-~ 10
o B
A=
'S
g—d
=

| S

(=)

[

o0 @ Farmaco




« o @ Farmacognosia /
Farmacologia

Presentaciones Orales



SILAE ¥l (osta Rica 2013 = 5 [ = SILAE XX Costa Rica 2013 »

Ny o
b n . - .
e —iihi—

e | : e

1-":. 3 =_;,l-—-5!'H'|| '\-_

ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIAY EFECTO SOBRE
EL CICLO CELULAR DE LAS LACTONAS SESQUITERPENICAS

Dr. Alfonso J. Garcia Pineres

alfonso.garciapineres@ucr.ac.cr

Las lactonas sesquiterpénicas son los constituyentes activos de muchas plantas medicinales de la familia
Asteraceae. Preparados de estas plantas se utilizan en la medicina tradicional en el tratamiento de varios
desordenes inflamatorios. Un ejemplo destacado es la planta europea Arnica montana, cuyas flores se utilizan
para la preparacion de tinturas alcohdlicas. Estos preparados estan indicados para uso externo en el tratamiento
de hematomas, dislocaciones, torceduras, edema asociado a quebraduras y otros. Tanacetum parthenium es otra
planta conocida, cuyo metabolito secundario principal es el germacrandlido partendlido. A los preparados de
esta planta se le atribuyen efectos beneficiosos en el tratamiento de la migrafia y artritis.

La actividad anti-inflamatoria de los extractos de plantas, asi como las lactonas sesquiterpénicas que los componen
ha sido corroborada utilizando diferentes ensayos. Varios estudios han establecido que una de las principales
dianas moleculares inhibidas por las lactonas sesquiterpénicas son factores de transcripcion como NF-kB, NF-
AT o AP-1. Estos factores de transcripcion desempefian un papel central en el control de la expresién de genes
proinflamatorios e inmunes. Los metabolitos secundarios principalmente responsables de estos efectos son
lactonas sesquiterpénicas del tipo 10a-metilpseudoguaianélido como la helenalina, 11a,13 dihidrohelenalina y
sus derivados éster.

Estudios sobre el mecanismo molecular de la actividad anti-inflamatoria de las lactonas sesquiterpénicas se ha
enfocado en el factor de transcripcién NF-kB. Este factor de transcripcién juega un papel central en la regulacion
de procesos inflamatorios al controlar la expresiéon de muchos mediadores y efectores de la inflamacién. Las
lactonas sesquiterpénicas poseen estructuras carbonilicas a,B-insaturadas. Estos grupos funcionales tienen la
capacidad de reaccionar con nucledfilos, especialmente con el grupo sulfhidrilo de la cisteina, en una reaccién
de adicién conjugada. Utilizando las lactonas sesquiterpénicas helenalina y partenélido como un modelo, se
ha logrado establecer que estos compuestos inhiben directamente NF-kB al alquilarlo en su subunidad pé5. La
observacién de que las lactonas sesquiterpénicas inhiben directamente la ligacion al ADN de NF-kB enfatiza su
potencial como un compuesto modelo para el disefio de nuevas drogas anti-inflamatorias.

La busqueda de nuevas productos naturales con actividad inhibidora de NF-kB requiere realizar el ensayo de la
actividad de este factor de transcripcion en presencia de diferentes concentraciones de la sustancia o de mezclas
de compuestos. La actividad del factor de transcripcién NF-kB se ha determinado directamente utilizando el
ensayo de corrimiento de la movilidad electroforética (EMSA, por las siglas en inglés de Electrophoretic mobility
shift assay). Se han utilizado otros métodos para determinar la actividad, sin embargo, estos son en su mayoria
costosos y experimentalmente elaborados. Por esta razén, en este trabajo se buscé utilizar la medicion de la
actividad de la enzima sintasa inducible de éxido nitrico (iNOS, por las siglas en inglés de inducible nitric oxide
synthase), un producto génico que es regulado por NF-kB.

Adicionalmente, se estudié el efecto de concentraciones sub-toxicas de diferentes lactonas sesquiterpénicas
sobre el ciclo celular.
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ACTIVIDAD ANTIMICOBACTERIANA'Y ANTI-VIH-1 DE
ESPECIES DE CLUSIACEAE Y JULIANACEAE DE MEXICO

Gdmez-Cansino Rocio’, Espitia-Pinzén Clara 12, Guzman-Gutiérrez Silvia L', Campos-Lara Maria G?,
Reyes-Chilpa Ricardo™

1. Instituto de Quimica, Universidad Nacional Autébnoma de México. DF, México. *chilpa@unam.mx
2. Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México. DF, México.
3. Instituto Mexicano del Seguro Social, México.

INTRODUCCION

La reaparicién de la tuberculosis relacionada con el VIH-SIDA, plantea la necesidad de contar con nuevos
compuestos que disminuyan los riesgos y contraindicaciones de las actuales terapias y coadyuven al combate
de cepas resistentes a los farmacos convencionales'?. En la medicina popular de México se ha empleado
Amphyterigium adstringens (Julianaceae) para el tratamiento de la tuberculosis®, mientras que algunas especies
de Clusiaceae son conocidas por sintetizar compuestos anti-VIH**. En este trabajo se exploré el posible potencial
dual TB/RT-VIH de extractos y compuestos obtenidos de ambas familias.

METODOLOGIA

Se colectaron 5 especies de cada familia y se prepararon 19 extractos de diclorometano-metanol 1:1 (14 Julianaceae,
5 Clusiaceae). La actividad anti-micobacteriana fue evaluada utilizando el ensayo de microdilucion en azul de
alamar (cepa H37Rv de M. tuberculosis). La inhibicién de la enzima reversa transcriptasa (RT-VIH-1) se determiné
con un kit inmunocolorimetrico (Lenty RT Cavidi Tech). En ambos modelos, el ensayo inicial se realizd a 50 pg/ml,
posteriormente se calcularon las concentraciones inhibitorias medias (CI50) en el rango 3.125-200 pg/ml.

RESULTADOS Y DISCUSION

La mejor actividad anti-micobacteriana la presenté el extracto de Amphipteryngium simplicifolium, al inhibir
90.56% el crecimiento de la cepa H37Rv, mientras que la mejor actividad inhibitoria de la RT-VIH-1 |a present el
extracto de Calophyllum brasiliense con 67.69%. El extracto de A. simplicifolium no fue téxico en ratones machos
ICR (5 g/kg, p.o.). Este extracto se sometié a cromatografia en columna, las fracciones obtenidas se evaluaron
en los modelos previamente mencionados. La inhibicién de la cepa H37Rv fue mayor con fracciones de menor
polaridad (Hexano-AcOEt 75:25, 50:50 y 25:75), mientras que las fracciones de mayor polaridad (AcOEt-MeOH
1:1,25:75,0:100) inhibieron la RT del VIH-1. De la fraccién de hexano-AcOEt 25:75 se aisl6 el acido instipolinacico
(= shinol); su estructura se determiné por THRMN, 13CRMN, UV, IR y difraccién de rayos x.

CONCLUSIONES

Las cinco especies de Julianaceae mostraron alta actividad anti-TB, por tanto son un recurso natural muy
importante para la blsqueda de compuestos activos. El extracto de la corteza de A. simplicifolium presenta
compuestos con actividad dual: anti-TB y anti-RT-VIH 1.

En el caso de las Clusiaceae, el extracto de C. brasiliense fue el mas activo sobre la TR VIH-1y M. tuberculosis. Los
compuesto activos posiblemente son los calandlidos Ay B, compuestos presentes en dicha especie®, conocidos
por presentar dichas propiedades®.
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PRESENCIA DE COMPONENTES CON ACTIVIDAD INHIBITORIA
DE PLASMINA EN EL EXTRACTO ACUOSO FLORAL DE
Brownea macrophylla (ROSA DE MONTANA)

Brazén Josmary, Pereira Betzabeth

Laboratorio de Neurofarmacologia Celular, Centro de Biofisica y Bioquimica. Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas. Caracas, Venezuela; jmbrazon@gmail.com; jbrazon@ivic.gob.ve

INTRODUCCION

En Venezuela, las flores de Brownea macrophylla son usadas como remedio casero para detener hemorragias como
la producida en mujeres que presentan abundante sangrado menstrual en intensidad y/o duracién (menorragia).
Este trastorno tiene diversas causas y una de estas es el exceso de activadores del sistema fibrinolitico siendo
el tratamiento utilizado inhibidores comerciales de plasmina (PIn) como el acido tranexédmico y la aprotinina.
Hasta la fecha no habia ningln reporte cientifico que confirmara el efecto de las flores de esta planta sobre
la menorragia. Por tal razén, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del extracto acuoso floral de
B. macrophylla sobre la actividad de la PIn.

METODOLOGIA Y RESULTADOS

Las flores (160 g) fueron colocadas en agua bidestilada a 55 °C por dos horas. Luego, se homogenizaron, se
centrifugaron 27500 g durante 30 min a 4 °C, el sobrenadante fue liofilizado, denominado extracto acuoso y fue
refrigerado hasta su uso. La inhibicién de la PIn (0,06 pg/pL) por diferentes concentraciones de extracto acuoso
(1,2,5,5,10, 18,5; 30; 40 pg/pL) se estudid por el método amidolitico usando el substrato cromogénico S-2251
(1,17 mM) o por placas de fibrinas ricas en plasminégeno. Los resultados demostraron que el extracto acuoso a
1 pg/plL inhibe la actividad amidolitica de la Pln (0,06 pg/pL) en 68 %, siendo este efecto dosis-dependiente.
Ademas, el extracto acuoso a concentraciones mayores que 2,5 pg/pL inhibié totalmente la actividad de la Pln
(0,06 pg/uL) sobre placas de fibrina. Con el fin de purificar el componente anti-Pln, se fraccioné el extracto acuoso
en una columna de exclusién molecular PP300 por cromatografia liquida de alta resolucién. Se colectaron siete
fracciones (P1-P7) de las cuales dos fracciones Pé y P7 inhibieron la Pln siendo P7 la fraccion mas activa, la cual
inhibié en 79 % la actividad de PIn. Cuando esta fraccion fue separada sobre una columna C18 de fase reversa,
la fraccién activa P7-V (1 pug/pL) abolié en méas de 94% la actividad de la PIn usando el método amidolitico o
de placa de fibrina. P7-V fue recromatografiada sobre la C18 y la actividad antiplasmina fue observada en las
fracciones P7-V-f y P7-V-g. La actividad anti-PIn del extracto y sus fracciones fue comparada con el inhibidor
aprotinina (1 pg/pL), observando que P7-V exhibe una actividad anti-Pln similar a este inhibidor.

CONCLUSIONES

En este trabajo se comprobd que el extracto de B. macrophylla contiene componentes que inhiben la PIn los
cuales podrian actuar como antihemorragicos disminuyendo la degradacién prematura del codgulo de fibrina.

FINANCIAMIENTO
Trabajo financiado por IVIC y Proyecto PEII N° 2012001444.
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INDUCIENDO MUERTE CELULAR EN CANCER POR COMPUESTOS
NATURALES CONTRA LISOSOMAS: ARTESUNATO

Rodrigo Mora

Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales, Universidad de Costa Rica y Centro Aleman de Investigacién en
Céncer, Universidad de Heidelberg, Alemania.

El cancer es un conjunto de enfermedades extremadamente complejas con opciones de tratamiento limitadas
debido a resistencia, por lo que la blusqueda de nuevos compuestos contra blancos especificos de la células
cancerigena tiene una gran relevancia para sobrepasar esta resistencia y reducir la toxicidad del tratamiento del
cancer. Entre los blancos especificos sugeridos contra el cancer se encuentran los lisosomas ya que su funcién
y recambio se encuentran altamente incrementados en cancer (1) y estas alteraciones del trafico lisosomal y la
sobreexpresion de proteasas lisosomales se han asociado con invasion tumoral y metastasis (2). Estas alteraciones
representan, sin embargo, un “talén de aquiles” para las céluals de cancer ya que las sensitizan a vias de muerte
que involucren al lisosoma. El agente antimalérico Artesunato activa la muerte celular programada en células de
cancer de una manera dependiente de la presencia de hierro y la generacién de especies reactivas del oxigeno
(3-5). En el parasito de malaria, la citotoxicidad del artesunato se deriva de las interacciones con el hierro derivado
del grupo heme dentro de la vacuola digestiva (6). El compartimento digestivo analogo en las células animales,
el lisosoma, también contiene altos niveles de hiero con actividad redox y puede, en respuesta a estimulos
especificos, iniciar una apoptosis por la via mitocondrial (7,8). Por lo tanto, nosotros investigamos el papel de los
lisosomas en la muerte celularinducida por artesunato y determinamos que el artesunato activa la permeabilizacion
de la membrana mitocondrial externa de manera dependiente de los lisosomas en células de cancer de mama
MCF-7. El Artesunato impacta los compartimentos endolisosomales y autofagosomales, inhibiendo el reciclaje
de autofagosomas y causando una aglomearacién perinuclear de autofagosomas, endosomas tempranos y
tardios, y lisosomas. El uso de un agente quelante de hierro lisosomal bloquea todos los pardmetros medidos de
muerte celular inducida por artesunato, mientras que la sobrecarga con hierro lisosomal incrementa la muerte.
Por lo tanto, identificando el hierro como la fuente letal de especies reactivas del oxigeno corriente arriba de
la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial. Mas aun, los inhibidores lisosomales cloroquina y
bafilomicina A1 redujeron la muerte celular programada activada por Artesunato, evidenciando un requerimiento
por la funcién lisosomal durante la sefializacion de muerte celular. Esta via no involucra la activacion de la Bid
pero sin embargo incrementa el procesamiento de ésta proteina activado por el factor de necrosis tumoral.
Ademés, demostramos esta via lisosomal de muerte celular programada en otras lineas celulares de cancer de
mama, mientras que una linea no tumorigénica resistié la muerte inducida por Artesunato. En conjunto, estos
datos sugieren que el Artesunato inicia una via de muerte celular programada mediante la manipulacién de
distantas vias interconectadas, con una jerarquia de sefalizacion de lisosomas a mitocondria. Esto sugiere un uso
potencial del artesunato para sefalizar los lisosomas durante el tratamiento del cancer.
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BUSQUEDA DE ACTIVIDAD BIOCIDA EN Calceolaria integrifolia S.L.
(CALCEOLARIACEAE: SCROPHULARIACEAE)

Carlos L. Céspedes’, Evelyn Mufioz', Enrique Werner', Julio Alarcon?

1. Laboratorio de Bioguimica y Fitoquimica-Ecologica; cespedes.leonardo@gmail.com, ccespedes@ubiobio.cl

2. Laboratorio de Sintesis y Biotransformacién de Productos Naturales, Departamento de Ciencias Bésicas. Universidad del
Bio Bio, Chillan.

INTRODUCCION

Esta investigacion busca determinar actividad insecticida y antialimentaria de extractos de especies chilenas
pertenecientes al complejo Calceolaria integrifolia s.|., arbustos pertenecientes a la familia Calceolariaceae:
Scrophulariaceae. Este género es endémico de Chile y crece en el valle central y cordillera de la costa entre la V
y la X regién. Se atribuye a estas plantas diversas propiedades, desde el punto de vista quimico y farmacolégico,
siendo utilizada en la medicina natural las hojas de Calceolaria como infusién con efectos antiinflamatorios. Se
han aislado desde este género algunos metabolitos secundarios de importancia biolégica como es el caso de
feniletanoides, naftoquinonas, triterpenos y diterpenos con esqueletos de tipo abietano, pimarano, estemodano,
estemarano y thyrsiflorano con presumible actividad insecticida.

METODOLOGIA

En el presente estudio se realizaron extracciones de parte aérea de Calceolaria talcana y C. integrifolia en
metanol, posteriormente se fracciond el extracto total en tres fases correspondientes a hexano, acetato de etilo
y agua. Cada una de estas fracciones fue sometida a bioensayos frente a larvas de Drosophila melanogaster de
primer estadio de desarrollo.

RESULTADOS

La fraccion de hexano mostré un 100% de mortalidad de las larvas a una concentracion de 100 ppm en 72 horas,
la fraccién de acetato de etilo mostré una mortalidad de 100% a una concentraciéon de 50 ppm a las 72 horas
y la fraccion acuosa no mostré mortalidad de las larvas. Las mismas fracciones fueron sometidas a ensayos de
actividad antialimentaria frente a Spodoptera frugiperda. Se midié durante 24 horas la preferencia alimentaria
de la larva, encontrdndose un indice antiapetitivo de las larvas de Spoddptera frugiperda frente a la fraccion de
hexano en un 92,31%, mientras que el indice antiapetitivo frente a la fraccién de acetato de etilo fue de un 55,
55% vy la fraccion acuosa no mostré diferencia con el control.

CONCLUSIONES

Se ha logrado identificar componentes fitoquimicos de las fracciones més activas.

FINANCIAMIENTO

Los autores agradecen financiamiento FONDECYT grants: 1101003, 1130242 y Direccién de Investigacion
Universidad del Bio Bio # 091909/1R.
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INVESTIGACIONES FARMACOGNOSTICAS SOBRE LA FLORA PANAMENA

Mahabir P. Gupta

Centro de Investigaciones Farmacognésticas de la Flora Panamefia, Facultad de Farmacia, Universidad de Panama, y Area
de Salud, CYTED. Rep. de Panama. cytedgff@ancon.up.ac.pa

Las plantas representan un reservorio extraordinario de moléculas novedosas y hoy en dia hay un renovado
interés en el Reino Vegetal como una posible fuente de nuevas moléculas cabezas de serie por su introduccion
en los programas de cribado. La flora de Panamé es una de las més ricas en el mundo y su potencial econémico y
medicinal aiin no se ha explotado completamente. Los resultados mas sobresalientes logrados en los proyectos
multinacionales financiados por la Organizacién de los Estados Americanos, Unién Europea, Fundacién
Internacional para la Ciencia, el Programa CYTED, y el Programa Internacional Colaborativo de Grupos de
Biodiversidad (ICBG), indican que la Flora de Panam4, es sin duda alguna, una fuente valiosa de moléculas lideres
para la industria farmacéutica.

Se presentaran el desarrollo histérico y el estado actual de las investigaciones farmacognésticas sobre la flora
panamefa realizadas durante los Ultimos cuarenta afios. Especificamente, se discutiran los estudios etnoboténicos
sobre Amerindios de las etnias Kuna, Ngobe Buglé y Teribes o Naso; la evaluacién farmacolégica de las
plantas medicinales usadas en la medicina folklérica y cribado de plantas para actividades inter alia anticancer,
antiparasitarias y antifingicas de centenares de plantas y el aislamiento y caracterizacion de moléculas bioactivas.
Se han aislado mas de 390 compuestos quimicos de los cuales 160 corresponden a nuevos compuestos no
reportados en la literatura mundial.

AGRADECIMIENTOS

Organizacién de los Estados Americanos, Secretaria Nacional de Ciencia y Tecnologia y Proyecto Agrocos, Unién
Europea.
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ACTIVIDAD ANTI-REVERSATRANSCRIPTASA DEL VIH-1Y ANTITUMORAL DE
QUINONAS DE VISMIA MEXICANA (CLUSIACEAE) E ISOFLAVONOIDES
DE Pachythizus erosus Y Pachyrhizus ferrugineus (FABACEAE).

Estrella—Parra Edgar A', Gémez Cancino R', Reyes-Chilpa Ricardo™ Magos-Guerrero Gil A2,
Gonzales-Sanchez Ignacio®, Cerboén-Cervantes Marco A2, Lucio Lozada Pérez*, Araceli Zarate Aquino®
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2Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México. D.F. México
3 Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México. D.F. México.
4 Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México, D.F. México.
5 Instituto de Biologia. Universidad Nacional Autébnoma de México, D.F., México.

INTRODUCCION

Vismia mexicana (Clusiaceae) es un arbol que crece en los bosques meséfilo de montafia desde México hasta
Honduras (Standley, 1923). Pachyrhizus erosusy P. ferrugineus (Fabaceae) son herbaceasy se encuentran en México
y CentroAmérica. Pachyrhizus erosus es cultivada y comercializada por sus tubérculos comestibles (Sorensen
1996), las semillas han sido estudiadas desde el punto de vista quimico, aislandose la rotenona, un rotenoide con
actividad insecticida y citotoxica. En el presente trabajo se profundizo en el analisis quimico de estas especies
con el fin de identificar posibles compuestos con actividad inhibitoria de la enzima reversa transcriptasa del virus
de inmunodeficiencia humana tipo 1y antitumoral.

METODOLOGIA

De las hojas de V. mexicana, asi como de las hojas y semillas de P. erosusy P. ferrugineus se prepararon extractos
de hexano, acetona y metanol por maceracién. Se realizo la cromatografia en columna fase normal a los extractos
hexanico de V. mexicanay acetdnicos provenientes tanto de semillas de P. erosus como de hojas de P. ferrugineus.
Se determinaron las estructuras de los compuestos por espectroscopia de RMN1H. La inhibicién de la TR-VIH-1
se determind con un kit inmunocolorimetrico (Lenti RT Cavidi Tech). En ambos modelos, el ensayo se realizé a
50 pg/ml. Se determind la citotoxicidad de compuestos en las lineas tumorales K562 (leucemia) y SKLU (pulmén),
usando el método MTT. Se realizo la prueba de ADN fragmentado mediante Kit fluorométrico (TUNEL Roche),
ademas de prueba de genotoxicidad (ensayo cometa) de la rotenona en K562.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los extractos de Vismia mexicana se obtuvo vismiaquinona Ay D, las cuales inhibieron la TR-VIH-1 en 22. 7%
y 0% respectivamente. El extracto aceténico de las semillas de P. erosus inhibié en 47.59 % dicha enzima y los
compuestos extraidos de estas, paquirizona 16.46%, dehidroneotenona sin inhibicién, y rotenona 47.94%. De
P. ferrugineus se obtuvieron dehidroneotenona y paquirizina. Por otra parte, se encontré que la rotenona inhibié
el crecimiento de las células tumorales K562, con una IC50 de 13.05 pM y promueve la formacién de cuerpos
apoptéticos, lo anterior indica es un compuesto interesante farmacolégicamente, aunque causa dafio genotdxico
alas 3y 18 hrs. Con la linea SKLU, los compuestos de Pachyrrhizus presentaron baja actividad, pues fue mayor
a 100 pM.
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CONCLUSIONES

Se aislaron los compuesto Vismiaquinona A y D de V. mexicana; tambien se aislaron los compuestos rotenona,
dehidroneotenona, paquirizina, 12 a-hidroxipaquirizona, paquirizonay dolineona (semillas de P. erosus); paquirizina
y dehidroneotenona (hojas de P. ferrugineus). La roteneona presenté la mejor actividad, tanto inhibiendo la
RT-VIH-1 (47.94 %), asi como en citotoxicidad contra linea tumoral K562 (IC50 = 13.05 pM) observandose la
formacion de cuerpos apoptéticos y dafio genotoxico.
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INTRODUCTION

Cancer is a high mortality/morbidity disease worldwide (1). International efforts continue to search for natural
chemopreventive agents around the globe, which has already lead to the discovery of several plant origin
substances with potential anti-carcinogenic, anti-inflammatory and antioxidant properties (2-5). Costa Rica’s
extensive tropical biodiversity involves a large pool of barely explored botanical species, including many herbs,
fruits and vegetables of common use in the region’s traditional medicine. Thus, a multidisciplinary effort amongst
some of Costa Rica’s public universities is currently evaluating the potential chemopreventive effects of two native
plants: tropical highland blackberry (Rubus adenotrichos Schltdl.) and Jatropha curcas.

METHODOLOGY

Our bioprospecting strategy searches for fruit juice or whole extract cytotoxicity on diverse cancer cell lines
representative of the most common cancers in the country, where we are using molecular techniques to establish
the specific cellular pathways and mechanisms involved. With a special emphasis on skin cancer, we have also
established an in vitro model of UVB-induced photocarcinogenesis, using both cells and tissue engineered
reconstructed skin equivalents. Such model represents a closer in vivo approximation to the real significance of
our results, which might allow us to develop possible strategies for topical application of our findings.

RESULTS

To date, we have shown that tropical highland blackberry juice (BBJ) reduced UVB (25 mJ cm-2) mediated
cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) and 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxodG) formation in cells,
potentially protecting against the initiating carcinogenic damage to DNA. At the same time, BBJ also increased
poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) cleavage and activation of caspases 3, 9 and 8, inducing the apoptosis
of UVB-damaged cells, suggesting a doubly-chemopreventive effect that might prevent against UVB-induced
skin carcinogenesis (6). Also, our preliminary data indicates that an ethanol-based leaf extract from Jatropha
curcas causes cytotoxic damage to lung, liver and colon cancer cell lines, possibly due to mitochondrial failure,
suggesting an anti-cancer effect.

CONCLUSIONS

Our ongoing and future studies will explore the specific laying mechanisms in cell physiology that are being
affected by treatment with these plants, delving towards the elucidation of the specific chemical molecules
involved and their biological activity in animal models, and aiming towards the possibility of developing new
products of medicinal, nutritional, pharmaceutical and/or cosmetic interest.
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POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE ESPECIES VEGETAIS
NATIVAS DO SEMI-ARIDO BRASILEIRO
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INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade vegetal do planeta com 55 mil espécies de plantas, sendo 650 destas espécies
de uso etnomedicinal’. A importancia social, econémica e cultural que as plantas medicinais tém alcangcado com
sua crescente demanda tem gerado iniciativas governamentais no pais. Em 2009, o Ministério da Satude elaborou
a Relagado Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) contendo espécies indicadas para uso
na atengdo basica de saide?. Com base em relatos publicados em um estudo etnofarmacolégico3, duas espécies
vegetais nativas do semi-arido brasileiro, cujos géneros constam nesta lista, foram coletadas no estado de Alagoas
e testadas a fim de confirmar uma de suas utilizagdes terapéuticas. O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial
antimicrobiano dessas duas espécies, utilizadas popularmente como antimicrobianos e/ou antiinflamatérios.

METODOLOGIA

Estudo experimental in vitro que avaliou a atividade antimicrobiana das espécies Bauhinia cheilantha e Lippia sp
frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923) através do método de difusdo em meio sélido®. Foram utilizados
extratos etandlicos de diferentes partes das plantas, solubilizados em DMSO ou Tween 80 e solucdo salina a
0,9%. Foram confeccionados pogos de 7 mm de didmetros em placas contendo a suspensédo bacteriana (106
UFC/mL) em meio agar Mueller Hinton onde em cada poco foi adicionado 50 pL do extrato das plantas na
concentragdo de 10%. As placas foram incubadas em temperatura de 36°C em estufa bacteriolégica por 24h
e em seguida procedeu-se a medicdo dos halos de inibigdo. Foram utilizados DMSO e Tween 80 (10%) como
controle negativo e Ceftriaxona (50 pL/mL) como controle positivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos da casca do caule e do caule de B. cheilantha desenvolveram halos de inibicdo de 16 e 17 mm de
didametro, respectivamente e extratos do caule e das partes aéreas de Lippia sp desenvolveram halos de 19 e
27 mm. O controle positivo apresentou halo de 30 mm. Os resultados demonstraram evidéncias do potencial
antimicrobiano das espécies avaliadas. Além disso, este é o primeiro estudo dessa natureza realizado com a
espécie B. cheilantha, que ainda ndo consta na lista do RENISUS, apesar de citada em estudos etnofarmacolégicos.

CONCLUSOES

Apesar das inUmeras espécies vegetais nativas indicadas em estudos etnofarmacolégicos, muitas ainda ndo
possuem estudos cientificos comprovando sua eficacia. Tais estudos sdo necessérios e podem fomentar a inclusao
de novas espécies na lista do RENISUS?.
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INTRODUCTION

Marcgraviaceae is a small Neotropical family of lianas, that comprises 130 species divided in eight genera’.
This family has been understudied as there is little information about the phytochemistry, or biological activity.
Some species of this family have been reported to be used by Amazonian healers to treat “susto”, which is a folk
description of which the American Psychiatric Association (APA) and the World Health Organization (WHO) have
linked to mental disorders, including anxiety?.

METHODOLOGY

Plants were collected by botanists from the Juvenal Rodriguez Herbarium at Universidad Nacional (UNA) and
Universidad Federal do Rio de Janeiro, in several locations in Costa Rica and Brazil. Voucher of the fifteen species
collected have been deposited in both Universities.

Samples were dried and extracted following typical plant extraction methods, using ethyl acetate and ethanol 95
% as extraction solvents.

Three animal models were used for the evaluation of the bioactivity of the plant extracts: elevated maze plus
(EPM), a social interaction test(Sl) and conditioned emotional response (CER) test®>.

RESULTS AND DISCUSSION

The phytochemical analysis of 13 species has identified a series of pentacyclic triterpenes as the major characteristic
secondary metabolites in the family. This includes: betulinic acid, Lupeol, ursolic acid, a and - amiryn, Taraxeryl-
trans-4-hydroxycinnamate, malisnic acid, arjunolic acid and betulonic aldehyde**. The evaluation of Souroubea
spp extracts containing pentacyclic triterpenes showed anxiolytic activity in the EPM, Sl and CER tests. The
bioassay guided fractionation of the active crude identified betulinic acid as an active principle responsible for the
activity observed in the plant®. An in vitro GABAa-BZD competitive receptor binding assay also demonstrated that
Souroubea sp extracts have an affinity for the GABAa-BZD receptor, with an EC, value of 123 pg/mL suggesting
a mechanism of action similar to diazepam. This was confirmed in vivo with rats with the GABAa-BZD receptor
antagonist flumazenil. Further evaluation of a mixture of Souroubea and Platanus spp. showed reduction of
anxiety in a thunderstorm model with dogs.
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CONCLUSIONS

Marcgraviaceae species have commercial potential and value. The bioactivity associated with this family and the
identification of the bioactive components of the plant opens a new perspective for its use and preservation.
Further, research should be carried out in order to evaluate more members of the family and explore the future
uses for this family.
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INTRODUCTION

Herpes Simplex Virus types 1 and 2 (HHV-1 and HHV-2) belong to the subfamily Alphaherpesvirinae are human
neurotropic viruses that infect commonly the oral and genital area, respectively. Resistant viral isolates to acyclovir
can be observed especially in immunocompromised patients. This scenario has triggered the search for new
antiherpetic agents, especially those with mechanisms of action different to nucleoside analogs. Dengue virus
(DENYV), which belongs to the family Flaviviridae and genus Flavivirus, has become one of the most important
vector-borne viruses in the world. The four known DENV serotypes (DENV 1-4) have a transmission cycle
that requires invertebrate vectors (mosquitoes Aedes aegypti, albopictus and polynesiensis) and primates
(predominantly humans). Infection by DENV can manifest as various illnesses, ranging from nonsevere dengue
fever to severe dengue hemorrhagic fever and dengue shock syndrome. Annually, between 50 and 100 million
cases of dengue occur worldwide. Currently, there are no vaccines or specific treatments for dengue [1].

Combretastatin A-4 (CA-4, 1) is a natural product isolated from the African willow tree Combretum caffrum
and has been described over 20 years ago. We have obtained combretastatin-based hybrids in prior synthetic
studies blending important pharmacophores structures of combretastatins with terpenoid skeletons that have
shown a bioactive profile as the natural dialdehyde belonging to the labdane class of terpenoids, for example
labdadienedial which were studied as cytotoxic, antiviral and antifungal agents [2].

METHODOLOGY

The antiviral activity defined by the 50% effective concentration (EC,) for combretastatin Based- hybrids,
diterpene derivative, the (+)-labdadienedial and controls [acyclovir (ACV), dextran sulfate (DEX-S), and heparin
(HEP)] was evaluated against HHV-1 (KOS, 29R - acyclovir-sensitive and resistant strains, respectively), HHV-1
obtained from the Center for Disease Control (Atlanta, GA); HHV-2 (333 and VR-734 (G) acyclovir - sensitive
strains) and DENV-2 using plaque reduction assay with different methodological strategies in stages pre and post
infection. To determine selectivity indices (SI) anti-herpes and anti-DENV (IC50/EC50), in parallel, we assessed the
50% cytotoxic concentration (IC50) for the MTT method.

RESULTS AND DISCUSSION

The results demonstrated that (+) labdadienedial, DEX-S and HEP inhibited the initial phases of the viral replication
cycle for HHV at concentrations < 7 pM, 2 pg/mL, and 2 pg/mL respectively, and showed activity anti-DENV-2
in stage pre-infection at concentrations < 1 pM. The labdadienedial showed virucidal activity of inhibiting the
attachment and viral entry to HHV strains. The (+)-Labdadienedial was patented in 1988 as an antitumor agent
[3]. Recently, it has showed activity against HIV-1 neuraminidase [4]. Our group provided efficient synthetic route
to prepare bioactive (E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial and also showed activity in vitro against HHV[5,2].
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CONCLUSIONS

Labdadienedial presented the antiherpetic activity in early stages of viral replication cycle, defining it as a possible
candidate for Topical drug development, these data should be confirmed in in vivo assays.
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INTRODUCCION

En consonancia con la OMS, que promueve la busqueda de medicamentos a partir de recursos naturales, en
trabajos anteriores informamos sobre la actividad antimicrobiana de un flavonoide prenilado aislado de la planta
argentina Dalea elegans. Se trata del 2, 4’-dihidroxi-5'-(1", 1"”-dimetilalil)-6-prenilpinocembrina, abreviado como
6PP, activo sobre cepas multi-resistentes de S. aureus y C. albicans de origen nosocomial (1). Este compuesto
tiene también accién antioxidante y bloquea la produccién de energia mitocondrial a través de la inhibicion de
enzimas del ciclo de Krebs, la cadena respiratoria y la sintesis de ATP proveniente de la fosforilacion oxidativa (2).

Un mecanismo importante de resistencia es la expulsién de antimicrobianos mediada por transportadores, cuya
inhibicién incrementa la concentracion intracelular de estos farmacos y consecuentemente revierte la resistencia.
En este trabajo se compilan efectos del 6PP y del fluconazol sobre el transporte de antimicéticos azédlicos, asi
como sobre el crecimiento (3) y viabilidad celular de Candida albicans resistente a azoles

MATERIALES Y METODOS

La planta Dalea elegans Gillies ex Hook. et Arn. (Fabaceae) fue recolectada en Cérdoba, Argentina. El 6PP fue
extraido y aislado por distintos procedimientos de cromatografia.

Se midié por citometria de flujo la extrusién de rodamina 6G en C. albicans resistente (C.a. R) y C. albicans
sensible (C.a.S) aisladas de la cavidad bucal y donadas por el Dr. T. White (EE.UU.). La primera expresa genes
codificadores de los transportadores CDR1, CDR2 y MDR1.

Se estudié el crecimiento de Ca R por espectrofotometria a 540 nm en placas de microtitulaciéon en presencia y
ausencia de fluconazol, 6PP o sus combinaciones. A inéculos mayores, se determiné la viabilidad de C. albicans
a través del recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en distintas condiciones experimentales.

RESULTADOS Y DISCUSION

El 6PP inhibio el eflujo de rodamina 6G sélo en la C.a R, con una CI50 de 120 uM. El 6PP y el fluconazol compiten
con la rodamina por los transportadores CDR1; un efecto similar fue producido por otros flavonoides relacionados
quimicamente y el verapamilo (bloqueante de los transportadores CDR1).

El 6PP, en medio liquido, inhibe el crecimiento celular; su CI50 es 150 pM, en tanto la del fluconazol tiene un valor
de 1126 uM y en presencia de 6PP 100 pM disminuye a un valor similar al registrado con CaS.

A 125 pM, el 6PP reduce en 40 % las UFC/ml respecto del control, en tanto al combinarse con el flz a igual
concentracion la reducciéon es del 63 %. Se colige, entonces, que el 6PP permite al flz manifestar su efecto
inhibidor de la viabilidad celular.
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CONCLUSIONES

Los datos experimentales son compatibles con una accién dual del 6PP: antimicética per se y bloqueante de los
transportadores CDR (dependientes de ATP). El resultado es la recuperacion de la sensibilidad de C. albicans a
los azoles. Ademas de inhibir el desarrollo del hongo, la combinacion del flz y 6PP disminuye notablemente la
supervivencia de las levaduras, estimada como UFC/ml.

La terapia combinada de ambos medicamentos podria ser relevante para el tratamiento de candidiasis,
particularmente en pacientes inmunodeprimidos, incrementados tras el advenimiento del SIDA.
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