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CEMNTRO DE ESTUDIOS FABMACOLOGICOS Y BOTANICOS (CEFYBO)

INFORME SOBRE LA EVALUACION DE UNA HIDROALCOHOLATURA DE
HIERBAS MEDICINALES Y DE SUS COMPONENTES INDIVIDUALES SOBRE LA
PROLIFERACION DE CELULAS BW5147

. DESCRIPCION:

La accion anti-proliferativa de una bidroalcoholatura de hierbas medicinales fue evaluada
sobre células del linfoma muring BWS5147 in vitre mediante curvas dosis-respuesta y a
distintos tiempos de exposicion a dichos productos. en cultives de las mismas en presencia y
ausencia de dicho extracto vegetal. de sus componentes individuales o del vehiculo. La
respuesta proliferativa fue determinada mediante la téenica de incorporacion de [*H]-timidina
('HJ-TdR) al ADN celular y posterior evaluacion de la radioactividad nuclear por
espectrometria de centelleo liquido,

I1. ESPECIFICACION DE LA METODOLOGIA:

1- Extractos Vegetales:

Los extractos vegetales evaluados corresponden a la siguiente descripecion:

1- Tintura Madre (TM): Corresponde a una tintura constituida por la merela de tres tunturas
individuales, a saber: tintura de Baccharis articulata 40 % v/v; tintura de Rosmarinus
officinalis 40 % v/v y untura de Plantago major 20 % v/v. El contenide alecoholico de la
tintura madre es de 30 %o.

2- Producto linal 1 (PF1) o hidroaleoholatura: Corresponde a una dilucidon 1710 de la tintura
madre en agua (tintura de Baccharis articulata 4 % v/v; tintura de Rosmarinus officinalis 4
%% v/v , tintura de Plantago major 2 % v/v y contenido alechélico de 5 % viv).

3- Producto final 3 (PF3): Corresponde a una dilucion 1/10 de la tintura madre, con un
agregado de alcohol hasta una concentracion final de 15 % viv,

2- Linea de linfoma murino:

[.a linea empleada corresponde a un linfoma T murino, denominado BW3147, proveniente de

un tumor espontdneo de ratones AKR/] adaptado a cultivo, originado en los Laboratorios
Jackson, USA. El mismo es sensible a cortisol (ID'(’ M) v expresa el haplotipo H-2* v los

Sarang G658 - CI4H14DEM - Argentina - Tel. 4855 - 71894 - Fax: (54-11) 4856 - 2751

E-mail; postmaster@cefybo.edu.ar




@f%bef;: lewto e %;afémﬁmirfﬂ
) E{:y@éy,«(a ﬁﬁ.ym s G%C!?Eﬂfzi( v, fer Lfﬁ"%wmw}.f ¥ fex Gﬁ)fwwﬂwﬁx}fﬂ fi;@n{.'&cﬁ}na

P i i I ; Lt (o, h
?ﬁwmgm Q/'T'EHZM?HJ e @ﬁwm(;fmmam 'ﬁsfemé}@m.: y f?.%mm:m
CENTRO DE ESTUDOS FARMACOLOGICOS ¥ BOTANICOS (CEFYBOD

siguientes marcadores: CD3", receptor T afi v Thy 1.1, los que son rutinariamente
chequeados por citometria de flujo con anticuerpos monoclonales especificos.

3-Condiciones de cultivo v evaluacion de la proliferacion celular:

[as células BW3147 (3-5 X 10° cel/ml) se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con
10% de suero fetal bovino v 2 mM de glutamina en presencia de los antibidticos penincilina
(100U/ml) ¥ estreptomicina (100ug/ml), en placas de 96 pocillos (volumen final (.2 ml), en
condiciones de esterilidad (flujo laminar, Steril Guard Hood class 11, Type a/B3; marca: Baker
Company, modelo: SG-400m), y en ambiente gaseado con 3% de CO; (estufa gaseada de
C0O2: marca: Forma Scientfic: modelo: 3111). Se realizaron cultivos con concentraciones
crecientes de los extractos vegetales va mencionados durante 24, 48 v 72 hs de incubacion.
[Las c¢élulas fueron pulsadas con 0,75 pCifpocillo de [JH]TdR (5 =25 Ci/mmol) 16 hs antes
del sacrificio de los cultivos (por congelacion a -20 °C).

Los cultivos fueron posteriormente descongelados v filtrados por filtros de fibra de vidrio,
Whatmann GF/A. La [AI]]—T dR  incorporada al ADN nuclear v retenida en dichos filtros se
cuantificd por espectrometria de centelleo liquido empleando cocktails de centelleo
comerciales. Los resultados (obtenidos en dpm) se expresaron como Poreentaje de Inhibicion
(% Inhib) considerando como 100% a las dpm obtenidas en ausencia de extracto y/o en
presencia del vehiculo.

4- Determinacion de la viabilidad celular;

La viabilidad celular a distintos tiempos en presencia o ausencia de TM y PF fue evaluada
mediante conteo celular microscopico en camara de Neubauer, empleando un colorante de
exclusion, el Azul Tripan. Los % de Viabilidad correspondientes se calcularon teniendo en
cuenta la cantidad de células vivas (que no incluyen el colorante de exclusion) eon respecto al
total de células (Vivas + Muertas, es decir aquellas células que incorporan el colorante v se
ven de color azul a la observacion microsedpica).

- Analisis estadistico de los resultados:
Los resultados fueron analizados mediante el Test de Student v Andlisis de Varianza seguida

del test de Dunnet para determinar las diferencias significativas entre grupos. Los valores se
consideraron estadisticamente significativos cuando p < 0.05.
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II1. RESULTADOS

1. Accion anti-proliferativa dosis-respuesta de los extractos vegetales sobre las células
BW35147 a las 24 hs de cultivo:

TABLA 1: Poreentaje de inhibicion de la proliferaciin de eclulas de linfoma T inducida
por concentraciones crecientes de la hidroaleoholatura, de su tintura madre y de PF3, a
Ias 24 hs de cultivo.

DILUCION® B4 DILUCION® ke FES
% Inhib" % Inhib" % Inhib"

1725 3.3=29% 172.5 N.D. N.D.
17100 79.5 £ 5.9*% 1710 84.7 = 3.6* §5.3+3.0%
17250 60.3 £ 2.5% 1/25 T1.4+3.1% L1+ 77*
17300 51,5+ 3.4% 1750 444 & 57% 450+ 4.0%
171000 30.8 £3.5% /100 23.7£51% d90+ 2.5%
172000 R LT 1/200 17025 28T £ 247
1/4000 107+ 1.1 /400 5.1+0.9 ATE G

1/8000 6.0+ 0.7 1/800 1.1+08 g

* Se emplearon diluciones correlativas de TM v PF de acuerdo a su proporcion en la TM. El
volumen total de la dilucion de productos vegetales agregados fue de 0.02 ml, maximo
volumen gque puede ser agregado sin que diluya ¢l aporte de nutrientes en el medio de cultivo.
Cabe sefialar que por este motivo no se pudo evaluar (N.ID. = no determinado) la dilucion de
PF1 y PF3 (1/2.5) equivalente a la dilucion 1/25 de TM.

" Los porcentajes de inhibicién fueron calculados considerando como 100% la radiactividad
de ['H}-TdR incorporada en los cultivos basales (es decir. en ausencia de producto vegetal):
24024 + 1206 dpm. Cabe sefalar que la presencia de 1.5 ¥ 2 % del vehiculo alecohdlico
(contenido alcohdlico de la dilucion 1/25 del PF3 v de la TM respectivamente) estimula la
proliferacion celular en un 235 % aproximadamente. Todas las otras diluciones de extractos
vegetales fueron realizadas manteniendo una concentracion final constante de alcohol del
(1.3% que no afecto la proliferacion basal. Los resultados mostrados son el promedio £ .S, de
n=3 experimentos realizados por triplicado,

* Difiere significativamente del basal con p < 0.01

* Difiere significativamente del basal con p < 0.05
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CEMTRO DE ESTUDIOS FARMACOLOGICOS Y BOTANICOS (CEFYBO)

2. Accion dosis-respuesta de las tinturas individuales sobre la proliferacion de las
células BW5147 a las 24 hs de cultivo:

TABLA 2: Efecto de concentraciones crecientes de las tinturas individuales sobre la
proliferacion de células BWS5147

DILUCION? l’L.«:I\ TA(':(T‘ (P) CA RQIJE.TAH (C) RGMER{:_) ER]
Yo Inhib %% Inhib %% Inhib
1/25 26.0+0.8° 36.8 + 6,5% 920+ 2.8%
1/50 13,8+ 8.6 3854 2 5% 85.8+5.1*%
1100 1.5+0.3 24872 70.0 + 8.5%
17500 1.4+ 0.1 1.6 % 0.1 1.6+01 |

* Cada extracto de tintura individual se diluyo en medio de cultive conteniendo una
concentracion final de alcohol del 50% v en las mismas proporciones que las contenidas en
la TM. En cada placa se realiz0 un control positive correspondiente a la dilucion 1/25 de TM
con la gque se obtuvo en todos los casos un % Inhib = 94%.

" Los porcentajes de inhibicion mostrados son la media + ES de n=2 determinaciones
realizadas por triplicado v fueron calculados como se explicod anteriormente.

* Diliere significativamente del basal con p = 0.01

" Difiere significativamente del basal con p < 0.03

Sargne 669 - C1414DEM - Argentina -

Tal. 4855 - 7194 - Fax: (54-11) 4856 - 2751
E-mail: postmaster @ cefybo.edu,ar




cllenisterie de {t’ﬁz’éxxxx{zkﬁw
fﬁ’zxwﬁ’m&b& },é.rmw der ﬂ%ﬁw fergpdte, b ﬁmﬂ(‘m g ler C_-Eyma.eam'(fd?, :‘g'?mff.fzm{r}w.a

Li‘f‘i-’w.:d?'ﬂ- QAacional ve t‘.?%xm&gmwm %E«em?)’fam % G CoReCds
&
CEMTAQ DE ESTUDIOS FARMACOLOGICOS ¥ BOTANICOZ (CEFYRO)

3, Accion anti-proliferativa dosis-respuesta de los extractos vegetales sobre las células

BW5147 a las 48 hs de cultivo:

TABLA 3: Porcentaje de inhibicion de la proliferacion de células de linfoma T inducida
por concentraciones crecientes de lIa hidroalcoholatura, de su tintura madre y de PF3, a
las 48 hs de cultivo

DILUCION® TM__.._n. DILUCION?® FE 1‘ ? £ 3‘ ;
% Inhib % Inhib % Inhib
1/25 G094 +£0.1% 1/2.5 N.D. N.D.

! /100 004+ (4% 1/10 98.8 + (1.9% 095 + §.0%
1/250 01,2+ (.8% 1/25 07 4+ 6.4* 988 + 7.0%

, 1/500 80.0 + 0.5* 1/50 86.4 £ 2.7% 87.5 + 6.0*
171000 8.8+ 0.9% 17100 310+ 0.4% 737 £ 1.2%
172000 2514 1.1 17200 38 L. 30.6 + 2.0%
174000 G.7+0.2 17400 11538 2A0+2.1%

* Se emplearon las diluciones correlativas de TM v PF lal como se describio en la Tabla 1.

" Los porcentajes de inhibicion fueron caleulados tomando como 100% la radiactividad de
[*H|-TdR incorporada en los cultivos basales: 32360 + 1165 dpm. A las 48 hs de cultivo no
se observaron diferencias significativas con 1.53% y 2 % del vehiculo alcoholico (dilucion
1/25 de PF3 v TM, respectivamente) respecto de la proliferacion basal. Todas las otras
diluciones de extractos vegetales [ueron realizadas manteniendo una concentracion final
constante de alcohol del 0.5% que tampoco afectaron la proliferacion basal. Los resultados
mostrados son el promedio + E.S. de n=5 experimentos realizados por triplicado.

* Diflere significativamente del basal con p £0.01

" Difiere significativamente del basal con p < 0.05
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