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I- RESUMEN

Heterophyllaea pustulata Hook f. (Rubiaceae) es una planta fotosensibilizante
que produce pérdidas en el Noroeste Argentino. Su efecto téxico ha sido
demostrado en ratones y se identificaron nueve antraquinonas (AQs) con
actividad fotodindmica. El presente trabajo de tesis pretendié establecer una
correlacién toxicocinética entre las principales AQs (rubiadina y soranjidiol),
las lesiones histopatoldgicas y los patrones de proliferacion y muerte celular en
la epidermis de cabras intoxicadas experimentalmente. Se emplearon 10 cabras
adultas que fueron divididas en dos grupos, uno control (6C) y otro tratado
(6T). Los animales del GT recibieron hojas y tallos finos secos y molidos de H.
pustulata a la dosis de 5 g/kg de peso. El GC, por su parte, recibié una dosis
similar de heno de alfalfa molido. Se evalud el perfil hepdtico, el dafio dérmico,
la concentracion sérica y dérmica de las dos AQs en ambos grupos. Las
muestras de piel y sangre se obtuvieron a diferentes tiempos durante 15 dias
de iniciado el experimento. Los tejidos fueron procesados por las técnicas
histoldgicas de rutina. La deteccién de rubiadina y soranjidiol en muestras
desuero tejido dérmico y material vegetal se determind por cromatografia
Liquida de Alta Resolucion y acoplada a un espectréometro de masas. Los
patrones de proliferacién celular se evaluaron mediante inmunohistoquimica con

anticuerpos anti-PCNA, BAX2 y BCL2 para identificar células en mitosis y
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apoptosis respectivamente. Todos los animales del GT expresaron signos
clinicos entre las 8-10 h post administracion de la planta. Los signos fueron los
caracteristicos de un cuadro de fotosensibilizacién. En cuanto al perfil hepdtica
solo la glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT), la bilirrubina directa (BD) y
bilirrubina total (BT)) arrojaron modificaciones durante los primeros 5 dias. En
concordancia, las AQs (soranjidiol y rubiadina) fueron detectadas en suero de
todos los animales del 6T a partir de las 8 h post administracion, siendo sus
niveles maximos entre las 24 y hasta las 72 h para luego descender. En piel no
se observaron niveles detectables de ninguna de las AQs bajo estudio. En los
estudios histopatoldgicos, inicialmente, se observaron cambios degenerativos,
edema e inflamacidn. El dia 8, la necrosis epidérmica fue intensa y comenzaron
los fenémenos de reparacién, que incluyeron la proliferacién vascular vy
conjuntiva con hiperplasia epidérmica. La expresion de los antigenos BCL2 vy
BAX fue mdxima entre las 32 y 72 h, mientras que el PCNA aumentd su
expresion entre los 8 y 15 dias.

Los resultados de este trabajo demuestran que fotosensibilizacién puede
considerarse como una forma acelerada de dafio directo de la piel y que

rubiadina y soranjidiol son determinantes en la foxicidad de H. pustulata.
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II- ABSTRACT

Heterophyllaea pustulata Hook f. (Rubiaceae) is a photosensitizing plant that
produces losses in the Northwest of Argentina. Its toxic effect has been
tested in mice and nine anthraquinones (AQs) with photodynamic activity in the
plant were identified. The aims of research work was fo establish a toxic-
kinetic correlation of the more important AQs present in the plant (rubiadina
and soranjidiol), the histopathological lesions, and the proliferation and cell
death patterns in the epidermis of experimentally poisoned goats. Ten adult
goats were distributed into two groups: one control (C6) and another freated
(TG). The TG goats received dry and ground leaves and thin stems of H.
pustulata at the dose of 5 g / kg of live weight, whereas the CG received a
similar dose of milled alfalfa hay. Subsequently, the liver profile, the dermal
damage and was evaluated; the serum and dermal concentration of the two
AQs in both groups were evaluated. The skin and blood samples were obtained
at several times during 15 days after the start of the experiment. The tissues
were processed by routine histological techniques. Detection of rubiadin and
soranjidiol in serum, skin and plant tissues was done by High Resolution Liquid
Chromatography (HPLC) coupled to a Mass spectrometer. Cell proliferation
patterns were evaluated by immunohistochemistry with anti-PCNA, BAX2 and

BCL2 antibodies fo identify cells in mitosis and apoptosis respectively. All
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animals of the TG expressed clinical signs between 8-10 h after plant
administration. Regarding liver changes, only glutamate-oxaloacetate
transaminase (GOT), direct bilurubin (DB) and total bilurubin (TB) showed
values slightly different from normal in the GT, during the first 5 days. In
concordance, AQs (soranjidiol and rubiadina) were detected in serum of all the
animals of the TG from 8 h and up to 72 h post administration, with maximum
levels between 24 and 72 h, and then they were not detected. During
experiments, levels of AQs in skin was no detectable. Histopathological studies
revealed, initially, degenerative changes, edema and inflammation. On day 8,
the epidermal necrosis was intense and repair phenomena began, which included
vascular and conjunctive proliferation with epidermal hyperplasia. In
agreement, the expression of BCL2 and BAX antigens was higher between 32
and 72 h, whereas the PCNA increased its expression between 8 and 15 days.
The results of this work show that photosensitization can be considered as an
accelerated form of direct skin damage in which rubiadina and soranjidiol are

determinants in the toxicity of H. pustulata.
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neutrofilo en la unién dermo-epidérmica (H&E, 20x). B- Severa
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*Figura. 9. Aspecto histopatoldgico de las biopsias de piel alas 72 h p-a.
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(p < 0.05).

eFigura. 13. Expresion del antigeno PCNA, por inmunohistoquimica en
dermis. GT: grupo tratado. GC: Grupo de control. TO: O h. T1: 32 h
después de la administracion (p-a). T2: 72 h p-a. T3: 8 dias p-a. T4: 15
dias p-a. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
grupos (p<0.05).

eFigura. 14. Aspecto histopatoldgico de las biopsias de piel con PCNA
20X. Secuencia de lesiones observadas: TO= O h. Tl= 32 h post
administracién (p-a). T2=72 h p-a. T3=8 dias p-a. T4=15 dias p-a.

*Figura.15.Aspecto histopatoldgico de las biopsias de piel con BCL2 40X.
Secuencias de lesiones observadas: TO=0 h. T1=32 h post
administracién (p-a). T2= 72 h p-a. T3= 8 dias p-a. T4=15 dias p-a.

eFigura. 16. Expresion del antigeno BCL2, por inmunohistoquimica en
epidermis. GT: grupo tratado. CG: Grupo de control. TO= 0 h. T1= 32 h
post administracion (p-a). T2= 72 h p-a. T3= 8 dias p-a. T4= 15 dias p-
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eFigura.17. Expresién del antigeno BAX, por inmunohistoquimica en
epidermis. GT: grupo ftratado. GC: Grupo de control. TO= 0 h. T1= 32 h
post administracién (p-a). T2= 72 h p-a. T3= 8 dias p-a. T4= 15 dias p-
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eFigura. 18. Aspecto histopatoldgico de las biopsias de piel con BAX 20X.
Secuencia de lesiones observadas: TO=0 h. T1=32 h post administracién
(p-a). T2= 72 h p-a. T3= 8 dias p-a. T4= 15 dias p-a.
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eFigura. 19. Cociente entre los niveles de inmuno-marcacién entre
BAX y BCL2 (BAX/BCL2). GT: grupo tratado. GC: Grupo de control.
TO= 0 h. T1= 32 h post administracién (p-a). T2= 72 h p-a. T3= 8 dias
p-a. T4= 15 dias p-a. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre los grupos (p<0.05).

eFigura. 20. Variacién en la concentracién de rubiadina/soranjidiol (%)
durante los distintos tiempos de muestreo. Medias con una letra comin
no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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V- ABREVIATURAS.

% P/P= g de compuesto por 100 g de muestra.

IFS*= Fotosensibilizador en estado singlete electrénicamente excitados.

IFSo= Fotosensibilizador en estado fundamental singlete.
102= Oxigeno singlete.

3FS*= Fotosensibilizador en estado triplete excitado.
302= Oxigeno molecular.

AcOEt= Acetato de eftilo.

ADN= Acido desoxirribonucleico.

AQ/ AQs= Antraquinona/s.

AUP= "“Area under the peak” (Area debajo de cada pico).
BAX= "BCL2 Associated X protein”.

BCL2= "B-cell lymphoma 2".

BD= Bilurrubina directa.

Ben= Benceno.

BI= Bilirrubina indirecta.
BSA= Albumina sérica Bovina.
BT= Bilirrubina total.

c.s.p.= cantidad suficiente para.

CICUAL= Comité de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.
CLAR= Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.
DAD=Detector de Arreglo de Diodos.

ERO= Especies reactivas de oxigeno.

Tesis Doctoral: “Aspectos toxicocinéticos de la intoxicacion con Heterophyllaea pustulata y su efecto sobre la
proliferacion y muerte celular en la epidermis de cabras”.

16



M.V. Micheloud, Juan Francisco

ESI="Electron Spray Ionization" (Ionizacién por electro espray)

FA= Fosfatasa alcalina.

FE= Fase estacionaria.
FM= Fase mdvil.

FS*= Fotosensibilizador excitado.

FS= Fotosensibilizador.

6C= Grupo control.

66T= Gamma-glutamil tranferasa.

60T = Glutamato-oxalacetato transaminasa.
6T= Grupo tratado.

H&E= Hematoxilina y eosina.
H20:2= Perdxido de hidrogeno.

HFo= Acido férmico.

HO*= Radical hidroxi.

HPLC-DAD-ESI-QTOF= "HPLC with diode-array detector and Mass
Spectrometry” (Cromatografia liquida de alta resolucién con detector de
arreglo de diodos y espectrometria de masa-masa).

HPLC-UV-Vis= High Performance Liquid Cromatography” (Cromatografia
liquida de alta resolucion con detector ultravioleta-visible).

TIHq= Inmunohistoquimica.

MCNS= Herbario del Museo de Ciencias Naturales de Salta.

MeOH-HPLC= Metanol grado HPLC.
MiliQ= Agua ultrapura.
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MS="Mass Spectrometry” (Espectroscopia de masa).
MS"=Rompimiento Masa-Masa.

MV= Material vegetal.

O2z*"= Anion radical superéxido.

p-a= Post-adminstracién.

PAS= Acido peryédico de Schiff.

PCNA= "Proliferating cell nuclear antigen” (antigeno de proliferacion nuclear)
PS3= Proteina p53.

R2=Coeficiente de correlacién.

tr= Tiempo de retencion.

UV= Ultravioleta.

UV-B= Radiacién ultravioleta B (315 - 280nm)
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VI- INTRODUCCION
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VI-1. FOTOSENSIBILIZACION

La fotosensibilizacion es un proceso caracterizado por reacciones
cutdneas adversas; causada por la exposicion simultdnea a ciertos quimicos y a
la luz solar, tanto ultravioleta (UV: 200-400 nm) como visible (V: 400-780 nm)
(Gallo, 1987; Hussain y col., 2018). Estos agentes quimicos reciben el nombre de
fotosensibilizadores (FS), ya que en presencia de luz generan una especie
excitada (FS*) que por si misma o por transferencia de electrones o energia a
otra sustancia, pueden producir alteraciones en las células a nivel molecular.
Sus sitios de accidon comunes son el ADN, las membranas celulares, los
lisosomas y ribosomas (Sharmany col., 2000).

En términos generales los FS son moléculas orgdnicas planas y rigidas,
con un alto grado de conjugacion aromdtica (croméforo) que le confiere una
gran deslocalizacion electronica que le permite absorber luz (Dai y col., 2012;
De Melo y col., 2013, Baltazar y col., 2015). Por lo tanto, los FS generalmente
son moléculas altamente coloreadas (pigmentos), ya que el croméforo es el
responsable de su capacidad para absorber luz (Dai y col., 2012, Baltazar y col.,
2015, Hamblin, 2016). La presencia de grupos auxocromos (grupos funcionales o
cadenas carbonadas) alteran su espectro de absorcion y, por lo tanto, de ellos
depende en gran medida la longitud de onda de absorcién del FS (Dai y col.,

2012).
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Cuando el FS, en su estado fundamental singlete (*FSo, con todos sus
electrones con espines apareados y en orbitales de baja energia) es irradiado,
absorbe un fotén de luz (hv) y pasa a un estado singlete electrénicamente
excitado (FS*). Luego, para regresar a su estado basal (*FSo) lo hace por dos
vias de desactivacién: fotoquimicao fotofisica (Levine, 1996; Nagy y col., 2010).
Cuando emplea “mecanismos fotoquimicos” se generan nuevas especies
moleculares por distintas reacciones como disociacion, isomerizacidn,
ionizacién, entre otras (Levine, 1996). En contraste, cuando emplea
"mecanismos fotofisicos”, la molécula permanece quimicamente inalterada y
para retornar a su estado basal libera energia en forma de calor o a través de
procesos radiativos y/o no radiativos (Dai y col., 2012; Baltazar y col., 2015;
Hamblin, 2016). En los “procesos radiativos”, la energia se libera en forma de
radiacion electromagnética que implica la emision de un foton (luz), mediante la
emisién de fluorescencia o fosforescencia. En cambio, en los “procesos no
radiativos” no hay emision de luz, la energia se pierde por relajacion vibracional,
conversion interna y cruce entre sistemas (Intersystem Crossing) (Dai y col.,
2012; Baltazar y col., 2015; Hamblin, 2016). Lo importante es que el FS en su
estado singlete excitado (FS*) puede generar por cruce entre sistemas, una
especie excitada de menor energia, pero mds reactiva y con mayor vida media,

identificada como estado triplete excitado (3FS*). A partir de este estado,
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puede regresar al estado basal emitiendo fosforescencia o reaccionando con
moléculas de su entorno, siendo el oxigeno molecular (302) la principal por su
abundancia (Dai y col., 2012, Baltazar y col., 2015; Hamblin, 2016).

En definitiva, los FS en su estado 3FS* y en presencia de 302 pueden
generar diferentes especies reactivas de oxigeno (ERO), tales como anidn
radical superédxido (027), oxigeno singlete (102), entre otras (Baltazar y col.,
2015; Hamblin, 2016). La produccién de estas ERO se conduce a través de dos
mecanismos bien definidos que compiten entre si: Reaccién fotodindmica Tipo I
y Tipo IT (Sharmany col., 2000; Niflez Montoya y col., 2005).

e En la reaccién fotodindmica Tipo I, el 3FS* reacciona con un
substrato o con el solvente mediante transferencia de electrones o
atomos de hidrdgeno para generar radicales o iones radicales del FS,
y estos son los que reaccionan con el 302 para producir O2*~, y, en
reacciones posteriores, radical hidroxi (HO*®) (Nifiez Montoya y col.,
2005).

e En la reaccién fotodindmica Tipo II, el 3FS* transfiere energia
directamente al 30z para formar el estado singlete excitado (*0z) y
el 3FS* regresa a su estado basal inicial (Nifiez Montoya y col.,

2005).
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En definitiva, las ERO generadas en ambas reacciones fotodindmicas
(02*" HO%y '02) pueden oxidar diferentes moléculas bioldgicas como dcidos
grasos insaturados, fosfolipidos, aminodcidos, proteinas, bases puricas y
pirimidinicas. De esta manera, las ERO producen la desorganizacion de la
membrana celular, la pérdida de la funcionalidad de las proteinas y dafios
irreparables en el ADN que pueden conducir a la muerte celular (Sharman y
col., 2000), lo cual se traduce en lesiones en los tejidos.

En conclusion, para que exista fotosensibilizacion es necesaria la
concurrencia de al menos dos factores: Radiacién y un FS capaz de generar su
estado 3FS* en el organismo, mds precisamente en la piel para que sea evidente
la entidad, ya que si no puede pasar desapercibida.

En este punto, es necesario diferenciarla de la quemadura de sol, donde
la piel nada o poco pigmentada de un animal normal, sufre un proceso
inflamatorio a continuacién de una exposicion excesiva a los rayos UV, siguiendo
un curso de desarrollo lento, mientras que la fotosensibilizacién es de
desarrollo rdpido (Gallo, 1987; Hussain y col., 2018).

Los FS pueden estar presentes en el organismo por distintas vias: a) por
la ingesta de plantas o medicamentos que poseen grandes cantidades de
sustancias fotosensibilizantes, b) debido a trastornos hepdticos, y c) por

alteraciones del metabolismo pigmentario. A su vez, los FS pueden actuar tal
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como ingresan al organismo o como productos metabdlicos (Gallo, 1987,

Tokarnia y col., 2012). Segun la etiologia de la enfermedad, se reconocen cuatro

tipos diferentes de fotosensibilizacién (Hussain y col., 2018)
1-  Fotosensibilizacion primaria o Tipo I: causada por la ingestion de
un FS presente en el alimento o administrado como medicamento, ya sea
por via oral o inyectable.
2-  Fotosensibilizacion hepatdgena, secundaria o Tipo II: Se debe a
un dafio hepdtico que impide la normal eliminacion de los FS, ya que la
mayoria de estas sustancias se eliminan por la bilis al intestino. Al existir
alguna alteracion o afeccion hepdtica que impide la libre eliminacién de
bilis, ésta difunde al tejido circundante y asi llega a la circulacién
sanguinea junto con los FS, impregnando todo el organismo, y por
supuesto la piel. Por tal motivo, en este tipo de fotosensibilizacién se
observa ictericia en los animales.
3-  Fotosensibilizacion por alteraciones del metabolismo pigmentario
o Tipo IIT: Se debe a presencia de pigmentos que normalmente estdn
ausentes (porfirinas) o aparecen en cantidades pequefias en el organismo
(hemoglobina). Un ejemplo cldsico es la "porfiria congénita”, asociada a un
defecto en el metabolismo de las porfirinas por deficiencia en la

produccién de la enzima uroporfirinogeno III cosintetasa, necesaria para
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sintetizar hemoglobina; lo cual redunda en la acumulacion de

uroporfirinas y coproporfirinas que son fotosensibilizantes.

4-  Fotosensibilizacion idiopatica (tipo IV): En este tipo, la patogenia

o el agente fotodindmico es desconocido.

Sea cual fuere el tipo de fotosensibilizacion, los compuestos
fotosensibilizantes circulan en sangre y al ser expuestos a la luz solar se
activan generando ERO que dafian las células y por consiguiente los tejidos
(Ginn y col., 2007). Estos dafos conllevan a la muerte celular a través de dos
mecanismos: necrosis o apoptosis.

La necrosis es una muerte celular rdpida "No Programada” que involucra
un grupo de células y que desencadena procesos inflamatorios (Oniszczuk y col.,
2016). En términos generales, se asume que aquellos FS que atacan la membrana
celular o se acumulan en lisosomas causan necrosis (Nagy y col., 2010). La
muerte por apoptosis estd regulada por mecanismos moleculares propios de la
célula y ocurre de forma mds lenta. En la apoptosis, la membrana permanece sin
dafios por lo que los componentes intracelulares no se exponen al medio
extracelular lo que evita la activacién de procesos inflamatorios. Los FS que se
acumulan en la mitocondrias o lisosomas pueden generar muerte por apoptosis
(Nagy y col., 2010). Asimismo, se cree que, en general, el tipo de mecanismo de

muerte se relaciona con la dosis de irradiacion a la que se someten los FS. Asi,
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bajas dosis de radiacién pueden generan muerte por apoptosis y altas dosis

favorecen la muerte por necrosis (Nagy y col., 2010).

VI-2. LAS PLANTAS COMO AGENTES FOTOSENSIBILIZANTES

Las plantas fotosensibilizantes constituyen un limitado grupo de especies
vegetales, capaces de afectar a los animales (Galitzer y Oehme, 1978; Hussain
y col., 2018). Se distinguen dos grupos, segln el tipo de fotosensibilizacion que
producen (Tokarnia y col., 2002; Tokarnia y col., 2012; Hussain y col., 2018)
(Fig. 1):

1) Plantas fotosensibilizantes primarias: Deben su toxicidad a la

presencia de compuestos fotosensibilizantes que la misma planta

biosintetiza (Galitzer y Oehme, 1978; Tokarnia y col., 2012).

2)  Plantas fotosensibilizantes secundarias o hepatdgenas: Poseen

principios toxicos capaces de lesionar el higado de los animales, y tras el

dafio hepdtico, se produce la acumulaciéon de filoeritrina, pigmento

fotosensibilizante derivado de la degradacién de la clorofila (Galitzer y

Oehme, 1978; Scheie y col., 2002; Scheie y col., 2003).

Las plantas que causan fotosensibilizacion primaria en animales incluyen
un grupo reducido de especies vegetales entre las que se incluyen: Fagopyrum
esculentum (L) Moench (Polygonaceae) e Hypericum perforatum L.

(Hypericaceae), las cuales contienen antraquinonas fotodindmicas denominadas
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respectivamente fagopirina e hipericina (Smith, 1909; Bruce, 1917; Araya y
Ford, 1981; Bourke y White, 2004). Por su parte, Ammi majus L. (Apiaceae)
(Dollahite y col., 1978), Thamnosma texana (Gray) Torr. (Rutaceae) (Oertli y
col., 1983; Oertli y col., 1984), Cymopterus watsonii (Apiaceae) (Stermitz y
Thomas, 1975; Egyed y Williams 1977) y Cooperia pedunculata Herb.
(Amaryllidaceae) (Casteel y col., 1988; Rowe y Norman, 1989) causan
fotosensibilizaciéon primaria debido a la presencia de otros compuestos
fotodindmicos denominados furocumarinas. Recientemente se ha determinado
en Brasil que Froelichia humboldtiana Sub. (Amaranthaceae) es una especie
vegetal que genera fotosensibilizacién primaria, aunque se desconoce cudl es el

principio activo (Pimentel y col., 2007; Souza y col., 2012)

" Aducctos DNA/crosslinking - Filoeritrina

Muerte celular /disfuncién

- _——
. Agentes N = 5
'\fotosensibilizantes / P Hepatotoxinas

~— -

Plantas fotosensibilizantes
secundarias

1
tas fotosensibilizantes
R R S g {7 primarias
Figura. 1. Esquema donde se observan los distintos mecanismos de fotosensibilizacion inducida

por plantas.
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En Argentina, Ammi majus es la planta mds reconocida como causante de
fotosensibilizacién primaria (Odriozola, 1984; Lépez y Odriozola, 1987). Sin
embargo, para el Noroeste de nuestro pais, se ha informado en varias ocasiones
la intoxicacién de equinos, bovinos y caprinos por la ingesta de una planta
fototoxica, ya que los efectos nocivos se manifiestan cuando los animales se
exponen a la luz solar (Hansen y Martiarena, 1967; Bacigalupo, 1993; Aguirre y
Neuman, 2001). Esta especie vegetal denominada Heterophyllaea pustulata
Hook f. (Rubiaceae) es conocida por los lugarefios como “cegadera”, en alusion a
uno de los efectos téxico que produce: ceguera.

Se debe destacar que las plantas toxicas producen grandes pérdidas en
la ganaderia a nivel mundial (James y col., 1992; Panter y col., 2002, Riet-
Correay col., 2007), aunque las mismas son dificiles de estimar debido a que no
existen datos confiables sobre problemas subclinicos y otras pérdidas
indirectas asociadas a ellas (Riet-Correa y Medeiros, 2001). En el oeste de
E.E.U.U se estima que las pérdidas anuales debido a plantas téxicas ascienden a
los 340 millones de délares (Nielsen y James, 1992). En Brasil, solo para el
estado de Rio Grande do Sul, se presumen pérdidas superiores a 180.000
délares debido sélo a las muertes por plantas toxicas (Riet-Correa y Medeiros,

2001). En Argentina, gran parte de esta informacion se desconoce y es
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probable que las pérdidas econémicas por el consumo de plantas tdxicas sean

muy importantes en ciertas regiones (comunicacién personal E Odriozola).

VI-3.Heterophyllaea pustulata COMO ESPECIE TOXICA.

Este arbusto (Fig. 2) crece en el ecotono entre bosque montano y
pastizal serrano -de altitud superior a los 1.000 metros sobre el nivel del mar-
de las provincias argentinas de Jujuy, Salta y Tucumdn (Bacigalupo, 1993;

Aguirre y Neuman, 2001). Es la causa de importantes pérdidas econémicas en la

poblacion rural de la regién (Suarez y col, 2017)

e QR e o S e e ) b4 . s
Figura. 2.A- Planta adulta de H. pustulata presente en el drea de pastoreo. B y C-Detalle
de las hojas y la inflorescencia de la planta.
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Las pérdidas inducidas por H. pustulata obedecen principalmente a la
imposibilidad de obtener subproductos de los animales intoxicados como carne,
leche, quesos, entre otros, que son la base de la economia familiar; a lo que se
suma, la muerte de algunos animales, principalmente cabras, por caidas en zonas
de serranias (Comunicacion oral con pobladores).

Algunos grupos de investigacion han estudiado la intoxicacion ocasionada
por esta especie vegetal en diferentes animales de experimentacién: bovinos,
ovinos, conejos, cobayos y ratones (Hansen y Martiarena, 1967, Aguirre y
Neuman, 2001; Ndfiez Montoya y col., 2008). Hansen y Martiarena (1967)
describieron que la ingesta de esta planta produce queratoconjuntivitis
(ceguera) y dermatitis, particularmente en animales de capas despigmentadas;
y definieron la toxicidad como una reaccion de fotosensibilizacién primaria sin
ictericia en su presentacién clinica. De esta manera, adjudicaron el efecto
téxico a la presencia de un principio activo fotosensibilizante, que no lograron
identificar. Asimismo, describieron dafio hepdtico en conejos; por lo tanto, no
se descarta la accion hepatotoxica de esta planta.

Nufiez Montoya y col. (2003 y 2006) realizaron el estudio fitoquimico
de H. pustulata, aislando e identificando como principales metabolitos nueve
antraquinonas (AQs) aglicones (Fig. 3) (soranjidiol, rubiadina, 1-metil éter de

soranjidiol, 1-meftil peter de rubiadina, damnacantal, damnacantol, 2-hiroxi-
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metil AQ, heterofillina, pustulina) y una biantraquinona (5,5'-bisoranjidiol), de
los cuales las tres dltimas resultaron estructuras quimicas nuevas para esta

familia de compuestos quimicos.

® R,
g 1
Rz 7 —~_8 1a R
5 - . 8a_~ - 2
SN N NGl - NN /2/
6 ‘ ‘ A l ’ ¢
P - -~
R4 5a 3 R3
B 4
O
AQs Ry R; Ry R, Rs
soranjidiol OH CH; H OH H
1-metil éter de soranjidiol OCH, CH, H OH H
rubiadina OH CH; OH H H
1-metil éter de rubiadina OCH;, CH, OH H H
damnacantal OCH; CHO OH H H
damnacantol OCH; CH,0H OH H H
heterofilina OH CH; H OH OCH;
pustulina H OH OCH, H CH3
2-hidroxi-3metilantraguinona H OH CH; H H

Figura. 3. Estructura quimica de las antraquinonas identificadas en H. pustulata.

Las AQs son metabolitos secundarios presentes en muchas especies
vegetales, constituyendo el grupo mds numeroso de quinonas encontradas en
diversos géneros y especies vegetales, con una gran diversidad de efectos
bioldgicos (Vickery y Vickery, 1981). Ndfiez Montoya y col. (2003, 2006),
establecieron que las AQs aisladas y purificadas de esta especie vegetal

poseen actividad fotosensibilizante Tipo I (produccién de O2*") y/o Tipo IT
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(generacidn de '02) (Nifiez Montoya y col., 2005, Comini y col., 2007); y por
lo tanto, estarian involucradas en el efecto fototdxico descripto para esta
planta. En un trabajo posterior, Nidfiez Montoya y col. (2008) determinaron
que el efecto toxico de esta planta en ratones (in vivo) se debe a la presencia
de AQs, pero no describieron las lesiones dérmicas.

Por otro lado, se ha demostrado que los extractos ricos en derivados
antraquindnicos, provenientes de partes aéreas de H. pustulata, poseen
propiedades antimicrobianas, antifdngicas (Niflez Montoya y col., 2003) y
antivirales in vitro (Konigheim y col. 2012); por lo que las AQs,
potencialmente pueden ser empleada con usos farmacoldgicos. Ante esto, el
conocimiento de los diversos aspectos vinculados a la toxicidad de H.

pustulata son de utilidad para evitar problemas en la salud humana.

VI-4.DERMATOPATOLOGIA EN LA FOTOSENSIBILIZACION.

En general, la lesion histopatoldgica a nivel cutdneo, en los cuadros de
fotosensibilizacién, es definida como “necrosis coagulativa de la epidermis”
(Ginn y col., 2007); sin embargo, los estudios respecto a esto son escasos.
Con mds detalle, en cuadros de fotosensibilizacion debido a porfiria congénita
(Tipo III), se ha identificado acantosis focal, exudacion, paraqueratosis y
ocasionalmente disqueratosis (Scott y col; 1979). Se ven afectados también

elepitelio folicular, las gldndulas anexas y la dermis superficial (Ginnycol.,
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2007). Se observan hendiduras subepidérmicas y con la tincién de PAS (Acido
peryédico de Schiff) se identificé que la membrana basal forma el suelo de
éstas. En la dermis superficial se observa fibroplasia con la presencia de
muchas fibras coldgenas, ligeramente baséfilas y delgadas (Scott y col;
1979). Un rasgo caracteristico es que los vasos sanguineos de la dermis
superficial presentan engrosamiento de sus paredes, debido a la presencia de
un material hialino que va depositdndose entre los paquetes de coldgeno
(Scott y col: 1979). Esta lesion ha sido definida por Ginn y col. (2007) como
"degeneracion fibrinoide" e indican que puede estar asociada a trombosis. La
respuesta inflamatoria consiste en ocasionales agrupaciones cercanas a los
vasos sanguineos de neutréfilos y linfocitos (Scott y col; 1979). Por su parte,
a nivel celular se ha observado que esta fotosensibilizacion causa
alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmdtica, resultando en
una reduccién del potasio intracelular y la lisis celular (Benedetto y Taylor,
1978).

Mediante inmunohistoquimica, empleando algunos marcadores de
apoptosis cldsicos (P53 y BCL2), se ha demostrado que la exposicién a la
radiacién ultravioleta-B (UV-B) modifica los patrones de apoptosis a nivel
epidérmico (Estrom y col., 2001; Mass y col., 2003), pero no hay

antecedentes sobre lo que ocurre en los casos de fotosensibilizacidn.
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VII- HIPOTESIS
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La epidermis de los animales intoxicados por H. pustulata presenta
cambios en los indices de proliferacién y muerte celular.

La dindmica en el patrén de lesiones epidérmicas estd relacionada a la
concentracién del rubiadina y soranjidiol en piel y sangre.

La intoxicacion con H. pustulata origina modificaciones en el grosor
de cada uno de los estratos epidérmicos.

Las poblaciones de células epidérmicas manifiestan una alteracion
morfoldgica y funcional en los animales intoxicados.

Los cambios en proliferacidon y muerte celular generan modificaciones
en la morfologia de las capas epidérmicas.

Las modificaciones generadas por la intoxicacién con H. pustulata
sobre la proliferacion, diferenciacién y muerte celular dependen del
tiempo de la persistencia de la concentracion de rubiadina y

soranjidiol en piel.
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VIII- OBJETIVOS
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1.  Objetivo general:

Establecer una correlacién entre la toxicocinética de las principales AQs
presentes en H. pustulata (rubiadina y soranjidiol), los patrones de lesion
histopatoldgica y de la proliferacién y muerte celular en la epidermis de las
cabras intoxicadas, para contribuir a una mejor comprensién de la patogenia de

la enfermedad y de los signos clinicos asociados.

2. Objetivos especificos:

v' Determinar el indice de células en proliferacién en la epidermis de los
animales intoxicados y testigos para su posterior comparacién entre si y su
correlacién con la concentracién de rubiadina y soranjidiol en piel y sangre.

v' Determinar los aspectos toxicocinéticos de rubiadina y soranjidiol en
cabras.

v" Reconocer la dindmica de los patrones de muerte y proliferacién celular en
la epidermis de los animales intoxicados a través del andlisis histoquimico.

v' Establecer posibles modificaciones cuantitativas y cualitativas en las
distintas poblaciones celulares de la epidermis y comparar las capas de la
epidermis entre los animales intoxicados y los festigos.

v' Caracterizar los cambios bioquimicos de la enfermedad (perfil hepdtico).
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IX- ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS DE LA

INTOXICACION POR H. pustulata.
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IX-1. INTRODUCCION.

Estudios experimentales en animales con H. pustulata ("cegadera”) han
sido descriptos en cobayos, conejos, ovejas y bovinos (Hansen y Martiarena,
1967). Sin embargo, dichos trabajos datan de los afios 60 y fueron de alcance
limitado, ya que solo describen algunos aspectos clinicos de la intoxicacién en
esas especies. Los datos sobre intoxicacion con “cegadera” en cabras son
escasos y se limitan a descripciones de brotes de ocurrencia natural (Aguirre y
Neuman, 2001). Por otro lado, un estudio reciente basado en encuestas a
productores caprinos de los valles templados de Salta y Jujuy, indica que el
63.6% de los propietarios tienen problemas de intoxicacién con esta planta

(Suarez y col., 2017).

Nifiez Montoya y col., (2008) demostraron que las principales AQ
presentes en las partes aéreas de esta planta, rubiadina y soranjidiol, son
responsables de la fototoxicidad, ya que la toxicidad natural pudo reproducirse
en ratones mediante la administracién oral de estos compuestos.

H. pustulata induce una importante pérdida econdmica en la produccién
caprina regional (Suarez y col., 2017). Por lo tanto, es necesario conocer mds a
fondo aspectos especificos de la toxicidad en esta especie. En este capitulo, se
describen los hallazgos clinicos y patoldgicos en cabras intoxicadas

experimentalmente con esta planta.
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IX-2. MATERIALES Y METODOS.

a- Seleccion de los Animales:

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de La Plata
(Protocolo CICUAL N°= 62-3-17T). Se emplearon 10 cabras adultas puras, por
cruza de raza Saanen por su capa despigmentada. Se distribuyé a los animales
en 2 grupos al azar, de 5 animales cada uno (grupo tratado: GT, y grupo control:
GC). Previo a iniciar el ensayo, se efectué un perfil hematoldgico, renal y
hepdtico; y se descarté a aquellos individuos que presentaran alteraciones en
los perfiles mencionados, segtn lo establecido como valores de referencia para
la especie (Radostits y col., 2007).

b- Coleccion e identificacion de especies

Se colectaron hojas de H. pustulata en el puesto “"Las Juntas”, Dpto.
Guachipas (Salta) (25°42'01.7"S 65°30'26.6"W). Se selecciond este lugar por
presentar antecedentes de foxicidad por esta planta. Muestras herborizadas
de estos especimenes se depositaron en el herbario del Museo de Ciencias
Naturales de Salta (MCNS), de la Universidad Nacional de Salta con el
registro= MCNS 13006.

c- Preparacion del material vegetal a administrar
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A partir del material vegetal (MV) colectado, se seleccionaron las
partes que suelen comer los animales: hojas y tallos finos, los cuales se secaron
a temperatura ambiente y bajo sombra. Posteriormente, se molieron en un
molino martillo (Mellko, Argentina) hasta lograr la consistencia de polvo. Parte
de este material se destiné para identificar y cuantificar las AQs presentes en
éste. En base a resultados obtenidos en experimentos previos sobre animales
(Hansen y Martiarena, 1967; Nufiez-Montoya y col, 2008), la dosis téxica de
planta en polvo, se ajustdé a 5 gramos por Kg de peso vivo (g/kg).

d- Identificacion y cuantificacion de los principios toxicos en el material
vegetal a administrar

En primer lugar, fue necesario extraer las AQs fotosensibilizantes del
MV. Estudio quimicos previamente realizados por Ndfiez-Montoya y col. (2002,
2003 y 2006), permitieron determinar que estas AQs son extraidas
principalmente con benceno (Ben) y en menor medida con acetato de etilo
(AcOE?). Por tanto, una porcién del MV en polvo (25,83 g) se extrajo en un
aparato Soxhlet con estos 2 solventes hasta agotamiento, comenzando con Ben
y siguiendo con AcOE*t. Cada extracto se concentrd por separado en un
evaporador rotatorio (Blchi, R110, Brasil) hasta sequedad, obteniendo los

siguientes rendimientos: extracto Ben 6,28 %P/P y extracto AcOEt 3,76 7%P/P.
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Para la identificacion y cuantificacién de AQs se utilizé cromatografia
liquida de alta resolucion con detector ultravioleta-visible (HPLC-UV-Vis: High
Performance Liquid Chromatography), siguiendo el procedimiento llevado a cabo
por Marioni y col. (2016). Para ello, se utilizé un cromatdégrafo Varian Pro Star
(modelo 210, serie 04171, California, EE. UU.), equipado con un detector UV-
Vis. Como fase estacionaria (FE) se utilizé una columna Microsorb-MV 100-5 C-
18 (250 x 4.6 mm i.d., Agilent), a 25 °C. La fase mavil (FM) consistié en un
gradiente de elusion de dos soluciones: A) dcido férmico (HFo) 0,16 M en agua
MiliQ y B) HFo 0,16 M en metanol grado HPLC (MeOH-HPLC).E| gradiente de
elusion comenzé con 48 % de B (2 min, 1,0 mL/min) que cambié a 78 % durante
4 min con un flujo de 0,8 mL/min, permaneciendo 2 min; mediante una segunda
rampa (2 min y 0.5 mL/min) llegé a 84 % B (30 min), y en una tercera rampa
(1 miny 0.7 mL/min) se alcanzé el100 % B (4 min), regresando a las condiciones
iniciales durante 1 min. El detector se ajusté a 269 nm. El volumen de inyeccion
manual fue de 20 (L. El andlisis de los datos se realizé con el software Varian
(Star Chromatography Workstation 6.41, California, EE. UU.). Cada extracto
seco y cada compuesto de referencia se pesaron con precision, y luego se
disolvieron en el volumen necesario de MeOH-HPLC (Sintorgan) para obtener
soluciones de 1 mg/mL (muestra y estdndares), las cuales se filtraron a través

de papel Whatman No. 1 (sistema de microfiltracion).
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La identificacion de cada AQ en los extractos obtenidos (Ben y AcOEY)
se realizé por comparacion de los tiempos de retencidn (r) con los compuestos
de referencia, previamente obtenidos por el grupo de la Dra. Nifiez Montoya.
Ademds, se desarrollé co-cromatografia, agregando a cada extracto el
estdndar en una concentracién que permitiera el aumento del drea debajo del
pico (AUP) correspondiente a la AQ que se trataba de identificar. Los valores
de tr de cada metabolito identificado y de los estdandares se expresaron como
medias + SD a partir de tres inyecciones para cada muestra.

El método de calibracién externase utilizé para la cuantificacion de las
AQs en ambos extractos. La concentracién de AQs totales en cada extracto se
expreso como rubiadina. Para ello, se realizé una curva de calibracién con
rubiadina estdndar (94-96% de pureza determinada por HPLC-UV-Vis),
graficando el AUP en funcién de cada concentracion de analito. A partir de una

solucion madre de rubiadina (1 mg/mL) en MeOH-HPLC, se prepararon cinco
diluciones consecutivas (1: 2) en el rango de 0,10-6,25x 1073 mg/mL. La

solucion madre se preparé por triplicado para obtener tres réplicas de cada
dilucion, de modo que la curva de trabajo (con cinco puntos) se construyé por
triplicado. A su vez, se repitié el procedimiento para obtener la curva de
calibrado en dos dias consecutivos, siendo necesario mantener todas las

soluciones de estdndar de AQ y de trabajo a -20 °C. Se realizé un andlisis de
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regresion lineal, en el que el valor minimo aceptable para el coeficiente de
correlacién (R?) de la curva fue de 0,99 o mds. Usando la curva de calibracién
de rubiadina (y = 59334 x + 71, R2 = 0,9953), la concentracion de cada AQ
(mg/mL) en los extractos se estimé mediante la interpolacién de la AUP para
cada compuesto. Luego, la concentraciéon de cada compuesto se expresé en g
cada 100g de extracto seco (% P/P), asi, la suma de todas estas
concentraciones nos indica la cantidad de AQs totales (g) en 100 g de extracto,
y mediante cdlculos simples se puede calcular los g totales de AQs en 100 g de
MV.
e- Intoxicacion de los animales

A los animales del GT se les administré una dosis Unica del MV en polvo
mediante sonda orofaringea y al GC el volumen correspondiente de heno de
alfalfa. Posteriormente, todos los animales se mantuvieron bajo exposicion
solar durante el tiempo necesario para el desarrollo de la signologia clinica.
Durante este periodo, se observé el comportamiento de los animales para
detectar cambios en su conducta, como desasosiego y fotofobia. Los hallazgos
clinicos, fueron tabulados mediante criterios subjetivos de severidad. Se tomé
como tiempo de partida (+ = 0) la administracién de la planta.

f- Evaluacion del dafio hepatico
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Para la evaluacion del dafio hepdtico se realizaron dos estudios: por un
lado, el estudio de algunos pardmetros hematoldgicos de dafio hepdticoen los
animales y, por el otro, se efectud una biopsia hepdtica en el momento en que
los signos clinicos se detuvieron.

Para el estudio del perfil hepdtico se obtuvieron muestras de sangre en a
las O, 8, 12, 24, 32, 48, 72, 192 y 360 hpost-administracion del MV en cada
animal;éstas fueron centrifugadas para la obtencion de suero y los siguientes
pardmetros fueron evaluados: gammaglutamil tranferasa (GGT), glutation
oxalato transaminasa (GOT) y fosfatasa alcalina (FA), bilirrubina total (BT),
directa (BD) e indirecta (BI).

Las biopsias hepdticas se recogieronsiguiendo los métodos laparoscépicos
descritos por Melo y col. (2015), bajo anestesia inhalatoria de los animales. Las
muestras hepdticas se fijaron en formalina tamponada neutra al 10%, se
incluyeron en parafina, se seccionaron a 5 pm, se tifieron con hematoxilina y
eosina (HE) y se examinaron coh un microscopio optico(Olimpus CX41, Japon).
g- Andlisis estadistico

El andlisis de varianza se empleé para establecer diferencias en la
densidad delos distintos pardmetros evaluados entre los grupos, experimental y
control, en los distintos momentos de muestreo. El ensayode Kruskal-Wallis se

utilizé como método de determinacion de la significacion. Las diferencias
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significativas se definieron como aquellas cuyo error estdndar es< 0,05. Para
estos andlisis se empled el software estadistico INFO STAT (Di Rienzo y col.,
2008).
IX-3. RESULTADOS.
a- Dosis toxica

En este estudio, las hojas y tallos finos de H. pustulata demostraron ser
toxicas para las cabras en una dosis Unica de 5 g/kg de peso vivo. La toxicidad
evoluciond de forma aguda y causé fotosensibilizacién en todos los animales del
GT. Mediante el andlisis por HPLC-UV-Vis de los extractos obtenidos del MV
administrado, se determind la presencia de 9 AQs: rubiadina, soranjidiol, 1-
metil éter de rubiadina, 1-metil éter de soranjidiol, 2-hidroxi-3metil
antraquinona, damncacantol, heterofillina, pustulina y bisoranjidiol (Fig. 3).
Todas ellas, con demostrada accidn fotosensibilizante Tipo 1y Tipo 2 (Ndfiez-
Montoya y col., 2005; Comini y col., 2007). Ademds, se establecié que el
extracto Ben contiene 11,35 g de AQ totales cada 100 g de extracto (11,35 x
1073 % P/P), mientras que el extracto AcOEt posee 3,52 mg de AQ totales cada
100 g de extracto (3,52 x 10 % P/P), todas expresadas como rubiadina. Esto
indica que la concentracién de AQ totales en el MV es 8,45 x 10 % P/P. Por lo
tanto, la dosis oral administrada de AQs, expresada como rubiadina, fue de

42,25 pg/kg de peso vivo
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b- Hallazgos clinicos

Todos los animales del 6T mostraron signhos clinicos entre 8 y 36 h
después de la administracién de la planta. Los signos clinicos observados se
presentan en la Fig. 4, y en la Tabla 1 se los expresa segln su severidad en los
distintfos momentos de observacion. Inicialmente (8 h después de la
administracién oral de la planta), se observé fotofobia, prurito, inquietud,
congestion y edema. Dichos signos fueron bien evidentes entre las 24 y 36 h
post-administracion. Al quinto dia, los signos de fotofobia y renuencia a la luz
solar habian cesado. Al final del experimento (15 dias después de la
administracién), los animales presentaron dreas alopécicas con reepitelizacion
total o parcial. Tres de los animales presentaron ceguera parcial o total al
momento de finalizar el ensayo. El GC no presentd sighos clinicos durante el

periodo del experimento.

Figura. 4: Variacién de diferentes signos clinicos a lo largo del tiempo durante el experimento
en animales tratados. A- lhantes de administrar el téxico; B- 72 h post- administracion; C- 15

dias post-administracion.
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Tabla 1- Variacidn de diferentes signos clinicos a lo largo del tiempo durante el experimento
en animales tratados. Se expresa la gravedad promedio de los 5 animales observados. Cada
signo clinico se clasificé y tabulé utilizando la siguiente escala: O = ausente, 1 = leve, 2 =
moderada y 3 = grave.

Signos Clinicos Oh 8h 32h 60h 4 dias 5 dias 8 dias 15 dias
Fotofobia, pruritoy 0 04 14 2,4 2,4 0 0 0
desasosiego
Congestién ocular y 0 14 2 2,2 14 0,8 0 0
lagrimeo
Edema 0 0,2 16 2 2,2 24 0.8 0
Formacién de costras y 0 0 0 0 0 0 0,6 2
alopecia
Hiperqueratosis y 0 0 0 0 0 0 0 18
esclerosis
Opacidad corneal 0 0 0 0 0,2 0,6 14 1,6

c-Hallazgos bioquimicos

Los hallazgos bioquimicos se presentan en las Fig. 5. Solo se
encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores medios de
GOT, BT y BD (Fig. 5) alas 72 y 192 h en los animales del GT. Los niveles de

GGTy FA no ofrecieron diferencias significativas a lo largo del experimento.
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Figura. 5. Variacién de las enzimas hepdticas (66T, GOT y FA), bilirrubina total, directa e
indirecta (TB, DB e IB). Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tiempos
(p <0.05). TO = 1 h antes de administrar el téxico; T1 = 24 h post administracion (p-a); T2 = 72
h p-a; T3 =120 h p-a; T4 = 192 h p-a.
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d- Biopsias hepaticas

Las biopsias hepdticas se realizaron al octavo dia post administracién.
Se observaron cambios degenerativos moderados en las muestras recogidas
del GT. Las diferencias en los cortes histopatoldgicos entre el GC y el GT
pueden observarse en la Fig. 6. En los animales que recibieron la planta téxica
(Fig. 6B), los hepatocitos estaban difusos y moderadamente tumefactos,
poseian un citoplasma finamente granular, con bordes irregulares. Algunas
células contenian grandes vacuolas intracitoplasmdticas que contenian globulos

de pigmento biliar verde amarillento intracitopldsmico. Las muestras

hepdticas del GC no presentaron cambios histoldgicos (Fig. 6.A).

Figura. 6. Hallazgos histoldgicos. A- Imdgenes histoldgicas de higado en control animal. B-

Imdgenes histoldgicas del higado en el animal tratado. (H&E, 40 X).
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IX-4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En animales, las formas mds frecuentes de fotosensibilizacién son tipo
1 y tipo 3. En el primer caso, los pigmentos fotosensibles ingresan
preformados. En el segundo, el dafio hepdtico induce la acumulacion de
filoeritrina, un pigmento derivado del metabolismo de la clorofila con accién
fotosensibilizante (Radostits y col., 2007).

Las hojas y tallos finos de H. pustulata demostraron ser téxicas para
las cabras en una dosis Unica de 5 g/kg de peso vivo. La toxicidad evolucioné
de forma aguda y causé fotosensibilizacién en todos los animales del GT. La
dosis oral administrada de AQ contenia alrededor de 9 derivados diferentes

y fue de 42,25 pg/kg, expresada como rubiadina.

Como se observd, los primeros signos clinicos de toxicidad de H.
pustulata aparecen a las pocas horas de su administracién (8 h) y progresa
rdpidamente. Los signos clinicos tempranos (fotofobia, prurito, inquietud,
congestion y edema) son mds intensos entre las 24-36 h y cesan
aproximadamente al quinto dia posterior a la administracién de la planta. Por
otro lado, los signos clinicos que se manifestaron mds tarde (formacion de
costras, alopecia, alopecia, entre otros) se hacen mds evidentes a partir del
dia 8. Estos resultados no concuerdan con lo mencionado en la bibliografia

para los casos de fotosensibilizacion secundaria. Esta forma de
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fotosensibilizacién ocurre secundariamente al dafio hepdtico, asociado a
colestasis intrahepdtica (Kelly 1993). Es asi, quelas plantas que producen
fotosensibilizacién secundaria requieren periodos de consumo mds largos para
generar signos clinicos de fotosensibilizacién. En general, cabras y ovejas
intoxicadas experimentalmente con algunas de estas especies vegetales,
expresan los signos clinicos entre 10 y 60 dias después de la administracién
(Aslani y col, 2003, 2004). Del mismo modo, las cabras intoxicadas
experimentalmente con esporidesmina (una micotoxina que genera
fotosensibilizacion secundaria) desarrollaron la enfermedad 21 dias después
de 3 dias consecutivos de la administracién oral de la toxina (Smith y Embling,

1991).

Ademds, la mortalidad en los casos de fotosensibilizacion hepatégena
suele ser alta en ovejas y cabras; y ademds la ictericia es un hallazgo
constante en estas especies (Kellerman y col., 1988, Rowe, 1989, Kelly, 1993,
Tokarnia y col., 2012). Esto no sucedié en nuestro experimento; ninguno de los
animales revelo ictericia o murié durante el ensayo. Por el contrario, entre
los 8 y 15 dias los animales comenzaron a mostrar una mejora general
reanudando el consumo de alimento. En conclusidn, todos los hallazgos clinicos
observados indican que H. pustulata induce una fotosensibilizacion de tipo

primaria.
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Respecto a las lesiones de fotosensibilizacién, el mayor dafio a hivel
cutdneo se manifesté en la piel de la cabeza, principalmente en las orejas,
region palpebral y nariz. Rowe (1989) indicé que, en cabras y ovejas, estas
lesiones se concentran en esas dreas debido a la falta de pelo y lana. Dicho
autor menciona que en los animales esquilados, las lesiones pueden expandirse
al cuello y a la espalda. En este ensayo, a pesar de que las cabras fueron
completamente despigmentadas, no hubo expansion de las lesiones a otras

dreas del cuerpo.

Las lesiones histopatoldgicas identificadas en el higado del animal
tratado con H. pustulata son lesiones degenerativas menores y justifican las
elevaciones observadas en GOT, BD y BT. Este dafio pudo deberse al efecto
directo de las AQ sobre el tejido hepdtico o como producto de los cambios
generales que ocurren en los animales intoxicados (anorexia e inflamacidn).
Esta dltima hipétesis puede ser plausible, ya que en humanos, después de una
lesiéon térmica, se presenta un grado variable de dafio hepdtico y
generalmente estd relacionado con la gravedad de la lesidn térmica (Jeschke
2009). Jeschke y col. (2001) han demostrado que el peso del higado y la
relacién higado/peso corporal aumentaron significativamente de 2 a 7 dias
después de la quemadura en ratas. En pacientes con quemaduras, se ha

demostrado que hay elevaciones de GOT, GPT y bilirrubina sérica durante un

Tesis Doctoral: “Aspectos toxicocinéticos de la intoxicacion con Heterophyllaea pustulata y su efecto sobre la
proliferacion y muerte celular en la epidermis de cabras”.

59



M.V. Micheloud, Juan Francisco

periodo de 4 a 6 semanas después de la quemadura (Jeschke y col., 2007). En
este trabajo, el valor mds alto de la enzima GOT se identificé durante la
primera semana y luego disminuyé bruscamente en la segunda hasta que se
normalizé. Todos estos hallazgos concuerdan con los observados en pacientes
con quemaduras severas en la piel. En dichos pacientes, los cambios hepdticos
se atribuyen a dos posibles mecanismos: (1) hipoperfusién del sistema
espldcnico y (2) elevacion de citocinas proinflamatorias (Klein y col., 2003;
Jeschke y col., 2007). Por el contrario, normalmente, en la fotosensibilizacién
secundaria, se han observado altos niveles de enzimas hepaticas y bilirrubina
total y directa durante un periodo prolongado de tiempo (Glenn y col., 1964).
También Mouldin y Kennedy (2016) indicaron que la lesion de los eritrocitos en
la circulacion cutdnea puede producir una hemdlisis grave, y este hecho podria

explicar los niveles séricos de TB, DB y GOT encontrados en el GT.

El dafio hepdtico en la fotosensibilidad hepatogénica se puede dividir en
dos clases generales; los que resultan de dafos principalmente en el
parénquima hepdtico y aquellos que afectan el sistema biliar (Rowe 1989). En
el presente trabajo, el dafio causado por la planta toxica afecta difusamente
el parénquima hepdtico al igual que otras intoxicaciones fotosensibilizantes
producidas por Lantana camara y Microcystis aeruginosa (Seawright y col.,

1983, Jackson y col.,, 1984; Ide y Tutt, 1998). Sin embargo, en estas
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intoxicaciones el dafio hepdtico es mds severo que el encontrado en animales
intoxicados con H. pustulata (Seawright y col., 1983; Jackson y col., 1984; Ide
y Tutt, 1998).

En conclusién, a pesar del ligero dafio observado a nivel hepdtico, los
hallazgos clinicos sugieren que este es un caso de fotosensibilidad primaria tal
como lo sefialo Ndfiez-Montoya y col. (2008) en ratones experimentalmente

intfoxicados con una fraccidn que contenia rubiadina y soranjidiol.
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X- ASPECTOS DERMATOPATOLOGICOS DE LA
INTOXICACION POR H. pustulata.
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X-1. INTRODUCCION.

La dermatitis por fotosensibilizacion es un trastorno cutdneo frecuente
en animales y humanos que ocurre cuando se depositan pigmentos fotodindmicos
en la piel expuesta a la luz solar (Mouldin y Kennedy, 2016). Los efectos de la
radiacion solar en la epidermis se conocen desde hace afios, y numerosos
estudios se centran en el dafio directo del sol o la radiacién ultravioleta (UV) en
el tejido cutdneo (Polefka y col.,, 2012). Sin embargo, en el caso de la
fotosensibilizacion la mayoria de los estudios dermatopatoldgicos se refieren a
casos naturales (Scott y col, 1979), mientras que no existen estudios
experimentales ni informes sobre la evoluciéon de las lesiones cutdneas
inducidas por sustancias fotosensibilizantes.

Las sustancias fotosensibilizantes absorben luz UV o visible, excitan sus
electrones o los transfieren a moléculas del medio. Cuando los electrones
excitados regresan a un estado menos excitado, hay liberacion de energia que
puede conducir a la generaciéh de 'O: altamente reactivo (Mecanismo
fotosensibilizante Tipo 2). Cuando hay fransferencia de electrones,
especialmente con el 302 del medio, se producen radicales libres,
especificamente O2*~ que genera posteriormente perdxido de hidrogeno (H202)

y HO* (Mecanismos Tipo 1). Estas ERO a su vez pueden reaccionar y dafiar las
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membranas lipidicas, las proteinas y los dcidos nucleicos, causando dafio celular
y la muerte (Wojcinsky y col., 2013)

Las AQs son un grupo de sustancias fotoactivas presentes en algunas
plantas (Ndfiez-Montoya y col, 2005). Varias de ellas han sido identificadas en
H. pustulata (Ndfiez-Montoya y col., 2005, 2008) que ha demostrado tener
actividad fotosensibilizante en casos naturales y experimentales (Nufez-
Montoya y col., 2008; Micheloud y col., 2017). El objetivo de este capitulo fue
estudiar las lesiones histopatoldgicas secuenciales, incluida la proliferacion y
los patrones de muerte celular, observados en una intoxicacion experimental
con H. pustulata en cabras.

X-2. MATERIALES Y METODOS
a- Estudio de las lesiones histopatologicas.

Al iniciar el experimento se colecté una biopsia cutdnea de piel del dorso
de la oreja mediante punch dérmico, previo bloqueo del nervio auricular
mediante la administracion local de lidocaina al 2 %. Este muestreo se repitio
los dias 0-1-3-7-15, contando desde la administracién de la dosis del téxico que
produce desasosiego y fotofobia en el animal al ser expuesto a la radiacion
solar. Las biopsias cutdneas se fijaron en formol bufferado al 10% y se
procesaron segln la técnica histoldgica cldsica para bloques parafinados, con

secciones de 5 um y tefiidas con H&E (Bancroft y Stevens, 1990). Tres de los
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animales de GC se sometieron al mismo procedimiento experimental arriba
descripto. La tipificacion y clasificacién de las lesiones histoldgicas se efectuo
por métodos semicuantitativos empleando una escala de O a 3, segun criterios
de severidad presentados en la Tabla 2. Las muestras se evaluaron por 2

personas y los resultados se expresaron como un promedio de las dos

observaciones.

Tabla 2: Criterios de clasificacion empleados de las lesiones histopatoldgicas en las biopsias de

piel.

EPIDERMIS

A- Espongiosis y cambios degenerativos

O:Ausente

1: Se observan focos aislados

2: Los focos sonmuchosy tiendena unirse

3: Grandes dreas afectadas abundantes figuras acantoliticas.

B- Necrosis epidérmica
0: Ausente
1: Se observan focos aislados de necrosis cutdnea superficial sin formacion de costras

2: Areas de necrosis mds extensa que profundizan pero no rompen la membrana basal. Se observa la

formacién de costras
3: Areas de necrosis profunday extensa (+ 40% de la superficie observada). Lesiones ulcerosas

C- Hiperplasia

0: Ausente

1: Aumento del grosor de la epidermis ligera o moderado sin formacién de papilas.

2: Incrementodel espesor de la epidermis conprofundizacién de las papilas dérmicas.
3:Cuando se observa la formacién de "rete pegs"

D-Infiltracién

O:Aunsente

1:Focal

2:Distribucién multifocal Coalescente, con formacion de plstulas intra-epidérmicas
3:Difuso, con formacién de plstulas intra-epidérmicas

DERMIS

A- Edema

0:Ausente

1:Pequefias dreas especialmente perivasculares

2:Zonas mds extensas con desorden tisular moderado

3:Areas extensasy generalizadas con desorden tisular severo.

B- Inflamacién

Q: Ausente

1: Pocas células en la regién perivascular

2: Mayor cantidad de células infiltrando la region perivasculary la interfaz dermoepidérmica.
3: Abundante presencia de célulasinfiltrando todos los tejidos presentes.

C- Hemerragia

O:Ausente

1:Restringido a algunos eritrocitos peri-vascularesy peri- anexales

2: Zonas mds grandes de la misma ubicacién que en 1.

3: Grandes dreas de hemorragia que no estdn restringidas a las dreas mencionadas

D- Neo-vascularizacién y preliferacién conjuntiva

0: Ausente

1: Formacién de pequefios vasos aislados.

2: Areas focales de proliferacién vascular

3: Grandes dreas de proliferacién vasculary conjuntiva.
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b- Determinacion de células en proliferacion y apoptosis.

Se realizé inmunohistoquimica con anticuerpos anti PCNA (Antigeno
nuclear de proliferaciéon celular) para realizar el recuento del nimero de células
ciclantes, y anticuerpos anti BAX2 (BCL2 Associated X protein) y BCL2 (Célula-
B CLL/linfoma 2) para estimar el balance entre ambas proteinas y asi evaluar la
apoptosis en la epidermis. En la dermis solo se evalud la expresion de PCNA.

c- Técnicas inmunohistoquimicas

La expresidn de proteinas relacionadas con el ciclo celular y apoptosis se
evalué por inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos especificos (anti-PCNA,
Bax2 y Bcl2). Los tiempos de incubacién, marcas comerciales y otros datos se
exponen en la tabla 3. Los cortes desparafinados se hidrataron y se realizé
recuperacion antigénica mediante su inmersion en una solucién tamponada de
citrato (pH 6), en un horno de microondas a temperaturas superiores a 100 C
durante 5 min; con esto se consigue el "desenmascaramiento” de las ligaduras
existentes entre las cadenas proteicas del tejido, originadas por la accién del
formaldehido como fijador. Posteriormente, se bloquearon las uniones
inespecificas mediante la incubacion con albimina sérica bovina (BSA) al 1%. La
incubacion con los anticuerpos primarios antes sefialados, se realizé durante 24
ha 4 °C. El sistema de deteccién y amplificacion de la inmunohistoquimica fue el

EnVision® Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EEUU. El mismo consta de un

Tesis Doctoral: “Aspectos toxicocinéticos de la intoxicacion con Heterophyllaea pustulata y su efecto sobre la
proliferacion y muerte celular en la epidermis de cabras”.

70



M.V. Micheloud, Juan Francisco

polimero de dextrano marcado con la enzima peroxidasa y conjugado con
inmunoglobulina; y por lo tanto, con capacidad de unirse al anticuerpo primario.
La enzima peroxidasa asociada al polimero actla sobre el agua oxigenada que se
agrega junto con el sistema revelador, el cual esta constituido por el cromégeno
37,3 diaminobencidina.La coloracién de contraste se realizé con hematoxilina

(Gimeno y col., 2005).

Tabla 3. Procedencia y condiciones de uso de los anticuerpos primarios y secundarios
utilizados.

Anticuerpos primarios  Origen Dilucion Incubacion Procedencia
Bcl-2 (ab7973):. policlonal Conejo 1:100 18 h 4°C Abcam

Bax (PU347-UP): policlonal  Conejo 1:30 18 h 4°C BioGenex
PCNA (clon PC-10); Ratén 1:100 18 h 40C Novocastra
monoclonal

d- Andlisis de imdgenes

Cinco imdgenes correspondientes a los distintos cortes a estudiar se
capturaron con una cdmara de video digital (EvolutionVF, QImaging, USA),
montada sobre un microscopio trinocular (Olympus BX50, Tokyo, Japan) y
conectada con una computadora de alto rendimiento (Pentium IV, 2.6 GHz).
Todas las imdgenes se procesaron y analizaron mediante el programa ImagePro
Plus v5.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA). Las imdgenes se
guardaron en formato TIFF de24 bits, RGB, para conservar todos los detalles
observados al microscopio (Portiansky a y b, 2005). Todos los datos numéricos

obtenidos a partir del andlisis realizado sobre las imdgenes se exportaron a una
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planilla de cdlculo para su posterior andlisis estadistico. La cuantificacién para
los distintos anticuerpos empleados se expresé como 7% de drea inmunomarcada
para poder comparar entre si.

e- Andlisis estadistico

El andlisis de varianza serd utilizado para establecer diferencias en la
densidad en los distintos pardmetros evaluados entre los grupos
experimentales y control en los distintos momentos de muestreo. El test de
Kruskal Wallis se utilizé como método de determinacién de la significacién. Las
diferencias significativas se definieron como aquellas cuyo error estdndar sea <
0,05. Para estos andlisis se empled el software estadistico INFO STAT (Di
Rienzo y col., 2008).

X-3. RESULTADOS
a. Lesiones histopatoldgicas.

Las lesiones cutdneas histopatoldgicas consistieron esencialmente en una
extensa dermatitis necrotizante de interface. Los cambios histoldgicos
ocurridos durante el experimento se muestran en la Tabla 3 y la Fig. 7.
Inicialmente, a las 32-72 h, la epidermis mostré una serie de cambios
degenerativos que afectaban principalmente al estrato espinoso de la epidermis
e incluian espongiosis, acantolisis difusa y formacién de vesiculas

intraepidérmicas. La apoptosis de las células en la capa epidérmica fue mds alta
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en este periodo y estas células apoptéticas son compatibles con las llamadas
células de quemadura solar. La hiperplasia de la epidermis fue minima en esta
etapa. Las lesiones dérmicas agudas alcanzaron su punto mdximo entre las 32 y
72 h e incluyeron edema caracterizado por la presencia de material eosinéfilo
proteindceo extracelular y también una profusa desorganizacién de las fibras
de coldgeno, hemorragias asociadas e infiltracion inflamatoria principalmente
por neutrofilos. Las células inflamatorias se localizaron primero en la unién
dermoepidérmica, extendiéndose hacia la capa epidérmica (exocitosis) y
formando pequefios agregados y microabscesos. Exudado perivascular y / o
perianexal proteindceo también se observé en esta etapa. Entre los 72 y 8 dias,
el cambio mds frecuente fue la necrosis epidérmica con formacién de costra. El
tejido necrdtico se extendio a los anexos y se acompafio de hiperplasia
epidérmica (acantosis) y proliferacién conjuntiva y vascular de la dermis. Las
muestras tomadas entre 8 y 15 dias mostraron una acantosis intensa con
abundante presencia de figuras mitdoticas en la capa basal, formacién de rete
clavijas e hiperqueratosis. Los cambios dérmicos en esta etapa se
caracterizaron por la formacion de tejido de granulacién con neovascularizacion
y proliferacién conjuntiva que muestra una desorganizacién profunda. La gran
mayoria de los cambios patoldgicos agudos casi habian desaparecido a los 15

dias.
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Tabla 4- Valores medios de diferentes lesiones histopatolégicas en animales tratados (n = 5) a
lo largo del experimento. Las lesiones se estudiaron semicuantitativamente como O= ausente,
1= leve, 2= moderado y 3= severo. El grosor de la biopsia representa la medida entre el
cartilago y la cara dorsal del pabelldn auricular.

Lesiones histopatolégicas Tiempos de muestreo
Oh 32h 72h &d 15d
Epidermis Espongiosis 0 1,4 1,8 1 04
Necrosis epidérmica 0 0,4 2 2,8 1,2
Infiltracion 0 0,2 1,8 0,6 04
hiperplasia 0 0,2 0,5 2 3
Dermis Edema 0 16 3 1 0,2
Hemorragia 0 1,2 1,8 1,4 04
Inflamacién 0 2 2,4 1,6 1
Neovascularizaciény 0 0 0,2 1,5 2,6
proliferacidn conjuntiva
Grosor dermo-epidérmico 1,62+0,1 2,90+0,3 4,04£0,2 2,98%0,2 3,08%0,2

Figura. 7. Aspecto histopatolégico de la piel de cabra normal (Oh p-a) H&E 20X.
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Figura. 8. Aspecto histopatoldgico de las biopsias de piel a las 32 h p-a. a) Detalle de los
cambios epidérmicos y de la presencia de exudad nheutroéfilo en la union dermo-epidérmica (H&E,
20x). b) Severa infiltracion de la dermis. En el inserto se observa la hemorragia peri-anexal.

(H&E, 20x).
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Figura. 9. Aspecto histopatolégico de las biopsias de piel
degeneracion epidérmica con acdntolis y formacién de vesiculas intra-epidérmicas.
Formacién de pustulas intra-epidérmicas y severa infiltracién dermo-epidérmica. (H&E, 20x).

Tesis Doctoral: “Aspectos toxicocinéticos de la intoxicacion con Heterophyllaea pustulata y su efecto sobre la
proliferacion y muerte celular en la epidermis de cabras”.

a las 72 h  p-a. a) severa

B)



M. V. Micheloud, Juan Francisco

77

Figura. 10. Aspecto histopatoldgico de las biopsias de piel a las 8 dias p-a. a) Necrosis
coagulativa difusa severa de la epidermis (H&E, 20x). b) células de quemadura solar (“sun
burn cells") en las capas basales de la epidermis. Inserto con células de quemadura solar con
mayor detalle (H&E, 40x).
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Figura. 11. Aspecto histopatoldgico de las biopsias de piel a los 15 dias p-a. a) hiperplasia e
hiperqueratosis severa con acantosis y formacion de “rete pegs”. b) formacién de trabéculas
epiteliales y nidos de células en la dermis profunda (H&E, 20x).
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b. Patrones de proliferacion y apoptosis en piel

La expresion de los anticuerpos anti-PCNA, BCL2 y BAX en biopsias
cutdneas secuenciales se muestra en las Figs. 8-11. La expresién de los tres
marcadores solo se observd a hivel epidérmico. La expresién de PCNA solo fue
evaluada en dermis asociada a los fenémenos de reparacion.

Bajo nuestras condiciones experimentales, la proliferacién celular en la
epidermis (expresion del anti-PCNA, Fig. 8), aumenté estadisticamente
(p < 0,05) a partir de las 32 h. Los valores mds altos se registraron entre 8 y 15

dias (p > 0,05, d).
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Figura. 12. Expresién del antigeno PCNA, por inmunohistoquimica en epidermis. 6T: grupo
tratado. GC: Grupo de control. TO= 0 h. T1) 32 h post administracion (p-a). T2= 72 h p-a. T3= 8
dias p-a. T4= 15 dias p-a. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos
(p < 0.05).
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La expresion de dermis-PCNA (Fig. 9) aumenté a las 32h y mostré su
valor mds alto a los 15 dias. En la fig. 10 se observa la expresién de dicha

proteina en epidermis y dermis superficial en los distintos tiempos de

muestreo.
TO T1

' ' v i L 2 A -

¥

o

Figura. 13. Expresién del .arln‘igeno PCNA, |h3c.>r-' inmunoP-\iS‘roqufrr'\ica en dermis. GT: grupo
tratado. 6C: Grupo de control. TO: O h. T1: 32 h después de la administracién (p-a). T2: 72 h p-
a. T3: 8 dias p-a. T4: 15 dias p-a. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los

grupos (p<0.05).
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Figura. 14. Aspecto histopatoldgico de las biopsias de piel con PCNA 20X. Secuencia de
lesiones observadas: TO= O h. T1= 32 h post administracion (p-a). T2=72 h p-a. T3=8 dias p-a.
T4=15 dias p-a.

La expresion de BCL2 y BAX a nivel epidérmico (Fig. 11 y 13) comenzé a
observarse partir de las 32 h, permaneciendo hasta las 72 h. A este tiempo, el
anti- BCL2 (Fig. 11) se mantiene constante, mientras que la expresién del anti-
BAX disminuyé a la mitad (Fig. 13).Los valores de expresion de ambos
anticuerpos disminuyeron significativamente a partir del dia 8, alcanzando los
niveles basales en el caso del anti-BAX, mientras que el anti-BCL2 logré los
valores basales en el dia 15. La expresion de ambas proteinas en distintos
periodos de tiempo se muestra en los cortes histoldgicos de las Figs. 12 y 14.
Como se observa en dichas imdgenes la marcacion es citoplasmdtica en el caso
de BCL-2 y difusa para BAX a nivel epidérmico. Para evaluar el balance entre

BAX y BCL2 se efectud el cociente entre el % de inmuno-marcacion entre
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ambas proteinas (BAX/BCL-2). Dichos resultados se muestran en la figura 15,

donde se observa que el cociente entre la inmuno-marcacion BAX/BCL-2 se

incrementa a las 32 h horas post administracion.
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Figura.15.Aspecto histopatoldgico de las biopsias de piel con BCL2 40X. Secuencias de
lesiones observadas: TO=0 h. T1=32 h post administracion (p-a). T2= 72 h p-a. T3= 8 dias p-a.

T4=15 dias p-a.
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Figura. 16. Expresion del antigeno BCL2, por inmunohistoquimica en epidermis. 6T: grupo
tratado. CG: Grupo de control. TO= 0 h. T1= 32 h post administracion (p-a). T2= 72 h p-a. T3=
8 dias p-a. T4= 15 dias p-a. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los

grupos (p < 0.05).
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Figura.17. Expresion del antigeno BAX, por inmunohistoquimica en epidermis. GT: grupo
tratado. GC: Grupo de control. TO= 0 h. T1= 32 h post administracién (p-a). T2= 72 h p-a. T3=
8 dias p-a. T4= 15 dias p-a. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los

grupos (p<0.05).
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Figura. 18. Aspecto histopa BAX 20X. Secuencia de
lesiones observadas: TO=0 h. T1=32 h post administracion (p-a). T2= 72 h p-a. T3= 8 dias p-a.
T4= 15 dias p-a.
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Figura. 19. Cociente entre los niveles de inmuno-marcacion entre BAX y BCL-2
(BAX/BCL2).GT: grupo tratado. GC: Grupo de control. TO= O h. T1= 32 h post administracién
(p-a). T2= 72 h p-a. T3= 8 dias p-a. T4= 15 dias p-a. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre los grupos (p<0.05).

X-4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La fotosensibilizacion es un proceso comdn en animales domésticos que ha
sido poco estudiado a nivel histopatoldgico. En este trabajo, se describen estos
cambios secuenciales en cabras durante un periodo de 15 dias. Segun los
registros bibliogrdficos no se cuenta con experimentos de este tipo,
previamente realizados usando un agente de fotosensibilizacion. En términos
generales, se suele definir a la lesién histopatolégica producida por una
sustancia fotosensibilizante como una dermatitis de interface necrotizante

severa (Scotft y col., 1979). Estas lesiones son coincidentes con las observadas
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en este trabajo y son similares a las observadas en el dafio solar directo en
varias especies (Mouldin y Kennedy, 2016) e incluyen un escenario secuencial
donde se observan cambios inflamatorios y necréticos en primera instancia,
seguidos de hiperplasia epidérmica y neovascularizacion, y proliferacién

conjuntiva.

Los cambios agudos observados en este experimento entre las 32 h y las
72 h son similares a los de una dermatitis solar aguda grave (Young, 2006,
Mouldin 'y Kennedy, 2016). La aparicion de queratinocitos apoptoticos
compatibles con las “células de quemadura solar” fue mds frecuente en esta
etapa aunque se las observo durante todos los periodos muestreados
(Wojcinsky y col., 2013). De este modo se puede inferir que el agente
fotosensibilizador (AQs) fue capaz de aumentar el efecto de la radiacién solar,
ya que los animales de control no mostraron ningln cambio a lo largo del
experimento bajo la misma exposicion al sol. La mayoria de las lesiones
observadas en el periodo comprendido entre 8 y 15 dias en este trabajo son

compatibles con lesiones observadas en elastosis solar y / o queratosis solar.

La elastosis solar se caracteriza por la desorganizacion de los
componentes dérmicos y la aparicion de fibras eldsticas degeneradas baséfilas
dispersas o aglomeradas, gruesas e irregulares (Mouldin y Kennedy, 2016). Por

otro lado, la queratosis solar se caracteriza por hiperplasia, espongiosis,
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inflamacién dérmica aguda y queratinocitos necroticos focales (Mouldin y
Kennedy, 2016) y se considera una lesién cutdnea precancerosa comin en
humanos, gatos y caballos. En el presente trabajo, no se observaron lesiones
vasculares distintas a la hiperplasia de las células endoteliales. Sin embargo,
trabajos previos se refieren a la degeneracién fibrincide de los vasos
sanguineos y la trombosis en la dermis superficial como un hallazgo

caracteristico de fotosensibilizacién (Scotty col., 1979; Ginny col., 2007).

Nuestros resultados sugieren que el dafo vascular no es una lesion
primaria en la dermatitis por fotosensibilizacion. Tal vez, las lesiones
observadas por Scott y col., (1979) puedan observarse en estadios cronicos de
la entidad, influenciados por diferencias especificas de especie o por un efecto
de la porfiria congénita, una enfermedad de fotosensibilizacion informada en

ese estudio.

Varios cambios moleculares y celulares, incluyendo cambios en la
actividad del ciclo celular, reparacion celular, proliferacién y apoptosis,
ocurren en la piel como resultado de la radiacion UV (Estrom y col., 2001;
Einspahr y col., 2006). En nuestro trabajo, el anticuerpo anti-PCNA, un
marcador de proteina nuclear de la proliferacién celular, se incrementé
significativamente para ftodo el experimento en la capa epitelial del 6T, un

hecho que fue paralelo a la hiperplasia del epitelio (Figs. 9 y 10). En otro
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experimento, en donde los ratones se irradiaron con luz UV, también
mostraron un aumento de la proliferacién celular en la epidermis (El-Abaseri

y col., 2006).

En la piel, la muerte celular por apoptosis ha sido descripta en una
amplia variedad de condiciones (Weedon, 1990; Raskin, 1997). Incluso, existe
evidencia suficiente que indica que la apoptosis juega un importante rol en
los mecanismos homeostdticos en la piel sana. Elmore (2007) sugirié que la
diferenciacion terminal de los queratinocitos es una forma especial de
apoptosis, debido a la similitud entre estas células y las células apoptoticas.
Ejemplo de esto son los signos de activacion de endonucleasas y
fragmentacion del ADN que muestran los queratinocitos granulares. El
control y la regulacién de los eventos apoptdticos ocurren a través de los
miembros de la familia de proteinas Bcl-2 (Cory y Adams, 2002). Estas
proteinas controlan la permeabilidad de la membrana mitocondrial y pueden
actuar promoviendo o inhibiendo la apoptosis (Galluzzi y col., 2011). Entre las
proteinas antiapoptoticas podemos encontrar a Bcl-2  que inhiben la
apoptosis al bloquear la activacién de las proteasas caspasas (Newmeyer y
col., 2000). BAX, por su parte, se comporta como pro-apoptotica ya que
bloquea la capacidad de Bcl-2 para ejercer esta accién (Antonsson vy

Martinou, 2000). De este modo, la relacién existente entre estas dos
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proteinas es crucial en la regulacién de la muerte celular por apoptosis. Asi
es que se ha observado que, la sobre-expresion de Bax con respecto a la
expresion de BCL2, se asocia a una alta tasa de apoptosis (Lei y Davis, 2003;
Teraki y Shiohara 1999; Zhan y col., 1994). En nuestro estudio, la relacién
entre inmuno-marcacion BAX/BCL-2 en la epidermis fue mdxima a las 32 h
posteriores a la ingesta del agente de fotosensibilizacion, es decir, el
periodo inmediatamente anterior a la observacién de la necrosis tisular.
Estudios experimentales demostraron la que radiacién UV modifica la
expresion de los marcadores p53 y BCL2 (Estrom y col., 2001; Mass y col.,

2003).

En conclusion, nuestros hallazgos son bdsicamente consistentes con los
cambios en la piel descritos para el dafio solar. Aunque los mecanismos
fisiopatoldgicos entre la fotosensibilizacién y el dafio solar directo muestran
diferencias relevantes, la respuesta cutdnea puede ser similar en ambos
casos. Sin embargo, la fotosensibilizacion puede considerarse como una
forma acelerada de dafo directo de la piel, ya que el agente de
fotosensibilizacion puede multiplicar el efecto de la radiacién solar. Las
lesiones secuenciales aqui descritas pueden ser un modelo de dafio de la piel

por fotosensibilizacién en cabras y probablemente en cualquier otro animal
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doméstico, ya que los mecanismos de dafio solar son compartidos por todas

las especies.
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X-5.
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XI-ASPECTOS TOXICOCINETICOS DE LA INTOXICACION
POR H. pustulata.
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XI-1. INTRODUCCION.

Como se menciond inicialmente, la toxicidad de H. pustulata se debe a la
presencia de antraquinonas (AQs) capaces de inducir fotosensibilizacién
(Ndfiez Montoya y col., 2008). Las AQs son metabolitos secundarios producidos
por las plantas y tienen una gran diversidad de efectos bioldgicos (Vickery y
Vickery, 1981). En H. pustulata, nueve AQs aglicones (soranjidiol, rubiadina, 1-
metil éter de soranjidiol, 1-metil peter de rubiadina, damnacantal, damnacantol,
2-hiroxi-3-metil AQ, heterofillina, pustulina) y una biantraquinona (5,5'-
bisoranjidiol) fueron identificados por Nifiez Montoya y col. (2003 y 2006). Sin
embargo, las dos mds abundantes en las partes dreas de la planta son
soranjidiol y rubiadin (Nifez Montoya y col., 2003). Ademds, dichas
antraquinonas, se destacan porque generan los niveles mds altos de 'Oz y/o
Oz*"bajo radiacion (Niifez Montoya y col.,, 2005) y probaron tener accién
fotosensibilizante en ratones inoculados experimentalmente (Nifiez Montoya y
col., 2008). El objetivo en este capitulo es describir variaciones en la
concentracion de AQs en sangre y piel de las cabras intoxicadas

experimentalmente con H. pustulata.
XI-2. MATERIALES Y METODOS.

a- Muestras bioldgicas a analizar.
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Para el estudio toxicocinético se colectaron muestras de suero y piel de
3 animales tratados y un animal control, al azar. Las de suero se obtuvieron
mediante venopuncién yugular, mientras que las muestras de piel se tomaran
siguiendo el procedimiento descripto para las muestras histoldgicas en el
capitulo X. La primera muestra de suero como de piel se colecté en el tiempo O
y se repitié a las 8-12-24-32-48-72 h, 8 y 15 dias post-administracién de la

planta.

b- Determinacion de antraquinonas en suero y tejidos.

La determinacion cuali y cuantitativa de rubiadina y/o soranjidiol
presente en todas las muestras de suero y tejido se llevéd a cabo mediante

HPLC-DAD-ESI-QTOF.

Los compuestos orgdnicos no voldtiles, en este caso las AQs, se
extrajeron de las muestras de suero realizando una metodologia modificada a
partir de la descrita por Jackson (1979). Brevemente, cada muestra de suero (1
mL) se diluyé a la mitad con agua destilada (H20) y esta dilucién se acidificé
con HCl 0,1 N(0,5 mL) a pH < 2. Luego, se extrajo con éter etilico (5 mL en 4
veces). Las fracciones etéreas combinadas se evaporaron a presion reducida
hasta sequedad en frascos previamente pesados. Se calculé el rendimiento de
fraccion etérea obtenida por pesada. Luego, cada muestra se disolvié con

MeOH-HPLC (250uL en dos veces) en tubo Eppendorf. Se utilizd papel
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Whatman N° 1 para filtrar cada muestra (sistema de microfiltracion) antes de

su andlisis por HPLC, mediante la inyeccién de 40 pL.

Para extraer las AQs de las muestras de tejidos es necesario, en primer
lugar, desintegrar el material bioldgico. Una vez pesada cada muestra, se
cortaron con bisturi en trozos lo mds pequefio posible (5 mm aprox.). Luego,
cada muestra se malaxé con 1 mL de HCII N (pH =1) en un mortero, y se
continuo el malaxado con el agregado de 1 mL de pepsina. Cada muestra se
trasvasé a tubos de ensayo para ser sonicada durante 30 min a temperatura
ambiente. Luego, se diluyé con H2Odestilada hasta 20 mL, trasvasdndose a
Erlenmeyers (25 mL) y asegurdndose de mantener el pH = 2. Se incubé a 37 °C
durante 1 h en bafio termostatizado con agitacién para asegurar la
desintegracion del tejido. A continuacion, se procede a la extraccién de las
AQs siguiendo procedimiento similar al citado en anteriormente. Se extrae con
éter etilico (50 mL en 3 veces), las fracciones etéreas se juntan y evaporan a
presion reducida en un frasco previamente pesado para calcular el peso de la
fraccion etérea. Se retoma con MeOH-HPLC (250 pL en dos veces) y se somete

al sistema de microfiltracion para su inyeccion en el HPLC (40 pL).

Para el andlisis de HPLC-DAD-ESI-QTOF se empleé un Cromatégrafo
Agilent Technologies 1200 Series system (Agilent, EEUU), que posee una

bomba de gradiente (Agilent G1312B SL Binary), un desgasificador de solventes
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(Agilent 61379 B) y un inyector automdtico (Agilent G1367 D SL + WP). Estd
conectado a un detector UV-Vis-DAD (Agilent 61315 C Satarlight), asociado a
un espectrometro de masa que posee una interfaz de ESI y un analizador de
tiempo de vuelo MicrOTOF Q IT (Bruker Daltonics, USA) utilizado en modo

espectroscopia de masa (del inglés MS: Mass Spectrometer) y MS".

La separacién se realizé con la misma columna usada en el andlisis HPLC-
UV-Vis que trabajé a 25°C con el mismo gradiente de elusion de la FM,
formada también como en el caso anterior de dos soluciones: A) dacido férmico
(HFo) 0,16 M en agua MiliQ y B) HFo 0,16 M en MeOH-HPLC. El detector se
ajusté a 269, 362 y 410 nm, con un barrido entre 200 y 800 nm. Se usé N2
como gas nebulizador de secado y argén como gas de colisién, ambos a 4,0 bar,
8,0 L/min respectivamente, 180 °C y 4500 V de tension capilar. Los espectros
de masas se registraron en modo de iones negativos (50 a 1000 m/z), y la
deteccion de MS" se programé para detectar los tres iones mds abundantes con
una energia de colisién de 10,0 eV (Transefer time: 50 - Collision RF: 300 - Pre
pulse storage: 1 s). Como calibrante interno se empled una solucién de formiato
de sodio con una concentracion de 40 mM, disuelto en una mezcla isopropanol-
H20 (50:50), la cual se inyecto entre 60-61 min a un volumen de 40 pL (loop 20

pL). El Software Compass Version 3.1 se usé para la adquisicién de datos, los
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cuales se procesaron con el software Data Analysis Version 4.1 (Bruker

Daltonics GmbH, EEUV).

c- Anadlisis estadistico

El andlisis de varianza no paramétricose utilizé para establecer
diferencias en la concentracion de AQs en el GT en los distintos momentos de
muestreo. El test de DGC se usé como método de determinacion de la
significacion. Las diferencias significativas se definieron como aquellas cuyo
error estdndar sea < 0,05. Para estos andlisis se empled el software estadistico

INFO STAT (Di Rienzo y col., 2008).

XI-3. RESULTADOS

Los resultados de la determinacion de AQs (Tabla 4) arrojé niveles
significativos de rubiadina, soranjidiol, 1-metil éter de rubiadina, 2-hidroxi-3-
metil antraquinona y bisoranjidiol entre los 8 y las 72 h post administracion (p-
a) de la planta en el suero de cabras intoxicadas (6T). Sélo en un animal, se
detectaron trazas de AQ con posterioridad a las 72 h y hasta las 360 h p-a. En
las muestras de pieles no se registraron niveles detectables para ninguna de las

AQs buscadas.

En la Fig. 15., se puede observar la variacién de los porcentajes de AQs

totales, expresados en como rubiadina/soranjidiol, detectadas en suero de los
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animales tratados, en funcién del tiempo. Los niveles de AQs comienzan a
detectarse a las 8 h p-a, alcanzando valores significativos entre las 24y 72 h

después de la administracién oral del material vegetal.

Aprovechando el andlisis de HPLC-DAD-ESI-QTOF, se investigo la
presencia de filoeritina en las muestras de suero de cabras tratadas y de
control. En ninguno de los sueros, se detectd esta sustancia caracteristica de la
fotosensibilizacién hepdtica, especialmente en las muestras que coinciden con la

aparicién de los signos clinicos (entre 8 y 72 h p-a).
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Figura. 20. Variacién en la concentracién de rubiadina/soranjidiol (%) durante los distintos
tiempos de muestreo. Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes (p >
0,05)
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Tabla 5-Deteccién de antraquinonas en suero y piel de cabras intoxicadas con H. pustulata.

Animal | Muestra Tiempo (h)
0 8 12 24 32 48 72 192 360
GC 1 Suero ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Piel ND ND ND ND ND ND ND ND ND
1 Suero ND ND Sor (5,1%) Rub/Sor Rub/Sor (11,5%) Rub/Sor ND ND ND
Bisor (trazas)  (13,6%) (7,2%)
Piel ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 Suero ND  Rub/Sor  Rub/Sor(3,8) Rub/Sor Rub/Sor (7,9%) Rub/Sor Rub/Sor ND ND
(3,2%) (7,5%) (7,1%) (8,2%)
1-MeRub Bisor (trazas)
(1,3%)
GT Piel ND ND ND ND ND ND ND ND ND
3 Suero ND  Rub/Sor Rub/Sor Rub/Sor Rub/Sor (3,5%) Rub/Sor Rub/Sor 1- Rub/Sor
(4,8%) (7,4%) (8,6%) 1-MeRub (5,9%) (6,3%) (15,6%) MeRub  (trazas)
2-0OH-3-Me-AQ Bisor (trazas) (trazas)
(3,5%)
Piel ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ND: No se detectd AQs. 1-MeRub: 1-metil éter de rubiadina
Rub: Rubiadina Sor: Soranjidiol
Bisor: Bisoranjidiol 2-0OH-3-Me-AQ: 2-hidroxi-3-metil antraquinona
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XI-4. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Las plantas fototdxicas pueden causar dafio a la piel a través de dos
rutas diferentes, ya sea por ingestién o por contacto directo (Peter y col.,
2013), produciendo generalmente dermatitis. Este efecto fototoxico puede
tener origen en dafio hepdtico, que impide la correcta metabolizacion de la
filoeritrina. A este tipo de fotosensibilizacién se la define como
fotosensibilizacion secundaria (con dafio hepdtico) o primaria (sin dafo

hepdtico).

Seguin los resultados de esta tesis (ensayos clinico-patoldgicos y
dermato-patoldgicos, capitulos IX y X respectivamente), la administracion
oral de hojas y tallos finos de H. pustulata fue capaz de inducir fototoxicidad
primaria. ¥ a su vez, concuerda con la deteccion de las principales AQs de
esta planta en suero de los animales fratados con ella, las cuales han
demostrado poseer accién fotodindmica Tipo 1 (generacién de O2*~) y Tipo 2
(produccién de '02) (Ndfez-Montoya y col., 2005; Comini y col., 2007). En
concordancia con nuestros resultados, Nufiez-Montoya y col. (2008) lograron
reproducir experimentalmente la intoxicacion al administrar oralmente en
ratones, una fraccion que contenia mayoritariamente rubiadina y soranjidiol,

principales AQs de H. pustulata (Nufiez-Montoya y col., 2008). Debido a que
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estas AQs han demostrado ser altamente liposolubles (Comini y col., 2006),
es dable esperar que tengan una buena capacidad de absorcion a nivel
gastrointestinal. En el experimento puede observarse la rapidez con la que se
absorbieron, ya que a las 8 h post administracién, las cabras del GT
presentaron niveles detectables de rubiadina y soranjidiol. La mayor
concentracién de rubiadina/soranjidiol se observé entre las 24 y 72 h,
periodo de tiempo donde los signos clinicos fueron mds evidentes como se
describe en el primer capitulo. Entre las 192 y 360 h post administracidn,
solo una de las cabras analizadas presenté trazas detectables de AQs en
suero, momento en que los signos clinicos de fotofobia y prurito son

despreciables.

En general, una vez que el compuesto fototdxico se encuentra en el
organo diana, en este caso la piel, se visualizan los signos clinicos (dermatitis);
por lo tanto, es esperable que las AQs o sus metabolitos se acumulen en los
tejidos. Asi, en el caso de los ratones intoxicados con una fraccién de AQs
(rubiadina y soranjidiol), proveniente de H. pustulata, se comprobd su
presencia en la piel de los mismos (Nifez Montoya y col.,, 2008).
Lamentablemente en nuestro estudio, no se logré la determinacion de AQs en

piel de cabras (6T), en todos los momentos muestreados. Esto puede deberse
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a que los niveles cutdneos estén por debajo de los limites de deteccion de la
técnica empleada, o a que exista algin tipo de metabolizacion de las AQs. En
este dltimo caso podrian ocurrir cambios quimicos de dichas sustancias que
las conviertan en metabolitos secundarios bioldgicamente activos. Para
confirmar esto, otros estudios serian necesarios. Sin embargo, suponemos
que la dosis de material vegetal que se utilizé para inducir la fototoxicidad
contenia una cantidad insuficiente de AQs para poder ser detectadas en piel.
Esto se basa en que la dosis de AQs que se utilizé para inducir fototoxicidad
en ratones fue de 1,36 mg/Kg de peso vivo (Nifiez Montoya y col., 2008),
mientras que en nuestro experimento la dosis de AQs administrada fue de

42,25 pg/kg.

Finalmente, el hecho de que no se haya detectado filoeritrina en las
muestras de suero (animales experimentales y de control) confirma que H.
pustulata no induce un dafio hepdtico suficiente para elevar los niveles de
este pigmento fotosensibilizante endégeno. Esto corrobora lo mencionado
en el capitulo IX y lo postulado por Hansen y Martiarena en los primeros

trabajos sobre la toxicidad de H. pustulata (1968).
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XII-CONCLUSIONES GENERALES
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1. El presente trabajo constituye el primer estudio experimental de la
toxicidad de H. pustulata en cabras. La dosis de 5 gramos de material
vegetal seco (hojas y tallos finos) molido de la planta, administrada en

una Unica dosis, fue suficiente para inducir la intoxicacion.

2. La dosis oral administrada de AQ expresada como rubiadina fue de
42.25 pg/kg; prdacticamente 31 veces menos que la empleada en
ratones, lo cual demuestra la elevada sensibilidad de esta especie a

esta intoxicacion.

3. El cuadro clinico observado fue comparable al mencionado para otras
plantas fotosensibilizantes y se inicia rdpidamente (24-72 h) tras la
administracién de la planta junto con la exposicion a la radiacion solar.
Las antraquinonas son esenciales en la patogénesis de la intoxicacidn, 110
ya que los signos clinicos fueron mds severos en los momentos en donde

la concentracidn de antraquinonas en sangre fue mds alta.

4. Se puede observar leve aumento de la enzima GOT durante los
primeros 5 dias post administracién, como resultado del severo dafio
tisular observado. Esto corresponde con las sutiles lesiones
degenerativas identificadas en las biopsias hepdticas colectadas al

octavo dia de transcurrida la intoxicacidn.

5. Al inicio, la fotosensibilizacion se caracteriza por una serie de
cambios degenerativos que afectan principalmente a la capa espinosa

de la epidermis que incluye espongiosis, acantélisis difusa y formacion
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de vesiculas intraepidérmicas. Luego el cuadro progresay se identifica

una dermatitis de interface necrotizante severa.

6. La mayoria de las lesiones observadas en este trabajo,
especialmente en el periodo comprendido entre 8 y 15 dias, son
compatibles con lesiones observadas en elastosis solar y/o queratosis

solar.

7. Los patrones de proliferacion y apoptosis celular mostraron severas
variaciones en corto periodo de tiempo. La apoptosis fue mdxima entre
las 32 y 72 h post intoxicacién, mientras que la proliferacion lo fue

entre los 8 y 15 dias.

8. Todos estos hallazgos sugieren que la fotosensibilizacion puede
considerarse como una forma acelerada de dafio directo de la piel, ya
que el agente de fotosensibilizacién puede multiplicar el efecto de la 111

radiacion solar.
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