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RESUMEN

Durante hemorragias e isquemias, el Sistema Nervioso Central (SNC) responde
sistémicamente a las lesiones desarrollando un proceso inflamatorio, que es producto de la
activacion glial que si perdura conlleva a la degeneracion neuronal (Xia, W. et al, 2010 y
2013). Esta activacion (microglia y astrocitos) esta asociada a cambios morfoldgicos de
estas células, las cuales empiezan un proceso de proliferacion y de produccion de
mediadores pro- y anti-inflamatorio como TNF-a, NO y ROS (mediadores pro-
inflamatorios) los cuales se ha demostrado son responsable de iniciar y mantener
mecanismos neurodegenerativos (Heneka, M. et al, 2007. Estos cambios se han
evidenciado en patologias como el Alzheimer, Parkinson, Esclerosis Lateral y dolor
neuropético. Por lo anterior, se ha sugerido que la modulacion de la respuesta inflamatoria

podria reducir la neurodegeneracion tipica de estas patologias (Heneka, M. 2010).

Actualmente las pruebas para regular una respuesta anti-inflamatoria usando compuestos
no esteroides no han arrojado resultados convincentes, en parte esto es debido a que dosis
que son efectivas generan efectos secundarios . Otros estudios proponen que metabolitos
secundarios aislados de plantas  pueden modular esta  respuesta inflamatoria
contrarrestando el efecto neurodegenerativo por la sobre activacion de los astrocitos (Krifa
M, et al., 2013; Tanaka T, Takahashi R. 2013). Por ejemplo, estudios etnobotanicos han
mostrado que algunas de las plantas pertenecientes a la familia Clusiaceae tienen actividad
anti-inflamatoria sin embargo, no hay registros que evalien su real potencial anti-

inflamatorio en células nerviosas.

En el presente proyecto se propuso evaluar la capacidad de extractos polar y no polar de
Clusia ellipticifolia para regular la produccion de citoquinas y quimioquinas pro-

inflamatorias en cultivo primario de astrocitos activados por LPS. Para esto se obtuvieron



extractos etanolicos (polares) y etereos (apolares) de hojas de Clusia ellipticifolia. Una vez
obtenidos estos extractos se evalu6 la toxicidad y la capacidad de regular la activaciéon y
expresion de citoquinas pro-inflamatorias en un modelo de astrocitos activados con

lipopolisacarido (LPS)

Los resultados obtenidos en este proyecto permitieron identificar el potencial terapéutico de
plantas de la familia Clusiaceae para regular procesos neuro-inflamatorios que puedan ser
utilizados en futuros experimentos in vivo en modelos animales de enfermedades

neurodegenerativas.

Se obtuvieron en las pruebas quimicas la presencia de los terpenos, triterpenos esteroidales
y esteroles en el extracto apolar y fenoles y flavonoides, terpenos y glucésidos en el
extracto polar, se evidencio toxicidad sobre las células en las concentraciones polares de 1
y 0.1 mg/mL y apolares de 0.02 y 0.01 mg/mL finalmente, al inducir con LPS se
expresaron IL-6, TNF y CCL2, sin embargo no hubo efecto significativo de los extractos

sobre la modulacion de estas citoquinas y quimioquinas.

INTRODUCCION

El sistema nervioso central (SNC) estd conformado por una enorme cantidad de células
gliales como la microglia, oligodendrocitos y los astrocitos, las cuales superan cinco veces
en cantidad a las células nerviosas. Estas células se caracterizan por ser altamente
especializadas contribuyendo con el desarrollo del sistema nervioso y la plasticidad
sinptica, también participan en la regulacion de los neurotransmisores y ayudan a
mantener el equilibrio i6nico de las neuronas, entre otras funciones (Maragakis &
Rothstein, 2006). En este grupo de células, se destacan los astrocitos los cuales son las
células gliales mas abundantes interactuando directamente con las neuronas,
proporcionandoles soporte estructural y metabdlico favoreciendo la homedstasis en el SNC
(Cao, L. et al, 2007; Fei, H. y Yi, E. Sun, 2007; Guillamon & Vivancos, 2015; Maragakis
& Rothstein, 2006).



Debido a que los astrocitos juegan un rol importante el mantenimiento de la homeostasis,
estos juegan un rol importante en el origen de enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson (PD), la enfermedad de Alzheimer (AD ), y amiotréfica esclerosis
lateral (ALS) (Phatnani & Maniatis, 2015; Weydt P. & Moller T., 2005). Las cuales
ocasionan un estado en los astrocitos de alta actividad por lo cual se hipertrofian
aumentando la expresion de filamentos intermediaros como vimentina, nestina y proteina
fibrilar acida de la glia (GFAP). Adicionalmente los astrocitos en este estado liberan
mediadores pro-inflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y las
interleuquinas 1B (IL-1B) y IL-6 que conllevan a la activacion del factor de transcripcién
NF-xB, asi como también a la activacién de las enzimas ciclooxygenasa-2 (COX-2) y
Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) que conducen a una proceso neuro-inflamatorio
(Buffo, A. etal., 2010 ; Carrero, et al. 2012; Kaneko, Y. et al 2012).

Actualmente, los principales tratamientos para estas enfermedades estd basada en agentes
gue minimizan el impacto de la enfermedad disminuyendo el tiempo de la neuro-
degeneracion. Sin embargo, en la mayoria de casos el tratamiento carece de efectividad
dado que las moléculas usadas presentan dificultad en la permeabilizaciéon de la barrera
hemato-encefalica (BHE). En la necesidad de buscar alternativas a los actuales tratamientos, se

han realizado estudios usando metabolitos secundarios extraidos de plantas los cuales pueden

modular la respuesta inflamatoria. Por ejemplo, algunos estudios han demostrado que los
compuestos flavonoides tienen efectos significativos inhibiendo la activacion de NF-«f vy la

sobreexpresion de TNF—a (Lee C. et al, 2012; Sharma V et al, 2007).

Por lo anterior, el objetivo de este estudio es evaluar la capacidad de los extractos de Clusia
ellipticifolia para regular la produccion de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias en
astrocitos activados con LPS. Se realizo a partir de los aislamientos de astrocitos de corteza
de los cerebros de ratones neoatos, posteriormente fueron estimulados con LPS a la que
posteriormente se trataron con el extracto polar y apolar de la planta Clusia ellipticifolia

para evaluar su efecto mediante citometria de flujo.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades
que afectan el SNC y se caracterizan por una perdida neuronal progresiva en areas
concretas cerebrales o en los sistemas anatomofuncionales (Torrell, 2015). En Colombia,
segun los datos del estudio epidemioldgico nacional, la prevalencia global ajustada por
edad de demencia en mayores de 50 afios fue de 13.1 personas por cada 1000 habitantes
(Takeuchi & Guevara, 1999).

Diferentes patologias neurodegenerativas como el Alzheimer (EA) (Carrero 1, et al., 2012;
Medeiros R. & La 310Ferla, 2013), la enfermedad de Parkinson (EP) (Niranjan, R. 2013) y
la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) (Weydt P. & Moller T., 2005), se caracterizan por
presentar un proceso inflamatorio crénico que podria estar relacionado con la distrofia
progresiva de las células (Frank-Cannon et al., 2009). En este proceso inflamatorio hay una
importante participacion de los astrocitos, los cuales son las células gliales méas abundantes
de SNC y tienen un rol importante al momento de responder a los insultos (Cao, L. et al,
2007).

La contribucion de los astrocitos al proceso inflamatorio, se inicia con su activacién, en un
fendmeno conocido como astrogliosis o reactividad glial (Buffo, A. et al., 2010) la cual
ocasiona que se aumente la produccion y liberacion de factores troficos, metabolitos claves
para la supervivencia neuronal y la degradacion de restos celulares y mediadores pro-
inflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y las interleuquinas 1B (IL-
1B) y IL-6 que conllevan a las activacion del factor de transcripcion NF-xB asi como
también a la activacion de las enzimas ciclooxygenasa-2 (COX-2) y 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) que conducen a una proceso neuro-inflamatorio (Buffo, A. et al., 2010;
Carrero, | et al. 2012)

Se ha propuesto que cuando la activacion glial es cronica o incontrolada, puede causar una
disminucion de los factores troficos y acumulacion de mediadores pro-inflamatorios
potencialmente neurotéxicos que pueden conducir a un proceso de neurodegeneracion y

muerte neuronal (Kaneko, Y. et al 2012). Por lo anterior, se ha sugerido que la modulacion
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de la respuesta inflamatoria podria reducir la neurodegeneracion tipica en estas patologias
(Heneka, M. 2010).

Estudios pre-clinicos usando anti-inflamatorios no esteroideos contra COX-1, COX-2 o
PPAR-y han mostrado resultados promisorios sin embargo, estas drogas no han arrojado
datos convincentes en triales clinicos. Adicionalmente, la generacién de efectos secundarios
previene el uso de dosis mas altas que son mas efectivas. Por esta razon, existe la
necesidad de encontrar nuevas moléculas que tengan el potencial de regular los procesos
neuroinflamatorios cronicos. Diferentes estudios han reportaron que metabolitos
secundarios extraidos de plantas pueden modular la respuesta inflamatoria (Krifa M, et al.,
2013; Tanaka T, Takahashi R. 2013). Por ejemplo, la curcumina, un polifenol, tiene la
capacidad de inhibir la sintesis de prostaglandinas, mientras que flavonoides como la
Wogonina, Luteolina y Quercitina inhiben la activacion de NF-xf3 asi como también la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la expresion de TNF-a, IL-6 y IL8 en
macrofagos (Lee C. et al, 2012; Sharma V et al, 2007).

En la actualidad existen numerosos estudios etnobotanicos en los cuales se registra la
propiedad anti-inflamatoria de las plantas pertenecientes a la familia clusiaceae, sin
embargo hay una gran escasez de estudios sistematicos que evaluen el real potencial anti-
inflamatorio que este grupo posee. El presente proyecto evalud la capacidad de extractos
polar y apolar de la planta Clusia ellipticifolia para regular la produccion de citoquinas y
qguimioquinas pro- inflamatorias por astrocitos activados por LPS. Los resultados obtenidos
en este proyecto permitiran identificar el potencial terapéutico de plantas de la familia
Clusiaceae para regular procesos neuro-inflamatorios que puedan ser utilizados en futuros

experimentos in vivo en modelos animales de enfermedades neurodegenerativas.
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MARCO TEORICO

Papel de los astrocitos en el proceso inflamatorio

El proceso inflamatorio en el SNC se da como una respuesta sistémica frente a lesiones,
como accidentes hemorragicos o isquémicos que pueden desembocar en degeneracion
neuronal progresiva sino es controlado (Xia, W. et al, 2013). Esta respuesta se caracteriza
por la activacion de células gliales, sin embargo, si esta activacion es crénica resulta en
efectos deletereos para las neuronas (Xia, W. et al, 2010). Los astrocitos son considerados
células inmunocompetentes y el puente de comunicacion entre el SNC y el sistema inmune.
La neuroglia fagocita células y actua como células antigénicas debido a que los astrocitos
expresan receptores Toll, dominios de oligomerizacion de nucle6tidos, quinasas
dependientes de RNA, y receptores de manosa. Ademas producen citoquinas y
guimioquinas que actuan como mediadores de la inmunidad junto con la microglia (Owens,
T. 2005; Farina, C. et al, 2007 citado en Wang, D & Bordey, A. 2008; Fuller, S. et al,
2010).

En el SNC, las células microgliales son las encargadas de responder inmunolégicamente a
sefiales inflamatorias expresando receptores de reconocimiento de patrones (PRRS) y
produciendo sefiales que alertan sobre el dafio celular (Fuller, S. et al, 2010). Sin embargo,
los astrocitos también expresan PRRs como TLR2, TLR3 y TLR4 (Bsibsi et al, 2006;
Bowman, C. et al, 2003 citado en Fuller, S. et al, 2010). De esta manera pueden activar
diversas vias de sefializacion que protegen a las neuronas y reparan el tejido (Bsibsi, M. et
al, 2006). Los astrocitos también expresan moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) y estan involucradas en la sefializacion de células-T a través de

qguimioquinas y citoquinas (Fuller, S. et al, 2010).

Las citoquinas y quimioquinas son proteinas que actuan en el crecimiento, diferenciacion y
activacion de respuestas inmunes (Fuller, S. et al, 2010). Los astrocitos pueden producir
una amplia variedad de citoquinas: IL-1, IL-4, IL-6, IL-10 y IL-12, IFN-0/B y —y GM-CSF,
M-CSF y G-CSF, TGF-B, TNF-a, y quimioquinas tales como RANTES, IL-8, CCL2 Y IP-

10, que tienen por funcion contribuir al desarrollo de la inflamacién dentro del SNC, pero
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que también estan asociadas al progreso de la enfermedad neurodegenerativa cuando la

reactividad es crénica (Fuller, S. et al, 2010).

Por lo anterior, los astrocitos reactivos pueden perder su funcion protectora y ser un factor
que acelere los procesos neurodegenerativos tal como se evidencia en diferentes patologias
como Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral, y dolor neuropético (Xia, W. et al, 2013).
Adicionalmente, los astrocitos activados también pueden aumentar la producién de especies
de oxigeno reactivas (ROS), al igual que las células microgliales, lo que puede causar la
muerte celular y dafios irreversibles a las neuronas (Fuller, S. et al, 2010). Asi, la activacion
cronica de éstas celulas implica la liberacion de moléculas neurotdxicas como citoquinas
proinflamatorias, oxido nitrico y ROS (Hashioka, S. et al, 2009). El 6xido nitrico (NO) es
una molécula que cumple importantes funciones como la neuro-transmision y la
vasodilatacion en el SNC, pero en altas concentraciones puede ser neurotdxica debido a que
puede reaccionar produciendo otros radicales libres denominados especies de nitrégeno
reactivo (RSN). En la enfermedad de Alzheimer, la nitracion de tirosinas esta influenciada
por RSN y se consideran un factor importante en la neurodegeneracion (Fuller et al,
2010).Los astrocitos producen prostaglandinas como la PGE; que también contribuyen en
el proceso inflamatorio, al igual que proteinas del sistema complementario (C2, C3, C5, C6,
C7 y C8) que desempefian un papel importante en la respuesta a dafios sistémicos
induciendo lisis celular (Fuller, S. et al, 2010; Satoh, K. et al, 2000; Pekny, M. et al, 2007
citado en Fuller, S. et al, 2010).

Activacion glial

La activacion glial es un proceso que puede desencadenarse bien por la disrupcién de las
sefiales inhibitorias que las células gliales reciben en condiciones fisioldgicas, o bien por la
aparicion de estimulos activadores, tales como restos celulares, citoquinas pro-
inflamatorias, o por la presencia de agregados proteicos anormales (Hanisch, U. et al,
2007). Este proceso se caracteriza por el cambio morfoldgico y la proliferacion de los
astrocitos y la microglia, asi como de la produccién de una gran variedad de mediadores

pro y anti-inflamatorios. Entre los mediadores pro-inflamatorios se encuentran citoquinas
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con IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-a y las enzimas NOS-11 y COX-2 (Hanisch, U. 2002; Hanisch,
U. 2013). Se ha postulado que la presencia crénica de moléculas como TNF-a, NO y ROS,
dada por la activacion continuada o exacerbada, podria ser responsable de los mecanismos

de neurodegeneracion (Heneka, M. et al, 2007).

COX2 e iNOS

La activacion de las células gliales es atribuida a las sefiales de transduccién que, a su vez,
lideran la activacion de enzimas como la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS),
ciclooxigenasa 2 (COX2), citoquinas tales como interleuquina-1p y TNF-a (Lau, F. et al,
2009). Las formas inducibles de NOS y COX2 son las responsables del incremento de la
concentracion de Oxido nitrico y prostaglandinas en diferentes enfermedades

neurodegenerativas (Depboylu, C. et al, 2011).

La COX2 es la encargada de catalizar la transformacion del &cido araquidonico a
prostaglandinas y tromboxanos, lipidos mediadores involucrados en procesos fisioldgicos y
patoldgicos del cerebro. Estas moléculas estan implicadas en la migracion de células
derivadas de monocitos asi como en la disrrupcion de la BHE (Depboylu et al, 2011). Este
proceso se caracteriza por la produccién de ROS (Strauss, K. 2008). El 6xido nitrico (NO)
es un radical producido via 6xido nitrico sintasa a partir del aminoacido L-arginina como
respuesta inmune e inflamatoria. Puede ser producido por tres isoformas de la enzima
nNOS (neuronal), eNOS (endotelial) e INOS (inducible) (Lu et al, 2009). La 6xido nitrico
sintasa inducible es expresada en respuesta al interferon-y, a lipopolisacaridos y estimulos
inflamatorios (Moncada, S. et al, 1991; Yun, H. et al, 1996).

Las moléculas proinflamatorias (prostaglandinas y éxido nitrico) producidas por la
activacion de los astrocitos, desempefian un papel criticio en las enfermedades
inflamatorias; por ello la inhibicion de la expresion de COX2 e iNOS es una alternativa

para atenuar la respuesta inflamatoria del cerebro (Lu et al, 2009).
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Factor Nuclear Kappa Beta (NF-kB) p50/p65

Es un factor ubicuo de transcripcion que controla la expresion de genes involucrados en la
respuesta inmune, apoptosis y la regulacion del ciclo celular. NF-xB p50/p65 regula las
respuestas de la inmunidad innata y de la inmunidad adaptativa. El factor de transcripcion
NF-kB es un heterodimero p50/p65 que desempena un papel critico en las respuestas
inmunes e inflamatorias. En las células sin estimular el heterodimero NFkB p50/p65 existe
predominantemente en el citoplasma como una forma de complejo inactivo con la proteina
inhibidora de IkBa. Tras la estimulacion, NFkB p50/p65 se disocia de IkBa, se transloca al
nucleo y se une a un elemento regulador que actla en cis (sitio kappa B) y activa la
expresion génica a través de interacciones con otros factores regulando asi diversas
funciones celulares (Ghosh, G. et al 2012). Dado que la actividad de NF-kB es regulada
por la interaccion con proteinas inhibitorias IkB que tienen diferentes afinidades por los
dimeros de NF-xB. Este es activado rapidamente en repuesta a una gran variedad de
estimulos, incluyendo patdgenos, sefiales de estrés, citoquinas pro-inflamatorias,
lipopolisacarido y TNF (Crisostomo, P. et al., 2008). Diferentes estudios han mostrado que
la induccion de macrofagos con LPS incrementa la fosforilacion y activacion de ERK, JNK
y p38. Estas MAPKs son una familia de serina/treonina kinasas que juegan roles
importantes en diversas cascadas de sefializacion favoreciendo procesos inflamatorios
como la regulacion de iINOS y aumento de produccién de TNF (Guha, M. & Mackman, N.
2002; Kyriakis, J. & Avruch, J. 2012).

Factor de necrosis tumoral alfa (FNT- &)

Tambien conocido como caquectina es una citogquina pro-inflamatoria producida por varias
celulas entre ellas las neuronas y celulas glia, desempefian funciones importantes en la
inflamacion neuronal, es uno de los mediadores mas rapidos y potentes de la respuesta
inflamatoria. Aunque su vida media es de apenas 20 minutos, es suficiente para provocar

cambios metabolicos y activar otras citocinas (de Oliveira, 2011).
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Interleuquina-6 (1L-6)

Es una glucoproteina de 22 a 27 kDa, segregadas por muchos tipos celulares incluidos los
astrocitos donde FNT- o y la IL-1 son potentes inductores, es una citoquina pro-
inflamatoria que genera la madurez y la activacion de los neutrofilos, activa los astrocitos y
la microglia, regulando la expresion de neuropeptidos posterior a la lesion neuronal, y
contribuyendo asi para su regeneracion. Tambien ejerce propiedades anti-inflamatorias
durante la lesion dado que pueden liberar receptores como FNT (de Oliveira, 2011).

Interleuquina-10 (1L-10)

Es un polipeptido con cerca de 18 kDa, se sintetiza en celulas inmunoldgicas y en tejidos
neuroendocrinos y neurales. La produccion de IL-10 se perjudica por otras citoquinas como
la IL-4, ON-13 y la IFNy ademéas de inhibir las citoquinas pro-inflamatorias,
principalmente —-NT, IL-1 y la IL-6 (de Oliveira, 2011).

Interleuquina — 12 (1L-12)

Es la Unica que en su estructura tiene 2 cadenas polipeptidicas, su actividad va desde los
multiples efectos sobre las NK (natural killer) y la diferenciacién de células T, ayuda en la
secrecién y sintesis de otras citoquinas, la funcién mas importante de esta interleuquina es
la produccion del interferén gamma (IFN) porque €l es el mediador en la resistencia vira,

fangica y bacteriana (Sanchez et al, 2001).

Interferon gamma (1FN)

Llamado tambien interferon inmunitario, la funcion del interferén gamma esta centrada en la
intervencién del macrofago en la inflamacion y en la inmunidad adquirida durante la
infeccién. El interferdbn gamma se encarga de organizar la respuesta de los macrdfagos y
ademas también dirige la atraccién de leucocitos y el crecimiento, maduracién y
diferenciacion de muchos tipos celulares, refuerza la actividad de las células NK (Natural

Killer) y regula la funcion de las células B (Flynn et al, 1993).
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Descripcion botanica y farmacoldgica de la especie
Nombre de la especie: Clusia ellipticifolia Cuatrec.
Familia: Clusiaceae

Nombres comunes: Capé, copé, Gaque e incienso

Etnobotanica
Su exudado amarillento es usado por su accion cicatrizante y catértica, su corteza es

astringente y es muy usada para lavar heridas (Leigth, 2008).

Fitoquimica

A partir de las hojas de Clusia ellipticifolia, se elaboraron extractos donde se obtuvo un
compuesto puro, se estudid mediante espectroscopia infraroja (IR). Las hojas de esta
especie contienen friedelina en una proporcion de 0.08%, ademas, también posee otros
compuesto como son los triterpénicos o esteroidales que aun no han sido estudiados a
profundidad. También se estudid la resina de esta planta donde se identificaron los
compuestos -amirina por espectroscopia IR, RMN y comparacién cromatogréfica, y por
medio de espectroscopias UV, IR y RMN se identifico isovismiafenona B. (Cuellar, 1982). El
autor Betancourt (1982), realizd un extracto de éter petréleo usando los tallos de la planta, fue
fraccionado cromatograficamente. Donde se aislaron tres compuestos, que posteriormente
con espectroscopia IR y comparaciones cromatograficas sugiere que son R-amirina, B-
sitosterol y friedelina. A partir de la resina separada cromatograficamente se aislaron e
identific6 dos tipos de benzofenonas: vismiafenona B y una nueva benzofenona llamada
clusiafenona; para su deteccion se usaron espectroscopias UV, IR y RMN vy reacciones de
metilacion y de deshidrociclizacion. Gonzélez et al. (1983) seleccionaron los frutos de la
Clusia ellipticifolia y sefialaron que poseen los siguientes metabolitos secundarios: friedelina,
vismiafenona B, isovesmiafenona B y 6-benzoil-5hidroxi-2, 2, 8,8-tetrametil-
(2H,8H)benzo(1,2-b:3,4-b’)dipiran; siendo esta benzofenona una nueva derivada del
floroglucinol. Salama et al (1986), detectaron friedelina y friedenol aislado de una muestra
con éter petréleo. Benzofenona, Clusiafenonas A, B, C y D; vismiafenona B y

isovisafenona B también fueron aisladas de los frutos de estas plantas. Al compuesto
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friedelina se le han elaborado estudios farmacologicos y estudios de actividad biologica

mostrando su alta efectividad anti-inflamatoria.

Actividades biologicas

Menciones de usos terapéuticos
Antinociceptiva, anti-inflamatoria, bradicardizante, catartica y taquicardizante.
Propiedades biologicas

Ruiz & Hernandez (1986) realizaron un estudio preliminar de la accion cardiaca y ant-
iinflamatoria de los extractos etanolicos, metandlicos y etéreos (éter petroleo) de los frutos
y corteza de Clusia ellipticifolia. La accion cardiaca se determind en sapos con técnicas de
corazén in situ; la accion antinflamatoria la determinaron en ratas mediante la técnica
edema plantar de Winter. Partieron de un extracto seco obtenido a partir del material
molido de corteza y fruto a extraccién soxhlet con etanol, adicionalmente prepararon
extractos secos de metanol y éter petréleo con las cuales realizaron ensayos: los extractos
etandlicos presentaron actividad cardiaca como bradicardizante; a su vez el fruto del
extracto metandlico presentd actividad cardiaca como taquicardizante. En cuanto a la
actividad antiinflamatoria, los extractos etéreos de corteza y fruto presentaron actividad.
Salama et al (2004), realiz6 un estudio farmacoldgico por el modelo de contorsiones
abdominales inducidas por acido acético fue capaz de mostrar actividad anticonceptiva para
los compuestos aislados siendo el acido betulinico la mas relevante, Shimizu & Tomoo
(1994), al compuesto aislado friedelina se le realizaron estudios farmacoldgicos vy

mostraron su alta actividad anti-inflamatoria para el receptor H1.

OBJETIVOS

Objetivo general
Estudiar la capacidad de los extractos de Clusia ellipticifolia para regular la produccion de

citogquinas y quimioquinas pro-inflamatorias en astrocitos activados con LPS.
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Objetivos especificos
-ldentificar por medio de un andlisis quimico preliminar y cromatografias los grupos de
metabolitos presentes en los extractos polar y apolar.

-Evaluar la capacidad de los extractos de Clusia ellipticifolia para modular la produccion

de citoquinas y quimioquinas inducida por lipopolisacaridos.

METODOLOGIA

Pruebas quimicas

Seleccion de material

La planta Clusia ellipticifolia fue colectada en el sendero ambiental Mogambo ubicado en
Viota, Cundinamarca. Para la obtencién de la planta correcta, los guias del sendero
ofrecieron su colaboracién con la identificacion del material. Los extractos se realizaron a

partir de las hojas,
Secado y molienda

Para el secado, el material se colocé sobre peridédico dentro de un extractor por 4 dias.
Debido a que las hojas de la planta Clusia ellipticifolia son gruesas, solamente se dejaron
secar al aire libre para evitar que el horno no seque de manera uniforme las plantas
pudiéndose perder algunos metabolitos. Al tener el material completamente seco, se
procedio a triturar las hojas con un molino de aspas, se tuvo precaucién que solo sean las

hojas las que pasaran por el molino.

Obtencion de extractos vegetales

Para obtener un alto rendimiento del material vegetal, se trabajaron con dos solventes
totalmente distintos en polaridad. El primero de ellos es éter petréleo que debido a su
naturaleza apolar extrae las sustancias de baja polaridad y grasas, ejemplos de estas serian

acidos grasos, compuestos del tipo terpeno o kaurano. El siguiente solvente es etanol, que
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tiene naturaleza polar, extrae compuestos de mediana y alta polaridad entre los que estan

los flavonoides, cumarinas o glucésidos.

Se extrajo el material vegetal mediante maceracion en frio (solido-liquido), que segun los
solventes que se usen (éter petrdleo y etanol en este caso) separara de una manera selectiva
los diferentes compuestos que tenga la planta, para cada extraccion se usaron 500 g de

material vegetal y se agité eventualmente para que sea una mezcla homogénea.

Al finalizar la extraccion, el contenido se concentré con ayuda de rotavapor para tener el
extracto totalmente libre del solvente.

Pruebas quimicas preliminares

Se realizaron pruebas concretas de busqueda de compuestos organicos de las dos fracciones
(con solvente polar y apolar), para las pruebas apolares se realizaron las pruebas de
Lieberman-Burchard (Triterpenos esteroidales), Salkowski (Terpenos), Baljet (Terpenos y
esteroles) e Hidroxamato férrico (Sesquiterpenos-lactonas) y para la fraccion polar Shinoda
(Flavonoides y fenoles),Cloruro férrico (Flavonoides y fenoles), Antrona (Terpenos o
Glicosidos de flavonoides), Dragendroff (Alcaloides), Prueba de la espuma (Saponinas)

mediante la metodologia propuesta por Wall et al (1958).

Pruebas cromatograficas

La cromatografia en papel, se utiliza para compuestos muy polares o polifuncionales, el
principio de esta técnica se fundamenta en la particion progresiva de la muestra, en donde
la fase estacionara se halla sobre un soporte activo (papel), la fase movil puede ser variada
y al estar en contacto permite una rapida obtencion de una distribucion de equilibrio de
soluto entre ellas. Para el experimento, se usé papel filtro como fase estacionaria y se
realizaron 3 cromatografias con diferentes tipos de fase movil: acido acético; butanol, acido

acético y agua; acido clorhidrico, acido acético y agua.

Adicionalmente, se realizaron dos cromatografias de capa fina en las que se usaron dos

tipos de fase movil. Para la primera de ellas se usé éter petroleo y etanol en usa relacion 8:2
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y para la segunda éter petroleo y acetato de etilo en relacion 7:3 respectivamente, para
ambos casos se usé silica gel como fase estacionaria, el tener la cromatografia esta se
expuso a luz UV a diferentes longitudes de onda, de esta manera permitiéndonos ver

posibles compuestos flourecentes.

La cromatografia en capa fina, es una técnica analitica rapida y sencilla, frecuentemente
utilizada en laboratorios de quimica organica, posee la facultad de comparar diferentes
muestras en el mismo lapso de tiempo. Adicionalmente, este tipo de cromatografia permite
realizar el seguimiento de una reaccion, es decir, es posible realizar el estudio de reactivos
que desaparecen y ver como aparecen transformados en productos finales. Se fundamenta,
en la separacion de componentes de una mezcla a través de una migracion diferencial sobre

una capa fina absorbente, retenida sobre una superficie plana (Sharapin, 2000).

Pruebas biologicas

Cultivo primario de astrocitos

Para la obtencion de astrocitos, se usaron ratones neonatos hasta un maximo de 2 dias de
nacido. Los animales se lavaron con etanol al 70% Yy se realizaron cortes en el craneo para
extraer el cerebro. Posteriormente se retiraron las meninges, el cerebelo y el bubo olfatorio,
y se disectaron las cortezas las cuales se colocaron en cajas de Petri con solucion salina
Hanks (HBSS Lonza) Finalizada la extraccion se incubaron con 500uL de tripsina 10X
(37°C y 5% CO,) por 30 minutos. Concluido el tiempo de incubacion, el contenido de la
caja de Petri se vacio en un falcon de 15mL y se centrifugd a 300g durante 5 minutos. A
continuacion el sobrenadante se descartd y se adicionaron 5 mL de medio DMEM para
realizar la disociacién mecéanica con ayuda de una pipeta plastica de 5mL. Una vez se
obtuvo un homogenizado fino, la muestra se filtr6 usando un strainer de 40um para retirar
fragmentos de tejido que no se disociaron. Finalmente las células se sembraron en cajas
T75. Luego del sembrado se dejaron en la incubadora para su 6ptimo crecimiento. Cada
tercer dia se cambid el medio y al completar una semana el cultivo se agito durante 4 horas
con un shaker a 480 rpm para desprender otros tipos de células no deseadas
(oligodendrocitos y microglia). Una vez el cultivo alcanzo una confluencia del se

tripsinizaron con tripsina 10X por 10 minutos a37° y 5% CO, para luego ser distribuidas en
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otras dos nuevas cajas de Petri T75. Las cuales se mantuvieron hasta llegar nuevamente a
una confluencia del 90% para ser tripsinisadas nuevamente para ser usadas posteriormente

en los experimentos de viabilidad y de citometria.
Inmunocitoquimica contra GFAP

Para la inmunocitoquimica contra GFAP, las células se sembraron sobre cubreobjetos de
vidrio cubiertos con Poly-D lisina 0.1mg/mL hasta una confluencia del 50%.
Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS1x pH 7.4 y se fijaron con paraformaldehido al
4% por 20 minutos. A continuacion, las células se lavaron 3 veces con PBS 1X, se
permeabilizaron con Triton 0.1% Yy bloguearon con BSA 2% y suero de cabra 10% por 30
minutos. Después, se incubaron con el anticuerpo GFAP toda la noche a 4°C. Finalmente,
se montaron en laminas con Pro-Long Gold® que contiene DAPI para colorear los nucleos.
Para establecer la pureza del cultivo, se contaron el nimero de células GFAP positivas y el

numero de nucleos en 3 campos por triplicado.

Pruebas de viabilidad celular

Para establecer las concentraciones adecuadas de los extractos, se determiné la viabilidad
celular por el método colorimétrico con resazurina. Para esto, se sembraron 15.000
astrocitos en placas de 96 pozos los cuales fueron tratados con diferentes concentraciones
de los extractos (1mg, 0.1mg, 0.01mg, 0.001mg para el extracto polar y 0.02mg, 0.01mg y
0.005mg para el extracto apolar) por 24 horas. Como controles se usaron astrocitos tratados
con el vehiculo (DMSO 0.1%) y un control negativo (solo DMEM) . Cumplido el tiempo
de estimulacidn, se realizo6 el ensayo de actividad metabolica mediante Resazurina (Sigma
R7017) 44 uM. Este ensayo se fundamenta en que la resazurina (azul no fluorescente) es
reducida a resofurina (rojo altamente fluorescente) por oxido-reductasas que se encuentra
principalmente en la mitocondria de las células. Asi, la medida de la fluorescencia obtenida
de la resazurina es un indicador de la funcion mitocondrial (Escobar et al 2009).

Finalmente se dejo encubar nuevamente por una hora. Finalmente se realiz6 la lectura de la
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placa con ayuda del fluorometro usando una longitud de onda de excitacion de 535 nm y de

emision de 595 nm.

Induccion de la produccion de citoquinas y quimioquinas en cultivo primario de

astroctitos de raton por accion de lipopolisacarido (LPS)

Se usaron placas de 24 pozos en las cuales se sembraron 50.000 células por pozo. La placa
se incubd a una temperatura de 37°C y 5% de CO,se dejaron crecer hasta obtener una
confluencia de 80%, posteriormente se adicion0 los tratamientos. EI primer tratamiento
evaluado fue el control negativo; el segundo fue el control del vehiculo DMSO al 0.1%,
posteriormente se estimulé con LPS 1ug/mL diluido con DMEM durante 24 horas. Pasado
el tiempo de estimulo se aplicaron los extractos en las dos concentraciones requeridas 0.005
mg/mL para el extracto polar y 0.0025 mg/mL para el extracto apolar, adicionalmente se
agregd LPS 1ug/mL a ambos tratamientos para que el estimulo se mantuviera. Finalmente
se realizd control de los extractos adicionando las concentraciones sin LPS y un altimo
control Unicamente adicionando LPS. Se dej6 nuevamente por 24 horas donde cumplido el
tiempo se guardd el medio de cultivo de cada uno de los pozos y se almacenaron a -70°C.

Determinacion de las citoquimas y quimioquinas pro- inflamatorias

Se marcaron los tubos de citometria de acuerdo a la lista de trabajo, se incluyeron 10 tubos
adicionales para la realizacién de la curva estandar (s1 a s10). Posteriormente se realizo la
curva estandar adicionando en el tubo S1 135 pL de solucion diluyente (incluida en el kit
CBA) mas 15 uL del estandar. De los tubos S2 a S10 se adicionaron 50 pL de la solucion
diluyente. Del tubo S1 se extrajeron 50 pL y se adicionaron al tubo S2m se mezcl6 y se

realizé el mismo procedimiento hasta llegar al tubo S9.

Se tomaron 10 uL de la preparacion anterior y se afiadieron a nuevos tubos, en estos se
afiadieron 10 pL de sobrenadante de cultivo a cada tubo de muestra. Se tomo un tubo el
cual se marco como ‘mix’ en el cual se realizd la mezcla de perlas de captura y reactivo de
deteccion en PE. Se mezclaron las perlas y se adicionan 10 pL por tubo a analizar
incluyendo los 10 tubos de la curva estandar. Del tubo marcado como “’mix’’ se tomaron

20 uL y se afiadio a cada tubo de muestra donde se dejo incubar durante 2 horas a
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temperatura ambiente protegidos de la luz.

Posterior al tiempo de incubacion se adiciono 1 mL de Buffer de lavado (incluido en el kit
CBA) donde se centrifugo por 10 min a 1400 rpm, se elimind sobrenadante y finalmente se

adicionaron 300 pL de lavado a cada tubo para realizar la lectura por el citometro BD LSR.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Pruebas quimicas preliminares

A partir de las pruebas quimicas preliminares descritas en la tabla 1, se logré obtener para
cada una de las muestras un acercamiento sobre el tipo de compuestos que pueda poseer la

planta.
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Tabla 1. Muestra los resultados de las pruebas quimicas preliminares.

Fraccion Apolar (Eter petraleo

Lieberman-Burchard +
(Triterpenos esteroidales)
Prueba de Salkowski +
(Terpenos)
Prueba de Baljet +
(Esteroles)

Fraccion Polar (Etano

Shinoda +
(Flavonoides v fenoles)
Cloruro férrico +
(Flavonoides v fenoles)
Antrona +
{Terpenos o glucosidos)
Dragendroff -
(Alcaloides)
Saponinas -

La prueba Lieberman Burchard dio positiva, el color oscuro se debe que el reactivo
reacciona con los OH del compuesto (Burke et al 1974), lo que sugiere la presencia de
esteroles y esteroides lo cual estda de acuerdo por lo realizado por Salama (1986), La
prueba Sawlkoski y Baljet son utiles para la deteccion de terpenos y esteroles, al dar
positivo muestra la presencia de estos compuestos. Adicionalmente la prueba baljet permite
reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento lactonico, como las
coumarinas dado que son muy usuales de encontrar en este tipo de plantas, aunque otros
compuestos lactonicos pueden dar también positivo este ensayo (Cabrera et al 2009).

Los terpenos presentes en la muestra pueden encontrarse en la fuente vegetal solos o
formando glicosidos. Estos son frecuentemente triterpenos, aunque hay algunos ejemplos



de glicosidos de terpenos inferiores. Estan formados por series de isopreno, y que unidos
por cadenas organicas forman un grupo de compuestos con caracteristicas propias y
determinan la variedad de los efectos terapéuticos que la planta pueda poseer (de Mercano
& Gasegawa, 1991).

En cuanto a las pruebas preliminares con el extracto polar dio positivo para las pruebas
shinoda y cloruro férrico, juntas ayudan a detectar la presencia de flavonoides, fenoles o
terpenos. La prueba shinoda se fundamenta en que al poner en contacto el acido clorhidrico
con el magnesio metalico se genera hidrogeno, este ultimo reduce al flavonoide
desarrollando colores desde rojo al violeta. La prueba antrona, también arrojo resultado
positivo y es usada para detectar la presencia de glicdsidos, se fundamenta en que la

antrona hidroliza los enlaces glicosidicos para dar monosacaridos (Plumeer, 1994)

Los flavonoides son compuestos, generalmente amarillos, que se encuentran en los jugos
celulares y en los pétalos de las flores de algunas plantas en forma de diversos azucares
(Yufera, 1995). Poseen innumerables aplicaciones a nivel medicinal, desde propiedades
anticancerosas hasta propiedades cardiotdnicas, actualmente estdn siendo ampliamente
estudiadas.
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Cromatografia en capa fina

Eter petrdleo/ ;
acetato de etilo Eter petréleo/
73 Etanol 82
P A P A

Direccién de

separacion

Direccién de

separacion

Figura 1. Cromatografias de capa fina de los extractos polar y apolar de la planta
Clusia ellipticifolia: A) revelado con vainillina B) Revelado con luz Ultra Violeta de
longitud de onda larga C) Revelado con luz ultra violeta de longitud de onda corta
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A partir de la cromatografia de capa fina de las dos fracciones (fig. 1) se encontraron los
diferentes compuestos, se evidencio la presencia de terpenos en la muestra apolar (color
morado) (Wagner, 1996). A nivel medicinal el autor Salama y colaboradores (1986)
identifico 3 tipos de terpenos (&cido betulinico, friedelinol y friedelina) y realizaron un
estudio farmacolégico induciendo contorsiones abdominales con acido acético, mostro gran
actividad antinociceptiva principalmente en el acido betunilico. En la naturaleza estos
compuestos se encuentran en un gran numero de plantas y estas la usan principalmente para
defenderse de los depredadores ya sea alejandolos, matandolos, afectando su metabolismo
y retardando maduracién. Muchas de estas plantas con estos compuestos son usadas para

realizar aromaterapias ya que se dice que ayuda conciliar el suefio y a regular el humor.

Se encontré también la presencia de flavonas y/o flavonoides, estos hallados gracias a la
coloracion que se encontrd (rojo) (Wagner, 1996). Estos compuestos fendlicos son
encontrados también en frutas y semillas, se han identificado cerca de 5000 diferentes. En
un principio fueron consideradas sustancias sin accion beneficiosa para la salud humana,
pero mas tarde se demostraron sus multiples efectos positivos debido a su accion
antioxidante y eliminadora de radicales libres (Martinez et al 2002). Otro estudio realizado
por Mosquera y colaboradores (2009), mostro que los extractos de plantas de la familia
Clusiaceae mostraron gran cantidad de compuestos tipo flavonoides y que estos a su vez

mostraron gran actividad antifungica.

Al hacer observaciones de las muestras con luz UV en dos longitudes de onda distintas se
observaron otros compuestos que son fluorescentes dependiendo las diferentes longitudes
de onda que se aplique, usando onda corta, se observd el color café-rojo, este puede
deberse a la presencia de glicosidos cardiotonicos (Wagner, 1996). Estos medicinalmente
se utilizan principalmente para tratar taquicardias y bradicardias supra ventriculares,
especificamente para controlar la respuesta ventricular en la fibrilacion auricular presente
(Payo et al 1996; Ruiz & Hernandez, 1986).
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Cromatografia en papel

Acido

) Clorhidrico,

. ) Butanol, Acido acido acético,
Acido acético acético, agua agua

o Direccion de
Direccion de separacion

separacion

29



Figura 2. A) Muestra la cromatografia en papel con las tres fases movil B) Muestra

cromatografia con luz ultra violeta a longitud de onda corta.

La cromatografia en papel (figura 2), no mostro mucha disparidad respecto a las
cromatografias elaboradas en papel, también se encontraron los colores, café-rojo, verde
intenso, amarillo, azul, violeta. Sin embargo se encontr6 el color anaranjado que también es

un color caracteristico de los glicosidos discutidos anteriormente.
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2.Determinacion de pureza de los cultivos usados por medio de anticuarpo para
GFAP

Con el fin de tener una aproximacion de la pureza del cultivo, se realizé una fenotipicacion
de las células aisladas de corteza de cerebro de ratdén usando la expresion de (GFAP), la
figura 3 A y B muestra unicamente las células positivas para el anticuerpo para GFAP
(astrocitos), adicionalmente se marcaron los nucleos (DAPI) de todas las células para poder
verificar los datos de pureza, se estimd que la pureza es de aproximadamente 75% de
acuerdo al numero de ndcleos contados y células positivas para GFAP en los campos

capturados.

Figura 3. Ay B corresponden a diferentes fechas de aislamientos de celulas, flechas rojas
indican astrocitos positivos para GFAP, flechas azules muestran el ntcleo (DAPI) de otro
tipo de célula existente en el cultivo.

2.1Curva dosis respuesta del extracto polar y apolar

Antes de evaluar la capacidad que puedan tener los extractos en regular la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias inducidas por LPS, se hizo una evaluacion de la toxicidad de
los mismos para evaluar si los extractos podian ser toxicos y en caso de serlos a que
concentraciones es toxico para las celulas. Usando el ensayo de fluorescencia con
resazurina. Se obtuvo que para las concentraciones polares de 1 (24.73 ¥ 2.59) y 0.1 mg/mL
(66.65 F 3.01) y apolares de 0.02 (26.64 F 2.73) y 0.01 (50.32 ¥ 1.47) mg/mL hubo una
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disminucion significativa d la viabilidad celular mostrando el efecto letal de los extractos a

estas concentraciones (figura 5y figura 7)

Morfologia de las células pre y pos tratamiento del extracto polar

Sin tratamiento Con tratamiento

Control

1 mg/mL

0.1 mg/mL

0.01 mg/mL
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0.001 mg/mL

Figura 4. Morfologia de los astrocitos antes y despues del tratamiento.

Concentraciones extracto polar (1, 0.1, 0.01, 0.001 mg/mL). Adicionalmente se muestra un
control negativo, flechas indicadoras sefialan células visibles. Concentraciones 1y 0.1
mg/mL muestra cambios morfoldgicos y alta toxicidad de estas dosis.

Curva dosis respuesta extracto polar
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Figura 5. Efecto de los extractos polares de Clusia ellipticifolia sobre viabilidad de astrocitos
corticales de raton in vitro . La viabilidad se afecto significativamente por los tratamientos usados
en las concentraciones de 1y 0.1 mg/mL, (P= < 0,0001, Dunnett), las concentraciones de 0.01 y
0.001 mg/mL no mostraron diferencias respecto al control negativo, el control de vehiculo DMSO
0.1% no mostro toxicidad en esta concentracion. (n= 4 x 2)
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Morfologia pre y pos tratamiento del extracto apolar
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Figura 6. Morfologia de los astrocitos antes y después del tratamiento. Concentraciones apolar
(0.02, 0.01, 0.005 mg/mL), adicionalmente se muestra un control negativo y un control de vehiculo.
Los sefialadores indican células visibles. Concentraciones 0.02 y 0.01 mg/mL muestra cambios

morfoldgicos y alta toxicidad de estas dosis
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Figura 7. Efecto de los extractos apolares de Clusia ellipticifolia sobre viabilidad de
astrocitos corticales de raton in vitro. La viabilidad se afectd significativamente por los
tratamientos usados en las concentraciones de 0.02 y 0.01 mg/mL, (P= < 0,0001, Dunnett), la
concentracion de 0.005 mg/mL no muestra diferencias respecto al control negativo (P > 0.0001,
Dunnett), el control de vehiculo DMSO 0.1% no mostro toxicidad en esta concentracion. (n=4 x 2)
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Evaluando el efecto de las diferentes concentraciones de los extractos sobre la viabilidad de
los astrocitos, se obtuvo que las concentraciones 1 (24.73 ¥ 2.59) y 0.1 (66.65 F 3.01)
mg/mL para el extracto polar y 0.02 (26.64 F 2.73) y 0.01 (50.32 ¥ 1.47) mg/mL para el
extracto apolar, afectan considerablemente la viabilidad celular. Las figuras 5y 7. Indican
de manera porcentual, como el extracto polar en las concentraciones de 1 y 0.1 mg/mL y
apolares de 0.02 y 0.01 mg/mL afectan la viabilidad de las células significativamente.
Morfologicamente, Las figuras 4 y 6. Muestran como estas concentraciones altas, las
células cambian su forma y tamafio lo que confirma la alta mortalidad que estas
concentraciones provocan. De manera contraria, las concentraciones polares de 0.01 (105.0
+ 4.94) y 0.001 (106.5 F¥ 3.72) mg/mL y apolar de 0.005 (99.56 F+ 2.29) mg/mL no
muestran ninguna diferencia significativa en el porcentaje de viabilidad celular, por ende,
estas concentraciones podrian ser usadas para realizar los ensayos de actividad celular, su
morfologia corresponde con una estructura de una célula viva normal, tampoco hubo

cambios evidentes de densidad.

A pesar de que no se hayan hecho estudios de citotoxicidad de un extracto crudo de la
especie Clusia Ellipticifolia, autores han aislado y realizado curvas dosis-respuesta a
diferentes compuestos a otras especies pertenecientes a la misma familia y género
(Clusiaseae y Clusia). Williams y colaboradores, realizaron una curva dosis respuesta al
trabajar con el compuesto garcinol sobre una linea célular de cancer de ovario, demostraron
que la ICsy para este tipo celular es de 6.8ug/mL, adicionalmente también aislaron el
compuesto friedelina muy comin en el género Clusia con una ICso de 80 pg/mL. Seo y
colaboradores trabajaron sobre la linea celular KB- carcinoma usando el compuesto
Vismiaguianona, el cual mostro citotoxicidad en concentraciones mayores a 20 pg/ml. Por
lo tanto, contrastando los estudios de los otros autores, se observa que los datos obtenidos
en la fig 3. Muestran que en términos de cantidad, los astrocitos mantienen un umbral de
viabilidad similar a la de otros grupos celulares, adicionalmente hay que tener en cuenta
gue en este ensayo se aplicd un extracto grueso y no un compuesto aislado. Cuales son tus

datos da numeros.
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3. Determinacion del perfil de citoquinas de astrocitos activados con LPS y tratados

con los extractos polar y apolar 0.005 y 0.0025 mg/mL respectivamente.

Al ser activados con LPS los astrocitos empiezan a producir una gran cantidad de
citoquinas pro-inflamatorias, mediante citometria de flujo se estudiaron cuéles de estas
estaban involucradas, y en qué cantidad se expresan en presencia de los extractos polar y
apolar en las contracciones 0.005 y 0.0025 mg/mL respectivamente donde los resultados se

observan en la figura 8.
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Figura 8. Expresion de citoquinas (pg/mL en astrocitos con activados con LPS a 24 y 48 horas
y tratados a partir de la hora 24 con los extractos polar y apolar a 0.01 y 0.005 mg/mL
respectivamente. A. IL-6. B. CCL2. C. TNF. (n=3x 1), (P < 0.05), ANOVA. No hubo

diferencias significativas al comparar los tratamientos con el control de LPS

El estado activado de los astrocitos favorece la produccién de diferentes tipos de moléculas,
que se pueden neurotoxicas al no haber una regulacion de las mismas. La citometria de
flujo, permitié obtener de una manera detallada las citoquinas y quimioquinas que se
expresaron en las células al ser estimuladas con LPS. Aunque el kit permite ver otros tipos
de citoquinas y quimioquinas (IL-10, IFN-Y"y IL-12), estas no fueron expresadas, lo que se
puede decir que los extractos no estimulan la produccién de estas, por ende en este estudio
se le dio enfoque a las tres de las citoquinas y quimioquinas. La fig. 8 Muestra la
concentracion en pg/mL, de tres citoquinas expresadas en el experimento (IL-6, CCL2 y
TNF). Comparando respecto al control sin LPS, las tres presentan resultados significativos
(P< 0.005, Tukey), no obstante al aplicar las concentraciones de los extractos no se

evidencié cambios significativos en la produccion en ninguna de las tres citoquinas
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estudiadas respecto al control Unicamente con LPS, sin embargo a pesar que la disminucion
no fue considerable, si se marcé una tendencia a la baja para las tres citoquinas. Por otro
lado, se evidencid una disminucion significativa de las citoquinas en el control con LPS en

el tiempo de 24 a 48 horas de estimulo.

La IL-6, el principal estimulo para su sintesis y liberacion son particularmente virus y
bacterias (lipopolisacarido bacteriano) y participan a su vez la accion de otras citocinas.
Como IL-1 y TNF-a y estas a subes son reguladas por p38y y quimioquinas como MCP-1
(Lo et al., 2014). Es una citoquina pluripotencial ya que tiene acciones pro-inflamatorias
(Deshmane et al 2009) como antinflamatorias, esta accion depende de la presencia o
ausencia de otras proteinas reguladoras que acttan en la via de traduccién de sefiales o de la
concentracion de su receptor (Ramirez et al 2011). En la fig 8 A. Solo se puede evidenciar
su accion pro-inflamatoria la cual fue inducida por el LPS agregado, mas no se encontro

una disminucion significativa con las concentraciones usadas.

La quimioquina CCL2 se produce por tanto en células inmune y no inmunes en respuesta a
diversos estimulos, incluyendo TNF, IL-1b, IL-4, virus y endotoxinas. La fig. 8 B. muestra
el aumento de esta quimioquina CCL2 en el transcurso de 24 a 48 horas, donde a la hora 48
se observo que bajan los niveles pproduccién de esta, sin embargo el tratamiento control
con LPS también bajo en la produccion de CCL2 lo que indica que la disminucion
significativa no es efecto de los extractos vegetales usados. Estudios realizados por Zisman
y colaboradores (1997) demostraron que en un modelo in vivo la cantidad de CCL2
aumentaban a partir de las dos horas de estimular con LPS, pero que estos con el tiempo
bajaban su cantidad, al pasar 48 horas de exposicién mas del 40% de produccion de esta

quimicina habia disminuido.

La TNF-0, una molécula pro-inflamatoria potente, es principalmente producida por los
astrocitos en el SNC. Durante lesion cerebral o procesos inflamatorios TNF-a se produce
mediante activacion de los astrocitos donde a su vez se estimula y aumenta la produccion
de IL6 (Erta et al., 2012; de Oliviera,et al 2011) . En un cultivo de astrocitos, la TNF-a es
secretada en bajo nivel, sin embargo al ser estimulada con algun inflamatorio aumentan su

expresion como lo indica la fig. 8 C. siendo similar a lo reportado por Abd-El-Basse
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(2013). Pero de igual manera como sucedio con la IL-6 y CCL2 no hubo ningun efecto de
los extractos sobre la cantidad de expresion de la TNF- o, pero igual como se dijo
anteriormente, para todos las 3 citoquinas, los extractos marcaron una tendencia a bajar la

produccidn de estas.

Los resultados obtenidos no mostraron una actividad antiinflamatoria significativa, esto
pudo deberse a la concentracion usada para realizar la modulacién de las citoquinas y
quimioquinas, también puede deberse al tiempo de exposicion de los tratamientos, sin
embargo otros autores han usado la planta Clusia ellipticifolia para evaluar este tipo de
actividad usando otros métodos, Ruiz & Hernandez (1986) determinaron la accién anti-
inflamatoria mediante la técnica de edema plantar, se observd que los extractos etéreos de
corteza y fruto junto con el metandlico del fruto, presentaron actividad anti-inflamatoria en la
zona afectada. Hong y colaboradores (2006), a partir del compuesto aislado Garcinol,
extraido de una representante de la familia Clusiaseae, encontré que 1uM de este compuesto
modula la expresion de acido araquidénico y suprime la expresion de iNOS y NO que son

agentes potencialmente neurodegenerativos.

CONCLUSIONES

1. La marcha fitoquimica mostr6 que el extracto apolar posee grupos de metabolitos como
son los terpenos, triterpenos esteroidales y esteroles. Por otro lado el extracto polar mostro
la presencia fenoles y flavonoides, terpenos y glucdsidos y negativo a alcaloides y
saponinas, resultados que concuerdan también con lo que se observé en las cromatografias

realizadas.

2. A pesar de que en concentraciones bajas los extractos polar y apolar (0.01 y 0.001
mg/mL y 0.005 mg/mL respectivamente) no afecto la viabilidad celular ni su morfologia,
hubo citotoxicidad con las concentraciones de 1 y 0.1 mg/mL con el extracto polar y de
0.02 y 0.01 con el extracto apolar, también se evidencio un cambio de morfologia con estas

concentraciones, lo cual puede indicar un cambio en su funcionamiento celular.

40



3. Las citoquinas y quimioquinas IL-6, CCL2 y TNF-a, se expresan en gran cantidad en 24

horas de estimulo con LPS, al tratar con las concentraciones usadas, no se evidencio algun

tiempo de disminucion de estas moléculas, sin embargo para el caso de las citoquinas y

quimioquinas expresadas, se marcd una tendencia a la disminucion. Adicionalmente los

extractos no inducen la expresion de las otras citoquinas y quimioquinas estudiadas (IL-10,
IFN-Y y IL-12).
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