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RESUMEN

El estudio de plantas con potencial actividad antiviral ha permitido identificar en los
recursos de la Medicina Tradicional amazonica de la Comunidad Tacana a varias
especies con actividad contra el Virus del herpes simple tipo 2 (HSV-2) y modificar
las respuestas anti-virales, entre estas a Copaifera reticulate Ducke, Equisetum
giganteum L, Croton leccheri Mdll. Arg., Uncaria tormentosa wild ex Schult., y
altimamente a Mangifera indica L. y Tipuana tipu (Benth) Kuntze, conocidos
comunmente como mango Yy tipa, respectivamente. Sin embargo, la medicina
tradicional Tacana, utiliza estas especies en el manejo de dolencias relacionadas
con otras cuantas fisiopatologias como la infeccidn bacteriana y la inflamacién. Bajo
este antecedente, en este trabajo se planted explicar posibles efectos de estas dos
especies sobre la produccidén de citoquinas que regulan la inflamacioén. En este
marco antes de examinar sus actividades biologicas fue necesario establecer el
alcance de sus potenciales efectos deletéreos, efectuando ensayos que
recomiendan guias internacionales elaboradas para tal fin, por lo que en el presente
trabajo se procedi6 a evaluar la inocuidad/toxicidad de los extractos hidro-
alcoholicos de hojas de Mango (EHM) y corteza de Tipa (ECT), provenientes del
norte amazonico de La Paz, y después de explorar la capacidad de inducir sobre
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) humana, la liberacion de
citoquinas como expresion de actividad anti-inflamatoria. Los extractos fueron
adicionados en concentraciones crecientes a las CMSP (2.5x10° células/mL) por
diferentes tiempos de cultivo a 37°C, 5% CO: y saturacion de humedad. Se
evaluaron tres paramentos de toxicidad celular: a) El efecto sobre la membrana
celular, por el ensayo de exclusién del colorante azul tripan; b) la determinacién de
lisis celular, midiendo la actividad de lactato deshidrogenasa liberada por las células
dafiadas, por ensayos colorimétricos y c) el efecto sobre la actividad funcional
celular, con ensayo de medicion de la capacidad para reducir el Bromuro-de-tiazolil-
azul-tetrazolio (MTT).

La evaluacion de una potencial actividad anti-inflamatoria de los extractos vegetales

fue determinada por ELISA para la medicién de interleucinas (TNF-a, IL-1B, IL-6 e



IL-10), en los sobrenadantes de células en las que se indujo como modelo biolégico

de inflamacion in-vitro la induccion de su liberacion por LPS en cultivo.

Los resultados mostraron un efecto toxico de los extractos so6lo a concentraciones
iguales o mayores a 1000 pg/mL; hecho que determind que se prosiga con los
estudios de actividad bioldgica a concentraciones de 1 a 100 pug/mL. El EHM tiene
propiedades antiinflamatorias al inhibir la sintesis/liberacion de TNFa e IL1[3, e
inducir la sintesis de IL-10, en concentraciones inocuas para las células.
Contrariamente, el ECT muestra tener efectos estimuladores sobre el TNFa; sin
embargo, también inhibe la sintesis/liberacion de IL-13, ademas de un incremento
no muy marcado de IL-10, lo cual aparentemente podria estar en relacion con una
actividad moduladora de la inmunidad contra las infecciones, mas que una actividad

netamente antiinflamatoria.

Palabras clave:  Medicina tradicional. Extracto de hojas de mango. Extracto de
corteza de tipa. Toxicidad.  Actividad anti-inflamatoria. Lipopolisacarido.



ABSTRACT

The study of plants with potential antiviral activity has made it possible to identify in
the resources of the Amazonian Traditional Medicine of the Tacana Community, it
was possible to identify several species with activity against the herpes simplex virus
type 2 (HSV-2) that were also able to modify the anti-viral responses. Among these
species, Copaifera reticulate Ducke, Equisetum giganteum L, Croton leccheri Mall.
Arg., Uncaria tormentosa wild ex Schult., and lately Mangifera indica L. and Tipuana
tipu (Benth) Kuntze, commonly known as mango and tipa, respectively were studied
and documented with many properties. However, traditional Tacana medicine uses
these species in the management of ailments related to a few other pathogens such
as bacterial infection and inflammation. Under this background, this work explains
some effects of these two species on the production of cytokines that regulate
inflammation. In this framework, before examining its biological activities, it was
necessary to establish the scope of its potential deleterious effects, carrying out tests
that recommend international guidelines prepared for this purpose, therefore the
present assessed the safety / toxicity of the hydrochloric and alcoholic extracts from
Mango leaves (EHM) and Tipa bark (ECT) from the Amazonian north of La Paz.
After exploring the ability of human peripheral blood mononuclear cells (CMSP) to
induce the release of cytokines as expression in front an inflammatory agent as
lipopolysaccharide (LPS). The extracts added in increasing concentrations to the cell
system (PBMC: 2.5x106 cells / mL) were cultured at different time points at 37 ° C,
5% CO2 and humidity saturation. Three parameters of cellular toxicity were
evaluated: a) The effect on the cell membrane, by the trypan blue dye exclusion test,
b) the determination of cell lysis measuring the activity of lactate dehydrogenase
released by the damaged cells, and c) the effect on the cellular functional activity,
with a test to measure the capacity to reduce the bromide-de-thiazolil-azul -
tetrazolium (MTT).

The evaluation of a potential anti-inflammatory activity of the plant extracts was
determined by ELISA measuring interleukins (TNF-a, IL-1B, IL-6 and IL-10) in the



supernatants of cells in which it were induced by LPS in culture as a biological model

of inflammation in-vitro.

The results in this study showed a toxic effect of the extracts only at great
concentrations, equal or greater than 1000 pg / mL; a fact that determined that the
studies of biological activity should continue at concentrations of 1 to 100 ug / mL.
EHM has anti-inflammatory properties by inhibiting the synthesis / release of TNFa
and IL1, and inducing the synthesis of IL-10 which concentrations are harmless for
the cells. In contrast, ECT is shown to have stimulatory effects on TNFa; however, it
also inhibits the synthesis / release of IL-18, but not very marked increase in IL-10
levels, which apparently could be related to a modulating activity of the immune

system against infections, rather than a purely anti-inflammatory activity.

Keywords: Traditional medicine. Mango leaf extract. Tipa bark extract. Toxicity.

Anti-inflammatory activity. Lipopolysaccharide



l. INTRODUCCION

La Medicina Tradicional es parte de un conocimiento local, e incluye todo un
conjunto de saberes, aptitudes y practicas basadas en teorias, creencias y
experiencias especialmente de las diferentes culturas indigenas (Zhang, 2002). En
Bolivia, como efecto de su alta diversidad cultural y bioldgica, se ha identificado una
amplia gama de préacticas de medicina tradicional, cuya forma de expresion principal
es la utilizacién de diversas plantas (Morales Kvist, Borchsenius y Balslev, 2006).
El Madidi, Parque Nacional con una extension de casi 19 mil kilbmetros cuadrados
en el extremo nororiental de Bolivia, de valles secos a selva humeda tropical,
alberga a mas de ocho mil especies de flora y fauna; convirtiéndolo en la reserva
natural con mayor biodiversidad del planeta, segun la Sociedad para la
Conservacion de la Vida Silvestre (WCS, por sus siglas en inglés). En el corazén de
este parque habita gran parte de la Comunidad Tacana, que son considerados como
los guardianes de la selva en la Amazonia Boliviana (Anexol). La Medicina
Tradicional es fuertemente protegida y reconocida por los chamanes de esta
comunidad (Bourdy etal.,, 2000; Guardianes de la Amazonia boliviana que
promueven el turismo sostenible, 2018). Entre los productos de la Medicina
Tradicional utilizados, dentro de esta comunidad, destaca entre muchas otras el
empleo de las hojas de Mangifera indica L. y la corteza de Tipuana tipu (Benth)
Kuntze, conocidos comunmente como Mango y Tipa, respectivamente.

Las hojas de Mango, son utilizadas por la comunidad Tacana para diversas
patologias y situaciones que aquejan a su poblacion, entre estas para el tratamiento
de la diabetes, la presion arterial alta, los calculos renales, problemas respiratorios,
tratar la disenteria, dolores de oido, aliviar las quemaduras, como un ténico
estomacal, asi como para el tratamiento de la inquietud (Claure, s. f.; Shah et al.,
2010). Asi también, es empleado en problemas respiratorios, tales como el resfrio
comun, bronquitis y asma (Escamilla y Moreno, 2015; Torres et al., 2005).

La corteza de tipa, es utilizada en problemas de torceduras, hinchazones o
infecciones; segun relato de los chamanes de la comunidad Tacana, (Dialogo

verbal, 2017; Ministerio de Medio Ambiente y Agua, 2016). Ellos precisan que las



caidas, los golpes que pueden causar torcedura, y en consecuencia dolor,
hematomas, inflamacion e incapacidad para mover las articulaciones puedan
aliviarse con estos productos naturales.

Los estudios del Laboratorio, en el marco del proyecto de Infecciones Virales
Tropicales financiado por la Cooperacion Sueca ASDI, han demostrado la actividad
antiviral anti Herpes simplex 2 in vitro de Mangifera indica L. y de Tipuana tipu
(Benth) Kuntze (Patzi Churqui, 2020).

El uso de estas especies vegetales dentro de la Medicina Tradicional, implica la
posibilidad de que estén relacionados con procesos de modulacion sobre la sintesis
y liberacién de citoquinas inflamatorias.

Es desde este punto donde comienza este trabajo, con la intencion de dar un
respaldo cientifico, desde el laboratorio, a través de ensayos in-vitro en los que se
utilicen extractos de las plantas, con el fin de evaluar su actividad en la induccién e
inhibicion de productos involucrados en respuesta antiinflamatoria. Esto permitira
coadyuvar en el uso adecuado de estos recursos, ya que por un lado la poblacion
mayoritariamente recurre para este alivio o tratamiento y, por otro, aportar la
obtencidn de nuevos recursos terapéuticos para diferentes patologias.

La inflamacion es un proceso fisiopatolégico basico que se pone en marcha ante
una infeccion causada por diversos agentes microbianos, o por lesion, estrés o
disfuncion tisular o autoinmunidad. Normalmente es una respuesta inmunitaria
dirigida a controlar la diseminacion del proceso infeccioso y a reparar el posible dafio
tisular, en el marco de la defensa del organismo contra cualquier agresion causadas
por alguna infeccién y/o la adaptacion al estrés y retorno al estado homeostatico
(Garcia, 2008). La magnitud y el tipo de la respuesta inflamatoria es crucial pues
una respuesta inflamatoria insuficiente resulta en inmunodeficiencia, lo cual puede
conducir a una persistencia del agresor: tal es el caso de las infecciones virales,
por ejemplo el virus del papiloma humano (HPV) que puede desencadenar cancer,
como ocurre con el cancer cérvico-uterino (Vu et al.,, 2018). Por otro lado, una
excesiva respuesta inflamatoria (hiperreactividad) también puede causar dafio
tisular y eventualmente mortalidad como ocurre en varias enfermedades virales, tal

es el caso del sindrome respiratorio agudo severo (SARS) vy la aparicion del



sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS) causadas por coronavirus humanos
(HCoV) (Yin & Wunderink, 2018; Liu etal., 2017). En el caso de procesos no
infecciosos, entre los que se observan trastornos metabdlicos tales como la
arteriosclerosis, tromboembolismo, enfermedad arterial coronaria, cerebral y
periférica, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) la inflamacion
ocurre como reaccidn a procesos de afeccidon tisular por propia alteracion
metabolica. En otros casos la inflamacion es consecuencia de una auto reactividad
como es el caso de la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, peritonitis, esclerosis
multiple y artritis reumatoide, y otros (Gomez, et al., 2011; Ko et al., 2017).

La respuesta inflamatoria es un proceso bioguimico inmunoldgico que desencadena
una serie de reacciones “coordinadas” por inductores y mediadores bioldgicos. Es
Gtil agrupar esas sefiales en categorias funcionales y distinguir entre indicadores y
mediadores de la respuesta inflamatoria (Garcia, 2008). Entre las mas importantes
y que operan como inductores se incluyen las citoquinas pro-inflamatorias, que
inducen la reaccion inflamatoria local a través de la activacion de diversos
mediadores; y las citoquinas anti-inflamatorias, que regulan la respuesta. Estos
inductores y mediadores son sintetizados por varios tipos de células, principalmente
por macrofagos y mononucleares activadas como resultado de la sefalizacion
intracelular dentro de un proceso inflamatorio (Kuprash & Nedospasov, 2016).

Si bien se ha descrito una actividad antiinflamatoria y la capacidad potencial de
ciertos compuestos de origen vegetal para interferir en la evolucién de procesos
inflamatorios, es bien conocido que muchas plantas pueden a su vez ocasionar
reacciones que son dependientes de las concentraciones utilizadas y llegar a tener
efectos deletéreos para la salud e incluso llegar a ser mortales. Asimismo, es
necesario conocer la dosis a la cual ocurren estos efectos, esperando sean mayores
a la concentracién a la cual se logre los efectos bioldgicos estudiados para tener
perspectivas de uso (Parama, 2016).

Ante este hecho, el presente estudio se planteo evaluar la actividad de los extractos
hidro-alcohdlicos de hojas de Mangifera indica L. y corteza de Tipuana tipu (Benth)
Kuntze sobre sistemas de cultivo celular primario de células mononucleares

humanas, determinando en principio un posible efecto citotoxico y la capacidad de



modificar la actividad enzimatica celular. Con el fin de evaluar la posible actividad
anti-inflamatoria, se pretendié cuantificar las citoquinas mas representativas de una
respuesta inflamatoria en aquellas concentraciones no toxicas de los extractos.

Finalmente, nuestro trabajo pretende contribuir con datos cientificos, que sirva a la
Comunidad y, a las instancias de gobierno, en apoyo al uso de nuestra Medicina
Tradicional que esta en peligro, ya que esta ocurriendo una rapida pérdida de este
conocimiento, debido a la utilizacion irracional de algunas especies, la deforestacion
de los ambientes naturales (Caniago y Siebert, 1998; Bermudez y Oliveira, 2005) y
también por la migracion de poblacion que corta la transmision intergeneracional del
conocimiento tradicional. Asimismo, se considera fundamental este tipo de estudios
para dar lugar a la apreciacion de nuestro bosque amazoénico, propiciando su
conservacion y uso de modo sustentable de esta riqueza natural que esta
amenazada y en constante peligro de exterminacion. Un estudio de la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) establece que
la deforestaciébn en Bolivia es cada vez mayor, situando a Bolivia entre los 10
primeros paises que mas deforesta en el mundo (Bolivia esta entre los 10 paises

del mundo que mas deforestan, 2018).



I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A. JUSTIFICACION

La medicina tradicional se viene practicando generacion tras generacion hasta
nuestros tiempos y emplea principalmente las propiedades de las plantas
medicinales como una opcioén para el tratamiento, cura o el manejo de diferentes
dolencias que presenta la poblacion. En nuestro pais, las utilizan personas que no
tienen la facilidad de consultar a un médico por las regiones donde viven, o0 que no
cuentan con los recursos econémicos para optar por medicamentos.

Segun relatos de los chamanes de la comunidad Tacana, la biodiversidad del
bosque amazodnico del norte del Departamento de La Paz tiene importante potencial
aplicaciéon farmacoldgica sobre diferentes procesos patoldgicos que afectan a
nuestra poblacion. Para esto utilizan, entre muchas otras, las hojas de Mangifera
indica L. vy la corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze para el tratamiento de
problemas inflamatorios. El estudio y la identificacion de estos beneficios
farmacoldgicos pueden contribuir a fortalecer, con bases cientificas, el uso de
nuestra Medicina Tradicional en la Comunidad; al mismo tiempo lograr la
apreciacion de nuestro bosque amazédnico, propiciar su conservacion y el uso, de
modo sustentable, de esta riqueza natural.

Si bien se busca evaluar la actividad funcional in-vitro de los extractos de las Plantas
Medicinales incluidas en el presente trabajo, queda claro que estos recursos no sélo
deben ser activos biolégicamente, sino también deben ser inocuos para la vida y
funcién celular. Por ello, la pregunta de investigacion planteada en el presente
trabajo fue:

¢ Tienen los extractos hidro-alcohdlicos de hojas de Mangifera indica L. y corteza
de Tipuana tipu (Benth) Kuntze actividad sobre la sintesis/liberacion de citoquinas,
responsables de la modulacién de los procesos inflamatorios, en dosis que muestre

inocuidad en un sistema de cultivo celular?



B. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad de los extractos hidro-alcohodlicos de las hojas de Mangifera
indica L. y corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze, utilizados en la Medicina
Tradicional del norte amazonico de La Paz, sobre la produccion de citoquinas
inductoras de inflamacion por células sanguineas mononucleares humanas en
cultivo; determinando previamente las concentraciones a las cuales no existe

actividad toxica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la concentracion en la cual los extractos hidro-alcohdlicos de
hojas de Mangifera indica L. y corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze son
inocuos en sistemas de cultivo primario de células mononucleares aisladas

de sangre periférica humana (CMSP).

- Determinar el efecto de los extractos sobre la actividad biolégica funcional de
las CMSP medida por su efecto sobre las enzimas involucradas en la
actividad de 6xido-reduccién mitocondrial.

- Evaluar el efecto de los extractos de hojas de Mangifera indica L. y corteza
de Tipuana tipu (Benth) Kuntze sobre el proceso inflamatorio medido por su
actividad en la sintesis/liberacion de citoquinas involucradas en un proceso

inflamatorio inducido por LPS en células mononucleares en cultivo



l1Il. DISENO TEORICO (MARCO REFERENCIAL, TEORICO Y

CONCEPTUAL)
A. ANTECEDENTES GENERALES

1. MEDICINA TRADICIONAL

Para inicios de los afios noventa la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
identifico que el 80% de la poblacion mundial recurria a la medicina tradicional,
basada en el empleo de plantas y alimentos vegetales para resolver principalmente
problemas de salud (UICN, et al., 1993). Tanto los paises altamente desarrollados
como aquellos del tercer mundo con escasos recursos econémicos, han retomado
y desarrollado el uso de las plantas medicinales con fines terapéuticos a lo que
llamaron, la Revolucion Verde de la Medicina (Bacallao et al., 2002).

También ha sido comprobado, por quienes comparten y practican la medicina
tradicional, que la ingesta de alimentos naturales y el uso de plantas medicinales,
puede prevenir muchas patologias, lo que establece el caracter preventivo que
tienen con respecto a la aparicion de enfermedades. En este sentido las plantas
superan a los remedios quimicos, que se aplican fundamentalmente cuando ya ha
aparecido la enfermedad.

Hoy en dia, la entrada masiva en el mercado terapéutico de componentes obtenidos
sintéticamente; motivd que muchas de las plantas medicinales empleadas,
principalmente en patologias leves, quedaran en el olvido cientifico (Navarro, 2002).
Es entonces, necesario dirigir esfuerzos para el rescate y conservacion de la
medicina tradicional, asi como inventariar el uso tradicional de las plantas con valor
terapéutico, para evitar la pérdida de este conocimiento (Caniago & Siebert,
1998;Bermudez & Oliveira, 2005).

En 1978, durante una conferencia celebrada de Alma-Ata, se acordo impulsar la
documentacion y evaluacion cientifica de las plantas utilizadas en la medicina
tradicional, abriendo las puertas al didlogo entre la medicina tradicional y la cientifica
0 moderna, sobre la base de que las practicas peligrosas se eliminarian y sélo se

promoverian las que fuesen seguras y eficaces (Albornoz M., 1993).



Para comprender el potencial farmacologico de las plantas medicinales, fue
necesario estudiar los principios activos de las mismas, ademas de aquellos

metabolitos que expliquen de alguna manera la funcién para el cual son empleados.

1.1 PRINCIPIOS ACTIVOS DE LAS PLANTAS MEDICINALES

En el caso de las plantas medicinales, su potencial farmacologico esta relacionado
con el contenido en principio o principios activos responsables de su actividad
biologico-farmacoldgica y, por tanto, de su actividad terapéutica. Es por eso que en
la actualidad parece imprescindible hacer el uso de técnicas que permitan
establecer el perfil quimico o la huella dactilar de la especie vegetal que nos permita
identificar el tipo de moléculas existentes en los extractos que se usan. Entre ellas
se recomienda las técnicas cromatograficas que permitan determinar sus
componentes: cromatografia gas-liquido, cromatografia liquida de alta resolucién,
entre otras técnicas que tengan el mismo fin (Mollinedo Portugal, 2002).

1.2 METABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS

Son metabolitos primarios aquellos que participan en la nutricion y procesos
metabdlicos esenciales para la planta, mientras que metabolitos secundarios son
los que permitan interacciones ecolégicas de la planta con su entorno. Los
metabolitos primarios y los secundarios no se pueden diferenciar en base a su
estructura quimica, molécula precursora u origenes biosintéticos. En ausencia de
una distincion valida entre ambos tipos de metabolitos con base en su estructura o

bioquimica, se tiene en cuenta fundamentalmente su funcion (Morales et al., 2016).

2. MEDICINA TRADICIONAL EN BOLIVIA

La ley de Medicina Tradicional Ancestral Boliviana (Ley 459, D.S. 2436) la define

como “un conjunto de conceptos, conocimientos, saberes, practicas milenarias



ancestrales, basadas en la utilizacion de recursos materiales y espirituales para la
prevencion y curacion de enfermedades, respetando la relacion armonica entre las
personas, familias y comunidad con la naturaleza y el cosmos. Es parte del Sistema
Nacional de Salud”. (Vargas, Frias y Gutierrez W, 2017)

Gracias a la alta diversidad cultural y biolégica existente en Bolivia, se ha
identificado una amplia gama de practicas de medicina tradicional, cuya forma de
expresion principal es la utilizacion de diversas plantas medicinales ( Moraes, Kvist,
Borchsenius y Balslev, 2006). En este orden, el presidente del Consejo
Departamental de Medicina Tradicional de La Paz (Codemetra), Freddy Ayala,
inform6é “Tenemos 3.000 especies medicinales identificadas con sus nombres
cientificos, sobre todo aqui en La Paz tenemos variedad de especies medicinales
en el altiplano, en el valle, en el tropico de los Yungas, y los llanos tropicales”.
(Alanoca, 2015)

3. LA MEDICINA TRADICIONAL Y EL PUEBLO TACANA

Los pueblos indigenas amazoénicos se especializaron en el conocimiento de una
diversidad de plantas medicinales, sus partes, sus derivados (hojas, raices,
cortezas, flores, semillas, resinas, aceites) y la combinacion de éstas para preparar
infusiones, jarabes, emplastos y polvos, que se utilizan en la curacion de diferentes
dolencias fisicas, como espirituales. Comentan los especialistas que los herbolarios
y curanderos que se denominaban “tata hanana” por los Tacanas y “mitami” por los
Lecos, ahora son conocidos como chamanes. Para estos pueblos la salud y las
curaciones estaban estrechamente vinculadas a su mundo espiritual y en conexién
directa con la naturaleza (Consejo Indigena del Pueblo Tacana (CIPTA) et al.,
GESTION TERRITORIAL INDIGENA; Bourdy et al., 2000).
En referencia a las plantas medicinales utilizados por la comunidad Tacana, existe
muchos estudios que tratan de demostrar la actividad funcional, con ensayos de
laboratorio; de estos mencionaremos algunos ejemplos publicados en revistas
cientificas:
- Estudios cientificos han demostrado que el extracto crudo de Galipea
longiflora (evanta), usado tradicionalmente como agente anti-Leishmania en

Bolivia, tiene un efecto leishmanicida e inmunomodulador (Calla et al., 2009).
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- Los extractos de Equisetum giganteum L y Copaifera reticulata Ducke
muestran una fuerte actividad antiviral contra el patdbgeno de transmision
sexual, virus del herpes simple tipo 2(HSV-2) (Patzi, et al., 2018).

Si bien existen muchas plantas medicinales utilizadas dentro de la Comunidad
Tacana, los mismos que pudieran ser materia prima para estudios posteriores, en
este trabajo se incluy6 las hojas de Mangifera indica L. y corteza de Tipuana tipu
(Benth) Kuntze con base en consultas con los médicos tradicionales, apreciando
antecedentes de uso que conducen a relacionarlas con efectos fisiopatologicos
antivirales y antiinflamatorios, hecho que, fue comprobado parcialmente dentro de
algunos estudios de laboratorio por el proyecto macro, donde demostraron que tanto
el extracto de hojas de Mangifera indica L. y la corteza de Tipuana tipu (Benth)
Kuntze tienen un efecto antiviral anti Herpes virus tipo 2 en sistemas de infeccion
viral in-vitro e in-vivo en modelo murino, ademas de inhibir la entrada del virus a la
célula blanco, también podrian bloquear la replicacion del VHS-2 después de
entrada en las células y, por lo tanto, ser prometedoras como remedios terapéuticos.
La corteza de Tipuana cf tipu (Benth) Kuntze podria aumentar la respuesta inmune
antiviral a través de una induccion de IFN-A lo que implica que posee propiedades
inmunomoduladoras (Patzi Churqui, 2020). Tal seleccion se hace en relacién
existente entre la actividad antiviral y antiinflamatoria, tal como ocurre con especies
como Equisetum giganteum L., Echinacea angustifolia, Echinacea Pallida,
Echinacea purpurea y productos naturales como la quercetina y diversos

flavonoides presentes en varias especies (Carvajal, 2019)

3.1 Mangiferaindica L.

Una mini revision sobre el potencial terapéutico de Mangifera indica L. establece
gue las actividades funcionales estan presentes en la corteza del tallo, en las hojas,
en el duramen, en las raices y en las frutas. Los extractos de estas partes tienen
efectos como: antioxidantes, antiinflamatorios, antitumorales, inmunomoduladores,
antialérgicos, antidiabéticos, antivirales, antifangicas, antibacterianas,

antidiarreicas, entre otras (Batool et al., 2018).
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En el presente estudio se utilizo las hojas de mango, en relacion al uso que le dan

los Tacana, con el propésito de extraer sus propiedades y evaluar la actividad

antiinflamatoria en modelos in-vitro. Algunos reportes mencionan que las hojas de

Mangifera indica L., poseen antioxidantes, compuestos fendlicos y carotenoides. Es

por esto que se considerd que tiene potencial para combatir los padecimientos

involucrados con la inflamacion porque han demostrado capacidad para aumentar

la expresion de antioxidantes y el bloqueo de la produccién de citoquinas

inflamatorias dentro de las células (Torres et al., 2005; Molina y Javier, 2015).

Los Tacanas utilizan las hojas de Mangifera indica L. para diversos tratamientos,

entre estos algunos ejemplos:

El tratamiento de la diabetes, las hojas las secan y muelen hasta obtenerlas
en forma de polvo. Como una infusién, remojan las hojas en una taza de agua
durante la noche y beben el agua.

Para el tratamiento de la hipertensién arterial, como infusién ayudan tanto a
disminuir la presion arterial, como atenuar problemas de las varices.
Problemas de inquietud y ansiedad, el consumo de 2-3 vasos de té de hojas
de Mangifera indica L. ayuda a tratar las molestias y refresca el cuerpo
(Claure, s. f.; Shah et al., 2010).

Los calculos renales, las hojas de Mangifera indica L. secas y en polvo son
reposadas durante la noche, y recomiendan tomar diariamente.

En problemas respiratorios, Util para personas que sufren de resfriados,
bronquitis, asma; se indica una decoccion de las hojas de mango en agua,
con un poco de miel.

En la disenteria, indican que ayuda a tratar la hemorragia con disenteria; para
esto se recomienda el consumo directo de las hojas secas en polvo con agua
dos o tres veces al dia.

Dolores de oido, una cucharadita de jugo extraido de las hojas de Mangifera
indica L. como gotas para los oidos proporciona alivio, calentando el zumo
ligeramente antes de usar.

Para las quemaduras, aplican un pufiado de hojas de Mangifera indica L. en

cenizas en la zona afectada. Proporcionando un alivio inmediato.
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- “Toénico estomacal”’, las hojas de Mangifera indica L. en agua caliente,
reposando en recipiente cerrado con una tapa toda la noche, para luego
beberlo con el estbmago vacio (Benquique Claure, s. f.; Escamillay Moreno,
2015; Torres et al., 2005).

Algunos resultados reportados en otros paises, demuestran actividad
antiinflamatoria de los aceites esenciales obtenidos de hojas de Mangifera indica L.
qgue reducen significativamente la formacion de edema, inducido por carragenina,
cuando los animales son tratados con dosis diversas por via oral (Oliveira et al.,
2017).

Otros estudios, demostraron actividad antiinflamatoria, in-vitro, de extractos de
hojas de Mangifera indica L., con una disminucion significativa en los niveles de

TNF-a, en células estimuladas con LPS (Hernandez, 2016).

3.2 Tipuana tipu (Benth) Kuntze

Es un arbol sudamericano originario de Bolivia, Argentina, Uruguay, Paraguay Yy
Brasil (Norton y Waterfall, 2000). La corteza de este arbol, es utilizada por los
Tacana en problemas de torceduras, hinchazones o infecciones; segun relato de
los chamanes de esta comunidad, (Dialogo verbal, 2017; Ministerio de Medio
Ambiente y Agua, 2016). Ellos precisan que las caidas, los golpes que pueden
causar torcedura, y en consecuencia dolor, hematomas, inflamacion e incapacidad
para mover las articulaciones y las infecciones puedan aliviarse con la aplicacion de
una maceracioén, que implica el uso del material vegetal (generalmente en polvo) y
un solvente, como el agua y la mezcla de los mismos durante un cierto periodo de
tiempo y la aplicacion directa al area afectada alivian y ayudan a tratar estos
problemas.

Trabajos previos reportan haber aislado, identificado y evaluado actividad
antiinflamatoria de los glucésidos de flavonol, nuevo tetraglicésido de kaempferol
acilado, procedente de hojas de Tipuana tipu, que crece en Egipto, en el que se

evaluo la actividad antiinflamatoria utilizando el modelo de edema de la pata de rata
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inducido por carragenina; se revel6 que los compuestos aislados mostraban una

actividad antiinflamatoria significativa (Amen et al., 2015).

Dentro de los estudios realizados por el proyecto macro se evaluaron siete plantas
gue se utilizan comunmente en Medicina Tradicional Tacana para tratar infecciones
del tracto genital femenino, particularmente los causados por HSV-2.

De los cuales se reportaron interesantes hallazgos de las hojas de Mangifera indica
L. y la corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze, donde demostraron que contienen
sustancias que podrian bloquear la entrada del VHS-2 a las células blando, ademas
de bloquear la replicacion después de entrada en las células y, por lo tanto, ser
prometedoras como remedios terapéuticos. Ademas la corteza de Tipuana cf tipu
(Benth) Kuntze podria aumentar la respuesta inmune antiviral a través del induccion
de IFN-A lo que implica que posee propiedades inmunomoduladoras (Patzi Churqui,
2020).

Si bien existe algunos reportes donde se estudiaron las propiedades de estas
especies vegetales, cabe mencionar, las variantes que podria existir en cuanto a
especie, region, propiedades del suelo, microambiente y temporada de recoleccién
de las especies vegetales (Lineas de investigacion sobre la flora boliviana y sus
aplicaciones, 2020), ademas del método de extraccion que se empled en el presente

trabajo, factores que pueden representar diferencias con los trabajos ya reportados.

4. INFLAMACION

Existen muchos factores, tanto enddgenos (necrosis tisular o rotura 6sea) como
exogenos, que generan inflamacion. Estas van desde lesiones por agentes
mecdanicos (corte), fisicos (quemaduras, radiaciones, frio, calor), quimicos
(corrosivos, venenos, toxinas), hasta los biolégicos (bacterias, virus, parasitos,
hongos) e inmunoldgicos (reacciones de hipersensibilidad), metabodlicos (obesidad)
(Florez, Mediavilla y colaboradores, 2004). Muchos de estos factores,
principalmente los exdgenos superan las barreras externas de la inmunidad innata

(piel, mucosas y fluidos) tal es el caso de la infecciébn o las lesiones tisulares
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resultantes de una agresion fisica que puede inducir una serie de fenémenos
conocidos en conjunto como reaccién inflamatoria.

La defensa innata ante las infecciones tiene como principio el reconocimiento de un
cuerpo ajeno o extrafio, pero de forma inespecifica; es decir, actia igual ante
cualquier agente agresor aunque puede variar la intensidad de su respuesta
(Martinez et al., 2000), con el fin de aislar, contener la lesion, destruir al agente
agresor y posteriormente preparar al tejido dafiado para su reparacién, proceso que
incluye cambios vasculares y celulares mediados por factores moleculares de
sefalizacion inmunoldgica solubles, llamados citoquinas que, a su vez, actian sobre
otros mediadores que operan frecuentemente en los tejidos.

Minutos después de una lesion tisular, una fase transitoria aguda (inflamacién
aguda), caracterizada por el aumento del diametro de los vasos sanguineos
(vasodilatacién local), provoca un incremento del volumen sanguineo en la zona con
un consecuente mayor volumen de sangre que calienta el tejido (calor local) y lo
hace enrojecerse (rubor), a lo que sigue un incremento de la permeabilidad vascular,
gue determina el escape de liquido desde los vasos sanguineos, resultando la
acumulacion de liquido (edema) en el tejido (Regal et al., 2015; Nogales, 2008). En
pocas horas, en la region inflamada, se adhieren leucocitos a las células
endoteliales que atraviesan las paredes de los capilares para salir a los espacios
tisulares (extravasculares) en un proceso llamado extravasacion (Fridovich, 1997).
La inflamacion implica, como primer paso, el reconocimiento de la infeccion o del
dafo tisular. Lo primero se logra tipicamente mediante la deteccién por parte de las
células fagociticas, de patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMP). Los
receptores que los reconoce estan especificamente dirigidos a estructuras
generales de moléculas comunes expresadas por patdégenos que son esenciales
para la supervivencia de los mismos. En cambio las alarmas, o patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP), son moléculas enddégenas que se liberan
de tejidos y células dafiados que indican destruccion o necrosis; ambos (PAMPs y
DAMP’s) son reconocidas a través de receptores en células de reconocimiento que

opera en la llamada Inmunidad Innata (Jr et al., 2001).
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Entre los receptores mas importantes destacan los receptores transmembrana tipo
Toll (TLR por sus iniciales en inglés) que reconoce patrones de estructuras
microbianas, el dominio intracelular de union a nucleotidos (NOD) y los receptores
que contienen repeticion rica en leucina (NLR) (Lange et al., 2011;Proell et al.,
2008). Una vez que se produce el reconocimiento de los ligandos por los TLR, a
través de diversas proteinas adaptadoras y quinasas se activan vias de sefalizacion
comunes que culminan en la activacion del factor nuclear kappa-potenciador de la
cadena ligera de las células B activadas (NF-kB). Este es un factor de transcripcion
gue se encuentra en practicamente todos los tipos de células inmunitarias y
permanece en un estado inactivo unido a una proteina inhibidora (IkB)(Ghosh et al.,
1998) de la cual se separa cuando fusionan los sistemas de activacion, por su parte
los NLR intracelulares responden a un numero cada vez mayor de DAMP’s que
alertan a la inmunidad innata de la lesion celular y proporcionan una via proxima
para detectar la exposicibn a posibles toxinas o contaminantes en el medio

ambiente.

Finalmente tanto las sefiales provenientes de los TLR como de los NLR culminan
en la activacion del complejo IkB quinasa (IKK), que posteriormente fosforila el
inhibidor citoplasmico NF-kB chaperona IkBa y proteinas relacionadas. Como
resultado de esta fosforilacion se permite que los dimeros de NF-kB se trasladen al
nacleo e inicien la transcripcion y traduccién de genes que conducen a la tercera
etapa de la cascada inflamatoria, que es la expresion inducible de las citoquinas
pro-inflamatorias, entre estas destacan: la interleucina-1-beta, la interleucina 6, el
factor de necrosis tumoral alfa y la interleucina 12. Junto a las anteriores se sintetiza
y libera diversas quimiocinas (atractantes) y moléculas coestimuladoras; estas
proteinas solubles facilitan el reclutamiento de células efectoras para su
acumulacion en el lugar de la inflamacion (Thomas J. Kindt et al., 2015).

Existen dos tipos de células que participan predominantemente en el proceso
inflamatorio: Unas se encuentran permanentes en los tejidos: mastocitos,
macrofagos y células endoteliales. Otras migran desde sangre periférica:

neutroéfilos, polimorfonucleares, monocitos y linfocitos, denominados en conjunto
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leucocitos (Gomez, et al., 2011). Estos leucocitos fagocitan patdgenos invasores y
liberan mediadores moleculares que contribuyen a la reacciéon inflamatoria, al
reclutamiento y la activacion de células efectoras (Tucker Collins, s.f.). Los
neutroéfilos crean un ambiente citotoxico al liberar quimicos nocivos de sus granulos
citoplasmaticos (en un proceso llamado desgranulacion) a los fagosomas o a los
tejidos. La liberacion rapida de estos quimicos requiere el consumo intenso de
glucosa y oxigeno, conocido como el estallido respiratorio. Los quimicos téxicos
liberados incluyen especies altamente reactivas de oxigeno y nitrdgeno (ROS y
RNS, respectivamente) y varias proteinasas (Germolec et al., 2018).

El efecto neto de estas interacciones culmina en los signos cardinales de
inflamacion local (Villalba, 2014;Thomas Kindt et al., 2015;Tucker Collins, s. f.).

El conjunto de componentes que participan en la inflamacién puede ser incorporado
en un cuadro sinaptico en el que se diferencian a los diferentes elementos como
inductores, receptores, moléculas de respuesta, mediadores y el mecanismo de
dafo/reparacion. El siguiente cuadro sinaptico sefala los diferentes componentes

en pasos sucesivos de activacion.
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Inductores Receptores/células Moléculas de Blancos / Mediadores Mecanismo de
respuesta dafio/reparacion
e Edema
e Migracion
celular
e TLR's para e Infiltrado
PAMPS Rutas de Endotelio Vascular mononuclear
v sefalizacién- Mastocitos e Infiltrado
_ . DAMPS transcripcion Neutrofilos PMN
Microorganismos Macréfagos e Fagocitosis
e Receptores de Interferones EMN o
y sus productos rra e (SFMN) e Citdlisis
antigenos _ ) Fibroblastos e Piroptosis
Agentes |::> - Citoquinas Cels. NK e Apoptosis
oxidantes pro- Hepatocitos e Necrdlisis
/ * inflamatorias Cels. SNC, e Vasodilatacion

Restos de daino
tisular/celular
Agresores fisicos
Toxicos, Toxinas
y venenos
Cdusticos e
irritantes
guimicos
Alergenos
Exoantigenos

Autoantigenos

e Epitelios

e Macrdéfagos

e Cels.
Dendriticas

e Linfocitos

e PMN
e Cels.
endoteliales

e Otras células

somaticas

Citoquinas
Anti-
inflamatorias
Complemento
Quimiocinas
Reguladores
Anticuerpos
Receptores
solubles
Receptores
de membrana
Hormonas
reguladoras

musculo, Epitelios
/

Fosfolipasas
Kinasas

Lipidos activos
(Prostaglandinas,
tromboxanos,
leucotrienos)
Cininas
Neuropéptidos
Factores de
coagulacion

PCR

Activacion de
enzimas de
degradacion tisular
(proteasas
nucleasas, lipasas,
metaloproteinasas)

e Exudados

Trasudados

e |rritacion
/dolor

e Fiebre (localy
general)

e Degradacién
enzimatica de
la Matriz
Extracelular

e Coagulacién
intravascular

e Digestidn de
membranas
basales

e Depodsitos de
fibrina

e Infiltracidn de
fibroblastos

o Depodsitos de
colagena

Fuente: (Carvajal, 2019)
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Cuando el proceso infeccioso no es controlado, las células T auxiliares (Th), una
poblacién especifica de linfocitos del sistema inmunoldgico adaptativo, son en gran
parte responsable de activar y orquestar estas respuestas. Cuando es estimulado
por células presentando antigeno (macrofagos), las células Th virgenes (ThO; nunca
expuestas al antigeno) pueden diferenciarse en varios diferentes tipos de células
efectoras y reguladoras: células Thl (proinflamatorias), células Th2
(antiinflamatorias), células T reguladoras (Tregs) y células Th1l7 (Abbas etal.,
2010).

Las células Thl regulan la inmunidad celular y las respuestas proinflamatorias a
través de la liberacion de interferon-gamma (IFN-y), una citoquina que tiene
potentes propiedades antivirales e inmunorreguladoras y promueve una mayor
diferenciacion de células Thl. Las Thl también secretan IL-2 y TNF-a, que son
importantes para mediar las respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado y la
activacion de los macrofagos. Por el contrario, las células Th2 son importantes para
inmunidad humoral, proliferacion de células B, regulacién de respuestas alérgicas y
proteccion contra infecciones inespecificas. Las células Th2 producen un conjunto
citoquinas antiinflamatorias, como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que estimulan una mayor
diferenciacion del fenotipo Th2, promoviendo asi la activacién alternativa de
macrofagos e inducen células B a cambio de anticuerpos a inmunoglobulina E (IgE)
y maduracién de eosindfilos, mientras regula a la baja la produccién de citoquinas
Thl. En efecto, las respuestas Thl y Th2 son mutuamente antagénicas y
representan un equilibrio entre los mecanismos proinflamatorios y antiinflamatorios
gue pueden seleccionarse en respuesta a una infeccibn no controlada (Garcia
Barreno Pedro, 2008).

La ultima fase de la inflamacién es su resolucién, que es critica para limitar el dafio
colateral al huésped (Serhan & Savill, 2005). Durante las primeras horas de
inflamacion los macrofagos reclutados y residentes de los tejidos, ponen en marcha
un programa de resolucién. Durante la inflamacion aguda estas células producen
prostaglandinas y leucotrienos proinflamatorios, pero cambian rapidamente a

lipoxinas, que son compuestos que se generan a partir de aminoacidos y actian
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como inhibidores de la inflamaciéon bloqueando el reclutamiento de neutrdfilos y
favorecen la infiltracion mejorada de monocitos importantes para curar o regenerar
la herida o lesion tisular (Oishi & Manabe, 2018; Ashley et al., 2012), por eso es que
se puede decir que la inflamacién es el proceso inicial de la reparacion.

4.1 LAS CITOQUINAS

Como ya se mencion0 estos componentes son sustancias mensajeras, de caracter
proteico, secretadas por las células fijas, como por células del sistema sanguineo
(células mononucleares, y polimorfonucleares) (Kindt, Goldsby y Osborne, 2015).
Las citoquinas pro-inflamatorias son los que inducen junto a otros mediadores el
proceso inflamatorio; entre estas destacan la interleucina uno beta (IL-1 B), la
Interleucina 6 (IL-6), y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) que inician una
respuesta de fase aguda (Ghosh et al., 1998; Yahfoufi et al., 2018). Las citoquinas
anti-inflamatorias, principalmente la interleucina 10 (IL-10) regula negativamente a
las citoquinas pro-inflamatorias (Saldana, s. f.; Aldapa Vega et al., 2016).

4.1.1 CITOQUINAS PRO-INFLAMATORIAS

IL-1B

Estimula diversas respuestas propias de la inflamacién, como la secrecion de
leucotrienos y prostaglandinas que tienen efectos sobre la vasodilatacion, el dolor y
también actdan sobre el hipotalamo para causar fiebre, y sobre el higado para
estimular la sintesis de proteinas que se observan en la respuesta de fase aguda
(Turner et al., 2019), esta citoquina es crucial para las respuestas de defensa del
huésped a infecciones y lesiones (Lopez-Castejon & Brough, 2011). De los 11
miembros de la familia IL-1, la IL-1p ha surgido como un objetivo terapéutico para
un numero creciente de afecciones inflamatorias sistémicas y locales denominadas
enfermedades autoinflamatorias. Para estos, la neutralizacion de IL-1 da como
resultado una reduccién rapida y sostenida de la gravedad de la enfermedad
(Dinarello, 2011).
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La mayoria de los miembros de la familia IL1 han demostrado tener funciones duales
en la tumorigénesis y se le atribuyen funciones tanto pro como antitumogénicas. El
papel de estas citoquinas varia mucho segun los tejidos y 6rganos involucrados, el
trasfondo inflamatorio y la etapa del cancer (Baker et al., 2019).

Es secretada por una variedad de tipos de células, aunque la gran mayoria de los
estudios sobre esta citoquina se han centrado en su produccion dentro de las
células del sistema inmune innato, como los monocitos y los macréfagos (Tiantian
y Chenggqi, 2018; Lopez-Castejon y Brough, 2011). Su produccion es regulada tanto
a nivel transcripcional como postranscripcional (Turner et al., 2019).

La transcripcion de pro-IL-1B es inducida por el activacion del factor de transcripcion
factor nuclear-kB (NF-kB) (Latz et al., 2013), que es escindida por la proteasa
proinflamatoria caspasa-1. La activacion de la caspasa-1 se produce mediante
el reclutamiento a un complejo de proteinas multiples denominado inflamasoma,
gue se constituye en un andamio molecular compuesto por moléculas adaptadoras
y un receptor de reconocimiento de patron citosolico (Baker et al., 2019).

El inflamasoma se puede activar a través de NLRP3, que es uno de los varios NLR
gue detecta una amplia gama de PAMP’s o DAMP’s enddgenos e infecciosos.
Estos ultimos incluyen componentes de la pared celular microbiana, &cidos
nucleicos, toxinas formadoras de poros, agentes cristalinos ambientales como la
silice y moléculas enddgenas, que incluyen ATP y cristales de &cido urico (Malik y
Kanneganti, 2017) junto con un adaptador de proteina asociada a apoptosis (ASC)
y una caspasa zimogena o proforma 1, dependiente o independiente de
sefializacion, con posterior escision de Gasdermin D, una proteina que permeabiliza
la membrana plasmética, conduciendo a un proceso conocido como piroptosis y

liberacidon de IL-1B en su forma activa (Afonina et al., 2017; Latz et al., 2013).

TNF-a

Citoquina pro-inflamatoria que actua durante la inflamacion aguda y es responsable
de una amplia gama de eventos de sefalizacion dentro de las células, regula tanto
en las vias de sefializacién de supervivencia celular, como en su proliferaciéon y los

procesos metabdlicos (Varfolomeev y Vucic, 2018); lo que conduce a necrosis o
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apoptosis. Es también importante para la resistencia a infecciones y el control del
cancer (ldriss & Naismith, 2000), al conferir inmunidad y una adecuada respuesta
inflamatoria, el TNFa juega varios roles terapéuticos dentro del cuerpo, que incluyen
inmunoestimulacién (ldriss & Naismith, 2000).

Es producido por una variedad de células inmunes, principalmente por macrofagos,
pero también por células Natural Kiler (NK) y linfocitos T (Th1l) y B (Wallach, 2016).
La fosforilacion de IkB por IKK y su posterior degradacién en el proteosoma conduce
a la translocacion de NF-kB al nucleo, donde se une a los promotores de genes
implicados en la inflamacion del TNF (Pasquereau et al., 2017), es sintetizada como
una proteina transmembrana de tipo Il de 26 kDa que se ensambla en una molécula
homotrimérica (tmTNF) (Kriegler etal.,, 1988) que puede ser escindida
proteoliticamente por la enzima convertidora de TNFa de metaloproteasas de la
matriz (MMP) (TACE / ADAM17), dando como resultado homotrimeros de TNF
solubles (sTNF; 51 kDa) (Fischer et al., 2020).

Esta citoquina se puede escindir mediante la Enzima de Necrosis Tumoral Alfa
(TACE) para generar una molécula soluble que se activa mediante unién a alguno
de los dos receptores 0 a ambos. Los receptores de TNF 1y 2 (TNFR1) (TNFR2)
estan en la membrana celular y también son solubles (Varfolomeev y Vucic, 2018).
Ambos receptores inducen una intensa y rapida activacion de células dependientes
de la llamada Proteina Activada por Mitégenos (MAP) quinasa y la respuesta por
NF-KB. TNFR1 juega un papel dominante en la sefalizacion de TNFa
desencadenando la activacion de la muerte celular apoptética y / o necrotica,
TNFR2 refuerza respuestas a la sefial de TNFR1 (Varfolomeev y Vucic, 2018;
Bystrom et al., 2018).

IL-6

Esta considerada dentro de las citoquinas proinflamatorias, pero también tiene
actividad antiinflamatoria, sobre las respuestas inmunitarias (Tiantian y Chengqi,
2018). El endotelio activado promueve la expresiéon de citoquinas proinflamatorias,

como IL-6 e IL-8, e inicia la expresion de moléculas de adhesion celular,
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contribuyendo asi al reclutamiento de leucocitos desde la sangre hacia los tejidos
extravasculares por diapédesis (Pfeiffer et al., 2017; Dagmar et al., 2017;Toshio
et al., 2016). Tiene funcién fundamental en la estimulacion de la respuesta de fase
aguda, la induccién de fiebre y la sintesis de Inmunoglobulina A (Ig A) de la mucosa.
Tiene la capacidad de inducir en los hepatocitos la sintesis de varias proteinas
plasmaticas en la respuesta de fase aguda, entre estas destacan: el fibrinégeno, la
proteina amiloide, la ceruloplasmina, la proteina ligante de lipopolisacéarido (LBP),
la lactoferrina y algunos componentes del complemento (Abbas et al., 2010).

Existe dos tipos de sefalizacion dependiente de IL-6; una sefalizacion clasica,
donde la IL-6 estimula las células como macréfagos, neutrdéfilos, algunas células T
y hepatocitos, a través de un receptor de interleucina-6 (IL6R) unido a la membrana,
gue al unirse al ligando se asocia con la proteina del receptor de sefializacion
glicoproteina 130 (gp130). La gpl30 se dimeriza, lo que lleva a la activacion de
Janus quinasas (JAK/STAT) y a la posterior fosforilacion de residuos de tirosina
dentro de la porcién citoplasmatica que se comparte con las citoquina de la familia
IL-6, respondiendo a un proceso antiinflamatorio (Toshio etal., 2016). Por el
contrario, todas las células pueden expresan gpl130 pero no IL-6R, solo pueden
activarse mediante el complejo de IL-6 e IL-6R soluble (sIL-6R). La activacion de las
células por el complejo IL-6 / sIL-6R se denomina trans-sefalizacion. El sIL-6R se
une a IL-6 con una afinidad comparable a la forma unida a la membrana y media la
activacion de gpl30 de una manera autocrina 0 paracrina, respondiendo a un

proceso proinflamatorio (Scheller et al., 2011).

4.1.2 CITOQUINAS ANTI-INFLAMATORIAS

IL-10

Citoquina con potente actividad antiinflamatoria que actia suprimiendo respuestas
inmunes a antigenos extrafios y propios (Azab et al., 2016). Se dirige principalmente
a células presentadoras de antigenos, tales como monocitos y macréfagos y células

T, al inhibir la liberacién de mediadores proinflamatorios, incluidos TNF-a, IL-1p, IL-
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6, IL-8, G-CSF y GM-CSF. Actua sobre estas células mediante la inhibicion tanto de
la sintesis de citoquinas como de moléculas co-estimuladoras y moléculas HLA
clase Il; coestimuladores como CD86 y moléculas de adhesiébn como CD54.
Asimismo, actla directamente estimulando la proliferacién y diferenciacién de las
células T responsables de la respuesta inmune tipo Th2 (Fonseca-Camarillo et al.,
2011); lo cual reduce la estimulacion Th 1.

En una respuesta inicial durante un proceso inflamatorio en curso contra patégenos,
la IL10 es producida como mecanismo de retroalimentacion negativa de las
respuestas inmunitarias para una eliminacion mas rapida del microorganismo que
este provocando una infeccion, es decir, esta citoquina no es sintetizada sino hasta
gue este proceso de control microbiano se haya desarrollado; cuando la inflamacion
sea excesiva, la sintesis de IL10 es critica para controlar las respuestas innatas
(Rutz y Ouyang, 2016; Mark et al., 2015; MacKenzie et al., 2014).

Es expresada por una amplia variedad de células de la inmunidad innata y
adaptativa, incluidos macrofagos, monocitos, células dendriticas (DC), mastocitos,
eosindfilos, neutrofilos, células asesinas naturales (NK), células T CD4 +y CD8 +,
y células B. La IL-10 se une de forma no covalente a dos receptores, IL-10R1 e IL-
10R2. IL-10R1 que esta presente principalmente en leucocitos y se une a IL-10 con
alta afinidad y en exclusividad, mientras que IL-10R2 es un componente comun de
receptores para IL-22, IL-26, IL-28A, IL-28B e IL-29 (Fonseca-Camarillo et al.,
2011).

La unién de IL-10 a su receptor manda sefiales a través de la Janus quinasa 1 (Jak1)
/ transductor de sefial y activador de via de sefializacion de transcripcion (STAT)
(Jak/Stat). Jakl y Tyk2 estan asociados con IL-10R1 e IL-10R2, respectivamente.
La union de IL-10 al receptor conduce a fosforilacion del receptor dependiente de
Jak. Esto permite el reclutamiento de STATS3, lo que lleva a su disociacién del
receptor y a la formacion de un homodimero activo (Rutz y Ouyang, 2016;Mark
et al., 2015).

5. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE PRODUCTOS NATURALES

La actividad antiinflamatoria de productos naturales ha despertado en los ultimos

afios un gran interés cientifico en el area farmacologica, principalmente en virtud de
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la capacidad potencial de ciertos compuestos de interferir en la evolucion de
enfermedades que cursan con procesos inflamatorios (Gomez, Gonzalez y Medina,
2011).

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar los efectos antiinflamatorios
de los productos naturales, y se estima que estos pueden darse por modulaciéon de
la expresion génica de citoquinas proinflamatorias, por modulacion de las
actividades celulares relacionadas a la inflamacion, o por la inhibicion de la actividad
de enzimas y la produccion de otras moléculas proinflamatorias (Bellik et al., 2012).
Existe evidencia de que los procesos inflamatorios son modulables ante la ingesta
regular de alimentos y dietas ricas en fitoquimicos de probado efecto antiinflamatorio
(Boscé, 2012)

En la literatura se informa el empleo de muchas preparaciones obtenidas de plantas
medicinales que tienen efecto antiinflamatorio y analgésico, haciendo especial
énfasis dentro de éstas, a extractos acuosos o infusiones que poseen compuestos
fendlicos en su composicion quimica (Vanacloxta, Arteche y Guenechea, 2003). El
uso de plantas medicinales ha demostrado tener estos efectos por poseer
propiedades antiinflamatorias por parte de metabolitos secundarios como los

flavonoides, antocianidinas, cumarinas, taninos, etc (Gonzalez y Medina, 2010).

La evaluacion de actividad antiinflamatoria de plantas medicinales ha sido efectuada
a través de muchos trabajos que se han realizado tanto con extractos como con

metabolitos secundarios aislados de fuentes naturales (Carvajal, 2019).

5.1 MODELOS DE ESTUDIO IN VIVO

Dentro de los modelos de inflamacion aguda se pueden emplear diferentes
métodos; cada uno presenta caracteristicas especiales dependiendo de las

condiciones bajo las cuales se realice el estudio. Algunos de estos son:

- Edema plantar por carragenina: La carragenina es una mezcla de varios

polisacaridos que se encuentran en las paredes celulares de algunas algas
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de la familia de Rhodophyceae (algas rojas). El proceso inflamatorio
producido por la carregenina se desarrolla inmediatamente después de la
inyeccidn subcutanea en la zona plantar de rata o ratén, lo que resulta de la
accion de agentes proinflamatorios, complementada por especies reactivas
de oxigeno y de nitrogeno. En este modelo de inflamacién los neutréfilos
migran rapidamente al sitio de inflamacién, generando inicialmente la
respuesta inflamatoria de este modelo, mismo que se cuantifica por el
aumento en el grosor de la zona plantar de la pata, donde se produjo un
edema, el cual es maximo alrededor de 5 horas después de la inyeccion de
carragenina.

- Administracion topica del aceite de croton: Consiste en la aplicacion de
aceite de crotdn en la oreja de roedores. Este producto es una mezcla de
ésteres y otros componentes, los cuales poseen propiedades irritantes. Este
meétodo se utiliza para provocar una inflamacioén localizada en las orejas de
los animales de laboratorio, inflamacién que responde a los antiinflamatorios

no esteroideos.

5.2 SISTEMAS DE ESTUDIO in-vitro

Muchos estudios realizados in-vitro buscando evaluar de actividad antiinflamatoria
de plantas medicinales trabajan sobre la valoracién de la reduccion en la sintesis de
citoquinas pro-inflamatorias como IL-B, IL-6, TNF-a, asi como en el aumento de los
niveles de IL-10, como interleucina anti-inflamatoria por parte de las células en
cultivo; bajo estimulacion con lipopolisacéarido (LPS) (Rahimi et al., 2019; Gonzalez
y Medina, 2010). Las citoquinas TNF-a e IL-18 son principales mediadores de
respuesta bioldgica a los LPS bacterianos (Gomez, Ruiz, et al., 2011).

El LPS es una molécula glicolipidica anclada en la membrana externa de las
bacterias Gram negativas y constituyen su pared. Es considerada como el antigeno
de superficie mas importante, representando tres cuartas partes de la superficie de
la bacteria. Tiene como componentes: El lipido A (o endotoxina) que es la regiéon
bioldgicamente activa, y un heteropolisacéarido, nacleo o core (o antigeno O) unidos

entre si. Es un potente estimulador de la respuesta inmune (Raetz & Whitfield,
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2002;Vega, Palacios, Isibasi, Moreno, y Lépez, 2016) tanto celular como humoral,
innata y adaptativa.

- Accion endotoxica del LPS
LPS liberado de la membrana de la bacteria por multiplicacion o lisis, entra en
contacto con varias proteinas del hospedero. La proteina de union al
lipopolisacarido (LBP) presente en los fagocitos esta encargada de la captura del
LPS, formando un complejo LPS-LBP.

- Receptores de reconocimiento
La formacion del complejo LPS-LBP facilita la asociacion a los receptores CD14,
una glicoproteina soluble o anclada a la superficie de monocitos, macréfagos,
polimorfonucleares y células endoteliales. Su funcion es transferir LPS al complejo
encargado del reconocimiento.
La respuesta del sistema inmunitario innato es activada por el reconocimiento
molecular del LPS mediante el receptor tipo Toll 4 (TLR4), ubicado en la membrana
de las células fagociticas. Una proteina soluble llamada MD2 se asocia con TLR4 y
confiere una respuesta contra LPS bacteriano, desencadenando la expresion de
multiples genes relacionados con citoquinas pro-inflamatorias, quimiocinas y
moléculas de activacién, que conllevan a una intensa respuesta inflamatoria y
activacion celular (Aldapa, Pastelin, Isibasi, Moreno y Lopez, 2016).
Formado el complejo LPS-TLR4/MD-2, se inicia una reaccién que comienza con la
unién a proteinas celulares que poseen TIR (Receptor Toll de Interleuquina 1),
encargadas de mediar reaccion entre dominios TLR4 y la proteina celular de
transduccion del LPS. Los productos finales después de la activacion de diferentes
rutas intra-celulares son la produccion de citoquinas proinflamatorias o interferones
tipo 1.(Hurtado & Iregui, 2010; Vega, Palacios, Isibasi, Moreno, y Lopez Macias,
2016)

- Patrones de reconocimiento:
Los TLRs juegan un papel importante en la inmunidad innata. En humanos, los
receptores de esta familia mejor caracterizados son el TLR-2 y el TLR-4. El TLR-2
reconoce diferentes componentes celulares de bacterias Gram-positivas,

micobacterias y levaduras, mientras que el TLR-4 es el receptor del LPS de las
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bacterias Gram-negativas (Notararigo, 2015). Ademas, son importantes los TLRS3,
7, 8y 9, que se localizan intracelularmente, y detectan acidos nucleicos derivados
de virus y bacterias. Se demostré que TLR3 reconocer el ARN bicatenario (dsRNA),
gue se produce por muchos virus durante la replicacion. TLR7 reconoce moléculas
sintéticas similares a imidazoquinolina, analogos de guanosina como loxoribina,
ARN monocatenario (SSRNA) como el SARS-CoV-2 derivado de varios virus y

pequefios ARN interferentes (Kawai y Akira, 2007)

6. MEDICINA TRADICIONAL Y TOXICIDAD

Refiriendose a los beneficios potenciales de la actividad funcional de las plantas
medicinales; cabe mencionar que para mucha gente existe la creencia de que "el
uso de un producto natural no ocasiona ningun dafio", olvidando o desconociendo
gue si una planta tiene un potencial medicinal, también puede tener un potencial
toxico debido a que ejerce un efecto biologico (Villalta, s. f.). Se conocen plantas
medicinales que contienen numerosos compuestos biolégicamente activos, y
aunque han sido demostradas sus propiedades farmacoldgicas, pueden causar
dafos irreparables al consumidor (Parama, 2016), dependiente de la dosis
consumida o aplicada.

Se puede denominar plantas téxicas a todo vegetal que, una vez ingerido, en
condiciones naturales, es capaz de producir dafio que se refleja en una pérdida de
vitalidad o de salud (Gastén S, 2008). Las intoxicaciones agudas se producen
cuando se consumen dosis altas de una planta o de alguna de sus partes,
provocando signos clinicos de intoxicaciéon en un periodo corto de tiempo (Caspe,
2008).

Contrariamente a lo que ocurre con los farmacos provenientes de la farmacopea
occidental, la toxicidad de los medicamentos con base en hierbas tradicionales no
ha sido evaluada por completo. Recordemos que todos los farmacos
convencionales han debido pasar por una gran cantidad de pruebas previamente a
su comercializacion. En cambio, las plantas medicinales no han sido sometidos a
este tamizaje en todos los casos (Parama, 2016). Sin embargo, ante el uso difundido

de los productos naturales, la OMS elaboré las guias sobre la vigilancia de la
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seguridad de medicamentos herbarios en los sistemas de farmacovigilancia
(Organizacién Mundial de la Salud, 2013). Estas guias tienen el fin de contribuir al
bienestar y la atencidn de salud centrada en las personas, promoviendo la utilizacion
segura de la Medicina Tradicional, a través de la reglamentacion y la investigacion.
No obstante lo anterior debe considerarse que cuando una planta tiene efectos
toxicos evidentes los propios practicantes de la medicina tradicional la excluyen de
su acervo y va desapareciendo como producto Gtil con el tiempo.

Para poder trabajar sobre la evaluacion funcional de plantas medicinales
potencialmente activas, es importante iniciar su estudio evaluando el efecto
citotoxico. Como habiamos mencionado en el capitulo de justificacion, existe una
gran variedad de modelos bioldgicos que sirven para estudiar el efecto citotéxico a

nivel pre-clinico.

B. DESCRIPCION DEL AMBITO DE ESTUDIO

Las actividades de recoleccién de informacion de las plantas en estudio se
realizaron en el municipio de Tumupasa, ubicado en el norte de La Paz, con apoyo
de la organizacién indigena del pueblo Tacana.

Todo el trabajo de laboratorio se realiz6, en el marco del Proyecto de productos
naturales antiinflamatorios y antimicrobianos desarrollado con recursos IDH, en el
Instituto de Servicios de Laboratorio de Diagnoéstico e Investigacion en Salud
(SELADIS), en el Laboratorio de Virologia, Inmunidad e Infeccién; en el area de

cultivo celular.

V. FORMULACION DE LA HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Los extractos de hojas Mangifera indica L. y corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze
tienen efectos compatibles con actividad moduladora sobre la sintesis y liberacion

de citoquinas inflamatorias a las dosis no toxicas en sistemas de cultivo celular.



V. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES EN ESTUDIO

N°  VARIABLES

DEPENDIENTES

1 Actividad
citotoxica
2 Actividad
biolégica

funcional de

células en cultivo

3 Actividad
citoquinas
vinculadas a
inflamacion
vitro.

VARIABLE

INDEPENDIENTE

sobre

INDICADORES

Viabilidad celular,

medida por
exclusion de
colorante azul
tripan.

Actividad de la
Lactato
deshidrogenasa
(LDH) en el
sobrenadante del

cultivo celular.

Actividad del NAD*
mediante
reduccion de Sales
de tetrazolio.
Produccion de
interleucinas
IL-1B, TNF-a, IL-6
e IL-10 en cultivo
celular

Dosis del extracto
hidro-alcohdlico de
las plantas

estudiadas

DIMENSIONES

Porcentaje (%)

Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia por

ELISA

y

concentracion en

pg/mL

pg/mL

TIPO
VARIABLE
Variable
cuantitativa

continua

Variable
cuantitativa

continua

Variable
cuantitativa

continua

Variable
cuantitativa

continua

Variable
cuantitativa

Discreta

29
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VI. MATERIALES, METODOS Y DISENO METODOLOGICO

A. TIPO DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion del presente trabajo es aplicada y experimental.

B. MATERIAL VEGETAL

Las hojas de Mangifera indica L. y corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze, fueron
recolectados en el marco de actividades del proyecto macro “ESTUDIO IN-VITRO
DE PRODUCTOS NATURALES Y ALIMENTOS FUNCIONALES CON ACTIVIDAD
ANTI-INFLAMATORIA Y ANTIBACTERIANA, PARA LA VALORACION DE LA
MEDICINA TRADICIONAL AMAZONICA” en el municipio de Tumupasa, del norte
de La Paz, en estacion humeda (verano), en compairiia de un guia local (Anexo 2).
- Preparado de cada espécimen: Se lavo el material vegetal con abundante agua
corriente, agua purificada y se desinfectd con alcohol al 70%. Se dejé secar a
temperatura ambiente, protegido de la luz, en un lugar limpio y sin flujo de corriente
de aire. De los mismos se envio un ejemplar de cada uno, al herbario Nacional de
Bolivia (LPB) para la caracterizacion botanica (Anexo 3 - 4).

- Perfil quimico de los extractos obtenidos, al igual que la recoleccion del material
vegetal fue realizado como parte del proyecto macro en el Laboratorio contraparte
de Suecia. Los productos se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada
a un tdndem espectrometro de masas (CG-SM) y por espectrometria de masas de
alta resolucion acoplada a cromatografia liquida de alta presion (HPLC-HRMS)
(Anexo 6).

C. MATERIALES Y METODOS

A continuacion se presentara un esquema general del disefio de este estudio, para
una mejor explicacion. Posteriormente se describe la metodologia y estandarizaciéon
de los ensayos que se utilizaron para el estudio de las hojas de Mangifera indica L.
y corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze sobre su actividad toxica y funcional in-

vitro.



Esquema de trabajo
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1. ESTANDARIZACION DE SISTEMAS DE CULTIVO CELULAR

El cultivo celular se define como el conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento, la supervivencia y/o multiplicacion in vitro de células provenientes
de 6rganos especificos o de linajes celulares, tratando de conservar al maximo sus
propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas (Montalvan et al., 2009).

Un cultivo celular primario, es aquel cultivo de células que se obtienen de un tejido
Vivo y tiene una alta capacidad de multiplicarse in-vitro, el cual es establecido a partir
del primer sub-cultivo de un cultivo primario y que tiene las mismas caracteristicas
gue el tejido de origen (Santacruz Reyes et al., 2017). De un cultivo primario muy
heterogéneo, emerge una linea celular mds homogénea, cuya importancia practica
es que ahora se puede propagar, caracterizar y almacenar. EI mayor nUmero de
células permite un amplio rango de posibilidades experimentales (Beltran y
Gonzalez, 2016).

En el presente trabajo se empled células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) humana, para determinar el efecto citotoxico de las plantas medicinales en
estudio, y para evaluar la potencial actividad antiinflamatoria de las mismas
mediante la determinacion de su capacidad para modular la produccion de

citoquinas en células activadas por LPS.

1.1 SISTEMA DE CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS

Las CMSP se originan a partir de células madre hematopoyéticas que residen en
la médula 6sea. Son células sanguineas que abarcan una poblacién celular
heterogénea que comprende varias estirpes de linfocitos (células T, células B y
células NK), células dendriticas y monocitos. Estas células son componentes
criticos de las respuestas inmunes innata y adaptativa que defienden al cuerpo
contra la infeccion viral, bacteriana, parasitaria y tumoral (Heimsoth, 2008;
Pourahmad y Salimi, 2015).
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La principal técnica para separar las células mononucleares de sangre periférica
entera, opera mediante el uso de un proceso de centrifugacion en gradiente de
densidad. En este trabajo se efectuo dicho proceso, utilizando Medio de Separacion
de Linfocitos (LSM).

Dado que las CMSP tienen una densidad especifica <1.077 g / mL; los glébulos
rojos y granulocitos tienen una densidad > 1.077 g / mL, el uso de un proceso de
centrifugacion por gradiente de densidad separa las principales poblaciones de
células, por tanto, el medio que sera util para la separacion celular tendra una
densidad de 1.077 g/ mL. La adicién de una capa de sangre entera sobre el medio
de densidad, sin mezclar las dos capas, seguido de centrifugacion separara a las
células de acuerdo con sus densidades (Figura 1). Después de la centrifugacion, la
fraccion CMSP aparecera como una fina capa blanca en la interfaz entre el plasma
y el medio de gradiente de densidad, facilitando su separacion (Muir, 2019). Los

eritrocitos se precipitan al fondo atravesando el medio de separacion.

Donantes

Las muestras obtenidas para todos los casos de los procedimientos del presente
trabajo, fueron tomadas de personas jévenes, aparentemente saludables, tomando
en cuenta los siguientes criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusién: Personas jovenes de mediana edad (21-28 afios), ambos
sexos, aparentemente sanas (sin patologias recientes) y que hayan aceptado de
forma voluntaria donar sangre venosa.

Criterios de exclusién: Personas resfriadas, con alguna infeccién, fumadoras o
cursando su menstruacion, en el caso de las mujeres; también fueron excluidas

aquellas personas con sobrepeso.

Todos los donadores estuvieron de acuerdo en formar parte del estudio de forma

voluntaria y firmaron el correspondiente consentimiento informado (Anexo 7).
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1.2 SEPARACION DE CMSP HUMANOS

Las células fueron aisladas por diferencia de gradiente de densidad con LSM con
una densidad entre 1.072 - 1.082 mg / mL, Osmolalidad de 260 - 310
mOsm. (Lymphosep™ Lymphocyte Separation Medium, MP Biomedicals, LLC, s. f.)
Se trabaj6é con muestra de sangre venosa total heparinizada, Se examin6 que no
existiera microcoagulos, y se realiz6 una dilucion 1:2 con PBS-celular pH 7.3 en
tubos de centrifugacion (GenFollower). Se usé 3 mL de LSM para 7 ml de la dilucion
de la sangre, con un grado de inclinacion de 45°. Se llevé a centrifugar a 2000 rpm
durante 20 min, a 20°C y desaceleraciéon de 3 (UNIVERSAL 320R de Hettich
ZENTRIFUGEN). Usando una micropipeta de 1000 L, con el tip nuevo y estéril, se
extrajo la capa de células mononucleares a otro tubo de centrifuga. Para lavar las
células se agregd PBS- celular pH 7.3, a volumenes dos veces mayor que el
extraido en la capa de CMSP. Se llevé a centrifugacion a 1500 rpm, por 5 min a
20°C por 3 ocasiones para la eliminacion de la mayor cantidad de plaquetas. Se
resuspendieron a las células en 2 ml de medio de cultivo DMEM (Dulbecco modified
Eagles minimal essential medium) alto en glucosa (SIGMA-ALDRICH), para
después realizar el recuento celular y la determinacion de la viabilidad con azul
tripan (Kanof, Smith, & Zola, 2001).

Figura 1. A) aislamiento de CMSP por gradiente de densidad con LSM. B) PBMC

en cultivo a una concentracién de 2.5x10%/mL observada a 40X
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1.3 CULTIVO DE CMSP

El cultivo celular primario de mononucleares de sangre periférica (CMSP) se
mantuvo en medio de cultivo DMEM alto en glucosa (SIGMA-ALDRICH) 10% de
suero fetal bovino (FBS) decomplementado por calor (56°C 30 min), y 1% de pool
de antibidticos (penicilina-streptomicina), en placas de 96 pocillos de cultivo celular
de base plana (GIBCOWARE GIBCO®, Grand Island, N.Y. 14072, USA) con una
concentracion celular final de 2.5X10%/pocillo.

2. OBTENCION DE EXTRACTOS HIDRO-ALCOHOLICOS DE LAS

ESPECIES VEGETALES

2.1 PROCESO DE EXTRACCION

Para la obtencién del extracto hidro-alcohdlico de las hojas de Mangifera indica L.
y corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze se aplicO el método de extraccion
propuesto por Tona y colaboradores (Carrion y Garcia, 2010).

Se triturd el material vegetal en Molino Pulverizador Automatico (KIA TOLLS) se
pes6 5 g del mismo (balanza analitica DENVER INSTRUMENT) y dentro de una
botella ambar seca, limpia y esterilizada se humecté con 25 mL de etanol absoluto
(EMSURE®) por alrededor de 10 horas protegido de la luz para su “ablandamiento”.
Se adicion6 25 mL mas del mismo etanol y se dejo macerar por 48 horas en
agitacion constante (Agitador magnético MRSV), temperatura ambiente y protegido
de la luz. Al mismo macerado se le adicion6 50 mL de agua destilada y purificada y
se macerd por otras 48 horas en las mismas condiciones. Se filtr6 el macerado y
se llevo al proceso de rota evaporacion (HEIDOLPH) para la eliminacién del alcohol.
Por ultimo, se recolectd el extracto en viales limpios, secos y estériles; tapados,
sellados y rotulados; estos fueron llevados a refrigeracion a -80°C por 2 dias, y
liofilizados a -40°C con un vacio de 1023 mBar de presion por proceso de sublimacion
(LABCONCO).

El extracto solido (polvo) fue conservado a -20°C en viales de vidrio, hasta antes de

Su reconstitucion y uso.
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A partir de este punto y para el resto del trabajo mencionaremos al extracto de hojas
de Mangifera indica L. como (EHM) y al extracto de corteza de Tipuana tipu (Benth)
Kuntze como (ECT) que atribuyen a los nombres comunes de hojas de Mango y
corteza de Tipa, respectivamente, con los que son reconocidos por la comunidad

Tacana.

2. 2 RECONSTITUCION Y ESTABILIDAD DE LOS EXTRACTOS

Para establecer la estabilidad fisica de los extractos, se disolvieron 500mg de cada
liofilizado en viales estériles y se resuspendié en 1 mL de los diferentes disolventes
en los cuales puede ser adicionado a los cultivos: PBS-celular pH 7.04; DMEM alto
en glucosay dimetil sulfoxido absoluto (DMSO) (VWR LIFE SCIENCE) en agitacion
constante, por 20 min, hasta observar una solucion homogénea. A las 24 horas y a
temperatura ambiente se evaluaron tres parametros: sedimentacion, turbidez y
solubilidad. Para esto los extractos reconstituidos con DMSO fueron los que se

utilizaron en el cultivo para todos los ensayos realizados.

3. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad y el efecto sobre la actividad enzimatica celular de los extractos
vegetales en estudio, fueron evaluadas en las CMSP aisladas (2.5x10° células/mL),
e incubadas 100uL del suspendido celular, junto a las diferentes concentraciones
finales de los extractos (1, 10, 100 y 1000 pg/mL) se mantuvieron en placas de 96
pocillos de cultivo celular de fondo plano con un volumen final de 200uL a 37°C, 5%

CO2 y saturacion de humedad por diferentes tiempos.

3.1 ENSAYO DE VIABILIDAD CON AZUL TRIPAN

El azul tripan es un colorante vital que no se incorpora en las células viables con
membrana intacta. Cuando la membrana de las células que son dafiadas pierden

su permeabilidad selectiva, el azul de tripan puede entrar a la célula, permitiendo a
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la célula muerta ser tefiida. Es un método de tincion por exclusion y sus aplicaciones
son en ensayos de citotoxicidad y proliferacién. (Strober, 1997; Strober, 2015;

Martinez, Uscanga, & Rodriguez, 2016)

Para el ensayo efectuado, el medio de cultivo sobrenadante fue eliminado, y se
trabajo con las células tratadas con los extractos, y células sin tratamiento como
control negativo. La monocapa celular fue resuspendida con azul tripan al 0.2 %
disuelto en tampon fosfato salino celular (PBS- celular), y a continuacion se cargé
con el mismo tip, en el reticulo de la Camara de Neubauer. Posteriormente se dejo
reposar 2 min para que las células se asienten, y a continuacion se procedié con el
conteo celular en el microscopio 6ptico (OLYMPUS) objetivo 10X para enfocar el
area de la cuadricula y posteriormente 40X para realizar el conteo de las células.
Se realizé el conteo tanto de las células vivas (células translicidas, no tefiidas),
como de las células muertas (células tefiidas de azul). Para la determinacion de la
viabilidad celular, se aplicé la siguiente férmula y los resultados fueron expresados
en términos relativos de porcentaje de viabilidad celular.

N° celulas vivas
% viabilidad =

- X
N~ celulas totales

El porcentaje (%) de viabilidad celular es la relacion entre el numero de células vivas
(células translucidas, no tefiidas) y el numero total de las células contadas, tanto

vivas, como muertas (células tefiidas de azul) multiplicado por 100.

3.2 ENSAYO COLORIMETRICO DE CITOTOXICIDAD

Cuando la membrana plasmatica esta dafiada, la lactato deshidrogenasa (LDH),
gue es una enzima citoplasmatica estable, se libera rapidamente al sobrenadante
del cultivo. Para la deteccion de la actividad de LDH extracelular se usé un método
colorimétrico simple y preciso, el mismo que se basa, en que el NAD* se reduce a
NADH/H* por la conversion catalizada por la LDH de lactato a piruvato.

Posteriormente, un catalizador incluido en la mezcla de reaccion (diaforasa),
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transfiere H/H* de NADH/H a la sal de tetratazolio, que se reduce a un colorante de
formazan (Arrebola et al., 2003).

Para medir la citotoxicidad de las plantas en estudio se utilizé el kit comercial (Cito
Tox 96 ®, Promega) y se prepararon adicionalmente los siguientes controles: control
positivo (células tratadas con 0.5% de Tween 20), un control negativo (células sin
tratamiento), un control del disolvente de los extractos (células tratadas con DMSO
0.2%) y un control sobre el sistema de deteccion de inflamacion in-vitro (células
tratadas so6lo con LPS 1ug/mL). Concluyendo la incubacion se centrifug6 la placa a
1000 rpm durante 5 min y se extrajo 50 uL del sobrenadante con la ayuda de una
micropipeta multicanal sin alterar el sedimento celular, para ser transferirlos a los
pocillos correspondientes de una placa nueva, estéril y debidamente identificada de
96 pocillos de fondo plano, dpticamente transparente. Se afiadio 50 pL del reactivo
CytoTox 96® (sal de tetrazolio) a cada pozo, y se incubaron a temperatura ambiente
durante 30 min, protegidos de la luz. Se agregd 50 pL de solucion stop a cada pocillo
y se registré las absorbancia de las muestras a 490 nm en un lector de microplacas
de ELISA semi-automatizado (BioTek Synergy HT).

La actividad de la enzima detectada en el sobrenadante de cultivo se correlaciona
con la proporcion de células lisadas. Para la determinacion del porcentaje de

toxicidad se empled la siguiente formula:

% Toxicidad = DO del extracto en estudio 100
0 TOXIELEAE = "0 0 Control (positivo) X

El porcentaje de toxicidad celular es la relacion entre la densidad Optica (DO)
problema (células tratadas con los extractos en estudio) y la densidad éptica del

control positivo (células lisadas) multiplicado por 100.
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4. ENSAYO DE ACTIVIDAD BIOLOGICA FUNCIONAL POR REDUCCION
DE SALES DE TETRAZOLIO MTT

Varios reportes mencionan y describen el ensayo del MTT, como un método
enzimatico-colorimétrico aplicado para determinar tanto la viabilidad celular por la
actividad mitocondrial de las células (Kumar et al., 2018; Ghuman et al., 2016;
Gundel etal., 2019; Martinez, Uscanga y Rodriguez, 2016) como la actividad
funcional celular. Este método estd basado en la capacidad de las enzimas
mitocondriales, entre ellas la succinato deshidrogenasa, las células viables y
metabolicamente activas, reducen la sal de tetrazolio bromuro de tiazoil azul
tetrazolio (MTT) a cristales de formazéan, producto insoluble y estable que puede ser

medido por espectrofotometria (Konstantin et al., 2017).

4.1 ENSAYO MTT

El ensayo de MTT, requirié tener a las CMSP adheridas a una placa de cultivo de
96 pozos de fondo plano para ser tratadas con los extractos vegetales y un grupo
control negativo (células sin tratamiento). Adicionalmente, se incluyo6 en el sistema
de trabajo un control del disolvente de los extractos (células tratadas con DMSO
0.2%).

Se centrifugaron las placas de cultivo a 1500 rpm por 5 min, y se eliminé todo el
sobrenadante con la ayuda de una micropipeta multicanal. Posteriormente se
lavaron las células por centrifugacion con PBS-celular pH 7.3 para retirar restos de
los extractos y se afiadié 100uL de una suspension de MTT (Sigma-Aldrich) a una
concentracion final de 1mg/mL disuelto en PBS-celular pH 7.2 esterilizado por
filtracion (filtro milipore 0.2um); seguidamente se incub6 por 2 horas a 37°C, 5 % de
COg, saturacion de humedad y en oscuridad, para la reduccion de las sales de
tetrazolio a formazan. Posteriormente se observo la formacion de los cristales de
formazan con el microscopio invertido en 10 y 40X. Se centrifugé a 1500 rpm por 5
min, se elimino el sobrenadante y se lavo 2 veces de la misma manera que al inicio.

Después del ultimo lavado se afadié 100 pL de etanol absoluto para disolver los
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cristales formados (ver adelante), pasado los 10 min en agitacidon constante
(Agitador de placas de ELISA Hybrid copture System) a baja velocidad y
temperatura ambiente. Los pozos fueron observados, posteriormente, en el
microscopio invertido objetivo 40X, se centrifugé a 1500 rpm por 5 min y se transfirié
pozo a pozo con la ayuda de una micropipeta multicanal a una nueva placa de
lectura de 96 pocillos de base plana para la lectura de las absorbancias a 570 nm
en el lector de ELISA (AWARENESS INC, USA).

La férmula empleada para los célculos fue:

R DO del extracto en estudio
% Viabilidad = - x100
DO Control (negativo)

El porcentaje de viabilidad basado en la actividad de las enzimas involucradas en la
actividad de 6xido-reduccion celular es la relacion entre la densidad optica (DO) de
los pozos problema (células tratadas con los extractos en estudio) y la densidad

Optica del control negativo (células sin tratamiento), multiplicado por 100.

La disolucién de los cristales de formazan incluye un paso de lisis celular antes de
gue se pueda realizar una medicion espectroscopica. La disolucion de los cristales
sélidos de formazan aun son un problema que debe resolverse en cada laboratorio
(Konstantin et al., 2017). Por lo mencionado, en el presente trabajo fue necesario

estandarizar y trabajar sobre el disolvente que se empleo.

4.2 ENSAYOS DE SOLUBILIZACION DE LOS CRISTALES DE FORMAZAN

Previa a la realizacién del ensayo, se evaluaron diferentes disolventes de los
cristales de formazan. La eleccion del disolvente adecuado se realizo de acuerdo a
criterios de solubilizacion total en 10 min a temperatura ambiente y agitacion

constante, observados directamente en el microscopio invertido. De esta forma se



41

realizd ensayos con isopropanol (Mosmann, 1983), etanol (Ghuman et al., 2016) y
DMSO (Kumar et al., 2018).

En todos los casos, la disolucién de los cristales fue evaluada sobre las CMSP
(2.5X10° células/mL) incubadas por 4 horas a 37°C, 5%CO: y saturacion de

humedad para permitir la reaccion.

5. ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS PARA DETECCION DE

CITOQUINAS INFLAMATORIAS

Para estudiar las propiedades antiinflamatorias de los extractos preparados a partir
de las plantas vegetales, las CMSP aisladas fueron estimuladas con lipopolisacarido
(LPS SIGMA From Eschericha coli, serotipo 026:B6) en concentracién de 1 pg/mL
disuelto en medio de cultivo y tratadas al mismo tiempo con extractos de las plantas
a las concentraciones no toxicas obtenidas con los resultados previos de viabilidad
y funcionalidad celular (1, 10, 100 pg/mL). En forma adicional, se incluyo al sistema
de trabajo dos controles, control positivo (células tratadas so6lo con 1 pg/mL de LPS)
y, control negativo (células sin tratamiento). Después de la incubacién a 37°C, 5%
CO2y saturacion de humedad por 3 horas, las concentraciones de TNF, IL-1(, IL-6
e IL-10, en los sobrenadantes de cultivo celular fueron analizados usando el kit
ELISA OptEIA SET (B&D Bioscience), ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas

de tipo sandwich indirecto de captura de antigeno.

Los ensayos se basaron en una modificacién del método original, segun protocolo
del fabricante:

Para la sensibilizacion de la placa de 96 ELISA (Maxisorp) se afiadido 100ul de
anticuerpo de captura diluido (1:250 en Carbonato de sodio 0.1M pH 10) y se incub6
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se decantaron y lavaron los pocillos 3 veces
con 300 pL de solucion de lavado (Tween 0.05%) con la ayuda de una micropipeta
multicanal. Para bloquear la superficie reactiva de los pocillos, se afiadié 100ul de

(Albumina Sérica Bobina) BSA/PBS- celular al 4% por 90 min. Se lavé por 3 veces
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con 300 pL de la solucion de lavado y se incub6 durante 2 horas con 50 pL de los
estandares preparados (citoquina diluida en solucion de blogueo), tanto las
muestras problema como los controles en los pocillos correspondientes. A
continuacion, cada pocillo se lavé 5 veces con 250 pL de solucién de lavado; tras lo
cual se afiadieron 100 pyL de la solucidén detectora (biotina y estreptavidina en
solucion de bloqueo)+Anticuerpo de deteccion (dilucion 1:250) y después de 1 h de
incubacion se lavaron 7 veces con 300 uL de solucion de lavado. Por ultimo, se
anadieron a cada pocillo 100 yL de del sustrato (Dia. Pro Diagnostic Bioprobes Srl)
por 30 min, protegido de la luz. La reaccién se par6 afiadiendo 50 yL de una solucién
de H2SO4 0.3M (Dia. Pro Diagnostic Bioprobes Srl). La intensidad del color (que es
directamente proporcional a la concentracion de interleucina medida), fue
determinada como absorbancia en un lector de microplacas (BioTek Synergy HT) a
450 nm con diferencial a 570 nm. Las concentraciones de interleucinas en las

muestras, se determinaron contra una curva estandar y se expresa en pg/mL.

D. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, con dos repeticiones cada uno. Se
trabajoé con la media aritmética y + DS (desviacion estandar). Los resultados, fueron
analizados utilizando el programa estadistico IBM SPSSStatistics 25. Prueba de
normalidad Shapiro Wilk. Se compararon los grupos en estudio con el grupo control,
con ANOVA de un factor, prueba post hoc Tukey. Valor significativo de p <0.05.

VIl.  RESULTADOS

Evaluacion del medio para la estabilidad de los extractos
Antes de iniciar con los ensayos de trabajo, las plantas fueron identificadas y
certificadas por el Herbario Nacional de Bolivia, -entidad de referencia en la tarea
de identificacion taxonomica- (Anexo 5) como:

- Anacardiaceae Mangifera indica L.

- Leg. Paoilonoideae Tipuana tipu (Benth) Kuntze
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Obtenidos los extractos hidro-alcohdlicos por el método de extraccion propuesto por
Tona y colaboradores, y luego de ser liofilizados se realizaron ensayos para la

eleccion del disolvente indicado.

Figura 2. Extractos hidro-alcohdlicos de hojas de Mangifera indica L. y
corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze

Los ensayos para seleccionar el mejor disolvente de los extractos preparados
mostraron que no existe una alteracion visible de turbidez, ni sedimentacion con
DMSO (VWR LIFE SCIENCE), a diferencia de los que fueron disueltos en PBS-
celular y el mismo medio de cultivo, estos presentaron sedimentacion a las 24 h.
Por lo anterior, se prepar6 una solucibn madre de los extractos vegetales
disolviendo 500 mg / mL, a partir de la cual se prepararon diluciones de trabajo a
concentraciones finales de (1, 10, 100 y 1000 pg/mL con el medio de cultivo DMEM
alto en glucosa) de tal manera que se encontraba a una concentracion de 0.2% de
DMSO (concentracién no toxica).

Efecto de los extractos sobre la viabilidad celular

Para analizar los posibles efectos deletéreos de los extractos de las hojas de
Mangifera indica L. y corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze, se expuso las CMSP
a concentraciones crecientes 1, 10, 100 y 1000 pg/mL por 3, 6 y 24 h en cultivo. El
primer ensayo que realizamos consistié en la determinacién del porcentaje de
viabilidad celular mediante el método de exclusion del colorante azul tripan.

En la figura 3 se aprecia que el EHM no ejerce un efecto toxico significativo en las

concentraciones en estudio de hasta las 6 h; solo a las 24 h de cultivo con 1000ug/ml
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del extracto la viabilidad disminuye hasta 80 %; sin embargo, esta diferencia no es
estadisticamente representativa con respecto al control p=0.306.

El ECT mostré una viabilidad disminuida hasta un 56% solo con 1000ug/mL y a las
24 h de cultivo, donde se aprecia una diferencia estadisticamente significativa con

respecto al control p<0.0001 (figura 4).
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Figura 3. El extracto de hojas de Mangifera indica L. no afecta la viabilidad celular. Las CMSP fueron

tratadas durante 3, 6 y 24 h con A. 1pg/mL, B. 10 pg/mL, C. 100 pg/mL, D. 1000 pg/mL del extracto. La

viabilidad celular fue evaluada mediante el método de exclusion del colorante Azul Tripan. Los resultados

representa el promedio del ensayo por triplicado, con dos repeticiones cada una +/- DS usando ANOVA con

la prueba post hoc de Tuky en comparacion con el control negativo (Células sin tratamiento).
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Figura 4. El extracto de la corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze no afecta la viabilidad
celular, sino hasta las 24 horas con 1000 pg/mL, respecto al control (células sin tratamiento), p
<0.0001. Las CMSP fueron tratadas durante 3, 6 y 24 h con A. 1ug/mL, B. 10 pug/mL, C. 100 pg/mL,
D. 1000 pg/mL del extracto. La viabilidad celular fue evaluada mediante el método de Exclusion del
colorante Azul Tripdn. Los resultados representa el promedio del ensayo por triplicado, con dos
repeticiones cada una +/- DS usando ANOVA con la prueba post hoc de Tuky en comparacién con el

control negativo.

Efecto de los extractos sobre la citotoxicidad celular medida por la actividad
de LDH

Si bien los ensayos que evallan el estado de la viabilidad celular utilizando
colorantes vitales son muy empleados, con frecuencia estos resultados podrian
llegar a ser subjetivos por que quien determina la existencia o no de tincién es el
observador. Buscando la precision de nuestros resultados se utilizo el kit cito-tox
96® que mide la actividad de LDH extracelular. Este ensayo mide a las enzimas
citoplasmaticas liberadas por las células dafiadas, donde la cantidad de la enzima
detectada en el sobrenadante de cultivo se correlaciona con la proporcién de células
lisadas en relacion al control negativo (células sin tratamiento).

El EHM no mostr6 citotoxicidad significativa con todas las concentraciones
estudiadas. Sin embargo, se logra observar un ligero incremento de la toxicidad
celular desde las 3 h con las dosis de 1000 pg/mL con respecto al control p 20.05
(Figura 5)

De la misma manera el ECT no mostro toxicidad celular hasta las 6 horas (p= 0.05)
con respecto al control. Sin embargo, la citotoxicidad aumenta a las 24 h con todas
las dosis estudiadas, aunque la diferencia significativa se observa con 1000 pg/mL,
(p <0.001). Los controles de células tratadas sélo con 0.02 % del diluyente de los
extractos (DMSO), y las células tratadas sélo con LPS (1pg/mL) no presentaron
citotoxicidad (p =0.05) (Figura 6).
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El extracto de hojas de Mangifera indica L. no llega a afectar la viabilidad celular en

las diferentes concentraciones y tiempos de evaluacién, con respecto al control negativo (células

sin tratamiento). Las CMSP fueron tratadas durante 3, 6 y 24 h con A. 1ug/mL, B. 10 pg/mL, C. 100

pg/mL, D. 1000 ug/mL del extracto. La citotoxicidad fue evaluada mediante el ensayo de Cytotox

96. Los resultados representa el promedio del ensayo por triplicado, con dos repeticiones cada una

+/- DS usando ANOVA con la prueba post hoc de Tuky en comparacion con el control negativo
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Figura 6. El extracto de la Corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze no afecta la viabilidad celular
hasta las 6 horas; sin embargo los resultados cambian a las 24 h a las diferentes dosis aunque sélo con
1000 pg/mL del extracto, se muestra toxicidad celular altamente significativa, con respecto al control
negativo (células sin tratamiento) p <0.0001. Tanto el disolvente como el LPS muestran un cierto grado
de afectacién en la viabilidad celular a las 24h, sin embargo no llegan a ser estadisticamente significativos.
Las CMSP fueron tratadas durante 3, 6 y 24 h con A. 1ug/mL, B. 10 pg/mL, C. 100 pg/mL, D. 1000 ug/mL
del extracto, E. Control del disolvente (Células y DMSO) y F. Células y LPS 1 pg/mL. La citotoxicidad fue
evaluada mediante el ensayo de Cytotox 96. Los resultados representa el promedio del ensayo por
triplicado, con dos repeticiones cada una +/- DS usando ANOVA con la prueba post hoc de Tuky en

comparacion con el control negativo.

Efecto de los extractos vegetales sobre la actividad funcional celular

a) Solubilidad de los cristales de formazan
En el presente trabajo se evalué la capacidad del EHM y el ECT para modificar los
procesos de oxido-reduccion de las enzimas mitocondriales, como la succinato
deshidrogenasa, como un indicador de actividad funcional.
Inicialmente, previa a la realizacion del ensayo se considerd necesaria la evaluaciéon

de los disolventes de los cristales de formazan utilizados ya que en diferentes
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reportes se recomiendan el uso de isopropanol, etanol y DMSO. Se probaron los
tres diluyentes en las mismas condiciones, descartando otras variantes de
disolucion.

La figura 7 muestra que tanto el isopropanol, como el etanol absoluto tienen poder
disolvente de los cristales de formazan, contrariamente a lo que se observa con
DMSO al 0.2% con el que no se observé una disolucion total de los cristales. De
acuerdo con esto, los ensayos que reportamos se realizaron con el etanol absoluto

como disolvente.
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a) Isopropanol

b) Etanol

c) DMSO 0.2%

Figura 7. Formacion y disoluciéon de los cristales de formazadn (reduccién de MTT) en células
mononucleares aisladas con LSM de sangre periférica (2.5X10° células/mL), después de 4 h de

incubacién. a) disolvente Isopropanol, b) Etanol absoluto y c¢) DMSO al 0.2%. Observadas bajo el

microscopio invertido MOTIC® a 40X



% ACTIVIDAD FUNCIONAL

% ACTIVIDAD FUNCIONAL

52

Efecto de los extractos sobre la actividad funcional celular, medida por la
capacidad de enzimas mitocondriales 6xido-reductoras

La actividad funcional celular se evalué con el ensayo de la reduccion del MTT
realizada por enzimas reductasas para obtener un compuesto estable azul
formazan, lo cual permitié determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células
en evaluacion.

La evaluacion de esta actividad enzimatica no se vio afectada por los extractos del
EHM, con respecto al control negativo (Figura 8). En cambio se observé que con
1000 pg/mL del ECT y 24 h de cultivo la actividad celular funcional disminuye, siendo
la diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo (células

sin tratamiento) (p <0.01) (Figura 9).
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Figura 8. El extracto de hojas de Mangifera indica L. no afecta la actividad funcional de las células
frente al control negativo (células sin tratar). Las CMSP fueron tratadas durante 3, 6 y 24 h con A.
1pg/mL, B. 10 pg/mL, C. 100 pg/mL, D. 1000 ug/mL del extracto. La actividad biolégica funcional de las
CMSP fue evaluada mediante cuantificacion de la reduccién de la sal de tetrazolio (MTT). Los resultados
representa el promedio del ensayo por triplicado, con dos repeticiones cada una +/- DS usando ANOVA

con la prueba post hoc de Tuky en comparacion con el control negativo.
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Figura 9. El extracto de corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze no afecta la actividad funcional de
las células tratadas con 1, 10 y 100 pg/mL; al igual que el disolvelvente (DMSO) adicionado como un
control, sin embargo, se vio afectada con 1000 ug/mL del extracto para las 24 h de cultivo, p <0.01.
Las CMSP fueron tratadas durante 3, 6 y 24 h con A. 1pg/mL, B. 10 pg/mL, C. 100 pg/mL, D. 1000
pug/mL del extracto, ademas del control del disolvente del extracto E. Células tratadas con DMSO. La
actividad bioldgica funcional de las CMSP fue evaluada mediante cuantificacion de la reduccion de
la sal de tetrazolio (MTT). Los resultados representa el promedio del ensayo por triplicado, con dos
repeticiones cada una +/- DS usando ANOVA con la prueba post hoc de Tuky en comparacién con el

control negativo.

Efecto de los extractos hidro-alcohdlicos de hojas de Mangifera indica L. y
corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze sobre la sintesis de citoquinas:
Cuantificacion de TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-10

A partir del estudio previo de citotoxicidad con los extractos y la determinacién del
rango de concentracién evidentemente inocua (1 a 100 pg/mL) hasta las 6 h de
cultivo, se evalu¢ el efecto de los mismos, sobre la sintesis/liberacion de citoquinas

vinculadas en la inflamacion. Tal actividad pudo detectarse determinando la
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concentracion de estas citoquinas en el sobrenadante de cultivo celular de CMSP
humanas tratadas con los extractos y simultdaneamente con LPS, como inductor
inflamatorio. Las células tratadas con LPS aumentaron significativamente su
produccién de citoquinas pro-inflamatorias (como control positivo), el efecto de los
extractos respecto a este valor se expres6 como la actividad inhibidora o
estimulante en los cultivos. Al mismo tiempo, se agrego un control negativo (células

sin tratamiento).

Evaluacion del efecto de los extractos vegetales, sobre la sintesis/liberacion
de TNF a

Los ensayos realizados durante 3 h de cultivo mostraron que el EHM ejerce un
efecto inhibidor significativo sobre la sintesis de TNFa, con respecto al control
positivo (Células tratadas con LPS) (p <0.001). Por el contrario, el ECT demostro un
incremento significativo en la sintesis/liberacion de TNFa, con respecto al control
positivo (p <0.001) (figura 10).

Después de las 6 h de tratamiento, ambos extractos rebelaron un efecto inductor
sobre la sintesis/liberacion de TNFa, aunque sin diferencia significativa para ambos

casos (figura 11).
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Figura 10. a) El extracto de hojas de Mangifera indica L. inhibe significativamente la
sintesis/liberacion de TNFa, p <0.001; en cambio b) el extracto de corteza de Tipuana tipu
(Benth) Kuntze incrementa la concentracion de esta citoquina, p valor <0.001 inducidas por
LPS. Las CMSP fueron tratadas de manera simultanea con 1ug/ mLde LPSy con 1, 10,y 100 pug / mL
de los extractos de plantas. Después de 3 h de cultivo, los niveles de TNFa fue medida en los

sobrenadantes. Los resultados representa el promedio del ensayo por

repeticiones cada una +/- DS usando ANOVA con la prueba post hoc de Tuky en comparacion con el
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Figura 11. A las 6 h de cultivo a) El extracto de hojas de Mangifera indica L y b) el extracto
de corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze incrementaron la concentraciéon de TNFa, sin
diferencia significativa para ambos tratamientos, inducidas por LPS. Las CMSP fueron tratadas
de manera simultanea con 1ug/ mL de LPSy con 1, 10, y 100 pg / mL de los extractos de plantas.
Después de 6 h de cultivo, los niveles de TNFa fue medida en los sobrenadantes. Los resultados
representa el promedio del ensayo por duplicado usando ANOVA con la prueba post hoc de Tuky

en comparacion con el control positivo (Células tratadas con LPS).
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Evaluacion del efecto de los extractos vegetales, sobre la sintesis/liberacion
de IL1B

Los resultados que se obtuvieron con respecto a la concentracion de IL1[3 liberadas
en el sobrenadante de cultivo donde las CMSP fueron inducidas por LPS y tratadas
de manera simultanea con los extractos vegetales, revelaron que ambos extractos
inhiben significativamente la secrecion de esta citoquina con respecto al control
positivo. Como se muestra en la figura 12 (a) con todas las concentraciones en
estudio del EHM (p <0.001); y de la misma manera, con el ECT (b) (p <0.01). Si bien
los datos muestran diferencias con significancia estadistica con respecto al control
positivo, En ambos casos la disminucion no llego a los niveles del control negativo

(células tratamiento).
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Figura 12. Tanto a) El extracto de hojas de Mangifera indica L., como b) el extracto de corteza
de Tipuana tipu (Benth) Kuntze inhiben significativamente la sintesis de IL 1B inducidas por LPS p valor
<0.001y p <0.01, respectivamente. Las CMSP fueron tratadas de manera simultanea con 1pg/ mL de
LPSy con 1, 10, y 100 pg / mL de los extractos de plantas. Después de 3 h de cultivo, los niveles de IL
1B fue medida en los sobrenadantes. Los resultados representa el promedio del ensayo por triplicado,

con dos repeticiones cada una +/- DS usando ANOVA con la prueba post hoc de Tuky en comparacién
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Evaluacion del efecto de los extractos vegetales, sobre la sintesis/liberacion
delL 6

Los resultados que se obtuvieron con respecto a la concentracion de IL6 secretada
por las CMSP en respuesta a la induccion con LPS, y tratadas al mismo tiempo con
los extractos en estudio, muestran que, tanto con el EHM, como el ECT, no inhiben
ni incrementan la sintesis/liberacion de esta citoquina. La diferencia entre estos
grupos y el control positivo es minima, no difiere estadisticamente. Si bien en el
caso de la Tipuana tipu (Benth) Kuntze se aprecia una tendencia al incremento,
dosis dependiente, los valores mostrados no llegan a diferenciarse totalmente del

control positivo (células tratadas con LPS) (figura 13).
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Figura 13. Tanto a) El extracto de hojas de Mangifera indica L., como b) el extracto de corteza

de Tipuana tipu (Benth) Kuntze no inhiben la sintesis de IL-6. Las CMSP fueron tratadas de manera

simultanea con 1pg/ mLde LPSy con 1, 10, y 100 pg / mL de los extractos de plantas. Después de

3 h de cultivo, los niveles de IL 6 fue medida en los sobrenadantes. Los resultados representa el

promedio del ensayo por triplicado, con dos repeticiones cada una +/- DS usando ANOVA con la

prueba post hoc de Tuky en comparacidn con el control positivo (Células tratadas con LPS).
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Evaluacion del efecto de los extractos vegetales, sobre la sintesis/liberacion
deIL 10

Los resultados obtenidos con respecto a la concentracion de IL10 secretada por las
CMSP inducidas por LPS y tratadas al mismo tiempo con el extracto de hojas de
Mangifera indica L. (a), y el extracto de corteza de Tipuana cf tipu (Benth) Kuntze
(b) durante 3 h de cultivo, revelaron un incremento en la sintesis/liberacion de esta
citoquina anti-inflamatoria, sin embargo los datos obtenidos sélo son representativos
estadisticamente a 100 pg/ml para el EHM, p <0.05 con respecto al control positivo
(Figura 14).
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Figura 14. Tanto a) El extracto de hojas de Mangifera indica L., como b) el extracto de
corteza de Tipuana cf tipu (Benth) Kuntze incrementan levemente la sintesis/liberacién de IL-10,
sin embargo, solo llega ser estadisticamente significativa con 100 pg/mL del EHM, p <0.05. Las
CMSP fueron tratadas de manera simultanea con 1pug/ mLde LPSy con 1, 10, y 100 pg / mL de los
extractos de plantas. Después de 3 h de cultivo, los niveles de IL 10 fue medida en los
sobrenadantes. Los resultados representa el promedio del ensayo por triplicado, con dos
repeticiones cada una +/- DS usando ANOVA con la prueba post hoc de Tuky en comparacién con

el control positivo (Células tratadas con LPS).



64

VIIl. DISCUSION

Los beneficios de la Medicina Tradicional se atribuyen a la presencia de ciertos
compuestos bioactivos en los productos naturales que se utiliza. Dada la
importancia de dichos compuestos, el rescate y preservacion de nuestra riqgueza
natural, que actualmente se ve amenazada por la deforestacién y la falta de apoyo
para incentivar y promover la conservacion de los mismos, es de gran trascendencia
el interés en la identificacion y el estudio de aquellas plantas que son utilizadas
como parte de la medicina tradicional. Asimismo, la necesidad de contar con nuevos
recursos terapéuticos y preventivos, hace que la herbolaria medicamentosa sea una

fuente de alto valor para estos propdésitos.

Las plantas escogidas para este trabajo, tienen como base el conocimiento de la
medicina tradicional de la comunidad Tacana, grupo étnico que habita la regiéon
amazonica sub-andina del norte el Departamento de La Paz. Su uso y aplicacion se
relaciona con padecimientos que tienen como componente fundamental la
inflamacion. Las hojas de Mangifera indica L. son utilizadas en el tratamiento de la
diabetes, la presion arterial alta, los calculos renales, problemas respiratorios;
también sirve para tratar la disenteria, dolores de oido, aliviar las quemaduras, es
atil como “ténico estomacal”, asi como para el tratamiento de la inquietud (Claure,
s. f.; Shah et al., 2010); también son empleadas en problemas respiratorios, tales
como el resfrio comun, bronquitis y asma (Escamilla y Moreno, 2015; Torres et al.,
2005). Por su parte, la corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze es ampliamente
utilizada en problemas de torceduras, hinchazones o infecciones (Dialogo verbal,
diciembre de 2017; Ministerio de Medio Ambiente y Agua, 2016). Estos
antecedentes de uso y manejo permitieron orientar la investigacion hacia la

indagacién de sus posibles efectos bioldgicos sobre la inflamacién

Los procedimientos que se deben seguir para la obtencion de extractos vegetales
son muy importantes al momento de estudiar sus propiedades farmacolégicas.
Desde la recoleccion, manipulacion y conservacion de la especie vegetal; hasta la
preparacion de los macerados para separacion de principios activos. En este orden,

se sabe que la extraccién hidro-alcohdlica es el método de mejor rendimiento para
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aplicarse en extracto seco, de acuerdo al comportamiento fitoquimico (Triana,
2016). Una vez obtenido el material vegetal dentro del laboratorio, se hicieron los
procedimientos clasicos de extraccion hidro-alcohédlica de las hojas de Mango
(EHM) y de la corteza de Tipa (ECT), segun el método propuesto por Tona y
colaboradores, el cual resultd ser altamente eficiente en su rendimiento y
propiedades fisicas; de acuerdo a los resultados reportados por otros autores
(Carrion y Garcia, 2010).

Una vez obtenidos los extractos liofilizados, y encontrado el mejor disolvente de los
mismos (DMSO) se prosiguié con los ensayos propuestos sobre sistemas de cultivo

celular.

Sobre este punto se destaca el hecho de haber realizado el suficiente nimero de
ensayos para normalizar el cultivo primario de Monocitos de Sangre Periférica de
sujetos saludables, hasta obtener resultados reproducibles con alta viabilidad 95%,
en las condiciones estandar. Este proceso incluyo la extraccion, la separacion y
enriquecimiento en gradiente de densidad y la normalizacion del medio a ser

utilizado en el cultivo.

Para conocer las propiedades de los productos naturales es imprescindible estudiar
sus efectos tanto en modelos in-vitro como in-vivo. Para implementar estos modelos
de tipo farmacoldgico, es necesario conocer primero si dichos productos tienen
efectos deletéreos o estan ausentes de ellos, sobre organismos integros (in-vivo) o
sobre sus componentes, en laboratorio (in-vitro, o ex-vivo); es decir, es preciso
conocer si son inocuos o toxicos a las dosis que tienen actividad farmacolégica. En
el presente trabajo, antes de estudiar los efectos farmacol6gicos de estos extractos
sobre los mediadores de la inflamacion, se procedi6 a determinar las
concentraciones a las cuales no son toxicos sobre las Células Mononucleares de
Sangre Periférica (CMSP) en cultivo, sistema en el cual se trabajé la parte
experimental referida a su capacidad para modificar la produccién de citoquinas

involucradas en el proceso inflamatorio.
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El uso de CMSP, tiene especial significacion por el hecho, entre otros, de que
ademas de estar comprometidas en la respuesta inflamatoria, son las células que
estan en primera linea al momento de reaccionar ante cualquier compuesto extrafio

en el organismo (Anderson et al., 2019; Schildberger et al., 2013).

Los estudios que aqui se reportan se iniciaron con la evaluacion de citotoxicidad in-
vitro sobre CMSP; con el fin de determinar las concentraciones no toxicas del EHM
y del ECT, en los términos que recomiendan algunas guias en cuanto al estudio de
toxicidad de plantas medicinales. (Caniago y Siebert, 1998; Bermudez & Oliveira,
2005;0rganizacién Mundial de la Salud, 2013)

Un primer ensayo con azul tripdn demostré que para ambos extractos la viabilidad
celular se mantenia hasta concentraciones de 100 pg/mL. En particular, el EHM no
ejercio un efecto sobre la viabilidad en las concentraciones en estudio de hasta las
6 h; solo a las 24 h de cultivo con 1000ug/mL del extracto la viabilidad disminuyo
hasta 80 %; sin embargo, esta diferencia no es estadisticamente representativa con
respecto al control. EI ECT mostr6 una viabilidad disminuida hasta un 56% solo con
1000ug/mL y a las 24 h de cultivo, donde se llegé a apreciar una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control.

El estudio de la actividad de LDH en el medio extracelular, que permite apreciar no
s6lo si hubo dafio a nivel de la permeabilidad celular, sino también determinar la lisis
celular, y por consiguiente la liberacién de esta enzima, fue realizado siguiendo los
protocolos disefiados por el fabricante del kit comercial Cito-Tox 96. Se encontro,
al igual que con el ensayo de azul tripéan, las dosis de 1000 pug/mL del EHM existe
un ligero incremento en la toxicidad celular a los diferentes tiempos de cultivo, sin
llegar a ser estadisticamente significativa. Para el ECT se observé el mismo efecto,
pero ademas se reporté que a las 24 h con todas las concentraciones evaluadas
existe toxicidad, sin embargo esto solo llego a ser significativa estadisticamente a
1000 pg/mL. Lo anterior ratifica parcialmente los resultados con azul tripan y lo
califica como una prueba adecuada, no obstante los elementos de subjetividad que

porta esta técnica.
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La prueba para la evaluacion de la actividad celular con ensayos de MTT, nos
permitid conocer si una vez expuestas las células a los extractos, estos podrian
llegar a modificar la actividad mitocondrial de éxido-reduccion. Con los resultados
obtenidos se demostré que tanto el EHM como el ECT no afectan la actividad de las
enzimas que participan en este proceso, a concentraciones de 1 a 100 pg/ml hasta
las 6 h de cultivo. A las 24 h se observé que esta actividad funcional celular decae
ligeramente, sin embargo, solo con el ECT es estadisticamente significativa con
respecto al control negativo, ratificando los ensayos anteriores. Por lo anterior, las
dosis mas altas (1000 pug/mL) no se utilizaron en la parte experimental para la

evaluacion de su potencial farmacoldgico.

El hecho de que se encuentre actividad toxica en cultivos de tiempos prolongados,
aun a concentraciones bajas de los extractos, muestra que, como ocurre en general
con los extractos vegetales, existen compuestos que en contacto permanente con
las células, pueden provocar alteraciones en las condiciones de sobrevivencia de
las células fuera de su medio natural. Este hecho no ocurria en el organismo por el

continuo recambio de fluidos y la actividad metabdlica permanente.

De acuerdo con los resultados obtenidos por tres ensayos diferentes se prosiguio
con la valoracion de la potencial actividad moduladora de la inflamacion de estos
extractos sobre CMSP en diluciones 10X (1, 10 y 100 pg/ml).

Para poder ejecutar dichos ensayos se determind, en principio, la capacidad del
LPS para poder estimular la sintesis y liberacion de citoquinas pro-inflamatorias en
nuestras condiciones de cultivo, independientemente de la actividad de los extractos
de las plantas. La concentracion y las condiciones utilizadas fueron previamente
ensayadas en un trabajo que se realizé en el laboratorio, como parte del proyecto
matriz. Una vez establecido aquello vy verificada la consistencia en los resultados,

se procedi6 a realizar la experimentacion con los extractos.

Esta establecido que para aproximarse a conocer el posible mecanismo que
explicaria la actividad de los extractos, existen tres tipos de ensayos a ser

empleados:
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a) Adicionar en primera instancia el extracto en estudio, permitir que ejerza su
efecto y luego adicionar el LPS como activador, esto permite inferir si estos
extractos llegan a bloquear algunos mecanismos de activacion de la sintesis de
las interleucinas, inducidas por el LPS.

b) Poner primero el activador - el LPS- permitir la activacion, retirar el exceso y
después adicionar el extracto en estudio, para ver si, una vez desencadenado
el proceso de sintesis y liberacién, tiene la capacidad de detenerlo o interferir
con él.

c) Suministrar al cultivo de manera simultanea el activador y el extracto del
producto natural, de modo que permita evaluar un efecto competitivo entre los
ligandos por el receptor o interferencia en otros puntos del proceso de
sefalizacion celular. En este estudio se aplicé el ensayo tipo (c).

Los resultados obtenidos muestran que el EHM puede inhibir de manera significativa
en tiempos corto -a las 3 horas de cultivo- la sintesis/liberacion de TNF-a; pasando
el tiempo (6 h) este efecto ya no se hace evidente. Esto puede explicarse si se
considera que el LPS sigue en el cultivo ejerciendo su accion estimuladora (Nagata
et al., 2019; Turner et al., 2019; Mesa y Patifio, 2006; Aldapa et al., 2016; Yanting
et al., 2017), y el extracto seria menos efectivo en tiempos largos de cultivo. Para el
caso del ECT, se pudo demostrar que el TNF-a se incrementa drasticamente las 3

y 6 h de cultivo, de manera inversa a lo que ocurre con el otro extracto.

Con estos antecedentes, en los siguientes ensayos solo se evalud hasta las 3 h de

cultivo la presencia de las citoquinas estudiadas.

En la determinacion de la IL-1B se encontrd que tanto el EHM como el ECT inhiben
su produccién, lo cual puede asociarse a la posibilidad de que ambas especies

tengan un efecto antiinflamatorio importante sobre el inflamasoma.

En lo referente a la sintesis/liberacion de la IL6, no se observo una disminucion ni
incremento con diferencia significativa con respecto al control positivo, en presencia
de ninguno de los extractos, como se habria esperado si se considera los

antecedentes de uso en la medicina tradicional. En este orden, cabe mencionar que
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la IL-6 tiene actividades pro y antiinflamatorias. Esto se debe a que solo unas pocas
células expresan el receptor de IL-6 en la superficie celular y, por lo tanto, responden
solo a IL-6. Dichas células son macréfagos, neutrdéfilos, algunos tipos de células T
y hepatocitos que conduce a una sefalizacion clasica, actuando como antagonistas.
Sin embargo, todas las células pueden ser estimuladas a través de un receptor de
IL-6 soluble a lo que se denomina sefializacién trans ya que la gp130 (co-receptor)
se expresa de forma ubicua, permitiéndole una mayor afinidad por el receptor; por
lo que actuaria agonisticamente en las células que expresan
gp130. Aparentemente, IL-6 a través de la sefalizacion clasica (cis) tiene funciones
regenerativas y antiinflamatorias, mientras quela sefializacion trans es
proinflamatoria (Scheller et al., 2011). En el caso presente, los extractos estudiados
no manifestarian su efecto a través de la modificacién de la produccién de esta

citoquina como lo muestran los resultados obtenidos.

Por otro lado, de manera no esperada, se pudo observar un incremento de IL-6 en
el control negativo (células sin tratamiento); este hecho puede asociarse a una
respuesta espontanea, al stress que significa la supervivencia de las células
mononucleares en condiciones de cultivo, tal como lo destacan algunos autores
(Heinrich et al., 2003; Dagmar Pfeiffer et al., 2017).

Al momento de evaluar la interleucina antiinflamatoria, IL10, se observa un leve
incremento en su sintesis, con diferencia significativa estadisticamente sélo a 100
pg/ml del EHM. Este hallazgo estd en linea con el potencial antiinflamatorio
reportado para esta especie. Para el ECT, en cambio, se logra apreciar levemente

la sintesis/liberacion de esta interleucina, sin diferencia estadistica con el control.

Se sabe que en un proceso inflamatorio en curso inducido por LPS, la IL10 tiene un
mecanismo de retroalimentacion negativa, que se asocia con una eliminaciébn mas
rapida del patégeno (Rutz y Ouyang, 2016; Mark et al., 2015), por lo cual la actividad
inducida por esta citoquina no interferiria con la defensa inmune contra la infeccion.
En el caso de la hoja de mango, la actividad antiinflamatoria en las infecciones

tendria esta ventaja.
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Evidentemente, muchas plantas medicinales tienen un alto contenido de polifenoles
y se cree que estos compuestos son los principales constituyentes responsables de
sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Domingo &Lopez-brea, 2003;
Azab et al., 2016; Gomez et al., 2011). Los Flavonoides y compuestos fendlicos
tienen propiedades antioxidantes, antidiabéticas, anticancerigenas, anti-
mutagénicas y antiinflamatorias (Arts y Hollman, 2005; Scalbert et al., 2005).
Particularmente, los flavonoides, son una clase de metabolitos aromaticos
ampliamente distribuidos en la naturaleza, que poseen una gran variedad de efectos
biologicos entre los que sobresale la actividad antiinflamatoria (Gerritsen et al.,
1995). Algunos articulos, sugieren que el mecanismo principal de la actividad
antiinflamatoria de las plantas medicinales, est4d dado por el OH fendlico que

reacciona con radicales libres (Tang et al., 2019).

Lo anterior est& en linea con lo encontrado en el perfil quimico realizado del EHM y
el ECT por el proyecto matriz, en el que se evidencid una gran cantidad de
compuestos fendlicos como el segundo componente mas abundante; los analisis
por HPLC-HRMS evidenciaron la presencia de flavonoides, terpenos y polifenoles
como los componentes mas abundantes. Estos resultados se correlacionan con los
reportes sobre el hecho de que los polifenoles y terpenos son los constituyentes

mas importantes (Gebara et al., 2011; Oliveira et al., 2017).

Al analizar los resultados, no se observa en todos los casos una dosis-dependencia
en el efecto sobre la modulacién en sintesis/liberacion de citoquinas inflamatorias;
es posible que este hecho no sea observable a las dosis trabajadas y la dosis-
dependencia esté por debajo de 1ug/mL. También existe la posibilidad de que por
parte del EHM se dé un bloqueo nivel de los receptores TLR4 o a nivel del factor
nuclear KB(NF-KB) que inducen la transcripcion de citoquinas pro-inflamatorias, o
sobre el inflamasoma NRL3, que provoca la maduracién de IL-13 (Nagata et al.,
2019; Hurtado y Iregui, 2010), procesos que no serian dependientes de la dosis por

no estar vinculado a la uniéon con ligandos de superficie.

En el caso del ECT, su capacidad para estimular la produccion de TNFa no esta en

linea con los efectos antiinflamatorios encontrados en otros estudios.
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Efectivamente, existe un estudio en el que se encontré actividad antiinflamatoria de
un nuevo kaempferol acilado tetraglicésido, aislado de las hojas de Tipa, utilizando
un modelo de edema de la pata de rata inducido por carragenina (Amen et al., 2015).
Sin embargo, es posible que este efecto sea propio de las hojas pero no de la
corteza que es la que utilizan Los Tacanas y que fue estudiada en este trabajo. En
el presente estudio no se utilizaron componentes aislados de la corteza de tipa; sin
embargo, el perfil quimico (Anexo 5) de nuestros extractos, revelaron contener este
kaempferol sin embargo en concentraciones muy bajas, junto a otros componentes
fendlicos, que pudieran no ser suficientes para alcanzar una actividad

antiinflamatoria in-vitro a las concentraciones trabajadas.

También es posible que este efecto antiinflamatorio este en los niveles relacionados
con los mediadores y efectos vasculares, y no necesariamente con la sintesis de

citoquinas, lo que haria que no se observaran los efectos in-vitro en este nivel.

Sin embargo, no se descarta la idea de que un efecto inhibidor sobre las principales
citoquinas pro-inflamatorias sélo llegue a apreciarse en concentraciones mayores a
las evaluadas, con respecto al ECT. Al mismo tiempo, cabe mencionar, que una
evaluacion in-vitro depende de un contacto directo y permanente de las células con
el extracto en las diferentes concentraciones a las que se hace el ensayo, sin
ninguna barrera, por lo que la toxicidad puede ser un efecto dependiente de este
contacto permanente. A diferencia de esto, en una evaluacion in-vivo, las
concentraciones mayores equivalentes podrian llegar a no ser toxicas letales, ya
gue el extracto administrado pasa por un recorrido del tracto gastrointestinal, para
finalmente ser absorbido y llegar a efectuar su actividad en una situacion de
permanente recambio en el nivel tisular. Sin embargo, no podemos pasar por alto
gue se observo un incremento de manera muy marcada la sintesis/liberacién de
esta citoquina, lo que abre la posibilidad de que mas bien esté actuando con un
potencial efecto antimicrobiano inespecifico, dado su potencialidad para activar
macrofagos M1, estas células tienen potentes actividades antivirales e inmuno-
reguladoras y son activadas por la via clasica en presencia de interferon (INF), IL-

2 y TNFa mismas que se secretan para mediar las respuestas de hipersensibilidad.
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Estos macrofagos M1 llegan a tener efectos contra patdgenos intracelulares de
manera inespecifica actuando como células presentadoras de antigeno que
estimulan a las células Thl para regular inmunidad celular y respuestas pro-
inflamatorias a través de la liberacidén de las mismas citoquinas que activan a los M1
(Netea et al., 2010; Serrano Hernandez, 2009; Saito et al., 2010).

Por otro lado, por los resultados obtenidos se puede especular que el extracto de
corteza de Tipuana cf tipu (Benth) Kuntze sea un potencial modulador sobre el
inflamasoma y llegar a modular sobre el receptor NLRP3 ya que este extracto tuvo
la capacidad de inhibir la sintesis/liberacion de IL-1.

Por lo demés, esta claro que lo que se determina en los cultivos es la presencia de
las citoquinas, y no se conoce si su modificacion en cantidad se debe a la
disminucién o aumento de la sintesis o de la liberacion. Por eso, en este trabajo
siempre se hace referencia a la produccién, como término genérico que incluye la

sintesis y/o liberacidén de estos mediadores de la inflamacion.

IX.  CONCLUSIONES
El extracto hidro-alcohdlico de las hojas de Mangifera indica L. demuestra un
importante potencial con actividad antiinflamatoria al inhibir la sintesis/liberacién de
citoquinas como TNFa e IL1B, e inducir sobre la sintesis de IL-10. El extracto de
corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze contiene sustancias que estimulan la
sintesis/liberacion de TNFa, que podria aumentar la respuesta inmune contra
infecciones, y al mismo tiempo, bloguea la activacién del inflamasoma inducida por
LPS, y posterior inhibicion de IL-1(3, también muestra un aumento no muy marcado
sobre la IL-10, lo cual aparentemente podria estar en relacién con una actividad
moduladora de la inmunidad contra las infecciones, mas que una actividad

antiinflamatoria.

Estos estudios indican que las plantas utilizadas por la comunidad Tacana tienen
actividad terapéutica para tratamientos antiinflamatorios e infecciosos al demostrar
modulacion sobre citoquinas inflamatorias, en CMSP en cultivo, en concentraciones

inocuas para las células (1, 10 y 100 pg/ mL) de los extractos.
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X. PERSPECTIVAS
Tomando en cuenta cada uno de nuestros resultados, seria interesante en el futuro
seguir diseccionando el papel de las hojas de Mangifera indica L. y la corteza de
Tipuana tipu (Benth) Kuntze que son utilizados por la comunidad Tacana, como
potentes plantas medicinales dentro del contexto de la actividad anti-inflamatoria.
Los ensayos in-vivo son la opcion mas interesante para complementar los estudios

aqui reportados

El enfoque de la actividad farmacoldgica de estos productos naturales que son
utilizados por la comunidad tacana coincide con lo encontrado en este trabajo, al
menos parcialmente, sobre la sintesis/liberacion de interleucinas inflamatorias.
Ahora lo que se propone es valorar estos efectos sobre sistemas in-vivo en la

perspectiva de tener un fitofarmaco seguro y efectivo.

Existe la posibilidad de poder aislar los componentes, o de trabajar con extractos
completos. En ambos casos estos resultados validan el uso g hacen estas etnias de
dichas especies, las cuales no son toxicas sino a dosis muy altas.

De todos modos los hallazgos reportados aqui plantean la posibilidad de contar con
nuevos fitoterapéuticos para ser usados en patologias en las que se requiere

modular la inflamacion en el nivel de los inductores de citoquinas.
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ANEXOS

Anexo 1. Mapa territorial de ubicacion de los Tacana
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Ecorregion: Amazonica departamento: La Paz y Beni. Provincia: Iturralde,

Ballivian, Vaca Diez.

Comunidad:

Ixiamas, Tumupasa, San Buenaventura,Tahua, Napashe,

Capaina y otras. Familia Linguitica: Taca (Rivero Pinto Wigberto, 2013)
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Anexo 2. Equipo de trabajo, formado para la recoleccion de plantas
medicinales. Proyecto 3027 “ESTUDIO IN VITRO DE PRODUCTOS
NATURALES Y ALIMENTOS FUNCIONALES CON ACTIVIDAD ANTI-
INFLAMATORIA Y ANTIBACTERIANA, PARA LA VALORACION DE LA
MEDICINA TRADICIONAL AMAZONICA”




Anexo 3. Hojas de Mangifera indica L.

Fuente: Propia

Anexo 4. Corteza Tipuana tipu (Benth) Kuntze

Fuente: Propia

92



93

Anexo 5. Identificacion y certificacion de las hojas de Mangifera indica L. y la corteza

de Tipuana tipu (Benth) Kuntze por el Herbario Nacional de Bolivia

HERBARIO NACIONAL DE BOLIVIA

Casilla 10077 Correo Central, La Paz - Bolivia / Campus Universitario, Calle 27 Cota Cota
Teléfonos (591 -2) 2121751 - 2792582 - 2792416 * Fax (591-2) 2770962
e-mail: direccion.herbariobolivia@gmail.com

PLANTAS COLECTADAS POR: MARIANELA PATZI & CINTHIA CADENA
(SELADIS)

Determinado por. Rossy de Michel (LPB)

Fecha : 16 de agosto de 2019

11 Erythroxylaceae Erythroxylum coca Lam,
12 Anacardiaceae Mangifera indica L.
13 Leg. Papilionoideae  Tipuana cf. tipu (Benth.) Kuntze det. F.Zenteno Ruiz

Herborio Nucional
de Bolivis (LPB)
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Anexo 6. Composicidn quimica de los extractos Mangifera indica L. de y Tipuana cf tipu
(Benth) Kuntze A) Andlisis CG-SM, B) Andlisis de HPLC-HRMS

A B
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o 1 Organic acids £ | Alkaloids
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o
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0- = &
7 > @
S8 & <& S
& 2 <
<8 3¢
\‘@“c’ Plant extracts

Plant extracts

Fuente: (Resultados obtenidos del proyecto macro realizado en colaboracién con la Universidad
de Gotemburgo y Chalmers, en Gotemburgo Suecia, Patzi-Churqui, et al., 2020)

La caracterizacion quimica de los extractos en estudios fueron determinadas en el
marco del proyecto macro, el mismo que se realiz6 en colaboracion con la
Universidad de Gotemburgo y Chalmers, en Gotemburgo Suecia (Patzi-Churqui,
et al., 2020). Los extractos hidro-alcohdélicos de Mangifera indica L. y Tipuana cf tipu
(Benth) Kuntze revelaron mas de 120 fitoquimicos diferentes, los que fueron
categorizadas en 5 familias: los azucares fueron los principales componentes 43—
57% seguido de los acidos organicos, compuestos fendlicos, aminoacidos y
compuestos nitrogenados, que representaron los segundos componentes mas
abundantes. Adicionalmente fueron analizados por HPLC-HRMS para detectar
posibles compuestos bioactivos. El extracto de Mangifera indica L. contiene
flavonoides y polifenoles como principales metabolitos, seguido de esteroles y
terpenos. El extracto Tipuana cf tipu (Benth) Kuntze contiene un gran porcentaje de
flavonoides y polifenoles, al igual que el extracto de Mangifera indica L., seguido de
terpenos, esteroles y alcaloides

Anexo 7. Ficha de consentimiento informado



CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL TRABAJO DE
TESIS EN CALIDAD DE DONANTE
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1. Propésito del estudio: Se le invita a participar de un estudio cuya finalidad principal es la de

evaluar la actividad de los extractos hidro-alcohdlicos de las hojas de Mangifera indica L. y

corteza de Tipuana tipu (Benth) Kuntze, utilizados en la Medicina tradicional del norte

amazonico de La Paz, sobre la producciéon de citoquinas inductoras de inflamacién por

células sanguineas mononucleares humanas (CMSP) en cultivo; determinando previamente

la concentraciones a las cuales no existe actividad toxica. Este estudio se realizara en las

instalaciones del Laboratorio de Virologia del instituto SELADIS.

Las CMSP son células sanguineas del sistema de defensa del organismo, que actlan contra

agentes extraflos como microorganismos causantes de enfermedades. Es por esto que los

cultivos de CMSP tienen multiples aplicaciones en investigacion

2. Procedimientos de decidir participar en nuestro estudio: usted llenara una ficha de datos

con preguntas relacionadas a su historial médico y a sus habitos cotidianos. De considerar

que cumple con los criterios de inclusion, usted se encontrara apto para participar en el

estudio. Posteriormente, se le tomara una muestra de sangre de 25 mL del antebrazo con

ayuda de una jeringa de la misma capacidad.

3. Riesgos: La toma de muestra de sangre es ligeramente dolorosa y existe un riesgo minimo

de que se pueda infectar si no se mantiene la higiene adecuada, ademas la toma de muestra

del antebrazo puede ocasionar un pequefio hematoma (moretdn) el cual desaparecera
aproximadamente cinco dias.

en

4. Costosycompensacion: No debera pagar nada por participar en este estudio. Usted recibira

un refrigerio luego de la extraccién de sangre.

5. Confidencialidad: Nosotros guardaremos su informacién con cédigos y no con nombres. Si

los resultados de este seguimiento son publicados, no se mostrard ninguna informacion que

permita su identificacion.
6. Derechos del participante: Si decide participar en el estudio, puede retirarse de éste
cualquier momento.

en

YO0ttt e e e Acepto voluntariamente participar en este estudio,

comprendo de las actividades en las que participaré si decido ingresar al estudio, también

entiendo que puedo decidir no participar y que puedo retirarme del estudio en cualquier

momento.

Firma del Participante



