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RESUMEN

Los monocitos participan en la generacion de respuestas defensivas al ser rapidamente
reclutados a los sitios de lesién ocasionados por patdgenos. Sin embargo, una respuesta
excesiva 0 inapropiada puede llevar al desarrollo de desordenes inflamatorios
cronicos, por lo que existe gran interés en la modulacién de sus respuestas para la
obtencion de algun beneficio terapéutico.

A plantas del género Baccharis se le atribuyen propiedades para el tratamiento de
trastornos inflamatorios e infecciones, constituyéndose asi en una fuente potencial de
compuestos con actividad inmunomoduladora.

En este trabajo se evaluo la capacidad de los extractos metanolicos y fracciones de las
especies B. punctulata, B. trimera y B. notosergila de modular la respuesta inmune en
células THP-1 frente al estimulo de lipopolisacarido bacteriano (LPS). Se evalué la
concentracion de CD14 soluble en sobrenadante de cultivo mediante ensayo de ELISA
y el nivel de expresion de mRNA de TNF-a, IL-1p, IL- 6, IL- 10, MCP-1 e IRAK-2,
representativas de la respuesta inflamatoria por RT-qPCR. Ademas, se evalud la
produccion de 6xido nitrico (NO) en esplenocitos murinos por el método de Griess.

Los extractos de las tres especies estudiadas redujeron significativamente la
concentracion de CD14 soluble liberada en respuesta a LPS y la produccion de mRNA
de genes codificantes de citoquinas y quimiocinas de la respuesta inflamatoria en
células monociticas humanas. Asi también, se observé una disminuciéon de la
produccion de NO en esplenocitos murinos tratados con los extractos y estimulados
con LPS.

Estos resultados demuestran que las especies B. punctulata, B. trimera y B. notosergila
poseen actividad anti-inflamatoria in vitro.

Palabras clave: Monocitos, Baccharis, inmunomodulacion, inflamacion
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ABSTRACT

Monocytes participate in the generation of defensive responses by being rapidly
recruited to the sites of injury caused by pathogens. However, an excessive or
inappropriate response can lead to the development of chronic inflammatory disorders,
so there is great interest in modulating their responses to obtain some therapeutic
benefit.

Species of the genus Baccharis are used for the treatment of inflammatory disorders
and infections in the folk medicine, thus constituting a potential source of compounds
with immunomodulatory activity.

The aim of this study was to evaluate the capacity of the methanolic extracts and
fractions from the species B. punctulata, B. trimera and B. notosergila to modulate the
immune response in THP-1 cells against the stimulus of bacterial lipopolysaccharide
(LPS). The concentration of soluble CD14 in culture supernatant was evaluated by
ELISA assay and the level of gene expression of TNF-a, IL-1p, IL- 6, IL- 10, MCP-1
e IRAK-2 at the mRNA level by RT-gPCR. Furthermore, the level of NO production
in murine splenocytes was evaluated by the Griess method.

The extracts of the three species reduced the concentration of soluble CD14 released
in response to LPS and were able to decrease the production of mRNA of genes
associated with cytokines and chemokines of the inflammatory response in human
monocytic cells. Likewise, a decrease of NO production was observed in murine
splenocytes treated with the extracts and stimulated with LPS.

These results demonstrated that the species B. punctulata, B. trimera and B.
notosergila have anti-inflammatory activity in vitro.

Keywords: Monocytes, Baccharis, immunomodulation, inflammation
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1. MARCO TEORICO

Los monocitos, junto con los macrofagos y células dendriticas, forman parte
del sistema fagocitico mononuclear de la inmunidad innata y se encuentran
involucrados en la regulacion del inicio, desarrollo y resolucion de los procesos
inflamatorios (1,2). A pesar de las muchas funciones que desempefian en la defensa
inmune, inflamacion y homeostasis, también contribuyen al desarrollo de diversos
procesos patoldgicos, por lo que existe gran interés en la modulacion de sus respuestas
para la obtencion de algun beneficio terapéutico (3). Esta modulacion podria permitir
la disminucion del nimero o funcion de estas células cuando sus respuestas son
perjudiciales o promover su movilizacion y sus respuestas cuando sus actividades son

beneficiosas.
1.1. Origen de los monocitos

Los monocitos son fagocitos mononucleares que circulan en el torrente
sanguineo. Se desarrollan en la médula 6sea a partir de un progenitor mieloide comun

y una vez alcanzada su maduracion son liberados a la circulacion periférica (4).

Por mucho tiempo se los consider6 como células precursoras que
completaban su proceso de diferenciacion a macréfagos y células dendriticas al migrar
a los tejidos. Sin embargo, hoy en dia se reconoce que la mayoria de los macrofagos
poseen un origen embrionario, mientras que las células dendriticas se originan a partir
de varios precursores presentes en la médula 6sea, y no necesariamente a partir de
monocitos (4). Por lo mismo, los monocitos se han liberado de la imagen de células
precursoras inmaduras y son consideradas actualmente como células circulantes que
cumplen funciones mas complejas que las pensadas inicialmente, tanto en circulacién

como en los tejidos a los que migran o en 6rganos linfoides (5).



1.2. Subpoblaciones de monocitos y funciones

La poblacion de monocitos se caracteriza por su heterogenicidad y
plasticidad. Se han identificado tres subpoblaciones principales de monocitos en la
especie humana, clasificados con base en la presencia de los marcadores CD14y CD16
en células que expresan el receptor de superficie celular HLA-DR. EI CD14, junto con
el receptor tipo Toll 4 (TLR-4) y su proteina accesoria, el factor de diferenciacién
mieloide 2 (MD-2), se encarga del reconocimiento de lipopolisacarido (LPS) de
bacterias gramnegativas y la activacion de respuestas pro- inflamatorias, mientras que
el CD16 actua como un receptor que media la fagocitosis de inmunocomplejos al
reconocer la porcion Fc de anticuerpos del tipo inmunoglobulina G (IgG) (6). Los
monocitos CD14"*CD16" son los llamados “clasicos”, los monocitos CD14"*CD16"
son conocidos como “intermedios” y los CD14*CD16"" constituyen a los monocitos
“no clasicos” (4). Cada una de estas subpoblaciones se diferencian en sus marcadores
de superficie y en las funciones que desempefian. Estas diferencias podrian deberse en

parte al estado de metilacion diferencial de genes asociados a sus respuestas (7).

Los monocitos clasicos exhiben un fenotipo del tipo pro- inflamatorio,
circulan en el torrente sanguineo y migran al sitio de lesion o infeccion, en donde se
diferencian a macrofagos y células dendriticas, ademéas de producir citoquinas pro-
inflamatorias y especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) y estimular la
proliferacion de linfocitos T efectores. Los monocitos no clasicos adoptan una funcion
de patrulla caracterizado por un rastreo a lo largo de la superficie luminal de los
pequefios vasos que les permite la busqueda y eliminacion de células muertas e
infectadas (8). Los monocitos del subtipo intermedio son aptos para la presentacion de

antigenos y regulacién de la apoptosis (7).



Funcionalmente, los monocitos clasicos e intermedios poseen una mayor
capacidad fagocitica que los no clasicos (9). Los monocitos clasicos son mas eficientes
que los intermedios en la produccion de ROS y expresan mayor cantidad de receptores
de quimocinas, lo que resalta su capacidad de migrar al sitio de lesion. También se
caracterizan por su capacidad de producir moléculas pro- inflamatorias como
interleucina (IL)-6, IL-8, la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) y otras
quimocinas como CCL3 y CCL5 y es ampliamente aceptado que los monocitos
clasicos tienen la capacidad de diferenciarse a macrofagos o células dendriticas y

participar en procesos inflamatorios, asi como en su resolucion (7).

Los monocitos intermedios son capaces de secretar mayores niveles de factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e IL- 13 en comparacion con las otras subpoblaciones
posterior a la estimulacion del TLR. Sin embargo, la produccion de otras citoquinas
como IL-6, IL-8 e IL-10 es similar (9). Esta subpoblacién ademas presenta mayores
niveles de expresion de moléculas asociadas a la presentacion de antigenos y mayores
niveles del receptor de quimocina tipo 5 (CCR5) que los monocitos clasicos, lo que
los hace mas susceptibles a la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (7).

Los monocitos no clasicos desempefian funciones del tipo anti- inflamatorio,
y producen citoquinas anti- inflamatorias como la IL-10 posterior a la estimulacion del
TLR (7).

1.3. Respuesta a lipopolisacarido (LPS) bacteriano

El LPS es el principal componente en la membrana externa de bacterias
gramnegativas y acta como un patron molecular asociado a patégeno (PAMP), siendo

uno de los estimulos activadores de la respuesta inmune innata mas potentes (10).

En la cascada de sefializacion iniciada por LPS participan de forma secuencial
la proteina de union a LPS (LBP, por sus siglas en inglés), el CD14, la proteina
accesoria MD-2 y el receptor TLR-4 (10).



LBP es una proteina soluble que extrae unidades monomeéricas de LPS de la
membrana de las bacterias gramnegativas al reconocer el dominio del Lipido A
presente en su estructura, para finalmente facilitar la union de LPS al CD14 que actla
como un correceptor que facilita la transferencia del LPS al complejo receptor TLR-
4/MD-2 (10).

Posterior al reconocimiento del LPS bacteriano por el TLR-4/MD-2, los
monocitos se activan y el CD14 anclado a membrana (mCD14), el cual constituye un
marcador de diferenciacion presente principalmente en la membrana de monocitos y
macrofagos, disminuye en cuanto a su expresion al generarse la forma soluble (sCD14)
por accion de proteasas, razon por la cual se considera al SCD14 como un marcador de
activacion de monocitos (11). Este constituye un mecanismo de contencion de la
respuesta inmune para evitar una sobre- activacion celular que desencadene respuestas

contra el propio huésped.

Como los otros miembros de la familia de TLRs, el TLR-4 es una proteina
transmembrana con un dominio extracelular que contiene una repeticion rica en
leucina (RLL) y un dominio intracelular del receptor Toll/IL-1 (TIR), necesario para
la transduccion de sefiales (10). Luego del reconocimiento del LPS, se produce la
oligomerizacién del receptor y el reclutamiento de adaptadores a través de la
interaccion con sus dominios TIR, que poseen tres regiones altamente conservadas que
median las interacciones proteina-proteina entre el receptor y las proteinas adaptadoras
(12). Las proteinas adaptadoras que interactian con estos dominios TIR son MyD88,
TIRAP, TRIF, TRAM y SARM (12).

La via de sefializacion del TLR-4 se divide en la dependiente de MyD88 y la
independiente de MyD88 (dependiente de TRIF) (Fig. 1). Se ha demostrado que la via
dependiente de MyD88 es la responsable de la expresion de citoquinas pro-
inflamatorias, mientras que la via independiente de MyD88 induce la expresion de

interferdn tipo | (12).
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Figura 1. Via de sefializacion inducida por el reconocimiento de LPS por
el receptor Tipo Toll 4 (TLR-4). De: Lu, Y.-C., Yeh, W.-C., & Ohashi, P.S.
(2008). LPS/TLR4 signal transduction pathway. Cytokine, 42(2), 145-151.(12)

MyD88 recluta y activa a proteinas de la familia IRAK (quinasa asociada al
receptor de la IL-1) y este a TRAF6 ( factor 6 asociado al receptor de TNF), que de
manera coordinada son capaces de activar vias de sefializacion aguas abajo;
principalmente aquellas que conducen a la activacion de los factores de transcripcién
NF-kB, AP-1 e IRF-5y la via de proteinquinasa activada por mitdgeno (MAPK) que
finalmente inducen la expresion de genes de citoquinas pro- inflamatorias y

quimocinas (12,13).



La activacion de monocitos por LPS lleva a la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias como por ejemplo TNF-o, IL-1p e IL-6, los cuales sirven como

mediadores de inflamacién (14).

Las citoquinas son proteinas pequefas (<40kDa) secretadas por la mayoria de
las células, las cuales regulan la respuesta inmune al poseer un efecto sobre la
interaccion y comunicacion entre células. La IL-1, IL-6, el TNF-a y muchas
quimocinas como MCP-1 ejercen efectos redundantes y pleiotrépicos que contribuyen

en conjunto a la reaccion inflamatoria.

Las citoquinas pro- inflamatorias son producidas principalmente por
monocitos y macréfagos activados y estan involucradas en el proceso de inflamacion
(15,16). En lineas generales actuan como pirdgenos e inducen la sintesis de proteinas
de fase aguda por el higado, promueven el aumento de la permeabilidad vascular e
inducen un aumento de la expresion de moléculas de adherencia sobre el endotelio

vascular y activacion de linfocitos By T (17-19).

Las citoquinas anti- inflamatorias son unas moléculas inmunorreguladoras
que controlan la respuesta pro- inflamatoria para regular la respuesta inmune. I1L-10 es
un ejemplo de citoquina anti- inflamatoria que reprime la expresién de citoquinas pro-

inflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6 en monocitos y macrofagos activados (15)

Sumado a lo mencionado previamente, los monocitos activados son también
capaces de inducir la produccion de 6xido nitrico (NO), el cual es sintetizado a partir
de la via de oxidacion de la L-arginina por actividad de oxido nitrico sintasas (NOS),
que presentan tres isoformas; dos de ellas dependientes de calcio y expresadas de
manera constitutiva que mantienen niveles fisioldgicos de NO al producir cantidades
del orden de picomolar- nanomolar por periodos cortos; y la isoforma inducible,
conocida como oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), independiente de calcio y
expresada s6lo en células activadas en respuesta a un estimulo inflamatorio como LPS
0 citoquinas tales como IL-1B y TNF-a, la cual es capaz de sintetizar grandes
cantidades de NO, superando la produccion fisioldégica de NO hasta 1000 veces
(20,21).



El NO esta involucrado en la inmunidad innata y desempefia funciones
reguladoras importantes en la funcion, crecimiento y muerte de muchos tipos celulares
involucrados en procesos inflamatorios. EI NO producido a elevadas concentraciones
por iNOS es inestable y es rapidamente oxidado a especies reactivas de nitrégeno con
la formula general NOx (22). Ha sido identificado como una molécula capaz de
efectuar la destruccidn de agentes patdgenos y células tumorales. Dependiendo de la
concentracion de NO presente, puede desencadenar acciones pro- o anti- inflamatorias,

razon por la cual se le conoce como “espada de doble filo” (20,23).
1.4. Consecuencias del funcionamiento inadecuado de monaocitos

La inflamacion juega un papel importante en el desarrollo de numerosas
enfermedades, tales como enfermedades cardiovasculares, ateroesclerosis, cancer y
enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico,
entre otras (24,25).

Un funcionamiento aberrante de las respuestas de los monocitos podria
afectar no solo el sistema de defensa ante patdgenos y células tumorales, sino también
llevar al desarrollo de enfermedades inflamatorias. Se ha visto que una capacidad
fagocitica reducida en estas células se asocia con el desarrollo de infecciones
persistentes. También, una desregulacién en la secrecion de citoquinas podria
favorecer al desarrollo de enfermedades autoinmunes o inflamacion excesiva y se ha
reportado que la diferenciacién de monocitos a macrofagos tipo anti- inflamatorios o
M2 favorece la progresion tumoral (26), por lo que la modulacion de la respuesta
inflamatoria desencadenada por activacion de los monocitos se ha convertido en uno

de los objetivos en el tratamiento de estas enfermedades.



1.5. Modulacién de la respuesta inmune

Las sustancias inmunomoduladoras son aquellas capaces de regular la
respuesta inmune, ya sea potenciando o suprimiendo el sistema de defensa del
huésped, actuando a distintos niveles del sistema inmune, y pueden incluir a citocinas
como el factor de crecimiento estimulante de colonias (CSF), productos bacterianos y

sustancias derivadas de plantas (27).

Existen reportes de numerosas plantas con actividad inmunomoduladora. Por
ejemplo, Choudhury y colaboradores reportaron que extractos vegetales de Ocimum
sanctum poseen actividad anti- inflamatoria, al inhibir la secrecién de TNF-o e IL- 6
inducida por LPS en células THP- 1 (28). Por su parte, Allen-Hall y colaboradores
demostraron que extractos de Uncaria tomentosa inhiben la produccion de citoquinas
pro- inflamatorias en células tipo monocito derivados de la misma linea celular (29).
IM- 133N, una preparacion conteniendo extractos de Symplocos racemosa y Prosopis
glandulosa, ha demostrado poseer actividad inmunomoduladora al incrementar los
niveles de NO y produccion de citoquinas pro- inflamatorias como el TNF-a en

monocitos y macréfagos THP- 1 (30).

Productos de fuente natural como compuestos derivados de plantas estan
reemergiendo como una rica fuente para el descubrimiento de principios activos que
puedan ser empleados para el desarrollo de nuevas drogas terapéuticas (31), por lo que
plantas de uso medicinal tradicional en nuestro pais podrian constituir una fuente

potencial de compuestos con actividad sobre el sistema inmune.
1.6. Geénero Baccharis

Las plantas del género Baccharis son empleadas ampliamente en la medicina
popular tradicional de distintos paises, para tratar diversas dolencias, incluidas las
enfermedades inflamatorias, por lo que el estudio de sus efectos sobre células del
sistema inmune es interesante teniendo en cuenta la creciente necesidad de nuevos

farmacos con actividad inmunomoduladora (32).



Este género esta incluido dentro de la familia Asteraceae, representado por
aproximadamente mas de 400 especies, de las cuales el 90% se encuentra distribuido
principalmente en el continente americano. Generalmente, se los encuentra como

arbustos perennes que pueden alcanzar hasta los 6 metros de altura (32-34).

En cuanto a su uso tradicional, se emplean las partes aéreas de estas plantas
para ser consumidas en forma de infusiones o té para el tratamiento de diversas
patologias incluyendo heridas y Ulceras, fiebre, reumatismo, dolencias
gastrointestinales y hepaticas, trastornos inflamatorios, entre otros (33,34).

Entre sus principales constituyentes quimicos destacan los compuestos
fendlicos y terpénicos (32,34). Se ha reportado la presencia de una variedad de
compuestos diterpénicos y flavonoides, asi también &cidos fendlicos como derivados

del &cido cinndmico y clorogeénico en las especies estudiadas (32).

Los flavonoides poseen una estructura polifendlica que le confiere
propiedades antioxidantes (35). En los ultimos afios, estudios in vitro e in vivo han
evidenciado que algunos flavonoides poseen actividad anti- inflamatoria y como
mecanismos posibles se han descrito sus efectos antioxidativos, su accion sobre la
modulacion de expresion de genes y sobre la secrecién de citoquinas, ademas de su
accion sobre la actividad enzimatica de fosfolipasa A2, ciclooxigensa y lipooxigenasa
(35-37).

Los diterpenos se encuentran entre los compuestos encontrados en mayor
cantidad en las especies de este genero (34). Entre los diterpénicos mas ampliamente
aislados destacan el neo-clerodano, labdano y kaurano (32,34). A pesar del gran
namero de compuestos aislados, poco se conoce sobre sus mecanismos de accion y

actividad bioldgica.

En este trabajo se evalu6 el efecto de las especies B. punctulata, B. trimera y

B. notosergila sobre células monociticas humanas.
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En un estudio realizado previamente (38) se demostrd que estas especies son
capaces de inhibir la proliferacion de células mononucleares de sangre periférica
inducida por fitohemaglutinina (PHA), indicando que poseen actividad anti-

inflamatoria in vitro sobre estas células.

Considerando en conjunto los antecedentes, evaluar el efecto de extractos
metanolicos y fracciones de las especies B. punctulata, B. trimera y B. notosergila
sobre células monociticas humanas estimuladas con LPS, como modelo de
inflamacién in vitro, contribuird al conocimiento sobre las propiedades

inmunomoduladoras que poseen.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Evaluar la actividad y los mecanismos inmunomoduladores de extractos
metanolicos y fracciones de tres especies del género Baccharis sobre células

monociticas humanas.
2.2. Objetivos especificos

1. Determinar la citotoxicidad de los extractos metanolicos y fracciones de las
especies en estudio sobre células monociticas humanas.

2. Evaluar el efecto de los extractos metandlicos de las especies en estudio
sobre la produccion de CD14 soluble en células monociticas humanas.

3. Evaluar el efecto de los extractos metandlicos y fracciones de las especies
en estudio sobre el nivel de expresion génica de citoquinas y quimocinas
de la respuesta inflamatoria en células monociticas humanas.

4. Analizar el efecto de los extractos metanolicos y fracciones de las especies
en estudio sobre la via de produccion de NO en células monociticas
humanas mediante la determinacion del nivel de produccion de dxido

nitrico y de expresion génica de la enzima oxido nitrico sintasa inducible.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Obtencion de especies vegetales y preparacion de extractos

La recoleccion e identificacion de las especies fueron realizadas por
investigadores del Departamento de Botanica de la Facultad de Ciencias Quimicas
(FCQ) de la Universidad Nacional del Asuncién (UNA). Los datos de las especies
sometidas a estudio se indican en la Tabla 1. La especie B. trimera se recolect6 del
Jardin de Aclimatacion de la FCQ, UNA (R. Degen et M. Gonzélez 4088); B.
punctulata de la ciudad de Nemby, departamento Central (R. Degen et G. Delmas, L.
Britos, Y. Gonzélez 4302) y B. notosergila se recolectdé de la Ruta Transchaco,
departamento de Presidente Hayes (R. Degen et G. Gonzélez, L. Britos 4362). Un
ejemplar de cada uno fue depositado en el Herbario de la FCQ con fines de indexacion.

Tabla 1. Datos de especies vegetales estudiadas

ESPECIE PARTE DE LA PROCEDENCIA CODIGO DE
PLANTA INDEXACION N°

Baccharis punctulata Parte aérea Central 4302

Baccharis trimera Parte aérea FCQ - UNA 4088

Baccharis notosergila Parte aérea Presidente Hayes 4362




13

Los extractos metanolicos y sus respectivas fracciones fueron preparados por
el Departamento de Fitoquimica FCQ, UNA, como se describidé previamente (38). El
material vegetal fue secado a la sombra y posteriormente triturado en un molino de
cuchillas. Aproximadamente 200 g de material se puso en contacto con 1,5 L de
metanol (J.T. Baker, México D.F., México). La suspension se sonicé durante 1 hora
por 3 veces y el proceso se repitio durante 3 dias. Al cabo de ese tiempo el liquido se
filtré al vacio empleando papel de filtro (GE Healthcare, Hangzhou, China) y luego se
evaporé el solvente empleando un evaporador rotatorio (RVO 400 SD Boeco,
Hamburgo, Alemania). Los extractos crudos fueron extraidos luego con solventes de
polaridad creciente. Para ello aproximadamente 1 g de extracto fue suspendido en agua
y luego particionado sucesivamente con hexano (Anedra, Argentina), diclorometano,
acetato de etilo (ambos de JT Baker, México D.F., México), y butanol (Merck AG,

Darmstadt, Alemania). Los solventes fueron eliminados en un evaporador rotatorio.

Los extractos concentrados y sus fracciones se disolvieron en
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, St Louis, MO, USA), fueron filtrados con un filtro
de 0,22 micras bajo campana de flujo laminar y se conservaron a 4°C hasta el momento

de su uso.
3.2. Células

Se utilizo la linea celular de leucemia monocitica aguda humana THP-1
(ATCC N° TIB-202), la cual fue mantenida en medio RPMI-1640 (Gibco, Grand
Island, NY, USA) suplementado con 2,0 g de bicarbonato de sodio (Cicarelli,
Argentina), 10% suero fetal bovino (SFB) (Gibco, Brasil) y 1X antibiotico-
antimicético (Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina B) (Gibco, Grand Island, NY,
USA) a 37°C y atmosfera de 5% de CO». Los cambios de medio se realizaron dos
veces por semana. Las células fueron descartadas y reemplazadas por stocks frescos

luego de 20-30 pasajes.
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Para la obtencion de esplenocitos murinos se aislo el bazo de ratones suizos
albinos hembra de 6-8 semanas de edad bajo técnicas asépticas. Se obtuvieron los
esplenocitos por disrupcion del bazo en medio RPMI-1640 y filtracion con filtro
celular de 70 um (Falcon, USA). Se lisaron los glébulos rojos presentes con tampon
de lisis ACK (cloruro de amonio- potasio). Finalmente, los esplenocitos se colocaron

en medio RPMI-1640 suplementado.
3.3. Ensayo de viabilidad celular

Se incubaron 2x10° células THP-1 en 200 pL de medio RPMI-1640
suplementado en una placa de cultivo de 96 pocillos (Costar®, USA), por 24 ha 37°C
y atmosfera de 5% de CO». Las células fueron tratadas en presencia o ausencia de
distintas concentraciones de los extractos metandlicos o fracciones (acuosa,
butandlica, diclorometanica, de acetato de etilo y hexanica) de las especies B.
punctulata, B. trimera o B. notosergila. Como control negativo se utilizaron células

tratadas solo con el vehiculo DMSO a la concentracion méaxima utilizada (<1% (v/v)).

Al cabo de las 24 h de incubacidn, se evaluo la viabilidad celular mediante el
método colorimétrico de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-bromuro-difeniltetrazolio
(MTT). Cada pocillo se incub6 con 10 uL de MTT (5 mg/mL) (Sigma, USA) por tres
horas a 37°C y 5% CO.. Luego se agreg6 una solucién de acido clorhidrico (0.04 N)
(Biopack, Argentina) en isopropanol (Merck Quimica, Buenos Aires, Argentina) para
disolver los cristales de formazan formados. Se midio la densidad 6ptica (O.D.) en un
lector de ELISA (Awareness Technology Inc, USA) a 570 nm, siendo esta

directamente proporcional al nimero de células vivas.
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3.4. Deteccion de CD14 soluble

Se incubaron 2x10° células THP-1 en 200 pL de medio RPMI-1640
suplementado en placa de cultivo de 96 pocillos en presencia de cada uno de los
extractos metandlicos a las concentraciones de 10 y 50 pg/mL por 15 minutos.
Posteriormente se estimularon con 1 pg/mL de lipopolisacarido (LPS) de Escherichia
coli (Sigma, USA) por 24 h, a 37°C y 5% CO..

Como control negativo se utilizaron células tratadas sélo con el vehiculo
DMSO y como control positivo células pre- tratadas con el vehiculo DMSO (<1%

(v/v)) y estimuladas con 1 pg/mL de LPS en ausencia de extractos.

Al cabo de las 24 h de incubacion se determinaron los niveles de CD14
soluble (sCD14) en el sobrenadante de cultivo mediante ensayo de ELISA (Quantikine

ELISA, R&D systems, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
3.5. Extraccion de RNAy RT-gPCR

Se pretrataron 1,5x10° cél/mL en medio RPMI-1640 suplementado con cada
uno de los extractos metandélicos (50 pug/mL) o fracciones (10 pg/mL) por 15 minutos
y luego se estimularon con 1 pg/mL de LPS por 4 h a 37°C y 5% CO, siguiendo las
recomendaciones de Chanput y cols (39). Como control negativo se utilizaron células
tratadas con DMSO y como control positivo células pretratadas con DMSO y
estimuladas con 1 pg/mL de LPS en ausencia de extractos.

El RNA total fue extraido con Trizol® Reagent (Ambion, Carlsbad, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI RNA aislado fue resuspendido en agua
destilada ultrapura libre de nucleasas (Invitrogen, NY, USA) y tratado con DNAsa
RQ1 (Promega®, USA) a 37°C por 30 minutos.

Para la sintesis de cDNA se utilizd el kit M-MLV Reverse Transcriptase (RT)
(Promega®, USA), con 1 pL de oligo dT (100 uM) y 1,25 pL de dNTPs (10 uM),

siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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Para la reaccion de amplificacion de las secuencias de interés se utiliz6 el
cDNA junto con 1X SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (BioRad, USA)
y cebadores especificos (Tabla 2). Se utilizo el termociclador StepOnePlus realtime
PCR con ciclados que consistieron en un paso de desnaturalizacion previa a 95°C por
5 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 30 segundos. Se
corrieron en simultdneo controles con todos los componentes para la reaccion de
sintesis de cDNA sin la RT para confirmar la ausencia de DNA gendémico. Ademas,
se incluyd un analisis de curvas de t melting para comprobar la especificidad de los

productos amplificados.

La expresion relativa de mRNA se determiné mediante el método de 244,

utilizandose como normalizador al gen de la proteina ribosomal L13 (RPL13A).

Tabla 2. Secuencias de cebadores para g°PCR

GEN SECUENCIAS CONCENTRACION REFERENCIA

RPL13A F: CATCGTGGCTAAACAGGTACTG 500 nM (40)
R: CGCACGACCTTGAGGGCAGC

TNF-a F: TCCTTCAGACACCCTCAACC 300 nM (41)
R: AGGCCCCAGTTTGAATTCTT

IL-1P F: TGATGGCTTATTACAGTGGCAATG 500 nM (42)
R: GTAGTGGTGGTCGGAGATTCG

IL-6 F: TCTCCACAAGCGCCTTCG 500 nM (43)
R: CTCAGGGCTGAGATGCCG

IL-10 F: GCCTAACATGCTTCGAGATC 375nM (44)
R: TGATGTCTGGGTCTTGGTTC

MCP-1 F: GATCTCAGTGCAGAGGCTCG 300 nM (45)
R: TGCTTGTCCAGGTGGTCCAT

IRAK-2 F: GAGTGGGACTGGATGGAGTTCG 500 nM
R: GGTTTCCAGTTCAGGATGA

iNOS F: GTTCTCAAGGCACAGGTCTC 500 Nm (46)
R: GCAGGTCACTTATGTCACTTATC
F: TGCAGACACGTGCGTTACTCC 500 nM 47)

R: GGTAGCCAGCATAGCGGATG
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3.6. Diferenciacion de células THP-1

Para inducir la diferenciacion de células tipo monocito al fenotipo macréfago
se siguieron las recomendaciones de Lund y cols. (48). Brevemente, se trataron 6x10°
células THP-1 con 25 nM de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (Sigma, USA) por
48 h a 37°C y 5% de CO». Al cabo de este tiempo se removieron las células no

adheridas por aspiracion y se repuso el volumen de medio RPMI-1640 suplementado.
3.7. Western blot

Células THP-1 tipo macréfago pretratadas con 50 pg/mL de cada uno de los
extractos metandlicos por 15 minutos y estimuladas con 1 pg/mL de LPS se incubaron
por 18 hs a 37°C y 5% de CO». Se procedié a la lisis celular y cuantificacion de la
concentracion total de proteinas mediante el método del acido bicinconinico (BCA)
(G- Biosciences®, USA). Se utilizaron 25 ug de proteina total de cada una de las
muestras para su separacion por electroforesis en SDS- PAGE y posterior transferencia
a una membrana de nitrocelulosa a 100 V por 1,5h en buffer de transferencia
conteniendo 25 mM Tris base, 192mM glicina 'y 20 % (v/v) metanol. Se procedio al
bloqueo de la membrana de nitrocelulosa con leche al 2,5% e incubacién de la
membrana con anticuerpo primario especifico para iNOS (Cat # ABN26-25UG, Merck
Millipore, USA) (dilucién 1:2.000) y anticuerpo secundario anti-conejo 1gG (H+L),
HRP (Cat # 31460, Invitrogen) (dilucion 1:10.000). Se realizaron lavados utilizando
buffer tris salino (TBS, 50 mM Tris, 150mM NaCl, pH=7,4) conteniendo 0.05%
Tween 20. El revelado de la union de los anticuerpos especificos se realizé utilizando
el kit ECL Western Blotting Substrate (Promega, USA). La cuantificacion
densitométrica se llevd a cabo con el software c-Digit ® Western Blot Scanner. Como
normalizador se utiliz6 y-actina (Cat # A8481, Sigma- Aldrich, St. Louis, USA) y

anticuerpo secundario anti-raton.

Como control positivo se utilizaron células pretratadas con DMSO y

estimuladas con 1pug/mL de LPS en ausencia de extractos.
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3.8. Deteccidn de 6xido nitrico

La deteccion de d6xido nitrico (NO) se realiz en cultivo de esplenocitos
(3x10° cél/mL) pretratados con los extractos por 15 minutos y estimuladas con 10
pg/mL de LPS en placa de 6 pocillos. Al cabo de 18 h se colecto el sobrenadante de
cada condicion ensayada y se incubaron en presencia de sulfanilamida y solucion de
a-naftil-etilendiamina, con lectura a 540 nm en lector de microplacas Multiscan GO y
software Skanlt™ (ThermoFisher Scientific). La concentracion de NO se determiné
mediante extrapolacion a una curva estandar de nitrito de sodio (Cicarelli, Argentina)
(Fig. 2). Como control negativo se emplearon células tratadas s6lo con DMSO y como
control positivo células pretratadas con DMSO y estimuladas con LPS en ausencia de

extractos.
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Concentracion Nitrito de Sodio (M)

Figura 2. Curva estandar de nitrito de sodio. R?= 0.9994
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3.9. Consideraciones éticas

Este trabajo se realizo en el marco de colaboracion interinstitucional entre el
Departamento de Fitoquimica, FCQ, UNA, Departamento de Inmunologia, IICS,
UNA y Departamento de Biotecnologia, FCQ, UNA. EIl estudio cuenta con la
aprobacion del Comité de Etica y Cientifico del 11CS, UNA, codigo P10/2019.

3.10. Analisis estadisticos

Los ensayos se realizaron por triplicado (n=3). Los datos obtenidos se
almacenaron en una planilla de Excel y se analizaron estadisticamente mediante la
prueba t de Student o de andlisis de varianza (ANOVA) con el post test Dunnett, segin
corresponda, utilizando el programa estadistico GraphPad Prism (version 8.0.1). Se
consideraron significativos valores de p<0,05, presentandose los valores como media

aritmética = desviacion estandar.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacion de la citotoxicidad de los extractos metanolicos y

fracciones de las especies en estudio sobre células monociticas humanas.

A fin de evaluar el efecto de los extractos y las fracciones sobre la viabilidad
celular se cultivaron las células THP-1 en presencia de diferentes concentraciones de
los extractos metanolicos o fracciones de cada una de las tres especies en estudio (B.
punctulata, B. trimera y B. notosergila).

Cabe sefialar que las células tratadas con el vehiculo DMSO no mostraron
diferencias en la viabilidad celular respecto a las células no tratadas o s6lo con medio
de cultivo celular (Fig. 3).

La viabilidad de las células se mantuvo sin cambios significativos hasta la
concentracion de 50 pg/mL del extracto metandlico de B. punctulata, con respecto al
control de células tratadas con el vehiculo DMSO (Fig. 3 A). EI mismo efecto se
observo hasta las concentraciones de 100 pg/mL de los extractos B. trimera y B.
notosergila, en comparacion con el control de células tratadas con DMSO (Fig. 3 B,
C).

Con respecto a las fracciones de los extractos, a la concentracion de 100
pg/mL de las fracciones diclorometéanica y hexanica de las especies B. punctulata y B.
trimera se observo una disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad

celular en comparacién con el control DMSO (Fig. 4 A, B).

Ademas, a la concentracion de 10 pg/mL de las fracciones acuosa, butanolica,
diclorometanica, de acetato de etilo y hexanica de la especie B. trimera no se observo
una disminucion de la viabilidad celular, sino se observé un aumento de la O.D.,

comparandose con el control DMSO (Fig. 4 B).

Finalmente, a la concentracion de 100 pug/mL de las fracciones butandlica,
diclorometanica y hexanica de la especie B. notosergila se observd una disminucién
de la viabilidad celular, comparandose con el control de células tratadas con DMSO.
(Fig. 4 C).
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Teniendo en cuenta estos resultados, se decidio utilizar las concentraciones
de 10 y 50 pg/mL de cada uno de los extractos metandlicos y 10 pg/mL de cada una
de las fracciones de las especies en estudio para llevar a cabo los ensayos siguientes,

ya que las mismas demostraron no afectar la viabilidad celular.
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Figura 3. Efecto de los extractos metandlicos sobre la viabilidad de las
células THP-1. Las células THP-1 tipo monocito (1x10° cél/mL) fueron tratadas o no
(-) con DMSO (vehiculo) o extracto metanolico de B. punctulata (A), B. trimera (B)
0 B. notosergila (C) (10, 25, 50, 100 y 200 pg/mL) por 24 h a 37°C y 5% CO,. Las
células tratadas con DMSO (vehiculo) se utilizaron como control. La viabilidad celular
se determind mediante el método de MTT. n=3, ANOVA, post test de Dunnett,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 4. Efecto de las fracciones de las especies en estudio sobre la
viabilidad de las células THP-1. Las células THP-1 (1x10° cél/mL) fueron tratadas o
no (-) con DMSO (vehiculo) o fracciones (acuosa, butandlica, diclorometénica, de
acetato de etilo y hexanica) de los extractos metandlicos de B. punctulata (A), B.
trimera (B) o B. notosergila (C) (10 y 100 pug/mL) por 24 h a 37°C y 5% COo. Las
células tratadas con DMSO (vehiculo) se utilizaron como control. n=3, ANOVA, post
test de Dunnett, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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4.2, Evaluacion del efecto de los extractos metandlicos de las especies en
estudio sobre la produccion de CD14 soluble en células monociticas

humanas.

Con el objetivo de evaluar el efecto de los extractos metandlicos de las
especies en estudio sobre la produccion de sCD14, un marcador de activacion celular,
se realiz6 un ensayo de ELISA utilizando sobrenadante de cultivo celular. Asi, las
células THP-1 fueron pretratadas con vehiculo DMSO o extractos metandlicos de las
especies estudiadas y luego estimuladas con 1 pg/mL de LPS.

Se detectd un aumento estadisticamente significativo en la produccion de
sCD14 en células tratadas con LPS, en comparacion con las tratadas s6lo con DMSO
(vehiculo). Esto indica que el estimulo LPS es capaz de inducir la activacion de las

células THP-1, generando un modelo de inflamacién in vitro (Fig. 5).

Se observé una disminucion estadisticamente significativa de la
concentracion de sCD14 producida por células pretratadas con los tres extractos
metanolicos a las concentraciones de 10 y 50 pg/mL y estimuladas con LPS en
comparacion con las células tratadas s6lo con DMSO y LPS (Fig. 6 A, B, C),
sugiriendo un efecto anti- inflamatorio sobre estas células. Los extractos de B.
punctulata, B. trimera y B. notosergila (50 pug/mL) produjeron una reduccion de
sCD14 inducido por LPS del 87,74%, 89,31% y 78,00%, respectivamente (Anexo B).
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Figura 5. Efecto del LPS sobre produccion de CD14 soluble (sCD14) en
células THP-1. Las células THP-1 (1x10° cél/mL) fueron tratadas con DMSO
(vehiculo) o LPS (1 pug/mL) por 24 h a 37°C y 5% CO.. La produccion de sCD14 se
determiné mediante ensayo de ELISA. n=3, T test, ***p<0,001.
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Figura 6. Efecto de los extractos metanolicos sobre produccion de CD14
soluble (sCD14) inducida por LPS en células THP-1. Las células THP-1 (1x10°
cél/mL) fueron tratadas con extracto metandlico de B. punctulata (A), B. trimera (B)
0 B. notosergila (C) (10 y 50 pg/mL) en presencia de LPS (1 pg/mL) por 24 ha 37°C
y 5% COa. Las celulas tratadas con DMSO y LPS se utilizaron como control. La

produccion de sCD14 se determind mediante ensayo de ELISA. n=3, ANOVA, post
test de Dunnett, ***p<0,001.
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4.3, Evaluacion del efecto de los extractos metandlicos y fracciones de las
especies en estudio sobre el nivel de expresion genica de las citoquinas y

guimocinas de la respuesta inmune en células monociticas humanas.

Debido a que los extractos metandlicos de cada una de las especies en estudio
demostraron inhibir la activacion de las células THP-1, se evalud el efecto de estos
sobre el nivel de expresion génica de citoquinas y quimocinas inducido por LPS.
También se evalu6 la quinasa tipo 2 asociada al receptor de IL-1 (IRAK-2), que
participa en la via de sefializacion celular inducida por LPS.

En primer lugar, se observé que en células estimuladas con el vehiculo
DMSO y LPS aument6 de forma significativa los niveles de mMRNA de las citoquinas
TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10, de la quimocina MCP-1 y de IRAK-2, en comparacion
con el control de células tratadas s6lo con DMSO, indicando la activacion de las

células frente al estimulo inflamatorio (Fig. 7 A - F).

B. punctulata

Al evaluar el efecto del extracto de la especie B. punctulata se determin6 que
fue capaz de reducir de forma significativa los niveles de mRNA de IL-6 y MCP-1
inducida por LPS en las células THP-1, con respecto al control de células estimuladas

con LPS, sugiriendo un efecto anti- inflamatorio (Fig. 8 C y D).

En cuanto al efecto de las fracciones de B. punctulata, se observd que la
fraccion diclorometénica redujo los niveles de expresion de la citoquina IL-1p (Fig. 9
B) y aumento los niveles de mMRNA de TNF-a (Fig. 9 A). En cuanto a la citoquina IL-
6 (Fig. 9 C), se observo que las fracciones butanolica y diclorometanica de esta especie
fueron capaces de reducir sus niveles de expresion inducido por LPS. Asi también, la
fraccion diclorometanica disminuyo los niveles de mMRNA de IL- 10 (Fig. 9 D) y de la
guimocina MCP-1, observandose ademas con respecto a este Gltimo una disminucién
con las fracciones butandlica y de acetato de etilo (Fig. 9 E). La fraccion
diclorometanica redujo de forma significativa los niveles de mRNA de IRAK-2
inducida por LPS, mientras que se evidencié aumento de este mensajero en presencia

de la fraccion de acetato de etilo (Fig. 9 E).
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B. trimera

Con respecto al efecto del extracto metandlico de la especie B. trimera sobre
los niveles de expresion génica inducidos por LPS, se observd una reduccion
significativa de los niveles de expresion de los mensajeros IL-1p, IL-6, IL-10 e IRAK-
2 (Fig.10B,C,DyF).

Las fracciones obtenidas del extracto de B. trimera no indujeron cambios
significativos en los niveles de expresién de mRNA de TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL10 e
IRAK-2 inducidos por LPS (Fig. 11 A, B, C, D y F). Se evidencié un aumento
significativo de los niveles de mRNA de MCP-1 por efecto de la fraccién
diclorometéanica en comparacion con el control de células tratadas con LPS (Fig. 11
E).

B. notosergila

Se observd una disminucion significativa de los niveles de expresion del
mRNA de las citoquinas TNF-a, IL-6, IL-10 y de la quimocina MCP-1 inducido por
LPS en células pretratadas con el extracto metandlico de B. notosergila, en
comparacion con el control de celulas tratadas con LPS (Fig. 12 A, C, Dy E).

En cuanto al efecto de sus fracciones, se observd que las fracciones
butandlica, de acetato de etilo y hexanica redujeron los niveles de expresion de la
citoquina TNF-a, en comparacion con el control de células tratadas con LPS (Fig. 13
A). Por otro lado, se evidencié un aumento significativo de los niveles de mRNA
inducido por LPS de la citoquina IL-1 en presencia de las fracciones acuosa y
butandlica (Fig. 13 B). La fraccion hexanica redujo los niveles de mRNA de IL-6 y
MCP-1 inducido por LPS (Fig. 13 C y E), en comparacién con el control LPS.
Ademas, la fraccion diclorometanica aument6 los niveles de mRNA de la citoquina
IL-10 inducido por LPS (Fig. 13 D).
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En resumen, considerando los resultados en forma global, se observé una
disminucion de mRNA relacionados con la respuesta inflamatoria en las células
tratadas con los extractos metandlicos de las tres especies de Baccharis, sugiriendo

una actividad anti- inflamatoria de los extractos.
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Figura 7. Efecto del estimulo inflamatorio LPS sobre el nivel de expresion

génica de citoquinas, quimocina MCP-1 e IRAK2 en células THP-1. Células THP-

1 fueron pretratadas con DMSO (vehiculo) por 15 minutos y estimuladas con LPS (1

pg/mL) por 4 h a 37°C y 5% CO>. La expresion relativa de mRNA se determin0
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n=3, T test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 10. Efecto del extracto metanolico de B. trimera sobre el nivel de

expresion génica de citoquinas, quimocina MCP-1 e IRAK2 inducido por LPS en

células THP-1. Células THP-1 fueron pretratadas con DMSO o extracto metandlico
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37°C y 5% COx. La expresion relativa de mRNA se determin0 mediante RT-gPCR y

el método de 222t utilizandose como normalizador RPL13A. Las células tratadas con
DMSO 'y LPS se utilizaron como control. n=3, T test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 11. Efecto de fracciones del extracto metandlico de B. trimera
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estimuladas con LPS (1 pg/mL) por 4 h a 37°C y 5% CO.. La expresion relativa de
MRNA se determind mediante RT-gPCR y el método de 222, utilizandose como
normalizador RPL13A. Las células tratadas con DMSO y LPS se utilizaron como
control. n=3, ANOVA, post test de Dunnett, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 12. Efecto del extracto metanolico de B. notosergila sobre el nivel
de expresion génica de citoquinas, quimocina MCP-1 e IRAK2 inducido por LPS
en células THP-1. Células THP-1 fueron pretratadas con DMSO o0 extracto
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pg/mL) por 4 h a 37°C y 5% CO>. La expresion relativa de mRNA se determin0
mediante RT-qPCR y el método de 222t utilizandose como normalizador RPL13A.
Las células tratadas con DMSO y LPS se utilizaron como control. n=3, T test, *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 13. Efecto de fracciones del extracto metandlico de B. notosergila
sobre el nivel de expresion génica de citoquinas, quimocina MCP-1 e IRAK?2
inducido por LPS en células THP-1. Células THP-1 fueron pretratadas con DMSO
o fracciones del extracto metandlico de B. notosergila (10 pg/mL) por 15 minutos y
estimuladas con LPS (1 pg/mL) por 4 h a 37°C y 5% CO2. La expresion relativa de
MRNA se determind mediante RT-gPCR y el método de 222, utilizandose como
normalizador RPL13A. Las células tratadas con DMSO y LPS se utilizaron como
control. n=3, ANOVA, post test de Dunnett, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.



37

4.4, Evaluacion del efecto de los extractos metandlicos de las especies en
estudio sobre la via de produccion de 6xido nitrico (NO) en células
monociticas humanas mediante la determinacion del nivel de produccion
de NO y de expresion génica de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible
(iNOS).

Con el objetivo de evaluar el efecto de los extractos metandlicos y fracciones
sobre la via de produccion de NO, se procedié primeramente a la estandarizacion de
las condiciones adecuadas para llevar a cabo el ensayo.

Células THP-1 tipo monocito se trataron con DMSO en ausencia 0 presencia
de 1 pg/mL de LPS. Andlisis por gPCR mostraron valores de Ct muy altos y con poca
diferencia entre las condiciones estimulada y no estimulada con LPS (Tabla 3). Se
usaron dos pares de cebadores especificos para el gen iINOS, obteniéndose resultados
similares con ambos. Por lo tanto, en células THP-1 tipo monocito el LPS indujo una

expresion baja del gen iNOS.

Con base en estos resultados se decidio diferenciar a las células THP-1 al
fenotipo macrofago utilizando acetato de forbol miristato (PMA) y estimularlas con 1
pg/mL de LPS, para asi evaluar al fenotipo macr6fago como modelo adecuado para el
estudio de la via del NO. Se busco la deteccion de la enzima iNOS mediante western
blot. Este andlisis mostré una expresion similar de la proteina tanto en el grupo de
células diferenciadas a macrofagos sin LPS como en aquellas estimuladas con el LPS
(Fig.14).

Estos resultados tomados en conjunto indican que el modelo in vitro de
células humanas THP-1 no es adecuado para el estudio de la via de produccion de NO
en presencia del estimulo LPS, en coincidencia con lo reportado en el afio 2021 por
Ozleyen y cols. (49). Esto llevo a la busqueda de otros modelos como alternativas,

optando asi por el modelo de esplenocitos murinos.



38

Esplenocitos murinos se pretrataron en presencia de DMSO o de cada uno de
los extractos a la concentracion de 50 pg/mL y posteriormente fueron estimulados con
10 pg/mL de LPS. Al cabo de las 18 h de incubacion, se determino la concentracion

de NO por el método de Griess.

Primeramente, se observé un aumento de la produccion de NO
estadisticamente significativo en células estimuladas con DMSO y LPS, en
comparacion con el control de células tratadas s6lo con DMSO, indicativo de que el
modelo de esplenocitos responde adecuadamente al estimulo LPS. (Fig. 15).

En cuanto a las células pretratadas con cada uno de los extractos metanolicos
de las especies sometidas a estudio y estimuladas con LPS, se observo una disminucion
significativa de la concentracion de NO, en comparacion con las estimuladas con
DMSO y LPS (Fig. 15). Los extractos de B. punctulata, B. trimera y B. notosergila
(50 pg/mL) produjeron una reduccién de la produccion de NO inducido por LPS del
35,18%, 55,87% y 35,17%, respectivamente (Anexo C).
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Tabla 3. Valores de Ct del gen iNOS en células THP-1 tratadas o no con 1
pg/mL de LPS

TRATAMIENTO VALORES DE Ct Valores de Ct
(iNOS) 1 (Normalizador)*
DMSO 33,51 20,52
DMSO + LPS 32,39 20,85

*gen de referencia: RPL13A

PMA + LPS PMA

INOS

Actina -.

Figura 14. Analisis por Western blot de la enzima iNOS en células THP-
1 tipo macrdéfago. Células THP-1 fueron tratadas con PMA por 48 h para inducir su
diferenciacion al fenotipo macrofago. Posteriormente se trataron en ausencia o

presencia de 1 pg/mL de LPS por 18 h.
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Figura 15. Efecto de los extractos metanoélicos sobre el nivel de
produccion de NO inducido por LPS. Esplenocitos murinos fueron pretratados con
DMSO o extracto metandlico (50 pg/mL) por 15 minutos y estimulados con LPS (10
pg/mL) por 18 h. Se midieron los niveles de NO producidos mediante ensayo de
Griess. Las células tratadas con DMSO y LPS se utilizaron como control. n=3.
ANOVA, post test de Dunnett, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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5. DISCUSION

La mayoria de los farmacos anti- inflamatorios o inmunomoduladores
disponibles actualmente para uso clinico presentan efectos secundarios indeseables,
por lo que existe un interés creciente en la busqueda de nuevos compuestos que
presenten esta actividad. El estudio de plantas de uso medicinal se presenta como
relevante, ya que se ha reportado que diferentes constituyentes, que incluyen a
flavonoides, polisacaridos, lactonas, alcaloides, diterpenoides y glicdsidos, poseen
actividad sobre el sistema inmune (50). La evaluacion de la actividad de extractos y
compuestos de origen vegetal sobre células del sistema inmune es un paso necesario
para reconocer el potencial que presentan en el manejo de trastornos inflamatorios,

infecciones y desordenes inmunitarios (51).

Las plantas del género Baccharis son utilizadas popularmente para el
tratamiento de heridas y ulceras, fiebre, infecciones, enfermedades gastrointestinales
y como anti- inflamatorios, por lo que constituyen una fuente importante de

compuestos con actividad inmunomoduladora (33).

Los monocitos son fagocitos mononucleares que participan en la generacion
de respuestas defensivas al ser rapidamente reclutados a los sitios de infeccion o
inflamacién ocasionados por agentes patdgenos (52). Sin embargo, a pesar de que
estas células estan involucradas en la secrecion de citoquinas y en la eliminacién de
agentes invasores como virus, bacterias y otros; una respuesta excesiva o inapropiada
puede llevar al desarrollo de procesos patologicos como fibrosis hepatica,
ateroesclerosis, esclerosis maltiple, entre otros. Debido a esto, representan un blanco

terapéutico interesante en diversas enfermedades inflamatorias crénicas (26).

La linea celular THP-1 permite el estudio amplio de las funciones,
mecanismos efectores y vias de sefializacion involucradas en las respuestas inmunes
de los monocitos y macréfagos. Representa un modelo in vitro humano apropiado para
el estudio de modulacion de las actividades de estas células debido a la similitud que
presentan en cuanto a sus respuestas con la fraccion monocitica de celulas

mononucleares de sangre periférica (PBMC) (53).
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En este trabajo se evalud la capacidad de los extractos metandlicos y
fracciones de las especies B. punctulata, B. trimera y B. notosergila de modular la

respuesta inmune en células THP-1 frente al estimulo de LPS.

En primer lugar, se realizd una evaluacion del efecto de los extractos y
fracciones de las especies estudiadas sobre la viabilidad de las células THP-1.
Concentraciones inferiores a 50 pg/mL del extracto metanolico de B. punctulata
mantuvieron la viabilidad celular, mientras que las concentraciones por debajo de 100
png/mL de los extractos de B. trimera y B. notosergila no indujeron cambios en la
viabilidad de las células THP-1 (Fig. 3). Estos resultados concuerdan con lo reportado
en un trabajo publicado previamente por el equipo de investigacion en células PBMC

humanas (38).

Las fracciones diclorometanica y hexanica de las tres especies mostraron
mayor capacidad citotoxica al reducir la viabilidad celular a la concentracion de 100
pmg/mL. Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente por Abad y
colaboradores en macréfagos peritoneales murinos al estudiar especies bolivianas de

este género de plantas (54).

El LPS es el principal componente estructural presente en la membrana
externa de bacterias gram- negativas, el cual es reconocido por los monocitos y
macrofagos e induce la activacion de estas células y la generacion de respuestas pro-

inflamatorias (55).
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Los extractos de las especies B. punctulata, B. trimera y B. notosergila
redujeron la concentracion de sCD14 liberado en respuesta a LPS en las células THP-
1 (Fig. 6). EI CD14 es una glicoproteina que puede encontrarse anclada a membrana
(mCD14) de células mieloides como monocitos 0 macréfagos, principalmente; o de
forma soluble (sCD14) generada por escision de la forma anclada a membrana por
accion de proteasas o liberada a partir de pooles intracelulares (56). Ambas formas
actian como correceptor del LPS bacteriano unido a la proteina de union a LPS (LBP)
que finalmente activa la via de transduccion de sefiales del complejo del receptor tipo
Toll 4 (TLR-4) y su proteina accesoria MD-2 (11). Se ha demostrado una disminucion
de los niveles de mCD14 expresados en monocitos y aumento de sSCD14 posterior a la
activacion de monocitos, por lo que los niveles elevados de sCD14 son un reflejo de
exposicion a LPS y activacion celular (11). In vitro, un exceso de sCD14 inhibe la
unién de LPS a mCD14 y por lo tanto regula la activacién celular y respuestas pro-
inflamatorias desencadenadas por LPS (57).

En este trabajo se demostr6 que al estimular a las células THP-1 con LPS en
ausencia de extractos, se indujo un aumento de la concentracion de sCD14 en
sobrenadante de cultivo, indicativo de activacion celular (Fig. 5). El pretratamiento de
las células con cada uno de los extractos metandlicos en combinacién con LPS redujo
en todos los casos los niveles de sCD14 producidos (Fig. 6). Esto podria deberse a que
los extractos inhiben la activacion celular al interactuar con alguno de los elementos
de la via de sefalizacion del complejo TLR-4/MD-2, inhibiendo finalmente la
activacion de proteasas que escindan mCD14, y disminuyendo sCD14. Los resultados
obtenidos muestran que los extractos metandélicos de las especies B. punctulata, B.

trimera y B. notosergila podrian actuar como reguladores de la liberacion de sCD14.

En un proceso inflamatorio, responden ademéas células dendriticas,
endoteliales y epiteliales, entre otras, que no expresan mCD14. Se ha demostrado que
el sCD14 esta involucrado en la activacion de estas células via TLR-4 (56), por lo que
la disminucion de su concentracion mediada por los extractos metanolicos en estudio

también influiria en la activacion de células carentes de mCD14.
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Una vez que los monocitos se activan en respuesta a LPS, se desencadena una
respuesta pro- inflamatoria que induce la expresion de genes que codifican para
mediadores inflamatorios como citoquinas y quimocinas. Las citoquinas TNF-a, IL-
1B e IL-6 son reconocidas como pro- inflamatorias, ya que promueven la inflamacion
(55).

TNF-a es producido principalmente por monocitos y macrofagos activados y
presenta varios efectos pro- inflamatorios sobre varios tipos celulares; es un potente
activador de macrdfagos y estimula la expresion y produccion de las citoquinas IL-1
e IL-6, prostaglandina E2, moléculas de adhesion y factores de crecimiento para
linfocitos By T. Tanto TNF-a como IL-1f son citoquinas relacionadas al desarrollo
de desordenes inflamatorios cronicos como artritis reumatoide. IL-6 es
particularmente importante para estimular la produccion de proteinas de fase aguda
por el higado (58).

La IL-10 media respuestas del tipo anti- inflamatorio y de regulacion de la
respuesta inmune, actuando principalmente en la contencién de la respuesta
inflamatoria para evitar una respuesta exacerbada que genere dafio al huésped (55).
Usualmente la produccién de IL-10 se ve incrementada en monocitos activados por
LPS, como un mecanismo para controlar la inflamacion. De hecho, se ha asociado a la
sepsis con una hiporreactividad de monocitos a LPS debido a la presencia de
citoquinas anti- inflamatorias como IL-10 o el factor de crecimiento transformante f3
(TGF-B) (59).

MCP-1 es un potente quimoatrayente que regula la migracion e infiltracion
de monocitos (60) y niveles elevados de esta quimocina se han relacionado con
complicaciones relacionadas a la ateroesclerosis, incluyendo accidente
cerebrovascular, infarto miocardico y mortalidad por enfermedades cardiovasculares
(61), por lo que la identificacion de algun antagonista obtenido de fuentes naturales
como extractos vegetales podria prevenir la migracién de monocitos al sitio de lesidn

y asi contribuir al tratamiento de tales enfermedades.
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En este estudio se demostro, primeramente, que el LPS es un estimulo
inflamatorio que induce la expresion de las citoquinas pro- inflamatorias TNF-a, IL-
1B e IL-6, ademas de la citoquina IL-10, la quimocina MCP-1 e IRAK-2 (Fig.7),

demostrando el funcionamiento del modelo celular de inflamacién in vitro utilizado.

En cuanto a la actividad de los extractos sobre este modelo, se encontrd que
el extracto metanolico de la especie B. punctulata redujo los niveles de expresion
génica de IL-6 y MCP-1 (Fig. 8), indicando un efecto anti- inflamatorio. En el anélisis
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa (LC-MS) de los
compuestos presentes en el extracto de B. punctulata se identifico la presencia de
trans-phytol y acido di-O-caffeoylquinico (Anexo A). Se ha reportado previamente la
presencia de trans-phytol en otros miembros de este género (62) y su capacidad para
inhibir la respuesta inmune al reducir la produccion de citoquinas y el estrés oxidativo

(63), por lo que este compuesto podria ser responsable del efecto observado.

Con el andlisis de las fracciones del extracto de B. punctulata se detectd que
las fracciones butandlica y diclorometénica, disminuyeron los niveles de mMRNA de
IL-6 y MCP-1 (Fig. 9), sugiriendo que compuesto/s presentes en estas fracciones son
los responsables del efecto anti- inflamatorio observado. Adicionalmente, la fraccion
diclorometénica de esta especie redujo los niveles de mRNA de IL-1p, IL-10 e IRAK-
2, reforzando la hipdtesis de la presencia de compuesto/s con actividad anti-

inflamatoria.

El extracto metanolico de la especie B. trimera disminuyo los niveles de
expresion génica inducida por LPS de IL-1B, IL-6, IL-10 e IRAK-2 (Fig. 10). Esto

indica actividad anti- inflamatoria del extracto.

En el extracto de B. trimera se identificd la presencia de los flavonoides
apigenina y genkwanina (Anexo A). Apigenina ha demostrado disminuir la
produccion de las citoquinas pro- inflamatorias IL-6 e inferferon gamma (IFN-y) y
aumentar los niveles de la citoquina anti- inflamatoria IL-10 en células humanas (64).
Se ha reportado que genkwanina presenta también propiedades anti- inflamatorias, al
ser capaz de reducir los niveles de secrecion de I1L-6 en macréfagos activados por LPS
(65).
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Al ensayar las fracciones de B. trimera, ninguna de ellas fue capaz de inducir
cambios significativos sobre los niveles de mRNA producidos (Fig. 11). Esto podria
deberse a que la mezcla compleja de compuestos de diferente naturaleza quimica
presentes en el extracto metanolico actla de forma sinérgica para modular la expresion
de estos genes de la respuesta inflamatoria. Estos resultados son similares a lo
observado con el extracto crudo de B. dracunculifolia y sus compuestos aislados sobre
células HEp-2 (66).

Con respecto al extracto metandlico de B. notosergila, este fue capaz de
reducir los niveles de expresion inducido por LPS de TNF-a, IL-6, 1L-10 y MCP-1
(Fig. 12), indicando un efecto anti- inflamatorio. Se identifico al flavonoide
chrysoeriol en el extracto metandlico de esta especie (Anexo A), el cual es un
flavonoide descrito con una actividad anti- inflamatoria moderada debido a que

presenta una baja inhibicion de la activacion del factor NF-kB (67).

Las fracciones butanolica, de acetato de etilo y hexanica redujeron los niveles
de mMRNA de TNF-a. En cuanto a IL-6, es probable que la disminucién observada en
los niveles de MRNA se deba a algiin compuesto presente en la fraccion hexanica, ya
que es la Gnica que demostrd capacidad de reducir los niveles de expresion de esta
citoquina. A pesar de notarse una reduccion significativa de los niveles de expresion
de la citoquina anti- inflamatoria IL-10 por el extracto metandlico, llama la atencion
que la fraccién diclorometanica aumento sus niveles de expresion inducida por LPS.
Esto podria deberse a una interaccion entre los compuestos presentes en el extracto
metanolico que inhibe la accion de el o los compuesto/s responsable/s de este aumento
en la fraccion diclorometanica. Asi también, es probable que la disminucion observada
en los niveles de mRNA de MCP-1 por accion del extracto metandlico de B.
notosergila se deba principalmente a algin compuesto presente en la fraccion hexanica
(Fig. 13).

Tomados en conjunto, estos resultados indican que las especies B. punctulata,
B. trimera y B. notosergila poseen actividad de disminuir la produccion de mRNA de

genes de la respuesta inmune inflamatoria.
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El éxido nitrico (NO) es un importante mediador bioldgico y regulador de la
inflamacion. Cuando es sintetizado en respuesta a estimulos inflamatorios por la
enzima iNOS, este se oxida rapidamente a nitrito o nitrato que actian como moléculas
efectoras de los monocitos en su tarea de destruir a agentes patdgenos o células
tumorales (68). Sin embargo, una liberacién descontrolada puede también causar un
dafio o destruccion al propio tejido del huésped. Una inhibicién de la actividad
enzimatica de iNOS o una regulacion a la baja de la expresion de esta enzima podria
ser beneficiosa para el tratamiento de patologias que cursan con el desarrollo de

procesos inflamatorios (69).

Existe discrepancia en cuanto a reportes realizados sobre la via de produccion
de NO en células monociticas humanas. Autores como Kim y cols. (70) reportaron la
expresion de la enzima iNOS y su modulacion por el extracto de Orostachys japonicus
en celulas THP-1, mientras que otros autores han indicado ser incapaces de detectar la

expresion de iINOS en el modelo de células monociticas activadas por LPS (39).

Esta discrepancia encontrada al realizar la busqueda bibliografica planted en
primer lugar la necesidad de estandarizar los ensayos para obtener un modelo in vitro

util para llevar a cabo las observaciones sobre la via de produccion del NO.

Se evalud la utilidad de los modelos in vitro tanto de células THP-1 tipo
monocito como diferenciadas al tipo macrofago. Se detectaron valores de Ct muy altos
para MRNA de iNOS en células THP-1 tipo monocito. El analisis por western blot
reforzd estas observaciones al detectarse poca expresion de la proteina en macrofagos
tratados 0 no con LPS, notandose poca diferencia entre ambas condiciones. Estos
resultados muestran que el modelo de THP-1 no es el mas adecuado para el estudio de
la via del NO. Estos resultados coinciden con los reportados recientemente en al afio
2021, en que se reportan Ct similares a los encontrados en este estudio en células THP-
1 tanto tratadas o no con LPS (49).
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Estos resultados podrian deberse a la baja expresion de la enzima iNOS y en
consecuencia baja sintesis del producto NO en células humanas en respuesta a
estimulos inflamatorios como LPS debido a una regulacion epigenética alrededor del
sitio de inicio de transcripcion de iNOS, lo que dificulta su deteccidn en la linea celular
THP-1 (71).

Las células murinas son capaces de aumentar los niveles de expresion de la
enzima iNOS y producir cantidades detectables de NO en respuesta a estimulos
inflamatorios, por lo que pueden servir como un modelo adecuado para evaluar el
efecto de los extractos metandlicos sobre la actividad de iINOS y produccién de NO
(72).

Se observo una disminucion de la concentracién de NO en esplenocitos
murinos tratados con los extractos y estimuladas con LPS en comparacion con las
estimuladas con LPS solamente (Fig. 15), indicando asi actividad anti- inflamatoria de

los extractos estudiados

Se ha relacionado al factor de transcripcion NF-kB en la regulacién
transcripcional de los genes IL-1B, IL-6, TNF-a e iNOS, mientras que AP-1 se asocia
con la regulacién de I1L-8 y también TNF-a. La expresion de IL-10 esta regulada por
el factor de transcripcién SP-1 (39). Aunque en este trabajo no se evalud la activacion
de factores de transcripcion, es posible que los compuestos presentes en los extractos
metanolicos y fracciones interfieran con la via del NF-kB. Algunos agentes anti-
inflamatorios como dexametasona, prednisona y aspirina han sido asociados con la

represion, total o parcial, de esta via (59).

En conclusion, este trabajo demostrd que las especies B. punctulata, B.
trimera y B. notosergila inhiben la produccion de productos relacionados con la
respuesta inflamatoria, por lo tanto, poseen actividad anti- inflamatoria in vitro sobre

células monociticas humanas.
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6. CONCLUSIONES

1. La viabilidad celular en células monociticas humanas se mantiene hasta la
concentracion de 50 pg/mL del extracto metandlico de B. punctulata, y hasta la
concentracion de 100 pg/mL de los extractos de B. trimera y B. notosergila. Las
fracciones diclorometanica y hexanica de las tres especies reducen la viabilidad
celular a la concentracion de 100 pg/mL.

2. Los extractos de las especies B. punctulata, B. trimera y B. notosergila poseen
actividad anti- inflamatoria in vitro sobre células monociticas humanas al reducir
la concentracion de sCD14 liberada en respuesta a LPS.

3. Las especies B. punctulata, B. trimera y B. notosergila poseen actividad anti-

inflamatoria in vitro sobre células monociticas humanas al disminuir el nivel de
expresion de mRNA de genes de la respuesta inmune inflamatoria.
El extracto metandlico de la especie B. punctulata reduce los niveles de expresion
génica de IL-6 y MCP-1, siendo las responsables de esta disminucion las
fracciones butanodlica y diclorometénica. El extracto metandlico de la especie B.
trimera disminuye los niveles de expresion génica inducida por LPS de IL-1p, IL-
6, IL-10 e IRAK-2; mientras que el extracto metandlico de B. notosergila es capaz
de reducir los niveles de expresion inducida por LPS de TNF-a, IL-6, IL-10 y
MCP-1.

4. Losextractos metanélicos de las especies B. punctulata, B. trimera y B. notosergila
poseen actividad anti- inflamatoria in vitro al ser capaces de disminuir la

produccién de NO en esplenocitos murinos estimulados con LPS.
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Figura Al. Anélisis por LC-MS de extractos Baccharis: B. notosergila (chrysoeriol, pico a 8.29 miny
a m/z 299.46 molecular ion [M-H]-), B. punctulata (trans-phytol y di-O-caffeoylquinic acid, dos picos
con RT de 9.85y 10.02 min, respectivamente y m/z 295.68 y 515.89 molecular ions [M-H]-), B. trimera
(apigenin y genkwanin, dos picos con RT de 7.61 y 8.39 min, respectivamente y sus molecular ions de

m/z 269.49 y 283.48 [M-H]-). Realizado por el Departamento de Fitoquimica, FCQ, UNA.
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ANEXO B

Tabla Al. Evaluacion del efecto de los extractos metanolicos de las especies
en estudio sobre la produccion de CD14 soluble inducida por LPS en células

monociticas humanas.

Estimulo Promedio Desviacion % reduccion valor de p
Concentracion de estandar Control: (DMSO + LPS)
sCD14 (pg/mL)
Control DMSO 651,30 1.15
Control DMSO + LPS 5103,60 372,59
(1 pg/mL)
B. punctulata (10 pg/mL) 1773,0 300,18 65,26 <0,001
+ LPS (1 pg/mL)
B. punctulata (50 pug/mL) 625,93 44,64 87,74 <0,001
+ LPS (1 ug/mL)
B. trimera (10 pg/mL) + 2383,0 268,23 53,31 <0,001
LPS (1 pg/mL)
B. trimera (50 pg/mL) + 545,67 51,24 89,31 <0,001
LPS (1 pg/mL)
B. notosergila (10 pg/mL 2798,0 134,50 45,18 <0,001
+ LPS (1 pg/mL)
B. notosergila (50 pg/mL 1122,93 437,84 78,00 <0,001

+ LPS (1 pg/mL)

% de produccion de sCD14 normalizado= sCD14 células estimuladas (extractos + LPS) * 100/ sCD14
células control (DMSO + LPS)

% de reduccion de sCD14 inducido por LPS= 100 - % de produccion de sCD14 normalizado
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ANEXO C

Tabla A2. Evaluacion del efecto de los extractos metanolicos sobre el nivel

de produccion de NO inducido por LPS en esplenocitos murinos.

Estimulo Promedio Desviacion % reduccion valor de p
Concentracion de NO estandar Control: (DMSO + LPS)
(uMm)
Control DMSO 0,901 0,15
Control DMSO + LPS 1,45 0,21
(10 pg/mL)
B. punctulata (50 g/mL) 0,94 0,12 35,18 0,008
+ LPS (10 pg/mL)
B. trimera (50 ug/mL) + 0,64 0,14 55,87 0,0003
LPS (10 pg/mL)
B. notosergila (50 ug/mL 0,94 0,15 35,17 0,009

+ LPS (10 pg/mL)

% de produccion de NO normalizado= NO células estimuladas (extractos + LPS) * 100/ NO células
control (DMSO + LPS)

% de reduccién de NO inducido por LPS= 100 - % de produccién de NO normalizado



