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RESUMEN

Introduccién y objetivos : En la busqueda de nuevos agentes naturales con actividad antiviral
y biopesticidas, se estudiaron los efectos inhibitorios sobre diferentes virus de importancia en
salud publica (Virus Junin VJ, Virus herpes simple Tipo-l VHS-1, Virus encefalitis de San Luis
VESL vy Virus encefalitis equina venezolana VEEV) y la accién larvicida contra el mosquito
vector de la Encefalitis de Saint Louis (Culex quinquefasciatus), de diferentes extractos
obtenidos a partir de plantas nativas de Cordoba: Larrea cuneifolia, Aspidosperma quebracho-
blanco, Mintostachys mollis y Verbascum thapsus.

Resultados : L. cuneifolia tuvo actividad inhibitoria contra VJ, en cambio A. quebracho —blanco,
V. thapsus y M. mollis mostraron actividad inhibitoria sobre VEEV y VHS-1. Ninguna de las
especies vegetales tuvo actividad sobre VESL.

En cuanto a la actividad pesticida, todas las especies mostraron efecto larvicida, destacandose
M. mollis y L. cuneifolia.

Conclusion y discusion:  Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la flora de
Cérdoba podria ofrecer alternativas a los métodos utilizados habitualmente para el tratamiento
de enfermedades autéctonas. Ademas, servirian como antecedente para la formulacién de
nuevos insecticidas mas seguros para el medio ambiente y la salud humana, en sustitucion de
los productos sintéticos.

Palabras Claves: Larrea cuneifolia, Aspidosperma quebracho-blanco, Mintostachys mollis y
Verbascum thapsus, actividad pesticida, actividad antiviral.

ABSTRACT

Introduction y objective : In the search for new natural products with antiviral and pesticide
activity, we studied the inhibitory effects on different viruses of importance in health public
(Junin virus VJ, herpes simplex type-1 Virus VHSV-1, St. Louis encephalitis Virus VESL and
Venezuelan equine encephalitis Virus VEEV) and the larvicide activity on Culex
quinquefasciatus (St. Louis encephalitis virus vector) of different native plants: Larrea cuneifolia,
Aspidosperma quebracho-blanco, Verbascum thapsus and Mintostachys mollis.

Result : L. cuneifolia had inhibitory activity on VJ, however A. quebracho-blanco, V. thapsus and
M. mollis showed inhibitory activity against VEE and HSV-1. None of the plants extracts had
activity on ESL. Regarding pesticide activity, all species showed effect larvicidal, in particular M.
mollis and L. cuneifolia.

Conclusions y discussion:  The results of this study show that the flora of Cordoba could offer
alternatives to methods for the treatment of autochthonous diseases. Would also serve to the
formulation of new insecticide safer for the environment and human health, instead of synthetic
products.

Key words: Larrea cuneifolia, Aspidosperma quebracho-blanco, Mintostachys mollis y
Verbascum thapsus, pesticide activity, antiviral activity
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INTRODUCCION

La utilizacién de medicamentos para tratar
enfermedades es una de las alternativas
terapéuticas mas difundida y aceptada,
tanto por los profesionales de la salud
como por la poblaciéon. Sin embargo, a
pesar de los avances cientificos
tecnoldgicos, no hay soluciones a todas las
necesidades terapéuticas, ya que existen
aun patologias, sobre todo aquellas raras o
huérfanas, sin un tratamiento farmacologico
efectivo  disponible ni medios para
prevenirlas (1). En las dos ultimas décadas,
de acuerdo a la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) han aparecido al menos 29
enfermedades nuevas que han producido
la muerte de millones de personas. La
mayor parte de estas enfermedades
emergentes son causadas por virus.

Los problemas que plantean las infecciones
virales endemoepidémicas emergentes y
re-emergentes con la apariciéon de brotes
de enfermedades sistémicas ylo
neurolégicas de diferente magnitud, forman
parte de nuestra realidad cotidiana vy
constituyen una constante amenaza, no
sé6lo para nuestro pais sino para el resto de
América y el mundo. Para Argentina,
ejemplo de ello es la reciente aparicién de
virus Dengue y West Nile (WN), virus
trasmitidos por mosquitos (2, 3) y una
variedad enzodtica del virus Encefalitis
Equina Venezolana (VEEV) que fue
asociado a un cuadro febril similar al
provocado al virus Dengue (4). Por otra
parte, no debemos dejar de considerar las
patologias virales endémicas que siguen
afectando a nuestro pais, como por
ejemplo la Fiebre Hemorragica Argentina,
(5) y Encefalitis Saint Louis, cuyo virus esta
ampliamente distribuido en Argentina y el
cual produjo en el afio 2002 un caso de
encefalitis en la ciudad de Cordoba, luego
de 15 afios de ausencia de casos en el
pais (6) y a principios del 2005 un brote
inédito en la ciudad de Cérdoba (7).

Los antecedentes descriptos muestran la
necesidad de disponer de drogas
antivirales efectivas para el tratamiento de
estas patologias regionales, y desarrollar
medidas preventivas para el control del
vector de las enfermedades transmitidas
por mosquitos (ESL, Dengue, WN, etc.).

La OMS estima que el 80% de los
habitantes de los paises en via de
desarrollo, tienen en las plantas su principal
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fuente de medicamentos siendo
indispensables para la atencién primaria de
la salud. (8). Asi mismo se observa una
revalorizaciéon del uso de plantas como
fuente de sustancias con propiedades
insecticidas (9).

Antecedentes etnobotanicos demuestran
que varios  géneros de plantas
pertenecientes a la regién central de
Argentina pueden ser seleccionados de
acuerdo a su uso en la medicina tradicional
para el tratamiento de  distintas
enfermedades provocadas por
microorganismos (virus, hongos vy
bacterias) o su uso como biopesticidas.
Entre ellos, podemos destacar los géneros:
Aspidosperma, Larrea, Minthostachis y
Verbascum (10, 11, 12,13).

El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar
extractos obtenidos a partir de plantas
nativas de Cérdoba como potenciales
agentes antivirales contra los virus Junin
(VJ), VEEV, Encefalitis de San Luis (VESL)
y Virus Herpes Simple | (VHS-I), y/o con
actividad pesticida sobre Culex
quinquefasciatus (vector de VESL).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de especies vegetales y
obtencion de los extractos

De la region serrana de la provincia de
Cérdoba se recolectaron partes aéreas de
las especies: Minthostachys mollis (Griseb)
(“peperina”), Larrea cuneifolia  Cav.
(“jarilla™), Aspidosperma-quebracho blanco
Schitdl.  (“quebracho”) 'y Verbascum
thapsus L. (“ambay”).

Se obtuvieron extractos de diferentes
polaridades (Hexano, Cloroformo, Metanol
y agua) utilizando un extractor soxhlet para
el caso de extractos organicos Yy
maceracion o decoccién para los extractos
acuosos. Los extractos acuosos fueron
utilizados Unicamente en los ensayos de
actividad larvicida. En todos los casos para
los estudios de bioactividades, los extractos
fueron solubilizados en dimetil sulféxido
(DMSO;.

Ensayos de evaluacion de citotoxicidad
La citotoxicidad de los distintos extractos se
evalué sobre la linea celular Vero crecidas
con Medio Esencial Minimo (MEM),
suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB), glutamina y gentamicina.
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Para las pruebas biolégicas se utilizo MEM
suplementado con 2% (SFB), glutamina y
gentamicina (MM).

Las metodologias utilizadas fueron:

1) Observacion de alteraciones
morfolégicas Monocapas de células Vero
se incubaron con MM conteniendo
diferentes  concentraciones  de los
extractos. Se dejaron controles celulares
(CC) con MM sin extracto. El ensayo se
extendié por 3 dias a 37°C. En todos los
casos se consideraron citotdxicas aquellas
concentraciones de la muestra problema
gue generaron alteraciones morfologicas
tales como redondeamiento, retraccion de
la membrana y presencia de granulos en el
citoplasma visibles al microscopio 6ptico.

2) Evaluacion de la viabilidad celular con
rojo neutro (RN): El ensayo de citotoxicidad
por RN es un ensayo basado en la
capacidad de las células viables para
incorporar el RN como marcador supravital
(14). Monocapas confluentes de células
Vero fueron mantenidas en cultivo y
expuestas a diferentes concentraciones de
los extractos, como CC se dejaron cultivos
de células sin extractos. Al cabo de 48
horas, se elimin6 el medio con los extractos
y se agrego una solucion de RN de 50
pg/ml en MEM  durante 3 horas.
Posteriormente el RN, extraido de las
células con una solucién de agua, etanol y
acido acético (50: 49: 1) se leyd a 540 nm.
Se determino la concentracion citotoxica 50
(CC50) utilizando una curva de viabilidad
Vs. concentracion.

Evaluacion de la inhibicion viral
vitro ”

Los ensayos de actividad inhibitoria se
realizaron en células Vero empleando
como modelos de virus ARN: Virus de
Encefalitis San Luis (VESL) (flavivirus)
cepa 78Vv6508, Virus Junin  (VJ)
(arenavirus) cepa XJCl; y Virus de
Encefalitis Equina Venezolana (VEEV)
(alfavirus) cepa TC 83 y como modelo de
virus ADN: Herpes simple 1 (HSV-1) cepa
kos.

Determinacion del titulo del stock viral: Se
utilizo la prueba reduccion de unidades
formadoras de placa (ufp) bajo agarosa en
monocapas de células Vero (15)

La actividad inhibitoria se determino
mediante 2 metodologias:

In
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a) Tratamiento pre-inoculacion
(inhibicion de las etapas tempranas
de la interaccién virus - célula): se
mezclaron distintas
concentraciones de los extractos
con 100 ufp de cada uno de los
virus, se inocularon
inmediatamente sobre células Vero
e incubaron 1 hora a 37°C en
atmosfera humeda y 5% CO.,.
Posteriormente se agregé medio
semi-solido (MEM con agarosa
0.5%) y se incubaron a 37°C en
atmésfera himeda y 5%CO,
durante 3 o 7 dias dependiendo del
modelo viral. La disminucion de la
actividad viral fue medida mediante
el analisis de reduccion de placa
(16).

b) Tratamiento post-
inoculacion  (inhibicion de la
replicacion  viral): monocapas
confluentes de células Vero fueron
inoculadas con 100 ufp de cada
virus, y luego de 1 hora de
incubacion a 37° C en atmoésfera
hiameda y 5%CO, se agregé MM
conteniendo distintas
concentraciones de cada extracto.
La disminucién de la actividad viral
se midié utilizando el método de
captacion de RN (17).

Cria de Cx. quinquefasciatus . La
metodologia de cria siguié las pautas
generales de Gerber et al. (18). Los adultos
fueron colectados en la Ciudad de
Cérdoba, se mantuvieron en jaulas
entomoldgicas de 30 x 30 x 30 cm y fueron
alimentados con agua azucarada al 10%.
Se utilizaron codornices inmovilizadas
como fuente de sangre para las hembras.
Las larvas fueron criadas en bandejas
plasticas de 1000 ml de capacidad y
alimentadas diariamente con higado en
polvo (0.25 mg/larva/dia). Las condiciones
ambientales en el laboratorio fueron de 25
+ 2°C y fotoperiodo de 12 h luz. A partir de
las colonias se obtuvieron las larvas y
adultos hembras necesarias para cada
ensayo.

Evaluacion de actividad larvicida. Se
probaron 3 concentraciones (0.5, 0.25y 0.1
mg/ml) de cada extracto vegetal, los cuales
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se aplicaron en bandejas plasticas que
contenian 30 larvas del Il estadio en 100
ml de agua destilada. Se utiliz6 un
fotoperiodo de 12 h luz a 25 + 2 °C. Las
larvas se alimentaron diariamente con
higado en polvo (0.25 mg/larva/dia). Se
utilizaron como controles bandejas con 3
concentraciones de DMSO (0.5, 0.25, y
0.1ml/ml) y con agua solamente. Se
realizaron 5 réplicas para cada tratamiento
y se registré la mortalidad larval cada 24 h.
Para evaluar el efecto larvicida de los
extractos se realizé un ANAVA y como test
a posteriori se uso el test de Duncan (a =
5%). Para los extractos que provocaron
una mortalidad del 100% a la mayor
concentracién, se estim6 la dosis letal 50
(DLso) y la dosis letal 90 (DLgg) utilizando
una regresion Probit.

RESULTADOS

En la tabla | se muestran los resultados de
citoxicidad obtenida para cada extracto de
todas las especies vegetales, expresados
como CC50. A partir de estos valores se
calcularon las concentraciones de cada
extracto utilizado en los ensayos
antivirales, asegurando que la cantidad de
extracto utilizada no resultara téxico para la
célula huésped.

Se pudo observar que ningun extracto,
independientemente de la especie vegetal,
tuvo accion sobre VESL. VJ solo fue
inhibido cuando se utilizo el ensayo de pre-
tratamiento, con L. cuneifolia (Cloroformo
90%, Metanol 100%) ninguna de las otras
especies vegetales fue capaz de inhibir al
VJ en las condiciones metodol6gicas
empleadas. VEEV fue inhibido Unicamente
en el pretratamiento por V.thapsus (Hexano
60%). Con el post-tratamiento fue inhibido
por A. quebracho-blanco (cloroformo 50-
70%), M. mollis (cloroformo y metanol 50-
100%) y V .thapsus (metanol 70%). Sobre
HSV- | se pudo determinar que ninguna de
las 4 especies fueron capaces de inhibirlo
cuando se utiliz6 el pre-tratamiento. A.
quebracho-blanco (hexano 50-60%,
cloroformo 50-70%), M. mollis (Cloroformo
60-80%, metanol 60-100%) y V.thapsus
(hexano 60%, metanol 100%) fueron
capaces de inhibir al virus con el post-
tratamiento. Cabe destacar que los
extractos hexanicos de L. cuneifolia y M.
mollis, y metanolico de A. quebracho-
blanco no mostraron actividad sobre
ninguno de los virus ensayados.
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En referencia a la actividad pesticida A.
guebracho-blanco mostro que el mayor
efecto larvicida se obtuvo con el extracto
cloroformico 'y el hexanico a la
concentracion mas alta, ocasionando un 99
y 85 % de mortalidad respectivamente. Las
mortalidades observadas a la
concentracién de 0,25 mg/ml fueron del 73
y 57 % para ambos extractos
respectivamente. A su vez las mortalidades
registradas a la menor concentracion
fueron bajas (< 46%). ElI extracto
metandlico no mostré actividad larvicida.

L. cuneifolia mostré6 una elevada actividad
larvicida a las 3 concentraciones
empleadas del extracto cloroférmico,
siendo la mortalidad del 100% para las dos
concentraciones mas altas y del 95,33%
para 0.1 mg/ml. El extracto obtenido con
metanol present6 buena actividad solo a la
concentracion de 0,5 mg/ml, ocasionando
una mortalidad del 83,3%. Los extractos
acuosos mostraron baja actividad larvicida
con mortalidades que oscilaron entre 29,33
y 1% para las 3 concentraciones probadas.
Para M. mollis la mortalidad fue del 100%
con las concentraciones mas altas de los
extractos de hexano y cloroformo a las 24 h
de su aplicacién, en tanto que a 0,1mg/ml
fue del 43% y 38%, para ambos extractos
respectivamente. El extracto metandlico
produjo bajos porcentajes de mortalidad (8-
28%) con las tres concentraciones
empleadas.

En cuanto a V. thapsus solo se probaron el
extracto metandlico y los extractos
acuosos. La mayor actividad larvicida se
detecté con el extracto metandlico a la
mayor concentracién, registrdndose una
mortalidad del 83,33%. Los extractos
acuosos no mostraron efecto larvicida
ocasionando bajas mortalidades (<15%).
Las DLsg y DLgy estimadas para aquellos
extractos que presentaron actividad
larvicida, se detallan en la tabla Il.

DISCUSION y CONCLUSION

La OMS estima que el 80% de los
habitantes de los paises en via de
desarrollo, tienen en las plantas su principal
fuente de medicamentos siendo
indispensable su empleo en la atencion
primaria de la salud.

En el presente estudio se evaluaron
actividades bioldgicas (antiviral y pesticida)
de 4 especies vegetales pertenecientes a la
flora autéctona argentina: Larrea cuneifolia,
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Mintostachys mollis, Verbascum thapsus y
Aspidosperma  quebracho-blanco. Los
resultados obtenidos indican que estas
especies mostrarian potencial para ser
empleadas tanto como insecticidas o
antivirales.

Los estudios etnoboténicos realizados en
nuestro pais son escasos y poco se conoce
sobre las propiedades antivirales de la flora
autéctona. Sin embargo varios géneros de
plantas de nuestro pais pueden ser
seleccionados de acuerdo a su uso en la
medicina folclérica para resolver problemas
de enfermedades provocadas por virus.

En la tabla |, donde se observan los valores
de CCs, obtenidos para cada extracto de
cada especie vegetal, se puede destacar
gue Mintostachys mollis mostré ser la
planta menos toxica, en tanto que el
extracto  cloroférmico de Verbascum
thapsus fue el mas téxico con una CCsy de
8 ug/ml.

Los extractos de Larrea cuneifolia,
principalmente el cloroférmico, demostraron
poseer actividad sobre VJ cuando se utilizo
el pre-tratamiento, y esto sugiere que la
accion producida podria ser sobre alguna
etapa temprana de la relacion virus célula,
por ejemplo durante la adhesién del virus a
los receptores celulares. Estudios previos
realizados por nuestro grupo con extractos
de Larrea divaricata, especie relacionada y
con igual distribucion geografica que L
cuneifolia, demuestran actividad antiviral
contra VJ (16). Con el resto de las plantas
no observamos inhibicién sobre VJ.

Para HSV-I, excepto L. cuneifolia, todas las
plantas tuvieron algun efecto sobre este
virus, observandose que A. quebracho-
blanco, V. thapsus y M. mollis inhibieron
solamente al virus en el post-tratamiento,
sugiriendo que la actividad inhibitoria
ocurre  principalmente  sobre etapas
posteriores al ingreso del virus a la célula,
como por ejemplo en la sintesis de
proteinas virales, entre otras. No existen
antecedentes previos de esta actividad
biolégica para A. quebracho blanco, para la
cual también se detectd actividad inhibitoria
en el post-tratamiento sobre VEEV al igual
que, M. mollis y V. thapsus, de las cuales
tampoco se conocia actividad sobre este
virus.

Cabe destacar que ninguna especie
vegetal, tuvo efecto sobre el VESL

En cuanto a la actividad pesticida de las
plantas analizadas se observé que en
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lineas generales los extractos acuosos
generaron baja o nula mortalidad de larvas,
mientras que los extractos cloroférmicos y
hexanicos de todas las especies vegetales
presentaron elevada actividad larvicida
(mortalidad de larvas 280%).

Son numerosas las especies de plantas
provenientes de diferentes regiones del
mundo que presentan actividad pesticida
en culicidos (19, 20, 21, 22, 23,24). Sin
embargo, la informacion respecto a esta
actividad en plantas autéctonas de nuestro
pais es escasa. No existen estudios previos
sobre el efecto larvicida de ninguna de las
especies probadas en este trabajo. Hasta
el momento solo se ha reportado la
actividad repelente del aceite esencial de
M. mollis sobre Aedes aegypti (20). Los
resultados obtenidos en este trabajo son
particularmente interesantes ya que se
observd efecto larvicida de algunos
extractos de especies autoctonas de la
provincia de Cérdoba, resultando
potencialmente efectivos para el control de
Cx. quinquefasciatus,.

El presente estudio tiene gran importancia
ya que hemos encontrado que diferentes
especies nativas tienen capacidad para
inhibir virus de importancia médica como
VJ, VHS | y VEEV, en este sentido, los
resultados obtenidos justifican la
planificacién de trabajos futuros con el fin
de identificar los metobolitos responsables
de la actividad observada, como asi
también profundizar el estudio para evaluar
su posible uso como medicamentos
fitoterapicos.

Por otro lado no hemos encontrado plantas
con actividad contra el VESL, sin embargo
algunas de ellas presentaron actividad
larvicida contra  su vector (Cx.
quinquefasciatus) por este motivo seria
conveniente realizar estudios de campo
para confirmar los resultados obtenidos y
evaluar la factibilidad de su uso en el
control de estos mosquitos de gran
importancia sanitaria.
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P te- tratam iento

P ost Aratamierto

Eszpecie Edracos Clao (% |nhibician viral) [% Inhibicidn wrall
Wer etal Fomll W YWES  WEEYW  HSW-L W) MNES WEEW H S4
L L
Hexano 55 - - - MO MDD MWD MO
lanes Cloroform a7 Q0% ) ) MDD MDD MO MO
cune ifolia u]
Wiatans] ag 1‘5&0 " . MO WD M M
Aspidospor Hexano 11 - - - - - 20-30 % S0-B0 %
ma Claraform
quebracko- = 18 - - - - - S0-TO % S0-70%
bignco hietanal 1H B ~ 5 ~ 5 5 5
Hexano 231 - - - - - - -
Mintostachy C10OPM  ogn 5 : 50 B0-B0%
¥ u] 100%
5 mollE a0- G-
Metanal a0o - - - - - 100 100
Hexano 47 - - G0 % - - 0% G0%
Verbascum  Cloroform g . ’ _ ’ _ 204 0%
thapsus o
M etanal 36 - e 30% e - TO% 100%

Tabla |I. Tabla comparativa de citotoxicidad mediante la metodologia de captacion de Rojo Neutro y de
actividad inhibitoria (pre y post —tratamiento) de los extractos de las diferentes especies vegetales sobre:
VJ (Virus Junin), HSV-I (Herpes simple tipo 1); VESL (Virus Encefalitis San Luis), VEEV (Virus Encefalitis
Equina Venezolana).
(-): Sin Actividad (ND.): No determinado.

E stracto Botanico

M. ol

Hexano

Cloraformo
L cunefola

Cloraformo

A, quebeacho-
blapco

Cloroformo

DL g (95%CL)

0A37 (0.427-
0.149)
0AGE (0.155-
0.477)

0,062 (0.044-
0.08)

0435 (0112
0.165)

Dleg(95%CL)

0,207 (0.191-
0.228)
0,227 (0.213-
0.244)

0,130 (0.107-
0472

0,350 (0.308-
0.411)

E cuacian de
Regresian

¥=18.463x-2539

¥=20841x-3.443

¥=18814x11E6

= 6.031x0.839

Chi

cuadrada

11.656

10815

20173

20172

Tabla Il: DLsgy DLgo estimadas para los extractos que presentaron actividad larvicida.
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