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Resumen

En todo el mundo, siempre ha existido una intima relacién entre las comunidades indigenas y el uso de las plantas con fines
terapéuticos. En la medicina que se practicaba en la antigiiedad, junto a la brujeria, practicas magicas, religiosas y culturales, se
empleaban con profusién las plantas medicinales, principalmente las que encontraban las comunidades indigenas en forma natu-
ral en el entorno donde vivian. Si bien la Argentina ha incluido en su Farmacopea algunas plantas medicinales populares, mucha
de la informacién de los pueblos originarios probablemente se ha extinguido como consecuencia de la pérdida de identidad y
tradicién de las comunidades indigenas, producto de la urbanizacién, el mestizaje y la occidentalizacion. El objetivo del presente
trabajo fue rescatar y sistematizar el uso y consumo de plantas con fines medicinales por la Comunidad Mocovi de San Javier y
zona de influencia (Departamento San Javier, Provincia de Santa Fe). Se realizaron encuestas semiestructuradas a informantes de
la Comunidad Mocovi de San Javier, con preguntas vinculadas a las especies vegetales que usan con fines medicinales, el tipo de
uso, preparacién y administracién. Se determinaron un total de 49 especies vegetales. Las hojas y flores resultaron las partes mas
utilizadas, la infusién la forma predominante de preparacién y la infusién por ingestion la forma predominante de administra-
ci6n. Entre los usos a los que hacen referencia los pobladores se pueden destacar aquellos vinculados a tratar problemas del sistema
digestivo/hepatico, como analgésicos y antiinflamatorios para el sistema 6seo y muscular y para el sistema urinario. Es importante
mencionar que, dependiendo de la especie vegetal, se le adjudica uno o mas usos. Considerando los resultados obtenidos se pone
en evidencia que el rescate etnoboténico del conocimiento tradicional sobre plantas utilizadas con fines medicinales por la comu-
nidad Mocovi resulta importante para evitar la pérdida de dicho acervo cultural.

Plants used for medicinal purposes by the Mocovi Community
of San Javier (Santa Fe)

Summary

Throughout the world, there has always been an intimate relationship between indigenous communities and the use of plants for
therapeutic purposes. In the medicine that was practiced in ancient times, along with witchcraft, magical, religious and cultural prac-
tices, medicinal plants were used profusely, mainly those that indigenous communities found naturally in the environment where
they lived. Although Argentina has included some popular medicinal plants in its Pharmacopoeia, much of the information on the
native peoples has probably become extinct as a consequence of the loss of identity and tradition of the indigenous communities, as
aresult of urbanization, miscegenation and westernization. The objective of this work was to rescue and systematize the use and con-
sumption of plants for medicinal purposes by the Mocovi community of San Javier and its area of influence (San Javier Department,
Santa Fe Province). Semi-structured surveys were conducted to informants of the Mocovi community of San Javier, with questions
related to the plant species used with medicinal purpose, the type of use, preparation and administration. A total of 49 plant species
were determinate. The leaves and flowers were the most used parts, the infusion the predominant form of preparation and the infu-
sion by ingestion the predominant form of administration. Among the uses to which the informants refer, we can highlight those
linked to treating problems of the digestive/hepatic system, such as analgesics and anti-inflammatory for the osseous and muscular
system and for the urinary system. It is important to mention that, depending on the plant species, one or more uses were attributed
to it. Considering the results obtained, it is evident that the ethnobotanical rescue of traditional knowledge about plants used for
medicinal purposes by the Mocovi community is important to avoid the loss of said cultural heritage.

Palabras clave: Etnobotanica médica — comunidades indigenas — practicas en farmacobotanica
Key words: Medical ethnobotany — indigenous community — practices in pharmacobotany
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Introducciéon

Las referencias del uso de plantas medicinales por diferentes
culturas se remontan al afio 3000 a. C. en registros sumerios
y chinos. En la Edad media los monasterios eran verdaderos
huertos botanicos en los cuales se producian plantas para
uso medicinal. Desde el siglo XVIII los boticarios y quimicos,
vinculados a los médicos, preparaban sus recetas magistra-
les para tratar enfermedades (Heissenberg y col., 2019).

En los tltimos decenios algunos paises latinoamerica-
nos han encarado serios programas de investigaciéon sobre
plantas medicinales de uso tradicional para validarlas e in-
tegrarlas a su sistema de salud. En la Argentina, el Instituto
de Cultura Popular (INCUPO) especifica que muchas plantas
medicinales forman parte de los recursos terapéuticos con
los que los médicos y la comunidad cuentan oficialmente
para el cuidado de la salud (INCUPO, 1998). Y, si bien la Ar-
gentina ha incluido en su libro de la Farmacopea Argentina
VII (ANMAT, 2003) algunas plantas medicinales, de exten-
dido uso popular, resta mucho por hacer desde el sistema
de salud nacional para integrarlas seriamente a la Atencién
Primaria de la Salud (INCUPO, 1998).

En todo el mundo, siempre ha existido una intima rela-
cién entre las comunidades indigenas y el uso de las plantas
con fines terapéuticos. En la medicina que se practicaba en
la antigiiedad, junto a la brujeria, practicas magicas, religio-
sas y culturales, se empleaban frecuentemente las plantas
medicinales, principalmente las que encontraban las comu-
nidades indigenas en forma natural en el entorno donde vi-
vian (Chifa, 2007).

En la Argentina, segin el Censo Nacional de Poblacién, Ho-
gares y Viviendas/Pueblos Originarios (INDEC, 2010) el 1,5 % de
la poblacién de la provincia de Santa Fe (48.265 habitantes) se
reconoce indigena, y de ellos el 27,9 % se autorreconoce perte-
neciente al pueblo moqoit -Mocovi- (Cardozo y col,, 2020).

Tradicionalmente némades, cazadores/recolectores,
los primeros testimonios en las crénicas espafolas sitian
al pueblo Mocovi en la margen sur del rio Bermejo (pro-
vincia de Chaco). En la actualidad, la distribucién de la
mayor parte de los asentamientos moqoit es el resultado
del proceso de sedentarizacion forzosa propiciado por los
colonizadores. Durante el funcionamiento de la Misién
San Francisco Javier en la provincia de Santa Fe (= afios
1743-1767) por ejemplo, los Jesuitas buscaron cambiar la
dinamica dela sociedad indigena que podia afectar sus in-
tereses evangelizadores. Se buscé erradicar el nomadismo
mediante el fomento de practicas como la agricultura, la
ganaderia y la tejeduria para evitar la caza y la recoleccién
que implicaban la movilizacién de los grupos familiares
(Rosso, 2013). Para ello se empleaban negociaciones y les
regalaban especies exdticas como el tabaco (Nicotiana ta-
bacum L.) o la yerba mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hil.)
que aseguraran las practicas agricola-ganaderas. También
se intent6 reemplazar el sistema terapéutico chamanico
de la comunidad Mocovi para fomentar de la medicina

europea en un intento de desautorizar la legitimidad de
los chamanes (Rosso, 2013).

Estas transformaciones en la dindmica de vida del
pueblo Mocovi trajeron aparejado no sélo el asentamien-
to forzado de estos grupos, sino también su incorporacién
como mano de obra estacional en regiones como el norte
y centro de Santa Fe y el sur del Chaco.

Desde 2009, en la provincia de Santa Fe, se puso en
marcha un proceso de registro con la creacién del Regis-
tro Especial de Comunidades Aborigenes (creado median-
te el Decreto N© 1175 de 2009) del Instituto Provincial de
Aborigenes Santafesinos (IPAS). En la actualidad existen
unas 60 comunidades moqoit registradas en la provincia
de Santa Fe y, si bien la mayoria viven en contextos urba-
nos, existen importantes comunidades rurales.

La Comunidad Mocovi de la ciudad de San Javier (de-
partamento San Javier, provincia de Santa Fe) y zona de
influencia es un ejemplo de ello, y sigue atin hoy tradicio-
nes ancestrales de sus “antiguos”. Los “antiguos” son mo-
covies de ambos sexos cuya vida se rige por las antiguas
costumbres de sus antepasados, entre ellas el habito de
consumir s6lo alimentos “naturaleza”, que se obtienen del
monte, y que son conceptuados como mds sanos. Debido
a esta dieta, los “antiguos” no presentan mayores proble-
mas de salud excepto las mordeduras de serpientes (que
son sus grandes antagonistas naturales y miticos) para
las que los pi'xonaq (shamanes) que actualmente habitan
en la localidad de Colonia Dolores, a 49 km al oeste de la
ciudad de San Javier (Blanco, obs. pers.) conocen remedios
que en general provienen de extractos vegetales (Giménez
Benitez y col., 2002).

Sin embargo, muchos de los conocimientos de los
“antiguos” probablemente no han sido transmitidos a las
nuevas generaciones como consecuencia de la pérdida de
identidad y tradicién que afecta a las comunidades indi-
genas, producto de la urbanizacién, el mestizaje y la oc-
cidentalizacién (Gilbert, 2016). Las transformaciones por
urbanizacién o avance de la actividad agricola implican
modificaciones en el entorno que alteran —minimizando o
extinguiendo— la presencia de los recursos vegetales utili-
zados originalmente (Rosso y Scarpa, 2019) y las transfor-
maciones por mestizaje y occidentalizaciéon implican cam-
bios en las practicas, los usos y las significaciones que la
comunidad le asigna a las plantas en las representaciones y
la transmisién de conocimiento sobre estas.

En este sentido, uno de los retos actuales de la etnobo-
tanica, asociada a otras disciplinas como la agriculturay la
farmacologia, es documentar y preservar la riqueza biologi-
ca empleada en la medicina tradicional, validar las especies
y su uso y desarrollar sistemas sustentables de producciéon
y uso de plantas con potencial farmacologico para el trata-
miento de diversas enfermedades. De esta manera, generar
las herramientas necesarias para mitigar la pérdida de este
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conocimiento en la poblacién (Villarreal Ibarra y col., 2015).

Sibien existen trabajos sobre la etnobotanica histoéri-
ca de la comunidad Mocovi perteneciente a la reduccién
Jesuita de San Francisco Javier (Rosso, 2013) y otros traba-
jos en diferentes regiones del Gran Chaco argentino (Scar-
pay Rosso, 2014 a; 2014b; Ruiz Diaz, 2017; Rosso y Scarpa;
2019), aln resta por conocer sobre la comunidad Mocovi
que habita actualmente en la ciudad de San Javier y zona
de influencia. Teniendo esto en cuenta, los objetivos del
presente trabajo fueron: (a) identificar las plantas utiliza-
das con fines medicinales por la comunidad Mocovi de la
ciudad de San Javier y zona de influencia, (b) indicar que
parte y tipo de uso se asigna a cada especie y (c) describir
los modos de preparacién y administracién.

El fin general del trabajo es el rescate etnobotanico
del conocimiento tradicional para aportar y actualizar a
la base de registros lograda por otros autores en la comu-
nidad moqoit de la regién (incluyendo Santa Fe y otras
provincias, p.e. Scarpa y Rosso, 2014 a; 2014b; Ruiz Diaz,
2017; Rosso y Scarpa, 2019) para que la informacién perdu-
re en el tiempo y se haga extensiva en el espacio, con el fin
de no perder las tradiciones de aquellos en la regién que
fueron los primeros en utilizar los recursos de su entorno
natural con fines terapéuticos.

Materiales y Métodos
Area de estudio

El sitio de estudio estd emplazado en la ciudad de San Ja-
vier (Departamento San Javier, Provincia de Santa Fe) y
zona de influencia (=30° 35 00 S; 59° 57 0o O). Se encuen-
tra ubicado entre la ecorregion Delta e islas del rio Parana
y la regién del Espinal. En el albardén costero el Espinal
forma una angosta franja ecotonal en los Departamentos
de San Javier, Garay, La Capital y San Jerénimo. Es un con-
junto de macrosistemas de humedales de origen fluvial
que esta encajonado en una gran falla geolégica que se
extiende en sentido norte-sur, a lo largo de la llanura cha-
co-pampeana (Burkart y col., 1999).

A principios del siglo XX, en la Provincia de Santa Fe, los
bosques del Espinal ocupaban una superficie aproximada de
tres millones y medio de hectareas. Por las caracteristicas
edéficas, climaticas y topograficas de la regién, en los Gltimos
80 afos fueron deforestados en mas del 9o % de la superficie
que originalmente ocupaban. Quedan en la actualidad unos
pocos y pequenos relictos altamente fragmentados, con
mucha heterogeneidad de sus parches, predominando las
formaciones lefiosas secundarias con distintas fases serales
en su estructura (Chiarulli y Castro, 2021).

A pesar de estar en un clima templado-himedo los
bosques del Espinal son xeréfilos caducifolios, tienen
una altura entre 5 y 10 metros, (raramente 12), y poseen
estructuras muy variables. Las especies dominantes son

pertenecientes a los géneros Prosopis, Vachelia, Parkinso-
nia, Geoffroea y Celtis. En esas zonas boscosas existe inva-
sién de especies exoticas, siendo las més dominantes aca-
cia negra (Gleditsia triacanthos), paraiso (Melia azedarach),
mora (Morus alba) y ligustro (Ligustrum licidum) (Pensiero
y Gutierrez, 2005). Debido a los reemplazos de especies
nativas por exoéticas por actividad antrépica, los princi-
pales reductos del Espinal se establecen en los suelos re-
siduales, depresivos e inundables en periodos humedos
(Pautasso y col., 2020).

El clima del Espinal es templado-calido y himedo en
el Este de la provincia de Santa Fe (correspondiente al si-
tio de estudio) y subtropical continental en el centro-oes-
te (Matteucci, 2012). La temperatura promedio anual es
de 19° C disminuyendo hacia el Sur. La pluviometria dis-
minuye del Nordeste al Sudoeste, desde los 1200 mm a
los 900 mm anuales. La estaciéon mas lluviosa es el otoiio,
pero también es alta en primavera. La estacién mas seca
es el invierno (INTA, 2022).

Un importante curso de agua que atraviesa la regién
es el rio San Javier, que nace como un brazo del Parana.
Sobre el mismo se asientan numerosas comunidades y
ciudades cuya economia estd principalmente basada en el
cultivo frutos y ganaderia, cultivo de arroz y pesca —estas
ultimas se practican atn siguiendo técnicas tradiciona-
les— (Martino y Arias Toledo, 2021).

La comunidad Mocovi que habita en la ciudad de San
Javier y zona de influencia (p.e. en areas periurbanas y ru-
rales de Colonia Francesa, Colonia Dololes y Colonia San
Joaquin) arriendan o trabajan sus propios campos o bien
trabajan como jornaleros en labores agricolas o forestales,
como docentes, enfermeros, agentes sanitarios u otras ta-
reas asalariadas (Rosso y Scarpa, 2019).

Encuestas etnobotanicas

Entre los meses de mayo a noviembre de 2020 se reali-
zaron encuestas semiestructuradas a colaboradores de la
comunidad Mocovi de San Javier, en relacién al empleo de
las especies vegetales con fines terapéuticos. E]1 contacto
con los referentes de la comunidad (considerados infor-
mantes calificados) se logréd de manera satisfactoria por
medio del vinculo con el Sistema para la Atencién Médica
de la Comunidad (SAMCO) de San Javier y los efectores
de Atencibén Primaria de la Salud de la zona. Se realizaron
encuentros de acercamiento con los referentes de la co-
munidad, previo al inicio de la realizacién de las encues-
tas para explicar los fundamentos y objetivos del trabajo.

Posteriormente, las personas que participaron de las
encuestas fueron informadas sobre las caracteristicas del
estudio y se les entregd un consentimiento informado
donde daban su conformidad para responder la encuesta.
Complementariamente se tuvieron en cuenta los siguien-
tes criterios:
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« Inclusion: personas de ambos sexos, de areas ur-
banas y rurales, alfabetizadas (pudiendo presentar
distintos niveles de instruccién), de origen Mocovi
0 mestizo, mayores de 18 afios (priorizando las per-
sonas mas anosas).

« Exclusion: que no se encuentren alfabetizadas, que no
tengan origen Mocovi o mestizo, menores de 18 afos.

Para la redaccion de la encuesta se tomé como guia la
elaborada por Chifa y Ricciardi (2001) y se adaptd para los
fines de esta investigacion.

En total se realizaron 12 encuestas a informantes ca-
lificados de la Comunidad Mocovi de San Javier (50 % de
origen Mocoviy 50 % de origen mestizo), habitantes de la
zona rural de Colonia Francesa (» 5skm al sur de la ciudad
de San Javier), excepto por un encuestado que vive en la
ciudad de San Javier.

Complementariamente a las encuestas, se realizaron
recorridas por la zona para identificar y colectar las es-
pecies vegetales nombradas. La recoleccion de los ejem-
plares fue realizada conjuntamente a los colaboradores
moqoit y las especies vegetales fueron confirmadas utili-
zando claves de identificacion (p. e.: Dimitri, 1978; Alon-
50, 1998; 2015; Anton y Zuloaga, 2019; Zuloaga y col., 2019;
Gutiérrez, 2020a; 2020b; Schneider y col., 2020; Pensiero
y Gutiérrez, 2021; World Flora Online). Los ejemplares de
herbario fueron acondicionados segin las técnicas habi-
tuales (Martin, 2001) y se depositaron en el Herbario de la
Catedra de Farmacobotanica y Farmacognosia -nimeros
de ingreso en tramite- perteneciente a la carrera de Far-
macia de la Facultad de Ciencias de la Salud (Universidad
Catodlica de Santa Fe, Sede Santa Fe). Los nombres cienti-
ficos fueron confirmados como vélidos segtn las claves de
identificacién mencionadas anteriormente.

Las especies determinadas fueron categorizadas como
nativas o exoéticas y en funcion al tipo de estructura (ar-
bol, arbusto, hierba, enredadera). La totalidad de los usos
medicinales de las plantas fueron agrupados en catego-
rias de uso médico (como resulta usual en trabajos de esta
indole), principalmente en funcién del aparato o siste-
ma corporal al que corresponde (p.e.: digestivo/hepatico,
6seo/muscular, reproductor, dermatolégico, respiratorio,
psicoldgico, entre otros usos).

Resultados

La edad promedio de los encuestados result6 ser 68
(+12,43) anos y la mayoria de los encuestados (75 %) resul-
t6 ser de sexo femenino.

Se registraron un total de 59 nombres vulgares de es-
pecies vegetales que se utilizan con fines medicinales en
la comunidad. Del total, 49 pudieron ser determinadas a
nivel especifico segtin claves antes mencionadas (Tabla 1).

El 47 % de las especies resultaron de origen autdctono

Figura 1.-Formas de preparacién

para nuestro pais (uso por verdadera herencia) y el 53 % de
origen exoético (posteriormente adoptadas por los poblado-
res locales). Las especies vegetales con estructura herbacea
son las mas utilizadas en las preparaciones (43,1 %), segui-
das de aquellas con estructura arbdrea (32,7 %), arbustiva
(17,2 %) y, en menor medida, con estructura de enredadera
(6,9 %).

Entre la parte de la planta utilizada con fines medi-
cinales, las hojas (42,8 %) y las flores (14,2 %) resultaron
ser las mas frecuentes. El resto de las partes de la planta
mencionadas (raiz, tallos, frutos, brotes, exudado, corteza,
espinas) son utilizadas de manera poco frecuente (< 8 %)
en las preparaciones.

Entre las formas de preparacion, la infusién es signifi-
cativamente la forma predominante (Figura 1), cabe des-
tacar que para algunas especies vegetales se registraron
mas de una forma de preparacion.

En cuanto a la administracion de las preparaciones, la
infusién administrada por ingestion es el modo predomi-
nante (79,59 % de los casos) y, como alternativa, los pre-
parados se administran como macerados que se aplican
de forma tépica sobre la zona a tratar (26,53 %), se inhalan
como vapor o se utilizan como enjuagues en buches y gar-
garas (< 3 %).

Entre los usos que los integrantes de la comunidad
Mocovi de San Javier y zona de influencia hacen de las
especies vegetales, se pueden destacar principalmente
aquellos vinculados a tratar problemas del sistema diges-
tivo/hepatico, como analgésicos y antiinflamatorios para
el sistema 6seo y muscular y para el sistema urinario (Fi-
gura 2). Es importante mencionar que, dependiendo de la
especie vegetal, se le adjudica uno o mas usos.

Como complemento de la investigacién, es impor-
tante mencionar que durante el desarrollo del trabajo se
declar6 la pandemia del coronavirus (SARS-CoV-2), las
disposiciones para enfrentarla con medidas de ASPO/
DISPO a nivel nacional (www.boletinoficial.gob.ar decre-
to N° 260 del 12 de marzo de 2020 y sus modificatorios
subsiguientes) generaron situaciones de ansiedad, ner-
vios, sensacién de encierro, estrés, angustia y depresiéon
en toda la poblacién (SEDRONAR, 2020). Teniendo esto
en cuenta, se decidié analizar las respuestas vinculadas
al uso de plantas como psicofirmacos, principalmente
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Figura 2.- Usos de las especies vegetales

pensando en las consecuencias sobre las personas a nivel
psicolégico causadas por la situacién de aislamiento.

Entre las especies vegetales utilizadas por la comu-
nidad Mocovi como psicofarmacos: ansioliticos o anti-
depresivos, se pueden destacar: ruda (Ruta chalepensis),
mandarina (Citrus reticulata), naranja (Citrus x sinensis),
fresia (Freesia alba) y pipi (Petiveria alliacea). Los usos men-
cionados para estas especies fueron “contra la angustia”
(mandarina y naranja), “tranquilizantes” (fresia) y “para
las malas energias” (ruda y pipi), siendo la ruda y la naran-
jalas mas utilizadas (> 30%).

Discusion y Conclusiones

El uso de especies vegetales con fines medicinales es muy
frecuente en algunas regiones de la Argentina (Scarpa, 2002;
Martinez y Planchuelo, 2003; Eyssartier y col., 2009) y, sin
embargo, los estudios sobre etnoboténica médica son ain
escasos, lo que constituye un obstaculo para la incorpora-
cion segura de fitofarmacos a la atencién profesional de la
salud (Arenas, 2009).

Con los datos obtenidos en este trabajo se sistemati-
za informacidn sobre las especies vegetales con atributos
medicinales en la etnomedicina de la Comunidad Mocovi
de la ciudad de San Javier y zona de influencia. Las espe-
cies vegetales utilizadas son variadas e incluyen algunas
locales y otras de distribucién regional o provenientes de
otros paises con usos populares ya conocidos (ANMAT,
2003; Rondina y col., 2008; Heissenberg y col., 2019).

Las partes aéreas resultan, como en numerosos traba-
jos, las utilizadas con mayor frecuencia para la preparacién
de fitofarmacos y de éstas, las hojas y las flores son las mas
frecuentes (Burgos y Morales, 2010; Magafa Alejandro y
col,, 2010; Rosso y Scarpa, 2019). En general las hojas son las
reportadas como més utilizadas porque son mas faciles de
conseguir, mas efectivas y con mejores resultados obteni-
dos. Segtin Bidwell (1983), la efectividad de las hojas mas que
la de otras partes, se puede deber a que en las hojas es donde
se llevan a cabo la mayoria de las funciones de las plantas
(p.e.: intercambio de gases, elaboracién de alimento), por lo

mismo también es el lugar donde se encuentran la mayo-
ria de los componentes quimicos activos que actian como
farmacos. Sin embargo, vale la pena mencionar que esto es
relativo, ya que la sintesis de determinados metabolitos se-
cundarios puede ser 6rgano especifica o constitutiva de toda
la planta (Edward y Gatehouse, 1999; Brito Argaez, 2011). Por
lo tanto, la presencia de esos componentes quimicos activos
en mayor proporcion en las hojas dependera de cada caso/
especie en particular.

La forma de preparacion predominante —la infusiéon— es
un modo que se presenta como el mas practicado en diversas
culturas y regiones (Burgos y Morales, 2010; Altamirano y Ya-
jia, 2020). Esto puede tener su justificacion en el hecho de que
es un modo practico de preparacién, es sencillo de adminis-
trar, y se puede utilizar con casi cualquier parte de la planta.

El modo de administracién mas frecuente result6 ser la
infusién por ingestion, al igual que lo reportado por otros
autores (Altamirano y Yajia, 2020), debido principalmente
a facilidad de preparacién y la versatilidad en modos de ser
consumido (p.e. en infusiones frias, calientes, en mate).

De acuerdo con el trabajo de otros autores, el aprove-
chamiento de las especies vegetales con fines medicina-
les como recurso de facil acceso, resulté frecuente para
tratar principalmente malestares del sistema digestivo
y urinario (Burgos y Morales, 2010; Magaia Alejandro y
col., 2010), como diuréticos, antitusivos y expectorantes
y como antiinflamatorios y analgésicos (Marinoff y col.,
2009; Magaiia Alejandro y col., 2010).

En relacion a las propiedades de las especies vegetales
como psicofarmacos, algunos autores han considerado
que ciertas drogas naturales fueron injusta e innecesa-
riamente desechadas, actualmente han vuelto a ser es-
tudiadas y utilizadas. El desarrollo de nuevas terapias de
trastornos psiquiatricos basadas en plantas medicinales
ha progresado significativamente en las tltimas décadas
(Zhang, 2004; Babic, 2007).

Cabe destacar que de las cinco especies a las que la comu-
nidad Mocovi le asigna usos como psicofarmacos, cuatro de
ellas son de origen exético, y solo una (Petiveria alliacea) nati-
va. Este fendmeno de introduccién de especies exéticas para
cultivo en tierras estables ha sido denominado, por algunos
autores, como “imperialismo ecolégico” (Crosby, 1986; Rosso,
2013) ya que mas alla de ser traidas por los colonizadores para
procurarse sustento [como los citricos para los franciscanos
en la reduccién de San Francisco Javier -zona de estudio-
(Rosso, 2013)], se intentaba cambiar las pautas de conducta
de las comunidades indigenas, consideradas peligrosas para
el proyecto misionero, como ser el modo némade, cazador/
recolector y la medicina chaménica (Rosso, 2013).

En cuanto a las especies en si, se encontraron coinciden-
cias con el uso, modo de preparacién y administracién que le
da la Comunidad Mocovi de San Javier a la ruda (Ruta chale-
pensis), naranja (Citrus x sinensis), mandarina (Citrus reticulata)
y pipi (Petiveria alliacea) con lo reportado por otros autores (Ce-
rén Salazar y Cardona Alzate, 2011; Mata Pinzén y col., 2018).
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Es importante destacar que, segtn la bibliografia, el “pipi”
se usa como psicofarmaco principalmente en actividades
vinculadas con la magia, gualichos y las artes de la hechiceria
(Lemus y col,, 2004) empleado como amuleto o cultivando la
planta en la casa, asi como la ruda (Rosso y Scarpa, 2019)

No se han registrado coincidencias con respecto al uso
como tranquilizante que le da la Comunidad Mocovi de San
Javier a la fresia (Freesia alba), principalmente referida en la
bibliografia como ornamental o cosmética (Audisio, 2016;
Cantero y col, 2019).

La informacién aqui sistematizada, junto a la de otros
investigadores que estudian los usos que las comunidades
indigenas le asignan a las plantas vinculadas a la medicina
es de vital importancia. En un trabajo realizado en el mar-
co del Programa de Derechos Humanos de la Secretaria de
Extensiéon de la UNL (Bournissent, 2015) las mujeres de las
comunidades Mocovi con las que se trabajaron (Recreo, Co-
lonia Dolores y Helvecia) reconocieron que la pérdida del
uso de plantas medicinales en la comunidad se daba princi-
palmente por falta de espacios para cultivarlas o la contami-
nacién del ambiente debido al uso de agrotdxicos en zonas
rurales, sumadas a la desvalorizacién y al no reconocimiento
de sus saberes practicos ancestrales -en cuanto a las practi-
cas curativas y las medicinas tradicionales- en los efectores
de atencién a la salud, tanto ptblicos como privados.

Considerando los resultados obtenidos se pone en eviden-
cia que el rescate etnobotanico del conocimiento tradicional
sobre el uso, preparacién y modos de administracién que la
comunidad Mocovi le da a las diferentes especies vegetales
con atributos medicinales, su estudio y validacién, resulta
importante para evitar la pérdida de dicho acervo cultural,
de las practicas que, aunque alejadas del ortodoxo desempe-
o diario de la medicina oficial, conforman un marco real y
efectivo de ejercicio de la medicina ancestral (Bournissent,
2015). Dicho conocimiento es fundamental para continuar
analizando, mediante técnicas especificas de laboratorio, la
bioactividad e inocuidad de las preparaciones tradicionales.

Para lograr estos objetivos es fundamental la actuali-
zacion de la normativa vinculada a la farmacovigilancia y
estimular la formulacion de politicas publicas en materia
de investigaciones cientificas y tecnologicas que fomen-
ten este tipo de estudios. Asimismo, se considera rele-
vante para el aprovechamiento sostenible de las especies
vegetales consideradas medicinales (Chifa y Blanco, 2013)
ya que la incorporacién de valor econdémico a nuevos re-
cursos naturales (en este caso especies vegetales) permi-
tird la conservacion de las plantas medicinales, por un
lado, y la incorporacién de nuevos cultivos a los sistemas
agro-productivos actuales, caracterizados por la monocul-
tura (“commodities” como la soja, maiz, trigo, etc), diver-
sificando de esta manera la produccién, disminuyendo el
riesgo ecolbgico de los ambientes (Desmarchelier, 2012) y
poniendo en valor los saberes de las comunidades que ha-
bitan en las diversas regiones haciendo uso medicinal de
las plantas locales.
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Resumen

Las plantas utilizadas en la medicina tradicional se exploran internacionalmente como fuentes valiosas de nuevos agentes
antipaltdicos. Objetivo. Compilar especies de plantas utilizadas en la medicina tradicional contra la malaria en Cuba con
fundamento en las investigaciones etnobotanicas precedentes. Se analizaron documentos etnobotanicos cubanos que refle-
jaron las especies de plantas usadas contra la malaria, contra fiebres intermitentes o de aquellas plantas usadas como sus-
titutos de la quina para registrar nombre cientifico y familia, nombre comtn, origen, distribucién geografica, biogeografia
general, forma de crecimiento, parte empleada, modos de preparacién, localidades cubanas donde se informa la utilizacién y
la referencia bibliografica. Esta blisqueda revel6 la utilizaciéon de 63 especies de plantas. Las especies pertenecen a 36 familias
distribuidas en 58 géneros. La familia mas representada fue Asteraceae con seis especies. Las especies nativas representan
el 50,8 %; Baccharis halimifolia L. var. angustior (DC) Herrera, Picramnia reticulata Griseb., Chione venosa (Sw.) Urb. var. cubensis
(A. Rich) D. W. Taylor y Cusparia ossana (DC) Beurton son plantas endémicas de Cuba. La mayoria de las especies (63,5 %) son
cultivables. Las partes de las plantas mas utilizadas fueron las hojas (34,9 %), la corteza del tallo (30,2 %) y las raices (28,6 %)
y la decoccién constituyé el modo mas frecuente de preparacidén. Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swing., Parthenium hystero-
phorus L., Teucrium cubense Jacq. y Picramnia pentandra Sw. resultaron las especies de mayor citacién. La mayoria de las plantas
se describieron para el tratamiento del paludismo o “palddica” (60,3 %). La informacién compilada estimula a la exploracién
cientifica ulterior de la actividad antipaltdica, de los compuestos bioactivos y de los perfiles toxicolégicos en un grupo de
plantas originadas en su mayoria en América y el Caribe y en general cultivables.

Retrospective compilation of the use of plants
in traditional medicine against malaria in Cuba

Summary

Plants used in traditional medicine are explored internationally as valuable sources of new antimalarial agents. Aim. To
identify plant species with potential antimalarial activity based on previous ethnobotanical research in Cuba. Cuban ethno-
botanical documents were analyzed looking for the plant species used against malaria, against intermittent fevers and those
plants used as substitutes for Cinchona in order to register: scientific names of the plants and families, common names,
origins, geographical distribution, general biogeography, growth form, used parts, methods of preparation, Cuban localities
where the use was informed and bibliographic references. This search revealed the use of 63 plant species. The species belong
to 36 families distributed in 58 genera. The most represented family was Asteraceae with six species. Native species represent
50.8 %. Baccharis halimifolia L. var. angustior (DC) Herrera, Picramnia reticulata Griseb., Chione venosa (Sw.) Urb. var. cubensis (A.
Rich) D. W. Taylor and Cusparia ossana (DC) Beurton are endemics. Most of the species (63.5 %) are cultivable. The parts of the
plants most used were the leaves (34.9 %), the bark of the stem (30.2 %) and the roots (28.6 %) and the decoction was the most
frequent way of preparation. Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swing,, Parthenium hysterophorus L., Teucrium cubense Jacq. and Pi-
cramnia pentandra Sw. represented the most cited species. Most of the plants were referred for the treatment of malaria (60.3
%). The information compiled stimulates the further scientific exploration of antimalarial activity, bioactive compounds
and toxicological profiles in a group of plants originating mostly in America and the Caribbean and largely cultivable.

Palabras clave: Cuba — malaria — etnobotanica — plantas medicinales
Key words: Cuba — malaria — ethnobotanical — medicinal plants
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Introducciéon

El paludismo es una enfermedad febril aguda potencial-
mente mortal causada por pardsitos que se transmiten
al ser humano por la picadura de mosquitos del género
Anopheles. Prevenir el reestablecimiento de la transmisién
del paludismo requiere medidas continuas tales como la
combinacién del control de vectores, el manejo eficiente
de los casos y las estrategias de vigilancia activa con la
utilizacién de las herramientas existentes para la preven-
cién, el diagnoéstico y el tratamiento (Rabinovich y col;
2017). La emergencia de la resistencia al tratamiento an-
timaldrico con artemisinina y otros farmacos contra Plas-
modium falciparum, implicara un riesgo para los esfuerzos
por controlar y eliminar esta parasitosis en paises endé-
micos (Giannangelo y col.; 2019).

Es importante sefialar que cerca del 40 % de la pobla-
ciéon mundial reside en zonas endémicas de paludismo,
en las que fallecieron 409 000 personas en 2019. La mayor
morbimortalidad es reportada por la Regién de Africa Sub-
sahariana, donde el 91 % de los fallecidos son nifios me-
nores de cinco afos y embarazadas. Se espera un aumento
de las muertes por paludismo en esta region, debido a la
reduccion del acceso a un tratamiento antipaltdico eficaz
con la pandemia COVID-19 (Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), 2020). También se convive con el peligro de
importacion e introduccién en los paises tropicales sin pa-
ludismo (Miranda-Reyes y col,; 2009; Mungwahali-Kaduli
y col,; 2020), incluso en paises desarrollados (Tatem y col,;
2017) . Por consiguiente, la bisqueda continua de nuevos
agentes antipalddicos continda como una prioridad inter-
nacional (Menard y Dondorp, 2017).

En contraste con la quimica combinatoria, los produc-
tos naturales proveen enorme diversidad estructural y la
oportunidad de descubrir nuevos compuestos antimala-
ricos lideres (Wells y col.; 2015). Se estima que solamente
10 % de acerca de 75 000 especies de plantas del mundo,
han sido investigadas por su posible valor terapéutico en
general. De esta fraccidén, se investigd cientificamente la
bioactividad Gnicamente entre 1y 5 %. De este modo per-
manecen por abordar incontables nuevas estructuras rela-
cionadas con la biodiversidad (Ungogo y col,; 2020), aun-
que con diferencias de acuerdo a las regiones geograficas
(Panda y Luyten, 2018).

La investigacion de actividad terapéutica de produc-
tos naturales contra enfermedades infecciosas tropicales
se puede enfocar desde la perspectiva de la medicina tra-
dicional. La OMS define la medicina tradicional como la
suma total de conocimientos, habilidades y practicas ba-
sadas en las teorias, creencias y experiencias autoctonas
de diferentes culturas, ya sean explicables o no, utilizados
en el mantenimiento de la salud, asi como en la preven-
cion, diagnoéstico, mejora o tratamiento de la salud fisica
y mental (Che y col,; 2017). Histéricamente, los productos
naturales han jugado un papel clave en el tratamiento de
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la malaria (Ungogo y col.; 2020). Asi se descubrieron los
alcaloides de la quina y la artemisinina (Pan y col.; 2018).
En el periodo desde 2000 a 2017, se descubrieron 175 com-
puestos antimalaricos a partir de plantas, la mayoria em-
pleadas en la medicina tradicional (Pan y col.; 2018).

Las autoridades de salud cubanas notificaron el tltimo
caso endémico de malaria en 1967, lo cual fue certificado
por la Organizacién Panamericana de la Salud (OMS-OPS,
1972). Actualmente, existe un sistema de vigilancia cons-
tante y permanente de todos los viajeros para detectar y
tratar oportunamente casos con paludismo que ingresan
a la nacién (Agencia Cubana de Noticias, 2016). Antigua-
mente, la malaria era endémica en areas limitadas de la
isla, especialmente en las provincias de Oriente y Cama-
gliey, segiin la antigua divisién administrativa (Kouri y
col;; 1947). Extensas epidemias de paludismo se registra-
ron en los anos 1900, 1901, 1921 y 1934 (Kouri y col.; 1947).
El deterioro de la politica oficial en el campo de la salud
publica, después del gobierno del General Gerardo Ma-
chado Morales (1925 — 1933) se tradujo en un aumento de
enfermedades infectocontagiosas y epidemias como fie-
bre tifoidea, paludismo y poliomielitis (Beldarrain, 2014).
Fundada en estos antecedentes, la aplicacion de los cono-
cimientos tradicionales nativos sobre plantas con posible
actividad antimaldarica a las investigaciones cientificas
cubanas ha sido parcial y fragmentada (Fernandez-Calie-
nes y col,; 2010; Mendiola y col.; 2015; Fernandez-Calienes
y col.; 2016a; Fernandez-Calienes y col.; 2016b), lo cual su-
braya la necesidad de una compilacién exhaustiva previa
a la pesquisa, que obligatoriamente nos remite a la practi-
ca de la medicina tradicional antes de 1967.

La medicina tradicional en Cuba, formada por la mez-
cla cultural y la sabiduria de varios grupos étnicos, fue el
consejo de salud al que tuvo facil acceso la mayoria de la
poblacién con escasos recursos econdmicos durante el go-
bierno colonial y hasta 1959. Una rica farmacopea resultd
de la practica de los curanderos, herbolarios, practicantes
y parteras (Herndndez-Cano y Volpato, 2004). A la par
conservamos gran parte de este rico patrimonio median-
te la escritura. Comparado con siglos precedentes, el siglo
XX fue prolifico en publicaciones relacionadas con el em-
pleo de plantas medicinales en Cuba, incluidas las exoti-
cas (Hernandez-Cano y Volpato, 2004). Asi surgid en 1945
la publicacién mas destacada, su autor, el Dr. Juan Tomas
Roig, resumi6 los conocimientos y las practicas cubanas
sobre plantas medicinales hasta esa fecha y continu6 su
actividad investigadora nacional que enriqueci6 la segun-
da edicidn, la que aparecid post-mortem (Roig, 1974). Los
estudios etnolbgicos realizados por Cabrera (1954) eviden-
ciaron también un gran nimero de especies vegetales que
fueron utilizadas con fines medicinales o mégicos por los
afrodescendientes, introducidos como esclavos desde el si-
glo XVI, y se transmitieron entre las autoridades religiosas.
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A raiz de la promocién al desarrollo de los recursos
de la medicina tradicional por la OMS en 1977, el Sistema
Nacional de Salud de Cuba realiz6 en los afios ochenta sus
primeros intentos de estudiar cuales eran los usos medi-
cinales conservados y novedosos de las plantas cubanas
e introducidas (Morén, 2009). Como resultado, Fuentes
y Granda (1982; 1988), Carreras-Padrén (1982) y Seoane
(1984) realizaron importantes estudios etnobotanicos.

Esta posibilidad de rescatar conocimientos sobre la
etnomedicina y el paludismo en Cuba mediante la bus-
queda retrospectiva en profundidad, se aviene al interés
de conservar la biodiversidad vegetal, a registrar la acti-
vidad antimaldrica potencial de mayor cantidad de es-
pecies de plantas medicinales, incentiva el desarrollo de
nuevos fitomedicamentos con eficacia y seguridad para
ser utilizados en poblaciones endémicas con necesidad de
alternativas terapéuticas, incluso provisoriamente para
estados de contingencia nacional y amplia la perspectiva
de las producciones cientificas cubanas en el campo de la
biotecnologia (Leén y col.; 2018).

Justamente, el objetivo de este estudio es compilar la
informaci6n sobre especies vegetales utilizadas en medi-
cina tradicional contra la malaria en Cuba con fundamen-
to en las investigaciones etnobotanicas precedentes.

Métodos

Se realiz6 la busqueda de documentos en internet a tra-
vés de la base de datos PubMed y los localizadores Goo-
gle®, Scielo y LILACS, con las palabras Cuba y etnobota-
nica, etnobotdnico, medicina tradicional (ethnobotany,
ethnobotanical, traditional medicine), para articulos en
espaiiol e inglés, sin limite de fecha de publicacién, ade-
mas del andlisis de documentos impresos archivados
en la Biblioteca Nacional José Marti, todos catalogados
como estudios etnobotanicos de Cuba. Se incluyeron los
documentos con informacién sobre especies vegetales
referidas para el tratamiento de la malaria (la poblacién
la conocia mayoritariamente como “paludismo” o “pa-
ladica”). De acuerdo a la biologia del ciclo asexual de las
especies de Plasmodium, se tomaron en cuenta ademas las
plantas utilizadas para tratar fiebres intermitentes, fie-
bres tercianas, fiebres cuartanas, las fiebres periddicas, la
fiebre con trastornos del bazo y del higado que se asocian
a la enfermedad y las fiebres de dificil resolucién. Otro
grupo de plantas estuvo integrado por el uso folclérico
en Cuba como “falsas cinchonas”, definidas como plantas
utilizadas para combatir la fiebre en lugar de quina, segtin
estudios precedentes en nuestra regiéon (Milliken, 1997;
Cosenza y col,; 2013). Las variables analizadas fueron: fa-
milia botanica, género, origen, distribucién geografica,
biogeografia general, potencial de crecimiento de las es-
pecies, la parte de la planta utilizada por la poblacién, el
modo de preparacién y consumo del remedio herbario, el

uso especifico que se relaciona con el paludismo descrito
en la referencia bibliografica y el nombre de las localida-
des cubanas citadas como fuentes de informacién. Para
compendiar los resultados se utilizaron herramientas de
estadistica descriptiva como tablas y porcentajes.

Los nombres cientificos de las plantas se registraron
acordes al Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica
(http://www.lapt-taxon.org/nomen/main.php) segin los
originales de los autores consultados y se establecieron fi-
nalmente conforme a Acevedo-Rodriguez y Strong (2012)
por la contribucién de Pedro Herrera Oliver del Instituto
de Ecologia y Sistematica, La Habana, Cuba, con cambios
minimos de acuerdo a Greuter y Rankin (2017).

Resultados

Informacién botanica de las especies vegetales utilizadas
tradicionalmente contra el paludismo, fiebres relaciona-
das y para combatir fiebres en lugar de quina

Se consulté la informacién de 25 documentos, de los cua-
les se excluyeron 18 articulos cientificos del tema publica-
dos entre 1998 y 2020, por no mencionarse el uso popular de
plantas en Cuba para el tratamiento de la malaria. Las fuen-
tes que contribuyeron a la compilacion se citan en la tabla 1.

En la literatura etnobotanica cubana se reportd el uso
de sesenta y tres especies de plantas para la malaria, fiebre
intermitente, fiebre cuartana o tercianay “falsas cinchonas”.
Las plantas fueron identificadas por nombres cientificos y
familias, asi como por nombres vulgares (Tabla 1). Las espe-
cies pertenecen a 36 familias distribuidas en 58 géneros. La
familia mas representada fue Asteraceae con seis especies
seguida de Rubiaceae y Gentianaceae con cuatro; Caesalpi-
niaceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae, Poaceae y Rutaceae con
tres especies cada una. Los géneros Casearia, Picramnia 'y Sen-
na estuvieron representados por dos especies cada uno.

Cuarenta y nueve especies se originaron en América
(77,7 %), donde el Caribe fue la regién geografica mas fre-
cuente (29 especies; 46 %). Una minoria tuvo origen en
Africa (7 especies), Asia (6 especies) y Australia (una sola
especie) (Tabla 2).

Las treinta y dos especies nativas representan el 50,8 %,
pero solamente Baccharis halimifolia L. var. angustior (DC)
Herrera (Asteraceae), Picramnia reticulata Griseb. (Picram-
niaceae), Chione venosa (Sw.) Urb. var. cubensis (A.Rich) D. W.
Taylor (Rubiaceae) y Cusparia ossana (DC.) Beurton* (Ruta-
ceae) (6,3 %) fueron endémicas. El resto de especies fueron
introducidas (31 especies; 49,2 %) aunque estan naturaliza-
das 20 de ellas. La mayoria de las especies (40; para 63,5 %)
son cultivables. El analisis de las formas de crecimiento de
estas plantas medicinales revel6 que las hierbas constituye-
ron la mayor proporcién con 26 especies (41,3 %), seguidas de
arboles (19 especies) y arbustos (18 especies) (Tabla 2).
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Modos de uso tradicional de las especies vegetales

Las partes de las plantas utilizadas para el tratamiento de
la malaria y el modo de preparacién también se describen
en la tabla 1. Las hojas (22 especies; 34,9 %), la corteza del
tallo (19 especies; 30,2 %) y las raices (18 especies; 28,6 %)
fueron las partes de uso mas frecuente. También se re-
comendaron plantas enteras y flores (9 especies; 14,3 %).
La decoccién fue el modo de preparaciéon mas recurrente
(82,5 %). También se informé la preparacién de tinturas
o la utilizacién de la parte de la planta sin modificacién
como la ingestion de bulbos, jugo de frutas o gotas de la-
tex. En la tabla 1 se describen brevemente nueve remedios
herbales multicomponentes. Seis especies solo se utiliza-
ron en combinaciones (Allium sativum L, Alpinia zerumbet
(Pers.) B. L. Burtt & R. M. Sm.; B. halimifolia L. var. angus-
tior (DC) Herrera, Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, Jatro-
pha gossypiifolia L. y Senna bicapsularis (L.) Roxb.).

Relacion con la malaria y distribucion segiin las localidades
cubanas referidas como fuentes, del uso tradicional de las
especies vegetales

La mayoria de las plantas recopiladas en la tabla 1 corres-
ponden a citas donde se refiere el tratamiento de la malaria
(38 especies; 60,3 %), mientras que 21 especies (33,3 %) se
utilizaron en fiebres tercianas, cuartanas o intermitentes.
Nueve especies (16,4 %) se refieren a sustitutos de la quina
y una actividad febrifuga general fue atribuible adicional-
mente a 16 especies (25,4 %).

Se identificaron las localidades cubanas donde se re-
portd el uso medicinal del 66,6 % de las especies. Se utilizd
mayor nimero de especies en el Oriente (29 especies; de
ellas 27 registradas con uso para la malaria, en las provin-
cias Ciego de Avila, Camagiiey, Las Tunas, Granma, Hol-
guin, Santiago de Cuba y Guantdnamo); mientras en el
Occidente de Cuba (Villa Clara, Cienfuegos, Matanzas, La
Habana y Pinar del Rio) se informaron 19 especies.

De la consulta de cuatro estudios etnobotanicos se
derivé informacién coincidente sobre el empleo contra el
paludismo de Citrus x aurantiifolia (Christm.) Swing.; Par-
thenium hysterophorus L.; Teucrium cubense Jacq. y Picramnia
pentandra Sw.. Se informd el uso de P. pentandra en sie-
te localidades cubanas, dirigido a la malaria, para fiebres
persistentes y como sustituto de la quina (Tabla 1).

Discusion

El uso de especies exoéticas o introducidas originarias de
América, Africa y Asia confirma la influencia de diferen-
tes culturas en la medicina tradicional cubana (Hernan-
dez-Cano y Volpato, 2004; Miranda y cols.; 2004). Sin em-
bargo, es interesante que mas de la mitad de las especies
compiladas en este estudio resultaran nativas. Miranda y
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cols. (2004) reportaron 8,1 % de especies endémicas en la
flora medicinal cubana, en correspondencia sé6lo 6,3 % de
las especies antimalaricas listadas son endémicas. En gene-
ral, las especies nativas podrian ser las fuentes més prome-
tedoras de estructuras originales con actividad biolégica.

Estas proyecciones podrian aplicarse a las especies
identificadas en la familia Asteraceae. El empleo mayorita-
rio de Asteraceae se registra sistematicamente en estudios
etnomédicos de varios paises (Milliken, 1997; Miranda y
col; 2004; Luziatelli y col, 2010), ciertamente para el trata-
miento del paludismo. Esto podria atribuirse a su amplia
gama de ingredientes bioactivos, incluidas las lactonas
sesquiterpénicas antipaltidicas, pero otros factores que
pueden explicar el uso comin de esta familia taxonémica
es el gran nimero de especies que le pertenecen y la am-
plia distribucién geogréfica en el mundo (Panda y Luyten,
2018), lo que facilita su uso por diversas culturas. Ademas,
Asteraceae es la familia con mayor nimero de especies en
la flora medicinal cubana (Miranda y cols.; 2004).

El predominio de la via oral para la administracién,
la decoccién de componentes herbarios frescos y hojas
como organo preferido, confirma caracteristicas previa-
mente identificadas de la medicina tradicional herbolaria
en Cuba (Fuentes, 1984; Miranda y cols.; 2004). E1 uso de
las hojas es una practica mas sostenible a diferencia de las
raices o la corteza. Esta practica ayuda a reducir la tasa de
amenaza sobre las especies vegetales y mejora el manejo
sostenible de las plantas (Fuentes, 1984). La mayoria de
las plantas utilizadas contra la malaria en Cuba son cul-
tivables (63,5 %); lo cual significa que la mayoria de esas
plantas medicinales son faciles de propagar y conservar
mediante la plantacion, lo que genera suficiente material
vegetal para explotar en la practica medicinal.

Aungque lainformacién sobre las localidades cubanas don-
de se utilizaron plantas contra el paludismo es incompleta, se
observo un elevado nimero de plantas utilizadas en el oriente
cubano, lo que esta estrechamente relacionado con el elevado
numero de casos de malaria notificados en esa regién antes de
1967. De esta zona del pais también procede la descripcién de
la mayoria de las preparaciones herbarias multicomponentes,
lo cual sugiere una practica cultural que hace de las combi-
naciones un modo de incrementar la accién terapéutica, una
via para destoxificar algunos xenobidticos (Hernandez-Cano
y Volpato, 2004), o desafortunadamente una estrategia para
ocultar la fuente verdaderamente activa de la medicacién
(Ungogo y cols.; 2020).

En relacién a las propiedades antiplasmédicas de las plan-
tas, aquellas especies que tienen usos similares por diferen-
tes poblaciones, en varias areas geograficas, resultan espe-
cialmente atractivas. El niimero de informes de utilizacién
puede considerarse no solo una medida de la importancia
cultural de la accién de una planta en particular para una con-
dicién de salud especifica, sino también como una base sobre
la cual seleccionar especies candidatas para la investigacién
fitoquimica o farmacoldgica (Milliken y cols.; 2021). El cono-
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cimiento de las plantas medicinales utilizadas tradicional-
mente para la malaria se puede haber descubierto de forma
independiente en diferentes paises o comunidades o trans-
mitido entre ellos, lo cual es probable que sugiera actividad.
En este sentido, el estudio de Willcox y Bodeker (2004) re-
vel6 que de 1277 especies utilizadas para tratar fiebre o ma-
laria, 11 de ellas se utilizaron en tres continentes, mientras
recientemente en una compilaciéon para Latinoamérica se
repitieron ocho de estas especies (Milliken y col; 2021). En
esta linea de priorizacién, el presente estudio sefiala que las
especies reportadas con mayor frecuencia en Cuba fueron C.
x aurantiifolia (Christm.) Swing,; P. hysterophorus L.; T. cubense
Jacq. y P. pentandra Sw. A excepcién de T. cubense, existen re-
portes sobre el uso tradicional de estas especies como anti-
malaricas en otros paises (Milliken, 1997; Oladeji y col.; 2018;
Pan y col; 2018) y existen pruebas antiplasmddicas positivas
para las especies P. hysterophorus (Fernandez-Calienes y col;
2010; Fernindez-Calienes y col; 2016a) y P. pentandra (Fer-
nandez-Calienes y col,; 2010). Ante la necesidad de avalar la
actividad antimaldrica de la amplia lista de 63 especies iden-
tificadas, se requiere una revisién de la literatura cientifica
internacional. Los resultados del progreso de la evaluaciéon
experimental y de su andlisis bioquimico podrian desarro-
llar las potencialidades terapéuticas de los extractos crudos
de las plantas a compuestos antimalaricos definidos.

En relacién a estos compuestos, la lactona sesquiterpé-
nica denominada partenina, aislada de P. hysterophorus L., es
el componente inhibidor fundamental frente a P, falciparum
tanto en estados asexuales como sobre la activacion de ga-
metos masculinos y la transicién de oocineto a oocisto en el
mosquito, asi como sobre los gametocitos en estadio V que
estan presentes en la sangre periférica (Balaich y col,; 2016).
A pesar de la citotoxicidad de la partenina, su actividad su-
giere que lactonas sesquiterpénicas estructuralmente rela-
cionadas, aunque con un mejor perfil de seguridad, merecen
continuar su exploracién (Balaich y col.; 2016).

La investigacién de la utilizacién de las plantas en la
medicina tradicional por la poblacién cubana ha tenido
caracter diverso, en objetivos, metodologias, tipo de infor-
macién recogida, grupos socioeconémicos encuestados,
procesamiento y presentacién de la informacién obteni-
da, destacandose con caracter sistematico y cientifico las
encuestas que se fomentaron después de 1980 (Fuentes y
Exposito, 1995). Conjuntamente con el refinamiento actual
de las metodologias etnofarmacolégicas (Rodriguez-Gue-
rra y col; 2019) se recomiendan las observaciones clinicas
que pueden servir de apoyo para establecer prioridades de
las plantas (Willcox y col,; 2011). Estos son elementos por
los que esta compilacién presenta limitaciones en cuan-
to al empleo de disimiles fuentes informativas, el paso de
mas de 50 anos desde la erradicacién de la parasitosis no
permiti6 la entrevista directa con la poblacién, ademas que
no se descarta la posibilidad de la omisién indeliberada de
algunas fuentes documentales en las que se refirieron otras
especies con potencial antipalddico.

En conclusion, la informacién compilada en retrospecti-
va del uso de las plantas en la medicina tradicional, contra
la malaria en Cuba, estimula la exploracion cientifica ulterior
de la actividad antipaludica, de los compuestos bioactivos y
del perfil toxicolégico en un grupo de plantas originadas en
su mayoria en América y el Caribe, generalmente cultivables.
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Resumen

Nuestro objetivo fue comparar los niveles de expresién de la proteina E2 del virus de la diarrea viral bovina (VDVB), expresada
mediante transformacién estable o transitoria, en plantas de tabaco. Ademas, se determin la capacidad de induccién de anti-
cuerpos neutralizantes anti-E2 en ganado mediante la inmunizacién con una vacuna experimental formulada con extracto de
hojas de tabaco agroinfiltradas que expresan transitoriamente una versién de la proteina E2 de retencién en reticulo endoplas-
matico (E2-ER). Los callos y las suspensiones celulares obtenidos luego de la transformacién estable expresaron las versiones de
la proteina E2 direccionada al apoplasto (E2-Apo) y de retencioén en reticulo endoplasmatico. Los niveles de expresion en callos
fueron de 3 pg/g de peso fresco (PF), lo que equivale a 1,15 % de las proteinas totales solubles (PTS). Ambas versiones de la protei-
narecombinante, E2-Apo y E2-ER, fueron detectadas en la biomasa de las suspensiones celulares, pero en niveles muy inferiores
alos obtenidos para callos. La inmunizacion del ganado con una vacuna experimental, conteniendo extracto de hojas de tabaco
agroinfiltradas (60 pg de E2-ER) y el adyuvante Al(OH)3 Hydrogel (90:10), indujo un alto nivel de anticuerpos anti-E2, con un
87,5 % de seroconversién y un titulo promedio considerado inmunoprotector. Podemos concluir que los niveles de expresién
de la proteina E2 en callos son significativamente mayores que los obtenidos en suspensiones celulares, pero menores que los
obtenidos mediante la expresién transitoria en hojas agroinfiltradas. El ganado inmunizado con la vacuna experimental mostrd
una respuesta humoral fuerte, lo que predice que puede ser utilizada en el desarrollo de una vacuna a subunidades contra VDVB.

Stable expression of the E2 protein from the bovine viral diarrhea virus
in invitro cultures from tobacco and the humoral immune response
induced in cows by tobacco-agroinfiltrated leaf extracts

Summary

Our goal was to compare transient y stable plant expression strategies for the production of the E2 protein from Bovine Viral
Diarrhea Virus (BVDV) and to test the ability to induce the production of neutralizing anti-E2 antibodies in cattle from an ex-
perimental vaccine containing agroinfiltrated tobacco leaf extracts expressing the E2-ER version. Stably transformed tobacco
calluses y cell suspensions expressing the apoplast-directed (E2-Apo) y endoplasmic reticulum-retained (E2-ER) E2 protein
versions have been established. The E2 expression levels in calluses were similar for both versions and were estimated to be
3 ug/g fresh weight (FW), corresponding to 115 % of total soluble protein (TSP). The E2-Apo y E2-ER proteins were detected
in the biomass of cell suspension cultures but only after sample concentration, indicating that calluses produce higher levels
of E2 than cell suspension cultures. On the other hand, immunization of cattle with an experimental vaccine constituted by
an aqueous extract containing E2 transiently expressed in tobacco leaves (60 pg of E2-ER) and Al(OH)3 Hydrogel adjuvant
(90:10) produced a high level of anti-E2 antibodies (87.5 % seroconversion) with titers considered to be immunoprotective.
The E2 expression levels in calluses were significantly higher than those obtained in cell suspension cultures but lower than
those attained by transient expression in agroinfiltrated leaves. The immunized cattle developed a strong humoral response
showing the potential of the plant-made E2 protein to develop a subunit vaccine against BVDB.

Palabras clave: Virus de la diarrea viral bovina — proteina E2 — cultivos in vitro de tabaco — vacuna a subunidades
Key words: Bovine viral diarrhea virus — E2 protein — tobacco in vitro cultures — subunit vaccine
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Introducciéon

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) causa una de las
enfermedades virales mas comunes en el ganado, responsa-
ble de importantes pérdidas econémicas en todo el mundo
(Richter y col,, 2017). Se trata de un virus a ARN de cadena
positiva perteneciente al género Pestivirus de la familia Flavi-
viridae. Los VDVB son genética y antigénicamente diversos.
La enfermedad infecciosa es controlada mediante dos es-
trategias principales: la eliminacién de los animales persis-
tentemente infectados y la vacunacién. Se han desarrollado
vacunas a virus inactivados y a virus atenuados, pero poseen
desventajas en cuanto a costos, riesgos y efectividad ademas
de ofrecer una protecciéon incompleta contra dicho virus
(Ridpath, 2013). Una alternativa atractiva son las vacunas a
subunidades utilizando la glicoproteina E2, una proteina de
la cubierta que es el principal inmunégeno del virus (Bolin,
1993). Se ha demostrado que los anticuerpos neutralizantes
dirigidos contra E2 juegan un rol fundamental en la defensa
contra la infeccién por VDVB (Thomas y col.,, 2009). Por este
motivo, dicho antigeno ha sido expresado en diversas plata-
formasy suinmunogenicidad evaluada en diferentes mode-
los animales (Cai y col,, 2018; Chung y col., 2018; Hossain y
Rowly, 2018; Bellido y col., 2020; Jia y col., 2020).

Las plataformas vegetales ofrecen diversas ventajas so-
bre otros sistemas de expresion en lo que se refiere a vacu-
nas a subunidades, incluidas el bajo costo de la generacién
de biomasa y la rapida escalabilidad, los riesgos minimos
de contaminacién con patdgenos animales y toxinas y la
capacidad de producir modificaciones post-traduccionales
complejas (Sabalza y col., 2014; Fahad y col.,, 2015; Moustafa
y col., 2016). Por otra parte, una estrategia para incrementar
los rendimientos de proteinas recombinantes es la direccién
de la expresion de la proteina a diferentes espacios subcelu-
lares tales como el reticulo endoplasmatico o el apoplasto
(Ferraro y col., 2008; Laguia-Becher y col., 2010).

La proteina E2 fusionada a una molécula dirigida a célu-
las presentadoras de antigeno ya fue expresada en alfalfa y
se obtuvieron niveles altos de anticuerpos neutralizantes es-
pecificos en cobayos y ganado (Pérez Aguirreburualde y col.,
2013). Por otra parte, nuestro grupo logré la expresion tran-
sitoria de una versién truncada de la glicoproteina E2 direc-
cionada al reticulo endoplasmatico (E2-ER) del VDVB-tipo
1 Singer, una de las variantes que se encuentran en nuestro
pais infectando al ganado vacuno, en hojas de tabaco (Nel-
son y col,, 2012). La acumulacién en las hojas agroinfiltradas
fue de 20 pg/g de peso fresco (PF). También formulamos una
vacuna experimental conteniendo el extracto de las hojas
agroinfiltradas que expresaban E2-ER y un adyuvante acuo-
so u oleoso que indujo la produccién de anticuerpos neutra-
lizantes en cobayos (Nelson y col., 2012).

Estd demostrado que los cultivos in vitro son una de las
plataformas alternativas para la produccién de proteinas
recombinantes en plataformas vegetales (Martinez y col,,
2005, Lopez y col,, 2010). Estos sistemas tienen, ademas de
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las ventajas mas arriba mencionadas, otras ventajas intrin-
secas. Por ejemplo, como el medio de cultivo se caracteriza
por tener bajos niveles de proteinas, la extraccién de la pro-
teina de interés es mas sencilla y econémica cuando ésta
se secreta al medio ambiente (Doran, 2006). Asimismo, al
desarrollarse en ambientes controlados es posible trabajar
en condiciones de Buenas Practicas de Manufactura (BPM)
y de Laboratorio (BPL) tal como es requerido por la industria
farmacéutica (Fischer y col., 2012; Merlin y col,, 2014). Por ese
motivo, en este trabajo avanzamos en nuestros estudios y
ademas de construir una version direccionada al apoplasto
(E2-Apo) de la glicoproteina E2 truncada, establecimos cul-
tivos in vitro (callos y suspensiones celulares) que expresan
una de las versiones que desarrollamos y comparamos los
niveles de expresion en cada una de las plataformas vegeta-
les establecidas (hojas agroinfiltradas, callos y suspensiones
celulares).

Para concluir, avanzamos en los ensayos de inmuniza-
cién estudiando la induccién de anticuerpos neutralizantes
en ganado bovino al que se inoculd la vacuna experimental
formulada y ensayada previamente en cobayos.

Materiales y Métodos

El plasmido pK-2S2-tE2-His-KDEL (pK:E2-ER) conteniendo
la secuencia codificante para la proteina E2-ER se constru-
y6 como fue descripto previamente (Nelson y col., 2012).
Para obtener la version dirigida al apoplasto, la region 2S2-
tE2-His (E2-Apo) se amplificé por PCR desde el plasmido
pK:E2-ER. La amplificacién se realiz6 con los primers FwE2
5°-aaccatggcaaacaagctcttccte-3' y RvE2 5'-ctcgagtcaatgat-
gatgatgatgatgggactcagcgaagtaatc-3°, conteniendo los sitios
de restriccién para Ncol y Xhol (subrayados). Los productos
de PCR fueron clonados en el vector pGEM-T Easy (Prome-
ga) y secuenciados. Luego de la digestién con las enzimas
Ncol y Xhol, el fragmento E2-Apo se subcloné en los mismos
sitios del vector de entrada pENTR4 (Invitrogen). El plas-
mido resultante pENTR4:E2-Apo se recombiné con el vector
binario de expresion en plantas pKyWG2 (pK) haciendo uso
de la tecnologia de clonado Gateway (Karimi y col., 2002).
Finalmente, el plasmido pK:E2-Apo se introdujo en la cepa
EHA101 de Agrobacterium tumefaciens por electroporacién.

Transformacion y establecimiento de callos

Las lineas de A. tumefaciens transformadas con los plasmi-
dos pK:E2-ER y pK:E2-Apo se crecieron a 28 °C en medio
YEB. Las células se cosecharon por centrifugacién y se res-
uspendieron en buffer MMA (sales MS, MES 10 mM, saca-
rosa 20 g/, acetosiringona 200 uM, pH 5,6) hastauna DO,
de 0,8 (Nelson y col., 2012; Laguia-Becher y col., 2019). Como
explantos se emplearon discos de hojas maduras de plantas
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de Nicotiana tabacum cv. Xhanti crecidas in vitro. Dichos ex-
plantos fueron sumergidos en una suspensién de A. tume-
faciens recombinante, secados en papel de filtro y transferi-
dos a medio s6lido MS (Murashige y Skoog, 1962). Luego de
48 h los explantos fueron transferidos a medio MSRT s6li-
do (Nigra y col., 1989) suplementado con: 2 mg/ml de aci-
do naftalenacético (ANA) y 0,2 mg/1 de kinetina (Kin) para
inducir la desdiferenciacion y desarrollo de callos, 50 mg/1
de kanamicina para seleccionar aquellas células portadoras
del transgén, y 200 mg/1 de cefotaxima para eliminar a A.
tumefaciens. Luego de 4-6 semanas los callos resistentes a
kanamicina fueron separados y transferidos a idéntico me-
dio fresco sin cefotaxima. Los callos fueron subcultivados
a medio fresco cada 3 semanas por 3 meses.

Analisis de las lineas celulares

E1 ADN genoémico se extrajo de las lineas de callos resistentes
a kanamicina como se describi6 previamente (Laguia-Becher
y col, 2019). La presencia de los transgenes E2 en el genoma
de los callos se verifico por PCR empleando los primers FwE2
y RvE2. Finalmente, la expresién de las proteinas E2-Apo y E2-
ER en los callos que dieron positivo por PCR se analiz6 me-
diante ELISA sandwich y se realizé una semi-cuantificacién
por Western blot tal como se describe mas abajo.

Suspensiones celulares

Para iniciar los cultivos en medio liquido se utiliz6 un inéculo
de 5% (p/v) de callos friables en su etapa de crecimiento expo-
nencial, los cuales fueron transferidos a medio MSRT conte-
niendo como reguladores de crecimiento ANA (2 mg/1) y Kin
(0,2 mg/]). Estas suspensiones fueron mantenidas en Erlen-
meyers en un agitador orbital (100-120 rpm) y subcultivadas
cada 3 semanas. Para realizar la curva de crecimiento se to-
maron muestras por triplicado los dias 1, 4, 7,10, 14, 17y 24. La
biomasa obtenida en cada punto se evalud por peso seco (PS).
La expresioén de E2-Apo y E2-ER se analiz6 por Western blot.

Extraccion de proteinas

Las proteinas totales solubles (PTS) se extrajeron de los ca-
llos o de las suspensiones celulares (biomasa) utilizando 2
volimenes (p/v) de buffer PELP frio (PBS 1X, leupeptina 10
mg/1, PMSF 5 mM, EDTA 50 mM, pH 7,0-7,2). Los extractos se
centrifugaron a 17000 xg por 20 minutos a 4 °C. Los niveles
de PTS en el sobrenadante se estimaron por el método de
Bradford (1976).

ELISA sandwich

La deteccién de E2 en las lineas de callos transgénicos se rea-
liz6 tal como describimos anteriormente (Nelson y col.,, 2012).
Brevemente, se sensibilizaron placas de 96 pocillos con el an-
ticuerpo monoclonal (mAb) anti-E2 2.9H y se adicionaron los

extractos de proteinas tanto de las lineas de callos transgé-
nicas como salvaje (WT, wild type) por duplicado. La proteina
recombinante E2 expresada en baculovirus (bE2) fue usada
como control positivo (Marzocca y col.,, 2007). Luego, las pla-
cas se incubaron con suero VDVB positivo de vacas infectadas,
y se us6 IgG anti-bovino-HRP (horseradish peroxidase) como
anticuerpo secundario. Los inmunocomplejos se revelaron
con H O /ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylenbenzothioline-6-sulonic
acid). Finalmente, la reaccién se detuvo con SDS 5% (p/v) y se
midio la DO, . Los resultados se expresaron como porcentaje
de positividad (PP) relativa al control positivo usando la fér-
mula: PP = [DO (callos) - DO (WT)] / [DO (bE2) - DO (WT)] x
100. Los valores de PP > 14 se consideraron positivos.

Western blot

Se realiz6 tal como se describié previamente (Marzocca y col.,
2007). Brevemente, las muestras de proteinas fueron separadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) 10 % y transfe-
ridas a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Estas
membranas fueron tratadas con el mAb anti-E2 2.9H y el anticuer-
po 1gG anti-ratén-HRP. Los complejos inmunoreactivos se detecta-
ron por quimioluminiscencia (Bio-lumina, P-BL). La acumulacion
de las versiones E2-Apo y E2-ER de la proteina E2 se estimaron
semi-cuantitativamente empleando concentraciones conocidas de
bE2 como proteina estandar para confeccionar una curva de cali-
bracion y el software Gel-Pro analyzer (Media Cybernetics) (Del
L Yéacono y col., 2012; Albarracin y col., 2015; Laguia-Becher y
col., 2019).

Formulacién de la vacuna e inmunizacién del ganado

Se agroinfiltraron plantas de N. tabacum cv. Xhanti con A. tume-
faciens conteniendo el plasmido pK:E2-ER tal como se describid
previamente (Nelson y col., 2012). Las hojas agroinfiltradas se co-
secharon al 4° dia y las PTS se extrajeron con buffer PELP. La
concentracion de E2-ER en los extractos se cuantific por Western
blot y ELISA como se describié mas arriba. Ocho vacas Aberdeen
Angus seronegativas para VDVB de 3 aflos de edad se inmuni-
zaron subcutaneamente con 3 ml de extracto de hojas de tabaco
conteniendo 60 pg de E2-ER combinado con el adyuvante acuoso
Al(OH), Hydrogel en una relacion 90:10. A los 15 dias se realizo
una inmunizacion de refuerzo. Como control, los animales fueron
inoculados ambas veces con 0,5 ml de extracto de hojas de tabaco
salvajes mas el adyuvante. Se tomaron muestras de sangre los dias
30 y 45 para obtener suero. Durante todo el ensayo los animales
fueron evaluados clinicamente.

Deteccion de anticuerpos por ELISA

Los ensayos se realizaron de acuerdo con Marzocca y col. (2007),
con ligeras modificaciones. Brevemente, se sensibilizaron placas
de 96 pocillos con el mAb anti-E2 2.9H y se incub6 a 4 °C durante
16 h. La proteina bE2 se agregd de manera alternada en los pocillos
de las placas y se incub6 durante 1 ha 37 °C. Luego, se adicionaron
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las muestras de suero de las vacas inmunizadas (tanto en los poci-
llos recubiertos como no con el antigeno bE2) en diluciones seria-
das 1:4, desde 1:4 hasta 1:4096, y se incubd durante 1 h a 37 °C.
Se incluyeron controles positivo y negativo en cada placa. Como
anticuerpo secundario se utilizé IgG anti-bovino-HRP (30 min a
37 °C). Finalmente, la reaccion se desarrollé con H,O,/ABTS, se
detuvo con SDS 5 % (p/v) y se midi6 la DO, .. Los valores de DO
de cada suero se determinaron restando a la DO de los pocillos re-
cubiertos la DO de los pocillos no recubiertos con bE2. Cada suero
se analiz6 por duplicado. Los titulos de los sueros se determinaron
como la reciproca de la dilucion en la que la DO correspondi6 al
doble del valor de la DO del suero control negativo. Cuando el
titulo fue mayor a 0,6 se considero al suero positivo.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el software GraphPad Prism 5.0. Las
diferencias entre los grupos se evaluaron por ANOVA seguida de la
prueba Tukey. Se considero significativo a valores de p < 0,05.

Resultados y Discusion
Construccién E2-Apo

El transgén E2-Apo contiene, ademas de la secuencia para la ex-
presion de la glicoproteina E2 truncada (Nelson y col., 2012), la se-
cuencia consenso Kozak para promover la iniciacion de la traduc-
cion y la secuencia sefal 2S2 de semilla de Arabidopsis thaliana
para dirigir a la proteina hacia el apoplasto. La secuencia E2-Apo
se clond entre el promotor y el terminador 35S del virus del mosai-
co del coliflor (CaMV) en el vector de expresion binario pK. La fi-
gura 1 muestra una representacion esquematica de la construccion.

Figura 1.- Representacion esquematica de las regiones del
ADN de transferencia (ADN-T) de A. tumefaciens usadas para
expresar las proteinas E2-ER y E2-Apo en plantas de tabaco

A: proteinas E2-ER; B: proteina E2-Apo. tE2, versién truncada de la
glicoproteina E2 sin su dominio transmembrana; 252, péptido sefial
de la proteina de almacenamiento en semilla de A. thaliana; His, tag
de 6 histidinas; KDEL, secuencia de retencién en el reticulo endo-
plasmatico; RB y LB, bordes derecho e izquierdo del ADN-T; p35S
y t35S, promotor y terminador del 35S del CaMV; nptll, neomicina
fosfotransferasa II (gen de resistencia a kanamicina).

36

Analisis de las lineas de callos transgénicas

Los plasmidos pK:E2-Apo y pK:E2-ER (Fig. 1) se introdujeron
separadamente en explantos de hojas de tabaco por transformacion
estable mediada por A. tumefaciens. Luego de 3 meses en cultivo
en medio solido conteniendo kanamicina para la seleccion de las li-
neas transformadas, se establecieron un total de 17 lineas de callos
independientes para la construccioén E2-Apo (1 a 17) y de 14 lineas
de callos independientes para la construccion E2-ER (18 a 32). Los
clones 1, 19, 25, 28 y 30 mostraron el mejor rendimiento en términos
de morfologia y crecimiento celular. Los clones resistentes a kanami-
cina fueron analizados por PCR para detectar la presencia del trans-
gén E2. El fragmento esperado de 1121 pb fue amplificado en 10/17
clones E2-Apo y en 10/14 clones E2-ER (Fig. 2A). La expresion de
las proteinas recombinantes E2-Apo y E2-ER en las lineas de callos
transgénicos se evaluaron por ELISA sandwich (Fig. 2B). Solo la
linea 16 resulto negativa para E2, mientras que la linea 1 (E2-Apo)
y la linea 25 (E2-ER) mostraron los niveles mayores de expresion.
Estas dos lineas fueron caracterizadas por Western bol (Fig. 2C).
Bajo condiciones no reductoras las proteinas E2-Apo y E2-ER se
expresaron como dimeros de aproximadamente 80 kDa al igual que
el control positivo bE2. Un patrén de expresion similar se observo
luego de la expresion transitoria de la proteina E2-ER en hojas de
tabaco (Nelson y col., 2012). El nivel de acumulacion de E2 en los
callos fue estimado de manera relativa comparando las bandas in-
munoreactivas correspondientes a E2-Apo y E2-ER con la curva de
calibracion confeccionada a partir de cantidades conocidas de la pro-
teina bE2. Los niveles de expresion de ambas lineas fueron similares
y se estimaron en 3 pg/g PF, lo que corresponde a 1,15 % PTS (Fig.
2C). Estos valores resultaron menores a los obtenidos previamente
mediante expresion transitoria (20 pg/g PF) (Nelson y col., 2012).

Analisis de las suspensiones celulares

Las lineas de callos transgénicos 1y 4 (E2-Apo) y 19, 25 y 30 (E2-
ER) fueron seleccionadas para iniciar cultivos en medio liquido en
base a su crecimiento y los niveles de expresion de E2. Solamente
los cultivos establecidos a partir de las lineas 1, 25 y 30 se adaptaron
al cultivo en medio liquido en Erlenmeyers. De ellas, se selecciona-
ron las lineas 1 de E2-Apo y 25 de E2-ER para los ensayos subsi-
guientes. Se realizé una curva de crecimiento para cada una de dichas
lineas, determinando el PS durante 24 dias (Fig. 3A). Ambas lineas
mostraron un comportamiento semejante caracterizado por la ausen-
cia de una fase lag y un periodo de crecimiento continuo hasta el dia
17 del cultivo. En el caso de la linea 1 de E2-Apo la velocidad espe-
cifica de crecimiento () fue de 0,24 d* y el tiempo de duplicacion
(td) de 4,2 dias. Por otra parte, para la linea 25 de E2-ER los valores
fueron de 0,168 d* y 6 dias, respectivamente. Se analizo el contenido
de proteinas en el medio de cultivo por Western blot durante la fase
de crecimiento exponencial sin detectarse la presencia de la protei-
na E2. Cuando se concentraron las muestras, se observo una sefal
débil en la biomasa al dia 14 (Fig. 3B). En este caso, las proteinas
se corrieron en condiciones reductoras y se vio la presencia de E2
monomérica (40 kDa) y dimérica (80 kDa). El control positivo bE2
mostrd el mismo patron. La banda de menor peso molecular podria
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Figura 2.- Expresion de las proteinas E2-Apo y E2-ER
en callos

A: amplificacién por PCR del genoma de los callos transgénicos E2-
Apo (6 a14) y E2-ER (15 a 19); (-), control negativo de PCR; (+), control
positivo: plasmido pGEM:E2-Apo; WT, callo de N. tabacum wild type;
M, marcador de peso molecular (1 Kb plus DNA). La flecha indica el
tamano esperado del producto de amplificacién (1121 pb). B: ELISA
sandwich para determinar la presencia de las proteinas E2-Apo (1 a
13) y E2-ER (16 a 31) en callos transgénicos. Los extractos de protei-
nas fueron diluidos 1:100. Cada barra corresponde al porcentaje de
positividad relativa (PP) respecto al control positivo. La linea hori-
zontal indica el punto de corte (cut off = 14). C: Analisis por Western
blot de las lineas de callos 1 (E2-Apo) y 25 (E2-ER). Se separaron 3,5
ug de proteinas por electroforesis en condiciones no reductoras en
un SDS-PAGE 10 %. La acumulacién de las proteinas E2-Apo y E2-ER
se calcul6 por densitometria usando una curva de calibracién con-
feccionada con bE2 (25, 50, 100, y 200 ng). Los resultados mostrados
corresponden a uno de tres experimentos independientes. WT, callos
wild type de N. tabacum; M, marcador de peso molecular.

deberse a la degradacion ocasionada por el proceso de concentracion
de la muestra. Se deben realizar mas estudios tendientes a analizar el
motivo por el que no se detecto la proteina E2-Apo en el medio de
cultivo. Estos resultados muestran que los niveles de expresion de las
proteinas E2-Apo y E2-ER en suspensiones celulares no son compa-
rables al de los callos, esto podria deberse a la heterogeneidad de los
mismos (James y Lee, 2006). Experimentos futuros seran dirigidos a
aumentar los rendimientos de la proteina E2 en suspensiones celula-
res optimizando, por ejemplo, las condiciones de cultivo.

Figura 3.- Cultivos en suspensién de la linea 1 (E2-Apo)
y la linea 25 (E2-ER)

A: Curva de crecimiento. La biomasa se determiné como peso seco (PS).
Cada punto representa la media + DS de tres réplicas. El experimento se
realiz6 por duplicado. B: Analisis por Western blot. Tanto el medio de cul-
tivo (MC) como la proteina total soluble extraida de la biomasa se con-
centraron por ultrafiltracién (MWCO: 15 kDa). Las proteinas (40 ug) se
sometieron a electroforesis en condiciones reductoras en un SDS-PAGE
10 %. Los resultados mostrados son representativos de dos experimentos
independientes y corresponden al dia 10 de iniciado el cultivo. bE2, 2 ug.

Inmunizacion de ganado

Ya demostramos que el extracto de hojas de plantas de tabaco
que expresan de manera transitoria la proteina E2-ER es capaz
de inducir una respuesta inmune humoral especifica en cobayos
(Nelson y col., 2012). En este caso, analizamos si esta capacidad
se mantenia al inocular dicho extracto en ganado bovino. Para
iniciar el estudio se realizé una seleccion de aquellos individuos
que no se hubieran expuesto anteriormente al VDVB mediante
la deteccion por ELISA de anticuerpos anti-E2 de tipo IgG en
sangre. Las vacas seronegativas fueron inmunizadas subcutanea-
mente con la vacuna experimental que contenia extracto de hojas
expresando E2-ER y como adyuvante Al(OH), Hydrogel. El plan
de inmunizacion consistié en una administracion inicial seguida
de un refuerzo a los 15 dias. Este adyuvante se eligi6 debido a que
en combinacion con extracto de hojas E2-ER dio la respuesta mas
robusta en cobayos (Nelson y col., 2012). La figura 4 muestra que
el titulo promedio de anticuerpos anti-E2 es significativo en los
animales vacunados luego de 45 dias de iniciado el esquema de
inmunizacion, correspondiente a un 85,7 % de seroconversion.
Cabe desatacar la importancia de la segunda dosis de refuerzo en
el incremento del titulo de anticuerpos. Por otro lado, los niveles
de anticuerpos especificos neutralizantes en los animales control
mostraron titulos por debajo de 0,6. No se observo una reaccion
local ni sistémica adversa en los animales. El titulo promedio en
vacunos (1,38) fue mayor al obtenido previamente en cobayos
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Figura 4.- Respuesta inmune humoral en ganado
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Las vacas (n = 8) fueron inmunizadas a los dias 0 y 15 con extracto de
hojas de tabaco agroinfiltradas conteniendo 60 ug de E2-ER y el ad-
yuvante A1(OH)3 Hydrogel. El grupo control recibi6 extracto de hojas
de tabaco WT con Al(OH)3 Hydrogel. A los dias 30 y 45 se midi6 en
suero la respuesta especifica de IgG anti-E2 por ELISA. Cada barra
representa la media del titulo + 95 % intervalo de confianza. * p 0,05.

(0,7), empleando la misma formulacion de vacuna. La serocon-
version también fue mayor en vacunos que en cobayos (85,7 % vs
75 %, respectivamente). Se considera que titulos de anticuerpos
anti-E2 mayores a 1,2 son inmunoprotectores (Bolin y Ridpath,
1996; Fernandez y col., 2009). En estudios futuros se optimizara
la formulacion de la vacuna (concentracion de E2, nimero de do-
sis) y se analizard la respuesta inmune celular luego de una ronda
de desafio con el virus.
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