cultivo de células, es la mejor manera de establecer nuevas lineas celulares en cultivo
para estudiar la morfologia celular y para comparar el efecto de diferentes agentes o

diferentes concentraciones de un agente sobre el crecimiento y metabolismo™.
4.2 Historia de los cultivos celulares

El cultivo de células tuvo su origen en el siglo XIX. Von Rechlinhausen en 1866, mantuvo
vivas células sanguineas de anfibio por mas de treinta dias, pero fue la utilizacion de
bloques de agar con plasma coagulado (soporte y alimento) el inicio del cultivo de células
in Vitro. (Freshney, 1987).

El desarrollo del cultivo de células de vertebrados se inicié con las observaciones de
Wilhem Roux (1885) en cultivos de células de embrién de pollo; luego el zodlogo
americano R.G. Harrison (1907) cultivod tejido nervioso de rana el cual mas adelante fue
reemplazada por plasma de pollo. (Burrows, 1910) Harrison es considerado el iniciador de
los cultivos de tejidos animales; posteriormente, se aplicé esta técnica para el estudio en
animales de sangre caliente (Carrel, 1912). Burrows y Carrel realizaron los primeros
intentos de establecer cultivos de células de mamifero, y consiguieron mantener explantes
obtenidos a partir de perros, gatos y conejos de indias, asi como en el crecimiento de
tumores sélidos. Demostraron que la vida del cultivo se puede prolongar mediante
subcultivo. Los medios empleados fueron plasma suplementado con extractos de

embrion.

Rous y Jones (1916) emplearon por vez primera extractos enriquecidos en tripsina para
disociar las células de embriones de pollo, estableciendo el primer cultivo celular. Uno de
los mayores problemas que describen para el establecimiento de los cultivos celulares es
la aparicidon de multiples contaminaciones, por lo que desarrollaron numerosos métodos

de manipulacion en condiciones de asepsia.



En 1913 Carrel demostrd la posibilidad de mantener en cultivo células extraidas de un
animal, embrién de pollo, durante un periodo de tiempo superior al de la vida de éste.
Mantuvo en cultivo células de pollo durante 34 anos (Sharp, 1977). Gran parte del éxito en

el mantenimiento de los cultivos se debié al desarrollo del denominado frasco de Carrel.

Entre los afios 1920 y 1940 se desarrollaron diferentes estrategias de obtencién de
cultivos y de mantenimiento de las condiciones estériles, pero sin grandes avances. A
partir de los afios 40, con el aislamiento de los primeros antibidticos, se desarrollaron
numerosas aplicaciones. En 1948 Earle y col. (Sanford, Earle and Likely,1948)
demostraron que para que una célula llegue a dividirse necesita ser alimentada con los
nutrientes correctos. Gry y col. En 1959 (Grey, Coffman y Kubicek, 1952) establecen la
primera linea celular continua, las células HelLa. El medio empleado era extremadamente
complejo y poco definido: plasma de pollo, extracto de embrién bovino y suero de cordén

umbilical humano.

En 1954, Rita Levi-montalcini y col. establecen que el factor de crecimiento nervioso
estimula el crecimiento de los axones en tejidos en cultivo (Levi-Montalcini y Calissano,

1979). Este trabajo supuso el Premio Nobel para Levi-Montalcini en 1986.

En 1955, Eagle (Eagle,1955) realiza la primera investigacion sistematica de los
requerimientos nutritivos de las células en cultivo. Describe que las necesidades del
cultivo de soluciones corporales complejas (sueros) pueden ser satisfechas por tan poco
como el 1% de suero de caballo dializado en un medio definido de pequenas moléculas

(aminoacidos o azucares).

Hayflick y Morread, 1961, usaron por primera vez antibiéticos para prevenir la
contaminacion de los cultivos de fibroblastos. Pudieron mantener estos cultivos durante

unos 12 pases, pero no consiguieron establecer lineas estables.

En 1965, Ham introduce el primer medio definido libre de suero capaz de mantener
algunas células de mamifero en cultivo indefinidamente (Ham, 1965). Cuatro afios
después Augusti-Tocco y Sato establecen la primera linea celular estable de
neuroblastoma aislando clones que establecian procesos nerviosos y que eran
electricamente excitables (Augusti-Tocco y Sato, 1969). Se empiezan a establecer las

primeras lineas celulares diferenciadas.



En 1975, Kohler y Milstein establecen la primera linea celular productora de anticuerpos
monoclonales (Koehler y Milstein, 1975). En afo siguiente Sato y col. publicaron sus
trabajos en los que demuestran que las diferentes lineas celulares requieren mezclas
distintas de hormonas y factores de crecimiento para crecer en medios libres de suero.
(Sato y col., 1982)%.

4.3 Biologia del cultivo celular

La validez de un cultivo celular como modelo de funcién fisiolégica in vivo ha sido
criticado, ya que se presentan problemas de caracterizacion por la alteraciéon del
desarrollo celular; la proliferacion in vitro no se presenta de igual manera a la de in vivo,
debido a la reduccién de la relacion célula-célula y la interaccidon matriz-célula por la no
presencia de la heterogeneidad y la estructura tridimensional de las células hallada in
vivo, ademas porque el medio hormonal y nutricional se ve alterado. Esto crea un
ambiente que favorece la difusion, migracion y proliferaciéon de células no especializadas,
pero no a la expresion de funciones diferenciadas. La provisién de un ambiente
apropiado, nutriente, hormonas y sustratos son fundamentales para la expresion de

funciones especializadas (Brand, et al., 1997).

En un cultivo celular la mayoria de las células crecidas a partir de un tejido solido
disgregado o de un subcultivo tienen la capacidad de adherirse en monocapa,
transformarse o anclarse independientemente. Esta adherencia celular es mediada por
receptores celulares especificos de superficie en la matriz extracelular y la dispersién
celular podria ser precedida por la secrecidon de proteinas de matriz extracelular y
proteoglicanos por parte de la célula. Las células se pueden anclar y difundir en el vidrio
donde se cultivan por medio de ligeras cargas negativas y al plastico, como el
poliestireno, si tienen una propiedad o tratamiento con descargas eléctricas o con
radiacidén ionizante de alta energia. El cultivo en vidrio o plastico provee condiciones

favorables para el crecimiento y anclaje celular (Freshney, 1995).

El crecimiento de las células en un cultivo celular primario depende de la supervivencia de
éstas a las diferentes técnicas de disgregacién y a la capacidad de adherirse al sustrato o
de sobrevivir en suspensién. Si el cultivo primario es mantenido por pocas horas podria
ocurrir un paso de seleccion futuro. Las células capaces de proliferar podrian aumentar,

otros tipos de células podrian sobrevivir pero no aumentar y otras podrian ser capaces de



sobrevivir en condiciones especiales. Ademas el crecimiento celular va ligado al espacio
del cultivo, ya que unas células detienen su crecimiento, mientras que otras lo

incrementan (Freshney, 1995).

Se cultivan células de plantas, animales y humanos en un caldo de cultivo en el
laboratorio. Las células de humanos y tejidos se pueden obtener de biopsias, post-
mortem, placentas o de procedimientos quirdrgicos. Se pueden cultivar una amplia
variedad de cultivos de células, asi como células de cancer y sangre humanas para
investigar cdmo los virus provocan infecciones; las células de la placenta humana se
pueden utilizar para probar si los medicamentos pueden atravesar la placenta, o células

de las articulaciones humanas para estudiar medicamentos contra el reuma.

Los cultivos de células y tejidos pueden ser altamente sensibles a las sustancias quimicas
y permitir a los investigadores estudiar partes del cuerpo especificamente identificadas.
Se han utilizado cultivos de células en investigaciones para el cancer, el Parkinson, SIDA,

desarrollo de medicamentos, toxicidad y Alzheimer.

Los cultivos de células animales se han clasificado de acuerdo a su capacidad de anclaje
(adherencia), y asi han sido aisladas recientemente de un érgano determinado o si

provienen de células que han sufrido modificacion.

De acuerdo a su capacidad de adherencia o no a una superficie determinada pueden
crecer formando monocapa o en suspension respectivamente, lo que esta muy asociado
con el tipo de célula de la cual derivan: por lo general las células provenientes de érganos,
crecen en monocapa; igualmente existen células que pueden crecer indistintamente tanto
en monocapa como en suspension, ejemplo son las células HelLa que son células

transformadas derivadas de cultivos en monocapa.

Cuando el cultivo proviene de células que han sido disgregadas de un tejido original
tomado de un 6rgano de un animal recién sacrificado, reciben el nombre de Cultivo
Primario; cuando éste cultivo primario es sometido a procesos de transformacién que le
confiere capacidad ilimitada de multiplicacion, reciben el nombre de Lineas Celulares.
Cuando de un cultivo primario genera otro tipo de células que se pueden separar recibe el
nombre de Cultivos Secundarios. Cuando en el cultivo coexisten dos tipos de células de

linajes diferentes que se pueden separar recibe el nombre de Cocultivo.



4.4 Tipos de cultivo celular

4.4.1 Cultivos en monocapa

Las células se inhiben cuando establecen contacto entre si (quiescencia), permitiendo la
formacion de una monocapa que cubrira la superficie de crecimiento (confluencia). Las
células provenientes de cultivos primarios son las que mejor crecen en ésta condicién,

dada su estabilidad genética y su naturaleza diploide normal.

Las ventajas de la utilizacion de sistemas en monocapa son la flexibilidad para desarrollar
cultivos primarios o de lineas heteroploides, la facilidad para la remocion del medio

gastado antes de infectar las células y la alta concentracion que se obtiene del producto.

Los recipientes para el cultivo de células estacionarias son cajas de Petri, frascos para el
cultivo de tejido (Roux), entre otros, que pueden ser de material de plastico o de vidrio
previamente tratado y su desprendimiento para transferirlas a superficies mayores se

realizan con agentes proteoliticos como la tripsina.

4.4.2 Cultivos en suspension

Las Lineas celulares que provienen de cultivos primarios con requerimiento de anclaje a
superficies, tienen la propiedad de crecer de manera estacionaria o en suspension

después de un periodo de adaptacion.

Los sistemas en suspensidon también requieren de matrices que son macromoléculas, que
sirven de protectores a la superficie celular; estas macromoléculas se encuentran en el
suero, el cual contribuye igualmente con el medio de cultivo, proporcionando un sistema

balanceado de nutrientes.

Aunque el cultivo estacionario es ideal cuando se busca la elaboracién de productos
extracelulares, el cultivo en suspensién es deseable cuando los productos son
intracelulares o cuando se presentan problemas con la capacidad de anclaje de un
determinado tipo de célula. El proceso de cultivo continuo ofrece factores econémicos
decisivos (utilizacién de mejores equipos, reducida manipulacién) cuando se trata de

producir cultivos a una mayor escala de operacion.



4.4.3 Cultivos primarios

Los cultivos primarios tienen caracteristicas especiales que los diferencian de las lineas
celulares: conservan la morfologia de las células del 6rgano del que fueron aisladas, sus
cromosomas tienen un numero diploide (2n), su crecimiento in vitro es limitado y hay

inhibicién por contacto.

El estar mas cercanas a las células que las originaron, se ve reflejado en una mejor
actividad y funcionalidad similar a su ambiente natural, por lo que en aislamientos
primarios de cepas virales éstas tienen mayor sensibilidad que una linea celular ya
establecida. Igualmente para la produccion de vacunas los cultivos primarios son

recomendables por tener una baja probabilidad de que se transformen en malignos.

Dentro de las desventajas esta la de una mayor probabilidad de presentar virus
adventicios o latentes, lo que implica el desarrollo de la adecuada tecnologia para el

control de calidad.

4.4.4 Lineas celulares

Se originan de un cultivo primario (cultivo iniciado a partir de células, tejidos u érganos
tomados directamente de un organismo) y se establece a partir del primer subcultivo
exitoso. Estan formadas por células que se diferencian genética y morfolégicamente de
las células de las cuales se originaron. Pueden provenir de células que se derivan de
tumores o de un proceso de transformaciéon de un cultivo primario mediante transfeccion
con oncogenes o con tratamiento con carcinogenéticos, lo que les confiere un nuevo
fenotipo. Una transformacion puede inducirse fisiolégicamente (interaccidon celular,
polaridad) a través de hormonas como la hidrocortizona o utilizando inductores no
fisiolégicos como el DMS. Este tipo de cultivo tiene la caracteristica de no tener inhibicién

por contacto.

En general, este tipo de cultivos tienen la capacidad proliferativa limitada y luego fenecen
(Linea Celular Finita LCF). Sin embargo mediante la generacién de mutaciones
espontaneas o inducidas estables, algunos de estos cultivos adquieren un potencial
proliferativo virtualmente infinito transformandose en lineas celulares continuas LCC cuya

manipulacién es mucho mas facil respecto a la LCF y al cultivo primario. Este proceso se



denomina Transformacion o Inmortalizacion in vitro. Son LCC HEp-2, MDCK Vero, HelLa
37

4.4.4.1 Células BHK- 21 (Baby Hamster Kidney)

La linea original se derivé de fibroblastos de los rifiones de cinco hamsters bebés de un
dia de nacidos de sexo no determinado, en 1961%; tiene vida infinita y posee las
caracteristicas beneficiosas de la mayoria de las lineas de células continuas: rapido

crecimiento, pases ilimitados y alta eficiencia de plaqueo®.

Son altamente susceptibles y permiten la replicacion in vitro de muchos virus, entre ellos
virus aftoso y virus rabico. El clon 13 de células de rifion de hamster sirio recién nacido
(BHK-21 C13) ha sido utilizado en la produccion de vacunas para uso veterinario, ya que
el mismo posee los requerimientos que exigen los organismos internacionales para este
tipo de producto. La utilizacién de estas células para diferentes estudios y producciones
data de la década de los 60*°*". Con el empleo de esta linea se han producido millones de
dosis de vacuna contra la fiebre aftosa en cultivos en suspension y de vacuna antirrabica

para uso veterinario®.

En el método de cultivo de células BHK se utiliza suero bovino fetal, previamente
analizado, irradiado y filtrado antes de su uso para eliminar las posibles contaminaciones

bacteriales, virales y fungicas®.

Esta linea celular tiene la caracteristica de crecer en suspensiéon y en monocapa anclada
a un sustrato. Ambos sistemas de cultivo ofrecen distintas ventajas. Los cultivos en
suspension son muy faciles de disminuir la concentracién celular y no es necesario
desprenderlos para realizar un subcultivo o para la manutencion de la linea celular. La
principal dificultad es el cambio que sufre por la adaptacion al sistema. El metabolismo

celular es también afectado por la morfologia de la célula.
4.4.4.2 Células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney Cells)
Deriva del rindbn aparentemente normal de un adulto hembra de cocker spaniel en

septiembre de 1958 por S. H. Madin y N. B. Darby, las células MDCK son estables en un

medio con 5% de suero bovino fetal. Las células iniciales fueron removidas del cultivo seis



veces en aproximadamente siete dias por tripsinizacién parcial con una solucion de
tripsina-versene. El resultado fue el establecimiento de una linea celular epitelial, la cual
aunque bastante resistente a la accion de la tripsina, es posible realizar el pase sin
dificultad. La linea celular MDCK es utilizada para replicar in vitro el virus de exantema

vesicular, estomatitis vesicular, hepatitis infecciosa canina, adenovirus y reovirus*.

Una caracteristica de esta linea celular es la organizacién de los tejidos con una estrecha
interaccion estructural y funcional de constituyentes celulares que incluye a las uniones
estrechas y los desmosomas. La linea celular MDCK es una de las mas caracterizadas,
como un modelo funcional caracteristico de un epitelio simple que se adhieren
fuertemente entre si*°. Para realizar la manutencion de esta linea celular se requieren dos
lavados previos con PBS antes de exponer las células a la solucién de Tripsina EDTA con
una concentracién recomendada de Tripsina/EDTA de 0.25%. El medio de cultivo para
MDCK es EMEM (medio Eagle minimo esencial) suplementado con 2mM L-Glutamina,

1% de aminoacidos no esenciales y 10% de Suero Bovino Fetal.

Las células MDCK tienen la capacidad de regenerar estructuras de los tubulos renales
cuando son inyectadas en ratones. Crecen en cultivos de tejido o en ratones bebés,

tienen las propiedades morfologicas de las células de los tumulos distales.

Utilizando técnicas genéticas se modificaron las propiedades de las células, obteniendo
como resultado una linea celular que conserva las propiedades de las células epiteliales
de rifidn de origen. La célula aislada se apodera del receptor, transmisién y sistemas

enzimaticos necesarios para la regulacion de sus funciones como el transporte de fluidos.

4.4.4.3 Células HEp-2 (Epidermoid carcinoma, larynx, human)

La linea continua HEp-2 se obtuvo en 1952 a partir de un carcinoma epidermoide de
laringe humano por A. E. Moore, L. Sabachewsky, and H. W. Toolan (1955)*. Es
resistente a la temperatura, cambios ambientales y nutricionales. Es utilizada para
estudios experimentales de producciones de tumores en ratas, hamsteres, ratones,

huevos embrionados y pacientes terminales voluntarios con cancer*’ 34,



Requiere para su cultivo 10% de suero bovino fetal inactivado. Se puede infectar con
Adenovirus, virus del Herpes simple, Poliovirus, Virus Sincitial Respira'[orio50 5 Es
necesario en su cultivo no llegar a mas del 80% de confluencia, debido a que dejan de
proliferar y no se desprenden del sustrato. Luego de varios pases pueden presentar

vacuolas y el cultivo debe ser descartado.

4.4.5 Gl6bulos rojos humanos

Los glébulos rojos, también llamados eritrocitos o hematies, son los elementos formes
cuantitativamente mas numerosos de la sangre, son las células sanguineas especializadas
en el transporte de oxigeno y diéxido de carbono unidos a hemoglobina. Se forman en la
médula roja de los huesos y subsisten durante cuatro meses. Su principal caracteristica
morfoloégica es que no poseen un nucleo organizado, que al pasar a la sangre ya ha
desaparecido. La célula ha perdido su RNA residual y sus mitocondrias, asi como algunas
enzimas importantes; por tanto es incapaz de sintetizar nuevas proteinas o lipidos *2. El
eritrocito es un disco biconcavo de mas o menos 7 a 7.5 ym de diametro y de 80 a 100 fL

de volumen.

Tienen forma de disco engrosado por el borde y en cada milimetro cubico de sangre

existen de 4,5 a 5,5 millones de ellos, que constituyen el 45% del volumen sanguineo.

Debido a su sencillez como célula se ha empleado tradicionalmente como modelo celular
para estudiar la membrana plasmatica por lo que su membrana es la mas estudiada y mejor
caracterizada. La mayoria de las caracteristicas encontradas en ella se han generalizado al
resto de membranas celulares. El citoesqueleto del eritrocito es muy importante ya que le
proporciona su forma bicoéncava que le permite al eritrocito tener una gran superficie en
relacion a su volumen y le permite soportar las grandes tensiones mecanicas a las que se ve

sometido durante su paso por los finos capilares.

La flexibilidad del eritrocito se debe a una extensa red de de proteinas de membrana
asociadas con el citoesqueleto bajo la membrana plasmatica. Estan involucradas en el
control de la forma del eritrocito, uniones con otras células y con el sustrato, asi como en

la organizacion de dominios especializados de la membrana.



El componente de mayor masa molecular en el citoesqueleto de la membrana del
eritrocito es la espectrina. Tetrameros de espectrinas estan unidos con la membrana por
una proteina llamada ankirina, la cual esta conectada a la banda 3. El objetivo de la banda
4.2 es estabilizar la uniéon entre la ankirina y el intercambiador aniénico banda 3. La
espectrina se une también con la glicoforina C mediante la banda 4.1; este entramado es
anclado en multiples sitios de la membrana. La banda 4.1, asi como la aducina,
estabilizan la asociacion de la espectrina con la actina. Subunidades de la actina forman
microfilamentos con la tropomiosina, a los que se asocia la proteina tropomodulina. La
banda 4.9, conocida también como dematina, produce el entrecruzamiento de estos
microfilamentos de actina. La estructura de la doble capa lipidica es fundamental en la

organizacién del citoesqueleto % °*°°, (Fig. 2)
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Figura 2. Esquema de la estructura de la membrana del eritrocito

El eritrocito procede del progenitor mieloide comun que a su vez deriva de las células madre
hematopoyéticas. Del progenitor mieloide comun se originan los eritrocitos, los leucocitos y
las plaquetas. En el caso de eritrocito, del progenitor mieloide comun se forman las células
formadoras rapidas de eritrocitos (BFC-E: Burst-Forming Cells - Erythrocyte), que son
estimuladas por la interleuquina 3 (IL-3) para dar colonias de células formadoras de colonias
de eritrocitos (CFC-E: Colony-Forming Cells- Erythrocyte). Estas dan colonias de
eritroblastos, cada uno de los cuales, por medio de varios pasos estimulados por la
eritropoyetina (EPO), van a expulsar el nucleo, abandonar la médula ésea roja y se van a
dirigir hacia el torrente circulatorio. Ya en el torrente circulatorio eliminan el resto de
organulos para dar lugar a un eritrocito maduro. Cada segundo se producen de 2 a 3

millones de eritrocitos, con una vida media de 120 dias °.



4.4.6 Linfocitos humanos

Tienen el tamano de un glébulo rojo, y su nucleo es esférico y bastante grande, con una
concavidad en uno de sus lados. Constituyen del 23 al 35% de todos gldbulos blancos y
se forman en la médula 6sea roja. Sin embargo cuando salen de ella sufren un proceso
de maduracién por el cual se forman dos tipos: los linfocitos B, que pasan a los ganglios
linfaticos, se diferencian en el higado y bazo fetal, y en la médula ésea del adulto, y los
linfocitos T, que se albergan en el timo. Todos ellos viven unos cien dias y se encargan
del sistema de defensa especifico, también llamado inmunitario, por el cual el linfocito
distingue las sustancias que debe destruir de las que son propias del cuerpo. Para ello los
linfocitos deben tener un cierto tipo de memoria que les permita pasar sus conocimientos

de una generacion a la siguiente.

La sustancia atacante recibe el nombre de antigeno, y la que producen los linfocitos para
neutralizarla son los anticuerpos. Los anticuerpos se unen a los antigenos de forma que

éstos se hacen inofensivos, y todo el complejo es después eliminado por los eosindfilos.

Los linfocitos B son los encargados de producir los anticuerpos y células de memoria.
Estas, una vez que han madurado y aprendido sobre un cierto antigeno, se dividen
formando una estirpe, que puede durar varios afios o toda la vida del individuo.

Constituyen un 30 % del total de linfocitos.

Los linfocitos T son los responsables de coordinar la respuesta inmune celular
segregando proteinas o citoquinas. También se ocupan de realizar la cooperacion para
desarrollar todas las formas de respuestas inmunes, como la produccién de anticuerpos

por los linfocitos B *.
4.5 Marco conceptual

Cultivo celular: Conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las células in vitro,
reproduciendo las condiciones existentes in vivo, manteniendo al maximo sus propiedades

fisioldgicas, bioquimicas y genéticas.

Citotoxicidad: Es la cualidad de ser toxico a células. Pueden ser agentes téxicos una

sustancia quimica o una célula inmune.



CCs : Se define como la concentracion de los extractos y fracciones que redujo la

viabilidad de las células tratadas al 50% respecto a las células no tratadas.

Lineas celulares: Son células humanas o animales, derivadas de un cultivo primario que
se utilizan para estudiar sus propiedades y respuestas a estimulos. Cuando se pueden

propagar de forma indefinida en subcultivos in vitro, se denominan lineas establecidas.
BKH-21: Linea celular proveniente de rifiones de hamsters bebés.

HEp-2: Linea celular proveniente de un carcinoma epidermoide de laringe humano.
MDCK: Linea celular proveniente del rindn de perro cocker spaniel.

Acido Usnico: El &cido Usnico es un metabolito secundario que se encuentra
exclusivamente en los liquenes. Se ha utilizado en la medicina tradicional como

antibacteriano y antifungico.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

- Determinar la actividad citotéxica del acido usnico in vitro en células BHK-21, HEp-2,

MDCK 'y en células de sangre periférica humana.

5.2 Objetivos Especificos

- Optimizar las condiciones de cultivo continuo en monocapa de las lineas celulares: BHK-
21, HEp-2 y MDCK.

- Optimizar las condiciones de obtencion de las células de sangre periférica humana:
eritrocitos y linfocitos mediante la técnica de gradiente de densidad Ficoll-Hipaque.

- Determinar el porcentaje de viabilidad de eritrocitos, linfocitos y las tres lineas celulares:
BHK-21, HEp-2 y MDCK por el método de exclusion del colorante Azul Tripan.

- Determinar la curva de crecimiento de las tres lineas celulares: BHK-21, HEp-2 y MDCK
con el método de exclusion del colorante Azul Tripan.

- Determinar la concentracion citotéxica del 50% (CCsg) del acido usnico en las lineas

celulares: BHK-21, HEp-2 y MDCK utilizando el método colorimétrico cuantitativo XTT.



- Determinar la concentracion citottéxica del 50% (CCsp) del acido usnico en eritrocitos
humanos de sangre periférica utilizando el método de exclusién del colorante Azul
Tripan.

- Determinar la concentracion citotoxica del 50% (CCso) de la del acido usnico en linfocitos
humanos de sangre periférica utilizando el método de exclusién del colorante Azul

Tripan.
6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Disefio experimental
El tipo de investigacion es experimental.
El andlisis estadistico se realiz6 mediante analisis de regresion lineal y desviacion
estandar en el programa Microsoft Excel (% de Inhibicidon Vs. Log de la concentracién del

extracto del AU).

Los criterios de inclusion para el cultivo continuo en monocapa son:
¢ Cultivos celulares no contaminados
« Poblacion celular mayor de 1x10° células

e Viabilidad celular mayor a 95%



6.2 Disefio metodoldgico

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DEL ACIDO USNICO EN CELULAS
BHK-21, HEp-2, MDCK
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA EN CELULAS DE SANGRE PERIFERICA
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6.3 Descripcién de las técnicas desarrolladas

6.3.1 Material Vegetal

El liquen Usnea patagonica fue colectado en el altiplano Boliviano en Pazia — Oruro (18 -
19 °S y 77°W, a 3800 metros sobre el nivel del mar). La clasificacion taxondémica del

liquen fue realizada por el Herbario Nacional de Bolivia.

Fueron pulverizados 61.0g del material seco y tratados con acetona a temperatura
ambiente por 72 horas, para luego concentrar el extracto al vacio hasta obtener un
extracto crudo (12.8 g). Posteriormente se lavd varias veces con CH.Cl, El extracto

CH,Cl; proporcioné un producto sélido amarillo, denominado acido uUsnico.

Material proporcionado por la Dra. Patricia Mollinedo del Instituto de Investigaciones
Quimicas (l1Q) de la Facultad de Ciencias Puras- UMSA.

6.3.2 Ensayos bioldgicos

Los ensayos biologicos se realizaron en el Laboratorio de Quimioterapia Experimental del
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas de la Facultad de Cs. Farmacéuticas y
Bioquimicas- UMSA.

6.3.2.1 Cultivo in vitro de Lineas celulares BHK-21, HEp-2, MDCK

Se utilizaron lineas celulares neoplasicas HEp-2 y MDCK proporcionadas por la Dra.
Aleida Nina del Instituto Nacional de Laboratorio en Salud (INLASA) y células BHK-21
proporcionadas por el Dr. Fernando Sosa del Instituto de Servicios de Laboratorio de

Diagnostico e Investigacion en Salud (SELADIS).

6.3.2.1.1 Descongelacion de las lineas celulares BHK-21, HEp-2, MDCK



La descongelacion debe ser muy rapida para prevenir la formacion de cristales en el
momento en que la temperatura baja de -80°C a 0°C, si el proceso se lleva a cabo

lentamente causa dafo celular y pérdida de viabilidad.

Para descongelar las células se necesita trasladar los tubos criopreservados de -80°C a
bafo termoregulado a 37°C. Agitar suavemente el tubo hasta que descongele totalmente
el contenido. El siguiente paso es la adaptacion de las células en medio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich codigo R4130) (Anexo 1) con 10% de suero bovino fetal (SBF) (Sigma-
Aldrich codigo F4135) con gentamicina (Sigma Aldrich cddigo G1264) en una botella de

cultivo, incubada a 37°C con 5% de CO..
6.3.2.1.2 Adaptacion de las células al medio de cultivo

Una vez descongelados realizar dos lavados con el mismo medio a 1500 rpm por 5
minutos, resuspender el sedimento en 5 mL de medio RPMI suplementado con 10% de
Suero Bovino Fetal. Todo este procedimiento se realiza sobre una campana de flujo
laminar en condiciones de esterilidad. La viabilidad de las células se examiné a través del
colorante de exclusion Azul Tripan al 1%. Una vez verificada la viabilidad se traslada a
cajas de cultivo de 25 cm®y se cultiva en una estufa de cultivo en una atmésfera hiumeda
con 5% de CO, a 37°C. Las células BHK-21, HEp-2 y MDCK tienen la capacidad de

adherirse a la superficie de las cajas de cultivo en poco tiempo.

6.3.2.1.3 Manutencion

La manutencion es la transferencia o trasplante de células, con o sin dilucién, de un
recipiente de cultivo a otro. Este término es sindnimo de subcultivo. EI numero de veces

que las células en cultivo han sido subcultivadas es el repique.

Segun la curva de crecimiento realizada, se determiné el tiempo 6ptimo para realizar la

manutencion de las células cada 48 horas.

De manera previa se observa las células al microscopio invertido para verificar posibles

contaminaciones y la morfologia adecuada de las células.



Se elimina el medio que contiene las células y se lava dos veces la superficie con PBS
estéril con el fin de eliminarlas células no adheridas o células muertas. Posteriormente se
afiade una solucion de Tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich cdodigo T4799) (Anexo 2) y se
incuba por 5 minutos a 37°C con la finalidad de desprender las células en el caso de las
BHK-21 y HEp-2 y por 10 minutos para MDCK a la misma temperatura. Una vez
desprendidas se detiene la reaccion con medio RPMI y se lleva a centrifugacion por 5 min
a 1500 rpm con el fin de retirar la tripsina del medio ya que esta sustancia resulta ser
téxica para las células si se tienen mucho tiempo de exposicion. El sedimento es
resuspendido y diluido de forma apropiada segun la cantidad de células para colocarlas
nuevamente en frascos de cultivo con medio fresco RPMI con 10% de SBF e incuba a

una atmoésfera humeda con 5% de CO, a 37°C.

6.3.2.1.3.1 Técnica de Tripsinizacién

Esta técnica permite separar las células de su soporte mediante una enzima proteolitica,
la tripsina, que rompe las uniones de las células al soporte, asi como las uniones entre las
células. Este proceso debe realizarse con cuidado ya que la tripsina también es capaz de
destruir las células por digestion total. Cuando las células se separan se afiade a la placa
un medio con suero. En el suero hay moléculas que inhiben a la tripsina, parando la

reaccion impidiendo asi la destruccion de las células.

La tripsina y el acido etilenoaminotetraacético EDTA se utiliza comunmente en la
preparacion de suspensiones celulares a partir de monocapas. La tripsina rompe las
proteinas de la superficie que une a las células entre ellas, mientras que el EDTA es un
agente quelante de cationes divalentes necesarios para la adhesion de las células a la

superficie de vidrio o plastico.

6.3.2.1.3.2 Congelacién de las lineas celulares BHK-21, HEp-2, MDCK

Una vez desprendidas las células por tripsinizacion, se centrifuga a 1500 rpm por 5
minutos a temperatura ambiente. Decantar el sobrenadante y realizar un lavado con
medio RPMI, posteriormente resuspender el sedimento en medio RPMI fresco con 10%
de SBF. Repartir bajo campana de flujo laminar previamente, 4 mL de células en tubos de
crio-preservacion previamente identificados con el nombre de la linea celular y la fecha de

congelacion. Adadir gota a gota 4 mL de la solucién crio- protectora (Anexo 3). Tapar los



tubos y proceder a la congelacion. Cuando se congelan células, el choque osmético y los
cristales intracelulares que se forman invariablemente matan las células desprotegidas. El
dimetilsulféxido, que contiene la solucién de congelacion, previene la muerte durante la
congelacion. Ademas de utilizar el crioprotector, las células deben congelarse muy

lentamente.

La congelacion debe ser de manera gradual, -20°C durante 3 horas y luego se lleva a —
80° C. Para una buena conservacion, las lineas celulares deberan congelarse en fase
exponencial de su desarrollo para conservar las caracteristicas genéticas originales de las
células y para evitar usar las envejecidas con cambios fenotipicos indeseados que

ocurren con cada pasaje celular.

6.3.2.1.3.3 Decomplementacién de Suero Bovino Fetal

Se realizdé la decomplementacion del suero bovino fetal con la ayuda de un bano
termorregulado a 56° C durante 20 minutos para destruir la actividad biolégica del
complemento, lo cual es muy importante porque algunos productos del metabolismo
celular pueden activar la cascada del complemento y destruir la monocapa celular. Este
procedimiento también se utiliza para inactivar algunos agentes infecciosos que pueden

estar presentes en el suero. Se puede conservar luego a —20°C.

6.3.2.1.4 Curva de crecimiento

Se obtuvo la cinética de crecimiento de las 3 lineas celulares: BHK-21, HEp-2 y MDCK.
Se observo a través de microscopio invertido las caracteristicas de desarrollo peculiar que

presentan cada linea celular en crecimiento en medio de cultivo.

Una vez que las células se adaptaron al medio el cultivo, se realizé la curva de
crecimiento. Del cultivo madre se tomo 3 x10* células previo conteo en camara Newbauer
en cantidad suficiente para 70 mL suplementado con 10% de SBF para 14 cajas petri
Falcon para cada linea celular (Foto 6). Durante siete dias se contaron dos cajas por cada
tipo de célula con la técnica del colorante de exclusion Azul Tripan (Foto 7),

desprendiendo primero con la solucién de Tripsina/EDTA, incrementando el tiempo de



exposicion de esta solucion cada vez y a 37°C. Asi se obtuvieron datos que permitieron la

construccion de la curva de crecimiento para cada linea celular.

Foto N° 6. Cajas petri con los cultivos celulares para la curva de crecimiento.

Foto N° 7. Recuento de las células de las cajas petri con el colorante Azul Tripan.

6.3.2.1.5 Evaluacion de citotoxicidad del acido Usnico en lineas celulares BHK-21,
HEp-2, MDCK

Se determind la citotoxicidad mediante un ensayo colorimétrico XTT, que emplea sales de
tetrazolio, técnica basada en la transformacién mediante una deshidrogenada mitocondrial
(succinato-deshidrogenasa) del compuesto tetrazolio (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-

sulphophenyl)-5[(phenylamino)carbonyl]-2H) tetrazolium hydroxide) en wuna sal de



formazan, esta conversién sélo puede ser hecha por células metabdlicamente activas
obteniendo un producto naranja soluble en agua, el cual es medido directamente por
absorcion a 492 nm. La cantidad de formazan producido es proporcional al nUmero de

células presentes .

Para probar la citotoxicidad se siguié el método empleado por Lopez et al. (2002). Se
utilizaron cajas de 96 alvéolos (Nunclon) para el cultivo de células con medio de cultivo
RPMI 1640 suplementado con 10% de SBF. Las lineas celulares fueron resuspendidas en
medio de cultivo (100 000 células por pozo) en 100 ul. Las placas se incubaron a 37°C y
5% de CO; por 24 horas, tiempo para la formacion de la monocapa de células. Después
de la formacion de la monocapa se retiro el medio de cultivo conjuntamente con las
células que no se llegaron a adherir y posibles células muertas. Posteriormente se afiadio
100 pl de cada una de diluciones del extracto a concentraciones definidas (250,125, 62.5,
31.2, 15.6 y 7.8 pg/extracto/100 pl de medio).

Como testigo se utilizaron células no tratadas por el producto y células tratadas con
anfotericina B (Sigma—Aldrich cédigo A2411).

Cada concentracion del extracto se realizé por triplicado, Se incubaron por 24 horas,
tiempo necesario para que las células puedan incorporar las sustancias. Pasado este
periodo de tiempo se afadié a cada pozo 50 yl de XTT (Sigma—Aldrich codigo X4251),
las cajas se incubaron por tres horas a 37°C. Pasadas las tres horas se retiraron los 150
Ml del medio RPMI/producto y XTT y se trasvasaron en otra placa de 96 alvéolos nueva
para evitar cualquier interferencia en la lectura. A continuacion se ley6 la absorbancia en

un lector ELISA (Model 2100 series-Plate Reader) a una longitud de onda de 492 nm.

Los cambios citoldgicos se detectaron observando los cultivos en un microscopio invertido
(Anexo 4).

6.3.2.1.6 Preparacion de las soluciones XTT y PMS
Las soluciones fueron preparadas previo a su uso, se preparé una solucion de XTT

1mg/mL disuelto en buffer fosfato salino pH 7.0 incubado durante 10 minutos a 37°C, se

afiadié fenasina metosulfato (PMS, Sigma-Aldrich, cédigo P5812) 0.06mg/mL suspendido



en buffer fosfato Salino pH 7.0 50 ¢,

A cada pozo se colocod 50 uL de esta solucion.
Luego de tres horas se trasvasan en el mismo orden los pozos en una nueva placa de 96

pozos, se leen las absorbancias a 492 nm en el lector ELISA (Foto 8).

Foto N° 8. Lector de ELISA

6.3.2.2 Obtencion de eritrocitos y linfocitos de sangre periférica humana

6.3.2.2.1 Toma de muestra de sangre

Se obtuvieron las muestras de sangre heparinizada de pacientes sanos mayores de edad
previo consentimiento informado, los mismos no se encontraban en ayunas. De cada

paciente se obtuvo un volumen aproximado de 40 mL.

6.3.2.2.2 Técnica para la obtencion de eritrocitos y linfocitos en cultivo

Diversos métodos se han descrito para lograr obtener eritrocitos con un alto grado de
pureza debido a que la presencia de granulocitos puede implicar la liberacion de

sustancias toxicas y por lo tanto entregar resultados errados de la investigacion.

Las caracteristicas fisicas como la densidad celular permiten el aislamiento por métodos
como simple sedimentacion, cromatografia de exclusion molecular, aislamiento por lana
de nylon o Ficoll-Hipaque. En nuestro caso se utilizé el Ficoll-Hipaque (Hystopaque-1077
Sigma-Aldrich, cédigo H8889) que se basa en la diferencia de densidades que existe
entre los diferentes elementos de la sangre. El Ficoll es un polisacarido que produce la

aglutinacion de los eritrocitos, logrando que estos sedimenten mas rapidamente y el



Hipaque es una sustancia densa que, diluida apropiadamente, confiere a la mezcla la
densidad requerida para el aislamiento.

Los eritrocitos y granulocitos poseen una densidad mayor a 1.077g/mL, que luego de una
centrifugacién se ubican por debajo de la capa del gradiente de esa densidad. Los

monocitos, linfocitos y plaquetas al ser menos densos flotaran por encima.

6.3.2.2.3 Evaluacién de citotoxicidad del acido Usnico en eritrocitos

Se aislaron eritrocitos humanos de sangre periférica humana heparinizada de individuos
sanos previo consentimiento informado, mediante gradiente de densidades con Ficoll-
Hipaque (Hystopaque-1077 SIGMA) por centrifugacion a 1500 rpm por 5 min a
temperatura ambiente, fueron recogidos con sumo cuidado para evitar riesgo de hemdlisis
los cuales se resuspendieron en solucion salina glucosada y centrifugados a 1600 rpm por
10 min. Para las pruebas de citotoxicidad se utilizaron 5x10° eritrocitos por pozo
contenidas en un volumen de 100 yL en medio RPMI 1640 y 100 uL de las diferentes
concentraciones del AU en medio RPMI suplementado con SBF al 10%, se sembraron por
triplicado mas los controles, eritrocitos sin tratar y eritrocitos tratados con anfotericina B en
placa de 96 alvéolos de fondo plano e incubados por 24 y 48 horas a 37°C en atmdsfera
humeda con 5% de CO,. La citotoxicidad se evalu6 mediante el método de exclusion con
Azul Tripan (Foto 9).

Foto N° 9. Recuento de eritrocitos con el colorante Azul Tripan

6.3.2.2.4 Evaluacioén de citotoxicidad del acido Usnico en linfocitos

Se utilizaron linfocitos aislados de sangre periférica humana heparinizada inmediatamente

después de ser aislados de individuos sanos previo consentimiento informado, mediante



gradiente de densidad con Ficoll-Hipaque (Hystopaque-1077 Sigma-Aldrich cédigo H8889)
por centrifugacion a 1500 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Después de dos lavados
con RPMI 1640 a 1500 rpm durante 10 min se determind la viabilidad inicial de las células
mediante el método de exclusion con Azul Tripan. Para las pruebas de citotoxicidad se
utilizaron 1x10° linfocitos por pozo contenidas en un volumen de 100 L, se sembraron por
triplicado en placas de 96 alvéolos mas los controles, linfocitos sin tratar y linfocitos
tratados con anfotericina B. Los ensayos de citotoxicidad se realizaron a las 24 y a las 48
horas a 37°C en atmodsfera humeda con 5% de CO, con las diferentes concentraciones del
acido usnico en medio RPMI 1640 con suplemento de 10% de suero bovino fetal. La
citotoxicidad se evalué mediante el método de exclusion con Azul Tripan a través del
conteo en la camara de Neubauer. Las pruebas se realizaron por triplicado en tres

repeticiones.

6.3.2.3 Técnica de viabilidad con el colorante de exclusion Azul Tripan

Para determinar el numero de células viables en una suspension celular, se utiliza la
técnica de exclusién de un colorante. De manera que las células vivas que poseen
membranas celulares intactas pueden excluir ciertos colorantes como el Azul Tripan
preparado al 1%. Por el contrario, las células muertas presentan la membrana danada y

permiten la penetracion del colorante y se tifien.

Se utiliza un hemocitometro para determinar concentracién celular y para la viabilidad

celular se utiliza el colorante Azul Tripan contando células vivas y muertas.

Se mezcla 50 uL de la suspension de células con el mismo volumen de Azul Tripan al 1%.

Después se multiplica por la dilucion realizada y el factor de la camara:

N°/cel/cuadrantes x 2 x 50 x 1000 = nimero de células/mL

Donde: N°/cel (humero de células contadas en los 5 cuadrantes) x 2 (por la dilucién con el

Azul Tripan) x 50 (factor de la camara) x1000 (resultado por mL)



7. RESULTADOS

7.1 Condiciones de cultivo continuo en monocapa de las lineas celulares: BHK-21,
HEp-2 y MDCK

Después de la adaptaciéon de las lineas celulares al medio, se establecieron las

condiciones de cultivo éptimas para el crecimiento. Tabla N° 1.

Condiciones
Cantidad de medio 5 mL por frasco
RPMI 1640 de cultivo de 25 cm®
Cantidad de SBF 10%
Temperatura 37°C
CO, 5%
pH 7.4

Tabla 1. Condiciones de cultivo continuo en monocapa de las lineas celulares:
BHK-21, HEp-2 y MDCK

7.1 Condiciones de las células obtenidas de sangre periférica humana:

eritrocitos y linfocitos.

Después de obtener eritrocitos y linfocitos se realizaron las evaluaciones de citotoxicidad
de manera inmediata, por lo que la incubacién se dio en los pozos de cultivo junto con el
acido usnico en diferentes concentraciones. Las condiciones fueron similares a las

condiciones de las lineas celulares.

7.2  Viabilidad de eritrocitos, linfocitos y las tres lineas celulares: BHK-21, HEp-2
y MDCK

Segun la técnica con el colorante de exclusion Azul Tripan, se pudo determinar la
viabilidad de cada tipo de células antes de realizar la evaluacion de citotoxicidad en la

placa de 96 pozos, dando un resultado de 95 a 100% de viabilidad.

7.4 Curvade crecimiento



Los recuentos celulares obtenidos se graficaron: N° de células viables/mL Vs. tiempo
(horas), calculandose la fase de reposo (Lag), el tiempo de duplicacién (TD) y la cantidad
de células viables para las distintas lineas celulares (figura 2). La Cantidad de células a
las 120 horas pico maximo de crecimiento de las tres lineas celulares, fue superior en las
células HEp-2 (151x10* células) con relacién a las dos otras lineas celulares (BHK-21
7.7x10* células. y MDCK 132x10* células). Después de este periodo de tiempo las tres
lineas celulares presentaron una disminucion en la poblacion muy notable hasta las 168

horas.
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Grafico N° 1. Curva de crecimiento de células BHK-21, HEp-2 y MDCK

7.5 Citotoxicidad del acido usnico en células BHK-21, HEp-2 y MDCK

La concentracion inhibitoria del 50 % se determind incubando monocapas de las tres
lineas celulares con diluciones seriadas del compuesto (Anexo 5). La viabilidad celular se
determind a través de la observacién de la morfologia celular al microscopio éptico y a
través del ensayo colorimétrico XTT antes descrito. Las concentraciones elegidas fueron
diluciones seriadas al medio a partir de 250 pg/mL, concentraciones que resultaron
téxicas por encima 107.30 pg/mL en el caso de las células MDCK, 156.7 pg/mL en células
Hep2 y 92.2 pg/mL en células BHK en relacion a la anfotericina B producto
potencialmente téxico cuya concentracién toxica en promedio esta por encima de los 33
pg/mL (Gréfico 2)
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Grafico N° 2. Evaluacion citotdxica in vitro del acido usnico vs. anfotericina

B sobre lineas celulares BHK-21, HEp-2 y MDCK. Los valores representan el
promedio * la desviacion estandar de las experiencias realizadas. La evaluacion
de la citotoxicidad a cada concentracion se realizé por triplicado.

7.6 Citotoxicidad del acido Usnico en eritrocitos humanos.

La evaluacion de la citotoxicidad mediante el método de exclusién con azul tripano mostré
una CCs de 69.8 pg/mL a las 24 horas de exposicion, mientras que para la anfotericina B
en el mismo periodo de tiempo fue de 12.75 pug/mL. A las 48 horas de exposicion el acido
usnico mostré un CCsy de 79.58 ug/mL y la anfotericina 10.4 pg/mL Esto revela que la
concentracion el acido usnico requerida para causar mortalidad del 50% de los eritrocitos

fue casi 50 veces mas baja que la anfotericina B. (Grafico 3)
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Grafico N° 3. Evaluacion citotdxica in vitro del acido Usnico vs. anfotericina B
sobre eritrocitos humanos. Los valores representan el promedio * la desviacion



estandar de las experiencias realizadas. La evaluacién de la citotoxicidad a cada
concentracion se realizé por triplicado.

7.7 Citotoxicidad del acido Usnico en linfocitos humanos.

La evaluacion de la citotoxicidad en linfocitos mostré que la CCs, a las 24 horas de
exposicion fue de 97.8 ug/mL, mientras que para la anfotericina B fue de 11.2 ug/mL en el
mismo periodo de tiempo. A las 48 horas de exposicién el AU mostré un CCs, de 79.58
pg/mL y la anfotericina CCsy 10.4 pg/mL. Esto revela que la concentracion requerida del
AU para causar mortalidad al 50% de los linfocitos fue casi 70 veces mas baja que la

anfotericina B.
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Grafico N° 4. Evaluacion citotdxica in vitro del acido usnico vs. anfotericina B
sobre linfocitos humanos. Los valores representan el promedio + la desviacion
estandar de las experiencias realizadas. La evaluacion de la citotoxicidada
cada concentracion se realizo por triplicado.

7.8 Anédlisis morfologico

Las células BHK-21, HEp-2 y MDCK no tratadas mostraron un crecimiento homogéneo en
el cultivo, exhibiendo una forma poligonal con bordes definidos y contenido celular
ligeramente granulado (Fotos 10, 13 y 16 respectivamente). El efecto citotoxico fue
observado a las 24 horas de incubacion (Anexo 6) de las lineas celulares con diferentes
concentraciones del acido usnico detectdndose cambios morfoldgicos a la concentracion

mas alta (Fotos 11, 14 y 17) con relacién a la anfotericina B droga control que si se



observa un efecto citotéxico muy marcado desde la concentracion de 250 ug/mL hasta la
concentracién de 31.2 pg/mL (Fotos 12, 15 y 18), con una marcada disminucién de la
viabilidad celular, células dafadas, redondeamiento caracteristico y desprendimiento de

células al sobrenadante de los cultivos con el aumento de las concentraciones.

Foto 10. Células BKH-21 no tratadas

| .

Foto 11. Cultivo de células BHK21 tratadas con &cido dsnico: A) 250 yg/mL, B) 125 pg/mL,
C) 62.5 yg/mL, D) 31.2 pg/m, E)15 pg/mL
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Foto 12. Cultivo de células BHK21 tratadas con anfotericina B: A) 62.5 ug/mL, B) 31.2 ug/mL,
C) 15.6 yg/mL, D) 7.8 pg/mL E) 3.9 pg/mL




Foto 13. Células HEp-2 no tratadas

Foto 14. Cultivo de células Hep 2 tratadas con acido usnicoB: A) 250ug/mL, B) 125ug/mL, C)
62.5ug/mL, D) 31.2 E) 15pug/mL

Foto 15. Células HEp-2 con Anfotericina B, droga control,
con un efecto citotoxico muy marcado desde la concentracién
de 250 ug/mL hasta la de 31.2 ug/mL

Foto 16. Células MDCK no tratadas




Foto 17. Cultivo de células MDCK tratadas con acido Usnico: A) 250ug/mL, B) 125ug/mL, C)
62.5ug/mL, D) 31.2 E) 15ug/mL

Foto 18. Cultivo de células MDCK tratadas con Anfotericina B: A) 62.5ug/mL, B)
31.2ug/mL, C) 15ug/mL, D) 7 E) 3.5ug/mL

8. DISCUSION

La curva de crecimiento permitié caracterizar el desarrollo de las células bajo condiciones
rigurosamente controladas brindando una valiosa informacion sobre la frecuencia de
subcultivos, el numero de células viables en un determinado tiempo, el tiempo de
duplicacion y la fase de reposo, entre otros parametros. La cuantificacion de las células es
importante para decir el momento éptimo del subcultivo y determinar el momento de

realizar un ensayo de citotoxicidad.

Segun este estudio in vitro sobre eritrocitos vy linfocitos el acido Usnico mostré una
toxicidad muy baja. Aunque los mecanismos especificos se desconocen, éstos bien
pudieran involucrar cambios en la permeabilidad de las membranas lo que puede
ocasionar lisis de los eritrocitos o en la actividad de enzimas mitocondriales que

conducirian a la muerte celular.

Los resultados encontrados muestran un efecto no citotéxico respecto a las células BHK-

21, HEp-2 y MDCK, lo cual abre la posibilidad de una potencial aplicacion farmacolégica.

Todos estos resultados apoyan la busqueda de compuestos leishmanicidas derivados de
plantas. Nuestro trabajo aporta resultados en cuanto al efecto de este producto sobre
promastigotes y lineas celulares sugiriendo que el acido usnico seria un posible candidato
a ser evaluado en futuras investigaciones utilizando ensayos in vivo, para valorar su

utilidad en el tratamiento de la lesihmaniasis cutanea producida por L. braziliensis.




9. CONCLUSIONES

Fueron optimizadas las condiciones de cultivo continuo en monocapa de las lineas
celulares: BHK-21, HEp-2 y MDCK al realizar la manutencion: (Cantidad de medio de
cultivo RPMI/frasco de 25cm®/5mL; 10% de SBF; 37°C de incubacion; atmdésfera 5% de
CO2ypH7.4)

Fueron optimizadas las condiciones de las células obtenidas de sangre periférica humana:

eritrocitos y linfocitos.

Se determind antes de cada evaluacion el porcentaje de viabilidad de eritrocitos, linfocitos
y las tres lineas celulares: HEp-2, BHK-21 y MDCK por el método de exclusiéon del

colorante Azul Tripan, lo cual resulté ser del 95 al 100%.

Fue determinada la curva de crecimiento de las tres lineas celulares: HEp-2, BHK-21 y
MDCK con el método de exclusion del colorante Azul Tripan. La Cantidad de células a las
120 horas pico maximo de crecimiento de las tres lineas celulares, fue superior en las
células HEp-2 (151x10* células) con relacién a las dos otras lineas celulares (BHK-21
7.7x10* células. y MDCK 132x10* células). Después de este periodo de tiempo las tres
lineas celulares presentaron una disminucién en la poblacién muy notable hasta las 168

horas.

Se determind la concentracién citotdxica del 50% (CCsq) del acido usnico en las lineas
celulares: HEp-2, BHK-21 y MDCK utilizando el método colorimétrico cuantitativo XTT. El
efecto citotdxico mostré ser menor para las células BHK-21 (CCso 92.2 ug/mL), HEp-2
(CCs0 156.75 ug/mL) y MDCK (CCs 107.39 pg/mL), con relacién a la anfotericina B
producto potencialmente téxico para células MDCK (CCsq 27.2 ug/mL), células HEp-2
(CCsp 37.2 pg/mL) y células BHK-21 (CCsq 34.3 pg/mL).

Se determind la concentracién citotoxica del 50% (CCso) del acido usnico en eritrocitos

humanos de sangre periférica utilizando el método de exclusion del colorante Azul Tripan.



El efecto citotéxico fue mucho menor (CCsy 68.8 ug/mL) a las 24 horas, (CCsy 79.58
pg/mL) a las 48 horas.

Se determind la concentracion citotéxica del 50% (CCsy) de la del acido Usnico en
linfocitos humanos de sangre periférica utilizando el método de exclusion del colorante
Azul Tripan. El efecto citotoxico fue de (CCsy 97.8 pug/mL) a las 24 horas, (CCsq 83.7
pMg/mL) a las 48 horas en comparacién a la anfotericina B (CCsp 12.75 pg/mL) a las 24
horas, (CCso 10.4 ug/mL) a las 48 horas para eritrocitos y (CCs011.2 pug/mL) a las 24
horas, (CCs,20.6 pg/mL) a las 48 horas para linfocitos.

10. RECOMENDACIONES

Al encontrar resultados favorables de un compuesto poco estudiado, en un area de la
salud importante en el pais como la Parasitologia con la enfermedad de Leishmaniasis, es
necesario continuar con estos estudios para ampliar la posibilidad de realizar nuevas
formulaciones farmacéuticas en beneficio de la poblacién afectada, que permita un facil

acceso al medicamento y una apropiada curacién sin efectos secundarios.
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12. ANEXOS

ANEXO 1

Medio RPMI 1640

Se prepard el Medio RPMI-1640 (Sigma — Aldrich) para 250 mL, pesando (Balanza —
AND-HR-200) los siguientes compuestos:

Cantidad a pesar
Medio RPMI 1640 3.97¢
NaHCO; 525 mg
Gentamicina 15 mg

Pesar 3.97g de Medio RPMI-1640 y diluir el producto en 200 mL de agua destilada.
Anadir 525 mg de NaHCO; y disolver totalmente los productos. AfAadir 15 mg de
Gentamicina y completar el volumen a 250 mL. Filtrar la solucién por filtros de 0.22 uM en
condiciones estériles y distribuir la solucibn en pequefios volumenes para evitar
contaminacion. Antes del uso se anade suero bovino fetal decomplementado (20 min. a

56°C) a una concentracion de 10 %.



ANEXO 2

Preparacion de la solucidon de Tripsina/EDTA

Concentracion Volumen
Tripsina 0.25 % 50 mL
EDTA 2% 2.5mL
PBS 197.5 mL

Preparar las tres soluciones segun la concentracion indicada, medir los volimenes y
mezclar. Esta solucion debe ser filtrada con filtros millipore de 0.22 yM en condiciones

estériles en campana de flujo laminar.



ANEXO 3

Preparacion de la solucidon de congelacion (DMSO al 20%/PBS)

Volumen
DMSO 10 mL
PBS 40 mL

Esta solucion se prepara en campana de flujo laminar.



ANEXO 4

Microscopio invertido

Microscopio invertido donde se observa el

estado de las células en cultivo



ANEXO 5

Disefio del bioensayo colorimétrico XTT para lineas celulares

Placa de BHK-21

Acido Usnico
Diluciones en pg/mL

Control (-)
Anfotericina B

Control (+)
células

Blanco de color

Control medio

Placa de MDCK

v

Acido Usnico
Diluciones en pg/mL

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor TIFF (LZW).

Control (-)

Anfotericina B
Control (+)

células
Blanco de color

)

Control medio

Placa de Hep - 2

v

Acido Usnico
Diluciones en pg/mL
250,

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de

un descompresor TIFF (LZW). Control (')
Anfotericina B

Control (+)
células Blanco de color

—_—

——

Control medio



ANEXO 6

Incubacién en estufa a 37°C y atmdsfera con 5% de CO,




