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RESUMEN

TiTULO

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD MODULADORA DEL ACEITE ESENCIAL Y EL EXTRACTO SFE
OBTENIDO DE LA PLANTA Lippia origanoides SOBRE LA SECRECION DE LA INTERLEUCINA' Y
EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA.*

AUTOR
ELIZABETH AMPARO QUINTERO RUEDA**
PALABRAS CLAVES:

Inmunomodulador, citoquinas pro-inflamatorias, Interleucina-8, Factor de necrosis tumoral a, Lippia
origanoides, Lipopolisacarido.

DESCRIPCION

Introduccién- Los productos derivados de plantas son fuente de compuestos base para la industria
de la medicina herbal y por lo tanto es recomendado investigar el efecto de los mismos sobre el
proceso inflamatorio. Lippia origanoides H.B.K (Verbenacea) es conocida por sus propiedades
antimicrobianas, antibaterianas, analgésicas entre otras; no obstante, poco se conoce sobre el efecto
en citoquinas que promueven la inflamacion.

Objetivo- Evaluar el efecto de productos obtenidos de Lippia origanoides sobre la secrecion in vitro
de las citoquinas IL-8 y TNF-a.

Metodologia-Se incluy6 el aceite esencial, el extracto de la planta y B-cariofileno un metabolito del
aceite esencial. Se realizaron ensayos sobre monocitos humanos THP-1 sembrados en placa. La
concentraciéon maxima no-téxica de cada muestra se determiné por afectacion de la viabilidad celular
usando el ensayo de MTT. Monocitos LPS-estimulados y monocitos no-estimulados se trataron con
cada muestra y se cuantifico las citoquinas en el medio de cultivo a las 4h y 8h. Valores de p <0.05
fueron considerados significantes.

Resultados-La estimulacion de 5x10° células/mL con 50ng/mL por 4 horas fueron las condiciones
que resultaron tener la mayor diferencia con respecto al control: IL-8: 908.7+19.3 vs. 102.7+62.7
pg/mL; TNF-a 511.9+166.9 vs. 22+31 pg/mL. El tratamiento con las muestras en monocitos no-
estimulados no indujo secrecién de citoquinas. En monocitos LPS-estimulados, el extracto inhibid la
secrecion de IL-8 (0.65 veces menos que el control; p<0.05) pero no la de TNF-a (0.13 veces menos
que el control, p>0.05). El aceite y su metabolito no tuvieron efecto.

Conclusiones-Se implemento en el Laboratorio de Arbovirus del CINTROP un ensayo basado en
célula para evaluar la actividad moduladora de aceites esenciales y extractos de una muestra
biolégica sobre citoquinas humanas. Se aportdé evidencias que podrian atribuir la actividad del
extracto de Lippia origanoides como fuente primaria para la fabricacion de un remedio o droga anti-
inflamatoria. El extracto y aceite esencial de Lippia origanoides no presentaron efecto alergénico
bajo las condiciones usadas en el estudio.

*Pasantia de investigacion
**Facultad de Ciencias Basicas. Escuela de Biologia. Directora: Ph.D Raquel Ocazionez Jiménez
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ABSTRACT

TITLE

EVALUATION OF THE MODULATING ACTIVITY OF THE ESSENTIAL OIL AND THE SFE
EXTRACT OBTAINED OF THE PLANT Lippia origanoides ON THE SECRETION OF THE
INTERLEUKIN 8 (IL-8) AND THE TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF-a)*

AUTHORS
ELIZABETH AMPARO QUINTERO RUEDA **
KEY WORDS:

Immunomodulatory, pro-inflammatory cytokines, Interleukin 8, Tumor necrosis factor a, Lippia
origanoides, lipopolysaccharide.

DESCRIPTION

Introduction- Products derived from plants are a source of basic compounds for the herbal medicine
industry and therefore it is recommended to investigate the effect of the same on the inflammatory
process. Lippia origanoides H.B.K (Verbenaceae) is known due to its multiple antimicrobial,
antibaterial, among other analgesic properties. However, little is known about the effect on cytokines
that promote inflammation.

Objective- To evaluate the effect of products obtained from Lippia origanoides on in vitro cytokine
IL-8 and TNF-a secretion.

Methodology- Essential oil and plant extract was included and 3-caryophyllene a metabolite of the
essential oil. Essays on human monocytes THP-1 were seeded on wells plate. The maximum non-
toxic concentration of each sample was determined by affecting cell viability using the MTT assay.
LPS-stimulated monocytes and non-stimulated monocytes were treated with each sample and
cytokines were quantified in the culture medium at 4h and 8h. Values of p<0.05 were considered
significant.

Results-The stimulation of 5x105 cell/mL with 50 ng/mL and 4 hours were the conditions that resulted
in the largest difference from control: I1L-8: 908.7+19.3 vs. 102.7+62.7 pg/mL; TNF-a 511.9+166.9
vs.22+31 pg/mL. Treatment with the samples in non-stimulated monocytes didn’t induce cytokine
secretion. The extract inhibited the secretion of IL-8 (0.65 time less than control, p<0.05) on LPS-
stimulated monocytes, but not on TNF-a (0.13 time less than control, p>0.05). Essential oil and its
metabolite had no effect.

Conclusions-A cell-based assay was implemented in the Arbovirus Laboratory of CINTROP to
evaluate the modulatory activity of essential oils and extracts from a biological sample of human
cytokine assay. Evidence was provided that the activity could be attributed of Lippia origanoides
extract as a primary source for the production of a remedy or anti-inflammatory drug is provided. The
extract and essential oil of Lippia origanoides have no allergenic effect under the conditions used in
the study.

*Internship of Investigation
**Science faculty. Department of Biology. Director: Ph.D. Raquel Ocazionez Jiménez.
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INTRODUCCION

Durante siglos la medicina tradicional ha sido utilizada para el tratamiento de
diferentes enfermedades basandose en el uso de sustancias de origen vegetal
(Burns et al., 2010). Actualmente, mas de 20.000 medicamentos licenciados tienen
como principio activo un producto del mismo origen (Amirghofran, 2012). El aceite
esencial (AE) y el extracto (EXT) de plantas medicinales y aromaticas son
ampliamente utilizados para la fabricacion de productos de uso humano como
cosmeéticos, perfumes y remedios para aliviar sintomas de enfermedades (Bakkali
et al., 2008). Entre las posibles propiedades bioactivas de los aceites esenciales y
extractos se ha demostrado que modulan la respuesta inflamatoria y en
consecuencia causan efectos favorables en usuarios de productos fabricados con
ellos (Riella et al., 2012; Zare-Shahneh et al., 2013; Choudhury et al., 2014). Por lo
tanto, la evaluacion de las posibles propiedades bioactivas de metabolitos de
plantas, constituye una estrategia eficaz para la identificacion de sustancias con
potencial farmacologico.

La base patologica de una amplia variedad de enfermedades humanas es la
respuesta inmune del individuo (Akdis et al., 2011).Esta respuesta es mas fuerte,
cuando diferentes mecanismos celulares conducen a la inflamacién de 6rganos. El
proceso inflamatorio es definido como una secuencia de eventos que ocurre en
respuesta a estimulos externos, traumas o invasion de patdégenos (Calixto et al.,
2004), uno de los inmunoestimuladores mejor estudiados es el lipopolisacarido
(LPS) de bacterias Gram-negativas, que es un componente estructural de la
membrana externa, el cual activa la respuesta inmune inflamatoria sistémica en
individuos enfermos (Beutler & Rietschel, 2003). La respuesta producida involucra
diferentes tipos de células entre ellas los monocitos que hacen parte de la inmunidad
innata y que cumplen su principal funcion fagocitica, secretando proteinas quimio-
atrayentes como IL-8 y pro-inflamatorias como TNF-a (Bosch et al., 2002; Miyazawa
et al., 2007; Lu et al., 2014). Las citoquinas son un diverso grupo de proteinas
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multifuncionales secretadas constantemente por las células (Calixto et al., 2004;
Oppenheim, 2001). La liberacion de TNF-a en el torrente sanguineo y en los tejidos
conlleva a varios eventos del proceso inflamatorio: hinchazéon debido a
vasodilatacion con aumento de la permeabilidad vascular; reclutamiento y
activacion de células del sistema inmune innato (monocitos, macréfagos,
polimorfonucleares, linfocitos); activaciéon y adhesion de plaquetas al endotelio
vascular y activacion de células del sistema inmune especifico (linfocitos T y B)
(Mézes et al., 2011). Cuando los niveles de TNF-a en sangre son muy elevados, el
efecto es deletéreo llevando al choque séptico y coagulacion intravascular
diseminada que provoca la muerte (Anaya, 2003). Por otra parte, las interleucinas
tienen un papel preponderante como la regulacion del sistema inmunoldgico;
activacion de la respuesta inmune de defensa y la diferenciacion celular para
mantener el nimero normal de glébulos blancos y hematies (Kumar et al., 2012;
Tisonick et al., 2012). Interleucinas como IL-8 es uno de los primeros mediadores
de la respuesta inflamatoria. Las principales funciones efectoras de IL-8 no solo
inducen quimiotaxis de neutrdfilos al sitio de la infeccién o dafio, sino también de
otros granulocitos. Ademas IL-8 induce fagocitosis y es conocido por ser un potente
promotor de la angiogénesis. (Zeilhofer & Schorr, 2000; Hoffmann et al., 2002).

En Colombia existe una amplia diversidad de plantas medicinales, que
aproximadamente el 71% de la poblacion utiliza para aliviar sintomas de distintas
enfermedades (Bernal et al., 2011). Lippia origanoides H.B.K (Verbenaceae) es una
planta aromatica conocida como “orégano de monte” que tradicionalmente se usa
en infusiones de sus hojas y se emplea en la medicina popular para el tratamiento
de dolor de estdmago, indigestion, nauseas, y como antiséptico general para la
boca, la garganta y heridas (Pascual et al., 2001). La bioactividad de los productos
de L. origanoides ha sido evaluada demostrando actividades antimicrobianas contra
organismos patégenos (Dos Santos et al., 2004; Pinto et al., 2013; Oliveira et al.,
2014), antibacterianas, antiparasitarias, antiespasmadicas, antiinflamatorias in vivo,

analgésicas y antisépticas (Pascual et al., 2001; Stashenko et al., 2010; Oliveira et
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al. 2014). Estudios publicados por Stashenko et al (2013), demostraron que uno de
los componentes mayoritarios mas abundantes del aceite esencial de L. origanoides
es el B-cariofileno, que tiene propiedades antiinflamatorias, antioxidantes vy
anticancerigenas (Legaut & Pichette, 2007). En estudios realizados por el grupo de
Arbovirus del Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales (CINTROP), se
ha identificado que este componente tiene ademas actividad antiviral sobre el virus
del Dengue y de la fiebre amarilla (Ocazionez et al., 2010; Gomez et al., 2013;
Flechas & Ocazionez, 2014).

Para evaluar el efecto inmuno-modulador in vitro de una muestra, es necesario
detectar cambios en la concentracion de citoquinas secretadas por la célula. Existen
diferentes ensayos basados en célula los cuales varian en complejidad, tiempo para
obtener el resultado y costos; esto hace que deba seleccionarse el ensayo indicado
de acuerdo al propdsito del estudio (Gupta et al., 2007). Actualmente es una
necesidad implementar en el Laboratorio de Arbovirus del CINTROP un ensayo
basado en célula para los analisis de los AEs y EXTs incluidos en el Programa de
Bioprospeccion. El propdsito del presente trabajo es evaluar el potencial modulador
del AE y el EXT SFE de Lippia origanoides que crece en Colombia, asi como del
componente del aceite esencial B-cariofileno sobre la secrecion de IL-8 y TNF-a por

monocitos humanos cultivados in vitro.
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1. OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto modulador del aceite esencial, B-cariofileno y el extracto SFE
obtenidos de la planta Lippia origanoides crecida en Colombia, sobre la secrecién

de la interleucina y el factor de necrosis tumoral en células THP-1.

Especificos

1. Establecer las condiciones 6ptimas (numero de células, concentracion y tiempo
de exposicidn a Lipopolisacarido) que secretan mayor cantidad de Interleucina-8

y el Factor de Necrosis Tumoral.

2. Evaluar el potencial citotoxico del aceite esencial, B-cariofileno y extracto de

Lippia origanoides sobre células THP-1.

3. Evaluar el efecto del aceite esencial, B-cariofileno, extracto de Lippia origanoides
sobre la secrecidon de Interleucina-8 y el Factor de Necrosis Tumoral en células
THP-1.

4. Evaluar el efecto inhibitorio del aceite esencial, 3-cariofileno, extracto de Lippia
origanoides sobre la secrecién de Interleucina-8 y el Factor de Necrosis Tumoral

mediada por Lipopolisacarido.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestras de Lippia origanoides

El aceite esencial y el extracto de la planta fueron seleccionados de la coleccion
disponible en el CINTROP. Las muestras fueron suministradas por el Centro de
Investigacion en Biomoléculas (CIBIMOL) de la Universidad Industrial de Santander,
miembro de la UT-BioRed-CENIVAM-Co. El aceite esencial fue obtenido por
hidrodestilacidn asistida por microondas -MWHD- y el extracto por el procedimiento
con fluido supercritico -SFE- (Stashenko et al., 2013). Para este estudio, se
utilizaron alicuotas del aceite esencial y el extracto a una concentracion inicial de
100.000 pg/mL disueltas en dimetil sulfoxido (maxima concentracién en uso 1%)
gue se distribuy6 y almacend en alicuotas a -20°C. Para cada experimento se uso
una alicuota nueva de la misma preparacion y se hicieron diluciones en medio de
cultivo RMPI — 1640.

2.2 Compuestos sintéticos

B-Cariofileno: conocido como un componente de aceite esencial (Stashenko et al.,
2013). Se adquiri6 comercialmente (SIGMA-ALDRICH Co.) y se prepar6é una
solucion inicial a concentracién de 100.000 pM diluido en dimetil sulfoxido (méxima
concentracion en uso 1%) que se distribuyd y almacené en alicuotas a -20°C. Para

los experimentos se hicieron diluciones en medio de cultivo RMPI - 1640.

Lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS 0O55:B5): denominado inductor de
citoquinas pro-inflamatorias. Se adquiri6 comercialmente (SIGMA-ALDRICH Co.)
Se preparo una solucion inicial en buffer fosfato salino (PBS) a concentracion de
1 mg/mL la cual se distribuyé y almacené en alicuotas a -20°C. Para los

experimentos se hicieron diluciones en medio de cultivo RMP- 1640.
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Dexametasona: Glucocorticoide conocido por su actividad anti-inflamatoria e
inmunosupresora (Tsurufuji et al., 1979) se incluyé como compuesto control de
actividad inhibitoria. Se adquiri6 comercialmente (SIGMA-ALDRICH Co.) Se
preparé una solucion inicial en dimetil sulfoxido a 100.000 puM, la cual se distribuy6
en alicuotas que se almacenaron a -20°C. Para los experimentos se hicieron

diluciones en medio de cultivo RMPI - 1640.

2.3 Cultivo celular

Se empled la linea celular de monocitos humanos (linea THP-1; ATCC® TIB-202™)
Las células fueron crecidas y mantenidas en cajas de 75cm?a 37°C con atmésfera
de 5% de CO2 en medio RMPI-1640 (RPMI-1640 GIBCO), suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB, GIBCO), 1% de Bicarbonato de sodio, 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S, GIBCO) y 0.05mM de 2-mercaptoetanol (MERCK).
El seguimiento del cultivo celular fue realizado con microscopio invertido (Olympus
CKX41/31).

2.4 Actividad citotoxica

La toxicidad de las muestras seleccionadas para los monocitos humanos se evalué
usando el ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol),
siguiendo el protocolo del laboratorio ya descrito (Gémez et al., 2013) con
modificaciones. Este ensayo se basa en la reduccién del MTT por medio de la
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa de células metabolicamente activas.
En la reaccion la succinato-deshidrogenasa transforma al MTT de un compuesto
hidrofilico de color amarillo a un compuesto azul, hidrofébico (formazan) y por lo
tanto la cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan
producido. Monocitos humanos fueron sembrados en placas de 96 pozos por 24 h
a 37°C en presencia de aceite esencial, extracto SFE o B-cariofileno. Al término,
una solucion de MTT (20 L, 5 mg/mL. Sigma Co.) se afiadi6 a cada pozo por 4 h a

37°C. Posteriormente, el precipitado formado que contenia cristales de formazan
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fue solubilizado en 100 pL de DMSO. El grado de reduccion de MTT a formazan se
cuantific6 midiendo la densidad 6ptica a 580 nm (DOsso) en un espectrofotometro
Multiskan Go (Thermo Scientific). Cada muestra se evalué por triplicado en dos
ensayos independientes. La toxicidad se expresdé como: concentracion maxima
evaluada no toxica (CMNT) - concentracion maxima de la muestra que mantuvo la
viabilidad similar al control celular y concentracion citotoxica 50 (CCso) —

concentracion que redujo en 50% la viabilidad celular comparada con el control.

2.5 Actividad sobre citoquinas

2.5.1 Optimizacién del ensayo

Los primeros ensayos se realizaron para establecer las condiciones experimentales
con las cuales se detect6 la mayor cantidad de IL-8 y TNF-a secretada cuando los
monocitos humanos fueron cultivados en presencia o ausencia del inductor LPS.
Los experimentos se realizaron variando el numero de células por pozo, la
concentracion y el tiempo de exposicion al LPS. Monocitos humanos fueron
sembrados en placa de 24 pozos a 5x10° - 15x10° células/mL, (500 puL/pozo) y en
cada caso fueron estimulados con LPS a concentracion de 12.5 ng/mL o 50.0
ng/mL, durante 4 horas y 8 horas a 37°C. Al término los sobrenadantes fueron
colectados y almacenados a -70°C para la cuantificacion de citoquinas. Se
consider6 la secrecion de citoquinas como la cantidad de IL-8 y TNF-a detectada
en el cultivo sobre el nimero de células en el mismo y las condiciones de exposicion
como el numero de moléculas de LPS sobre el numero de células en el cultivo. Se
calcul6 el numero de moléculas de LPS de las dos concentraciones evaluadas, asi
como el numero de moléculas de IL-8 y TNF-a teniendo en cuenta el peso molecular
de cada citoquina, del LPS y se multiplico por el nUmero de Avogadro; estos valores

se dividieron en el nUmero de células sembradas en total.
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2.5.2 Cuantificacién de citoquinas

La concentracion de IL-8 y TNF-a (pg/mL) en el sobrenadante del cultivo de los
monocitos humanos estimulados con LPS se determind usando estuches
comerciales del inmunoensayo ligado a enzima [ELISA: Invitrogen KHCO0081 y
KHC3011, respectivamente]. El ensayo consistio en: Un volumen de la muestra fue
adicionado a los pozos sensibilizados con el anticuerpo monoclonal especifico para
cada citoquina, la placa fue incubada a temperatura ambiente de 1-2 horas,
posteriormente se realizaron lavados con buffer, a continuacion se agrego el
anticuerpo secundario monoclonal biotinilado, después de una segunda incubacién
y lavado, se afiadi6 el conjugado estreptovidina-peroxidasa y se incub6 durante 30
minutos, se realizé un tercer lavado y finalmente afiadié el cromdgeno estabilizado
tetrametilbenzindina (TMB) que actu6 sobre la enzima unida y convirtié el sustrato
en un compuesto coloreado (amarillo). La intensidad de este producto coloreado fue
directamente proporcional a la concentracién de citoquina presente en la muestra
original. La intensidad de color se midi6 en un espectrofotbmetro Multiskan Go
(Thermo Scientific) a longitud de onda de 450 nm (DOaso). La concentracion de la
citoquina se calculé siguiendo las instrucciones del fabricante, usando la curva de

calibracién de cada estuche comercial.

2.5.3 Actividad de Lippia origanoides

Monocitos humanos fueron sembrados en placa de 24 pozos en presencia de las
muestras a la maxima concentracion no-toxica para la célula que se determind en
el ensayo del MTT con las condiciones establecidas en el ensayo de optimizacion.
Se realizaron dos experimentos: i) tratamiento en monocitos no-estimulados con
LPS para evaluar el efecto inductor de las muestras; y ii) tratamiento de monocitos
estimulados con LPS para determinar el efecto inhibitorio sobre la secrecion de las
citoquinas. Al término los sobrenadantes fueron colectados después del tratamiento
y almacenados a -70°C para la cuantificacion de citoguinas como se describid.

Células no-tratadas y tratadas con dexametasona se usaron como controles. Cada
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muestra se evalud por duplicado en tres ensayos independientes. El efecto
modulador se expres6 como incremento o disminucion de la citoquina en

comparacion a las células no tratadas.

2.6 Andlisis de datos

Las comparaciones estadisticas entre los tratamientos se realizaron mediante un
Andlisis de Varianza (ANOVA) factorial realizado en el programa estadistico
STATISTICA V.7 (version 7.0, para Windows, StatSoft Inc. (2004)).

La dependencia dosis ~ efecto se evalu6 mediante Analisis de Varianza (ANOVA),
el ajuste de una curva logistica a los datos de sobrevivencia observados en los
ensayos de MTT, se determiné aplicando una prueba de Wald. La concentracién
citotoxica media (CCso) fue calculada. Para el analisis de datos se usaron los
paquetes estadisticos del software libre R (R Core Team, 2013). Valores de

p < 0.05 fueron considerados significantes.

El cambio en los niveles de secrecidon de las dos citoquinas fue definido como la
razon IL-8 6 TNF-a tratamiento / IL-8 6 TNF-a control. Para evaluar la dependencia de la
secrecion de IL-8 y TNF-a al tratamiento con el AE, B-cariofileno o EXT se realiz6
un Analisis de Varianza (ANOVA) aplicando una prueba de Tukey. La inhibicion de
la secrecion de IL-8 y TNF-a en células estimuladas por LPS fue evaluada de la
misma forma. Para representar graficamente la modulacion e inhibicion se realiz

un grafico de  —logio p (tukey) ~logio (IL-8 6 TNF-aQtratamiento / IL-8 6 TNF-Qcontrol).

21



3. RESULTADOS

3.1 Actividad citotoxica

La toxicidad sobre los monocitos humanos de las muestras seleccionadas (aceite
esencial, B-cariofileno, extracto SFE y dexametasona) fueron evaluadas para
establecer la CMNT a usar en el ensayo de modulacién de las citoquinas. La Figura
1 muestra las curvas dosis-respuesta del ensayo de MTT. Las muestras analizadas
en este estudio se pueden considerar no-toxicas para los monocitos humanos
utilizados debido a que el tratamiento no modificé la sobrevivencia celular ni se

observaron cambios morfoldgicos en las concentraciones evaluadas.

El aceite esencial y extracto SFE afectaron la sobrevivencia celular de manera
dependiente de la dosis. La CMNT para estas dos muestras fue 100 pg/mL y la CCso
de 189.5 + 51.5 pg/mL y 233.8 £ 55.9 pg/mL para el aceite esencial y extracto SFE
respectivamente. El B-cariofileno y dexametasona fueron evaluados desde 100 -
1000 pM y parecen ser de baja toxicidad (CCso > 1000 pM) debido a que la
respuesta no fue dependiente de las dosis evaluadas. Sin embargo, se usé la CMNT

de 100uM para el ensayo de modulacion de citoquinas.
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Figura 1. Actividad citotoxica de las muestras evaluadas en el estudio.

Las células se expusieron a las concentraciones de las muestras evaluadas y la
viabilidad se evalu6 a las 24 h usando el ensayo del MTT. CCso: concentracion que
redujo en 50% la viabilidad.
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3.2 Actividad sobre citoquinas

3.2.1 Optimizacién del ensayo

Los experimentos llevados a cabo permitieron establecer las condiciones en las
cuales monocitos humanos estimulados con LPS, secretaron IL-8 y TNF-a en mayor
cantidad respecto al control celular (no tratados con LPS). La exposicion de 10x10°
células/mL a 12.5 ng/mL y 50.0 ng/mL de LPS durante 4 y 8 horas mostré una
acumulacion significativa (p<0.05) de IL-8 y TNF-a en el sobrenadante celular
transcurridas las 4 horas de exposicion respecto a las 8 horas (Figura 2). Cuando
los monocitos se estimularon con 12.5 ng/mL de LPS la concentracion de IL-8 en el

sobrenadante fue 6.6 veces mas que a las 8 horas (495 + 102.8 pg/mL vs. 74.9 +
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60.3 pg/mL). Por otra parte, cuando los monocitos se estimularon con 50.0 ng/mL
de LPS, la secrecién de IL-8 incremento 5.5 veces y continu6 siendo mayor a las 4
horas (908.7 £19.3 pg/mL vs. 163.9 + 30.7 pg/mL). Resultados similares se
obtuvieron para TNF-a, cuando los monocitos se estimularon con 12.5 ng/mL de
LPS la secrecion fue 3.2 veces més a las 4 horas que a las 8 horas. De la misma
manera, con 50.0 ng/mL de LPS se presentdé mayor secrecion de TNF-a a las 4
horas que a las 8 horas (511.9 + 166.9 pg/mL vs. 337.3 £ 64.4 pg/mL). Estos
resultados indican que la estimulacion de monocitos humanos con 50.0 ng/mL de
LPS resulté en un patron comparable entre IL-8 y TNF-a con un aumento a las 4

horas y un subsecuente decrecimiento a las 8 horas de estimulacion.

Figura 2. Secrecion de citoquinas por monocitos humanos (THP-1).

El nivel de IL-8 (A) y TNF-a (B) se cuantifico 4 h y 8 h después de incubar las células
a 37°C. Cultivos en medio sin LPS (no-estimulados) se incluyeron como control.
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Para evaluar el efecto del nimero de células en la secrecion de citoquinas, se
realizaron ensayos con mayor y menor nimero de células (5x10° células/mL a
15x10° células/mL) a las utilizadas en el primer ensayo. Para determinar si las
diferencias en la concentracion de las dos citoquinas en los cultivos con diferente

namero de células eran debidas a un aumento en la activacion y secrecion de IL-8
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y TNF-a y no a la diferencia en el numero de células, se consideraron las
condiciones de exposicion en relacion a la cantidad media de LPS por célula en el
cultivo y el nivel de activacion y secrecion en relacion a la cantidad media de IL-8 y
TNF-a secretada por célula en el cultivo (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones usadas en el estudio para estimular monocitos humanos
TPH-1.

Identificador Células: Estimulo: LPS*
x10° ng/mL Moléculas: x10°
A 5 12.5 2.01
B 10 12.5 1.00
C 15 12.5 6.69
D 5 50.0 8.03
E 10 50.0 4.01
F 15 50.0 2.68

LPS = lipopolisacarido bacteriano. Se muestra la concentracion (ng/mL) de LPS para
el nimero de células sembradas en el pozo de la placa. El nimero de moléculas se
calculé como se describe en el texto.

La secrecion de IL-8 y TNF-a en monocitos humanos fue dependiente de las
condiciones de exposicidon (Figura 3). Se observo que la secrecion de IL-8 en el
cultivo fue mayor a las 4 horas de estimulacion en cualquier condicién del ensayo;
la condicién D (5x10° células/mL con 50.0 ng/mL) se estimé como la concentracion
en la cual se secret6 en mayor cantidad IL-8, mientras condiciones como C y F
presentaron menor secrecion de la citoquina a pesar de ser las condiciones que
tenian mayor namero de células. De la misma forma, la secrecion de TNF-a fue
mayor a las 4 horas de estimulacion que a las 8 horas. También se observo que la
condiciéon D (5x10° células/mL y 50.0 ng/mL) secretd la mayor cantidad de TNF-q,
aunque la condicion F a las 8 horas de estimulacion presentdé concentraciones
similares (2.96x10* TNF-a/cultivo vs. 2.78x10* TNF-a/cultivo). Por lo tanto, las
condiciones que secretaron la mayor cantidad de IL-8 y TNF-a en monocitos
humanos fueron 5x10° células/mL (500 uL/pozo) con 50.0 ng/mL de LPS y 4 horas

de exposicion.
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Figura 3. Moléculas de citoquina secretadas por monocitos humanos
estimulados con respecto a moléculas de lipopolisacarido.

LPS: lipopolisacarido bacteriano. A — F: proporciones de LPS: célula detalladas en
la Tabla 1.
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3.2.3 Actividad de Lippia origanoides

Para determinar el efecto del aceite esencial, p-cariofileno y extracto SFE de
L.origanoides sobre IL-8 y TNF-a en monocitos humanos, se midieron los niveles
de estas dos citoquinas en el sobrenadante celular. Cada uno de los tratamientos
se comparo con el control celular y con el LPS el cual produjo 84,5 veces mas que
el control celular e indujo significativamente (p=1.24x10%) la secrecién de IL-8 asi
como la secrecion de TNF-a (p=0.0009). Por otra parte, con los demas tratamientos
no se observo un efecto significativo sobre ninguna de las dos citoquinas (Figura 4).
Lo anterior sirvi6 como validacion del modelo para la deteccion de sustancias que
inducen la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias en células humanas y ademas
permiti6 evidenciar que ninguna de las muestras por si mismas induce un

incremento en la secrecion de las citoquinas evaluadas.

27



Figura 4. Efecto de las muestras sobre la secrecion de citoquinas por
monocitos humanos no-estimulados.

Lippia origanoides: AE= aceite esencial, EXT=extracto, CAE= [-cariofileno
componente de AE. DXM= dexametasona (droga control). En el eje Y se
representan los valores de p -Logzo.
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Para evaluar el potencial inhibitorio de cada una de las muestras, los monocitos
humanos fueron estimulados con 50.0 ng/mL de LPS y simultaneamente tratados
con cada una de las muestras evaluadas durante 4 horas. La secrecion de IL-8 y
TNF-a de las células expuestas a cada uno de los tratamientos se compar6 con

respecto a las células que solo fueron expuestas a LPS.

Para IL-8, se observo que el tratamiento con el extracto SFE de L. origanoides
produjo 0.65 veces menos IL-8 con respecto al tratamiento con LPS, mientras que
la dexametasona produjo 0.73 veces menos IL-8 con respecto al tratamiento con
LPS (p<0.05), esto sugiere que el extracto SFE actua sobre los monocitos humanos
de manera comparable a la dexametasona, utilizada como control positivo de la
actividad inhibitoria (Figura 5). Por otra parte, los tratamientos con el aceite esencial
y B-cariofileno no mostraron actividad inhibitoria sobre IL-8 en los monocitos

humanos.

Para TNF-a, se observd que ninguno de los tratamientos evaluados inhibi6 la
secrecion de esta citoquina significativamente, a pesar que los tratamientos con el
aceite esencial y B-cariofileno parecian estimular su secrecion, esto no mostré
diferencias estadisticamente significativas respecto al tratamiento con LPS
(Figura 5).
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Figura 5. Efecto de las muestras sobre la secrecion de citoquinas por
monocitos humanos estimulados.

Lippia origanoides: AE= aceite esencial, CAE: B-cariofileno componente de AE.
EXT: extracto. DXM: dexametasona (droga control). En el eje Y se representan los
valores de p -Logzo.

DO gy
®e

r

-Logs p (tukey)

-2,0 -1,5 -1,0 -05 0,0 05 1,0 15 2,0

L0810 (l L-8tratamiento/1L-8 contral)

TNF-a
-
e
=
S
3
()
~
® DM
® CAE
EXT- ® AE
20 15 1.0 05 00"° 05 1.0 15 2.0

Logm(TNF'U:ra.umucmo/TNF'a control)

30



4. DISCUSION

Los ensayos basados en células son una alternativa para estudiar diversas
propiedades biologicas de productos de plantas. Se logra identificar moléculas,
compuestos 0 mezclas que podrian modular una o varias vias de sefalizacion
celular que activan diversos procesos celulares (Young, 1998; Calixto et al., 2004).
Su importancia surge debido a la capacidad de imitar un ambiente fisiologico celular,
con redes metabdlicas intactas y mecanismos de control de retroalimentacion (An
& Tollyday, 2010). La deteccién de cambios en el nivel de una o varias citoquinas
secretadas por las células en cultivo, es uno de los procedimientos mas aceptados
para evaluar el efecto inmunomodulador in vitro de una muestra (Castro et al., 2011,
Jeong et al., 2013).

El LPS es ampliamente utilizado en ensayos basados en célula para evaluar la
activacion de células del sistema inmune, debido a que se une a receptores tipo
Toll (TLR-4) que se encuentran sobre la membrana de los monocitos (Guha &
Mackman, 2001) y esta interaccién activa diferentes vias de sefializacion que
conducen a la secrecion de citoquinas (Lu et al., 2008). Esta respuesta varia
ampliamente in vivo debido a que la poblacién de monocitos es heterogénea con
respecto a los receptores de membrana que capturan la sefial (Schildberger et al.,
2013), sin embargo, esa variacion se controlé dado que la linea celular THP-1 esta
constituida por células con el mismo repertorio genético (Chanput et al., 2014). En
este estudio se implemento y optimizé un ensayo basado en una célula humana del
sistema inmune, que permitié evaluar el efecto de productos derivados de L.

origanoides sobre la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias.

Diferentes estudios han demostrado que la concentracion de citoquinas secretadas
por monocitos humanos estimulados in vitro con LPS, es dependiente del nimero
de células usadas en el ensayo (Reis et al., 2008; Schildberger et al., 2010).Mas
aun la concentracion puede variar de célula a célula debido a los eventos aleatorios

que rigen la expresion de genes (Becskei et al., 2001; Elowitz et al., 2002). En
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consecuencia, la relacion directamente proporcional entre el incremento en el
namero de células y la concentracion de citoquinas no necesariamente refleja que
la poblacion de células se activd. Considerando esa variacion célula-célula, fue
necesario corregir el efecto de la covarianza, para esto se asumio que la molécula
inductora (LPS) se une al receptor en cada célula con la misma afinidad y por el
mismo tiempo, asi que la activacion de las vias intracelulares es similar. Este

escenario ha sido descrito por Ferrell & Machleder, (1998).

El ensayo basado en monocitos humanos, se uso para evaluar si las muestras de
L.origanoides actian de manera similar al LPS induciendo la secrecién de
citoquinas en células no estimuladas. Con ninguna de las muestras se observé
efecto (Figura 4). Este resultado sugiere que a la concentracion evaluada las
muestras por si mismas, no activan vias de sefializacion intracelular que participan

en el proceso inflamatorio.

La secrecion de las citoquinas estudiadas es una respuesta celular a la activacion
de la via de sefalizacién del factor de transcripcion NF-kappa B y de la via de las
quinasas MAPK (Faure et al., 2000; Lu et al., 2008; Montoya-Rodriguez et al., 2014).
Estas vias se activan in vivo en procesos inflamatorios e in vitro en monocitos LPS-

estimulados (Yanamoto & Gaynor, 2001; Uings et al., 2005).

La actividad inhibitoria de las muestras sobre la induccion de citoquinas mediada
por LPS también se evalu6 en este estudio. El extracto SFE inhibid
significativamente (p=0.03) la secrecion de IL-8 igual que la droga anti-inflamatoria
(dexametasona) usada como control (Figura 5). Este resultado sugiere que la
mezcla o alguno de los componentes del extracto podrian estar inactivando el
receptor y otros componentes de una de las vias que conducen a la secrecién de
IL-8. Los componentes quimicos del extracto SFE incluido en este estudio se
desconocen sin embargo, la caracterizacion estd en curso. En preparaciones
incluidas en otros estudios del CENIVAM se detectaron flavonoides en altas
concentraciones (Stashenko et al., 2013), entre ellas la pinocembrina es uno de los

mas frecuentes y se ha demostrado que inhibe la secrecion in vitro e in vivo de
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citoquinas inducidas por LPS (Somorou et al., 2012). De otros flavonoides como
luteolin y naringenina se ha reportado efecto inhibitorio sobre la secrecion de IL-8
(Kim et al., 2005; Bodet et al., 2008) y se ha encontrado que los flavonoides tienen
actividad como moduladores naturales y actividad in vivo como agentes anti-

inflamatorios (Kim et al., 2004).

Resulta dificil dar una explicacion al mecanismo de accion del extracto SFE sobre
la secrecion de IL-8 por varias razones. La primera de ellas radica en el hecho de
que la mezcla del extracto contiene mas de un componente el cual puede solo, o de
forma sinérgica ser el responsable de la actividad inhibitoria. La segunda razon, es
que la actividad biolégica del extracto no sea sobre las células, sino que las
moléculas presentes interactian de forma directa con el LPS, aumentando o

disminuyendo la afinidad por su receptor especifico.

Al contrario de lo observado con IL-8, el tratamiento con extracto SFE no inhibio
TNF-a en monocitos LPS-estimulados y Io mismo se observé con la droga control
dexametasona. Esto puede deberse a que las concentraciones de extracto SFE y
dexametasona usadas en el ensayo no interfieren en las vias que activan in vitro

esta citoquina.

La composicion quimica de la preparacion del aceite esencial incluido en este
estudio, esta en curso en el CENIVAM. En una preparacién para otro estudio se
detectaron varios terpenos como componentes mayoritarios: timol, carvacrol y -
cariofileno (Stashenko et al., 2013). Se ha demostrado que estos terpenos tienen
actividad anti-inflamatoria topica relacionada con mecanismos de accion que
contribuyen a la modulacién de citoquinas (Balakrishnan et al., 2010; Silva et al.,
2013). Los resultados obtenidos por Veras et al (2012), muestran que el tratamiento
tépico con aceite esencial redujo la produccién de citoquinas pro-inflamatorios en

pacientes con inflamacion aguda.

El aceite esencial seleccionado para este estudio no tuvo efecto modulador sobre

la secrecion de las dos citoquinas. El resultado puede deberse a varios factores:
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i) el tipo de ensayo no lo permitié debido a que en estudios in vivo se ha observado
la disminucion de citoquinas en parte porque las citoquinas estan siendo secretadas
por diversas células en alta concentracion, en cambio, en los estudios in vitro, donde
no aparecen ciertos estimulos su concentracion disminuye (Riella et al., 2012) ii) el
aceite esencial o uno de sus componentes interactle con las citoquinas presentes
en el sobrenadante y esto impida que sea detectada en el ensayo ELISA, iii) el
aceite esencial o uno de sus componentes se una al LPS e inhiba la interaccion con
el receptor de la membrana celular de los monocitos humanos y por lo tanto la célula
no es sefalizada. Asi, es necesario para confirmar el mecanismo del efecto
inhibitorio sobre las citoquinas realizar experimentos mas detallados de biologia

celular.

El componente B-cariofileno no tuvo efecto modulador sobre la secrecién de las dos
citoquinas. Este resultado es distinto a los obtenidos previamente en el CINTROP
(Flechas & Ocazionez, 2014), usando células hepaticas humanas en donde el
terpeno B-cariofileno redujo cerca del 80% la secrecién de IL-8. Se requieren
experimentos adicionales en monocitos para confimar o descartar

inequivocamente la ausencia del efecto sobre monocitos LPS-estimulados.
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5. CONCLUSIONES

El ensayo basado en células implementado en el presente estudio, es una
herramienta Util para evaluar la actividad de muestras biologicas sobre la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como interleucina 8 y el Factor de
Necrosis Tumoral alfa.

El aceite esencial, B- cariofileno y extracto SFE de Lippia origanoides no
tuvieron efecto modulador sobre las citoquinas secretadas por monocitos no
estimulados con LPS. Este resultado sugiere que las muestras o alguno de
sus componentes por si mimos no presentan efecto alergénico bajo las
condiciones usadas en el estudio ni estarian activando vias de sefializacion
celular que conduce a la secrecion de IL-8 y TNF-a.

Se evidencio que el extracto SFE de Lippia origanoides tuvo efecto inhibitorio
sobre la secrecion de IL-8 en monocitos estimulados con LPS. Este resultado
sugiere que el extracto SFE contiene componentes con efecto anti-
inflamatorio y por lo tanto, podria servir como fuente natural en futuros
estudios.

El aceite de Lippia origanoides y su metabolito B-cariofileno no mostraron
efecto inhibitorio sobre la secrecion de IL-8 ni TNF-a sobre monocitos
humanos estimulados con LPS. Se requieren mas estudios para clarificar el

efecto anti-inflamatorio de estas muestras.
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6. COMPETENCIAS DESARROLLADAS POR EL PASANTE

Conoce los principios béasicos del disefio de un estudio cientifico.

Adquirio habilidad técnica para mantenimiento y cultivo in vitro de la una linea
celular.

Adquirié experiencia en el manejo de equipos, preparacion de los medios de
cultivo y soluciones necesarias para el desempefio de cada experimento.
Desarroll6 habilidades y destrezas para analizar muestras usando el
inmunoensayo ligado a enzima.

Conoce los principios béasicos de escritura de un documento cientifico.
Fortalecié el sentido de responsabilidad con compromisos académicos y
entrega de informes.

Fortalecio la ética y moralidad
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