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GLOSARIO
Abreviacion Significado
BHT 5 hidroxitriptamina (serotonina)
AAA Absceso apical agudo
AAC . Absceso apical cronico
ARNM . ARN mensajero
CC i Cromatografia en capa fina
CX-HC Hemicanales de conexina
DCM. s Diclorometano
DS S e Dextrano sulfato de sodio
(O TP Acido clorhidrico
HPLC-UV. . Cromatografia de liquidos de alto
rendimiento con deteccion en el ultravioleta
e D e Clasificacion internacional de
enfermedades
IEN-Y Interferén gamma
- Interleuquina-4
P Interleuquina-6
-2, Interleuquina-12
L2 e Interleuquina-23
e P Interleuquina-17
L= e Interleuquina-10
JAK . Janus quinasa 2
L P S Lipopolisacarido
N Factor nuclear potenciador de

las cadenas ligeras kappa de las células B activadas

NI . Nivel de insercion clinica

O Osteitis condensante

P A Periodontitis apical

P A A Periodontitis apical asintomatica

PAMPS . ..o, Patrones moleculares asociados



a patdgenos

P A Periodontitis apical sintomatica
P A Forbol-12-miristato-13-acetato
PMN. ..o Neutréfilo polimorfonuclear

RO . Especies reactivas de oxigeno
SFB . Suero fetal bovino

ST AT B Transductor de sefial y activador

T Linfocito T helper 1
TR Linfocito T helper 2

TRL7 . Linfocito T helper 17

TG B, Factor de crecimiento

TR Receptor tipo Toll
TN O e Factor de necrosis tumoral alfa

LILCETe T PPN Linfocito T regulador
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RESUMEN

Introduccién: Dentro de las enfermedades inflamatorias que afectan a los tejidos
periodontales, encontramos aquellas que afectan al periodonto marginal (gingivitis,
periodontitis) y al periodonto apical (periodontitis apicales). Los macrofagos
corresponden a células clave en la regulacion de la inflamacién, respuesta
inmune, homeostasis 6sea y remodelacién tisular en la respuesta inmune innata
periapical y periodontal. ElI boldo es un arbol chileno, cuyas hojas han sido
empleadas tradicionalmente para tratamiento de desérdenes digestivos y biliares.
La boldina es uno de los alcaloides del boldo mas ampliamente estudiados, por
sus propiedades antiinflamatorias, antipiréticas, antitumorales, citoprotectoras,
entre otras. En la literatura se han reportado distintos efectos de boldina sobre
diferentes lineas celulares, sin embargo, se desconoce su efecto en la viabilidad

celular y concentraciones de uso no téxicas sobre macréfagos humanos.

Objetivo: Determinar el efecto de la concentracién de boldina sobre la viabilidad y

citotoxicidad en macrofagos humanos.

Metodologia: La boldina fue previamente aislada de la corteza de Peumus boldus
Molina, de acuerdo con reportes previos. Células monociticas humanas de la linea
THP-1 fueron diferenciadas a macréfagos mediante la estimulacion con forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA) 10 nM y estimulados en presencia o ausencia de
boldina en distintas concentraciones (0 -1000 pug/ml). Los macréfagos previamente
diferenciados fueron estimulados en ausencia o0 presencia de distintas
concentraciones de boldina (0 pg/ml - 250 pg/ml). Se evalu6é la morfologia y
viabilidad celular mediante microscopia Optica, y citotoxicidad mediante ensayo
MTT. El andlisis estadistico se realiz6é a través del paquete estadistico STATA 12

®. Se considero significancia estadistica si p<0,05.

Resultados: Boldina en sus concentraciones mas elevadas (2200 ug/ml) mostré
cambios morfolégicos, efecto citotoxico y reduccion de la viabilidad en
comparacion con el grupo control en macréfagos humanos. Por otro lado, las

concentraciones entre 50 ug/ml y 150 ug/ml de boldina no afectaron la morfologia,



viabilidad ni generaron citotoxicidad.

Conclusiones: En este trabajo de investigacion se establecieron las
concentraciones téxicas y concentraciones viables de boldina en macrofagos,
mediante analisis de morfologia celular, viabilidad celular y citotoxicidad. Se
determind que la exposicion a boldina en concentraciones sobre los 200 pg/ml
generan toxicidad creciente en macréfagos humanos. El uso de boldina en
concentraciones iguales o menores a 100 pg/ml son seguras y no generan

cambios sobre la morfologia y viabilidad de macrofagos humanos.
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INTRODUCCION

Patologias periodontales

Las enfermedades orales corresponden a un problema de salud publica mundial,
por su elevada prevalencia e impacto negativo en la calidad de vida tanto en los
individuos, como también en sus comunidades y la sociedad. Globalmente, se
estima que 3,5 billones de personas padecen de enfermedades orales, en su
mayoria, enfermedades crdnicas y progresivas en naturaleza (Bernabe et al.,
2020; Peres et al., 2019). Entre éstas, las infecciones odontogénicas son las mas
prevalentes. Las patologias de la cavidad oral son el motivo mas habitual de
consulta e intervencion del odontdlogo y afectan a toda la poblacion, desde la
infancia (caries) hasta el final de la vida (mayormente periodontitis), con un
impacto considerable, tanto sobre la salud publica general, como sobre los

recursos economicos dedicados a su tratamiento (Matesanz et al., 2005).

Las enfermedades periodontales son condiciones inflamatorias cronicas asociadas
a la disbiosis de la biopelicula bacteriana subgingival que desencadena la
respuesta inmune-inflamatoria del hospedero, llevando a la destruccién de los
tejidos periodontales de soporte y la eventual pérdida dentaria (Meyle & Chapple,
2015). Por otro lado, la infeccion del sistema de canales endoddnticos genera un
cuadro inflamatorio similar, conocido como periodontitis apical, que se caracteriza
por la destruccidon de tejidos periapicales con formacion de una lesion periapical
(Caton et al., 2018; Gutmann et al., 2009). En conjunto, las periodontitis y PA
representan las causas mas importantes de pérdida dentaria en la poblacion
adulta (Nilsson et al., 2019; Tercas et al., 2006). Se ha reportado que la mitad de
la poblacion global podria tener al menos un diente con una de las formas de
periodontitis apical (Tibarcio-Machado et al., 2021). Mas aun, las periodontitis y PA
representan un factor de riesgo independiente para el desarrollo de varias
enfermedades no transmisibles, tales como la diabetes mellitus y las
enfermedades cardiovasculares (Genco & Borgnakke, 2020; Jakovljevic et al.,
2020; Kocher et al., 2018).
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Con respecto a las enfermedades periodontales, la gingivitis corresponde a la
forma menos severa. Esta se caracteriza por la inflamacion producida debido a la
acumulacion de una biopelicula supra y subgingival. La gingivitis puede progresar
a periodontitis (Tonetti et al., 2018), una condicién multifactorial caracterizada por
la destruccion progresiva de los tejidos de soporte dentarios que se manifiesta
través de la pérdida de insercién clinica (NIC) y pérdida 6sea evaluada a través de
una radiografia, presencia de sacos periodontales y sangrado al sondaje
(Papapanou et al., 2018). Sobre la base de la fisiopatologia de la periodontitis, se
describen tres formas distintas: periodontitis necrotizante, periodontitis como
manifestacion de enfermedades sistémicas y periodontitis. La periodontitis
necrotizante esta caracterizada por historia de dolor, presencia de ulceraciones en
el margen gingival y/o depositos de fibrina en los sitios con papilas decapitadas y
en algunos casos exposicion del margen de huevo alveolar (Tonetti et al., 2018).
La periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas sigue la
clasificacién de la enfermedad primaria de acuerdo con los cédigos propuestos en
la clasificacion estadistica de enfermedades y problemas de salud relacionados
(ICD) (Albandar et al., 2018; Tonetti et al., 2018).

Por otra parte, respecto de la periodontitis apical (PA), la Asociacibn Americana de
Endodoncia diferencia cinco formas clinicas: periodontitis apical sintomatica
(PAS), periodontitis apical asintomatica (PAA), absceso apical agudo (AAA),
absceso apical cronico (AAC) y osteitis condensante (OC) (AAE, 2009).

La PAS corresponde a la inflamacion del periodonto apical, asociada a un cuadro
de sintomatologia aguda que incluye una respuesta dolorosa a la percusion y
palpacion del diente (AAE, 2009). Se ha propuesto que la PAS corresponde a un
estado progresivo de la enfermedad en que habria una exacerbacion de la
respuesta inflamatoria y de la actividad resortiva 6sea (Salinas-Mufioz et al.,
2017).

La PAA se define como la inflamacion y destruccion del periodonto apical de
origen pulpar. Se asocia a un diente asintomético con pulpa necrotica y
radiograficamente con la presencia de un area radioltcida periapical (Gutmann et
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al., 2009). El AAA es una reaccion inflamatoria a la infeccion pulpar y necrosis que
se caracteriza por la aparicion rapida de dolor espontaneo y formacion de pus en
los tejidos periapicales (AAE, 2009). Especificamente, sus formas crénicas se
asocian con una lesion periapical osteolitica que se manifiesta como un area
radioltcida, como resultado de la activacion de la respuesta inmuno-inflamatoria
del hospedero (Garrido Flores et al., 2011). Se ha asociado también a un aumento
de volumen localizado en el area mucogingival, el cual puede involucrar planos y
espacios faciales (Gutmann et al.,, 2009). EI AAC corresponde a una reaccion
inflamatoria frente a la pulpa infectada y necrética, que se caracteriza por un inicio
gradual, con pocas o bien en ausencia de molestias y con descargas intermitentes
de pus a través de un trayecto fistular (AAE, 2009). La OC es una lesion radiopaca
difusa que se localiza en el apice de la raiz del diente (AAE, 2009). Corresponde a
una respuesta proliferativa del hueso frente a un irritante cronico (Gutmann et al.,
2009).

Macrofagos en inflamacion periodontal

La estructura de las comunidades microbianas cambia entre estados de salud y
enfermedad. En las enfermedades periodontales existe un aumento de la
abundancia relativa de especies bacterianas patobiontes dominantes sin
reemplazo de las asociadas a salud, mientras que en la periodontitis apical se
produce la infeccion del sistema de canales radiculares con patobiontes de la
cavidad oral (Lamont et al., 2018). Se ha detectado una gran variedad de especies
bacterianas, asociadas tanto a las periodontitis como a las infecciones apicales.
En ambas predominan especies Gram negativo y anaerdbicas que interactian
entre si (Qian et al., 2019; Sanz et al., 2017). Especificamente, las enfermedades
periodontales han sido asociadas con patobiontes como Treponema denticola,
Tannerella forsythia y Porphyromonas gingivalis. Mas aun, estas bacterias se han
asociado no solo a periodontitis severa y periimplantitis sino también a formas
agudas y sintomaticas de PA (Acharya et al., 2015; Buonavoglia et al., 2011; Deng
et al., 2017; Mysak et al., 2014). Por otro lado, Porphyromonas endodontalis,

Actinomyces viscosus, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis e
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incluso Candida albicans han sido asociadas a infecciones apicales. Entre ellas, F.
nucleatum y P. gingivalis, ambas bacterias anaerdbicas, Gram negativo, tienen un
papel critico en la patogénesis de la periodontitis apical (Martinho et al., 2016;
Zhang et al., 2010).

Entre los factores de virulencia de las especies bacterianas asociados a
periodontitis y PA, se han identificado fimbrias, exotoxinas, endotoxinas, capsulas,
entre otros, los cuales contribuyen a la patogenicidad de éstas en la interaccion
con el hospedero (Dahlen et al., 2019). La endotoxina o Lipido A, zona hidrofilica
del lipopolisacarido (LPS), corresponde a una molécula glicolipidica anclada a la
membrana externa de bacterias Gram negativo. La evidencia sostiene que la
destruccion de los tejidos periodontales en las patologias periodontal y periapical
se debe, en Ultima instancia, a la respuesta inmune del hospedero inducida por la

microbiota y sus factores de virulencia (Martinho et al., 2016; Xu et al., 2020).

Los macrofagos corresponden a una subpoblacién celular clave en la respuesta
inmune de hospedero. Estos se encuentran entre los primeros tipos celulares que
reconocen compuestos derivados de microorganismos patdégenos y desempefian
un papel esencial en la regulacién de la inflamacion, respuesta inmune,
homeostasis 6sea y remodelacion tisular (Derlindati et al., 2015). La activacién de
los macrofagos se lleva a cabo mediante la unién de los receptores tipo Toll (TLR)
presentes en la superficie celular de los macrofagos, a los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs), por ejemplo, el LPS, desencadenando procesos
de fagocitosis, activacion de respuestas humorales y celulares, y produccion de

mediadores inflamatorios (Martinho et al., 2016).

En respuesta a los mediadores inflamatorios liberados por los linfocitos activados
o los tejidos dafiados, los macréfagos pueden diferenciarse en subpoblaciones M1
(activacion clésica) caracterizados por la secrecion de interleuquina-6 (IL-6),
Interleuquina-12 (IL-12), interleuquina-23 (IL-23) y factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) (Veloso et al., 2020) o M2 (activacion alternativa) que secretan
Interleuquina-10 (IL-10) y factor de crecimiento transformante-f (TGF-B)

(Derlindati et al., 2015). A su vez, los macrofagos M1 promueven respuestas de
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linfocitos T colaboradores (Th)1y Thl7, las cuales estan estrechamente asociadas
con la destruccién de los tejidos periodontales apicales a través de la secrecion de
Interleuquina-12 (IL-12) e Interleuquina-17 (IL-17), respectivamente. Los
macrofagos M2, por otro lado, interactian con las células Th2 y células T
reguladoras (Treg), que se consideran protectoras periodontales a través de la
secrecion de Interleuquina-4 (IL-4) e IL-10, respectivamente (Hernandez et al.,
2011). El papel de los macréfagos y su polarizacion se refuerza con estudios
recientes. La transferencia de macrofagos M2 en tejido periodontal en un modelo
de periodontitis experimental inducida en raton, reduce la severidad de la
enfermedad, mediante un aumento de células T reguladoras, y disminucion de la
concentracién de IL-6 y de la actividad osteoclastica (Miao et al., 2020). Por otro
lado, en periodontitis apical se ha demostrado que la progresion de las lesiones
asociadas a la periodontitis apical sintomatica se asociaria con un cambio en el
balance M1/M2 con predominio M1 (Veloso et al., 2020).

Boldina como agente terapéutico

Existe evidencia sobre el uso medicinal de las plantas y sus derivados desde hace
miles de afios y hasta la actualidad, que corresponden a una importante fuente de
moléculas utilizadas en farmacologia. La evidencia escrita mas antigua de su uso
medicinal data de hace 5.000 afios y contenia recetas para preparaciones que
incluian hasta 250 plantas diferentes, que incluian algunos alcaloides como
amapola, belefio negro y mandragora (Petrovska, 2012). Sin embargo, existen
hallazgos mas antiguos sobre el uso de plantas en forma medicinal. En Chile
existe evidencia encontrada en el sitio arqueoldgico Monte Verde Il ubicado en la
region de Los Lagos. Arquedlogos descubrieron restos de algas y plantas que
parecen haber sido utilizadas de forma medicinal hace 14.600 afios. Dentro de los
hallazgos, se recuperé un resto que habia sido masticado formado por una
variedad de plantas y algas. Al andlisis se determiné que correspondia a una
mezcla de Sargassum sp., Peumus boldus, Juncus sp. y otras plantas que no

pudieron ser identificadas (Dillehay et al., 2008).
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El boldo (Peumus boldus Molina), es un &rbol chileno, encontrado principalmente
entre las regiones de Valparaiso, Santiago y Concepcién, cuyas hojas han sido
empleadas tradicionalmente en medicina natural y es ampliamente reconocido por
varias farmacopeas (O'Brien et al., 2006). Las aplicaciones tradicionales del boldo
incluyen: dolor de oidos, dolor de cabeza, reumatismo, congestion nasal y
tratamiento de desérdenes digestivos y biliares (Speisky & Cassels, 1994). En la
actualidad el boldo es utilizado en Europa y algunos paises de Latinoamérica en
donde se puede obtener en forma de té, capsulas y extractos vendidos como

productos para mejorar la digestion (Villar & Gomez-Serranillos, 2006).

Las hojas, tallo y corteza del arbol de boldo son ricas en alcaloides en
concentraciones muy variables. Entre ellos encontramos la boldina, coclaurina,
laurolitsina, laurotetanina, reticulina, e isoboldina. Entre éstos, la boldina ([S]-2,9-
dihidroxi-1,10-dimetoxiaporfina) es uno de los alcaloides més abundantes en la
corteza del &rbol y més ampliamente estudiados, por sus propiedades
antiinflamatorias, antipiréticas, antitumorales y citoprotectoras, entre otras
(Fuentes-Barros et al., 2018). Recientemente, la boldina ha demostrado efectos
antiinflamatorios en un modelo murino de edema, a través de la regulacion a la
baja de la expresion de citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 (Yang et al.,
2018). De modo similar, se ha visto una reduccién dosis-dependiente de la
produccion de 6xido nitrico, TNF-a e IL-1B en macréfagos in vitro estimulados con
LPS de Escherichia coli, ademas de un efecto modulador sobre la reabsorcion

Osea en un modelo murino de osteoporosis (Chen et al., 2018; Wei et al., 2013).

En enfermedades orales, un estudio reciente realizado en un modelo murino de
periodontitis inducida por ligadura por nuestro grupo de investigacion reporté una
reduccion dosis-dependiente de la severidad de la destruccion periodontal,
modulacién de la respuesta inmune y disminucion en la expresiéon de citoquinas
proinflamatorias como IL-183, IL-12, interferon-y (IFN-y) y TNF-a, en ratones a los
que se les administraron dosis de boldina a través de alimentacién forzada
(Cafferata et al., 2020).

Los efectos beneficiosos de boldina podrian ser utilizados en un futuro en el
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tratamiento y control de las patologias orales con componente inflamatorio, tales
como periodontitis y las periodontitis apicales. En estudios previos en macrofagos
se ha utilizado un amplio rango de concentraciones de boldina. Macréfagos
murinos han sido expuestos 50 pg/ml hasta 2mg/ml de boldina sin presentar
toxicidad aparente (Moreira et al., 2001; Salama et al.,, 2017). Sin embargo, se
desconoce su efecto sobre la viabilidad celular y citotoxicidad en macréfagos
humanos.
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HIPOTESIS

Sobre la base de los efectos previamente reportados para boldina, proponemos

que boldina en altas concentraciones induce toxicidad en macrofagos humanos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la concentracion de boldina sobre la morfologia y
viabilidad celular, y su efecto citotoxico en macréfagos humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de la boldina en concentraciones crecientes sobre la
viabilidad y morfologia celular de macréfagos humanos.
2. Determinar la citotoxicidad de la boldina en macréfagos humanos

concentraciones crecientes.
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METODOLOGIA

Estudio experimental in vitro, aprobado por el comité de ética cientifico de la

Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo 1).

Extraccion y purificacién de boldina

La boldina fue previamente aislada de la corteza de P. boldus, de acuerdo con
reportes previos (Cafferata et al., 2020; Fuentes-Barros et al., 2018). La corteza
seca fue sumergida en hexano a 50 °C durante 4 horas para eliminar grasas y
ceras. El material vegetal fue secado y se extrajo utilizando &cido clorhidrico (HCI)
en concentraciéon 1 M. Se ajust6 el pH de la solucion filtrada (que supuestamente
contendria los alcaloides en forma de sales), a bases libres (pH 9-10) afiadiendo
amoniaco concentrado (25%) para luego extraer la fase acuosa un total de 3
veces con diclorometano (DCM). El extracto de alcaloides crudos fue secado con
Na-SO4 filtrado y concentrado. Finalmente, la boldina fue purificada por
cromatografia de columna en gel de silice 60 A (40-63 pm), monitoreando las
fracciones por cromatografia en capa fina (CCF) (EtOAc:MeOH 4:1 y DCM:MeOH
5:3) examinando los cromatogramas bajo luz UV a 254 y 365 nm y aplicando
aerosol con reactivo de Dragendorff para detectar la presencia de alcaloides.
Boldina fue identificada por espectrometria de resonancia magnética nuclear (*H y
13C). Su pureza fue de > 98% segln cromatografia liquida de alto rendimiento con
deteccion en el ultravioleta (HPLC-UV). El clorhidrato fue preparado agregando la
cantidad calculada de HCI concentrado (37%) a una solucién de boldina en
acetona y esta sal soluble en agua (PM: 363,8 g/mol) fue utilizada para la
estimulacion de los macréfagos. El proceso de extraccion y purificacion fue
realizado por un estudiante (S.C.) del Programa de Doctorado en Ciencias

Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

Diferenciacion de linea celular monocitica a macrofagos.

Las células monociticas humanas de la linea THP-1 (ATCC TIB-202) fueron
diferenciadas a macréfagos mediante la estimulacién con forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA) con una concentracion de 10 nM (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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Missouri, EE. UU.) durante 24 horas a 37°C en una atmosfera humedecida de CO2
5% en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10%
(Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EE. UU.). Posteriormente, las células
no adheridas fueron removidas y las adherentes se lavaron con medio RPMI para

luego ser incubadas por 24 horas en ausencia de PMA (Lund et al., 2016).

Viabilidad y morfologia celular.

Las células THP-1 previamente diferenciadas a macréfagos, fueron estimuladas
en presencia o ausencia de boldina en distintas concentraciones (0 - 1000 pg/ml)
en placas de 6 pocillos (Falcon®) a una densidad de 1x10° células por pocillo. Las
células fueron incubadas nuevamente a 37 °C por 24 horas en 2 ml de medio
RPMI suplementado con SFB 10%. Como control negativo, se utilizaron células
diferenciadas a macrofagos sin exposicion a boldina. Se tomaron fotografias
representativas con un microscopio Optico invertido para el estudio de la
morfologia celular. Posteriormente las células adheridas fueron despegadas de las
placas con la ayuda de un raspador y tefiidas con azul de Tripan para realizar el
conteo celular a través de un contador de células automatico LUNA-II™ (Logos
Biosystems, Annandale, Virginia, EE. UU.). La estimulacion de macréfagos fue
realizada en tres experimentos independientes por triplicado.

Citotoxicidad

Las células THP-1 previamente diferenciadas a macréfagos, fueron estimuladas
en ausencia o presencia de distintas concentraciones de boldina (0 pg/ml - 250
ug/ml) en placas de 96 pocillos a una densidad de 1x10° células por pocillo. Las
células fueron incubadas nuevamente a 37 °C por 24 horas en 200 pl de medio
RPMI suplementado con SFB 10%. Como control negativo, se utilizaron células
diferenciadas a macrofagos. Se realizo el ensayo de MTT segun las indicaciones
del fabricante (Abcam, Cambridge, R. U.). El ensayo fue realizado en tres

experimentos independientes en triplicado.

Analisis de datos

Los datos de toxicidad celular se expresaron como porcentaje de citotoxicidad y la
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viabilidad celular, como porcentaje de células vivas. El andlisis estadistico se
realiz6 a través del paquete estadistico STATA 12 ® (StataCorpLP, College
Station, Texas, EE. UU.). Los datos fueron analizados mediante Test ANOVA y
prueba post-hoc de Bonferroni, sobre la base de la distribucion normal de los
datos determinada por prueba Shapiro-Wilk. Se considero significancia estadistica
si p<0,05. Los datos fueron expresados como promedio + desviacion estandar.
Los graficos fueron realizados con GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EE. UU.).
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RESULTADOS
Morfologia celular

El analisis de morfologia celular (Figura 1) demostré que a concentraciones de 50
pg/ml (B) y 100 pg/ml (C) de boldina las células conservaron una morfologia
similar al control negativo sin boldina (A). Por otro lado, en las concentraciones
mas altas, 250, 500 y 1000 pg/ml de boldina (D, E y F respectivamente), se
observaron cambios morfologicos, tales como pérdida de prolongaciones, forma

ovalada y constriccion celular, ademas de una menor densidad aparente de los

macrofagos en comparacion con el control.

Figura 1. Morfologia celular de macr6fagos humanos estimulados con boldina. (A)
Células THP-1 diferenciadas a macréfagos con 10 nM de PMA. (B) Macrofagos
estimulados con 50 pg/ml de boldina. (C) Macrofagos estimulados con 100 ug/mli
de boldina. (D) Macréfagos estimulados con 250 pg/ml de boldina. (E) Macrofagos
estimulados con 500 pg/ml de boldina. (F) Macrofagos estimulados con 1000
pug/ml de boldina. Magnificacion 20x.

Viabilidad celular

En las concentraciones mas bajas de boldina (50 y 100 pg/ml), la viabilidad celular
se mantuvo similar al grupo control sin boldina. Sin embargo, esta disminuy6

frente a las concentraciones mas altas de boldina con diferencias estadisticamente
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significativas entre el grupo control versus 250 pg/ml, 500 pg/ml y 1000 pg/ml.
Ademas, se observo una diferencia significativa en la viabilidad celular del grupo
estimulado con 100 pg/ml de boldina y el grupo estimulado con 250 pug/ml (Figura
2).
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad celular (células vivas) de macrofagos
estimulados con diferentes concentraciones de boldina. (C) Macréfagos
estimulados con 10 nM de PMA. (B50) Macréfagos estimulados con 50 pug/ml de
boldina. (B100) Macrofagos estimulados con 100 pg/ml de boldina. (B250)
Macrofagos estimulados con 250 pg/ml de boldina. (B500) Macréfagos
estimulados con 500 pug/ml de boldina. (B1000) Macréfagos estimulados con 1000

png/ml de boldina. Los datos fueron graficados como media y DS. *p<0,05. n=9.

Citotoxicidad

Sobre la base de los resultados de viabilidad, a continuacion, se evaluaron las
concentraciones de boldina en un rango de 0 - 250 pg/ml. En los macréfagos
estimulados con concentraciones de boldina mas altas, entre 200 ug/ml y 250
pug/ml, la citotoxicidad aumenté de forma estadisticamente significativa en
comparacion con el grupo control. Por otro lado, las concentraciones entre 50
pg/mly 150 pg/ml de boldina no mostraron diferencias significativas respecto del
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control negativo (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de citotoxicidad celular de macrofagos humanos estimulados
con diferentes concentraciones de boldina. (C) Macréfagos estimulados con 10 nM
de PMA. (B50) Macrofagos estimulados con 50 pg/ml de boldina. (B100)
Macrofagos estimulados con 100 pg/ml de boldina. (B150) Macrofagos
estimulados con 150 pg/ml de boldina. (B200) Macrofagos estimulados con 200
pug/ml de boldina. (B250) Macréfagos estimulados con 250 pg/ml de boldina. Los
datos fueron graficados como promedio y desviacion estandar. *p<0,05 respecto

del grupo control sin boldina. n=9.
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DISCUSION

Las enfermedades inflamatorias de la cavidad oral, tales como periodontitis y
periodontitis apical, estan caracterizadas por una respuesta inflamatoria crénica
con destruccion de tejidos periodontales, caracteristicamente del hueso alveolar
(Silva et al., 2007). Entre estos, los macrofagos corresponden a células que
juegan un papel crucial en la inmunidad innata, ademas de participar en el
desarrollo tisular, mantencion de la homeostasis de los tejidos y la regeneracion
tisular (Oishi & Manabe, 2018). La boldina, un alcaloide presente en el boldo, arbol
endémico de Chile, ha demostrado propiedades antiinflamatorias, antipiréticas,
antitumorales, antiagregantes plaquetarias y citoprotectoras, entre otras (Fuentes-
Barros et al., 2018) y por tanto tiene potencial como agente terapéutico en
enfermedades orales inflamatorias cronicas; sin embargo, se desconoce su
potencial efecto citotéxico en macréfagos humanos en el contexto de sus
potenciales aplicaciones terapéuticas. En este trabajo de investigacion se
establecieron las concentraciones toxicas y concentraciones viables para la
exposicion de macréfagos humanos con boldina mediante evaluacion de

morfologia celular, viabilidad celular y citotoxicidad.

En este estudio se determind que los macréfagos presentaban cambios en su
morfologia y densidad aparente frente a concentraciones de boldina mayores o
iguales a 250 pg/ml. Estos se caracterizaron por constriccion celular, la adquisicion
de una morfologia ovalada, pérdida de sus prolongaciones, ademas de una
disminucion aparente en la densidad de células. Se ha visto que los macréfagos
son células mononucleares que normalmente pueden medir entre 10 y 30 um de
diametro. Su estructura se modifica segun su estado de actividad y su superficie
presenta numerosas prolongaciones digitiformes. Los macréfagos activados tienen
mas prolongaciones de membrana, un mayor numero de vacuolas, lisosomas,
fagosomas y cuerpos residuales (Manascero, 2003). En la literatura, los cambios
observados han sido descritos como cambios morfolégicos asociados al proceso
de muerte celular, particularmente aquellos que afectan al nucleo, que pueden
involucrar apoptosis, evidenciada por constriccion celular, formacion de

protuberancias irregulares de la membrana celular y/o la presencia de cuerpos
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apoptéticos; o pueden involucrar necrosis, reconocida por tumefaccion y extenso
dafio a la membrana citoplasmética (Catelas et al., 2005; Xiao et al., 2020). Se ha
estudiado el tipo de muerte celular producida por boldina en lineas celulares
cancerigenas. Se ha visto que induce apoptosis en células de cancer de mama y
vejiga, ademas de la detencion del ciclo celular durante la fase G2/M (Gerhardt D
et al., 2013; Looi C. Y. et al., 2014). Existe ademas evidencia de otros alcaloides
derivados de plantas como por ejemplo berberina capaces de inducir muerte
celular programada en modelos in vitro y en menor medida ha sido descrita muerte

celular por autofagia y necrosis (Gali-Muhtasib H et al., 2015; Liu et al., 2019).

Por otro lado, las concentraciones de boldina asociadas con los cambios
morfologicos anteriormente descritos coincidieron con reducciones crecientes en
la viabilidad celular, evidenciables a 250 pg/ml, 500 pug/ml y 1000 pug/ml de boldina.
Por el contrario, las concentraciones de boldina entre 0 y 100 pg/ml no afectaron la
morfologia ni la viabilidad celular. De este modo, se observo una la relacion dosis-
dependiente, con una tendencia a la disminucién de la viabilidad, al aumentar la

concentracién de boldina a partir de 250 pg/ml.

En este estudio se observo toxicidad celular por medio del ensayo MTT a partir de
200 pg/ml de boldina. En un modelo in vitro de macré6fagos peritoneales de raton
infectados con Leishmania amazonensis y tratados con boldina en
concentraciones de 50 a 600 pg/ml no se evidenciaron cambios relacionados con
toxicidad celular. Mas aun, la concentracion mas alta (600 pg/ml) demostré valores
de viabilidad significativamente mayores en el ensayo de MTT que Glucantime ®,
medicamento ampliamente usado en el tratamiento de leishmaniasis (Salama et
al., 2017). En un modelo murino de macréfagos RAW 264.7 se utilizaron 3
concentraciones diferentes de un preparado de boldo; en la méas baja (1000 pg/ml)
no se observo toxicidad, sin embargo, en las concentraciones mayores 10000
pug/ml y 100000 pg/ml la citotoxicidad aumentd. En el mismo estudio, se observd
gue la estimulacion con metanol al 5% tiene un potente efecto negativo en la
viabilidad celular, el cual fue mitigado en la presencia de las concentraciones mas
altas del preparado de boldo (10000 y 100000 pg/ml), evidenciando un efecto
citoprotector (Otero et al.,, 2022). Este efecto podria estar mediado por las
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propiedades antioxidantes de boldina (Jiménez et al., 2000), puesto que ha sido
demostrado que el metanol es capaz de aumentar los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en la célula, aumentando significativamente la
citotoxicidad (Ke et al., 2014). Esto podria sefialar que concentraciones de boldina
mas altas podrian ser utilizadas al someter a las células a estimulos dafinos

como, por ejemplo, patobiontes orales.

En linea con lo anterior, recientemente en un modelo murino de periodontitis
experimental inducida por ligadura, la administracion de boldina a través de
alimentacion forzada (10, 20, o 40 mg/kg) demostré una disminucién dosis-
dependiente en el ARNm de IL-1B, IL-12, IFN-y y TNF-qa, reduccion de la pérdida
Osea alveolar y modulacion de la razon Thl7/Treg (Cafferata et al., 2020). Se ha
evidenciado que los macréfagos humanos presentan fenotipos con variada
plasticidad y diversidad que pueden modificar los patrones de diferenciacion
linfocitarios (Oishi & Manabe, 2018). Sin embargo, se desconoce el efecto de
boldina sobre la diferenciacion de macrofagos. En la actualidad, el tratamiento
coadyuvante de las enfermedades orales inflamatorias se basa en el uso de
adyuvantes quimicos como colutorios de clorhexidina, cloruro de cetilpiridinio en el
caso de periodontitis, e irrigacion y medicacion intracanal para las periodontitis
apicales. La boldina corresponde a un fitofarmaco con potencial terapéutico a ser
utilizado en estas etapas claves del tratamiento periodontal y endododntico por sus
notables propiedades antiinflamatorias y osteoprotectoras, demostradas en los

modelos animales.

Aun asi, actualmente el mecanismo de accion antiinflamatoria de la boldina es
desconocido. Al respecto, se ha reportado que boldina inhibe la expresion de p65-
NF-kB en modelo murino con colitis inducida por dextrano sulfato de sodio (DSS) y
en macrofagos de la linea celular RAW 264.7 estimulados con LPS, suprimiendo
la fosforilacion/degradacion IkBa y bloqueando la translocacion de p65-NF-kB
(Pandurangan et al., 2016). Asimismo, se ha descrito que boldina es capaz de
regular la expresién de citoquinas inflamatorias a través de la inhibicion de las vias

de sefalizacion p-JAK2 y p-STAT3 en macrofagos; y al ser administrada en
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conjunto con reticulina, es capaz de inhibir las vias JAK2/STAT3 y NF-kB (Yang et
al., 2018).

Por otro lado, se ha observado que boldina es capaz de bloquear los hemicanales
de conexina (Cx HC) sin afectar las uniones de hendidura. Existe evidencia que
sustenta que las condiciones inflamatorias conducen a mayor apertura de estos
hemicanales, promoviendo la pérdida de la homeostasis y deterioro de la funcion
celular al aumentar la permeabilidad de las células (Hernandez-Salinas et al.,
2013). A través del bloqueo de estos hemicanales (Cx43 y Cx45), boldina
prevendria la activacion de una via de sefalizacion intracelular dependiente de
JNK que promueve la expresion de estas Cxs (Cea et al., 2019). Por lo tanto,
boldina también ejerce un efecto sobre la homeostasis celular al prevenir la
apertura de Cx-HC y manteniendo a las células acopladas entre si, conservando la

integridad de los tejidos (Hernandez-Salinas et al., 2013).

Por otra parte, estudios sugieren que existe afinidad entre boldina y receptores
ionotropicos. La funcion deteriorada del receptor 5-HTs probablemente esté
involucrada en la patogenia de los trastornos gastrointestinales funcionales;
mientras que los antagonistas del receptor 5-HT3 son tratamientos efectivos para
las nauseas y vomitos inducidos por quimioterapia y el sindrome de colon irritable.
Boldina inhibe la activacion inducida por 5-HT de los receptores 5-HTz mostrando
actividad como antagonista competitivo de los receptores 5-HTsa y 5-HTzas
(Walstab et al., 2014). De igual forma, otro estudio sugiere que existe afinidad
moderada entre el receptor 5-HT2a y boldina actuando como agonista o
antagonista, lo que podria contribuir a sus efectos sobre el sistema nervioso
central (Chung et al., 2009). Mas aun, se ha descrito que la modificacién de la
molécula de boldina mejora su afinidad por receptores dopaminérgicos en modelo
en ratas. Los resultados mostraron que la halogenacién de la posicién C-3 de la
boldina aumenta su afinidad por los receptores de dopamina D1 por sobre los

receptores D2 (Asencio et al., 2005).

A pesar de los interesantes y diversos efectos de boldina, se ha visto que al ser

administrada por via oral en ratas es absorbida y luego eliminada rapidamente
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(Cermanova et al., 2016); de modo similar, su vida media también es corta luego
de ser administrada por via intravenosa (Zeng et al., 2014). Estas limitaciones han
sido abordadas con cierto grado de éxito a través de modificaciones
farmacologicas y relacionadas a la nanotecnologia (Mondal et al., 2020; Mondal et
al., 2018). Aun cuando presenta poca biodisponibilidad y una corta vida media, el
alcaloide es capaz de ejercer efecto en sitios lejanos. En ratones, luego de
administracion oral, se ha encontrado principalmente en higado, en menor
cantidad en rifiones y en aldn menor concentracion en otros o6rganos; su
biodisponibilidad se ha visto significativamente aumentadas al ser administrado en
forma de nanoparticulas (Mondal et al., 2020). No obstante, para un posible uso
como fitofarmaco en odontologia es necesario considerar que la forma de
administracion es principalmente tépica y el mecanismo de accioén local al sitio de

aplicacion.

Otra interrogante que aun no tiene respuesta es el mecanismo por el cual boldina
ingresa a la célula. Existe evidencia de que boldina se disuelve facilmente en
etanol y otros solventes organicos, sin embargo, es poco soluble en agua.
Ademas, es capaz de formar variadas sales dentro de las cuales el clorhidrato es
posiblemente la mas comln y posee buena solubilidad en agua (Cassels et al.,
2021). Estas caracteristicas podrian esclarecer el mecanismo de ingreso de
boldina a la célula, al ser una molécula pequefia y soluble en solventes organicos

podria difundir a través de la membrana citoplasmatica.

En resumen, en el presente estudio se identificd el rango de concentracién seguro
para el uso terapéutico de boldina en macrofagos humanos. El uso de este posible
fitofarmaco podria ampliar el horizonte para el tratamiento, pronéstico y control de

patologias orales inflamatorias cronicas en seres humanos.
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CONCLUSIONES

El uso de boldina en concentraciones iguales o menores a 100 pg/ml en
macréfagos humanos podria considerarse inocuo sobre la base de los parametros
de morfologia, viabilidad y citotoxicidad. La exposicion a boldina en
concentraciones = 200 ug/ml puede tener un efecto citotoxico dosis-dependiente.
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8.- Fundamentacion de la aprobacion

Este proyecto es aprobado luego que se realizaran las modificaciones en

relacién a los siguientes aspectos:

» Fueron modificados en cuanto a formato y contenido el Consentimiento
y Asentimiento Informado.
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