“Evaluacidn in vitro de la citotoxicidad de
extractos vegetales de Marcetia taxifolia en cultivos celulares para
inhibir la proliferacion del virus del Zika”
“In vitro evaluation of the cytotoxicity of
plants extracts of Marcetia taxifolia in cell cultures to inhibit the

proliferation of the Zika virus”

v /m
,,,,,, oo leses| N
»
2= "»{- - )’1‘(‘

Graphical abstract
Inhibicion de la proliferacion del virus
del Zika por accion de extractos de

Marcetia taxifolia.




“Evaluacidn in vitro de la citotoxicidad de
extractos vegetales de Marcetia taxifolia en cultivos celulares para
inhibir la proliferacion del virus del Zika”
“In vitro evaluation of the cytotoxicity of
plants extracts of Marcetia taxifolia in cell cultures to inhibit the

proliferation of the Zika virus”

Denis Sofia Leén Colmenares' Anny Karely Rodriguez Fersaca® Monica Losada
Barragan? Felio Jesus Bello Garcia® Orlando Alfredo Torres Garcia* Ana Luisa Mufioz

Ramirez?

2 Universidad Antonio Narifio/ Facultad de Ciencias, Bogota, Colombia.
3 Universidad de La Salle/ Facultad de Ciencias Agricolas y Ganaderas, Programa de
Medicina Veterinaria, Bogota, Colombia

4 Universidad Antonio Narifio/ Facultad de Medicina Veterinaria, Bogota, Colombia.

'Universidad Antonio Narifio/ Programa de Bioquimica. Facultad de Ciencias, Bogota,

Colombia.

Resumen

La infeccion por el virus del Zika es una problematica reincidente a nivel mundial, afectando

desde mujeres embarazadas y nifios, hasta ancianos, conllevando a complicaciones, que

podrian incluso ser letales, como lo son la microcefalia que se observa en fetos y bebés

infectados por el virus durante la etapa de gestacion. Adicionalmente, otras complicaciones

observadas son las manifestaciones neurologicas, como el sindrome de Guillain-Barré, que

pueden aparecer durante la fase aguda de la infeccion o después de ella. El sindrome afecta
los nervios que controlan el movimiento de los musculos y los nervios que transmiten el
dolor, el calor y el tacto. Esto puede provocar debilidad muscular y pérdida de sensibilidad
en piernas o brazos, e incluso en el peor de los casos puede causar la muerte. Aunque las
personas de todas las edades pueden verse afectadas, es mas comun que se dé entre
adultos y hombres. A pesar de ello, no existe un tratamiento antiviral especifico para esta

infeccion, por lo tanto, el objetivo principal de este proyecto fue evaluar la citotoxicidad de
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extractos naturales de Marcetia taxifolia frente a cultivos celulares derivados de mamiferos,
para un posterior estudio de éstos frente al virus del Zika. Para ello se realizé una serie de
diluciones a cada uno de los extractos de Marcetia taxifolia, en diferentes concentraciones
(1, 10, 50, 100, 200 y 300 ug/mL) fueron puestas en interaccion con dos lineas celulares
diferentes (BHK-21 y Vero) para la posterior determinacion de su citotoxicidad. Con estos
resultados, se espera mas adelante hacer ensayos de inhibicion viral.

Ademas, se espera demostrar que es posible incluir el uso de compuestos bioactivos
extraidos de Marcetia taxifolia como potenciales productos antiinfecciosos, pudiendo ser un

método eficaz, biosostenible y eficiente en el control de este tipo de infeccion.

Abstract

Zika virus infection is a recurrent problem worldwide, affecting pregnant women and
children, to the elderly, leading to complications, which could even be lethal, such as
microcephaly observed in fetuses and babies infected by the Zika virus. virus during the
gestation stage. Additionally, other complications observed are neurological manifestations,
such as Guillain-Barré syndrome, which can appear during the acute phase of infection or
after it. The syndrome affects the nerves that control muscle movement and the nerves that
transmit pain, heat, and touch. This can lead to muscle weakness and loss of sensation in
the legs or arms, and even in the worst case it can lead to death. Although people of all ages
can be affected, it is more common in adults and men. Despite this, there is no specific
antiviral treatment for this infection, therefore, the main objective of this project was to
evaluate the cytotoxicity of plants extracts of Marcetia taxifolia against cell cultures derived
from mammals, for a subsequent study of these against the Zika virus. For this, a series of
dilutions was made to each of the Marcetia taxifolia extracts, in different concentrations (1,
10, 50, 100, 200 and 300 ug / mL) they were put in interaction with two different cell lines
(BHK-21 and Vero) for the subsequent determination of its cytotoxicity. With these results,

it is expected later to do viral inhibition tests.

In addition, it is expected to demonstrate that it is possible to include the use of bioactive
compounds extracted from Marcetia taxifolia as potential anti-infective products, which can
be an effective, biosustainable and efficient method in the control of this type of infection.

Keywords: Zika, Marcetia taxifolia, citotoxicidad, susceptibilidad viral.



Introduccion

El virus Zika pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae, el cual es transmitido
por vectores, mosquitos del género Aedes aegypti, con una alta prevalencia principalmente
en las regiones tropicales sur-Asia pacifico y América, aunque esta distribuido por casi todo
el mundo (1). En el afio 2016, la Organizacion Panamericana de la Salud — OPS expuso
que, 48 paises de las Américas informaron de mas de 530.000 casos sospechosos de la
enfermedad, de los cuales 175.063 fueron casos confirmados, igualmente, 22 paises y

territorios notificaron 2.439 casos de sindrome congénito asociado con el Zika (2).

El virus del Zika hace viremia en los humanos, por ello, mosquitos hembra, durante su
alimentacion, se infectan, tras lo cual el virus infecta el intestino del mosquito generando
posteriormente una propagacion sistémica durante un periodo de 10 dias. Después de este
periodo de incubacién, el virus se puede transmitir a otros seres humanos durante la
picadura y posterior alimentacion del mosquito (3). Después de esta picadura, el virus
ingresa a la célula diana en una interaccién mediada por la proteina E, presente en la
envoltura viral, permitiendo asi la unién a receptores especificos celulares ya posterior
fijacion y fusion final de la particula viral a la célula hospedadora. Posteriormente, mediante
la endocitosis, el virion entra en el citoplasma de las células, donde las proteinas no
estructurales permiten la replicacion del ARN viral, para que después de la expresion
proteica viral, las células sean sometidas a apoptosis y autofagia, liberando asi particulas
de virus, que luego llegan al sistema linfatico y a la sangre, desde donde el virus se

dispersa, produciendo las manifestaciones clinicas (4).

La sintomatologia generalmente aparece luego de un periodo de incubacion de 3 a 14 dias,
y similar a lo ocurrido en otras infecciones por arbovirus, estas son: erupciones cutaneas,
fiebre, conjuntivitis, mialgia, malestar general y cefalea, los cuales se mantienen entre 4 y
7 dias (5)(6). A pesar de que es poco comun, la infeccién también puede provocar un

compromiso articular, sin embargo, este compromiso tiende a ser leve.

Por otro, lado también se han descrito manifestaciones neurolégicas como complicacion de
la infeccidn, las cuales pueden aparecer durante la fase aguda de la infeccion o después

de esta (7). Unos ejemplos muy claros de los dafios al sistema nervioso son: el sindrome
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de Guillan-Barré, una complicacion neurologica frecuente que afecta el movimiento
muscular, asi como los nervios que transmiten el dolor, el calor y el tacto. Esto puede
provocar debilidad muscular y pérdida de sensibilidad en piernas o brazos, y en el peor de
los casos, la muerte (8). Hacia el 2016, el Ministerio de Salud vinculé el Zika como
responsable de 3 muertes de personas con Guillain-Barré, que en una pequeia proporcion
de los casos se puede presentar como alguna de sus variantes, sindrome de Miller-Fisher
u otras mononeuritis craneales (9). Otras complicaciones neurologicas asociadas a la
infeccién por Zika incluyen encefalitis, meningoencefalitis, cerebelitis, encefalomielitis
aguda diseminada, mielitis y alteraciones aisladas de los nervios craneales, como neuritis

optica (10), condiciones todas ellas discapacitantes para quien las padece.

Adicionalmente, si al momento de producirse la infeccion la hospedera se encuentra en
estado de embarazo, pueden presentarse varios inconvenientes, uno de estos es la
microcefalia, que presentd una incidencia a nivel mundial de 1,3 a 150 / 100.000 neonatos
en el afio 2017 (11). En Colombia, el promedio historico anual de casos de microcefalia es
de 140, dato tomado entre los afios 2010 a 2015, lo que representa alrededor de 3 casos
identificados semanalmente (12).

Si se revisa la epidemiologia a nivel nacional, se puede evidenciar que en el afio 2020 aun
se siguen notificando casos. Hasta la semana 17 se informo acerca de 111 casos de
enfermedad por el virus del Zika, de los cuales, el 67,6% (75) de los casos proceden de:
Cali (19), Tolima (16), Cundinamarca (13), Antioquia (8), Caqueta (7), Santander (6) y Valle
del Cauca (6). En cuanto a los grupos susceptibles (ancianos, nifios, embarazadas) se han
notificado 11 casos (9,9%) en gestantes, 16 (14,4%) en menores de 1 afo y uno mayor de
65 anos (0,9%) (13).

Un factor determinante en la circulacion y mantenimiento del virus es la relacién vector -
vertebrado, lo que favorece la propagacion incontrolada de este agente infeccioso a través
de amplias regiones a nivel mundial. Tres factores han tenido impacto esta propagacion: el
primero es la desmedida proliferacion de la poblacion de su principal vector, mosquitos de
la especie Aedes aegypti. El segundo factor es la cantidad de reservorios del mosquito
existentes y el tercero, la facilidad del vector para transferir este Flavivirus, haciendo que
sea baja la probabilidad de su erradicacion. Otros factores implicados en el exacerbado

aumento de la circulacion del virus son: ambientales, tales como el calentamiento global;
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sociales, tales como el crecimiento poblacional, la colonizacion desmedida y la pobreza

extrema lo cual esta implicito en la incidencia de propagacion del virus (14).

Pese a la alta incidencia de presentacion de esta infeccion y a sus severas y frecuentes
complicaciones, hasta el momento no existe ningun tratamiento especifico para su control.
Por ello el uso de extractos vegetales es una herramienta viable para el desarrollo de un

tratamiento antiviral.

Basados en las practicas médicas tradicionales, creencias y conocimientos de la cultura
indigena, se ha informado acerca de la actividad antiviral de los productos naturales
fundamentados en el conocimiento, experiencia y practicas, tratando infecciones y
diferentes enfermedades en animales y humanos, por ello tienden a convertirse en la
materia prima del desarrollo de medicamentos, por ello Igunos paises asiaticos y africanos
emplean la medicina natural como su herramienta de atencion primaria en salud debido a

la economia, tradicion y restriccion geografica. (15).

Extractos vegetales de diferentes plantas se han venido empleando desde hace afios en
diferentes usos medicinales, por ejemplo extractos de Marcetia taxifolia se ha usado como
antiinflamatorio (16), extractos de las raices de Scutellaria baicalensis han sido
ampliamente utilizados en el tratamiento de inflamacion, cancer, enfermedades infecciosas,
hipercolesteremia e hipertensién (17). También esta el extracto natural de houttuynia
cordata que contiene propiedades anti-virulentas, no es téxico (18), y posee propiedades
inhibitorias prometedoras, en la proliferacion del virus del dengue, fundamentalmente contra
virus envueltos, que son de gran importancia e impacto clinico. Para apoyar estas
observaciones se ha demostrado que la fraccion de acetato de etilo (EA) de houttuynia
cordata es eficaz en la inhibicién de la infectividad de virus envueltos tales como el virus del
dengue (19).

De igual manera existen varios estudios que apoyan el uso de extractos naturales como
antivirales especificos con compuestos importantes, fundamentalmente gracias a
compuestos como polifenoles y flavonoides. Las hojas del té verde contiene grandes
cantidades de un polifenol llamado galato de epigalocatequina, el cual ha demostrado tener

actividad antiviral, inhibiendo la entrada del virus en la célula huésped (20). La Lippia alba

r.y
1]



es una planta aromatica, con la cual se realizaron estudios para determinar si presenta
actividad antiviral frente a células de insectos C6/36 y mamiferos Vero-E6, para establecer
ello, utilizaron los aceites esenciales obtenidos de la totalidad de la planta a
concentraciones desde 5.22 ug/ml hasta 400.8 pg/ml y finalmente, se determin6 que a una
concentraciéon de 13.36 ug/ml presentan una actividad antiviral 6ptima contra virus Zika
(21). Por ultimo, la Ocimum basilicum o comunmente conocida como albahaca es una
hierba utilizada en varios paises en sus comidas diarias, los autores P.Singh et al, utilizaron
su extracto a diferentes diluciones, 1:16, 1:32, 1:64, 1: 128, 1: 256 y 1: 512 sobre células
Vero EG, para demostrar su potencial antiviral, y segun los resultados pudieron concluir que
el extracto si inhibe la proliferacion del virus en este tipo de células, finalmente, esta
inhibicién varia del 13 al 97% dependiendo de la dilucion de extracto que se emplee, siendo
la dilucién 1:16 la que mas porcentaje de inhibicion mostrd, una reduccion del 97% en la

infectividad del virus (22).

Lo que tienen en comun todas estas plantas, es la presencia de ciertos metabolitos
secundarios, llamados polifenoles y flavonoides, los cuales ya han sido reportados como
potenciales antivirales, por ello se puede afirmar que la estrategia terapéutica antiviral

partiendo de extractos vegetales es viable y sostenible econdmicamente.

Como se menciond, hasta el momento no existe, ni se ha aceptado formalmente un
tratamiento antiviral especifico para la infecciéon producida por el virus del Zika. Lo cual
representa la problematica mas grande, teniendo en cuenta la morbilidad que se ha
presentado en los ultimos anos, por ello este trabajo de grado busca realizar estudios para
determinar la capacidad antiinfecciosa de extractos vegetales de Marcetia taxifolia, ya que
se ha reportado que tiene compuestos con potencial antiviral, como lo son los flavonoides
y los polifenoles, y que ademas han presentado tener una actividad medicinal importante
desde hace varias décadas demostrada, sin embargo, no se ha profundizado ningun

estudio en ninguno de los extractos de dicha planta.

En respuesta se plantea el objetivo de investigar cual es el nivel de citotoxicidad de
extractos de Marcetia taxifolia frente cultivos celulares derivados de mamiferos, para un

posterior estudio de estos frente al virus del Zika.



1. Materiales y Métodos

Para establecer la determinacion de la citotoxicidad de extractos de Marcetia taxifolia en las
lineas celulares BHK-21 y Vero primero se establecio la densidad celular optima de BHK-
21 y Vero.

Obtencion de los extractos: Los extractos fueron obtenidos de la planta Marcetia taxifolia,
colectada en el Amazonas Venezolano y suministrados por los Doctores Suarez y Rangel
del Instituto Venezolano de investigaciones cientificas (IVIC), co-investigadores de este
proyecto. La planta recolectada se sec6 a temperatura ambiente (25°C) por dos semanas.
Se tomdé el tallo para ser molido y sometido a extraccién por maceracion secuencial con
metanol (MeOH) y acetato de etilo (ETOAe). Se obtuvieron dos fracciones que se
purificaron por cromatografia de columna con silice gel empleando como eluyente CHCL 3
obteniendo los compuestos: 5-Hydroxy-3,6,7,8,3',4’- hexamethoxyflavona (HEX) vy
mirecetina 3-(6-rhamnosylgalactosida) (MRG)

Lineas celulares: Para la infeccion viral, se emplearan las lineas celulares, BHK-21 (Baby
Hamster Kidney-21, por sus siglas en ingles) y Vero (fibroblastos de riidn de mono verde
Africano), (4). Las dos lineas celulares se mantuvieron en medio esencial minimo
modificado (MEM), suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% e incubadas a una

temperatura de 37°C con atmosfera de CO: al 5%.

La linea celular BHK-21 fue elegida debido a que esta linea posee un rapido crecimiento,
pases ilimitados y alta eficiencia de plaqueo, ademas se considera que esta linea celular

es un excelente substrato para la produccién de varios virus (4).

Por otro lado, la linea celular Vero fue elegida por su susceptibilidad a un amplio rango de
virus, siendo empleada para la fabricacion de vacunas (23). Asi mismo, se ha reportado

que este sustrato es apropiado para el aislamiento y la replicacion productiva de virus (24).

Determinacién de la densidad celular: El ensayo de MTT (3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl])-
2, 5-diphenyl-tetrazolium bromide) se usa para determinar una cantidad de células viables
en estudios de proliferacion, citotoxicidad y otros. Este ensayo se basa en la conversion
celular de la sal tetrazaolium en un formazan, el cual es un producto de facil deteccion

utilizando un lector de placas de 96 pocillos.



La curva de proliferacién de cada una de las lineas celulares se obtuvo mediante este
método, para ello se llevd control de la absorbancia de cada linea celular a las 24, 48, 72 y
96 horas, después de ser sembradas a diferentes concentraciones (desde 15.000 hasta
60.000 células/pozo) cada una por triplicado, finalmente, para la seleccion de la densidad
optima se tuvo en cuenta la concentracion a la cual las células mostraran un mejor
comportamiento, donde se evitara la inhibicién por contacto que suele ser un problema en

todos los ensayos(25).

Por otra parte, se realizé un ensayo con azul de tripan para la determinacion de la viabilidad
celular e integridad de la membrana, el cual consistio en tefiir las células con azul de tripan
y luego hacer un conteo en la camara de Neubauer, para determinar que células se tifieron
(células no viables y con poca integridad en la membrana) y cuales permanecieron intactas
(células viables y con buena integridad) los datos obtenidos también fueron por triplicado
(26).

Determinacion de la Citotoxicidad: Los extractos fueron obtenidos de la planta Marcetia
taxifolia, colectada en el Amazonas Venezolano y suministrados por los Doctores Suarez y
Rangel del Instituto Venezolano de investigaciones cientificas (IVIC), co-investigadores de
este proyecto. La planta recolectada se secd a temperatura ambiente (25°C) por dos
semanas. Se tomoé el tallo para ser molido y sometido a extraccion por maceracion
secuencial con metanol (MeOH) y acetato de etilo (ETOAe). Se obtuvieron dos fracciones
que se purificaron por cromatografia de columna con silice gel empleando como eluyente
CHCL 3 obteniendo los compuestos: 5-Hydroxy-3,6,7,8,3’,4’- hexamethoxyflavona (HEX) y
mirecetina 3-(6-rhamnosylgalactosida) (MRG). Ya en la UAN, para los ensayos de
citotoxicidad cada extracto fue disuelto en dimetil sulfoxido (DMSO) a las concentraciones
de 1, 10, 50, 100, 200 y 300 ug/MI, teniendo en cuenta que la concentracion de DMSO no

fuera superior al 1%.

Se manejaron células al 90% de confluencia, las cuales fueron tripsinizadas, contadas en
camara de Neubauer, y luego transferidas a placas de microtitulacion de 96 pozos para
determinar la citotoxicidad de los diferentes compuestos purificados. Para ello se usé la
metodologia descrita por Mosmann, la cual se fundamenta en la reduccion del compuestos
MTT (3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl])-2, 5-diphenyl-tetrazolium bromide) (27). Para estos
ensayos la densidad celular que fue determinada fue de 30.000 células/pozo, segun los

resultados de la curva de proliferacion, lo que concedié una senal de densidad optica no
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saturada del MTT. La citotoxicidad fue estimada después de un periodo de incubacion de
24 h, luego las células fueron tratadas por periodos de 24 h y 48 h con cada uno de los
extractos a diferentes concentraciones (1, 10, 50, 100, 200 y 300 ug/mL). El efecto de los
extractos a las 24 y 48h de incubacion se detectd mediante el ensayo colorimétrico, en el
cual se agregaron 10 pL de una solucién de 5 mg/mL de MTT (Sigma) a cada uno de los
pozos y se incubd a 37 °C durante 4 h. Posteriormente el medio fue eliminado y el formazan
generado por la actividad de la deshidrogenasa en las células, fue disuelto en detergente
(100 pL/pozo). La cantidad de MTT-formazan, que es directamente proporcional al numero
de células vivas, se determin6é midiendo la absorbancia (DO) en un lector de micro placas
de ELISA a 570 nm, empleando 620 nm como referencia (28). Una vez se obtuvieron los
datos de las absorbancias por triplicado se hallé el porcentaje de supervivencia mediante
la ecuacion 1y con ello, finalmente se determiné la concentracion citotoxica media (CCso),

realizando un analisis mediante el software GraphPad Prism 8 (29)(30).

_ . Xabstratamiento
% sup ervivencia = *100 Ecuacién 1.

Xabs.ctrl

Donde Xabs. Tratamiento hace referencia al promedio de la absorbancia del tratamiento
con el extracto. Y Xabs. Ctrl es el promedio de la absorbancia del control positivo, en este
caso DMSO.

2. Resultados y Discusion
Proliferacion celular por MTT de BHK-21 y Vero

Se utilizaron dos métodos diferentes para medir la proliferacion de ambas lineas celulares,
MTT y azul de tripan. Con MTT se manejaron diferentes concentraciones (60.000, 45.000,
30.000,15.000 células/pozo) y se midioé su absorbancia a las 24, 48, 72 y 96 horas. Cada

ensayo se realizo por triplicado.

Se determind que la concentracion de 30.000 células/pozo fue la que demostré tener un
mejor comportamiento en ambas lineas celulares, debido a que para hacer los ensayos de
citotoxicidad las células deben tener el 70% de confluencia, por lo tanto, a esta

concentracion muestra una confluencia adecuada, después de las 16 horas de adsorcion.
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Figura 1. Curva de proliferacion linea celular BHK-21 determinada segun el método MTT.
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Figura 2. Curva de proliferacion linea celular Vero determinada segun el método MTT.
Proliferacion celular por azul de tripan

Se realizdé un ensayo de tincion con azul de tripan para determinar la proliferacion celular

por otro método. A partir de diferentes concentraciones celulares de BHK-21 (5.000, 10.000,

15.000, 20.000, 25.000, 30.000, 35.000, 40.000 células/mL) se cuantificé la cantidad de

células vivas (segun el fundamento de esta técnica las células muertas tienen una

membrana desestabilizada, por tanto, permitiran el ingreso del colorante, obteniéndose
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como resultado células tefiidas de color azul). El conteo celular se realiz6 en camara de

Neubauer, y para calcular el porcentaje de células vivas se empled la ecuacion 2:

numerototalcelulasvivas . r
*100 ecuacion 2.

Ycelulas.vivas =
numerototaldecelulas

Para obtener estos datos se manejaron los ensayos por triplicado y estos se

promediaron.Tabla 1. Porcentajes de viabilidad celular de BHK-21 correspondientes a cada

concentracion.
Concentracioén 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Células/mL
5.000 66,67% 46,15% 36,36% 33,33%
10.000 86,27% 73,33% 67,33% 46,77%
15.000 92,54% 68,71% 5,88% 4,17%
20.000 71,88% 64,29% 81,67% 61,36%
25.000 86,67% 60,61% 59,46% 57,93%
30.000 78,26% 70,97% 67,72% 26,92%
35.000 71,43% 69,90% 53,33% 59,49%
40.000 60% 70,37% 50% 53,85%

Finalmente, lo que se pudo observar en este ensayo es que a medida que el tiempo va
pasando va sucediendo un evento llamado inhibicion de la division celular por contacto,
inicialmente las células se multiplican hasta cubrir la superficie del flask (recipiente de
cultivo), formando una monocapa, sin embargo, como consecuencia del contacto entre las
células se detiene temporalmente su proliferacién, y debido al paso del tiempo las células
presentes en la monocapa se empiezan a desprender, indicando muerte celular (31). Razén
por la cual este ensayo unicamente se realizé en BHK-21, ya que vero es una linea celular
que no muestra inhibicion por contacto. Sin embargo, este ensayo unicamente esta
demostrando la integridad de la membrana, mientras que el ensayo de MTT se fundamenta
mas en el metabolismo celular, por esta razén son mas confiables sus datos, para observar

proliferacion y muerte celular.
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Citotoxicidad de los extractos seleccionados de Marcetia taxifolia

Con la concentracion celular determinada por los ensayos de proliferacion de ambas lineas
celulares: BHK-21 y Vero, se realizé la siembra de las placas, para evaluar el impacto de
los compuestos aislados de Marcetia taxifolia, sobre la viabilidad de las células, mediante
la técnica cuantitativa MTT, los resulatdos pueden observarse en la tabla 2, donde se
muestra la concentracion citotoxica que causa el 50% de muerte celular (CCso) hallada

mediante graphpad prism 8.

Tabla 2. Concentraciones citotoxicas medias correspondientes a cada extracto a las 24 y

48 horas, respectivamente.

Dosis CC50 (ng/mL) 24h post tratamiento
ETOac MeOH MRG HEX
Vero
217,80 £ 20,47 254,00 £ 3,78 57,30 £ 5,25 83,61+ 1,64
BHK-21
231,14 + 35,27 215,39 + 19,08 205,68 + 40,63 87,72 + 22,61
Dosis CC50 (ng/mL) 48h post tratamiento
ETOac MeOH MRG HEX
Vero
74,84 £ 1,38 29,73 £ 3,97 38,25+ 2,12 56,20 + 56,20
BHK-21
227,68 + 7,68 - 141,69 £ 16,06 44,930 £ 0,79

Alli se puede observar que los extractos que presentan una mayor CCso son ETOac y
MeOH, esto indica que ambos extractos requieren de una mayor concentracion para matar
a la mitad de las células a comparacion de los otros dos, asi mismo, esto nos lleva a la
conclusion de que los extractos que presentan una menor citotoxicidad son ETOac y MeOH,
y que los que presentan una mayor citotoxicidad y por ende requieren una menor
concentracion para matar a la mitad de las células son MRG y HEX, esta afirmacion se

puede apoyar con la figura 4, donde se puede ver claramente las graficas de % de
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supervivencia frente a la concentracion de cada extracto y se logra percibir una tendencia
de que a mayor concentracion de los extractos habra un menor % de supervivencia.
Ademas, se muestra como decrece el numero de células en los pozos que contienen los
compuestos a las 48 horas a diferencia de los pozos de 24 horas, este fendbmeno se
presenta debido a que los extractos si presentan una alta citotoxicidad, y a mayor tiempo

que se da la interaccion mayor sera la muerte celular.

Figura 4. Citotoxicidad de los cuatro extractos en dos lineas celulares diferentes a las 24 y
48 horas, respectivamente.

Cltatoxlcﬁdad de extractos de Mar:gﬁa raxi!r?lla sobre Citotoxicidad de extractos de
150 células BHK-21 tras 24h de interaccion Marcetia taxifolia sobre células BHK-21 tras 48h de interaccion
con las diferentes concentraciones de cada extracto con las diferentes concentraciones de cada extracto

250+

1 ug/mL
o 1 ug/mL # 1 ugm
© 200 B 10 ug/mL
S 100 4 10 ug/mL =
3 g = 50 ug/mL
m [
@ 50 Ko 5100 £ 200 pgimL
= B 200 pg/mL R ES 300 pg/mL
B 300 pg/mL 50
0 : 1 o8 B ]
MeOH ETOac HEX MRG MeOH ETOac HEX MRG
[C] ug/mi [C] ug/mL
Citotoxicidad de extractos de Marcetia taxifolia Citotoxicidad de extractos de Marcetia taxifolia
sobre células Vero tras 24h de interaccién 150 sabre células Vero tras 48h de interaccion
150 con las diferentes concentraciones de cada extracto con las diferentes concentraciones de cada B /mL

B ug/mL extracto Hg
) W 10ugm. g & 10 pg/ml
£ 100 Esougml 5 100 B 50 pg/mL
2 2
g [0 100 ug/mL g [ 100 pgimL
[=} o
3 200 ug/mL
2 50 & 9 5’3 50 f4 200 pgimL

B 300ug/mL = B 300 pgmL

0 ‘ 2 o2&
MeOH ETAOe HEX MRG
[C] ug/mL [C] ug/mL

Discusion de resultados

El virus del Zika produce una infeccidén que se transmite por picaduras de mosquito a nivel
mundial y con alta prevalencia en las zonas tropicales de Ameérica latina. Su
comportamiento epidemiolégico no ha cesado aun, ya que desde el 2015 hasta el dia de
hoy se siguen presentando casos de infeccion y notificacion de complicaciones. Con base

en lo anterior, se ha demostrado la importancia de la evaluacion de compuestos que puedan
14



tener efectividad contra la infeccion por el virus del Zika, linea en la que este trabajo de
investigacion ha incursionado, enfocado en compuestos derivados de la planta Marcetia
taxifolia. Esta planta ha sido empleada en otras aplicaciones en el campo de la salud como
antiinflamatorio y por tener capacidad anti infecciosa contra el virus HIV, es por ello, que
como grupo de investigacion se seleccionaron extractos de esta planta para realizar esta
investigacion..

En este estudio se determind que en la linea celular Vero, 30.000 células/mL es la cantidad
ideal para inocular en ensayos de citotoxicidad al igual que lo encontrado en el articulo del
grupo de investigacion de la Universidad Cooperativa de Colombia (32).

A diferencia de lo reportado en estudios previos sobre BHK-21, donde encuentran que la
concentracién optima para sembrar en ensayos de citotoxicidad es de 100.000 células/mL,
como lo reporté Grace Ruiz Pinell, et al (33). En este estudio se determind que con 30.000
células/mL se obtuvo la confluencia del 70%, necesaria para efectuar los ensayos de
citotoxicidad.

Por otra parte, Ocazionez, et al (34), evidencian que las concentraciones de extractos
vegetales que muestran una CCso estan dentro del rango de concentraciones = 100 pg/mL,
la CCsoseleccionadas para los estudios posteriores con el virus Zika, en este trabajo estan
por debajo de este rango, sugiriendo un mayor aprovechamiento del recurso y una mayor
efectividad de las fracciones seleccionadas .

Por ultimo, Marcetia taxifolia podria ser un gran candidato a anti-Zika porque esta
compuesto por flavonoides, y como lo demuestran Sanchez et al (35) y Frohner, et al (36)

este compuesto ha mostrado actividad anti-arbovirus.

Para el desarrollo de este trabajo se tuvo muchas limitaciones a la hora de completar el
estudio, debido a las politicas de distanciamiento social establecidas a nivel mundial y local,
lo cual obligo la detencion de los ensayos, por dicha razon, en este trabajo de grado
unicamente se presenta hasta la determinacién de la concentracion citotoxica media de
cada uno de los extractos evaluados. Y se deja abierto para una continuacion del mismo,

utilizando los resultados obtenidos.

3. Conclusion

Se determind que para los ensayos que se querian realizar la concentracion 6ptima para
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las lineas celulares a emplear fue de 30.000 células/pozo, ya que a esta concentracion la
confluencia sera adecuada (70%) para continuar con los ensayos de citotoxicidad.

Por otra parte, se analizaron los 4 extractos y se logré determinar la concentracion citotéxica
media CCso de cada uno de estos, demostrando que los diferentes extractos exhiben una
actividad distinta en cada una de las lineas celulares, ademas se determiné que los
extractos que demuestran ser los mejores postulados son las fracciones HEX y MRG ya

que la CCso demuestra ser eficaz y eficiente.
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