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GLOSARIO 

 

Abreviación                                                                          Significado 

 

5HT………………………………………………………5 hidroxitriptamina (serotonina) 

AAA…………………………………………………..... Absceso apical agudo 

AAC…………………………………………………..... Absceso apical crónico 

ARNm………………………………………………….. ARN mensajero 

CCF…………………………………………………….. Cromatografía en capa fina 

Cx-HC…………………………………..……….……... Hemicanales de conexina 

DCM……………………………………..…….……...... Diclorometano 

DSS………………………………………..….………... Dextrano sulfato de sodio 

HCL…………………………………………………….. Ácido clorhídrico 

HPLC-UV…………………………………………….. Cromatografía de líquidos de alto 

rendimiento con detección en el ultravioleta 

ICD…………………………………………………... Clasificación internacional de 

enfermedades 

IFN-γ………………………………………………....… Interferón gamma 

IL-4………………………………………………….….. Interleuquina-4 

IL-6……………………………………………….…….. Interleuquina-6 

IL-12…………………………………………….……… Interleuquina-12 

IL-23…………………………………………..………... Interleuquina-23 

IL-17………………………………………….………… Interleuquina-17 

IL-10……………………………………….…………… Interleuquina-10 

JAK2…………………………………………………… Janus quinasa 2 

LPS…………………………………………….………. Lipopolisacárido 

NF-kB……………………………………………....….. Factor nuclear potenciador de 

las cadenas ligeras kappa de las células B activadas 

NIC……………………………………………….……. Nivel de inserción clínica 

OC…………………………………………….……….. Osteítis condensante 

PA……………………………………………..……….. Periodontitis apical 

PAA…………………………………………….……… Periodontitis apical asintomática 

PAMPs………………………………………….…….. Patrones moleculares asociados 
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a patógenos 

PAS……………………………………………….…… Periodontitis apical sintomática 

PMA……………………………………………....…… Forbol-12-miristato-13-acetato 

PMN…………………………………………….….….. Neutrófilo polimorfonuclear  

ROS………………………………………….…….….. Especies reactivas de oxígeno 

SFB……………………………………….……….…... Suero fetal bovino 

STAT3……………………………………………..…. Transductor de señal y activador 

de la transcripción 3 

Th1………………………………………………….… Linfocito T helper 1 

Th2………………………………………………….… Linfocito T helper 2 

Th17………………………………………..……….… Linfocito T helper 17 

TGF-β……………………………………………….....Factor de crecimiento 

transformante beta 

TLR…………………………………………………… Receptor tipo Toll 

TNF-α …………………………………………………Factor de necrosis tumoral alfa 

Treg………………………………….……………….. Linfocito T regulador 

 
  



7 

 

ÍNDICE 

         

Contenido 

                                                                             

RESUMEN………………………………………………………………………………… 8 

INTRODUCCIÓN………………………………………………………………………... 10 

- Patologías periodontales……………………………………………………...10 

- Macrófagos en inflamación periodontal…………………………………….. 12 

- Boldina como agente terapéutico ……………………………………………14 

HIPÓTESIS ……………………………………………………………………………….17 

OBJETIVO GENERAL …………………………………………………………………..17 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS ……………………………………………………………17 

METODOLOGÍA …………………………………………………………………………18 

RESULTADOS …………………………………………………………………………...21 

DISCUSIÓN ………………………………………………………………………………24 

CONCLUSIONES ………………………………………………………………………..29 

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS …………………………………………………...30 

ANEXOS ………………………………………………………………………………….39 

- Anexo 1: Acta de aprobación comité de ética………………………………39 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



8 

 

RESUMEN 

 

Introducción: 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 macrófagos 

corresponden a células clave en la regulación de la inflamación, respuesta 

inmune, homeostasis ósea y remodelación tisular en la respuesta inmune innata 

periapical y periodontal. El boldo es un árbol chileno, cuyas hojas han sido 

empleadas tradicionalmente para tratamiento de desórdenes digestivos y biliares. 

La boldina es uno de los alcaloides del boldo más ampliamente estudiados, por 

sus propiedades antiinflamatorias, antipiréticas, antitumorales, citoprotectoras, 

entre otras. En la literatura se han reportado distintos efectos de boldina sobre 

diferentes líneas celulares, sin embargo, se desconoce su efecto en la viabilidad 

celular y concentraciones de uso no tóxicas sobre macrófagos humanos. 

 

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

citotoxicidad en macrófagos humanos. 

 

Metodología: La boldina fue previamente aislada de la corteza de Peumus boldus 

Molina, de acuerdo con reportes previos. Células monocíticas humanas de la línea 

THP-1 fueron diferenciadas a macrófagos mediante la estimulación con forbol 12-

miristato 13-acetato (PMA) 10 nM y estimulados en presencia o ausencia de 

boldina en distintas concentraciones (0 -1000 µg/ml). Los macrófagos previamente 

diferenciados fueron estimulados en ausencia o presencia de distintas 

concentraciones de boldina (0 µg/ml - 250 µg/ml). Se evaluó la morfología y 

viabilidad celular mediante microscopía óptica, y citotoxicidad mediante ensayo 

MTT. El análisis estadístico se realizó a través del paquete estadístico STATA 12 

®. Se consideró significancia estadística si p<0,05. 

 

Resultados: Boldina en sus concentraciones más elevadas (≥200 µg/ml) mostró 

cambios morfológicos, efecto citotóxico y reducción de la viabilidad en 

comparación con el grupo control en macrófagos humanos. Por otro lado, las 

concentraciones entre 50 µg/ml y 150 µg/ml de boldina no afectaron la morfología, 
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viabilidad ni generaron citotoxicidad. 

 

Conclusiones: En este trabajo de investigación se establecieron las 

concentraciones tóxicas y concentraciones viables de boldina en macrófagos, 

mediante análisis de morfología celular, viabilidad celular y citotoxicidad. Se 

determinó que la exposición a boldina en concentraciones sobre los 200 µg/ml 

generan toxicidad creciente en macrófagos humanos. El uso de boldina en 

concentraciones iguales o menores a 100 µg/ml son seguras y no generan 

cambios sobre la morfología y viabilidad de macrófagos humanos. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Patologías periodontales 
 

Las enfermedades orales corresponden a un problema de salud pública 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 

mayoría, enfermedades crónicas y progresivas en naturaleza (Bernabe et al., 

2020; Peres et al., 2019). Entre éstas, las infecciones odontogénicas son las más 

prevalentes. Las patologías de la cavidad oral son el motivo más habitual de 

consulta e intervención del odontólogo y afectan a toda la población, desde la 

infancia (caries) hasta el final de la vida (mayormente periodontitis), con un 

impacto considerable, tanto sobre la salud pública general, como sobre los 

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

 

Las enfermedades periodontales son condiciones inflamatorias crónicas asociadas 

a la disbiosis de la biopelícula bacteriana subgingival que desencadena la 

respuesta inmune-inflamatoria del hospedero, llevando a la destrucción de los 

tejidos periodontales de soporte y la eventual pérdida dentaria (Meyle & Chapple, 

2015). Por otro lado, la infección del sistema de canales endodónticos genera un 

cuadro inflamatorio similar, conocido como periodontitis apical, que se caracteriza 

por la destrucción de tejidos periapicales con formación de una lesión periapical 

(Caton et al., 2018; Gutmann et al., 2009). En conjunto, las periodontitis y PA 

representan las causas más importantes de pérdida dentaria en la población 

adulta (Nilsson et al., 2019; Terças et al., 2006). Se ha reportado que la mitad de 

la población global podría tener al menos un diente con una de las formas de 

periodontitis apical (Tibúrcio‐Machado et al., 2021). Más aún, 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 inflamación producida debido a la 

acumulación de una biopelícula supra y subgingival. La gingivitis puede progresar 

a  periodontitis (Tonetti et al., 2018), una condición multifactorial caracterizada por 

la destrucción progresiva de los tejidos de soporte dentarios que se manifiesta 

través de la pérdida de inserción clínica (NIC) y pérdida ósea evaluada a través de 

una radiografía, presencia de sacos periodontales y sangrado al sondaje 

(Papapanou et al., 2018). Sobre la base de la fisiopatología de la periodontitis, se 

describen tres formas distintas: periodontitis necrotizante, periodontitis como 

manifestación de enfermedades sistémicas y periodontitis. La periodontitis 

necrotizante está caracterizada por historia de dolor, presencia de ulceraciones en 

el margen gingival y/o depósitos de fibrina en los sitios con papilas decapitadas y 

en algunos casos exposición del margen de huevo alveolar (Tonetti et al., 2018). 

La periodontitis como manifestación de enfermedades sistémicas sigue la 

clasificación de la enfermedad primaria de acuerdo con los códigos propuestos en 

la clasificación estadística 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 Asociación Americana de 

Endodoncia diferencia cinco formas clínicas: periodontitis apical sintomática 

(PAS), periodontitis apical asintomática (PAA), absceso apical agudo (AAA), 

absceso apical crónico (AAC) y osteítis condensante (OC) (AAE, 2009). 

 

La PAS corresponde a la inflamación del periodonto apical, asociada a un cuadro 

de sintomatología aguda que incluye una respuesta dolorosa a la percusión y 

palpación del diente (AAE, 2009). Se ha propuesto que la PAS corresponde a un 

estado progresivo de la enfermedad en que habría una exacerbación de la 

respuesta inflamatoria y de la actividad resortiva ósea (Salinas-Muñoz et al., 

2017). 

La PAA se define como la inflamación y destrucción del periodonto apical de 

origen pulpar. Se asocia a un diente asintomático con pulpa necrótica y 

radiográficamente con la presencia de un área radiolúcida periapical (Gutmann et 
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al., 2009). El AAA es una reacción inflamatoria a la infección pulpar y necrosis que 

se caracteriza por la aparición rápida de dolor espontáneo y formación de pus en 

los tejidos periapicales (AAE, 2009). Específicamente, sus formas crónicas se 

asocian con una lesión periapical osteolítica que se manifiesta como un área 

radiolúcida, como resultado de la activación de la respuesta inmuno-inflamatoria 

del hospedero (Garrido Flores et al., 2011). Se ha asociado también a un aumento 

de volumen localizado en el área mucogingival, el cual puede involucrar planos y 

espacios faciales (Gutmann et al., 2009). El AAC corresponde a una reacción 

inflamatoria frente a la pulpa infectada y necrótica, 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 lesión radiopaca 

difusa que se localiza en el ápice de la raíz del diente (AAE, 2009). Corresponde a 

una respuesta proliferativa del hueso frente a un irritante crónico (Gutmann et al., 

2009).  

 

 

Macrófagos en inflamación 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 infección 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 anaeróbicas que interactúan 

entre sí (Qian et al., 2019; Sanz et al., 2017). Específicamente, las enfermedades 

periodontales han sido asociadas con patobiontes como Treponema denticola, 

Tannerella forsythia y Porphyromonas gingivalis. Más aún, estas bacterias se han 

asociado no solo a periodontitis severa y periimplantitis sino también a formas 

agudas y sintomáticas 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 anaeróbicas, Gram negativo,  tienen un 

papel crítico 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, cápsulas, 

entre otros, los cuales contribuyen a la patogenicidad de éstas en la interacción 

con el hospedero (Dahlen et al., 2019). La endotoxina o Lípido A, zona hidrofílica 

del lipopolisacárido (LPS), corresponde a una molécula glicolipídica anclada a la 

membrana externa de bacterias Gram negativo. La evidencia sostiene que la 

destrucción de los tejidos periodontales en las patologías periodontal y periapical 

se debe, en última 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 macrófagos corresponden a una subpoblación celular clave en la respuesta 

inmune de hospedero. Éstos se encuentran entre los primeros tipos celulares que 

reconocen compuestos derivados de microorganismos patógenos y desempeñan 

un papel esencial en la regulación de la inflamación, respuesta inmune, 

homeostasis ósea y remodelación tisular (Derlindati et al., 2015). La activación de 

los macrófagos se lleva a cabo mediante la unión de los receptores tipo Toll (TLR) 

presentes en la superficie celular de los macrófagos, a los patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs), por ejemplo, el LPS, desencadenando procesos 

de fagocitosis, activación de respuestas humorales y celulares, y producción de 

mediadores inflamatorios (Martinho et al., 2016). 

 

En respuesta a los mediadores  inflamatorios liberados por los linfocitos activados 

o los tejidos dañados, los macrófagos pueden diferenciarse en subpoblaciones M1 

(activación clásica) caracterizados por la secreción de interleuquina-6 (IL-6), 

Interleuquina-12 (IL-12), interleuquina-23 (IL-23) y factor de necrosis tumoral-α 

(TNF-α) (Veloso et al., 2020) o M2 (activación alternativa) que secretan 

Interleuquina-10 (IL-10) y factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) 

(Derlindati et al., 2015). A su vez, los macrófagos M1 promueven respuestas de 
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linfocitos T colaboradores (Th)1 y Th17, las cuales están estrechamente asociadas 

con la destrucción de los tejidos periodontales apicales a través de la secreción de 

Interleuquina-12 (IL-12) e Interleuquina-17 (IL-17), respectivamente. Los 

macrófagos M2, por otro lado, interactúan con las células Th2 y células T 

reguladoras (Treg), que se consideran protectoras periodontales a través de la 

secreción de Interleuquina-4 (IL-4) e IL-10, respectivamente (Hernández et al., 

2011). El papel de los macrófagos y su polarización se refuerza con estudios 

recientes. La transferencia de macrófagos M2 en tejido periodontal en un modelo 

de periodontitis experimental inducida en ratón, reduce la severidad de la 

enfermedad, mediante un aumento de células T reguladoras, y disminución de la 

concentración de IL-6 y de la actividad osteoclástica (Miao et al., 2020). Por otro 

lado, en periodontitis apical se ha demostrado que la progresión de las lesiones 

asociadas a la periodontitis apical sintomática se asociaría 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 años y hasta la actualidad, que corresponden a una importante fuente de 

moléculas utilizadas en farmacología. La evidencia escrita más antigua de su uso 

medicinal data de hace 5.000 años y contenía recetas para preparaciones que 

incluían hasta 250 plantas diferentes, que incluían algunos alcaloides como 

amapola, beleño negro y mandrágora (Petrovska, 2012). Sin embargo, existen 

hallazgos más antiguos sobre el uso de plantas en forma medicinal. En Chile 

existe evidencia encontrada en el sitio arqueológico Monte Verde II ubicado en la 

región de Los Lagos. Arqueólogos descubrieron restos de algas y plantas que 

parecen haber sido utilizadas de forma medicinal hace 14.600 años. Dentro de los 

hallazgos, se recuperó un resto que había sido masticado formado por una 

variedad de plantas y algas. Al análisis se determinó que correspondía 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 árbol chileno, encontrado principalmente 

entre las regiones de Valparaíso, Santiago y Concepción, 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 oídos, dolor de cabeza, reumatismo, congestión nasal y 

tratamiento de desórdenes digestivos y biliares (Speisky & Cassels, 1994). En la 

actualidad el boldo es utilizado en Europa y algunos países de Latinoamérica en 

donde se puede obtener en forma de té, cápsulas y extractos vendidos como 

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

 

Las hojas, tallo y corteza del árbol 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 más abundantes en la 

corteza del árbol y más 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 regulación a la 

baja de la expresión de citoquinas pro-inflamatorias TNF-α e IL-6 (Yang et al., 

2018). De modo similar, se ha visto una reducción dosis-dependiente de la 

producción de óxido nítrico, TNF-α e IL-1β en macrófagos in vitro estimulados con 

LPS de Escherichia coli, además de un efecto modulador sobre la reabsorción 

ósea 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 investigación reportó una 

reducción dosis-dependiente de la severidad de la destrucción periodontal, 

modulación de la respuesta inmune y disminución en la expresión de citoquinas 

proinflamatorias como IL-1β, IL-12, interferón-γ (IFN-γ) y TNF-α, en ratones a los 

que se les administraron dosis de boldina a través de alimentación forzada 

(Cafferata et al., 2020). 

 

Los efectos beneficiosos de boldina podrían ser utilizados en un futuro en el 
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tratamiento y control de las patologías orales con componente inflamatorio, tales 

como periodontitis y las periodontitis apicales. En estudios previos en macrófagos 

se ha utilizado un amplio rango de concentraciones de boldina. Macrófagos 

murinos han sido expuestos 50 µg/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 macrófagos 

humanos.   
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HIPÓTESIS 
 

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

que boldina en altas concentraciones induce toxicidad en macrófagos humanos. 

 

OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar el efecto de la concentración de boldina sobre la morfología y 

viabilidad celular, y su efecto citotóxico en macrófagos humanos. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Determinar el efecto de la boldina en concentraciones crecientes sobre la 

viabilidad y morfología celular de macrófagos humanos. 

2. Determinar la citotoxicidad de la boldina en macrófagos humanos 

concentraciones crecientes.  
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METODOLOGÍA 
 
 
Estudio experimental in vitro, aprobado por el comité de ética científico de la 

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

 

Extracción y purificación 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 ácido clorhídrico (HCl) 

en concentración 1 M. Se ajustó el pH de la solución filtrada (que supuestamente 

contendría los alcaloides en forma de sales), a bases libres (pH 9-10) añadiendo 

amoníaco concentrado (25%) para luego extraer la fase acuosa un total de 3 

veces con diclorometano (DCM). El extracto de alcaloides crudos fue secado con 

Na2SO4 filtrado y concentrado. Finalmente, la boldina fue purificada por 

cromatografía de columna en gel de sílice 60 Å (40-63 µm), monitoreando las 

fracciones por cromatografía 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 espectrometría de resonancia magnética nuclear (1H y 

13C). Su pureza fue de > 98% según cromatografía líquida de alto rendimiento con 

detección en el ultravioleta (HPLC-UV). El clorhidrato fue preparado agregando la 

cantidad calculada de HCl concentrado (37%) a una solución de boldina en 

acetona y esta sal soluble en agua (PM: 363,8 g/mol) fue utilizada para la 

estimulación de los macrófagos. El proceso de extracción y purificación fue 

realizado por un estudiante (S.C.) del Programa de Doctorado en Ciencias 

Farmacéuticas de la Universidad de Chile. 

 
Diferenciación de línea celular monocítica a macrófagos. 
 
Las células monocíticas humanas de la línea THP-1 (ATCC TIB-202) fueron 

diferenciadas a macrófagos mediante la estimulación con forbol 12-miristato 13- 

acetato (PMA) con una concentración de 10 nM (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
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Missouri, EE. UU.) durante 24 horas a 37°C en una atmósfera 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 morfología celular. 
 
Las células THP-1 previamente diferenciadas a macrófagos, fueron estimuladas 

en presencia o ausencia de boldina en distintas concentraciones (0 - 1000 µg/ml) 

en placas de 6 pocillos (Falcon®) a una densidad de 1x106 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 macrófagos sin exposición a boldina. Se tomaron fotografías 

representativas con un microscopio óptico invertido para el estudio de la 

morfología celular. Posteriormente las células adheridas fueron despegadas de las 

placas con la ayuda de un raspador y teñidas con azul de Tripán para realizar el 

conteo celular a través de un contador de células automático LUNA-II™ (Logos 

Biosystems, Annandale, Virginia, EE. UU.). La estimulación de macrófagos fue 

realizada en tres experimentos independientes por triplicado. 

 
Citotoxicidad 
 
Las células THP-1 previamente diferenciadas a macrófagos, fueron estimuladas 

en ausencia o presencia de distintas concentraciones de boldina (0 µg/ml - 250 

µg/ml) en placas de 96 pocillos a una densidad de 1x106 células por pocillo. Las 

células fueron incubadas nuevamente a 37 °C por 24 horas en 200 µl de medio 

RPMI suplementado con SFB 10%. Como control negativo, se utilizaron células 

diferenciadas a macrófagos. Se realizó el ensayo de MTT según las indicaciones 

del fabricante (Abcam, Cambridge, R. U.). El ensayo fue realizado en tres 

experimentos independientes en triplicado. 

 

Análisis 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 análisis estadístico se 

realizó a través del paquete estadístico 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 distribución normal de los 

datos determinada por prueba Shapiro-Wilk. Se consideró significancia estadística 

si p<0,05. Los datos fueron expresados como promedio ± desviación estándar. 

Los gráficos fueron realizados con GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, EE. UU.).  
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RESULTADOS 
 
Morfología celular  
 
El análisis de morfología celular (Figura 1) demostró que a concentraciones de 50 

µg/ml (B) y 100 µg/ml (C) de boldina las células conservaron una morfología 

similar al control negativo sin boldina (A). Por otro lado, en las concentraciones 

más altas, 250, 500 y 1000 µg/ml de boldina (D, E y F respectivamente), se 

observaron cambios morfológicos, tales como pérdida de prolongaciones, forma 

ovalada y constricción celular, además de una menor densidad aparente de los 

macrófagos en comparación con el control.  

 

Figura 1. Morfología celular de macrófagos humanos estimulados con boldina. (A) 

Células THP-1 diferenciadas a macrófagos con 10 nM de PMA. (B) Macrófagos 

estimulados con 50 µg/ml de boldina. (C) Macrófagos estimulados con 100 µg/ml 

de boldina. (D) Macrófagos estimulados con 250 µg/ml de boldina.  (E) Macrófagos 

estimulados con 500 µg/ml de boldina.  (F) Macrófagos estimulados con 1000 

µg/ml de boldina. Magnificación 20x. 

 
Viabilidad celular 
 
En las concentraciones más bajas de boldina (50 y 100 µg/ml), la viabilidad celular 

se mantuvo similar al grupo control sin boldina. Sin embargo, esta disminuyó 

frente a las concentraciones más altas de boldina con diferencias estadísticamente 
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significativas entre el grupo control versus 250 µg/ml, 500 µg/ml y 1000 µg/ml. 

Además, se observó una diferencia significativa en la viabilidad celular del grupo 

estimulado con 100 µg/ml de boldina y el grupo estimulado con 250 µg/ml (Figura 

2). 

 

Figura 2. Porcentaje de viabilidad celular (células vivas) de macrófagos 

estimulados con diferentes concentraciones de boldina. (C) Macrófagos 

estimulados con 10 nM de PMA. (B50) Macrófagos estimulados con 50 µg/ml de 

boldina. (B100) Macrófagos estimulados con 100 µg/ml de boldina. (B250) 

Macrófagos estimulados con 250 µg/ml de boldina. (B500) Macrófagos 

estimulados con 500 µg/ml de boldina. (B1000) Macrófagos estimulados con 1000 

µg/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 continuación, se evaluaron las 

concentraciones de boldina en un rango de 0 - 250 µg/ml. En los macrófagos 

estimulados con concentraciones de boldina más altas, entre 200 µg/ml y 250 

µg/ml, la citotoxicidad aumentó de forma estadísticamente significativa en 

comparación con el grupo control. Por otro lado, las concentraciones entre 50 

µg/ml y 150 µg/ml de boldina no mostraron diferencias significativas respecto del 
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control negativo (Figura 3). 

 

Figura 3. Porcentaje de citotoxicidad celular de macrófagos humanos estimulados 

con diferentes concentraciones de boldina. (C) Macrófagos estimulados con 10 nM 

de PMA. (B50) Macrófagos estimulados con 50 µg/ml de boldina. (B100) 

Macrófagos estimulados con 100 µg/ml de boldina. (B150) Macrófagos 

estimulados con 150 µg/ml de boldina. (B200) Macrófagos estimulados con 200 

µg/ml de boldina. (B250) Macrófagos estimulados con 250 µg/ml de boldina. Los 

datos fueron graficados como promedio y desviación estándar. *p<0,05 respecto 

del grupo control sin boldina. n=9. 
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DISCUSIÓN 
 
 
Las enfermedades inflamatorias de la cavidad oral, tales como periodontitis y 

periodontitis apical, están caracterizadas por una respuesta inflamatoria crónica 

con destrucción de tejidos periodontales, característicamente del hueso alveolar 

(Silva et al., 2007). Entre estos, los macrófagos corresponden a células que 

juegan un papel crucial en la inmunidad innata, además de participar en el 

desarrollo tisular, mantención de la homeostasis de los tejidos y la regeneración 

tisular (Oishi & Manabe, 2018). La boldina, un alcaloide presente en el boldo, árbol 

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 crónicas; sin embargo, se desconoce su 

potencial efecto citotóxico en macrófagos humanos en el contexto de sus 

potenciales aplicaciones terapéuticas. En este trabajo de investigación se 

establecieron las concentraciones tóxicas y concentraciones viables para la 

exposición de macrófagos humanos con boldina mediante evaluación de 

morfología celular, viabilidad celular y citotoxicidad. 

 

En este estudio se determinó que los macrófagos presentaban cambios en su 

morfología y densidad aparente frente a concentraciones de boldina mayores o 

iguales a 250 µg/ml. Estos se caracterizaron por constricción celular, la adquisición 

de una morfología ovalada, pérdida de sus prolongaciones, además de una 

disminución aparente en la densidad de células. Se ha visto que los macrófagos 

son células mononucleares que normalmente pueden medir entre 10 y 30 µm de 

diámetro. Su estructura se modifica según su estado de actividad y su superficie 

presenta numerosas prolongaciones digitiformes. Los macrófagos activados tienen 

más prolongaciones de membrana, un mayor número de vacuolas, lisosomas, 

fagosomas y cuerpos residuales  (Manascero, 2003). En la literatura, los cambios 

observados han sido descritos como cambios morfológicos asociados al proceso 

de muerte celular, particularmente aquellos que afectan al núcleo, que pueden 

involucrar apoptosis, evidenciada por constricción celular, formación de 

protuberancias irregulares de la membrana celular y/o la presencia de cuerpos 
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apoptóticos; o pueden involucrar necrosis, reconocida por tumefacción y extenso 

daño a la membrana citoplasmática (Catelas et al., 2005; Xiao et al., 2020). Se ha 

estudiado el tipo de muerte celular producida por boldina en líneas celulares 

cancerígenas. Se ha visto que induce apoptosis en células de cáncer de mama y 

vejiga, además de la detención del ciclo celular durante la fase G2/M (Gerhardt D 

et al., 2013; Looi C. Y. et al., 2014). Existe además 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 

morfológicos anteriormente descritos coincidieron con reducciones crecientes en 

la viabilidad celular, evidenciables a 250 µg/ml, 500 µg/ml y 1000 µg/ml de boldina. 

Por el contrario, las concentraciones de boldina entre 0 y 100 µg/ml no afectaron la 

morfología ni la viabilidad celular. De este modo, se observó una la relación dosis-

dependiente, con una tendencia a la disminución de la viabilidad, al aumentar la 

concentración de boldina a partir de 250 µg/ml.  

 

En este estudio se observó toxicidad celular por medio del ensayo MTT a partir de 

200 µg/ml de boldina. En un modelo in vitro de macrófagos peritoneales de ratón 

infectados con Leishmania amazonensis y tratados con boldina en 

concentraciones de 50 a 600 µg/ml no se evidenciaron cambios relacionados con 

toxicidad celular. Más aún, la concentración más alta (600 µg/ml) demostró 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 macrófagos RAW 264.7 se utilizaron 3 

concentraciones diferentes de un preparado de boldo; en la más baja (1000 µg/ml) 

no se observó toxicidad, sin embargo, en las concentraciones mayores 10000 

µg/ml y 100000 µg/ml la citotoxicidad aumentó. En el mismo estudio, se observó 

que la estimulación con metanol al 5% tiene un potente efecto negativo en la 

viabilidad celular, el cual fue mitigado en la presencia de las concentraciones más 

altas del preparado de boldo (10000 y 100000 µg/ml), evidenciando un efecto 

citoprotector (Otero et al., 2022). Este efecto podría 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 oxígeno (ROS) en la célula, aumentando significativamente la 

citotoxicidad (Ke et al., 2014). Esto podría señalar que concentraciones de boldina 

más altas podrían ser utilizadas al someter a las células a estímulos dañinos 

como, por ejemplo, patobiontes orales. 

 
En línea con lo anterior, recientemente en un modelo murino de periodontitis 

experimental inducida por ligadura, la administración de boldina a través de 

alimentación forzada (10, 20, o 40 mg/kg) demostró una disminución dosis-

dependiente en el ARNm de IL-1β, IL-12, IFN-γ y TNF-α, reducción de la pérdida 

ósea alveolar y modulación de la razón Th17/Treg (Cafferata et al., 2020). Se ha 

evidenciado que los macrófagos humanos presentan fenotipos con variada 

plasticidad y diversidad que pueden modificar los patrones de diferenciación 

linfocitarios (Oishi & Manabe, 2018). Sin embargo, se desconoce el efecto de 

boldina sobre la diferenciación de macrófagos. En la actualidad, el tratamiento 

coadyuvante de las enfermedades orales inflamatorias se basa en el uso de 

adyuvantes químicos como colutorios de clorhexidina, cloruro de cetilpiridinio en el 

caso de periodontitis, e irrigación y medicación intracanal para las periodontitis 

apicales. La boldina corresponde a un fitofármaco con potencial terapéutico a ser 

utilizado en estas etapas claves del tratamiento periodontal y endodóntico por sus 

notables propiedades antiinflamatorias y osteoprotectoras, demostradas en los 

modelos animales.  

 

Aun así, actualmente el mecanismo de acción antiinflamatoria de la boldina es 

desconocido. Al respecto, se ha reportado que boldina inhibe la expresión de p65-

NF-κB en modelo murino con colitis inducida por dextrano sulfato de sodio (DSS) y 

en macrófagos de la línea celular RAW 264.7 estimulados con LPS, suprimiendo 

la fosforilación/degradación IκBα y bloqueando la translocación de p65-NF-κB 

(Pandurangan et al., 2016). Asimismo, se ha descrito que boldina es capaz de 

regular la expresión de citoquinas inflamatorias a través de la inhibición de las vías 

de señalización p-JAK2 y p-STAT3 en macrófagos; y al ser administrada en 
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conjunto con reticulina, es capaz de inhibir las vías 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 función 

celular al aumentar la permeabilidad de las células (Hernández-Salinas et al., 

2013). A través del bloqueo de estos hemicanales (Cx43 y Cx45), boldina 

prevendría la activación de una vía de señalización intracelular dependiente de 

JNK que promueve la expresión 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 sí, conservando la 

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

 

Por otra parte, estudios sugieren que existe afinidad entre boldina y receptores 

ionotrópicos. La función deteriorada del receptor 5-HT3 probablemente esté 

involucrada en la patogenia de los trastornos gastrointestinales funcionales; 

mientras que los antagonistas del receptor 5-HT3 son tratamientos efectivos para 

las náuseas y vómitos inducidos por quimioterapia y el síndrome de colon irritable. 

Boldina inhibe la activación inducida por 5-HT de los receptores 5-HT3 mostrando 

actividad como antagonista competitivo de los receptores 5-HT3A y 5-HT3AB 

(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 podría contribuir a sus efectos sobre el sistema nervioso 

central (Chung et al., 2009). Mas aún, se ha descrito que la modificación de la 

molécula de boldina mejora su afinidad por receptores dopaminérgicos en modelo 

en ratas. Los resultados mostraron que la halogenación de la posición 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 vía oral en ratas es absorbida y luego eliminada rápidamente 
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(Cermanova et al., 2016); de modo similar, su vida media también es corta luego 

de ser administrada por vía intravenosa (Zeng et al., 2014). Estas limitaciones han 

sido abordadas con cierto grado de éxito a través de modificaciones 

farmacológicas y relacionadas a la nanotecnología (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 

administración oral, se ha encontrado principalmente en hígado, en menor 

cantidad en riñones y en aún menor concentración en otros órganos; su 

biodisponibilidad se ha visto significativamente aumentadas al ser administrado en 

forma de nanopartículas (Mondal et al., 2020). No obstante, para un posible uso 

como fitofármaco en odontología es necesario considerar que la forma de 

administración es principalmente tópica y el mecanismo de acción local al sitio de 

aplicación. 

 

Otra interrogante que aún no tiene respuesta es el mecanismo por el cual boldina 

ingresa a la célula. Existe evidencia de que boldina se disuelve fácilmente en 

etanol y otros solventes orgánicos, sin embargo, es poco soluble en agua. 

Además, es capaz de formar variadas sales dentro de las cuales el clorhidrato es 

posiblemente la más común y posee buena solubilidad en agua (Cassels et al., 

2021). Estas características podrían esclarecer el mecanismo de ingreso de 

boldina a la célula, al ser una molécula pequeña y soluble en solventes orgánicos 

podría difundir a través de la membrana citoplasmática. 

 

En resumen, en el presente estudio se identificó el rango de concentración seguro 

para el uso terapéutico de boldina en macrófagos humanos. El uso de este posible 

fitofármaco podría ampliar el horizonte para el tratamiento, pronóstico y control de 

patologías orales inflamatorias crónicas en seres humanos. 
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CONCLUSIONES 

 
El uso de boldina en concentraciones iguales o menores a 100 µg/ml en 

macrófagos humanos podría considerarse inocuo sobre la base de los parámetros 

de morfología, viabilidad y citotoxicidad. La exposición a boldina en 

concentraciones ≥ 200 µg/ml puede tener un efecto citotóxico dosis-dependiente.   
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