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RESUMEN

En Bolivia gran parte de la poblacion usa plantas medicinales para tratar o prevenir
enfermedades, por lo que es importante conocer especificamente sus efectos. La finalidad
del presente trabajo es la de evaluar el efecto inmunomodulador in vitro de los extractos
hidro-alcohdélicos de Erytroxylum coca Lam, Equisetum giganteum L, y Croton lechleri Muell.
Arg, sobre células polimorfonucleares y mononucleares de voluntarios humanos sanos.
Los resultados encontrados muestran que, a dosis de consumo humano (en el caso de
Erytroxylum coca Lam equivalente al consumo de harina de coca indicado por la medicina
tradicional) y de actividad antiviral (por estudios previos con uso de dosis de 10ug y 30ug
para Croton lechleri Muell. Arg, y Equisetum giganteum L), no afectan la viabilidad de los
leucocitos in vitro, la que se mantiene de 90 a 100%. Erytroxylum coca Lam estimula en un
16% mas, respecto a los controles, la actividad de éxido-reductasas mitocondriales, en
cambio, con Equisetum giganteum L, y Croton lechleri Muell. Arg no se vio afectado el
funcionamiento mitocondrial. La capacidad fagocitica de levaduras y la quimiotaxis celular
no mostraron modificaciones, con ninguno de los extractos. La capacidad para eliminar
bacterias fagocitadas, tampoco se modificé.

E. giganteum L. mostré actividad pro-inflamatoria porque generd la estimulacion de IL-1B e
IL-6, liberacidon de TNF-a, e inhibicion de INF-y, por lo que aparentemente tendria efecto
modulador de la respuesta Thl. Croton lechlery Muell. Arg. mostré estimulacion de la
produccion de IL-1B, IL-6, TNF-a e inhibio INF-y e IL-10. Por su parte, E. coca Lam. no mostro
actividad pro-inflamatoria por IL-1B e IL-6, sin embargo, mostré esta actividad por inhibicién

de IL-10, y liberacion de TNF-a.



Se concluye que, E. giganteum L, Croton. lechlery Muell.A. y E. coca Lam, mostraron
actividad pro-inflamatoria dependiente de una respuesta Th1l, compatible con un efecto
favorecedor de la proteccidn contra ciertas enfermedades a través del control de agentes

infecciosos principalmente virus y parasitos intracelulares.



ABSTRACT

In Bolivia, a large part of the population uses medicinal plants to treat or prevent diseases,
so it is important to know specifically their effects. The purpose of the present work is to
evaluate the immunomodulatory effect in vitro of hydro-alcoholic extracts of Erytroxylum
coca Lam, Equisetum giganteum L, and Croton lechleri Muell. Arg, on polymorphonuclear
and mononuclear cells of healthy human volunteers.
The results found show that, at doses of human consumption (in the case of Erytroxylum
coca Lam equivalent to the consumption of coca flour indicated by traditional medicine)
and antiviral activity (from previous studies using doses of 10ug and 30ug for Croton lechleri
Muell. Arg, and Equisetum giganteum L), do not affect the viability of leukocytes in vitro,
which is maintained from 90 to 100%. Erytroxylum coca Lam stimulates the activity of
mitochondrial oxidoreductases 16% more than controls, while Equisetum giganteum L, and
Croton lechleri Muell. Arg mitochondrial function was not affected. Yeast phagocytic ability
and cell chemotaxis showed no changes with any of the extracts. The ability to eliminate
phagocytized bacteria was also unchanged.
E. giganteum L. showed pro-inflammatory activity because it generated IL-1B and IL-6
stimulation, TNF-a release, and INF-y inhibition, so it would apparently have a modulating
effect on the Th1 response. Croton lechlery Muell. Arg. showed stimulation of IL-1pB, IL-6,
TNF-a production and inhibited INF-y and IL-10. E. coca Lam. did not show pro-inflammatory
activity by IL-1B and IL-6, however, it showed this activity by inhibition of IL-10, and TNF-a
release.

It is concluded that E. giganteum L, Croton. lechlery Muell. and E. coca Lam. showed pro-
inflammatory activity dependent on a Thl response, compatible with a protective effect
against certain diseases through the control of infectious agents, mainly viruses and

intracellular parasites.
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Abreviaciones

PAMPS = patrones moleculares asociados a patégenos

DAMPS = patrones moleculares asociados al dafio

MPRR = Receptores de reconocimiento de Patrones Moleculares
TLR = Receptores tipo Toll

MPO = Mieloperoxidasa

SOD = superéxido dismutasa

ROS = Especies Reactivas de Oxigeno

fMLP o fMLF = N-formyl-1-metyonil-1-leucyl-1-fenilalanina

AIM2 = Ausentes en los receptores tipo melanoma 2

NOD o NLR = Dominio de oligomerizacion por unién de nucleétidos
PYD = Dominio de Pirina N-terminal

ASC = proteina asociada a la apoptosis

NLRP3 = dominios NOD, LRR y pirina que contiene Proteina 3
LPS = Lipopolisacarido

NAD = nicotinamida adenina dinucleétido

LDH = lactato deshidrogenasa

DMSO = Dimetilsulféxido

MTT = bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio
UFC = unidades formadoras de colonias

ELISA = ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas

poly dA: dT = Sal sddica del acido polidesoxiadenilico-timidilico
FACS = Fluorescence-Activated Cell Sorting

GAPDH = gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

PMA = acido forbol miristico

HRP = peroxidasa de rdbano

Cpm = cuentas por minuto

BC = buffy coat






1. INTRODUCCION

En Bolivia gran parte de la poblacién urbana y muchas poblaciones étnicas utilizan la
medicina tradicional para prevenir o curar enfermedades. En las poblaciones indigenas, que
ocupan una gran extensién de nuestro territorio, existe un sistema de salud tradicional, que
ha persistido histéricamente, transformandose y adaptdndose a los tiempos, pero
manteniéndose firme a través de sus creencias ancestrales expresadas en la tradicién oral,
simbolos, pensamientos sélidos y profundos. La medicina tradicional, ha tenido resultados
positivos debido a una larga experiencia acumulada y transmitida de generacion en
generacion, y tiene su validacién precisamente en la practica; como todo sistema médico
es parte de la cultura, es influenciada por la economia, religién, relaciones sociales,

educacion, estructura familiar y el idioma, que determinan cambios e interrelaciones con

o5 otros sistemas. | RV N e
R iRl Dentro de los usos mas comunes de las plantas se

encuentran las que se usan para trastornos gastrointestinales, afecciones de la piel, y
también por sus efectos antiinflamatorios y anti-infecciosos (Ministerio de Salud,2016). A
través del tiempo se han realizado diversos estudios cientificos sobre las plantas con la
finalidad de contar con mayores recursos para un uso farmacolégico-medicinal, ademas de
revalorizar la medicina tradicional.

El sistema inmunoldgico estd involucrado en muchas enfermedades, incluyendo aquellas
condiciones que no eran tradicionalmente consideradas infecciosas, inflamatorias o
autoinmunes tales como el cancer y las enfermedades cardiovasculares y metabdlicas. En

ese contexto, la inmunomodulacion es ahora una parte critica de la ciencia farmacoldgica.
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En la Amazonia existen muchas plantas con distintas propiedades y formas de uso, para
diversas enfermedades, de las cuales muchas propiedades podrian estar intrinsecamente
ligados a lainmunidad. Existe la idea general que los diversos efectos reportados sobre estas
plantas pueden deberse a la regulacion del sistema inmune, lo que incidiria sobre los
diferentes componentes del organismo. En este sentido, se puede advertir que el
conocimiento del efecto de las plantas sobre la inmunidad, podria dar directrices para
futuros estudios acerca de los trastornos del sistema inmune, como principal herramienta
en la resolucidn y prevencidon de enfermedades.

Existen mas de 65 especies vegetales ampliamente conocidas en la Amazonia por sus
propiedades de uso para diferentes fines (Bourdy 2000). En el presente proyecto se evalua
la capacidad moduladora, de tres plantas de la Cuenca Amazdnica boliviana: Equisetum
giganteum L. (cola de caballo), Croton lechlery Miill. Arg (Sangre de Grado) y Erytroxylum
coca Lam. (coca), mediante el estudio de los principales componentes de la inmunidad
innata. Las primeras se conocen por tener una potente actividad antiviral (Churqui,2018) y
la dltima es muy conocida por diversos usos reportados por la medicina ancestral y
tradicional en lo relacionado con trastornos inflamatorios y el manejo del dolor (Rojas,
2013). Los parametros que se evaluaron fueron realizados in vitro en laboratorio. Estos
fueron: los efectos en la viabilidad celular, la funcionalidad, la produccién de moléculas de
respuesta inmunoldgica, y la activacién de vias inflamatorias, en leucocitos de sangre
periférica humana. El propdsito se inscribe en la perspectiva de generar directrices que nos

permitan conocer mas acerca de los efectos negativos o positivos de estos productos



naturales, como parte de los estudios de los diferentes mecanismos de accidn terapéutica
y, de esta manera, trazar la perspectiva de contar con recursos farmacéuticos seguros.
2. ANTECEDENTES

La respuesta inmune humana se divide en dos vertientes: la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa (o adquirida). El estudio de la inmunidad innata se remonta al menos
a los esfuerzos de Ilya Mechnikov, ganador de Premio Nobel en 1908 entre otros. Sin
embargo, los recientes hallazgos de como el sistema inmune innato detecta la infeccién [en
el caso de la respuesta innata reconoce PAMPS (patrones moleculares asociados a
patégenos) y DAMPS (patrones moleculares asociados al dafio) para potenciar la
proteccion, han precipitado un renacimiento del estudio de esta fase de la inmunidad. Una
de las principales caracteristicas de la inmunidad innata es la velocidad de respuesta que se
genera ante la exposicidon a un organismo extraifo, asi como las estrategias a través de
receptores y células efectoras que utiliza, los cuales son importantes mecanismos para
reconocer incluso aquellos patégenos que han modificado su estructura para evadir la
respuesta inmune. Ademas, resalta la gran capacidad de discriminar lo propio de lo extraio,
para determinar que todo en el sistema esta en funcionamiento homeostatico. (Turvey y

Broide 2010)

Dentro de las principales funciones medibles de los componentes de la inmunidad innata
para lograr el reconocimiento y la eliminacién de particulas extrafias, se consideran como
fundamentales: la fagocitosis, la quimiotaxis y la capacidad de eliminar microorganismos a

través del estallido respiratorio.



Recientemente se han estudiado otros mecanismos de defensa de la inmunidad innata
principalmente en respuesta a virus, entre estos destaca el proceso de activacién de una
importante red de proteinas y vias de sefalizacion denominado Inflamasoma, que juega un
rol importante en la respuesta innata y contribuye al control celular y reparacion tisular.

3. MARCO TEORICO

3.1 LA FAGOCITOSIS

La fagocitosis se ha definido como la ingestién de particulas (20.5-um) por células; este
proceso requiere de energia, que proviene de una fuente de carbohidratos adecuados y una
via glucolitica funcional, requisito previo para la captacidn eficiente de particulas. Este
fendmeno implica el reconocimiento y la unién de cuerpos extrafios por receptores en la
superficie celular. Cuerpos extrafios como las bacterias u hongos pueden ser eliminados de
sitios de infeccidn por fagocitos profesionales como los neutréfilos, macréfagos, y células
dendriticas(Kress, Stelzer y Cols. 2007, Flannagan, Jaumouillé y Cols. 2012).

Los fagocitos expresan diversos receptores sobre su superficie que reconocen de manera
directa componentes moleculares conservados, especificos, sobre la superficie de
microorganismos, como componentes de la pared celular de bacterias y hongos. Sin
embargo, la activacion de la fagocitosis también puede ocurrir de manera indirecta
mediante el reconocimiento de proteinas solubles que se han unido a superficies
microbianas, lo que aumenta la fagocitosis, un proceso llamado opsonizacidn. Las opsoninas
también se unen a componentes repetitivos, conservados, sobre las superficies de
microorganismos, como estructuras de carbohidratos, lipopolisacaridos, y proteinas virales

gue se denominan proteinas de reconocimiento de patrones solubles.



Los receptores opsénicos tienen receptores de alta afinidad para ciertas opsoninas como:
moléculas de anticuerpos, proteinas del complemento y lectinas plasmaticas; los receptores
no opsonicos incluyen receptores tales como la lectina tipo C.

Una vez adheridas las particulas a través de los receptores de reconocimiento, la fagocitosis
implica un proceso de internalizacidn y endocitosis de multiples ligandos, lo que refleja sus
diversas funciones. Comienza con el reconocimiento del objeto, es decir, la unién de un
receptor fagocitico a su ligando afin (especificidad relativa). Las particulas extrafias y las
células propias alteradas son los dos objetivos principales de la fagocitosis. (Flannagan,
Jaumouillé y Cols. 2012, Gordon 2016, Lim, Grinstein y Cols. 2017).

Entre los Receptores que se involucran en la deteccion de estructuras extrafias se
encuentran los “Receptores de reconocimiento de Patrones Moleculares (MPRR por sus
iniciales en inglés)” los cuales reconocen bacterias, hongos y parasitos que expresan cierto
tipo de moléculas que constituyen un patrdn propio de los microorganismos. Estos pueden
ser reconocidos por distintos receptores principalmente los llamados de tipo Toll (Toll Like
Receptors o TLR).(Flannagan, Harrison y Cols. 2010, Jaumouillé and Grinstein 2011).
Através del tiempo los microorganismos fueron adquiriendo mecanismos y estrategias para
evadir la fagocitosis. La estrategia mas comun es interferir con la unidn de las opsoninas.
Varias especies bacterianas y fungicas sintetizan capsulas de polisacaridos que impiden la
opsonizacion. Algunos patdgenos expresan proteinas especificas de la superficie que
inhiben la unién al receptor(Fischetti 1989, Flannagan, Jaumouillé y Cols. 2012).

En el proceso de fagocitosis la sefializacién positiva conduce a la formacién de la copa

fagocitica dependiente de actina y la extension de los pseudopodios alrededor del ligando,



que favorece la internalizacidn de las particulas reconocidas. Luego de la internalizacién de
las particulas se da la formacion de una vacuola unida al fagosoma que contiene un medio
hostil producto de la alteracién de la actividad metabdlica de los fagocitos con acumulacion
de acido lactico dentro del fagosoma y disminucién de pH en las vacuolas fagociticas, hecho
poco tolerado por microbios y adecuado para la degradacidn de la particula internalizada.
Este se vuelve marcadamente acido (pH luminal =4.5), altamente oxidativo y enriquecido
con enzimas hidroliticas. Para esto, después de la formacidon del fagosoma se da la fusion
con los lisosomas para formar el organulo microbicida denominado fagolisosoma, el cual se
convierte en el organelo degradativo en el que se pueden digerir proteinas, lipidos y
carbohidratos. La impresionante capacidad destructiva del fagolisosoma se atribuye a la
concertada actividad de numerosos efectores, incluyendo diversas enzimas hidroliticas,
agentes oxidantes y péptidos catidnicos.

3.2 LA ACTIVIDAD MICROBICIDA

La captacion fagocitica de bacterias por los neutréfilos y macréfagos, tiene la capacidad de
inducir la activacion de un potente proceso de consumo de oxigeno extra-mitocondrial
denominado estallido oxidativo. Durante este proceso, el consumo de oxigeno por los
neutrdfilos puede aumentar hasta 100 veces la cantidad basal de actividad metabdlica. El
sistema enzimatico responsable es un complejo NADPH-oxidasa que se ensambla en la
membrana.

NADPH oxidasa

20, + NADPH+ H* — 20, + NADP" + 2H"



Una propiedad importante del complejo NADPH-oxidasa es que el flujo de electrones es
direccional, desde el NADPH en el citosol hasta el oxigeno en la superficie externa de la
membrana. Por lo tanto, el superdxido producido se liberard extracelularmente cuando el
NOX2 esté en la superficie celular, pero cuando la actividad se localiza en las membranas
internas, como los fagosomas, este se liberard en la vesicula cerrada. La naturaleza
direccional de la actividad de NOX2 también crea un desequilibrio de carga que debe ser
contrarrestado para evitar la despolarizacidon de la membrana y el cierre de la actividad.
Ademas, los protones se producen en el citosol y se consumen en el compartimento externo
(por ejemplo, el fagosoma) a través de la dismutacidn del superdxido. Ambas situaciones
son superadas en gran medida por un flujo de equilibrio de protones transportados por
canales de protones dependientes de voltaje, principalmente HV1, proteina de dominio
solamente de deteccidn de voltaje(VSOP), que se activa en paralelo con la oxidasa. Con el
flujo equilibrante de protones, la carga negativa en el fagosoma se disipa mediante la
dismutacién del anién superdxido y se supera la acidificacion citoplasmica debida a la
oxidacion del NADPH (Winterbourn and Kettle 2012).

El pH del fagosoma esta regulado por estas actividades. La mayoria de esta actividad esta
localizada en la membrana fagosémica, dirigiendo asi el superdxido al espacio fagosémico.
Cuando un neutrdfilo reconoce particulas para la ingestidén, la membrana plasmatica se
invagina, formando, primero, una copa y, luego, un fagosoma cerrado. Esto ocurre
extremadamente rapido (en aproximadamente 45 s) y las subunidades NOX2 se ensamblan
antes de que el fagosoma esté completamente formado. Los granulos intracelulares se

fusionan con el fagosoma en desarrollo, liberando Mieloperoxidasa (MPO) y una gran



cantidad de enzimas digestivas. La mayoria de las moléculas de NOX 2 esta asociada con
membranas especificas de granulos, y el resto esta en la membrana plasmatica, por lo que
el NOX2 activo se incorpora al fagosoma a medida que los granulos y las membranas
plasmaticas se fusionan.

Otro compuesto importante es el perdxido de hidrégeno que es formado por la enzima
superoéxido dismutasa (SOD).

SOD
20,/+2H" — O ,+H,0,

Aunque no es un radical libre, tiene una gran lipofilicidad lo que le permite atravesar las
membranas celulares y reaccionar con el anién superdxido en presencia de metales de
transicidn, para generar el radical hidroxilo. Por esta razén se le considera un oxidante
importante en las células de los organismos aerobios El radical hidroxilo es considerado una
de las especies oxidantes mads dafiinas por su vida media corta y alta reactividad, y suele
actuar en los sitios cercanos a donde se produce. La formacion del radical hidroxilo puede
lograrse facilmente por la reaccidon de Haber-Weiss entre el anién superéxido y el perdxido

de hidrégeno catalizada por un metal de transicion, en este caso el Fe.

Fe2+/Fed+

0,~+H0O, —» O,+0H +0H

Los oxidantes mas relevantes producidos por los neutréfilos, ademds del superdxido y el
peroxido de hidrégeno, son los generados por la MPO(mieloperoxidasa). Esta enzima utiliza

el perdxido de hidrégeno para oxidar una amplia gama de sustratos a productos reactivos.



Estos uUltimos incluyen oxidantes no radicales, los principales son los acidos hipocloroso e
hipotiociano, asi como los radicales producidos a partir de sustratos orgdnicos e
inorganicos. La produccién de estos oxidantes (ROS o Especies Reactivas de Oxigeno) es
critica para una defensa antimicrobiana efectiva. Los neutrdfilos y otros fagocitos
profesionales fueron las primeras células que se mostraron con actividad NADPH oxidasa.
El acido hipocloroso es el oxidante antimicrobiano de accién mas rapida y mas potente
producido por los neutrdfilos, y la mayor parte de la evidencia apunta a que es el principal

responsable de la destruccidn oxidativa(Winterbourn, Kettle y Cols. 2016).

MPO
C +H0, — HOCl+OH

La produccién de pequefias cantidades de ROS forma parte del metabolismo celular que
actua como regulador de procesos activados por hormonas, factores de crecimiento,
citoquinas y otros estimulos. Sin embargo, la produccién incontrolada de ROS altera o
destruye componentes celulares y modifica la expresidn de genes.

Para una fagocitosis eficiente, los neutréfilos primero tienen que salir del torrente
sanguineo y migrar al sitio de la infeccidn, proceso en el que responden a la presencia de
sustancias atractantes y que es denominado Reclutamiento de Neutrdfilos. La entrada y
replicacion de los patégenos en los tejidos del huésped conducen a la sintesis y liberacion
de productos microbianos, tales como formil péptidos, lipoproteinas, y peptidoglicano.
Ademas, el patégeno invasivo también puede dafiar a los tejidos corporales lo que produce

sefiales inflamatorias, que operan como quimioatractantes, y un grupo quimicamente



diverso de sefiales de guia molecular (por ejemplo, lipidos, péptidos N-formilados,
complemento, anafilotoxinas y quimiocinas) (Winterbourn, Kettle y Cols. 2016).

3.3 LA ACTIVACION DE LOS FAGOCITOS

Para el reconocimiento de agentes externos el sistema inmune usa los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) dentro de los que se encuentran los receptores de tipo Toll o
TLR que son proteinas transmembrana. Existe al menos 10 TLR identificados en humanos
estos son: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 y TLR6 que estan presentes en la membrana plasmatica
mientras que TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 y TLR10 estdn dentro de la célula en varios
compartimentos, cada uno equipado con la capacidad de reconocer diferentes patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP). Las sefiales transducidas a través de los TLR
causan la sintesis y secrecién de citoquinas proinflamatorias, moléculas coestimuladoras, y
factores quimiotacticos que promueven respuestas inflamatorias que llevan a los
macrofagos y neutréfilos a los sitios de inflamacién (Kawasaki and Kawai 2014). La
sefializacion a través de receptores TLR se desencadena por la dimerizacién de dichos
receptores inducida por los ligandos. Posteriormente, el dominio del receptor Toll / IL-1
(TIR) de los TLR se une a las proteinas adaptadoras que contienen el dominio TIR, como la
proteina de respuesta primaria de diferenciaciéon mieloide 88 (MyD88) o la proteina
adaptadora (que contiene el dominio TIR) que induce la sintesis de IFN-B (TRIF).
Dependiendo del tipo de adaptador que esta activado, varias quinasas [IRAK4 (quinasa 4
asociada al receptor de interleucina-1), IRAK1, IRAK2, TBK1 (quinasa 1 que se une a TANK
(activador de NF asociado a miembros de la familia TRAF) e IKKe (Inhibidor de kB quinasa

épsilon)] y ubiquitin ligasas [TRAF6 ( El factor 6 asociado al receptor de TNF)] se reclutan y
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activan, lo que conduce a la activacion posterior de JNK (c-Jun N-terminal kinasa), p38
MAPKs (proteina quinasas activadas por mitégenos) y varios factores de transcripcion como

NF-kB ( factor nuclear-kB) e IRF (factor regulador de interferén) (Dolasia, Bisht y Cols. 2018).
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Fig. 1 TLR4 se localiza en la superficie celular y TLR3 se localiza en el compartimento del endosoma. La formacién de
homo- o heterodimero inicia la sefializacion a las dos principales proteinas adaptadoras aguas abajo, MyD88 y TRIF. TIRAP
conduce la sefial de TLR4 a MyD88 y TRAM media la sefial de TLR4 a TRIF. El compromiso de TLR induce la formacién del
Myddosome, que se basa en MyD88 y también contiene IRAK1 e IRAK4. La activacion de IRAK1 induce la activacion de
TRAF6 después de la poliubiquitinacién unida a K63 en TRAF6 y TAK1. La activacién de TAK1 conduce a la activacidn de IKK
complex-NF-kB y MAPKs. La activacién de MAPK conduce a la activacidn del factor de transcripcion AP1. TRAF6 promueve
la ubiquitinacién de ECSIT, lo que resulta en una mayor generacién de ROS mitocondriales y celulares. El compromiso de
TLR también induce la activacién de TRIF después del reclutamiento de TRAF6 y TRAF3. TRAF6 recluta RIP-1, que activa el
complejo TAK1 después de la activacion de MAPK.

NF-kB es el regulador maestro de todos los mecanismos de sefializacién de TLR y su
activacion es el evento critico en la activacién de la respuesta inmune innata, mediada por
TLR, particularmente la mediada por citoquinas interrelacionadas con la inflamacién.

(Vidya, Kumar y Cols. 2018).
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3.4 LA QUIMIOTAXIS

En respuesta a la sefial del receptor, los neutréfilos responden a estos estimulos,
extravasando de los vasos sanguineos y migrando hacia el sitio de la infeccién en un proceso
denominado diapédesis. Los receptores péptido-formilo 1 (FPR1) y sus homodlogos FPR2
pertenecen a la familia GPCR (receptor acoplado a proteinas G), reconocen proteinas N-
formiladas y péptidos (formil-methionyl-leucyl-phenylalanina) producidos y liberados por
los microrganismos; en consecuencia, inducen y potencian la quimiotaxis, la fagocitosis y la
generacion del estallido oxidativo en neutrdfilos. La quimiotaxis se refiere a la capacidad de
las células para detectar la direccion de los gradientes quimicos externos de concentracién
y responder para polarizar y migrar con cierta precision hacia la fuente de los quimio-
atractantes o alejarse de la fuente de otras moléculas denominadas quimio-repelentes. Esto
es crucial para el correcto funcionamiento de la inmunidad innata, tanto en organismos

unicelulares, como en sistemas multicelulares (Xiong and Iglesias 2010).

En ausencia de una sefial externa, los neutrdéfilos también pueden moverse y esta migracioén
aleatoria y no direccional es conocida como quimiocinesis o migracion al azar. Los
neutrdéfilos responden a multiples quimio-atractantes que son secretados por diferentes
fuentes microbianas y no microbianas. Estos muestran gran diversidad quimica y, en
funcidn de dicha estructura quimica, se puede dividir en cinco familias: lipidos, péptidos N-
formilados, complemento, anafilotoxinas y quimiocinas. La quimiotaxis de los neutrofilos se
caracteriza por tres procesos: deteccidn de gradiente, polarizacién y motilidad celular. Para
la locomocién, las células desarrollan distintos conductos y bordes finales, y esto implica

una distribucién asimétrica de multiples proteinas contractiles del citoesqueleto y lipidos
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gue conduce a la reorganizacion celular interna y cambios en la morfologia celular. La célula
se mueve a través de una serie de ciclos regulados de pseuddpodos, extensiones de
lameldpodos y retracciones que hacen que el cuerpo de la célula se traslade hacia lo largo
de un gradiente de concentracién (Snyderman and Goetzl 1981, Teng, Ji y Cols. 2017, Petri

and Sanz 2018).

Un quimioatractante de interés para este trabajo es el péptido N-formyl-1-metyonil-1-
leucyl-1-fenilalanina (fMLP o fMLF) el cual es generado ya sea por bacterias o por
fraccionamiento o transformacién quimica de otros péptidos N-formilados. Como se
menciond antes, estos péptidos se reconocen a través de los receptores de péptido formilo,
FPR1/ 2/3; solo FPR1 y 2 se expresan en neutrdéfilos humanos. Un gradiente quimiotactico
dard a los neutréfilos basicamente dos tipos de informacion para guiar la célula a su fuente:
una posicion basada en la concentraciéon y un vectorial basado en la capacidad de los
neutréfilos para detectar la direccion del gradiente (avanza hacia donde estd mas
concentrado, o sea, hacia la fuente). Este concepto, junto con el hecho de que el neutrdfilo
tiene que ser capaz de “sentir”, transducir y finalmente transformar esta informacién en
mecanismos mediadores de polaridad y locomocidn, fue establecido desde el principio en
el campo de la biologia de los neutréfilos y la quimiotaxis (Thomas, Kleist y Cols.2018). Tras
la exposicion a fMLP, en pocos minutos los granulocitos desarrollan una superficie
caracteristica “rizada” y puede adquirir una forma alargada ("polarizado"). Cuando un
gradiente de concentracion de quimio-atractante esta presente, son capaces de migrar
hacia el gradiente, exhibiendo un lamellipodium en la parte anterior del borde y un uropodo

en el borde posterior.
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Tras la estimulacidon con fMLP el microfilamento se modifica y en consecuencia aumenta el
tamafio de la célula. Las modificaciones en el citoesqueleto de actina pueden, al menos en
parte, dar cuenta de la "polarizacién" de la célula, mientras que la motilidad de la célula
probablemente requiere una alternativa de Ciclos de polimerizacion y despolimerizacién de
la actina local (con adhesidon y des-adhesidn). La estimulacion con fMLP, ademds de
determinar las respuestas "principales" resumidas antes, tiene otros efectos, directos e
indirectos, menos estudiados; destaca: la activacién de la fosfolipasa-D (PLD), que inicia una
seflalizacion distinta, una cascada que posiblemente inicie conexiones con las otras
principales cascadas de transduccién iniciadas (Panaro y Mitolo 1999, Thomas, Kleist y Cols.
2018).

La actividad del péptido sobre los neutréfilos muestra que (i) los enlaces amidicos estan
involucrados, aunque con importancia variable, en la unién de los formil-péptidos al
receptor; (ii) la capacidad de activar la respuesta de los neutréfilos humanos no se debe
estrictamente a la presencia del grupo formilo; (iii) el residuo Met tiene una dimensién
estrecha y lleva una carga positiva localizada a una distancia bien definida del esqueleto
peptidico y esta orientado en una posicién especifica, rodeando la mayor parte de la cadena
lateral localizada internamente; (iv) el residuo Met es esencial para activar la quimiotaxis,
pero las sustituciones especificas pueden introducir selectividad hacia los mecanismos de
muerte, que pueden ser fuertemente estimulados; (v) residuos hidrofébicos en la posicién
2 son decisivos Unicamente para la quimiotaxis, que se suprime al introducir aminoacidos
hidréfilos mientras, que tanto la produccion de aniones superdxido como las enzimas liticas

lisosomales, son fuerte y selectivamente estimulados; (vi) la hidrofobicidad no es una
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caracteristica obligatoria para el tercer residuo, y (vii) el requisito de un grupo carboxilico
C-terminal, ya sea libre o esterificado, es esencial para desencadenar una respuesta
bioldgica en neutrofilos humanos. Analizando la estructura se vio también que se produce
una potencia agonista éptima cuando (a) el grupo N-terminal esta formilado, (b) el primer
aminodcido es Methionyl, (c) el segundo el aminoacido tiene una cadena lateral hidréfoba
voluminosay (d) el tercer aminoacido que es fenilalanina (Phe) tiene unainteraccién critica
con el receptor, posiblemente a través de la vinculacién con un puente de hidrégeno

(Cavicchioni, Fraulini y Cols. 2006).

3.5 LAS CITOQUINAS

La Interleucina 1, en una proteina cuyos primeros efectos atribuidos fueron: la induccién
de fiebre, aumento de las respuestas de los linfocitos y la estimulacion de la respuesta de
fase aguda en la inflamacién. De ahi los nombres mas antiguos como Pirégeno endégeno y
factor activador de linfocitos(LAF). Dos diferentes moléculas se conocen con efectos
agonistas: IL-1ay IL-1B. Mientras que IL-1a estd predominantemente unida a la membrana,
IL-1B se secreta.

La activacion de IL-1B usualmente ocurre como un proceso de dos pasos: primero, la
transcripcion de ARNm de IL-1 se induce y traduce como una proteina precursora de IL-
1(pro-IL-1B). Este proceso puede ocurrir después de la activacion de receptores de
reconocimiento de patrones como los receptores tipo Toll (TLR), en el caso de una infeccidn,
o después de la liberacién de alarmas como la IL-1a que ocurre después de la muerte
celular. El segundo paso es la activacion de IL-1B que se basa en la accion de las enzimas

intracelulares (caspasas), que escinden pro-IL-1 en una molécula de 17 kD bioldgicamente
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activa. La IL-1B madura se secreta, se une al receptor de IL-1 y ejerce su funcién biolégica.
La escision de pro-IL-1B puede lograrse mediante dos mecanismos distintos: El primero, que
se presenta tipicamente en monocitos y macréfagos, es dependiente del Inflamasoma
(estructura proteica multimolecular que opera en la maduracion de IL-1B e involucra la
cistein proteasa denominada Caspasa-1, una proteina intracelular inicialmente llamada
enzima convertidora de IL-1).

El proceso de dos etapas de activacién completa de IL-1 es importante en sitios expuestos
a desafios microbianos, como las superficies internas del cuerpo. En estos sitios, no se libera
IL-1B a menos que se produzca una activacién adicional de Inflamasoma. Por ejemplo, la
activacion del Inflamasoma puede ser activada por el ATP liberado por las células
moribundas, que activa el purinoceptor 7 P2X, o por productos de neutréfilos como el
péptido antimicrobiano catelicidina (también conocido como LL-37), producido durante las
respuestas inflamatorias locales con participacion de neutrdfilos. Con la sola presencia de
microorganismos no se desencadena la produccién de IL-1B en los tejidos de la superficie
interna del cuerpo, lo cual evita la produccion incontrolada de IL-1B y la consiguiente
inflamacién en condiciones fisioldgicas.

En el caso de los neutrdfilos, estos tienen un papel especifico en el desencadenamiento de
la respuesta de IL-1B independientemente de la caspasa-1y la activacion del Inflamasoma,
aungue también se han descrito en estas células la existencia de vias para la activacion de
la IL-1 no dependientes del Inflamasoma. En este contexto, es importante mencionar que
otras enzimas, ademas de la caspasa-1, pueden procesar y activar la IL-1. Este proceso,

conocido como la via independiente del Inflamasoma, implica serin-proteasas derivadas de
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neutrdéfilos, en particular la proteinasa-3 (también conocida como mieloblastina), pero
también incluye la elastasa de neutrofilos, la catepsina Gy la granzima A. Otras enzimas que
también activan la IL-1B incluyen la quimasa, las quimotripsinas y la subunidad-meprina A
de las metalo-proteinasas y la subunidad-B32 de la meprina A. Estas vias independientes
del Inflamasoma aseguran una activacién robusta de IL-1 en tejidos inflamados, donde los
neutrofilos son abundantes.

IL-1B es un mediador proinflamatorio altamente potente a nivel tisular que conduce a /la
vasodilatacion, promueve la atraccion de granulocitos al tejido inflamado e induce la
expresion de prostaglandinas. Aparte de estas funciones bien descritas de IL-1B durante la
respuesta inflamatoria aguda, se han descrito efectos adicionales en las células T que
sugieren que la IL-1B podria vincular la inmunidad innata y adaptativa (Schett, Dayer et al.
2015). Sus efectos en el control del centro termorregulador para modular la temperatura
corporal y la generacion de fiebre, asi como sus efectos de activacion de la sintesis y
liberacion de proteinas de fase aguda (Proteina C reactiva, Proteina A sérica del amiloide,
Factor reumatoideo, Haptoglobina, factores del complemento, ceruloplasmina,
fibrindgeno, a-1 antitripsina, a-1 glicoproteina acida), son parte de estos efectos adicionales
gue contribuyen al estadio de enfermedad que caracterizan a los procesos inflamatorios
agudos.

La Interleucina-6 (IL-6) es una citoquina esencial que transmite sefiales de defensa desde
un sitio de invasidon de patdgenos o de daio tisular para estimular la presencia de
reaccionantes de fase aguda, la hematopoyesis y la preparacion de varios érganos internos

para la defensa del huésped. Sin embargo, la produccidn excesiva y sostenida de IL-6 estd

17



asociada con varias enfermedades inflamatorias. Un nivel de IL-6 sérico saludable es inferior
a 4pg/ml, pero este nivel aumenta a varias decenas o incluso a cientos de pg/ml en
enfermedades crénicas segun la gravedad y la ubicacidn de la enfermedad. Pueden ocurrir
valores de mas de 1000 pg/ml durante el shock séptico o en una tormenta de citoquinas;
en casos graves, se puede alcanzar un nivel medido en pg/ml, en el que una sefalizacion de
defensa excesiva puede amenazar la supervivencia del sujeto (Tanaka, Narazaki y Cols.
2016).

En las células diana, la IL-6 se une a un receptor de IL-6 de 80 kDa (IL-6R). El complejo de IL-
6 e IL-6R se asocia con una segunda proteina, gp130, que luego se dimeriza e inicia la
sefializacion intracelular. Mientras que gp130 se expresa en todas las células, IL-6R solo estd
presente en unas pocas células del cuerpo, incluidos los hepatocitos y algunos
leucocitos. Las células que no expresan IL-6R no pueden responder a la citosina, ya que la
gp130 sola no tiene una afinidad mensurable por IL-6. Curiosamente, una forma soluble de
IL-6R (sIL-6R), que comprende la porcion extracelular del receptor, puede unirse a IL-6 con
una afinidad similar a la del IL-6R unido a membrana. El complejo de IL-6 y sIL-6R puede
unirse a gp130 en células que no expresan IL-6R y que no responden a IL-6. Este proceso se
ha denominado trans-sefializacién. La sefalizaciéon trans de IL-6 es proinflamatoria,
mientras que la sefalizacion cldsica de IL-6 a través de la IL-6R unida a la membrana es
necesaria para las actividades regenerativas o antiinflamatorias de la citoquina.

La expresion de IL-6 estd regulada por varios mecanismos que son: el polimorfismo de
genes, la remodelacion de la cromatina, y los niveles transcripcionales y pos-

transcripcionales (Tanaka, Narazaki y Cols. 2016).
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En las lesiones infectadas, los componentes de las estructuras bacterianas y fungicas son
reconocidas por los TLR de la superficie celular y sus dcidos nucleicos son reconocidos por
los TLR intracelulares. La inflamacién no infecciosa debida a quemaduras, cuerpos extrafios,
toxinas, traumatismos e incluso operaciones quirurgicas estériles produce células dafiadas,
necrdticas y una matriz extracelular degradada. Las moléculas derivadas de la lesién tisular
y otras como los acidos grasos libres también son reconocidas por los TLR. La activacion de
la superficie celular y de los TLR intracelulares en monocitos y macréfagos induce la
transcripciéon de ARNm de IL-6 y otras citoquinas proinflamatorias, como TNFa e IL-18, a
través del factor nuclear-kappa B (NF-kB). La sefializacién de TNFa o IL-1B también induce
la transcripcion del ARNm de interleucina 6 (IL-6). Después de la transcripcion, el ARNm de
IL-6 se regula a nivel postranscripcional por elementos ricos en adenil-uridilato (ARE)
ubicados en la region 3’UTR del ARNm de IL-6. Una nucleasa conocida como RNasa-1
reguladora (Regnasa-1) degrada el ARNm de IL-6 transcripcionalmente activo al unirse a IL-
6 3’'UTR en el citoplasma, el reticulo endoplasmicoy los ribosomas. En contraste, la proteina
de union al ARN, proteina 5a que contiene el dominio interactivo rico en AT (Arid5a), se
expresa en respuesta a la presencia de lipopolisacarido (LPS), IL-1B e IL-6 en macréfagos y
bajo condiciones de polarizacion Th17 en células T. El ARNm de IL-6 unido a Arid5a estd
protegido de la degradacion por Regnasa-1 en el citoplasma. Las funciones contrarias de
Arid5a y Regnasa-1 con respecto a la estabilidad del ARNm de IL-6 indican que el equilibrio
dindmico entre los dos gobierna la produccion y la cantidad de IL-6.

También la IL-6 desempeiia un papel fundamental en la configuraciéon de la respuesta

inmune adquirida al promover la diferenciacion de las células B en células plasmdticas
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productoras de inmunoglobulina y aumentar el nivel de gamma globulina en el suero. La IL-
6 también apoya la supervivencia de los plasmablastos que son precursores de las células
plasmaticas. En las células T, IL-6 regula la direccion de la diferenciacién especifica de las
células T CD4 virgenes. La IL-6 y el factor de crecimiento transformante B (TGFB) son
requeridos en accion coordinada para la diferenciacién de Th17, las cuales producen IL-17,
IL-21 e IL-22 y contribuyen a la proteccidn contra infecciones bacterianas o fungicas. La IL-
6 tiene otros efectos vinculados con la enfermedad como la actividad de caquectina
mediante la cual induce en los musculos la protedlisis de actina y la miosina para la provisiéon
de aminoacidos en los procesos de defensa activa. (Narazaki and Kishimoto 2018,
Murakami, Kamimura y Cols. 2019).

La Interleucina 8 (IL-8), también conocida como CXCLS, es una quimiocina proinflamatoria
de tipo CXC! que se procesa para dar lugar a una proteina funcionalmente competente de
77 aminoacidos, en el caso de la IL-8 producida por células parenquimatosas, y de 72
aminodcidos en el caso de la producida por monocitos y macrofagos. La produccion de IL-8
estd regulada principalmente por los factores de transcripcion NF-kB y en menor medida
por el Factor Nuclear (NF)-IL6. IL-8 es una quimiocina fundamental para promover la
infiltracidn tisular por los leucocitos polimorfonucleares. Los efectos biolégicos de la IL-8 se

ejercen a través de dos receptores de superficie llamados CXCR1 y CXCR2 ubicados en

1

Las quimiocinas se dividen en cuatro familias: dos mayores con numerosas proteinas y dos menores con una o dos
proteinas cada una. La nomenclatura se estandarizoé el aiio 2000 basado en la secuencia de residuos de cisteina. Una
de las familias mayores se caracteriza por la presencia de un aminodacido entre las dos primeras cisteinas, se
denomina CXC o alfa. La otra familia mayor presenta las dos primeras cisteinas en forma adyacente y se denomina CC
o beta. La proteina de la familia menor CX3C presenta tres aminoacidos entre las dos primeras cisteinas. Por ultimo, la
familia menor XC, tiene proteinas con un solo enlace disulfuro?
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dichas células. Estos receptores comparten una notable similitud y homologia en su
secuencia, lo que sugiere que son el producto de una duplicacion de genes. Las sefiales de
estos receptores se transmiten a través de la membrana plasmatica mediante cambios
conformacionales que exponen regiones en los bucles intracelulares del receptor. Estos
cambios conformacionales permiten que las proteinas G se unan (principalmente Gai,
aunque posiblemente también estén involucradas otras proteinas G insensibles a la toxina
pertussis). La activacién de las proteinas G determina la activacion de la Fosfoinositol-3-
quinasa (PI3Kinasa), la fosfolipasa C y los miembros de la familia de proteinas RAS. Estos
eventos a su vez determinan la activacién de la via AKT-(protein cinasa B) diana de
rapamicina en células de mamifero (mTOR), la activacidn de la Protein quinasa C(PKC) y la
entrada de calcio idnico en el citosol. La reorganizacién del citoesqueleto estd mediada
principalmente por las GTPasas de proteinas Ras homologas (Rho) y la quinasa de adhesién
focal (FAK), que reorganiza el citoesqueleto de actina a través del complejo de Proteinas
Relacionadas con la Actina (ARP) 2/3. Estas vias de sefializacién pueden tener efectos en
multiples funciones de leucocitos ademds de la migracién. La quimioatraccién de
neutrdfilos al foco inflamatorio estd mediada por diferentes sustancias, entre las que se
destacan una familia de quimiocinas (entre las que destaca la IL-8), que actuan sobre los
receptores de quimiocinas CXCR1 y CXCR2. Los receptores CXCR1 y CXCR2 no comparten
los mismos ligandos. CXCR1 se activa solo en respuesta a CXCL1, CXCL6 y CXCL8, mientras
gue CXCR2 se activa con varias quimiocinas CXC, ademds de las mencionadas
anteriormente, como: el Oncogén regulado por crecimiento alfa (GROa), el Oncogén

regulado por crecimiento beta (GROB), el péptido activador de neutroéfilos GPC-2, el Péptido

21



activador de neutrdfilos 2 (NAP-2) y el Péptido activador de neutréfilos epiteliales (ENA -
78). La exposiciéon de estos receptores a sus ligandos determina la internalizaciéon
intracelular y, por lo tanto, la desensibilizacion de la célula a la quimiocina. Ademas, las
funciones de CXCR1 y CXCR2 no se superponen, ya que la primera ademads de la quimiotaxis
parece jugar un papel importante en la activacion de la capacidad microbicida de los
leucocitos polimorfonucleares. La consecuencia de su funcionamiento es la acumulacién de
leucocitos activados en el sitio de infeccidn o foco de inflamacién(Baggiolini, Loetscher y
Cols. 1995, Gonzalez-Aparicio y Alfaro 2019).

La Interleucina-10 es una citoquina antiinflamatoria esencial que juega funciones
importantes como regulador negativo de las respuestas inmunes a los antigenos
microbianos. Tiene un amplio espectro de funciones antiinflamatorias y puede suprimir las
respuestas inmunes a antigenos extrafios o a antigenos propios. Actua principalmente
sobre las células presentadoras de antigenos, como los monocitos y macréfagos, inhibiendo
la liberacién de mediadores pro-inflamatorios, incluidos TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF), por parte de estas células. La IL-10 también inhibe la
presentacion de antigenos reduciendo tanto la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Il (MHC Il) como la co-estimulacion de moléculas que facilitan el
contacto intracelular (por ejemplo, CD86) y de las moléculas de adhesion (por ejemplo,
CD54). Ademas, la IL-10 inhibe la produccién y/o la secrecidn de citoquinas necesarias para
la diferenciacién de las células T CD4 +, como la IL-12 y la IL-23. Es decir que, ademas estas

formas indirectas de inhibir las respuestas de las células T a través de la regulacién negativa
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de las funciones de las Células presentadoras de antigenos (APC), la IL-10 también puede
inhibir directamente la proliferacién y la produccién de citoquinas de las células T CD4 +
(Groux, Bigler y Cols. 1996). La IL-10 puede producirse en respuesta a sefiales pro-
inflamatorias por practicamente todas las células inmunes, incluyendo células T, células B,
macréfagos y células dendriticas. Dada su funciéon en el mantenimiento del delicado
equilibrio entre la inmunidad efectiva y la proteccién de los tejidos, es evidente que la
expresion de IL-10 es altamente dindmica y necesita ser estrechamente regulada. IL-10 estd
formada por homodimeros unidos de forma no covalente, que se unen a dos cadenas
receptoras, IL-10R1 e IL-10R2. IL-10R1 se une a IL-10 con alta afinidad y es especifico para
el receptor de IL-10, mientras que IL-10R2 es un componente comun de los receptores para
IL-22, IL-26, IL-28A, IL-28B, y IL-29. Mientras que la cadena IL-10R2 se expresa de manera
ubicua, IL-10R1 esta presente principalmente en los leucocitos. De hecho, IL-10 es el Unico
miembro, que actla principalmente sobre los leucocitos(Ouyang, Rutz y Cols. 2011, Rutz,
Wang y Cols. 2014).

La IL-10 induce sefiales a través de la via de sefializacion Janus kinasa (Jak) /activador de la
transcripcion (STAT). Jakl y tirosyn-kinasa 2 (Tyk2) estan asociados con IL-10R1 e IL-10R2,
respectivamente. La unién de IL-10 al receptor conduce a la fosforilacion del receptor
dependiente de Jak. Esto permite el reclutamiento de STAT3 y en menor medida STAT1.
Jakl y Tyk2 fosforilan STAT3 en la tirosina 705, lo que lleva a su disociacion del receptory
la formacién de un homodimero activo el cual continua la ruta de activacion de los

intermediadores antiinflamatorios (Rutz and Ouyang 2016).
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El equilibrio TH1/TH2 es uno de los aspectos mas importantes de la accién
inmunomoduladora de la IL-10. TH1 y TH2 desempefian funciones importantes en la
inmunidad mediada por células y la inmunidad de las mucosas respectivamente. IL-10
mejora la activacion y proliferacién de las células B (respuesta TH2), que son importantes
en la defensa mucosa frente a las toxinas bacterianas y pardsitos intestinales (Mollazadeh,
Cicero et al. 2019) y, por el contrario, inhibe la activacién de la respuesta TH1 reduciendo la

potencia de la respuesta inmune celular, principal mediador de la inflamacién.

Factor de necrosis tumoral a(TNF-a). - Se ha demostrado que ésta es la citoquina pro
inflamatoria maestra: modula multiples vias de sefalizacién con amplios efectos
posteriores. El TNF-a desempena un papel vital en la respuesta inmunitaria tipica a través
de la regulacién de una serie de vias que abarcan una reaccién inflamatoria inmediata con
una significativa participacion de la inmunidad innata, asi como la activacidén celular con la
proliferacion subsiguiente y la muerte celular programada o la necrosis. Como podria
esperarse con un espectro tan amplio de efectos celulares y vias de sefalizacidn complejas,
el TNF-a también se ha relacionado con varios estados de enfermedad, como la artritis
reumatoide, la espondilitis anquilosante y la enfermedad de Crohn. Desde el momento de
su descubrimiento hace mas de 40 afios, el ligando de TNF y sus receptores, el receptor de
TNF (TNFR) 1 y 2, se han clasificado en dos superfamilias complementarias, a saber,
Superfamilia TNF (TNFSF) y superfamilia de receptores TNFR (TNFRSF), 19 ligandos y 29 de
los receptores han sido identificados. El TNF-a se produce principalmente por
monocitos/macréfagos, pero varios otros tipos de células, como los linfocitos T y B, los

mastocitos, las células asesinas naturales, los neutréfilos, los fibroblastos y los osteoclastos,
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también pueden secretar TNF-a, aunque en cantidades mas pequefas(Holbrook, Lara-

Reynay Cols. 2019).

La secrecién de TNF-a puede ser inducida por elementos estructurales conservados
comunes a los patégenos microbianos, incluidos restos de pared celular, como el
peptidoglicano, el lipopolisacarido (LPS) y los motivos bacterianos de ADN CpG, que son
capturados por receptores tipo Toll (TLR). Los TLR transcripcionalmente inducen a las
citosinas proinflamatorias, incluido el TNF-a, a través de la convergencia de las vias de
activacion de NF-kP y NF-AT, y mejoran la eficiencia de la traduccion(Locksley, Killeen y Cols.

2001).

Interferones (IFN): Los IFNs se descubrieron originalmente como agentes que interfieren
con la replicacién viral. Inicialmente, se clasificaron segun el tipo de célula secretora, pero
ahora se clasifican en tipo | y tipo Il segun la especificidad del receptor y la homologia de

secuencia.

Los IFNs de tipo | estdn compuestos por multiples subtipos de IFN-a (14-20, dependiendo
de la especie), IFN-B, IFN-w, IFN-k, IFN-6 e IFN-t1, todos los cuales estan relacionados
estructuralmente y se unen a un receptor heterodimérico comun (IFNAR, compuesto por
Cadenas IFNAR1 e IFNAR2). Aunque los IFN de tipo | son secretados a niveles bajos por casi
todos los tipos de células, las células hematopoyéticas son los principales productores de
IFN-a e IFN-w, mientras que los fibroblastos son una fuente celular importante de IFN-PB.
IFN-B también es producido por macréfagos bajo estimulos apropiados. La infeccion viral es

el estimulo clasico para la expresion de IFN-a e IFN-B. IFN-y es el unico tipo Il IFN.
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Estructuralmente no esta relacionado con los IFNs de tipo |, se une a un receptor diferente
y estad codificado por un locus cromosdmico separado. Inicialmente, se creia que los
linfocitos de células auxiliares CD4 T tipo 1 (Th1), los linfocitos citotéxicos CD8 y las células
NK producian exclusivamente IFN-y. Sin embargo, ahora hay evidencia de que otras células,
tales como las células B, las células NKT (células T con actividad de asesinas naturales) y las
células profesionales presentadoras de antigenos (APC), segregan IFN-y. La produccion de
IFN-y por APC profesionales [monocitos/macréfagos, células dendriticas (CD)] que actdan
localmente puede ser importante en la autoactivacion celular y la activacidon de células
cercanas. La secrecion de IFN-y por las células NK y las APC profesionales es importante en
la defensa temprana del huésped contra la infeccion, mientras que los linfocitos T se
convierten en la principal fuente de IFN-y en la respuesta inmunitaria adaptativa(Gessani

and Belardelli 1998, Frucht, Fukao y Cols. 2001, Sen 2001).

La produccion de IFN-y esta controlada por citoquinas secretadas por APC, especialmente
interleucina (IL)-12 e IL-18. Estas citoquinas sirven como un puente para vincular la infeccién
con la produccién de IFN-y en la respuesta inmune innata. En macréfagos, células NKy T, Ia
combinacidn de la estimulacidon de IL-12 e IL-18 aumenta aln mas la produccidn de IFN-y.
Los reguladores negativos de la produccion de IFN-y incluyen IL-4, IL-10, factor de
crecimiento transformante B y glucocorticoides. La estimulacion de IFN-y induce una
sustitucion de lo constitutivo de las Subunidades proteasoma con subunidades
"inmunoproteasoma”, esto sirve para aumentar los niveles y la diversidad de los epitopos
presentados para el reconocimiento de células T CD8 en el contexto de MHC de clase | vy,

por lo tanto, para aumentar la vigilancia inmunoldgica. IFN-y, ademas, es capaz de inducir
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la expresion de MHC de clase Il en células que no expresan de forma constitutiva estos
genes (APC no profesionales)(Munder, Mallo y Cols. 1998, Dinarello 1999, Akira 2000,

Schindler, Lutz y Cols. 2001)

El IFN-y es un producto importante de las células Th1l y ademas sesga la respuesta inmune
hacia un fenotipo Thl. IFN-y logra esto mediante la promocion de mecanismos
caracteristicos de los efectos de Th1: inmunidad mediada por células innatas (a través de la
activacion de las funciones de los efectos de las células NK), inmunidad citotéxica especifica
(a través de las células T en interacciones con APC) y activacion de macrofagos. La
inmunidad citotéxica especifica inducida por el IFN-y se promueve mediante mecanismos
directos e indirectos. IFN-y promueve la inmunidad citotdxica especifica por mecanismos
indirectos, como la inhibicién del crecimiento de poblaciones Th2 y la regulacién positiva
del procesamiento de antigenos, de la presentacion y de la expresion de moléculas co-
estimuladoras de APC, aumentando asi la diferenciacién de CD4+. IFN-y también influye de
manera mas directa en la diferenciacién de células CD4+ naive hacia un fenotipo Th1l. El
fenotipo adoptado por una célula T naive durante la activacién de la célula T esta
fuertemente influenciado por citoquinas presentes en el medio en el momento del
compromiso del receptor de la célula T con el antigeno. IFN-y e IL-12 son las citoquinas
prototipicas que dirigen la diferenciacion a Th1 durante la respuesta primaria al antigeno,
en cambio IL-4 dirige la diferenciacion de las poblaciones a Th2. IFN-y induce la produccién
de IL-12 en los fagocitos, e inhibe la secrecion de IL-4 por las poblaciones de Th2, lo que
puede impulsar aun mas la diferenciacién de Th1 in vivo(Gajewski and Fitch 1988, Yoshida,

Koide y Cols. 1994).
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IL-12 e IFN-y coordinan el vinculo entre el reconocimiento de patdgenos, por las células
inmunes innatas, y la induccién de inmunidad especifica, al mediar un circuito de
retroalimentacion positiva para amplificar la respuesta Th1l. El LPS y otros patrones
moleculares asociados a patdgenos desencadenan directamente la produccion de IL-12 tras
el reconocimiento por macréfagos, CD y neutrdfilos, que a su vez inducen la secrecion de
IFN-y en células T CD4+ y células NK estimuladas con antigeno. IL-18 es altamente sinérgica
con IL-12 para la produccién de IFN y tiene funciones importantes en la respuesta Th in vivo.
La secrecion de grandes cantidades de IFN-y o IL-4 conduce a la definicion caracteristica de
las células Thl o Th2, respectivamente. Estas citoquinas funcionan para promover
directamente lainmunidad mediada por células (IFN-y) o lainmunidad humoral (IL-4) y para
antagonizar reciprocamente las acciones de las demas, polarizando ain mas la respuesta.
Por ejemplo, IL-4 inhibe la activacién dependiente de IFN-y de las funciones del efector de
macrofagos. A la inversa, IFN-y antagoniza la induccién dependiente de IL-4 del receptor de
IgE, FceRIl (Kubin, Chow y Cols. 1994, Boehm, Klamp y Cols. 1997, Dinarello 1999, Akira

2000).

Otro de los efectos mds importantes de IFN-y en los macréfagos es la activacion de
funciones efectoras microbicidas. Los macréfagos activados por IFN-y, muestran un
aumento de la pinocitosis y la fagocitosis mediada por receptores, asi como una capacidad
mejorada de destruccion microbiana. La capacidad microbicida activada por IFN-y incluye
la induccién del sistema oxidasa dependiente de NADPH de los fagocitos (NADPH oxidasa
"estallido respiratorio"), agotamiento del triptdfano y regulacién positiva de la produccién

y activacion de enzimas lisosomales que promueven la destruccién de los microbios.

28



Similares mecanismos microbicidas son activados por IFN-y en los neutréfilos(Boehm,

Klamp y Cols. 1997).

La capacidad de IFN-y para coordinar la transicidon de la inmunidad innata a la inmunidad
adaptativa la distingue de los otros IFNs. Los mecanismos por los cuales IFN-y coordina esta
transicién incluyen: ayuda en el desarrollo de una respuesta tipo Thl, promoviendo
directamente el cambio de isotipo de células B a IgG2a, y la regulacion de las interacciones
leucocito-células endoteliales locales (Snapper and Paul 1987, Huang, Hendriks y Cols.
1993). El IFN-y organiza el trafico de células inmunes especificas para sitios de inflamacién
a través de la promocidn de la expresién de las moléculas de adhesion de las quimiocinas.
IFN-y y el Oxido Nitrico producido en el sitio de la inflamacién causa dilatacién local de los
vasos sanguineos, modificando asi el caudal y acumulacién de sangre en vasos. El medio de
citoquinas/quimiocinas instruye a los subconjuntos especificos de leucocitos para
extravasar el tejido a través de las interacciones entre las moléculas de adhesidn presentes
en los leucocitos y las superficies endoteliales ("diapédesis”). El IFN-y regula este proceso
mediante la regulacién de la expresidon de quimiocinas [P. Ej., Proteina 10 inducida por
Interferén gamma (IP-10), proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), Monocina
inducida por interferén gamma (MIG), proteina inflamatoria de macréfagos (MIP-1),
guimiocina expresada y secretada por linfocitos T normales regulada por activacién
(RANTES)] y moléculas de adhesién [p. Ej., la molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-1),
molécula de adhesién celular vascular 1 (VCAM-1)]. TNF-a e IL-1 regulan sinérgicamente

muchas de estas moléculas(Schroder, Hertzog y Cols. 2004).
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3.6 INFLAMASOMA

Los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) presentes en los microbios
invasores y los patrones moleculares asociados al peligro (DAMP) resultantes de las
agresiones celulares son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patdégenos
(PRR). Este proceso de reconocimiento da como resultado la activacion de un complejo
proteico supramolecular citosélico conocido como Inflamasoma que actua como una
plataforma de seializacién e inicia una respuesta inflamatoria al desencadenar la
produccién de citosinas proinflamatorias [interleucina-1B (IL-1B) e interleucina-18 (IL-18)].
El Inflamasoma es una plataforma de seializacién filamentosa de tres componentes
(sensor, adaptador y efector) que protege de multiples infecciones patogénicas al estimular
la maduracién proteolitica de las citosinas proinflamatorias y la muerte celular piroptética.
Las proteinas sensoras se dividen en dos clases: las denominadas Ausentes en los
receptores tipo melanoma 2 (AIM2) y los receptores tipo NOD (Dominio de oligomerizacién
por unién de nucledtidos) (NLR por sus iniciales en inglés). AIM2 e IFI116 (proteina inducible
por interferén gamma) pertenecen a la familia NLR y comprenden un Dominio de Pirina
(PYD) N-terminal que interactia con la proteina adaptadora ASC (proteina asociada a la
apoptosis) y un dominio HIN (localizacion nuclear, hematopoyético, inducible por
interferén) C-terminal para el reconocimiento de doble cadena de ADN (dsDNA). Los NLR
tienen una organizacién de dominio tripartita y consisten en: (1) CARD N-terminal o
inhibidor de baculovirus de la repeticion de la proteina de apoptosis (BIR) o PYD, que media
en las interacciones proteina-proteina homotipicas para la sefializacion posterior; (2)

dominio central de uniéon a nucledtidos (NBD) o dominio NACHT [NAIP (neuronal apoptosis
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inhibitory protein), CIITA (MHC class Il transcription activator), HET-E (incompatibility locus
protein from Podospora anserina) que provoca la oligomerizacion inducida por ATP;y (3)
serie multiple C-terminal de repeticiones ricas en leucina (LRR), que son responsables de la
deteccidn de ligandos y la autorregulacion. El dominio NBD pertenece a las tres subfamilias
que incluyen: NOD/NLRC [(proteina que contiene el dominio CARD de la familia NLR) NOD1—
5], NLRP/NALP [(proteina receptora tipo NOD) NLRP1-14] e IPAF [(proteina que contiene el
dominio CARD de la familia NLR) factor activador de proteasa (NLRC4 y NAIP)]. El genoma
humano codifica 23 NLR; sin embargo, solo unas pocas proteinas NLR, como NLRP1, NLRP3,
NLRP6, NLRP7, NLRP9, NLRP12 y NLRC4, forman inflamasomas y activan la caspasa-1. Estos
NLR comparten dominios NACHT estructuralmente similares, pero su activacién es iniciada
por diferentes estimulos.

Las proteinas sensoras como NLRP3 y AIM2, requieren la proteina adaptadora ASC para el
ensamblaje y la activacidn del Inflamasoma 'y, por lo tanto, se conocen como inflamasomas
dependientes de ASC. Otras interacciones homotipicas de ASC “ARP con caspasa-1 ““RP dan
como resultado la liberacion de IL-1B e IL-18. Estos eventos facilitan las vias de sefializacion
de NF-kB (potenciador de la cadena ligera kappa del factor nuclear de las células B
activadas), JNK (quinasa N-terminal de Jun) y p38 MAPK (proteina quinasa activada por
mitégeno) que conducen a una alta expresidén niveles de citocinas y quimiocinas, y el
reclutamiento concomitante de células inmunitarias en el sitio de invasién de patégenos o
dafio tisular. Otros sensores con CARD (p. ej.,, NLRC4/NAIP y NLRP1) pueden activar

directamente la caspasa-1 y, por lo tanto, son representantes de los inflamasomas
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independientes de ASC. Sin embargo, los estudios informados sobre la funcién de este
ultimo muestran que la presencia de ASC aumenta la secrecién de IL-1B (Faustin,2007)

Los inflamasomas no candnicos no son particulas de inflamasomas per se. En cambio, la
oligomerizacion y la autoactivacion de la Caspasa estan mediadas por la unién directa del
dominio CARD de la caspasa-11 con componentes de la pared celular de bacterias como el
lipido A intracelular y el lipopolisacarido (LPS). Esta unién induce la oligomerizacién y la
activacion de la Caspasa, con la subsiguiente escisién de la gasdermina D (GSDMD) vy la
muerte celular por piroptosis.

La desregulacion de la activacion del Inflamasoma es responsable de varias enfermedades
autoinflamatorias que estdn asociadas con altos niveles de secrecion de IL-1B y/o IL-
18. Actualmente, se ha logrado un progreso significativo en la comprension de la activacién,
ensamblaje y regulacién de los inflamasomas. Sin embargo, el estudio de las bases
moleculares responsables del ensamblaje del Inflamasoma y su disolucion es todavia un
campo emergente. Los estudios estructurales y biofisicos completos ayudardn en la
identificacion de los factores que influyen en la formacién y el desmontaje del Inflamasoma,
asi como en el descubrimiento de dianas terapéuticas destinadas a disefiar nuevos farmacos
antiinflamatorios (Sharma, M. 2021).

El Inflamasoma NLRP3 (también denominado criopirina o NALP3, dominios NOD, LRR y
pirina que contiene Proteina 3) ha sido hasta ahora el miembro mejor estudiado de esta
amplia familia. Se requieren dos sefales para la activacién completa del NLRP3, incluyendo,
en primer lugar, una activacién del NF-kB dependiente del TLR, que da lugar a la regulacion

de la expresion del NLRP3 y del pro-IL-1B ("cebado") y, en segundo lugar, una seial de
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activacion del NLRP3, que comprende multiples moléculas extrafias y endégenas. El gran
numero de activadores conocidos de NLRP3 hace que sea muy poco probable que NLRP3
perciba directamente todos estos diferentes desencadenantes. En cambio, ahora se
reconoce generalmente que la activacién de NLRP3 se produce principalmente como
consecuencia de una forma comun de estrés celular provocado por los diferentes estimulos.
Actualmente se consideran tres mecanismos principales para dicha activacion. El primero,
denominado modelo de canal, esta relacionado con el flujo de K+ desde la célula (que puede
también ser inducido por virus). El segundo, denominado modelo de ruptura del lisosoma,
depende de la desestabilizacién y la ruptura del compartimento del fagolisosoma,
especialmente tras la digestion de material particulado, y que da lugar a la liberacién de la
proteina lisosomal catepsina B como activador de NLRP3. El tercer modelo, denominado
modelo de especies reactivas de oxigeno (ROS), implica la formacion de ROS, la
desregulacién del estado redox celular y el estrés mitocondrial como mecanismos clave en
el proceso de activacion de NLRP3. Dos argumentos principales apoyan este modelo. En
primer lugar, cabe destacar que todos los activadores de NLRP3 son capaces de inducir la
generacién intracelular de ROS, y en segundo lugar, el tratamiento con diversos
eliminadores de ROS puede bloquear la activacién de NLRP3 por multiples agonistas (Lugrin,
Rosenblatt-Velin, Parapanov, & Liaudet, 2014).

Otro modelo propuesto que desencadena el ensamblaje del NLRP3 es la reduccion de la
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD). Se ha demostrado que los inductores del NLRP3,

como el ATP y la nigericina, causan daino mitocondrial. Ademas, el dafio inducido por el ATP
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y las ROS en las mitocondrias provoca reducciones en los niveles citoplasmaticos de

NAD+(Gurung, Lukens, & Kanneganti, 2015).

La proteina ausente en el melanoma 2 (AIM2) es un receptor intracelular de reconocimiento
de patrones y al detectar el ADN citosdlico bacteriano y viral se oligomeriza con la proteina
adaptadora ASC para formar el inflamasoma-AIM2, que activa la caspasa-1 y provoca la
secrecion de IL-1PB. La desregulacion del inflamasoma-AIM2 da lugar a enfermedades auto-
inflamatorias y autoinmunes como la psoriasis y el lupus eritematoso sistémico. El AIM2
también esta implicado en el aneurisma de la aorta abdominal y en la glomerulonefritis
asociada al virus de la hepatitis B (Kaneko y Cols, 2015).

Es el primer miembro de la familia no-NLR, y la oligomerizacién dentro del Inflamasoma se
produce por la unién del dominio HIN C-terminal. Como en el caso de otros inflamasomas,
al autoactivarse, la caspasa-1 dirige la maduracién y secrecién de citoquinas
proinflamatorias (como la IL-1B y la IL-18). Los requisitos de ligando para AIM2 son bastante
permisivos, ya que el dsDNA citosélico de virus, bacterias o el propio huésped pueden
activar el inflamasoma-AIM2 (Schroder & Tschopp, 2010).

La pro-IL-1P estad ausente en las células en reposo, la activacidn del Inflamasoma representa
el segundo paso en la generacidén de la IL-1B bioactiva escindida. El primer paso es la
regulacién de la expresion del gen de la IL-1B, un proceso que en este contexto se denomina
cebado. Dependiendo del tipo de célula, el cebado también puede aumentar la expresion
de NLRP3 y potencialmente de otros factores implicados en la activacién del Inflamasoma.

Esto ocurre, por ejemplo, en respuesta a la activacién de los receptores de reconocimiento
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de patrones (PRR) unidos a la membrana y conlleva la activacién de factores de
transcripcion, como el NF-kB (O. Gross, 2012).

La caspasa-1 activa procesa las citoquinas proinflamatorias prollL-1B y pro-IL-18, que se
secretan de forma no convencional al escindirse la caspasa-1. El procesamiento y la
secrecion de pro-IL-1B y pro-IL-18 mediada por el Inflamasoma permite una respuesta
proinflamatoria rapida, pero estrechamente regulada y altamente inducible. Ademas de la
secrecidn de citoquinas, la activacién del Inflamasoma también puede desencadenar una
muerte celular inflamatoria denominada piroptosis, que sirve para frenar la replicaciéon

intracelular de patégenos (de Zoete, Palm, Zhu, & Flavell, 2014).

La piroptosis es un modo de muerte celular no homeostatico y litico que requiere la
actividad enzimdtica de la caspasa-1. Las células que mueren por piroptosis presentan
hinchazén citoplasmatica y ruptura de la membrana plasmatica, caracteristicas que
comparten con la muerte celular necrética independiente de las caspasas (Lamkanfi & Dixit,

2014).

Dado que un acontecimiento clave en la piroptosis es la pérdida temprana de la integridad
de la membrana plasmatica, se ha adoptado el ensayo de liberacién de lactato
deshidrogenasa (LDH) como uno de los principales enfoques para caracterizar la muerte
celular por piroptosis. La LDH es una enzima citosélica liberada por las células dafiadas y su
presencia en los sobrenadantes de cultivo se detecta por la conversién de lactato en
piruvato con la reduccion paralela de NAD a NADH (Lage, Amarante-Mendes, & Bortoluci,

2013).
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En la mayoria de los estudios sobre el inflamasoma, se utiliza el lipopolisacérido (LPS) para
elevar los niveles de pro-IL-1B antes de la estimulacidén del inflamasoma; no obstante, en
lugar del LPS puede utilizarse una amplia gama de estimulos activadores del factor B nuclear
(NF-B), como el factor de necrosis tumoral (TNF), el CpG o la propia IL-1. Dado que la
principal lectura de la activaciéon del inflamasoma es la secrecion de la forma bioactiva
escindida de la IL-1B, los investigadores que trabajan en el campo del inflamasoma suelen
"cebar" sus células con LPS antes de realizar la estimulacién real del inflamasoma con
activadores. Mientras que in vitro esta claro que una sefial inflamatoria como el LPS es
necesaria para inducir la sintesis de prolL-1pB, el requisito de un agente de cebado distinto
para inducir prolL-1p in vivo es un hecho cuestionable. La activacién del inflamasoma, que
se ve fuertemente favorecida por el propio paso de cebado a través de la regulacion al alza
de NLRP3, conduce al procesamiento y secrecién de IL-1 madura (Olaf Gross, Thomas

Christina, Guarda, & Tschopp, 2011).

Una via de activacién propuesta para Inflamasoma NLRP3 es la via comun de ROS. La fuente
de ROS actualmente no estd clara, pero anteriormente se sugirié la participacién de una o
varias de las siete oxidasas NADPH conocidas. Sin embargo, los macréfagos deficientes en
subunidades especificas de tres de las siete NADPH oxidasas, es decir, NOX1, NOX2 y NOX4,
responden normalmente a activadores del Inflamasoma o incluso tienen una actividad
ligeramente mayor lo que sugiere un posible papel de otros miembros de la NADPH oxidasa

o una redundancia funciona (Lugrin, Rosenblatt-Velin, Parapanov, & Liaudet, 2014).

Todo lo anterior muestra la existencia de una compleja red de interacciones celulares/

moleculares entre ambos tipos de inmunidad, que asegura la eficacia reguladora de la
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respuesta inmune. En este orden, la posibilidad de manipular este proceso con productos
ajenos a esta red se ha convertido en un propdsito largamente ambicionado por la fdrmaco

inmuno-terapeutica.

En este orden se conoce, que para mantener un organismo saludable es importante
mantener un sistema inmunitario en un correcto funcionamiento, para esto se cuentan con
algunos recursos farmacoldgicos los cuales, ademas de promover o inhibir la respuesta,
también pueden producir efectos adversos no deseados. En este sentido es que se estan
estudiando moléculas que sean capaces de estimular o de inhibir ciertas funciones del
sistema inmune conociéndose esto con el término de inmunomodulacion. Sin embargo, es
imprescindible excluir la posibilidad de que a las dosis en las que hay efecto farmacoldgico
existan tales efectos adversos, por lo que en este estudio se inicia explorando la actividad
de los extractos sobre la funcionalidad de las células con las que desde el principio se ponen

en contacto los compuestos extraiios a su entrada al torrente sanguineo.

La inmunomodulacién, especificamente, de la inmunidad innata como primer sistema de
respuesta del organismo después las barreras fisicas, se puede dar en distintos momentos
de cada uno de sus niveles y componentes, tanto en el nivel de las células principales que
la componen, como de las moléculas efectoras generadas en las respuestas. Es asi que
encontramos estudios en los que la modulacién de la inmunidad innata resulta de gran
ayuda en el control de las enfermedades a través de la generacion de estrategias para
reforzar el sistema o para controlarlo. Los ultimos avances también contemplan el
entrenamiento de la inmunidad innata con una modulacidn a través de la reprogramacion

epigenética; esto conduce a programas transcripcionales que reconfiguran la sefializacion
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intracelular inmune de las células de la inmunidad innata, y también inducen un cambio en
el metabolismo celular de la fosforilacidn oxidativa hacia la glucélisis aerdbica, aumentando
asi la capacidad de las células para responder a la estimulacion (Netea, Joosten y Cols.

2016).

A través de la inmunomodulacién de la respuesta innata o no especifica se pueden generar
importantes herramientas de gran importancia para determinar el momento 6ptimo para
obtener el resultado deseado. En muchos casos una intervencidn temprana para la
prevencion puede llevar a tener resultados positivos para la salud. Es importante destacar
que las principales consecuencias de lainmunomodulacidn pueden ser: a)el que no se tenga
ningun efecto, b) que se tenga una inmunosupresion que puede generar una mayor
susceptibilidad a las enfermedades, pero que puede regular dafio tisular generado por
inflamacién particularmente la de origen autoinmune o c) se puede suscitar una
inmunopotenciacion o inmunoestimulacién que puede contribuir a eliminar agentes
infecciosos como virus o parasitos intracelulares pero también generar enfermedades

autoinmunes o de hipersensibilidad (Tsitoura y Tassios 2006).

El estudio de productos naturales con fines terapéuticos va creciendo en nuestro medio,
mediante la busqueda de principios activos que cuenten con margenes de seguridad para
su uso clinico, ademas de poder establecer un correcto uso de tales productos. En Bolivia
cada vez se va estudiando mas las plantas, debido a la gran riqueza vegetal que se tiene en
el pais y el multiple uso por las distintas etnias, ademdas de poder revalorizar la medicina

tradicional en el uso de las plantas con fines terapéuticos.
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El poder conocer la capacidad de inmunomodulacién por productos naturales para mejores
terapias se inicié en nuestro laboratorio partiendo de plantas de uso muy comun como es
el caso Musa paradisiaca (platano) en células del sistema inmune (Terrazas K. 1998) , otros
estudios referidos a la inmunomodulacién son los de la manzanilla y la Echinaccea (Rios,
Otero y Cols. 2008).

En este estudio, se pretende conocer el potencial inmunomodulador de plantas
amazonicas, seleccionadas por su uso en la ethomedicina a través de sus efectos en células
del sistema inmune innato. En este orden, como se menciond antes, se plantea evaluar los
efectos citotdxicos y funcionales de plantas usadas tradicionalmente en la medicina
herbolaria sobre las células sanguineas que ejercen actividades propias de la inmunidad
innata. El conocimiento que se genere cobra una importancia relevante en el propdsito de
obtener los beneficios de los productos naturales con efecto inmunomodulador, los mismos
gue, ademas de brindar la posibilidad de contar con terapias seguras, por tener como
referencia el uso de estas plantas con diferentes actividades terapéuticas por las
poblaciones étnicas de nuestro pais, también aporten la posibilidad de que las mismas se
vean favorecidas con los resultados de que se persiguen en este trabajo en el campo

farmacoterapéutico oficial.

Para nuestro estudio se recolectaron y seleccionaron tres plantas muy conocidas en sus
distintos usos por la Etnias de la Amazonia Boliviana las cuales son: Equisetum giganteum
L. (cola de caballo), Croton lechlery Miill. Arg (sangre de Grado) y Erytroxylum coca lam

(coca). Los aspectos tedricos de las mismas se describen a continuacion.
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3.7 Equisetum giganteum L.-

También conocida como “cola de caballo gigante” (inglés), “cavalinha” (portugués), es una
planta nativa de América del Sur y Central que pertenece a la familia Equisetaceae. (Wright,
Van-Buren et al. 2007). Entre los otros nombres con la que se la conoce estan: Castellano:
Barba ledn, bigote de tigre, cola de caballo, colaicaballo; Quechua: Mulla Mokko; Guarani
Isosog: Mburikaruguai; Guarani: Kavayuruguai; Guarani Urbano: Kavayo ruguai; Tacana: Iba

quedha.

Mapa de distribucién potencial de
Equisetum giganteum

A

Figura 2. Equisetum giganteum material vegetal y Mapa de Distribucién potencial en
Bolivia
Fuente: Ministerio de Medio ambiente y Agua 2016. Revista Plantas de Bolivia con
potencial medicinal: Informacion bioldgica y bioquimica Primera parte.

Esta planta tiene una longitud de hasta 2 metros y dentro de sus caracteristicas se observa
que presenta rizomas alargados, ademas un tallo hueco, erecto, monopodial, con

numerosas ramas que parten de los nudos de los verticilos y hojas también verticiladas
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reducidas a peciolos soldados que forman una vaina membranacea. Esta especie crece en
los Valles, Yungas y Chapare, Chiquitania y Pantanal, Chaco, Amazonia, siendo su habitat: O-
3000 m.s.m. en Bosque semideciduo chiquitano, Yungas, bosque tucumano-boliviano,
bosque serrano chaqueno y en los valles secos. Dentro de sus usos reportados en la
medicina tradicional boliviana por diferentes etnias destacan:

Enfermedades del corazén y de la sangre, diabetes, desnutricién, cefaleas, trastornos
digestivos, procesos febriles, patologias 0&seas, trastornos respiratorios, problemas
psicoldgicos (“susto”), trastornos del aparato genito-urinario. Las etnias que reportan estos
usos son: Guarani-lsoceio, Quechua, Guarani urbano, Tacana, Trinitario, Yurakare, Aymara,
Tsimane-Moseten. (Ministerio de Salud 2016)

Entre los estudios farmacoldgicos y fitoquimicos reportados, destaca el estudio llevado a
cabo por Francescato, Debenedetti y Cols en 2013 en el que se determind, dentro de sus
principales y mas abundantes constituyentes los compuestos fendlicos, y los flavonoides
(que son derivados glucosilados del kaempferol cuya actividad es ampliamente conocida).
Estudios in vivo desarrollados por Farinon, Lora y Cols. (2013) evaluan el efecto del extracto
acuoso de Equisetum giganteum (AEGH) como terapia inmunomoduladora, en artritis
inducida por antigeno (AlA) en ratones, con albumina sérica bovina metilada (mBSA); se
encontré que en la inflamacién se redujo la nocicepcion a las 3, 6 y 24 h, disminuyé la
migracion de leucocitos e inhibié la proliferacion de linfocitos estimulados con
Concanavalina A y Lipopolisacarido. Jabeur, Martins y Cols. (2017) encontraron que los
compuestos fendlicos, acidos fendlicos y flavonoides tienen un papel determinante en el

potencial antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral de los extractos de Equisetum
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giganteum L. Se encontrdé en su composicidn taninos, proantocianidinas y derivados
hidroxicinamicos con diferencias cuali-cuantitativas en su contenido en las distintas partes
de la planta, lo cual le genera una mayor capacidad antioxidante de acuerdo con este
contenido (Ricco 2011). También se pudo evidenciar que el extracto hidroalcoholico de las
partes aéreas de Equisetum giganteum L. tiene actividad contra C. albicans en la formacion
de biofilms en las superficies, por la presencia de flavonoides en su composicién, y un efecto
antiinflamatorio en monocitos humanos activados por C. albicans (Alavarce, Saldanha y
Cols. 2015). En el estudio elaborado por Churqui, Lind y Cols. (2018) se pudo evidenciar un
efecto antiviral contra Herpes simple tipo 2 del extracto hidroalcoholico de E. giganteum L.,
estudio en el que ademds se analizé su composicion que mostré gran cantidad de
compuestos fendlicos presentes que son los que generarian las distintas actividades. Sin
embargo, dentro de los estudios realizados aun no se tienen documentados los efectos de
esta planta en estudios in vitro especificamente sobre su efecto en las células del sistema
inmune que tienen el rol mas importante en el proceso inflamatorio y en la actividad
antimicrobiana, reportada por otros estudios.

3.8 Croton lechlery Miill.Arg. -
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Se describe como un arbol de tamafio mediano que se encuentra en bosques y areas
perturbadas desde el nivel del mar hasta 1000 metros en la Amazonia de Bolivia, Peru,
Colombia, y Ecuador. La corteza, cuando se corta, libera un latex rojizo o amarillento
llamado “sangre de dragdn” o “sangre de grado”. En la Amazonia, la medicina local utiliza
la savia ingiriéndola diluida en agua caliente para acelerar la curacion interna después de
un aborto; también se utiliza como ducha vaginal después del parto (Williams 2001, Jones
2003).

Las propiedades de esta planta incluyen efectos antiinflamatorios (Pieters, de Bruyne y Cols.
1993), antivirales (Ubillas, Jolad y Cols. 1994) y antitumorales (Chen, Cai y Cols. 1994, Jones
2003), que respalda su uso tradicional en muchas partes de la Amazonia, incluyendo
Colombia, Ecuador, Peru y Bolivia. Varios compuestos han sido aislados previamente de la
Sangre de Drago; la composicidn quimica incluye un numero considerable de fenoles
simples, diterpenos, proantocianidinas, fitosteroles, un di-hidrobenzofurano, lignano, y el
alcaloide taspina. En un estudio elaborado por Risco, Ghia y Cols. (2003) se evalud a través
de ensayos in vitro la actividad inmunomodulatoria del latex, encontrandose que podia
estimular e inhibir la fagocitosis en funcién de la dosis y una capacidad antioxidante para
atrapar radicales libres y pro-oxidante también en funcidn de las dosis. Ademas, se evalud
la actividad antiinflamatoria in vivo mediante una prueba de edema de pata de ratainducida
por carragenina viéndose que el latex tiene una importante actividad antiinflamatoria
cuando se administra i.p. El alcaloide taspina ha sido considerado como el principio activo
responsable de la mayor parte de las actividades, a excepciéon de las propiedades

antiinflamatorias donde también deben participar otros componentes, probablemente las
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pro-antocianidinas. En el estudio elaborado por Desmarchelier, Schaus y Cols. (1997) se
exploré la capacidad antioxidante de Sangre de Grado a través de quimioluminiscencia y se
vio que fue altamente eficaz en la reduccion de la oxidacién del ADN a concentraciones mas
altas, pero mostré un capacidad pro-oxidante a dosis mds bajas, en comparacién con el
control. En el estudio elaborado por De Marino, Gala y Cols. (2008) se aislaron varios
compuestos del latex y se evalué la actividad antioxidante in vitro mediante el ensayo con
2,2-difenil-1-picrylhydrazilo (DPPH) para valorar la capacidad antioxidante total y se
realizaron ensayos de peroxidacién lipidica. Se observé que los derivados de flavan-3-ols
(como compuestos fendlicos principales en el latex) exhibieron la mayor actividad

antioxidante. Por otro lado, efectos genotéxicos y antigenotéxicos fueron encontrados en

nuestro laboratorio en la savia de Croton draconoides (_

3.9 La Hoja de Coca (Erytroxylum coca). -
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Mapa de distribucién potencial de
Erythroxylum coca
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Figura 4. Erytroxylum coca planta y mapa de distribucion
Fuente: Ministerio de Medio ambiente y Agua 2016. En: Plantas de Bolivia con potencial
medicinal: Informacion bioldgica y bioquimica Primera parte

Otros nombres nativos con los que se conoce la planta son: En castellano: Coca; Trinitario:
Koka; Tsimane’: Sa’si; Tsimane-mostene: Sa’si/ Cocaj; Yurakare: Kuja; Aymara: Inal/mama
La planta es un arbusto de 80-200 cm, de hojas opuestas, enteras, lanceoladas, y con flores
pequefias y blancas, fruto pequefio, oblongo u ovoide, brillante, color rojo anaranjado.
Crece en la Amazonia subandina particularmente en Yungas y Chapare. Su habitat es de O-
2000 m.s.m en Bosque humedo (Yungas).
Dentro de los usos reportados en la medicina tradicional estan: el manejo de la Cefalea,

dolor de Estdmago y de huesos, trastornos de la piel y respiratorios, manejo de la fiebre y

patologias del aparato urinario-reproductivo. Las etnias que reportan estos usos son:
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Guarani-Isocefio, Quechua, Guarani urbano, Tacana, Tsimane, Trinitario, Yurakare, Aymara,
Tsimane-Moseten (Ministerio de Salud 2016)

La hoja de coca es conocida desde tiempos remotos por sus multiple usos desde la época
de los Incas, hasta tiempos actuales (Stolberg 2011). Muchas personas reportan el beneficio
extenso en el mal de altura asi como los beneficios en la fatiga laboral, quitando la sed y el
hambre (Biondich y Joslin 2015). La mayor parte de los textos de farmacologia y terapéutica
se refieren al uso de los alcaloides, particularmente la cocaina y destacan los efectos de sus
derivados en el campo de la anestesiologia y la psiquiatria. La medicina oficial, en cambio,
no reporta efectos farmacolégicos por parte de las hojas de coca; tal como se acostumbra
en las ciencias médicas, solo se reportan efectos farmacoldgicamente aceptados cuando se
trata de moléculas o principios activos identificados. En este marco, los efectos
farmacoldgicos reportados oficialmente solo versan fundamentalmente sobre la cocaina y
algunos otros alcaloides derivados. Ya en 1970, Hanna JM publicé una serie de estudios que
intentaron determinar la influencia de la masticacién de coca en la funcién cardiovascular
y respiratoria durante el desempefio laboral. El primer estudio comparé consumidores
habituales de coca con no consumidores durante distintos periodos de trabajo submaximo,
en el cual se concluyéd que no existia una diferencia grande entre grupos control y
experimentales sometidos a un periodo de esfuerzo maximo y que solo podia atribuirse a
una percepcion de menor fatiga.

En otro estudio Oyola (1993) reporto menor consumo de oxigeno en las mitocondrias del
corazén en comparacion con el higado, lo que sugiere un incremento de la ruta anaerobia

en este musculo, en sujetos que consumian mate de coca, este hecho, segln esta autora,
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podria asociarse a la resistencia incrementada a los esfuerzos en la altura. Sin embargo, lo
anterior no correlaciona con los hallazgos de Cabrera y Sauvain (1997), sobre la posibilidad
de que la coca tenga un efecto estimulador de los centros respiratorios en su respuesta a
estimulos de hipoxia e hiperoxia, ya que se evidencié que en el grupo de consumidores
-antes del coqueo— se observaban variaciones mads importantes que en los no
consumidores. Es decir que los consumidores tradicionales de hojas de coca disminuyeron
o aumentaron su ventilacion en forma mas evidente qué los no consumidores, después de
haber inhalado respectivamente, tres ciclos respiratorios de una mezcla hiperdxica
(02=97%) o hipdxica (0,=10%) y posteriormente cuando se efectud las pruebas de
sensibilidad respiratoria a los 60 minutos de que los consumidores concluyeron el coqueo,
el efecto agudo del consumo de coca se manifestd con respuestas ventilatorias
significativamente mayores tanto al estimulo hiperoxia como hipoxia, y se asume que este
efecto tiene una relacion directa con la actividad de las catecolaminas, sobre las que existe
una conocida accion de los alcaloides que contienen las hojas de coca. En la misma linea,
Galarza (1997) reporta que la coca difiere o retrasa el ingreso de los acullicadores en
hipoglicemia. Esta posibilidad fue demostrada también con estudios bioquimicos por
Casikar, Mujica y Cols.(2010) quienes concluyen que la hiperglucemia inducida en el
ejercicio en masticadores de hoja de coca se da por bloqueo de consumo de la glucosa en
la via de la glucosa oxidasa, y se compensa por el consumo de triglicéridos en rutas
alternativas de generacién de energia.

Por otro lado Gonzales-Carazas, y Melgarejo-Garcia y Cols. (2013) midieron la influencia de

un extracto etanolico de E. coca sobre la anemia ferropénica en ratas Holtzman macho,
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pudiendo evidenciar el aumento de hemoglobina hasta alcanzar valores normales, aunque
las dosis no eran comparables a las de consumo humano (18g/d) .

La medicina tradicional reporta su uso en dolencias caracterizadas por inflamacién crénica
como artritis y gastritis, demencia senil y otros. (Rojas Karla 2013)

Es por esto que, en base a los resultados, que difieren muchos unos de otros, se ve la
necesidad de seguir explorando sus efectos, siendo un nivel muy importante el de los
estudios in vitro para conocer su actividad sobre los distintos tipos de células y mediadores

de la inmunidad.

4. JUSTIFICACION

Los estudios cuya finalidad es evaluar la actividad biolégica de productos naturales
conforman un campo promisorio debido al amplio y multiple uso ejercido por la medicina
tradicional desde los tiempos ancestrales hasta los tiempos actuales, para distintos tipos de
enfermedades. Muchos de los pobladores de diferentes etnias prefieren usar las plantas
medicinales para curar sus enfermedades debido a que la medicina moderna se encuentra
muy lejos de su alcance por el costo y la accesibilidad de la misma. Inclusive, aun teniendo
acceso a la medicina moderna, muchas personas prefieren el uso de productos naturales
en la resolucién de sus dolencias, argumentando que los productos naturales tienen menos
efectos téxicos o que los farmacos de sintesis no son suficientemente efectivos. (Rojas Karla
2013)

Las formas de preparacion de las plantas varian segun la via por la que son administradas y
la parte de la planta que se utiliza, asi como también la cantidad que se administra. Esta
ultima varia de acuerdo con diversas caracteristicas, pero existen cantidades que
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repetidamente se usan en las distintas etnias; estos conocimientos van pasando a través de
las generaciones para seguir manteniendo sus tradiciones a través del tiempo, a pesar de
los avances en medicina moderna, la cual se orienta mds al uso de productos farmacéuticos
de sintesis o semisintesis cuya base en muchos casos es proveniente de estas plantas. Aun
asi, muchas de las plantas se han ido formulando en tiendas o establecimientos de expendio
de productos naturales en diferentes formas de administracién, incluso siendo mezcladas
con otras plantas, dando respuesta a la persistente demanda de la medicina tradicional, por
parte de la poblacién. Dada esta persistencia de uso y consumo humano también se hace
evidente la necesidad de demostrar la inocuidad de estas plantas y los margenes de
seguridad y toxicidad, para mejorar los tratamientos tradicionales y evitar posibles
consecuencias adversas y efectos colaterales indeseables.

Los estudios de la inmunomodulacién por plantas medicinales con actividad beneficiosa
para la respuesta inmune por su reportada efectividad en el control del dafio en
enfermedades o negativa por la reduccion de la respuesta (inmunosupresion) en los casos
en los que ésta determine afectacion del funcionamiento y a integridad de los tejidos, son
muy escasos en productos naturales de nuestro medio, particularmente de aquellos que
tienen propiedades sobre la inmunidad innata. Siendo esta ultima uno de los principales
motores en la resolucién de enfermedades, este estudio, fue disefiado para explorar la
actividad de los extractos de las plantas sobre células sanguineas. El estudio del encuentro
ex vivo, entre las células (condiciones de cultivo) y los extractos de las plantas, también estd
orientado a conocer los margenes de inocuidad y toxicidad de dichos productos. Asi, el

poder establecer el papel de estos productos naturales sobre las células del sistema
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inmune, las cuales tienen un papel fundamental como principal sistema de defensa del
organismo, fue posible de realizar después de conocer los margenes de seguridad de las
concentraciones que se pueden usar in vitro sin observar efectos deletéreos. En este
propésito, se ha definido poder examinar el efecto de los extractos sobre las funciones de
los leucocitos circulantes como ser: fagocitosis, quimiotaxis y capacidad microbicida,
ademas de poder establecer la respuesta pro o anti inflamatoria a través de la produccion
de citoquinas, y la activacion de Inflamasomas, sin que medie una respuesta inmune
especifica. Fue importante considerar que los mediadores de las respuestas encontradas
tienen un papel multiple en cuanto a generar otras respuestas en cascada ligadas a las
demas partes del sistema inmune.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Hipdtesis 1: Los extractos de las plantas estudiadas no modifican la funcionalidad de los
leucocitos en la inmunidad innata.

Hipdtesis 2: Los extractos de las plantas modifican la produccidn/liberacion de citoquinas
involucradas en la inflamacién

5. OBIETIVOS:

5.1 Objetivo General.-

- Evaluar extractos de tres productos naturales de la cuenca Amazodnica (Equisetum
giganteum, Croton lechlery Miill. Arg y Erytroxylum coca) en su efecto modulador de

la respuesta de la inmunidad innata
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5.2 Objetivos especificos:

- Evaluar los extractos de Equisetum giganteum, Croton lechlery Miill. Arg y
Erytroxylum coca, en su capacidad de modificar la viabilidad de células
mononucleares y polimorfonucleares humanas, como principales componentes
celulares de lainmunidad innata

- Evaluar el efecto de estos extractos en la funcionalidad celular medida con la
actividad enzimdtica de Oxido-reductasas de células mononucleares y
polimorfonucleares circulantes.

- Determinar el efecto de estos productos naturales en la funcionalidad celular a
través de: a) evaluacién de la actividad quimiotactica in vitro de células
polimorfonucleares, en respuesta al quimioatractante fMLP; b) evaluacion de la
capacidad endocitica y microbicida de células polimorfonucleares y mononucleares;
c) evaluacién de la produccion de especies reactivas de oxigeno por neutroéfilos.

- Explorar propiedades inmunomoduladoras de estos extractos a través de la
determinacioén in vitro de la produccién de: IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, e INFy por
células mononucleares circulantes humanas estimuladas por los extractos
mencionados

- Evaluar el efecto de los extractos de Equisetum giganteum, Croton lechlery Miill.Arg
y Erytroxylum coca, en la activacién y transcripcién de componentes de Inflamasoma
NLRP3 y AIM2 y actividad de caspasa-1.

6. METODOLOGIA:
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6.1 DISENO EXPERIMENTAL

~ ™

1.- Colecta y obtencion de plantas

2.- Obtencion de extractos
hidroalcoholicos

3.- liofilizacion y almacenamiento

4.- Diliucion apropiada en medio de
cultivo

A8 J

6.2 Material vegetal. -

Los especimenes de E. giganteum L., C. lechlery fueron colectados de la selva tropical del

Jardin Botanico de la Amazonia Tumupasa (14208'40,1280 "y 67250'55,5244") Provincia
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lturralde de La Paz-Bolivia, con personal involucrado en el Programa Integral Bioldgico-
Jardin Botanico (PIB-JB) de la Universidad Mayor de San Andrés. Las raices de Equisetum
giganteum L. se recolectaron en abril de 2014 y julio de 2015, mientras que en Julio de 2014
se recogio la corteza de Croton lechlery. El material fue protegido de la humedad, y secado
ala sombra a temperatura ambiente. El material seco se triturd y después se remojoé al 0,2%
p / v en una solucidn de agua/etanol (5:5v / v) para Equisetum giganteum L.y (7: 3 v / V)
para C. lechlery, durante 72 horas en agitacién a temperatura ambiente. El extracto se
centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos y luego se filtré en papel de filtro Whatman n? 1.
El disolvente se evapord a 65 ° C en un evaporador rotatorio Buchi-RE111, bajo presién
reducida. El material restante se liofilizé usando un sistema de liofilizacién de Labconco
hasta que se obtuvo un peso constante. El material liofilizado se almacené a -20°C. Antes
de su uso, se preparé una soluciéon madre de los extractos vegetales disolviendo el material
liofilizado en Dimetilsulféxido (DMSO) al 8% (v / v) para crear una soluciéon madre de 50 mg

/ mly a partir de la cual se prepard diluciones en medio de cultivo RPMI-1640.

Las hojas de coca fueron provistas por los técnicos del Viceministerio de la Coca y Desarrollo
Integral, provenientes de un cultivo en parcela controlada en la regién de Los Yungas

(Coripata), en la que no se aplicaron productos quimicos en calidad de pesticidas.

Para eliminar particulas y microorganismos que pudiera contener el producto, este fue
lavado con agua corriente y después sumergido por 5 minutos 3 veces, de manera
continuada y secuencial, en una solucidn de etanol al 70 % en agua tri-destilada. Después
se secaron las hojas a temperatura ambiente. Una vez secas las hojas fueron molidas en

molino con cuchillas de acero inoxidable (BUHLER MIAG Milan) a didmetro semi-fino (como
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harina), material que fue macerado en una soluciéon de etanol con agua al 50 % en
proporcion 100 gramos de hoja por 1 litro p/v. por 48 horas. El sobrenadante fue filtrado
en papel Whatman N°3 y sometido a evaporacidon en rotaevaporador para eliminar el
alcohol. El agua fue eliminada por liofilizacion en un equipo Labconco. Se logré un polvo
fino, que fue conservado a 4°C hasta su uso. El rendimiento promedio fue de 16%. el
extracto hidroalcoholico es equivalente a 3 gramos de harina de coca que fueron evaluados

en animales de experimentacion en estudios previos _

Las diluciones fueron realizadas en medio de cultivo RPMI 1640.
6.3 Donantes voluntarios

Las células sanguineas fueron obtenidas de sujetos de un rango de edad entre los 25-35
afios de ambos sexos. Para establecer su condicidn de salud fueron sometidos a examenes
clinicos: radiografia AP de térax, ecografia exploratoria de abdomen y analisis clinicos de
sangre y examen fisico general. Todos firmaron su respectivo consentimiento informado.
Los resultados de las pruebas quimicas mostraron resultados dentro de la normalidad

fisioldgica.
6.4 Separacion y obtencion de células

Las células se obtuvieron mediante separacion por gradientes de densidad con Ficoll-
Hypaque, a partir de sangre periférica heparinizada extraida por puncidon venosa de
humanos voluntarios aparentemente sanos (Boyum 1968, English y Andersen 1974,
B@Yum, L@Vhaug y Cols. 1991, Corredor R 1994). El medio de separacion utilizado consiste

en una mezcla de dos componentes; ficoll 400, polimero sintético de sacarosa y
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epiclorhidrina, de 400.000D, soluble en agua y diatrizoato de sodio (que sustituyo al
metrizoato de la formula original de Boyum), compuesto que, al ser mezclado con el Ficoll,
forma soluciones de baja viscosidad y alta densidad. La funcién del diatrizoato es proveer
tanto la densidad 6ptima para la separacion como la osmolaridad adecuada para mantener
la viabilidad de las células. Ademas, el Ficoll causa la aglutinacidn de los eritrocitos, lo cual
facilita aun mds su sedimentacion.

En nuestro estudio se procedié a mezclar la sangre en partes iguales con una solucién de
PBS pH: 7,2 y luego se procedio a la centrifugacién y separacién por gradientes de densidad
con Ficoll-Hypaque de dos densidades diferentes, (Histopaque, Sigma-Aldrich, 6=1,077
g/cm3) para separar células mononucleares, a 1500 rpm durante 20 minutos a temperatura
ambiente, e Histopaque 6= 1,119 g/cm3? (Sigma-Aldrich) para separar células
polimorfonucleares a 1550rpm por 20 minutos. Se recolectd la interfase de células
mononucleares en un tubo, para luego separar las células polimorfonucleares ubicadas en
la interfase entre el ficoll-hypaque y los eritrocitos; las células obtenidas tanto
mononucleares como polimorfonucleares se lavaron por separado tres veces con PBS
centrifugando a 1100 rpm, se elimind los glébulos rojos por lisis con agua destilada vy se
resuspendié en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado con suero fetal bovino al
10% vy antibidticos (penicilina y estreptomicina), para luego determinar los parametros en

estudio, en las condiciones diferentes que se describen en el protocolo experimental.

6.5 Viabilidad celular por la técnica de exclusidon con Azul Tripan

La técnica de Azul Tripan se basa en el principio de que las células vivas poseen membranas

celulares intactas que excluyen ciertos colorantes, como el Azul Tripan, la Eosina o el
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Propidio, mientras que las células muertas no lo hacen. En esta prueba, una suspension
celular se mezcla con un colorante y luego se examina visualmente para determinar las

células que toman o excluyen dicho agente tintdreo. (Strober 2015).

Para nuestro estudio se procedid a mezclar 0.20 microlitros de la suspension celular con
0.20 microlitros de la solucién de Azul Tripan al 0.4% (relacién 1:1); posteriormente se cargd
a una camara de Neubauer para realizar el conteo en microscopio, donde se contaron las
células viables, de una tonalidad refringente, y las células no viables tenidas de azul. Se
contd 4 cuadrantes de la cdmara seccidn de conteo de glébulos blancos (Strober 2001) y se

hizo el cdlculo de viabilidad y nimero de células con la féormula:

# de células vivas
% de viabilidad= x 100
# Total de células

N° de células/ml = # de Células vivas/4 x (factor de dilucién) x 10*

6.6 Ensayo con Sal de Tetrazolio MTT

Las sales de Tetrazolio se han convertido en una de las herramientas mas utilizadas en
biologia celular para medir la actividad metabdlica de diversos tipos de células, que van
desde las de mamiferos hasta las de origen microbiano. EIl MTT (bromuro de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) ha sido ampliamente utilizado en los laboratorios de
investigacion, como se evidencia en los articulos publicados que incluyen esta técnica. La
cantidad de formazan (1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan) que se genera es

directamente proporcional al nimero de células viables. Este es un precipitado de cristales
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de color violeta que se disuelve y se mide registrando cambios en absorbancia (a

405nm/630nm) usando un espectrofotdmetro de lectura de placas.

La mayor parte de los estudios indican que el cofactor de nucleétido de piridina reducido,
NADH, es el responsable de la mayor parte de la reduccién de MTT lo cual esta respaldado
por estudios con células enteras. La reduccién del MTT se asocia no solo con la actividad de
las mitocondrias, sino también con la del citoplasma y con la de las membranas no
mitocondriales que incluyen el compartimento endosoma/lisosoma y la membrana
plasmatica (Bernas y Dobrucki 2002). La reduccidn celular del MTT se limita a las vesiculas
perinucleares, algunas de las cuales se identifican como endosomas/lisosomas. Ademas, la
membrana lipidica, no es permeable a el MTT. Diversos datos sugieren que el MTT es
absorbido por las células mediante endocitosis y es reducido por una reductasa N-
flavinoxidasa sensible a la etil-maleimida (NEM). EIl MTT formazdan luego se transporta a la

superficie celular mediante exocitosis (Liu, Peterson y Cols. 1997).

Las células viables con metabolismo activo convierten el MTT en un producto de formazan
de color purpura, este se acumula como un precipitado insoluble dentro de las células y se
deposita cerca de la superficie celular y en el medio de cultivo. El formazan debe
solubilizarse antes de registrar las lecturas de absorbancia. Se han utilizado diversos
métodos para solubilizar el producto de formazan, que permitan estabilizar el color, evitar
la evaporacion y reducir la interferencia causada por el rojo de fenol y otros componentes
del medio de cultivo (Vistica, Skehan et al. 1991). En este estudio después de varios ensayos
sistematicos se utilizdé etanol absoluto para disolver los cristales y el medio de cultivo sin

colorante Rojo Fenol.
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Cuando las células mueren, pierden la capacidad para convertir MTT en formazan, por lo
tanto, la formacion de color es util y sirve como conveniente marcador de solo las células
viables (Berridge, Herst y Cols. 2005). El concepto acerca de que las sales de tetrazolio son
metabolizadas solamente en la mitocondria activa de células viables viene de muchos
estudios que muestran que se necesita una mitocondria integral la cual, a través de la
succinato deshidrogenasa, estd involucrada en la reduccién del MTT (Riss, Moravec et al.

2004). La reduccion de MTT a formazan se da mediante la reaccion:

] |
s/'j\ ‘#N NAD(P)H (_ NAD(P) S’LHN__N

+ HBr
M .
I\ > A\
@N Yy
Br
MTT (sal de tetrazolio) formazano del MTT
—forma oxidada- —forma reducida-
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano

Figura 5. Reaccidn de Reduccidon de MTT
Nuestro ensayo se basé en una modificacion del método original de (Mosmann 1983). La
reduccion celular de MTT se realizé mediante la incubacién de 1x10°cel/ml en placas de
cultivo de 96 pozos las cuales se pusieron a incubar en diferentes tiempos (24 y 48 horas)
con diferentes concentraciones de los extractos hidroalcohdlicos de Erytroxylum coca,
Equisetum giganteum, Croton lechleri. El MTT (Sigma-Aldrich) fue disuelto en una solucion
buffer fosfato salina (PBS) de pH:7,2, para obtener una concentracion de 5mg/mly luego se
hizo una dilucion en RPMI sin Rojo Fenol para una concentracion final de 1mg/ml. Se
esterilizd por filtracidon (filtro millipore 0.2um); luego se lavaron las células por

centrifugacidn con PBS para retirar restos de los extractos; posteriormente se adicion6 100
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ul de la solucion de MTT en los pozos con la suspensidn celular y se incubo por 4 horas a
37°C, 99% de humedad y 5% CO2 en oscuridad. Para disolver los cristales de formazan
generados, se anadidé etanol absoluto y luego la absorbancia fue determinada en el
sobrenadante a 405 nm con filtro diferencial de 630 nm en lector de ELISA (AWARENESS

INC, USA).

6.7 Determinacion de la actividad quimiotactica

Para estudiar este proceso se imita a lo que ocurre en los tejidos (tejido conjuntivo con
mallas de clagena) utilizando un gel en cuyas mallas ocurre la migracién de leucocitos. En
este método, la distancia recorrida por los fagocitos se da sobre una superficie de gel de
agarosa. El péptido quimio-atractante usado fue N-formyl-methionyl-Leucyl-phenylalanine
(f-MLP). Este péptido aislado, de los cultivos de Escherichia coli, se forma al inicio de la
sintesis de las proteinas en procariotas y su presencia en el sitio de infeccién permite
detectar a los microorganismos por células de la defensa innata; funciona como
guimioatractante y potente "activador" de los fagocitos polimorfonucleares y
mononucleares, los cuales ligan f-MLP a través de receptores FP especificos (FPRs). La union
de f-MLP a sus receptores especificos de la superficie celular desencadena diferentes
cascadas de eventos bioquimicos, conduciendo, eventualmente a diferentes respuestas
celulares. Entre estas, se cita la polarizacién morfoldgica, la locomocidn, la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), la secrecidon de enzimas lisosomales, y la generacién
de mediadores lipidicos, entre las mas estudiadas. Todas las respuestas anteriores, referidas
como "activacién de neutréfilos", puede representar la primera linea de defensa para la

destruccién de microorganismos invasores.
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El procedimiento de determinacion de la quimiotaxis fue realizado a partir de la
modificacion de los métodos de Dahl and Lindroos (1979) y Chenoweth, Rowe et al. (1979).
Para esto, se disolvié una mezcla de agarosa al 2% con gelatina sin sabor al 0.5% como
matriz de proteinas; la solucién se mezclé con RPMI 2X pH:7,4 y luego se vaciaron en placas
Petri de vidrio. Después de gelificarse se realizaron perforaciones o pocitos en el gel en tres
lineas paralelas. Se prepard el péptido quimio-atractante N-formyl-methionyl-Leucyl-
phenylalanine (f-MLP, Sigma. Co) disolviéndolo en PBS (Buffer fosfato salino) a una
concentracion final a 107 M (Showell, Freer et al. 1976). Posteriormente se colocé 10ul de
PMN (1x10°cel) en los pocillos del centro, previamente incubados con los extractos a
diferentes concentraciones, 10ul del péptido quimiotdactico f-MLP en los pocillos superiores
y 10ul de medio RPMI en los pocillos inferiores. Se dejo en incubacién por 2 horasa 37°Cy
luego se detuvo la migracién con la adicién de metanol absoluto por 30 minutos, para luego
cambiar con metanol fresco. Se dejé 18 horas de fijacidn, luego se procedid a colorear con
tincidn Pandptica Rapida y se dejo secando para después observar con microscopio optico
10X y medir la migracién al origen en milimetros del frente de migracién al origen (Nelson,

Quie y Cols. 1975), (Schiffmann, Corcoran y Cols. 1975), (Jacob John y Sieber 1976).
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Agarosa-gelatina

fMLP
células PMN

RPMI 1640

Figura 6.- Placa de gel-agarosa con la localizacion de distribucion de los elementos en los pozos

6.8 Ensayo de Capacidad Endocitica

La determinacion de este proceso se obtuvo con la aplicacion de técnicas tanto in vivo como
in vitro. Los primeros, que se basan en la medicidn del aclaramiento de sustancias
inyectadas en un animal, tienen la desventaja de estar influenciados por muchas variables
desconocidas, como Factores humorales, el flujo sanguineo, la concentracién de particulas,
el numero, el estado funcional de las células fagociticas y otros. También estan limitadas
por el hecho de que las mediciones se refieren principalmente al funcionamiento de las
células de Kupffer y, en menor medida, a la de los macréfagos del bazo. Los estudios
realizados in vitro tienen la ventaja de que se pueden usar fagocitos y particulas
homogéneas, bien definidas y caracterizadas. Los experimentos de fagocitosis se pueden
realizar con células en diferentes estados funcionales y en diversas condiciones
experimentales, por ejemplo, células fagociticas adheridas a superficies de vidrio o plastico
0 en suspensién. Sobre esta base, se han desarrollado técnicas de varios tipos para medir

la fagocitosis in vitro. Por ejemplo, el nUmero de particulas (microorganismos, células de

61



levadura, particulas de latex o gotitas de aceite) ingeridas por célula puede determinarse
microscopicamente. El nimero de microorganismos ingeridos se puede determinar con el
uso de organismos, vivos o muertos, radiomarcados después de la eliminacién de la
poblacién extracelular. La ingestién de microorganismos viables también se puede medir
microbioldgicamente en funcién de su desaparicidn extracelular (Leijh, van den Barselaar y

Cols. 1979).

La medicidn de la capacidad de fagocitosis en este estudio, se realizé usando levaduras de
Saccharomyces cerevisae (Fleishmann, La Paz) las cuales fueron hidratadas con PBS a
temperatura ambiente tres horas antes del ensayo; estas se dejaron en reposo, disgregando
los cumulos por accion del Vortex cada 15 minutos dejando levaduras separadas en
suspension. Para el ensayo se tomé las levaduras que se encontraban en el sobrenadante,
se centrifugaron a 1500 rpm para ser concentradas; se lavé dos veces el pellet con soluciéon
de PBS y se resuspendid en 1ml de la misma solucién. Se determind la poblaciéon de
levaduras por conteo en cdmara de Neubauer con objetivo 40X. Posteriormente, se puso
en contacto las levaduras con suero humano normal 1:1 para ser opsonizadas (C3b,C3bi,
IgM), en un volumen de 400 microlitros, con las células previamente cultivadas en presencia
de diferentes concentraciones de extracto hidro-alcohélico de Erytroxylum coca, Equisetum
giganteum L., Croton lechleri por 3 horas; la proporcién levaduras: células tuvo una relacién
1:2. Luego se lavd con PBS para retirar las levaduras no endocitadas y después proceder a
fijar y tefiir con Tincidn Pandptica Rapida. Se observd con objetivo de inmersién y se realizd
el conteo en 5 campos de células. Para determinar el indice fagocitico se calculd, mediante

la formula, el promedio del nimero de levaduras fagocitadas/100 células.
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6.9 Ensayo de capacidad microbicida

Para la evaluacién de la capacidad microbicida de las células mononucleares vy
polimorfonucleares, se utilizé una cepa de Staphylococcus aureus coagulasa (+) identificada
y proporcionada gentilmente por el laboratorio de bacteriologia del Instituto SELADIS. El
método usado fue una modificacion de los protocolos de Heather A. Parker (2014) y

Hampton, Vissers y Cols. (1994) y Leijh, Van Den Barselaar y Cols. (1981)

Este ensayo microbioldgico tiene la ventaja de evaluar un mecanismo fisioldgico. El conteo
de colonias no requiere equipo costoso y especializado, y la medicién de la viabilidad
también abre la posibilidad de una determinacién simultanea de la destruccion bacteriana.
El punto de referencia para la muerte microbiana es la pérdida de la capacidad de las
bacterias para formar colonias después de colocarlas en agar nutritivo. Hampton et al., en
1994 midid las vidas medias para la muerte de Staphylococcus aureus y E. coli, para realizar
una coordinacién frente a los tiempos de fagocitosis y muerte de las células suponiendo
gue una Unica bacteria viable produce cada colonia. Para propdsitos inmunolégicos, la
capacidad de formacién de colonias sigue siendo la mejor evaluacion de la actividad

bactericida de los neutroéfilos.

En esta investigacion se procedidé previamente a determinar la concentracion bacteriana
ideal a ponerse en contacto con las células y la curva de crecimiento microbiana mediante
el uso de la escala de Mac Farland, comprobada con la lectura en espectrofotometro a 625

nm para ser relacionado con el método de conteo de colonias en placa.
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Al iniciar el ensayo de la capacidad microbicida se tomé una cantidad de colonias de 18
horas de cultivo para llevar a una suspension de concentracidon de 2x107 bacterias/ml. Con
anterioridad se puso a incubar por 3 horas las células fagociticas en presencia de los
extractos de las plantas por tiempos y dosis en los cuales se establecié previamente que hay
un mantenimiento de la viabilidad celular por la técnica del Azul Tripan. Las células se
llevaron a una concentracién de 2x10° cel/ml, y se incubaron con los extractos
hidroalcoholicos de las plantas a diferentes concentraciones; posteriormente se cambié el
medio de las células por uno fresco y luego se puso en contacto las células incubadas con la
suspension de bacterias; después de ser agitada la mezcla, se centrifugo a 1100 rpm durante
15 minutos y luego se deseché el sobrenadante para proceder a sembrar por triplicado en
Agar Sangre un tubo control a tiempo 0 para determinar el nimero de bacterias real en
contacto con las células posterior a la centrifugacién. En los demas tubos se dejaron
incubando las células con las bacterias durante 3 horas a 37°Cy 5% de CO; para que se lleve
a cabo la fagocitosis, se lavo el pellet con PBS y se recolecto y sembré los sobrenadantes
por triplicado. Luego de esto se resuspendid el pellet en medio RPMI y se colocé en placas
de 96 pozos para incubar por 30 y 60 minutos para que se lleve el proceso de digestion de
lo endocitado; posterior a este tiempo, se detuvo este proceso por adicién de agua
albuminada al 0,1 % y un cambio brusco de temperatura de 37°C a -20°C para que se lleve
a cabo ademas la lisis de las células y a liberacién de las bacterias viables, luego se sembrd
por triplicado en Agar Sangre cada una de las variables y se realizé el conteo de numero de

colonias formadas para determinar el nimero de UFC/ml.
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6.10 Deteccién de citoquinas

Las citoquinas se detectaron en el sobrenadante de células mononucleares cultivadas con
los extractos a diferentes concentraciones. Se dividieron las células en 2 grupos: uno de
ellos se incubo con los extractos y el otro contenia células previamente activadas con
Lipopolisacarido (LPS), dado que este estimulante es el mas versatil en concentracion de

10ug/ml (Olaf Gross, Thomas Christina, Guarda, & Tschopp, 2011).

Para la obtencién de sobrenadantes de cultivo celular se realizé el cultivo por 24 horas con
los extractos de las plantas en las dosis mds relevantes obtenidas con los resultados previos
de funcionalidad celular. Posteriormente el cultivo de las células se centrifugo y se recolecto

los sobrenadantes los cuales se congelaron a -20°C hasta su uso.

La liberacién de IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, e INFy en sobrenadantes de cultivo celular fue
analizada usando el kit HU OptEIA SET (B&D Bioscience), el cual esta caracterizado por ser
un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas de tipo sandwich indirecto de captura de
antigeno, en el cual los pocillos fueron recubiertos con un anticuerpo monoclonal humano
anti—cada una de las citoquinas. Después de lavar el exceso de anticuerpo libre se colocé el
sobrenadante problema en el que es retenida la interleucina de manera especifica en el
pocillo por ser reconocida por el primer anticuerpo fijado; después de un segundo lavado
se aplicd la solucién del anticuerpo biotinilado de deteccién monoclonal anti-antigeno
(citoquina); posterior a eso se realizé un lavado mas, se afiadié la solucion de sustrato y
luego la solucién de pard para llevar a lectura de densidad éptica a 450nm. (ELISA, Springer

Ebook)
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6.11 Ensayo de Activacion del Inflamasoma.

Las células PBMC y los neutrdfilos se incubaron durante 3 horas a 37°C (2,5x10° células/200
ul en placas de 96 pocillos y 5x10° células/200 pl en placas de 96 pocillos) en medio
completo de Iscove y RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) con los extractos de plantas a 10ug/mly
100ug/ml y con los activadores del Inflamasoma: -Sal sédica del acido polidesoxiadenilico-
timidilico (poly dA: dT) (10 pg/ml; Sigma-Aldrich) para AIM2 y Nigericina 10ug para NLRP3.
Antes de la estimulaciéon, el poli dA:dT se complejé con el reactivo de transfeccién
Lipofectamine2000 (Invitrogen), segln las instrucciones del fabricante. Para el cebado, las
células se trataron con LPS (30ng) durante 3 horas y luego se afiadieron los activadores del

Inflamasoma y los extractos de plantas.

Para evaluar la inhibicion de la activacion del Inflamasoma, las células se incubaron primero
con los extractos de plantas durante 1 hora y luego se afadieron los activadores del

Inflamasoma durante tres horas.

Se recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a -20°C hasta su uso posterior para medir

la IL-1B y la LDH.

6.12 Actividad de la Caspasa-1 por FACS.

La actividad de la caspasa-1 se mididé en las células después de 3 horas de cultivo con los
extractos de cada planta y con activadores del Inflamasoma: poli dA:dT o lipofectamina

(control) para AIM2, y con nigericina para NLRP3 utilizando el kit de ensayo de la caspasa 1
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FAM-FLICA1 (ImmunoChemistry Technologies, MN, USA), para su aplicacion en el

clitdmetro de flujo (FACS) Verse BD Biosciences, segun las instrucciones del fabricante.

La técnica de clasificacion de células activadas por fluorescencia FACS por sus siglas en
inglés (Fluorescence-Activated Cell Sorting) es un tipo especializado de citometria de flujo.
Esta técnica provee un método para la clasificacién y seleccion de células provenientes de
una mezcla de varias poblaciones en dos 0 mds contenedores de a una célula por vez, segin
las caracteristicas particulares de dispersion y fluorescencia de cada célula. Es un
instrumento cientifico de gran utilidad ya que provee un método de grabacidon de datos
provenientes de las sefiales de fluorescencia de cada célula que es a la vez rapido, objetivo
y cuantitativo; ademas permite la separacion fisica de aquellas células pertenecientes a una

poblacién de interés.

6.13 Expresion del ARNm de AlIM2 y del ARNm de NLRP3.

Se analizaron los niveles relativos de ARNm de AIM2 y de ARNm de NLRP3 en células
aisladas que habian sido activadas in vitro. Brevemente, las células se lisaron con 350 ul de
tampodn de lisis (Qiagen, Hilden, Alemania). EI ARN total se extrajo con un kit RNeasy Micro
(Qiagen) y se traté con DNasa (Qiagen) para eliminar el ADN gendmico, utilizando el
QIACube (Qiagen). El ADNc se prepard en una reaccion de RT con cebado de hexameros
aleatorios (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Los niveles de ARNm se determinaron mediante
RT-PCR en un sistema de PCR en tiempo real ViiA™ 7 (TagMan; Applied Biosystems, Foster
City, CA, EE.UU.) utilizando placas de reaccion de 96 pocillos MicroAmp Optical (Applied

Biosystems). Los pares de sonda-cebador que se usaron fueron para expresion de ARNm de
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los genes: AIM2 (Hs00915710_m1), NLRP3 (Hs00918082_m1) y GAPDH (Hs99999905_m1)
(TagMan, Applied Biosystems). Las muestras (10 ng de ADNc) se ejecutaron por duplicado
en una mezcla de reacciéon de 20 pl (con TagMan Universal PCR Master Mix; Applied
Biosystems) utilizando el método comparativo AACT de cuantificacion relativa (La
cuantificacién relativa relaciona la sefial de PCR del transcrito objetivo en un grupo de
tratamiento con la de otra muestra, como un control no tratado) para calcular las
diferencias de expresion génica entre las células de control y las estimuladas. Como control
endogeno se utiliz6 GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) porque se ha
establecido que sus niveles de expresidén de ARNm son altos y constantes en muchas células

y tejidos diferentes, para corregir las variaciones en la carga de la muestra.

6.14 Medicion de LDH

Los niveles de LDH se midieron en los sobrenadantes con el ensayo de citotoxicidad no

radiactiva CytoTox 96® segun las instrucciones del fabricante.

6.15 Medicion de ROS

- Medicion de ROS extracelular

El isoluminol fue utilizado para medir exclusivamente las ROS liberadas por las células
activas, obteniendo una medida relativa de ROS, ya que no cuantifica los moles reales de

02- presentes en la muestra.

Se prepard un vial de medicion de 1 ml que contiene isoluminol (0,1 ml de 0,5 mM), HRP

(peroxidasa de rabano) (0,05 ml de 80 U/ml) y células (0,1 ml que contienen 1x10° células,
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en glucosa Krebs Ringer (KRG) (0,65 ml). Se dejé que las muestras se equilibren a la
temperatura deseada y se activé el sistema afadiendo un estimulo (0,1 ml) de f-MLP
disuelto en KRG, permitiendo que la adicién de f-MLP a los neutrdfilos en presencia de
isoluminol de lugar a una respuesta de quimioluminiscencia (CL). La actividad CL se midié
en un aparato Biolumat LB 9505 de seis canales (Berthold Co., Wildbad, Alemania). Se
incubaron las células con el estimulante y los extractos, asi como sdlo las células con el

control positivo del estimulante, para diferenciar la produccién de anién superoxido.

- Medicion de las ROS intracelulares.

El colorante permeable a la membrana, el luminol, es excitado por las ROS generadas por
los fagocitos, dando lugar a la quimioluminiscencia. Afiadiendo las enzimas impermeables
a la membrana, SOD vy catalasa a las mezclas de reaccion para eliminar el Oz- y H.03
secretado, se pueden medir las ROS generadas especificamente en los compartimentos

intracelulares (Claes Dahlgren, Karlsson & Bylund, 2007).

Se prepard un vial de medicién de 1 ml que contiene luminol (0,1 ml de 0,5 mM), SOD (0,01
ml de 5000 U/ml), catalasa (0,01 ml de 200 000 U/ml) y células (0,1 ml que contienen 1x10°
células, en KRG (0,68 ml). Se dejé que las muestras se equilibren a la temperatura deseada,
se activo el sistema afadiendo como estimulante el PMA (acido forbol miristico) (0,1 ml)
disuelto en KRG y se registrd la produccién de luz con un lumindmetro en unidades de cpm

(cuentas por minuto) (Claes Dahlgren & Karlsson, 1999, Claes -1987).
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7. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico fue realizado usando ANOVA de una y dos vias seguido de una
prueba multiple de comparacién Dunnett’s o Bonferroni, mediante el uso del programa

PRISM 7.0® GraphPad software.

8. RESULTADOS

EFECTO DE LOS EXTRACTOS EN LA VIABILIDAD CELULAR

Para explorar un posible efecto toxico de los extractos sobre células humanas de sangre
periférica, mononucleares y polimorfonucleares de voluntarios humanos sanos, fueron
expuestos a diferentes concentraciones de los extractos, en condiciones de cultivo celular
in vitro, por diferentes periodos de tiempo (24 y 48horas) al cabo de los cuales se determiné
el porcentaje de viabilidad celular. En la figura 7 se aprecian los resultados de esta
determinaciéon en cultivos primarios de mononucleares en presencia de extracto
hidroalcoholico de Equisetum giganteum L., Croton lechlery y Erytroxylum coca a través del
método de exclusién con Azul Tripan. Se observé que la viabilidad en presencia de E.
giganteum (fig. 7 a) se mantiene por encima de 80% con 10 pg/mly 100ug/ml y se reduce
notablemente con 1000ug/ml de extracto concentracion en la que ya se observa una
toxicidad casi total tanto a las 24 como a las 48 horas. Para el extracto de Croton lechlery la
cinética de reduccidn de viabilidades es bastante similar a la anterior con valores menores
a las 48 horas (fig. 7b). Para el caso del extracto de Erytroxylum coca, |a viabilidad de las

células se mantiene hasta 1300ug/ml en niveles de 50% y se llega a observar una toxicidad
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completa a los 13300ug/ml. Estas cifras nos dan el margen de toxicidad de estos extractos

para las siguientes pruebas de funcionalidad.
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Figura. 7 Evaluacion in vitro de la viabilidad de células mononucleares por el método de exclusidon con azul tripan en
presencia de diferentes concentraciones de extracto hidroalcoholico de Equisetum giganteum L.(a), Croton lechlery(b) y
Erytroxylum coca(c) a las 24 y 48 horas de cultivo celular. Se expresa como porcentaje de viabilidad el promedio+1SD, de

tres experimentos por triplicado; la diferencia estadistica se expresa como: *=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001

Esta misma evaluacion fue llevada a cabo con leucocitos polimorfonucleares obtenidos de
los mismos voluntarios sanos. En la figura 8 se puede apreciar que los 3 extractos, no tienen
un efecto citotdxico en las concentraciones bajas, aprecidandose un mantenimiento de la
viabilidad celular, cerca del 80% a las primeras dosis. Sin embargo, se observa una toxicidad

alta a 1000 pg/ml para los extractos de E. giganteum y C. lechlery y en 13300ug/ml para el

extracto de E. Coca.
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Figura. 8 Evaluacion in vitro de la viabilidad celular de polimorfonucleares por el método de exclusion con azul tripan en
presencia de diferentes concentraciones de extracto hidroalcoholico de Equisetum giganteum L. (a), Croton lechlery (b) y
Erytroxylum coca (c) a las 24 y 48 horas de cultivo celular. Se expresa como porcentaje de viabilidad el promedio +1SD,
de tres experimentos por triplicado; la diferencia estadistica se expresa como: *=p < 0.05, **=p < 0.01, **=p < 0.001

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE OXIDOREDUCTASAS

En la figura 9 se puede evidenciar que en células mononucleares existe un descenso de 18
a 25% de la funcionalidad de la actividad enzimatica celular de oxidoreductasas con los 3
extractos de una manera dosis dependiente, respecto al control, y no se logra una inhibicién
total de la misma. A las dosis de 1000ug/ml para el extracto de E. giganteum(a) y C.
lechlery(b) y a la dosis de 1300ug/ml para el extracto de E. coca(c) si se observa reduccién

de casi 50% de la actividad de 6xido reductasas y por tanto una evidente toxicidad celular.
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Figura 9 Evaluacién in vitro del efecto de los extractos estudiados sobre la actividad enzimatica mitocondrial y
citoplasmaticas de células mononucleares con la sal de tetrazolio MTT. En presencia de diferentes concentraciones de
los extractos de Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c) a lo largo de 24 y 48 horas de cultivo
de células mononucleares se expresa el promedio +1SD, de la D.O. en tres experimentos por triplicado; la diferencia
estadistica entre dosis respecto al control se expresa: *=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001

74



Esta misma evaluacidn fue realizada con leucocitos polimorfonucleares obtenidos de los
mismos voluntarios sanos (figura 10). Se observa que los extractos de E. giganteum(a) y C.
lechlery(b) no tienen un efecto en la actividad enzimatica celular en las concentraciones que
no son toxicas en la evaluacidn con Azul Tripan. Con extracto de E. coca(c) se observa una

leve estimulacidn (16% respecto al control) de esta actividad a las dosis intermedias.
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Figura 10 Evaluacion in vitro del efecto de los extractos estudiados sobre la actividad enzimatica mitocondrial y
citoplasmadticas en células polimorfonucleares con la sal de tetrazolio MTT. En presencia de diferentes concentraciones
de los extractos Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c) a lo largo de 24 y 48 horas de cultivo
celular se expresa la D.O. como el promedio +1SD, de tres experimentos por triplicado; la diferencia estadistica entre
dosis respecto al control se expresa: *=p < 0.05, "*=p < 0.01, **=p < 0.001

EVALUACION DE LA CAPACIDAD ENDOCITICA

Se evalud la capacidad de las células mononucleares y polimorfonucleares para endocitar
particulas en cultivo en presencia de los extractos estudiados. En este caso, las células de
sujetos donadores voluntarios previamente tratadas con los extractos se pusieron en
contacto con levaduras (Sacharomyces cereviseae) en condiciones de cultivo celular
(temperatura 37°C, 99% de humedad y 5% CO2) y se determind por microscopia dptica el
numero de levaduras endocitadas por cada célula (indice fagocitico). Las concentraciones
gue se evaluaron fueron aquellas en las que no se observd alteracidn significativa de la
viabilidad celular, segun los datos obtenidos en los ensayos de viabilidad y actividad
mitocondrial. En la figura 11 se observa que no existe una modificaciéon estadisticamente

significativa de la capacidad de endocitosis de levaduras de las células mononucleares en
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comparacion con el control para el caso del extracto de E. giganteum (Fig. 11a); en el caso
del extracto de C. lechlery (fig. 11b) se observa un leve descenso (17% respecto al control)
de esta funcion a la dosis de 10ug/ml. Para el caso del extracto de E. coca se puede observar

un leve aumento (19% de dicha funcidn, aunque no fue estadisticamente significativo).
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Figura 11 Evaluacion in vitro de la capacidad endocitica de levaduras por células mononucleares tratadas con diferentes
concentraciones de extracto hidroalcoholico de Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c) en 3
horas de cultivo celular. Se expresa el indice fagocitico en promedio +1SD, de tres experimentos por triplicado; la
diferencia estadistica entre dosis respecto al control se expresa: *=p < 0.05, “*=p < 0.01, ***=p < 0.001
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Erytroxylum coca

Figura 12 Evaluacion in vitro de la capacidad endocitica de levaduras por células polimorfonucleares tratadas con
diferentes concentraciones de extracto hidroalcoholico de Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum
coca (c) en 3 horas de cultivo celular. Se expresa el indice fagocitico en promedio +1SD, de tres experimentos por
triplicado; la diferencia estadistica entre dosis respecto al control se expresa: "=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001

EVALUACION DE LA QUIMIOTAXIS

En este ensayo se evalud el efecto de los extractos h.a. de E. giganteum L., Croton lechlery
y E. coca sobre la actividad migratoria in vitro de polimorfonucleares. Después de incubar
las células por 3 horas con los extractos, a diferentes concentraciones, se midid la capacidad
de migracién hacia un agente quimio-atractante, el tripéptido formilado N-formyl metyl
leucyl-phenylalanina (N-fMLP). La capacidad quimiotactica se midié en milimetros
desplazados entre el sitio de origen de las células en cultivo y el frente alcanzado (ver
Material y Métodos) hacia el centro del gradiente de concentracidn del quimioatractante.
En la figura 13 se puede observar que los extractos de E. giganteum L.(a) y Croton lechlery(b)
no inhiben tal actividad, en cambio puede observarse, en el extracto de E. coca(c) estimula
esta funcion de una manera estadisticamente significativa en las dosis mas altas del extracto

(alrededor del 60% respecto al control).
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Figura 13. Evaluacion in vitro de la migracién de polimorfonucleares tratados con diferentes concentraciones de extracto
hidroalcoholico de Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c) a lo largo de 3 horas de cultivo
celular hacia el péptido quimioatractante N-fMLP. Se expresa la migracién en mm del promedio +1SD, de tres
experimentos por triplicado; la diferencia estadistica entre dosis respecto al control fue:

*=p < 0.05, **=p < 0.01, **=p < 0.001
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Equisetum giganteum L.

Croton lechlery Erytroxilum coca

Figura 14 Observacién de la Migracion de polimorfonucleares desde el pocillo de origen hacia el péptido quimiotactico

a) Equisetum giganteum L. b) Croton lechlery c) Erytroxylum coca

EVALUACION DE LA CAPACIDAD MICROBICIDA

Para conocer si los extractos hidroalcoholicos de E. giganteum, C. lechlery y E. coca tienen
algin efecto sobre la capacidad de eliminar microorganismos, de mononucleares vy
polimorfonucleares humanos en condiciones de cultivo se adicionaron los extractos en
diferentes concentraciones cuya inocuidad estaba ya establecida en anteriores
experimentos. Se incubd las células tratadas con extractos por 3 horas y después se adiciono
un microorganismo patégeno: Staphilococus aureus. En la figura 15 se observa que con E.
giganteum(a) a la dosis de 10pg/mly 30ug/ml a los 60 minutos se incrementa levemente la
capacidad microbicida de células mononucleares ya que disminuye las UFC de manera
estadisticamente significativa en un 40% respecto al control. En los casos de C. lechlery (b)

y E. coca(c) no se observa cambios significativos en esta funcion.
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Figura 15 Evaluacién de la capacidad microbicida de células mononucleares tratadas con los extractos de Equisetum
giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c). Se expresa el nimero de UFC en promedio +1SD, de tres
experimentos por triplicado; la diferencia estadistica entre dosis respecto al control fue:

*=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001

En la figura 16 se muestra que los extractos estudiados no impiden que las células
polimorfonucleares realicen la funcidn de eliminar Staphilococus aureus. En el caso de las
células tratadas con el extracto de E. giganteum(a) se observa un mayor descenso del
numero de bacterias ingeridas y digeridas por las células a la dosis de 10 y 30ug/ml a
60minutos (alrededor de un 30% respecto al control), en el caso de las células tratadas con
el extracto de Croton lechlery(b) se observd que a la dosis de 30ug/ml existe también un
descenso del nimero de bacterias muertas por las células a los 60 minutos de ingestion
(alrededor de un 50% respecto al control). En el caso de la respuesta con el extracto de E.

coca(c) no se observa cambio significativo en la actividad microbicida.
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Figura 16. Evaluacion de la capacidad microbicida de células polimorfonucleares tratadas con los extractos de
Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c). Se muestra el nimero de UFC como el promedio
+1SD, de tres experimentos por triplicado; la diferencia estadistica entre dosis respecto al control fue:

*=p <0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001

EVALUACION DE CITOQUINAS IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, e INFy.

La determinacion de IL-1B en los cultivos celulares tratados con los extractos muestra que
en el caso de E. giganteum(a) el extracto estimula de manera leve la liberacién de esta
citoquina en los ensayos sin LPS (33 pg/mL respecto al control), no asi en el caso de los
ensayos con LPS (Figura 17). Para el extracto de C. lechlery (b) se observa la estimulacién de

la liberacion de la IL-1B en los ensayos sin LPS (38pg/mL respecto al control). En células
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Erytroxylum coca

Figura 17 Evaluacion de IL-1B en células mononucleares en 24 horas de cultivo celular tratadas con los extractos de
Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c) y estimulacion con Lipopolisacarido (LPS) como
control positivo. La IL 1-B producida se expresé en pg/mL de 3 experimentos por triplicado+1DS, la significancia

estadistica entre dosis respecto al control de células no tratadas fue "=p < 0.05, *=p < 0.01, **"=p < 0.001

En referencia a la liberacidn de interleucina 6, en la figura 18 se observa que con el extracto
de E. giganteum(a) no existe una diferencia clara de estimulacién o inhibicidn. Para el caso
del extracto de Croton lechlery (b) se observa que existe una importante estimulacion de la
liberacién de la interleucina (254 pg/mL respecto al control). Para el caso del extracto de E.
coca(c) no existe una liberacidn o inhibicidn significativa estadisticamente tanto en los

ensayos con estimulacion con LPS, como los sin estimulacion.
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Figura 18. Evaluacion de interleucina 6 en células mononucleares en 24 horas de cultivo celular tratadas con los
extractos h.a. de Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c) y estimulacidn con Lipopolisacarido
(LPS) como control positivo. La IL-6 producida se expresa en pg/mL de 3 experimentos por triplicado+1DS, la significancia

estadistica entre dosis respecto al control fue: *=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001

En la figura 19 se observa que no existe respuesta de produccién de interleucina 8 sin
estimulacion con LPS con ninguno de los 3 extractos; en los ensayos con estimulacién con
LPS se ve que a dosis bajas existe reduccion de la estimulacién que no es estadisticamente
significativa en el caso de E. giganteum y en el caso de E. coca. Con C. lechlery no se observa

estimulacion ni inhibicion.
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Figura 19. Evaluacién de interleucina 8 en células mononucleares en 24 horas de cultivo celular tratadas con los
extractos de Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c) y estimulacién con Lipopolisacarido
(LPS) como control positivo. La IL-8 producida se expresa en pg/mL de 3 experimentos por triplicado+1DS

En el ensayo para determinar la liberacién de IL-10 (Figura 20) se puede observar que en el
caso de E. giganteum (a) existe una actividad inhibitoria de la liberacién por el extracto se
observa una inhibicién alrededor de un 70% respecto al control estimulado con LPS y no asi

en los no estimulados. En el caso de Croton lechlery (b) se pudo observar que existe una
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Erytroxylum coca

Figura 20 Evaluacion de interleucina 10 en células mononucleares en 24 horas de cultivo celular tratadas con los
extractos de Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c). Las células con estimulacion con
Lipopolisacarido (LPS) fueron consideradas como control positivo. Los datos expresan la concentracién de la citoquina en
pg/mL de 3 experimentos por triplicado+1DS, la diferencia estadistica entre dosis respecto al control fue:

*=p <0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001

La liberacion de TNF-a en presencia de los extractos estudiados se observa en la figura 21.
Para el extracto de E. giganteum, en los cultivos sin LPS se aprecia una actividad dual ya que
a dosis mas bajas del extracto existe una estimulacién de la liberacién de TNF-a y a dosis
mas altas existe una inhibicién, aunque ambos casos no son estadisticamente significativos
con alta dispersién de datos en los diferentes ensayos. En el caso del extracto de Croton
lechlery se ve una estimulacion significativa de la liberacidn de TNF-a en los cultivos con el
extracto (529pg/mL respecto al control) y una leve inhibicidn en los ensayos en cultivos con
estimulacion con LPS que no es estadisticamente significativa. Y con E. coca se aprecia una
leve pero significativa estimulacién en los cultivos sin presencia de LPS (41 pg/mL respecto
al control); en el caso de los ensayos con LPS el leve aumento de liberacién no es

estadisticamente significativo.
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Figura 21. Evaluacioén de la liberacion de TNF-a por células mononucleares en 24 horas de cultivo tratadas con los
extractos de Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c) y estimulacién con Lipopolisacarido
(LPS) como control positivo. El TNF-a producido se expresa en pg/mL obtenidos en 3 experimentos por triplicadox1DS, la

significancia estadistica entre dosis respecto al control fue; *=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001

En la figura 22 se observa la respuesta en la produccién de interferén gamma (INF-y) con
los extractos estudiados. En el caso de E. giganteum (a) y C. lechlery (b) se observa una leve
inhibicion de la produccién a la dosis mds baja en los ensayos con LPS (alrededor de 35%

con E. giganteum y 36% con Croton |. respecto al control); en los ensayos sin estimulacién
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con LPS no se observan cambios estadisticamente significativos. En el caso de E. coca(c) se
observa una leve inhibiciéon de 15% respecto al control a la dosis mas baja en los ensayos

con estimulacién de LPS; en los cultivos sin LPS no existe estimulacion estadisticamente

significativa.
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Erytroxylum coca

Figura 22. Evaluacion de la liberacidn de interferén gamma en células mononucleares en 24 horas de cultivo tratadas
con los extractos de Equisetum giganteum (a), Croton lechlery (b) y Erytroxylum coca (c) y estimulacidn con
Lipopolisacarido(LPS) como control positivo. El Interferén producido se expresa en pg/mL obtenidos en 3 experimentos
por triplicado*1DS, la significancia estadistica entre dosis respecto al control fue; *=p < 0.05

EFECTO DE LOS EXTRACTOS EN LA ViA DEL INFLAMASOMA.

Para evaluar la actividad de los extractos en la red de Inflamasoma tomamos en cuenta los
extractos de las dos plantas con mayor actividad de IL-1B previamente medida en cultivos
celulares: Equisetum giganteum L,y Croton lechleri Miill. Arg. Para medir dicha actividad se
cultivo células mononucleares y neutrdfilos, y se incluyeron controles positivos (es decir, la
nigericina y polydA: dT que activan los inflamasomas NLRP3 y AIM2 respectivamente). En la
figura 23 se observa que a una concentracién de 100ug/ml del extracto de Equisetum
giganteum L se induce la liberacién de IL-1B en neutrdfilos no cebados y no asi en

neutrofilos cebados con LPS (30ng/ml; en cambio, en células mononucleares se produce
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una liberacion de IL-1B con 100 pg/ml de C. lechleri en las células no cebadas y una elevada

cantidad de esta citoquina con ambos extractos y dosis en los mononucleares cebados
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Figura 23 evaluacion de la liberacion de IL-18 en los sobrenadantes recogidos tras 3 horas de incubacion de las células
expuestas al medio, a la lipofectamina, a la nigericina y al polydA:dT y a las diluciones de los extractos vegetales (A)
Neutrdfilos (B) Neutrdfilos cebados, (C) Células PBMC (D) Células PBMC cebadas.

EFECTO EN LA ACTIVACION DE INFLAMASOMA NLRP3 Y AlM2

Ante la posibilidad de que los extractos estudiados tengan actividad antiinflamatoria se
disefid el experimento para analizar si pueden inhibir o bloquear la activacion del
Inflamasoma en los neutréfilos o PBMC, para esto las células fueron estimuladas con
10pug/ml de polydA:dT (pdA:dT) para la activaciéon de AIM-2, y 10uM de Nigericina para la
activacion de NLRP3. La evaluacidn también se realizdé después de cebar con 30ng/ml de
LPS. En la figura 24 se observa el pretratamiento de las células con extractos de las plantas

estudiadas (10pg/ml) una hora antes del cebado y estimulacién con polydA:dT el cual
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mostrd una reduccion tanto de los niveles de IL-1B (Fig. 24A), como de la liberacién de LDH

(Fig24B) y de la expresion de AIM2 (Fig. 24C). La reduccion no fue similar con la estimulaciéon

con Nigericina para la activacion de NLRP3: E. giganteum no inhibié al inflamasoma en Ila

produccién de IL-1B (Fig. 24D); la liberacién de LDH (Fig. 24E) y expresion de NLRP3 (Fig.

24F) fueron bastante parecidas
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Figura 24. evaluacion a través de la secrecion de IL-18, la liberacion de LDH y la expresion de la activacion del
inflamasoma AIM2 y NLRP3 in vitro en células PBMC. La liberacion de IL-18, LDH y la cuantificacion relativa de los
complejos se midieron en los sobrenadantes recogidos después de, una hora de pretratamiento con extractos de las
plantas, y 3 horas de incubacion de las células expuestas a polydA:dT (A-C) y la estimulacion con Nigericina (D-F) donde

se observa que no existio significancia estadistica.

Para evaluar si en neutréfilos se puede inhibir la activacién del inflamasoma, se realizé un

pretratamiento de las células con los extractos de las plantas de nuestro estudio

(concentracion de 10ug/ml) una hora antes de cebarlas con LPS (30ug/ml) y estimularlas

con polydA:dT o Nigericina. Se observd una leve inhibicidon de la produccion de IL-1B (Fig.
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25 A) y de liberacion de LDH (Fig. 25 B) en células cebadas y estimuladas con polydA:dT con
ambos extractos, en cambio se observé un aumento en la expresién de AIM-2 (medida a
través de la expresion de ARNm) respecto al control (Fig. 25, C). Cuando se utilizé Nigericina
(10uM) después del cebado, no hubo inhibicidn de la activacidon de NLRP3, al contrario, los
niveles de IL-1B y la liberacién de LDH fueron altos (Fig. 25D-E); no se mostraron resultados

significativos en la expresion de NLRP3 en neutrdfilos (datos no mostrados).
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Figura 25. Evaluacion a través de la liberacion de IL-18, LDH y la cuantificacion relativa de los complejos en los
sobrenadantes recogidos tras, una hora de pretratamiento con extractos de plantas, 3 horas de cebado con LPS, y 3
horas de incubacion de neutrdfilos expuestos a polydA:dT (A-C) y estimulacién con Nigericina (D-E).
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Para evaluar si los extractos de nuestro estudio pueden inhibir o bloquear la activacidn del
inflamasoma NLRP3 mediante la inhibicién de la actividad de Caspasa 1, los neutréfilos y las
células PBMC se pre-trataron con extractos de plantas durante una hora vy, tras la
estimulacion con 10uM de Nigericina para la activacion del NLRP3, se realizd un analisis en
el citometro de flujo a través de la técnica de clasificaciéon de células activadas por
fluorescencia (FACS) con tincion FAM-FLICA durante una hora. Como se observa en la Fig.
26 (Fig. 26 A control de tincién, Fig. 26 B control de Nigericina sola), la inhibicion de la
activacion de la Caspasa 1 con Equisetum giganteum fue del 50% (Fig. 26 C) y con Croton |
Miill.Arg. alrededor del 30% (Fig. 26 D) en comparacién con el control positivo Nigericina.

Aunque también evaluamos los neutréfilos, no observamos diferencias respecto a los

controles.
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Figura 26 Evaluacion de la inhibicion de la actividad de Caspasa 126 A) control de tincion, Fig. 26 B control de Nigericina
sola), la inhibicion de la activacion de la Caspasa 1 con Equisetum giganteum fue de alrededor del 50% (Fig. 26 C) y con
Croton Miill.Arg. alrededor del 30% (Fig. 26 D)

PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO ASOCIADOS A INFLAMASOMA

Para evaluar si los extractos de nuestro estudio pueden bloquear la produccién de ROSy a
través de esta influir en la activacion o bloqueo del Inflamasoma se evalué la produccién de
ROS extracelular mediante isoluminol (no permeable a las células) y la adicidon del

estimulante fMLP.

Como se observa en la Fig. 27, la concentracion de 10ug/ml de Croton lechlery Miill. Arg y
Equisetum giganteum producen inhibicion de ROS inducida por fMLP en niveles

significativos (Fig. 27A-27B).
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Figura 27 Inhibicidn de las ROS extracelulares inducidas por el fMLP con los extractos. La produccién/liberacién de
aniones superoxido por parte de los neutréfilos se midié con un sistema de quimioluminiscencia amplificada con
isoluminol/HRP y los resultados se expresan en com. (cuentas por minuto). Los neutrdfilos se incubaron durante 5
minutos a 37 °C antes de afiadir el péptido fMLP y los extractos de plantas. (media£SD, n=2); BC= buffy coat CR= Croton
lechlery Miill.Arg, Eq= Equisetum giganteum; *p < 0,05, **p < 0,01,

Actividad extracelular de la NADPH-oxidasa inducida por la PMA

Para estudiar si la inhibicién de la produccién de superéxido aniénico no depende
Unicamente del receptor FPR1, se realizd la medicidn de la quimioluminiscencia generada
por el estimulante PMA (forbol miristato acetato). Para esto las células fueron incubadas
con el estimulante y el extracto, asi como sélo con el estimulante para diferenciar la
produccién de superdxido anidnico. El control utilizado fue sélo el medio de cultivo.

A la concentracion de 10ug/ml y 1ug/ml Croton lechlery Miill.Arg y Equisetum giganteum
provocan la disminucion de la produccion extracelular de anién superdxido por

estimulacion de PMA (Fig. 28 Ay B).
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Figura 28. La produccidn/liberacion de aniones superoxido por parte de los neutrdfilos se midié con un sistema de

quimioluminiscencia amplificada con isoluminol/HRP. Los neutrdfilos se incubaron durante 5 minutos a 37 °C antes de la
adicion de PMA; y los extractos de plantas. Se expresan los resultados en com (cuentas por minuto) (media+SD, n=2); BC=
buffy coat CR= Croton lechlery Miill.Arg, Eq= Equisetum giganteum; *p < 0,05, **p < 0,01.

Inhibicion intracelular de ROS

Para evaluar la inhibicidn intracelular del anién superéxido por los extractos de plantas, se
realizé el ensayo de quimioluminiscencia con luminol en presencia del estimulante PMA.
Las células se incubaron con el estimulante, la SOD, la catalasa y los extractos de plantas,
asi como solo con el estimulante para diferenciar la produccién del anidn superéxido. El

control utilizado fue sélo el medio con el estimulante. Se observa en la Fig. 29 que a la

concentracion de 10ug/ml Croton lechlery Miill. Arg y Equisetum giganteum inducen la
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Figura 29. La produccidn/liberacion de aniones superoxido por parte de los neutréfilos se midio con un sistema de
quimioluminiscencia amplificada luminol/SOD/catalasa. Los neutrdfilos (1x106 células/ml) se incubaron durante 5
minutos a 37 °C antes de afiadir PMA; 5x10-8 My los extractos de plantas. Los resultados se expresan en cuentas por

minuto. (media+SD, n=1), CR= Croton lechlery Miill.Arg, Eq= Equisetum giganteum; *p < 0,05, **p < 0,01
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9. DISCUSION

El estudio de las plantas medicinales en la actualidad se lleva a cabo con el objeto de
encontrar nuevos recursos terapéuticos o preventivos tanto para las patologias prevalentes
como para las emergentes. El procedimiento clasico para la evaluacién y estudio de plantas
con potencial medicinal consiste en evaluar la existencia de actividades bioldgicas de sus
componentes, obtenidos en extractos y, a partir de esto, en caso de encontrar actividad
promisoria se analizardn los metabolitos y principios activos solos o en conjunto para
formular nuevos productos con actividad farmacoldgica. A través de la historia, el hombre
ha buscado nuevas fuentes terapéuticas para la resolucion de las distintas
enfermedades(infecciosas, parasitarias, metabdlicas, neopldsicas, degenerativas,
cardiovasculares, autoinmunes), pero el perfil epidemioldgico (principalmente de las
infecciosas )ha variado en el tiempo por lo que, se ha incrementado la busqueda de nuevos
principios activos de productos naturales que contribuyan a la resolucion de dichos

problemas, gran parte de los cuales estan mediados por procesos inflamatorios crénicos.

Dado que muchas veces existen efectos contrarios a los deseados provocados por algunos
farmacos de origen quimico en afectacidén del sistema inmune, se ve la necesidad de
estudiar y acudir a otras fuentes como ser los productos naturales. Esto cobra sentido en
Bolivia ya que cuenta con una gran diversidad en productos naturales utilizados de forma
terapéutica, por diferentes etnias las cuales ademas han acumulado conocimiento sobre su
uso y manejo (Ministerio de Salud,2016). Por esto, en este estudio se selecciond a
Equisetum giganteum L., Crotdn lechlery y Erytroxylum coca, plantas de amplio uso en la

medicina tradicional de la etnia Tacana, donde se desarrolld la colecta y se recibid el
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conocimiento ancestral sobre su uso para enfermedades virales, infecciosas e inflamatorias
en el proyecto sobre la identificacion de plantas amazodnicas. _
En estas plantas se ha buscado evaluar su efecto inmunomodulador por la amplia relacién

de las patologias en las que se usa dichas plantas con el sistema inmune y con todos los

sistemas [N

Con la finalidad de reducir el uso experimental de animales y de humanos, de acuerdo a las
ultimas normas de bioética, una forma de poder trasladar el efecto sobre el organismo es
usando los modelos de cultivo in vitro. Estos se han ido utilizando cada vez mas
ampliamente desde los estudios e implementacién de las vacunas, particularmente los
cultivos de células de mamiferos o directamente de células humanas. Si bien el resultado
observado sobre las células no es una réplica exacta del efecto sobre el organismo ya que
este es mas complejo, se obtiene una idea consistente de los efectos de los productos

naturales que podrian resultar en el organismo humano.

En este estudio se utilizaron cultivos primarios de células aisladas de sangre periférica
humana, especificamente leucocitos, los cuales son las células principales de respuesta de
la Inmunidad Innata. Se usaron estas células por su facilidad de manejo y la posibilidad de
explorar su funcionalidad en sistemas in vitro. Se establecio la necesidad de caracterizar el
estado de salud de los donantes, para evitar respuestas inconsistentes causadas por

cambios en la biologia del sujeto.

Las dosis a las que se utilizaron los extractos de las plantas fueron definidas por la

informacién del uso tradicional y por los antecedentes de estudios previos realizados en
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nuestro laboratorio, donde se demostrd la actividad antiviral para el caso de Equisetum
giganteum L. y Croton lechlery Miill. Arg (Churquiy Cols., 2018). Para el caso de Erytroxylum
coca las dosis a las que se utilizd del extracto fueron calculadas con base en la equivalencia,
a 3 gramos de harina de coca consumida por el ser humano segun las indicaciones de la

medicina tradicional para usos terapéuticos diversos (Carvajal y Cols, 2018).

En inicio se evalud el potencial efecto citotdxico de los productos en estudio mediante
ensayos de viabilidad de las células mononucleares y polimorfonucleares en diferentes
dosis e intervalos de tiempo. Esto en el supuesto de que si existiera una toxicidad alta de
los productos (a las dosis seleccionadas) no se podria continuar con los estudios de

funcionalidad celular.

Los resultados muestran que en cultivos de células mononucleares y polimorfonucleares
con una concentracion celular de 1x10°celulas/100ul de medio se logra un mantenimiento
de viabilidad celular, hasta un 80% con 10 pg/ml y 100ug/ml en Equisetum giganteum y
Croton lechlery Miill. Arg y en el caso de Erytroxylum coca, se mantiene una viabilidad en el
orden de 75 a 80% hasta la dosis de 1300ug/ml. Las dosis mayores de 1300ug/ml y las
siguientes, concentradas en multiplos de 10, afectan la viabilidad de una manera leve y
evidente. A las dosis 100 veces mayor a la equivalente de consumo tradicional, se observa

una toxicidad evidente.

Respecto al tiempo de exposicion, se determind que 48 horas es un tiempo adecuado y
Optimo para determinar la toxicidad, ya que en periodos de tiempo menores se puede

asumir que no exista un tiempo de contacto suficiente de las células con el producto; no se
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examind la toxicidad en periodos mayores a 48 horas ya que la vida media de las células se
reduce aun en ausencia de extracto (cultivo primario), dado que son aisladas de sangre
periférica y la sobrevida in vitro se reduce drasticamente en ese tiempo (como lo muestra
los controles), como efecto de la carencia de nutrientes por el consumo del medio ademas
de que muchas células desde que son colectadas son mas labiles por haber pasado su

tiempo de vida media.

Todo lo anterior permitid definir la dosis de los extractos a las que las células mantienen su
viabilidad en cultivo, dosis en las que se puede hacer los ensayos de actividad biolégica sin

inconvenientes en la funcionalidad celular.

Independientemente de lo anterior, se considerd importante conocer si los productos
afectan la actividad o funcionalidad de las células. Una manera de conocer esto consiste en
evaluar la capacidad de las células para reducir la sal de tetrazolio (Thiazolil Tetrazolium
Bromide o MTT), un agente quimico que se colorea al capturar electrones. Los resultados
muestran que los extractos de Equisetum giganteum y Crotdn lechlery a las dosis no toxicas
no afectan de forma significativa esta actividad de las células. Para el caso de Erytroxylum
coca, a las dosis no toxicas, no solamente no afecta esta actividad, sino que aparentemente
la promueve a las dosis intermedias. Esto es compatible con la idea que no hay afectacion
de una de las actividades propias de los leucocitos en su funcién de eliminar
microorganismos a través del estallido respiratorio, que ocurre como efecto de la activacion
de enzimas capaces de generar agentes super-oxidantes que dafian la membrana
microbiana. El incremento de esta actividad de activacion de éxido-reductasas en el caso

de E. coca pudiera tener relacidon con el hecho de que este producto es consumido para
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aumentar la capacidad de consumo de oxigeno en el organismo y con esto la resistencia a

la fatiga y el aumento de la fortaleza fisica temporal (Biondich, 2015).

Si bien un producto puede no alterar la estructura, la viabilidad celular y la principal
actividad enzimatica mitocondrial citoplasmatica, existe la posibilidad de que modifique
otros aspectos de su funcionalidad. En ese sentido, en este trabajo se desarrollaron
protocolos para evaluar si estos productos son capaces de alterar el funcionamiento de los

leucocitos en su actividad principal que es la mediacién de la inmunidad innata.
Capacidad endocitica de células mononucleares y polimorfonucleares

En la evaluacién de la capacidad endocitica (parte de la actividad fagocitica) de células
mononucleares y polimorfonucleares se utilizé levaduras de Sacharomyces cerevisae por
ser de facil manejo y observacion al evaluar la endocitosis. Se observé que en el caso de
células mononucleares incubadas con E. giganteum no hubo cambios significativos a las
dosis no toxicas para las células; solo se observé un leve descenso a la dosis de 100 ug, pero
no significativo estadisticamente. Dado que el extracto crudo es un conjunto de compuestos
activos con diferentes naturalezas quimicas _
- (Churqui y cols, 2018) se puede esperar que alguno de ellos puede estar
modulando esta actividad celular; esto es coherente con lo encontrado en las células
polimorfonucleares donde la funcion fagocitica se ve favorecida a la dosis de 30pg/ml ya
gue se observa un aumento significativo respecto a las células control sin tratamiento. Este
hecho esta en linea con la naturaleza metabdlica de las células polimorfonucleares la cual

es mas compleja que de las células mononucleares, ya que son células con un
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funcionamiento basado en un alto consumo metabdlico por lo que, se propone que el
favorecimiento de esta funcidn se pueda deber a que alguno de los principios activos (los
de mayor actividad que son los flavonoides) esté generando una mayor actividad celular al
promover un aumento de consumo de energia en la célula y haciendo que sea mas activa

en fagocitar.

En el caso de C. lechlery en contraposicién a lo que se evidencio previamente en el estudio
elaborado por Risco y Cols., (2003), donde vieron que el ldtex de sangre de grado promueve
la fagocitosis en dosis bajas, en nuestro caso se pudo observar que en células
mononucleares existe el descenso de la capacidad fagocitica a la concentracién de 100ug.
Siendo esta una concentracién no toxica se puede inferir que de alguna manera esta siendo
afectada la capacidad fagocitica de las células hecho que podria asociarse a la elevada
cantidad de alcaloides y terpenos presentes en el - (Churqui, 2017) que pudieran
inhibir el reconocimiento fagocitario a través de receptores por parte de las células, o la
capacidad de formar los fagosomas. Es atractiva la idea de indagar esta posible funcién para
explicar el uso de esta especie en patologias asociadas a la inflamacién. En el caso de las
células polimorfo-nucleares no se pudo evidenciar un cambio significativo en esta funcion

con este extracto.

Para E. coca se observé que este producto aumenta la capacidad fagocitica tanto en células
mononucleares como en células polimorfo-nucleares. Dado que es un extracto con
multiples alcaloides _ se puede asociar este hecho al efecto de E. coca para
promover el aumento del consumo de oxigeno reportado compatible a lo encontrado con

MTT. Este posible incremento en la produccién de energia podria relacionarse con el
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incremento de la capacidad fagocitica de las células a través de la activacién mayor de la
actina para formar pseudopodos e ingerir a las particulas extrafias. Ademas, existen muchos
reportes que la coca también promueve a un aumento en el metabolismo de la glucosa
Casikar, Mujica y Cols.(2010)lo cual también podria ligarse al aumento de la capacidad

fagocitaria, actividad que esta asociada al consumo de energia.

Quimiotaxis de células polimorfonucleares

Existen diferentes estimulos quimioatractantes para las células fagociticas, dentro de los
mas potentes se encuentran los péptidos formilados; en nuestro estudio utilizamos el
péptido N-fMLP conocido como potente quimioatractante sintético que mimetiza a los
compuestos que liberan las bacterias (Thomas, Kleist y Cols. 2018). En nuestros resultados
se observé que en el caso del extracto de E. giganteum y Croton lechlery Miill.Arg no existe
una modificacidn significativa en esta funcién en las células expuestas a los extractos, con
respecto a las células control no tratadas, en las dosis no toxicas, esto pone en evidencia
gue ninguno de los componentes de los extractos estaria interfiriendo con la migracién

celular.

Para el caso de E. coca se observd que existe un aumento significativo de la capacidad
migratoria celular hacia el péptido formilado en presencia del extracto, en la concentracion
no toxica de 130ug/ml e incluso a dosis un poco mas alta de 1300ug/ml. Puede suponerse
gue este efecto es producido por alguno de los componentes activos de E. coca ya sea

actuando sobre los receptores N-formyl presentes en las células, haciendo que estos
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aumenten en numero y en afinidad, o respondiendo a estimulos metabdlicos, hecho que a

la larga favoreceria en gran forma la eficacia de la respuesta inmunitaria.

Capacidad microbicida de células mononucleares y polimorfonucleares

Una vez que un microorganismo ha sido ingerido mediante la endocitosis, se acompaiia a
esta una serie de eventos oxidativos que se expresan en el incremento en: a) el consumo
de oxigeno b) consumo de glucosa c) la actividad del ciclo de las pentosas o hexosas
monofosfato d) produccién de perdxido de hidrogeno y otros perdxidos. El conjunto de
estos cambios se denomina estallido respiratorio que es la base de la capacidad microbicida
de las células. En la evaluacion del extracto de Equisetum giganteum se observé un aumento
de la capacidad de digestidon y destruccion de Estafilococo aureus ingerido por células
mononucleares y polimorfonucleares a las dosis de 10ug/mly 30pg/ml a los 60 minutos de
incubacién de las células con el extracto en contacto con el microorganismo, previo
tratamiento. No se vio este aumento a los 10 ni a los 30 minutos de contacto. Este
incremento en la funcién de digestion y destruccion podria deberse a la influencia de los
componentes de la planta sobre los microorganismos, potencialmente flavonoides, ya que
se observd que estos cuando actuan directamente sobre los microorganismos en su
capacidad antimicrobiana son capaces de inactivar la adhesion microbiana y promover a la
ruptura de la membrana bacteriana (Alavarce y Cols., 2015). Por otro lado, no se debe
excluir la posibilidad de que el extracto actua sobre la célula estimulando la capacidad de
degranulacion oxidativa, haciendo que de esta manera se favorezca la digestion y muerte

de los microorganismos.
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En el caso del extracto de C. lechlery se observd un aumento de la capacidad microbicida en
células polimorfonucleares a la dosis de 30ug/ml en 60 minutos de contacto con el
microorganismo pero no se observd este aumento en células mononucleares, en las que
solo se pudo observar que no existid un descenso o una anulacion de esta funcion en las

células por parte del extracto, en las dosis no toxicas.

En el caso del extracto de E. coca se observé que no existié una anulacién o disminucion de
la capacidad de digestion y muerte de microorganismos, ni se observé incremento
significativo de esta funcién. Esto podria interpretarse como la inexistencia de una relacién

entre el incremento del consumo de O? inducido por la coca y el estallido respiratorio.

Produccidn de citoquinas en células mononucleares

La actividad inmunomoduladora de estos extractos se examind in vitro determinando la
produccién de citoquinas anti o pro-inflamatorias a través de la medicién de sus
concentraciones en los sobrenadantes en los cultivos celulares a los que se adiciond los
extractos. Se midié esta produccién de manera directa sobre las células que previamente

fueron estimuladas por LPS para sensibilizarlas con este proceso.

Produccion de IL-18

La interleucina 1B es una citoquina proinflamatoria con multiples funciones en la respuesta
inmune en casos de daio celular y de infecciones, favorece el reclutamiento de leucocitos
al sitio de infeccion, amplifica la respuesta de linfocitos T y B, y puede inducir también la

produccién de IL-6.
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En nuestros resultados observamos que para el caso de E. giganteum se observd que en las
células sin induccion con LPS a la dosis de 100ug/ml existe un aumento de la produccion de
esta citoquina. Este aumento permite pensar que existen en el extracto de E. giganteum
componentes que ejercen una actividad inmunoestimulante directa que puede darse a nivel
de la activacion a través de inflamasoma, lo que estaria en linea con un estudio paralelo que
examina la respuesta a este extracto sobre la expresion de proteinas de inflamasoma y
actividad de caspasas _ En el caso de las células preactivadas con LPS; no
existié una produccidn significativa de esta citoquina.

El extracto de C. lechlery mostré una alta capacidad para inducir la produccién o liberacién
de esta citoquina a la dosis de 100ug/ml en células sin induccidn con LPS. Dada la diversidad
de compuestos en este extracto se puede plantear que alguno(s) componentes pueden, ya
sea por medio de una sefal de dafio (DAMPS) o quizds también por unién a receptores,
promover la produccidn o liberacién de esta citoquina generando el efecto proinflamatorio
que parece tener esta planta.

En la respuesta al extracto de E. coca no existié una actividad inductora en la produccién de
esta citoquina que fuera estadisticamente significativa, tanto en células estimuladas como
en las no estimuladas con LPS, mostrandose que este extracto no parece actuar sobre la
estimulacion de esta citoquina.

Produccion de IL-6

La interleucina 6 es una citosina pluripotencial ya que tiene acciones tanto proinflamatorias
como antinflamatorias. En la actualidad se la reconoce como el principal mediador de la

respuesta de fase aguda; también posee efectos antinflamatorios al ejercer un control
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parcial sobre la produccion de IL-1B y TNF-a. A diferencia de la IL-1 y el TNF-a, que poseen
acciones proinflamatorias, los efectos de la IL-6 en la inmunidad dependen del contexto y
de su concentracién local, asi como de la presencia o ausencia de otras proteinas
reguladoras que actlan en la via de transduccién de sefales, o de la concentracién de su
receptor soluble. Los principales estimulos para su sintesis y liberacidén son las infecciones
por ciertos microorganismos, particularmente virus vy bacterias (lipopolisacarido
bacteriano) y la accién de otras citosinas, como la IL-1, TNF-a y el factor de crecimiento

derivado de las plaquetas (Murakami, Kamimuray Cols. 2019).

En nuestros resultados se observd que con el extracto de E. giganteum L. existid una
estimulacion leve de su liberacién a dosis bajas en células sin LPS; esto podria ser la
consecuencia de la estimulacidn que existe de liberacién IL-1B con esta planta, teniendo en

cuenta las regulaciones comunes de ambas interleucinas en su papel pro-inflamatorio.

En el caso de Croton lechlery Miill. Arg se observd que a la dosis de 100ug/ml en células sin
induccion con LPS existe una respuesta de produccion de esta citoquina. Esto permite
proponer que en el marco de la complejidad de la respuesta inflamatoria y de la numerosa
composicidn del extracto estos componentes tengan similitud estructural con lipopetidos o
con LPS que conllevan a la actividad de produccion de esta citoquina dando lugar a que

actle como un agente proinflamatorio,

En el caso del extracto de E. coca no existe una clara significancia estadistica de inhibicidn
o estimulacidn de la produccidn de esta citoquina. Se pudo observar que en las células sin

induccion de LPS el extracto en muy baja concentracién estimula la producciéon y en las
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células estimuladas con LPS existe aparente inhibicidn que no tiene significancia estadistica.
Lo anterior da lugar a la importancia de explorar a profundidad esta aparente

inconsistencia, si se quiere contar con un nuevo agente terapéutico basado en este vegetal.

Produccion de IL-8

En nuestros resultados observamos que no existe una estimulaciéon o inhibicién de esta
citoquina por parte de los extractos (E. giganteum L, Croton lechlery Miill. Arg y E. coca)
ya que no se ve una diferencia significativa con respecto a los controles. Estos extractos no

estarian interfiriendo en las vias de produccién o inhibicidén de esta citoquina.

Produccion de IL-10

En nuestros resultados se observé que en el caso del extracto de E. giganteum existe una
evidente actividad inhibitoria de la liberacién de esta citoquina antiinflamatoria a las dosis
ensayadas. Esta actividad podria ser de algin componente del extracto sobre las rutas de
sefializacion o de activacién. En los resultados obtenidos para C. lechlery se observd una
respuesta de estimulacidn e inhibicidn a diferentes dosis tanto en células pre-activadas con
LPS como en no activadas, por lo que se podria proponer que es posible que por si mismo
algunos de los componentes del extracto actien a través de una retroalimentacidn negativa
para prevenir los efectos que se generan en las células después de la instalacion de la
inflamacidén. Y en el caso de la respuesta en células pre-activadas con LPS podria darse una
regulacién de la inhibicion de esta citoquina por el aumento de las citoquinas
proinflamatorias. En el caso del extracto de E. coca en las células tratadas con la planta sin
estimulacion de Lipopolisacarido no se observa una produccidon de esta citoquina, sin

embargo, en las células tratadas con el extracto y estimuladas con lipopolisacarido se ve
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una significativa disminucion en su produccion en la dosis de 13ug/ml. Esto lleva a pensar
gue este extracto a través de alguno de sus multiples componentes, a esta dosis, podria

actuar de forma directa o través de la regulacidn de las otras citoquinas pro inflamatorias.

Produccion de TNF-a

TNF-a es una citoquina secretada en respuesta a estimulos inflamatorios y de apoptosis, su
estimulacion esta relacionada con otros mediadores celulares como IL-1B Promueve la
inflamacidn, activacién endotelial, induccién de fiebre, y activacién de proteinas de fase
aguda.

En nuestros resultados se observé que en el caso de E. giganteum L. se observé a la
concentracién de 100ug/ml una importante estimulacion de esta citoquina en células pre-
activadas. Esto parece correlacionar con la demostrada actividad antiviral de esta planta
(Churgui, 2018), la misma que reforzaria el papel farmacoldgico en las virosis en las que se
debe generar una cadena de respuestas pro inflamatorias para la posterior eliminacién del
agente viral.

En el caso C. lechlery se observé que, siendo un extracto crudo compuesto por numerosos
componentes estos estimulan la produccidn de esta citoquina promoviendo una regulacién
positiva hacia un efecto pro-inflamatorio. Esta actividad podria también relacionarse a su
actividad antiviral (Ubillas,Jolad,1994). En las células estimuladas con LPS se aprecia una
inhibicidn esto podria deberse a que si bien Croton I. estimula la liberacién de esta citoquina
sin LPS con LPS tiene un efecto contrario de interferencia en la actividad de LPS que, aunque
no es de gran magnitud, esta contradiccidn deberia resolverse investigando mas el papel de

LPS sobre esta citoquina.
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Por su parte el extracto de E. coca estimula la produccién de TNF-a en células pre-activadas
con LPS. Esto podria entenderse como un efecto pro-inflamatorio por parte de este
producto lo que podria conectarse con una elevada respuesta de inflamacidon que seria
beneficiosa en patologias en las que se quiere controlar a agentes infecciosos.

Produccion de INF-y

Observamos en nuestros resultados que en el caso de la adicién del extracto de E.
giganteum a los cultivos celulares e observa que a dosis bajas existe una inhibicion en la
produccién de esta citoquina en las células inducidas con LPS, comparando con las células
control que no fueron tratadas. Esto va en linea con los efectos reportados de esta especie

como antiinflamatorio, ya que esta citoquina promueve la inmunidad innata.

En el caso de C. lechlery se observa también que el extracto inhibe la produccion de esta
citoquina en células estimuladas con LPS. Dada la multiple composicidon del extracto en

compuestos de diferente naturaleza quimica.

En la respuesta del extracto de E. coca existe una inhibiciéon leve a 13pg/ml en las células
inducidas con LPS respecto al control, por lo cual podria decirse que el extracto no tiene

actividad en la produccidn de esta citoquina ni efecto consecuente.

Actividad sobre el Inflamasoma

La principal funcién de los inflamasomas es iniciar una respuesta inmunitaria y contribuir al
mantenimiento de la homeostasis y la reparacién de los tejidos, la inflamacién impulsada

por inflamasomas promueve las defensas inmunitarias e inicia mecanismos de reparacion.
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Los extractos vegetales mostraron una induccién de la liberacidn de IL- 1B en neutrdfilos y
PBMC de manera dependiente de la dosis con un aumento en las células con cebado de LPS.
Esto es congruente con lo encontrado en cultivos donde se aprecia el aumento de IL-1B y
de las otras citoquinas pro-inflamatorias como consecuencia de este hecho, ya que IL-1

estimula la liberacién de IL-6 e inhibe la liberacidon de IL-10.

En las PBMC (acrénimo en inglés) o células mononucleares los extractos vegetales
estudiados no mostraron un bloqueo del inflamasoma NLRP3 y AIM2, si bien se observa
inhibicidn de la actividad de Casapasa-1 esto no se expresa como una inhibicion completa
de lared de inflamasoma. En el caso de los neutréfilos, no se observd ninguna reduccién, al
contrario, se vio un incremento. Si bien la inhibicion de las vias de activacion del
inflamasoma observadas, aparentemente contradicen lo encontrado en el sobrenadante de
los cultivos en los que se detecta niveles elevados de IL-1P, se puede inferir que el efecto
de los extractos estudiados esta dado por la activacidn de la liberacién de IL-1B preformada
en las células ya que no existe activacion de produccidén/activacidon de esta citoquina pro-

inflamatoria través de inflamasoma NLRP3 y AIM2.

Con respecto a la relacién de la producciéon de ROS como una via de estimulacién de
inflamasoma, las plantas estudiadas mostraron actividad antioxidante permeables a las
células, inhibiendo la produccién intracelular y extracelular de ROS, esto muestra

claramente que no existe estimulacién de inflamasoma por parte de los extractos.
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10. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcoholico de E. giganteum no ha mostrado ser toxico para las células
mononucleares y polimorfonucleares en los rangos de 10ug/ml a 100ug/ml ya que permite
un alto mantenimiento de la viabilidad celular, ademas, en estas dosis no se afecta la
actividad mitocondrial en las células funcién importante para el consecuente estallido
respiratorio. Ademas, este extracto no afecta la capacidad de ingerir particulas en células
mononucleares y en células polimorfonucleares, mds bien estimula a estas células a una
mayor capacidad de endocitosis, después de la ingestion el extracto promueve una mayor
digestion y muerte de microorganismos. Una funcidon importante sobre las células es que la
migracidn o quimiotaxis no se ve afectada por este extracto a nivel in vitro, lo cual es parte
de la inocuidad del producto sobre la inmunidad innata. En cuanto a su actividad sobre
citoquinas, se determind que E. giganteum podria ser considerada una planta pro-
inflamatoria, actuando mediante la inhibicién de las citoquinas antiinflamatorias y la

activacion de la liberacidn de citoquinas proinflamatorias, no sobre el inflamasoma.

El extracto hidroalcoholico de C. lechlery no se considera toxico para las células
mononucleares ni polimorfonucleares en los rangos de 10 a 100ug/ml; se pudo ver el
mantenimiento de las caracteristicas morfoldgicas y tintoriales de las células en estas
concentraciones, ademas, en este rango no se vio afectada la actividad mitocondrial de las
células en su capacidad de donar electrones al reducir la sal de tetrazolio MTT. Asimismo,
este extracto no afecta la capacidad fagocitaria en células polimorfonucleares, aunque si se
vio un leve descenso de esta actividad en células mononucleares. La capacidad microbicida

de las células esta no es afectada por esta especie vegetal observandose mas bien un
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aumento de esta actividad en células polimorfonucleares en la concentraciéon de 30ug. La
capacidad migratoria de células no se vio afectada por el extracto. En su actividad sobre las
citoquinas se vio que tiene mayor actividad en la produccidn de citoquinas proinflamatorias
(activa IL-6 sin preestimulacion con LPS), las cuales no son por la via de la activacién del
inflamasoma, asimismo se observa efectos inhibitorios de IL-10 una citoquina

antiinflamatoria.

El extracto hidroalcoholico de E. coca no mostro efecto toxico para las células
mononucleares y polimorfonucleares en los rangos de 13 a 1300ug/ml siendo las ultimas
mayores a las equivalentes de consumo humano indicado por la medicina tradicional, por
tanto, se establece un claro margen de seguridad beneficioso al consumo de esta planta.
Ademas, se determind que favorece la actividad enzimatica mitocondrial, hecho que
concuerda con los estudios de aumento de la capacidad respiratoria, asi mismo, se vio que
promueve a un aumento de la capacidad de ingestion de bacterias y la actividad migratoria
de polimorfonucleares, aunque no tuvo efecto sobre la actividad microbicida de las células.
En lo que respecta a la actividad del extracto sobre la produccién de citoquinas se determiné
que E. Coca tiene un leve efecto en la inhibicién de la produccidn de citoquinas anti-

inflamatorias(IL-10) sin verse claramente su actividad sobre citoquinas proinflamatorias.

Nuestra hipdtesis 1 de trabajo es comprobada en referencia a lo encontrado se confirmé
gue no existe modificacidon en la funcionalidad leucocitaria. Asi como también la hipétesis
2 se comprueba, por lo encontrado, que hay modificacion en los patrones de secrecion de

citoquinas.
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Todo lo anterior permite conocer, por un lado, los limites de seguridad preclinica de estos
extractos para efectuar estudios in vitro con concentraciones que muestran inocuidad v,
por otro, proyectar estudios in vivo con margenes de seguridad estimados. Sobre un posible
aporte al uso de estas especies vegetales como recursos fitoterapeuticos, lo encontrado
permite afirmar que lo efectos reportados por la medicina tradicional tienen correlacion
con su efecto potenciador de la defensa de la inmunidad innata, por tanto, es proclive a

tener efectos relacionados con el control de agentes infecciosos.
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Anexo 1 identificacion del material vegetal por parte del 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 (391-2) 2770962
c-mail: dircecion herbariobolivin@ gmail com

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

Determinado por: Rossy de Michel (LPB)

Fecha : 7 de febrero de 2019

1 Sapindaceae Sapindus saponaria L
2 Rutaceae Galipea longifiora Krause
‘ 3 Leg. Caesalpinoideae Copaifera reticulata Ducke det A Fuentes

4 Polypodiaceae Polypodium decumanum Willd

5 Rubiaceae Uncaria guianensis (Aubl.) J F. Gmel

6 Equisetaceae Equisetum giganteum L

7 Euphgrbiaceae Croton lechleri Muell. Arg.

8 Leg. papilionoideae  (Esteril)

9 Araceae Philodendron undulatum Engl.
10 Sapotaceae Chrysophyllum venezuelanense (Pierre) T.D.Penn.

128



HERBARIO NACIONAL DE BOLIVIA

Casilla 10077 Correo Central, La Paz - Bolivia / Campus Universitario, Calle 27 Cota Cota
Teléfonos (391 -2) 2121751 - 27923582 - 2792416 * Fax (591-2) 2770962
e-mail: direccion herbariobolivia@gmail.com

ki
de Bolivia (LPG)i

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
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Anexo 2 Manuscritos generados

Departamento de Reumatologia e Inflamacion - Instituto Sahlgrenska - Universidad de

Gotemburgo

Evalusticn of the activity of the plant extracts of [ivcaria sommentosg, Equisemm gipanteum ond
Crodkon ecilery to stimulate or block the inflammasome pathway

Elaborated by: Jimena Padilla Lizaramm
Introdution.-
Traditional wze of plants
In Bolia there are many ethnic popolations that uss traditional medicine to prevent or oore dissases,
wihich is why we currenthy have many shadies forused on the stody of the different wses of plant: in
different diszzses,
The Tacana dwell m Amazomian Bolivia (Thorzlde Province, La Paz Depariment) 2t the baze of the last
foothill: of the sastern Andes. The majority of species uzed by the Tacanas are ome Zastrobmtestmal
diserders such a: stomach aches, diarthea, dysentary, and intestingl cramps. Among the 05 speciss ued to
ome these kinds of disorders, 10 were specifically mentioned for vse against intestinal womms., Fifty
specie: were desimnated for relieving dhin aflictions (bedls, fimzal dizeazes, mfected wounds). Twenty-
frve gpecis: wers used for pynecolesical disorders and 10 for wherine hemorrhage during presnancy or
after birth. The Tacana alse ussd 11 pecies for thewmatic dizprders and 10 species to cure leishmariaegs,
2 profozoem-caused disexse with a high meidence rate in the zone (Boardy, 20007
Plamts

Uhecaria tomeniese, so-called “Una de gato”™, is probably ope of Zouth Amenca's most imvestizated
specizs, and the list of tradidonal use: is almost endless. hiost reporied mdications are concesmitant with
inflammatory processes, La: gastrifis, demmic and wro-genital inflammretions, asthuna, thewmatic paine,
et Amons the Tacara, a smonsly concenfrated bark decoction i3 admirdistered agairst fhewmatizn,
irepalar mensmation, and m cass of digestive, liver and lhdney mowbles (Bourdy, 1999). Traditionally
uia de pato iz prepared 25 a decoction, bailing meer bark or Toot bark, or is macerated in an alochelic
beveraze, wsing the locally prodoced suzarcame nom. Thiz exiraction method with aloobol results m a
higher emiraction of alkaloid: then when decoctions are prepared with water (Dvomuinsuez 1987 The
pharmacolozical actions of ufz de zato inchede antiomidant propesties, anti-inflammatory activioy,
irmuramedulziion, cytoprotecton, antinmdagenic properties, and ambihypertenzive effscts (Obsegon
Vilches, 19504).

Tmrmmeenadalatieg activity melodes suporession of WF-kappe B, enharncement af B- and T-hmphocytes,
stmulation of phagocytoss, and enbamcement of IL-1 and IL-6 In 2 Penwian stody on rats, the
irvestizators foumd that phapecytosi: w2 mersazed whesn an exfract was administersd at 2 doss of 400
make In 2 smdy by Sandoval =t al a water extract showed cat’s claw to be, "2 remarkably potemt
izhibitor of THF-iw The primary mechmizm for cai’s claw': anti-inflammatory action appears to be
immuromodulation via suppres:ion of THF-w synthesiz (Williams, 2001).

130



Manuscrito enviado Revista CON-CIENCIA UMSA

La Viabilidad y Funcionalidad de Leucocitos Humanos en presencia de un Extracto
Hidro-alcohdlico de E. coca?.

Padilla Ximena, Terrazas Katty, Carvajal Roger.

Unidad de Biomedicina Experimental, Unidad de Virologia, Inmunidad e Infeccion. Instituto
de Servicios de Laboratorio de Diagnostico e Investigacion en Salud (SELADIS). Facultad
de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas. UMSA, La Paz, Bolivia.

Resumen

Para estudiar el efecto de cualquier producto natural, aunque sea de uso habitual de la
medicina tradicional, es necesario establecer previamente los margenes de seguridad
para su utilizacion en humanos. En el caso de Erythroxylum coca, para trazar sus
perspectivas de uso como fitofarmaco o de producto industrial, es necesario conocer si
tiene algun grado de toxicidad o si es completamente inocuo, no obstante, su larga
tradicion de consumo. En el presente trabajo se explord el efecto de un extracto hidro-
alcohdlico de E. coca sobre granulocitos y mononucleares de voluntarios donadores
humanos, en condiciones de cultivo celular. Se examing, por un lado, el efecto sobre la
viabilidad celular y la actividad del sistema mitocondrial/citoplasmatico de O6xido-
reductasas y, por otra parte, se explord su efecto sobre la funcionalidad celular a través
de la determinacién de la capacidad fagocitica, la quimiotaxis, la endocitosis y la actividad
microbicida, en el ambito de la inmunidad innata, y la capacidad de liberacion o
estimulacion de citoquinas en el ambito de la respuesta inflamatoria. Se encontrd que a
las dosis equivalentes a la del consumo habitual humano, los leucocitos conservan su
viabilidad (0,13ug/ml), la que se mantiene hasta dosis relativamente altas (130ug/ml). En
esta franja de seguridad se encontrd que E. coca no altera la capacidad de las enzimas
mitocondriales y citoplasmaticas de 6xido- reduccién, al contrario, en dosis bajas es capaz
de estimular dicha actividad. La actividad quimiotactica no es afectada por el extracto
hidroalcoholico de coca por el contrario a dosis intermedias esta actividad se eleva de
manera ostensible. La capacidad endocitica no se ve afectada y por el contrario se pudo
observar un estimulo de la misma; en la actividad microbicida no existe cambios
significativos. Por tanto, se concluye este producto a las dosis equivalentes a las
recomendadas por la medicina tradicional no tiene efectos deletéreos sobre la viabilidad
y funcionalidad de los leucocitos humanos. En lo que respecta a la actividad del extracto
sobre la produccidén de citoquinas, se encontrd que E. Coca tiene efecto de estimulacién
en la liberacion de TNF e inhibicion de IL-10 modulando asi mayor actividad
proinflamatoria.

Palabras Clave: Inmunidad innata, Coca, inflamacién, medicina tradicional

2 Este estudio se llevé a cabo en el Instituto SELADIS de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la
Universidad Mayor de San Andrés, con el financiamiento de los fondos concursables IDH, recursos propios del Instituto
SELADIS y el apoyo del Viceministerio de la Coca y Desarrollo Integral, con base en convenio expreso
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