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RESUMEN

Objetivos. Evaluar el efecto antiinflamatorio de la fraccién flavonoide de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling sobre leucocitos
de pacientes con artritis reumatoide (AR). Materiales y métodos. Se recolectaron plantas de la especie Lepechinia meyenii
(Walp.) Epling extrayendo diferentes fracciones flavonoides por cromatografia de columna y de capa fina. Se evalud la
produccién de anion superdxido mediante la técnica de ensayo reduccién nitroblue tetrazolium, en neutréfilos obtenidos de
sangre de pacientes con AR, separados en tres grupos: control negativo, que consistié de neutrdfilos (5x10° células), control
positivo, formado por neutréfilos activados con PMA (phorbol myristate acetate) (150 ng/mL) y los tratamientos, formados
por neutrdfilos activados y tratados con diferentes concentraciones de la fraccion flavonoide LM8 (60, 120 y 180 ug/mL). La
expresion de genes proinflamatorios se estudié por RTqPCR, en leucocitos mononucleares obtenidos de pacientes con AR
separados en tres grupos: control negativo, que consistié de leucocitos mononucleares (5x10° células), control positivo formado
por leucocitos mononucleares activados con fitohemaglutinina (PHA) (150 ug/mL) y el tratamiento formado por leucocitos
mononucleares activados y tratados con la fraccion flavonoide LM8 (120 ug/mL). Resultados. Se purificaron varias fracciones
flavonoides, resultando la fraccion LM8 con el mejor efecto inmunomodulador. Dicha fraccién disminuy6 la produccion de
anion superoxido en una manera dependiente de la concentracion. Por otro lado, disminuy6 la expresion de TNFa, IL8 e IL17
en leucocitos mononucleares Conclusiones. Estos resultados son alentadores respecto al efecto inmunomodulador de esta
planta medicinal peruana y justifican continuar su estudio para una posible aplicacion clinica.

Palabras Claves: Leucocitos; Neutrofilos; Flavonoide; Inmunomodulador; Salvia; Artritis reumatoide. (fuente: DeCS BIREME).

ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF THE FLAVONOID FRACTION OF
Lepechinia meyenii (Walp.) Epling (SAGE) ON LEUKOCYTES OF PATIENTS WITH
RHEUMATOID ARTHRITIS

ABSTRACT

Objectives. to assess the anti-inflammatory effect of the flavonoid fraction of Lepechinia meyenii (Walp.) Epling on leukocytes of
patients with rheumatoid arthritis (RA). Materials and Methods. Plants of the species Lepechinia meyenii (Walp.) Epling were
collected and then different flavonoid fractions were extracted by column and thin layer chromatography. The superoxide anion
production was evaluated by means of the reduction of nitroblue tetrazolium assay technique in neutrophils obtained from the
blood of patients with RA, divided into three groups: negative control, which consisted of neutrophils (5x10° cells); positive control,
made up of PMA (phorbol myristate acetate)-activated neutrophils (150 ng/mL), and the treatments, comprised of neutrophils
activated and treated with different concentrations of the flavonoid fraction LM8 (60, 120, and 180 ug/mL). The expression of pro-
inflammatory genes was studied by RTgPCR in mononuclear leukocytes obtained from patients with RA, divided into three groups:
negative control, which consisted of mononuclear leukocytes (5x10° cells); positive control, made up of phytohaemagglutinin
(PHA) (150 ug/ml)-activated mononuclear leukocytes, and the treatment, comprised of mononuclear leukocytes activated and
treated with the flavonoid fraction LM8 (120 ug/mL ). Results. Several flavonoid fractions were purified, with fraction LM8 showing
the best immunomodulating effect. Said fraction diminished the superoxide anion production dependent on concentration. On the
other hand, it diminished the expression of TNFa, IL8, and IL17 in mononuclear leukocytes. Conclusions. These results are
encouraging in terms of the immunomodulating effect of this Peruvian medicinal plant and justify the continuation of their study
for a potential clinical application.
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INTRODUCCION

En la medicina tradicional son utilizadas diferentes especies
del género Lepichinia, como antidiabético, emenagogo,
abortivo y para el tratamiento de tumores uterinos (.
En el caso de la especie Lepechinia meyeni (Walp.) es
utilizada como digestivo, carminativo, para el tratamiento
de bronquitis, alteracién del ciclo menstrual y tratamiento
de heridas @9,

En esta especie se ha identificado compuestos polifendlicos
como el carnosol, acido ursélico, diosmetina, acido cafeico
y acido 2-hidroxicafeico, reportandose una excelente
actividad antioxidante debida principalmente al acido
2-hidroxicafeico y al carnosol “.

Igualmente se ha identificado derivados de flavonas como
naringenina, derivados de acido hidroxicinamico como
el acido cumarico y acido clorogénico, demostrandose
que las hojas de L.meyeni tienen una elevada actividad
antioxidante ¢

Los compuestos polifendlicos incluyen una gran variedad
de flavonoides que son abundantes en frutas, verduras,
semillas y bebidas (t¢ y vinos) y son referidos como
nutrientes semiesenciales en humanos. Los efectos
beneficios de los flavonoides han sido atribuidos a sus
propiedades antioxidantes y antinflamatorias ™. Estudios
epidemiolégicos han demostrado que poblaciones que
consumen alimentos ricos en polifenoles tienen baja
incidencia de enfermedades inflamatorias ©.

Una de las principales enfermedades que implica un
proceso inflamatorio es la artritis reumatoide (AR) © donde
se ha descrito que hay una inflamacién de la sinovia por
los siguientes agentes: Macroéfagos, que actian mediante
la secrecién de citoquinas (Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNFa), Interleucina 1, etc.), especies reactivas del oxigeno
y de nitrégeno; derivados del acido araquidénico, fagocitosis
y presentacion de antigenos ©). Otra célula muy importante
son los linfocitos T colaboradores 17 (LTh17) un subtipo
de linfocitos T que producen interleucina 17A (IL17A), 17F,
21, 22 y TNFa, contribuyendo con el proceso inflamatorio
(101, Por ultimo, estan los neutrdfilos que favorecen a la
sinovitis, por medio de produccion de radicales libres,
prostaglandinas y proteasas (1.

En la actualidad el tratamiento de la AR implica el uso de
anti-inflamatorios no esteroideos (AINE) inhibiendo
la produccion de prostaglandinas, el metrotexate
disminuyendo la proliferacién de leucocitos hasta la terapia
biolégica contra la IL1y el TNFa ('3, Sin embargo, a pesar
de las terapias que se tienen, muchos pacientes desarrollan
complicaciones, por lo que es pertinente la busqueda de
nuevas formas de tratamiento (131517,

Un area de interés es la busqueda de nuevas alternativas
de tratamiento, mediante la investigacién de principios
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Motivacion para realizar el estudio. Lepechinia meyenii también
llamada salvia andina, podria tener efectos antiinflamatorios
mediado por la regulacion de moléculas como las especies reactivas
de oxigeno y genes proinflamatorios.

Principales hallazgos. La fraccién flavonoide LM8 purificada a partir
de Lepechinia meyenii tuvo un efecto antiinflamatorio, reduciendo la
produccién de anién superdxido en neutréfilos activados asi como
disminuyendo la expresion de citoquinas proinflamatorias tales
como TNFa, IL8 e IL17 en leucocitos mononucleares de sangre
periférica de pacientes con artritis reumatoidea.

Implicancias. El tratamiento de la artritis reumatoide implica el
uso de anti-inflamatorios no esteroideos, a pesar de las terapias
existentes muchos pacientes desarrollan complicaciones, por lo que
es pertinente la busqueda de nuevas formas de tratamiento para una
posible aplicacién clinica.

activos de diversas plantas que han demostrado tener
efectividad in vitro como antioxidantes o disminuyendo
la expresién génica de proteinas relacionadas a la
patogénesis de la enfermedad ("18'9, E| Perll posee una
alta diversidad vegetal y representa una fuente importante
para el descubrimiento de nuevas variedades de plantas
para el tratamiento de AR, siendo una de ellas, Lepechinia
meyenii (Walp.) Epling, también llamada salvia andina ?°.
Si bien, se ha reportado estudios sobre la composicion
quimica y actividad antioxidante de esta especie, existe
escasa informacién del efecto antiinflamatorio mediado por
la regulacién de moleculas inflamatorios como las especies
reactivas de oxigeno y genes proinflamatorios.

Considerando lo mencionado anteriormente, el objetivo del
presente estudio fue determinar el efecto antiinflamatorio
de la fraccion flavonoide de Lepechinia meyenii (Walp.)
Epling en leucocitos sanguineos de pacientes con artritis
reumatoide.

MATERIALES Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Se recolectaron plantas de la especie Lepechinia meyenii
(Walp.) Epling a partir de la cual se separaron diferentes
fracciones flavonoides por cromatografia de columna y
de capa fina, eligiendo a la fraccion LM8 para realizar las
pruebas de actividad bioldgica.

Para la evaluacién de la produccién de anion superoxido, se
purificaron neutrdéfilos a partir de sangre entera de pacientes
con artritis reumatoide, los cuales fueron separados en tres
grupos: el control negativo, que consistié de neutréfilos
(5x10° células/pozo), el control positivo formado por
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neutrofilos activados con PMA (phorbol myristate acetate)
(150 ng/mL) y los tratamientos formados por neutrdfilos
activados y tratados con diferentes concentraciones de la
fraccion flavonoide LM8 (60, 120 y 180 ug/mL).

Para la evaluacion de la expresion génica de genes
proinflamatorios, se realiz6 la purificacion de leucocitos-
mononucleares a partir de sangre entera de pacientes
con artritis reumatoide, las que fueron cultivadas en medio
RPMI1640 y separados en tres grupos: un primer grupo
control negativo que consistié de leucocitos mononucleares
(5 x 10° células/pozo), el control positivo formado por
leucocitos mononucleares activados con fitohemaglutinina
(150 ug/mL) y el tratamiento formado por leucocitos
mononucleares activados y tratados con la fraccién
flavonoide LM8 a una concentracién de 120 ug/mL.

RECOLECCION Y CLASIFICACION TAXONOMICA DE
LA ESPECIE VEGETAL

La especie fue obtenida del Centro Poblado Jallihuaya, distrito
Salcedo, provincia Puno, departamento Puno, ubicado
en las siguientes coordenadas geograficas: 15°50'36"S
70°01"25". El proceso implicé la colecta de plantas basadas
en sus caracteristicas botanicas como forma, color de hoja,
y tamafio de la planta. La recoleccion se realizé utilizando
prensas botanicas, tijeras y bolsas. Los especimenes fueron
depositados en el Herbario de la Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa (HUSA), para la correspondiente
clasificacion taxonomica. La clasificacion taxondmica de las
especies vegetales recolectadas fue llevada a cabo por una
bidloga certificada, basado en las caracteristicas fenotipicas
de cada especie y utilizando una clave taxonémica @,

PREPARACION DEL EXTRACTO

Luego de la recoleccién de la especie vegetal, se separaron
las hojas y se lavaron con agua destilada. La muestra
vegetal (hojas) fueron rapidamente congeladas
sumergiéndolas en nitrogeno liquido, las que fueron
reducidas a polvo fino usando un mortero. A partir de esta
muestra pulverizada se realizé la extraccién con metanol,
durante 15 minutos a temperatura ambiente (25 °C)
utilizando un agitador magnético, luego fue centrifugada
a 5000 rpm por cinco minutos y el sobrenadante obtenido
fue transferido a un tubo Eppendorfy secado por completo
en una estufa a 40 °C @223,

OBTENCION DE LA FRACCION FLAVONOIDE POR
CROMATOGRAFIA

CROMATOGRAFIA DE COLUMNA
La columna fue empacada con silica gel G-60, y la elusién

se realiz6é en gradiente utilizando solventes como acetato
de etilo y metanol en las siguientes proporciones: 100% de

acetato de etilo , acetato de etilo metanol 75/25 v/v, acetato
de etilo metanol 50/50 v/v , metanol 100%, Los eluatos
fueron concentrados y secados a temperatura de 40°C @4,

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Se hizo el seguimiento de las fracciones eluidas por
cromatografia en capa fina. Se prepard la camara
cromatografica conteniendo fase mévil acetato de etilo/
metanol/ agua (6: 4: 2 v/v). Fueron visualizados con lampara
ultravioleta de 365 nm, se seleccionaron la fracciones de
color azul que fueron eluidas con el 100 % de acetato de
etilo, seguidamente se realizaron las pruebas biolégicas ©.

PACIENTES Y OBTENCION DE MUESTRAS

El estudio se realiz6 de acuerdo a las normas éticas
concordantes con la Declaracion de Helsinki (actualizada
al 2013), fue aprobado por el Comité Institucional de
Etica de la Investigacion de la Universidad Catdlica de
Santa Maria (UCSM) (Dictamen numero 2017-10) y fue
obtenido el consentimiento informado por escrito de todos
los participantes. Entre los criterios de inclusion se tomo
en cuenta a pacientes con artritis de reciente diagnostico
sin tratamiento previo, de sexo femenino y mayores de
18 arios. Los criterios de exclusion fueron: pacientes que
hayan recibido algun tipo de tratamiento contra la AR, con
diagnostico de otras enfermedades autoinmunes y que
presenten mas de dos comorbilidades. Se obtuvo 15 mL
de sangre venosa de pacientes con artritis reumatoide
activa, diagnosticados por médico especialista del Hospital
Regional Honorio Delgado de Arequipa.

AISLAMIENTO Y CULTIVO CELULAR

El aislamiento de los neutréfilos y de los leucocitos
mononucleares se realizé utilizando dextrano (3 %) seguido
de una centrifugacién en gradiente de densidad con Ficoll.
Ambos tipos celulares se cultivaron en medio RPMI1640
(Invitrogen) suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(Gibco) y 1 % con penicilina estreptomicina (Invitrogen) a
una densidad de 5 x 10° células/ml en placas de cultivo
Coastar de 24 pozos a 37 °C y 5 % de CO2 @9,

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ANION
SUPEROXIDO (ENSAYO DE REDUCCION NBT
NITROBLUE TETRAZOLIUM)

Se prepararon tres grupos, el control negativo, que
consistié de neutrdfilos (5 x 10° células /pozo), el control
positivo formado por neutrdfilos activados con PMA
(phorbol myristate acetate) (150 ng/mL) y los tratamientos
formados por neutréfilos activados tratados con diferentes
concentraciones de la fraccion flavonoide LM8 (60, 120 y
180 ug/mL) ,estos grupos fueron incubados en RPMI 1640
a 37 °C y fue adicionado 100 uL de solucién de NBT (1
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mg/mL) a todos los grupos, para determinar la produccion
de anién superdxido. Terminada la incubacion se realizé
una centrifugacion a 15 000 rpm por dos minutos, luego
los sobrenadantes fueron removidos y el “pellet’ celular
fue lavado dos veces con metanol al 70 % para luego ser
solubilizado con 200 uL de DMSO (dimetilsulféxido) y 200 uL
de hidréxido de potasio (KOH) para disolver el precipitado
de NBT; esta reaccion se llevé a cabo en oscuridad porque
la luz puede desnaturalizar el reactivo. La magnitud de
reduccion del NBT fue cuantificada por espectrofotometria
a 570 nm @29,

EVALUACION DE LA EXPRESION GENICA

La evaluacion de la expresion génica, se realizd en
leucocitos mononucleares los que fueron cultivadas en
medio RPMI1640 y separados en tres grupos; un primer
grupo de control negativo que consiti6 de leucocitos
mononucleares (5 x 105 cel/pozo), el control positivo
formado por leucocitos mononucleares activados con
fitohemaglutinina (PHA) (150 ug/mL) y los tratamientos
formados por leucocitos mononucleares activados tratados
con la fraccion flavonoide LM8, a una concentracion de 120
ug/mL @9,

EXTRACCION DE RNA Y RT-QPCR

Los niveles de expresion de RNAm fueron medidos por
RT-PCR. El RNA total se aislé usando el reactivo TRIzol
(ThermoFisher) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La transcripcion reversa de RNA a cDNA se
hizo utilizando el kit SuperScript Ill Reverse Transcriptase
(ThermoFisher) de acuerdo a las instrucciones del
proveedor. Para la preparacion de la PCR se utilizo el kit
Platinum PCR Supermix (ThermoFisher) y la reaccion se
realiz6 en el termociclador Mastercycler pro (Eppendorf)
para la amplificacion de los genes INF gamma, TNF-
alfa, IL-17 e IL-8 y como gen house keeping se utiliz6 la
beta actina. La secuencia de los primers utilizados fue la
siguiente: INF gamma R: 5'- tag ctg ctg gcg aca gtt ca-3';
F:5°- aaa aat aat gca gag cca aat tg -3'; TNF-alfa R: 5" -ggt
gtg gat gag gag cac at- 3'; F: 5° - cga gtg aca agc ctg tag
c-3';IL-17 R: 5" - aga ttt agt ccg aaa tga ggc tg 3'; F: 5°- tca
acc cga ttg tcc acc at- 37; IL8 R: §'- ttg gca gcec ttc ctg att tc
-3'F: 5- aac ttc tcc aca acc ctc tg -3°.

Las condiciones para la amplificacién por PCR fueron;
desnaturalizacion 95°C por dos minutos seguidos de
40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos,
hibridacion de 55°C por 30 segundos, y extension a 72°C
por un minuto, con un volumen total por muestra de 35 uL.
Para el andlisis de la cuantificacién comparativa del PCR
en tiempo real se uso6 el método delta delta Ct' (AACt) %
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de anion superoxido fueron analizados por
un ANOVA, con una prueba de especificidad de Tukey. Para
los resultados de RTqPCR, se realiz6 el analisis estadistico
usando la prueba de T de student. Todas las pruebas se
realizaron por triplicado y se consideré una significancia
estadistica si p<0,05. El analisis se realizd utilizando el
programa SPSS ver. 21.

RESULTADOS

OBTENCION DE LA FRACCION FLAVONOIDE

Luego de realizar la cromatografia de columna se obtuvieron
40 fracciones a partir del extracto metandlico de Lepechinia
meyenii (Walp.) Epling rotuladas con el cédigo LM. Dichas
fracciones fueron analizadas por cromatografia en capa
fina y visualizadas con luz ultravioleta para la identificacion
de los flavonoides

En la Figura 1 se muestra el resultado de cromatografia
de capa fina correspondiente a un cromatograma
representativo de cuatro fracciones, eluidas a partir de la
fase movil acetato de etilo 100% (LM2,3,4 y 8), donde
se aprecia que la fraccién LM8 presenta una fluorescencia
azul correspondiente a una fraccion flavonoide pura sin
presencia de otra fluorescencia contaminante. Esta fraccién
resultd mas eficaz para la reducciéon de especies reactivas
de oxigeno y fue utilizada en las siguientes pruebas.

INHIBICION DE LA PRODUCCION DE ANION
SUPEROXIDO

En la Figura 2, se muestran los resultados de produccion de
anién superdxido en neutrofilos activados con PMAYy tratados
con diferentes concentraciones de la fraccion LM8 (60,120
y 180 ug/mL). Los resultados muestran la concentracion

Figura 1. Cromatografia de capa fina de cuatro fracciones
obtenidas por separacién en cromatografia de columna diluidas con
fase movil acetato de etilo 100% (LM 2,3,4 y 8).
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Figura 2. Efecto de la fraccion flavonoide LM8 sobre la
produccion de anion superdxido en neutrdéfilos activados
con phorbol myristate acetate (PMA) (p<0,008)

de anién superoxido expresada en absorbancias (Abs), se
observa que la fraccion LM8 produjo una disminucién en la
concentracién de anion superoxido en un 32,4 %, 37,6 %
y 70,5 % para las concentraciones de 60, 120 y 180 ug/
mL respectivamente, en una manera dependiente de la
concentracién, resultando significativo, (ANOVA, p<0,008)
para la concentracion de 180 ug/mL.
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REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES
PROINFLAMATORIOS

En la Figura 3 , se muestra los resultados de la expresién
de genes proinflamatorios en leucocitos mononucleares
activados con PHA y tratados con la fraccion flavonoide
LM8. Se observa que la fraccion LM8 disminuyo
significativamente la expresién de TNFa en un 87,8 %
(p<0,002), IL8 en un 47,7 % (p=0,003) y de IL17 en un 50,1 %
(p=0,001) respecto a las células tratadas so6lo con PHA.
Por otro lado, la fraccion LM8 provocd un incremento en
la expresion de IFNy en un 23,4 % respecto a las células
tratadas solo con PHA (p=0,11).

DISCUSION

En este estudio se ha purificado y evaluado la actividad
antinflamatoria de la fraccion flavonoide (LM8), aislada
a partir del extracto metandlico de hojas de Lepechinia
meyenii (Walp.) Epling (salvia andina) en leucocitos de
pacientes con AR. Durante el progreso de la inflamacion
los neutrdfilos participan activamente en las respuestas
inflamatorias a través de la liberacién de citoquinas y
mediadores proinflamatorios ®. Se ha demostrado que
mediadores inflamatorios de especies reactivas de oxigeno
(ROS), como el anién superoxido (0O2-), juegan un rol clave
en la patogénesis de muchas enfermedades inflamatorias
crénicas y agudas. Igualmente se ha reportado que
las especies reactivas de oxigeno estimulan distintas
actividades celulares como la secreciéon de citoquinas y
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Figura 3. Niveles de expresion del RNAm de genes proinflamatorios: A) TNFa (Valor p=0,002), B) IL8 (Valor p=0,003),
C) IL17 (Valor p=0,001) y D) IFNy (Valor p=0,110), en leucocitos mononucleares activados con fitohemaglutinina (PHA)

y tratadas con la fraccion flavonoide LM8
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proliferacion celular, mientras que concentraciones elevadas
pueden inducir dafio y muerte celular ®. Considerando que
las especies reactivas de oxigeno como el O2- juegan un
rol critico en un tipo de enfermedad inflamatoria crénica
como la artritis reumatoide, se estudio el efecto de la fraccion
flavonoide LM8, sobre la produccion de anion superdxido
02- en neutrdfilos activados.

El tratamiento de los neutrdfilos con la fraccion LM8
redujo la produccién de O2- en una manera dependiente
de la concentracion. Recientes estudios han demostrado
que un extracto soluble lipidico de ginsen rojo y de Salvia
miltiorrhiza mostraron actividad antiinflamatoria a través de
la disminucién en la produccion de ROS ©. Igualmente se
ha reportado que otros componentes derivados de algunas
plantas como curcumina, resveratrol e isoflavonas, ejercen
actividad antiinflamatoria inhibiendo la produccion de ROS,
asi como la activacion de iNOS y COX en diferentes tipos
celulares ©.

Las enfermedades inflamatorias se caracterizan entre otros
eventos por la produccion de cantidades significativas de
radicales libres, asi como de citoquinas proinflamatorias
tales como TNFa, IL1, IL17, IL8, INF gamma ®. Los
resultados obtenidos demuestran que la fraccion LMS,
disminuyo la expresion de TNFa, IL8 e IL17 en células
mononucleares activadas con fitohemaglutinina (PHA).
Una excesiva produccion de citoquinas puede ser inducida
por estimulos inflamatorios como el PHA en células
mononucleares, lo cual incrementa la respuesta inmune
simulando una inflamacion 83039, En este sentido la
inhibicién de citoquinas proinflamatorias ha sido identificada
como un blanco para terapias antiinflamatorias avalando
nuestros resultados de que la fraccion LM8 posee una
actividad antiinflamatoria inhibiendo la expresién del TNFa
e IL8 en células mononucleares @9,

Por otro lado, la fraccion LM8 incrementé la expresion de
interferon gama (IFNy). Del mismo modo, se ha reportado
que la quercetina incrementé la produccion de IFNy e inhibid
la produccion de IL4 en células mononucleares de sangre
periférica ®. Marchi et al. demostrd que el IFNy protege
del dafio estructural en artritis experimental, regulando el
influjo de neutréfilos hacia las articulaciones dafiadas .
Igualmente, en estudios in vitro usando sinoviocitos, el
IFNy modulé la produccién de TNFa, IL-1B provocando
una disminucion de IL-8. Algunos reportes indican una
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