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RESUMEN: Berberis darwiniiHook es una especie que habita el sur de Chile y la Patagonia, utilizada por la etnia mapuche para
el tratamiento de procesos inflamatorios, estados febriles y dolor de estomacal. El propésito del siguiente estudioifueitvdhsr
propiedades del extracto total y de alcaloides de raiz darwinii sobre viabilidad celular y la translocacion del factor nuclear NF-kB
en linea celular RAW 264.7. Se observé que los extractos no afectan negativamente la viabilidad en las células e inhitsiaacian
del factor nuclear NF-kB asociado a la modulacion de la inflamacion solo frente al extracto total. Estos resultadosquoeéid&rian
darwinii podria inhibir algunos mecanismos especificos de la defensa celular al modular la translocacién de NF- kB.
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INTRODUCCION

El estudio de compuestos con actividadHoffmann, 1982; Silva, 2010). Es un arbusto lefioso, es-
farmacoldgica sobre el sistema inmune es de gran inteP#30s0, con flores de color amarillo y su fruto es una baya
por su potencial terapéutico en el tratamiento de difere@ie color azul oscuro (Hoffmann). Esta especie ha sido uti-
tes patologias asociadas a inflamacion. Entre ellas pofiéada por la etnia Mapuche, para tefiir lana y piezas de
mos destacar esclerosis maltiple, artritis reumatoidalfareria, y como planta medicinal en caso de fiebre, infla-
displasia de cadera, entre otras, siendo cada vez mas f@ciony dolores estomacales (Houghton & Manby, 1985).
cuentes (Gautam & Jachak, 2009). Estas patologias gelgte arbusto presenta tanto en tallos, frutos, hojas y raices
ralmente son tratadas con corticosteroides §iversos tipos de fitoquimicos, destacandose la presencia
antinflamatorios no esteroidales (AINES), los cuales gée diversos alcaloides y polifenoles (Hoffmann; Muéibz
neran diversos efectos adversos a nivel digestivo, hepa@fi- 2001). A pesar de sus diversos usos en la medicina
co y renal (Ortega Hernandez-Agero, 2006). En la corigadicional del pueblo Mapuche y los amplios beneficios
tante busqueda de nuevos farmacos con actividad ag@bre la salud huama ya descritos para este genero, su ac-
inflamatoria, los productos naturales nos brindan una grélyidad biol6gica no ha sido descrita totalmente. El prop6si-
diversidad de fitoquimicos, con un gran potencial biol6gto del siguiente trabajo, fue evaluaritro el efecto de ex-
co (Gémez Estradet al, 2011). Dentro de estas especieffactos metandlicos y de alcaloides obtenidos a partir de rai-
encontramos Berberis darwiniiHook, perteneciente a la c€s deB. darwiniisobre la linea celular RAW 264.7 activa-
familia Berberidaceae y al género Berberis, conocida céas con lipopolisacéaridos sobre la viabilidad celular y la in-
mUnmente como Michay. Esta especie nativa habita el §ipicion de la translocacion del factor de transcripcion NF-
de Chile, desde la provincia de Nuble hasta la Patagokf asociado a la modulacion del proceso inflamatorio.
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MATERIAL Y METODO Evaluacion de la citotoxicidad celular por citometria

de flujo. Para estimar el efecto de los extractos sobre la

viabilidad celular se realizé la tincion con yoduro de
Material vegetal. Se utilizaron raices de Berberis darwiniipropidio (Pl) (0,5 mg/mL) para ser evaluados por
recolectadas durante los meses de enero y febrero del 2@itémetria de flujo. Para ello se prepararon cultivos de cé-
en la localidad de Trakura, a 20 km de Icalma, en la priodas (2x105 cel/mL) en medio RPMI-1640 suplementa-
vincia de Cautin, Region de la Araucania, Chile (Altituddo. Los cultivos se incubaron por 1 hora con los extractos
1298 (m.s.n.m.); GPS: -380.869', -7129.258"). EI ma- metandlicos y de alcaloides (u#/mL a 10ug/mL). Pa-
terial vegetal fue transportado en condiciones de friosado este tiempo, las células fueron recuperadas mediante
oscuridad. Las raices fueron trozadas, lavadas con agaspaje suave, centrifugadas (700 g) y resuspendidas en
destilada, y secadas durante 4 dias a 40 °C en oscuridaffer fosfato salino (PBS) 1X, e incubadas con 1 mL de
para ser pulverizadas. La identificacion taxonémica fuel durante 5 min antes de leer las muestras. La fluorescen-
realizada por el Mg. Rubén Carrillo, Botanico de la Facutia fue detectada utilizando un citémetro de flujo
tad de Ciencias Agropecuarias y Forestales de la UnivEACSCalibur (Becton Dickinson, CA, EEUU) equipado
sidad de La Frontera. También se archivaron algunos ejeton Optica estandar. Las células fueron excitadas con un
plares deBerberis darwiniien el Herbario Facultad de laser argén de longitud de onda de 488 nm, empleando
Ciencias Agropecuarias y Forestales de la Universidad 8@0.000 células como minimo en cada analisis. Los datos
La Frontera bajo el cédigo UFRO 300. fueron trabajados en escala logaritmica y analizados utili-

zando el software Cell-Quest Pro (Becton Dickinson, CA,

EEUU).
Preparacion de extractos metandlicos y alcaloides de
B. darwinii. Se utilizé 1 g de la muestra seca de raiz en Hyaluacion de la distribucion nuclear/citoplasmética
mL de metanol absoluto (3x) (grado analitico, Merck), lade NF-kB. Para el analisis de NF-kB se realizd una sus-
gue se sometieron a sonicacion, en un bafio ultrasénpension celular (2x107cel/mL) sobre un portaobjeto con
(Elmasonic, E 60H) durante 20 min &0. A continua- medio RPMI-1640 suplementado, activados con LPS (100
cion, se centrifugaron, filtraron con papel Whatman N°rdg/mL) y tratados con extracto total y de alcaloides du-
y concentradas a presion reducida (BUCHI R-210) a purante 1 hora. Finalizado el periodo de incubacion, los cul-
to de ebullicion de 40 °C. Las muestras para obtencionties fueron lavados 3 veces con PBS 1x durante 1 min
alcaloides fueron resuspendidas en 20 mL de agua HPt&ta uno. A continuacion, las células fueron fijadas con
(Merck), en fase acuosa fueron basificadas hasta pH rh2tanol 100 % durante 2 min y se secaron a temperatura
con HCI 1 M, y llevadas a un embudo de decantacion. 8mbiente durante 5 min. Para la deteccién
adicionaron 10 mL de CHCI3, recuperando la fasemunocitoquimica se utilizé el kit R.T.U Vectastain Uni-
cloroférmica, este proceso se repitio hasta extraer todarsal ABC Kit (Vector Lab, N° catalogo Cat PK-7200)
los alcaloides desde la fase acuosa hacia el extractm inmunoreactividad del 2° anticuerpo Anti-Mouse IgG
cloroférmico, para esto se realizaron evaluaciones enyl@nti-Rabbit IgG, con modificaciones en el protocolo. A
fase cloroférmica mediante cromatografia en capa finacgntinuacion, las células fueron incubadas con el anticuer-
con el reactivo de Dragendorff. El contenido de alcaloid@® primario anti-NFkB p65 (ThermoScientific) (1:250),
fue concentrado, eliminando el solvente mediante wurante toda la noche a 37 °C en camara hiumeda. Luego
rotavapor (HiTech, RE-52), con una temperatura &40 se elimind el exceso de anticuerpo realizando 3 lavados
y presion controlada. El concentrado fue masadocpn PBS 1x por 5 min, para luego aplicar el anticuerpo
resuspendido en 1 mL de Dimetilsulfoxido (DMSO).  secundario AlexaFLuor 488 (1:250), por 30 min £37

en camara humeda. Se realizaron tres lavados con PBS 1x
Linea celular, cultivo y tratamientos. Para los estudios por 5 min, para finalizar con el medio de montaje DAPI.
in vitro, se utilizd la linea celular de macréfagos murindsas imagenes fueron captadas con el microscopio Confocal
RAW 264.7 (ATCC, USA). Las células se cultivaron etéser de barrido (CLSM) Olympus Fluoview 1000, la emi-
medio RPMI 1640 suplementado con 10 % de suero fesdn de fluorescencia se registré a excitacion / emision de
bovino y 0,1 % de penicilina/estreptomicina/anfotericind88/525 nm.
B. a 37°C con 5 % CO2 en cadmara humedad. Las células
se cosecharon mediante un raspado ligero, cuando seAmalisis estadistico.Para determinar si existen diferen-
contraban con una confluencia sobre el 75 %. Los tratdas significativas entre las muestras, se realiz6 ANOVA
mientos con extracto total y de alcaloides se realizarorda un factor y la prueba de comprobaciéon de Dunnett’'s
concentraciones de 0,1, 1, ydd@mL durante 1 hora para con un nivel de significancia del 95 %. Para el analisis
todos los ensayos. estadistico se utilizé el programa Prisma 5.0 (GraphPad).
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RESULTADOS

Evaluacion de citotoxicidad del extracto total y de poseen efectos de baja toxicidad en el rango de las concen-
alcaloides.La evaluacion de citotoxicidad de los extractograciones evaluadas sobre las células, presentando valores
sobre la linea celular RAW 264.7, indico que los extractasmilares al control sin extracto (Figs. 1y 2).
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Fig. 1. Dot plots del analisis por citometria de flujo de celulas RAW 264.7 tefiidas con Pl y tratadas
con extracto metanolico total y extracto de alcaloides de ra& drwinii. A) Niveles de
autofluorescencia de la poblacién celular en estudio; B) Control de células sin tratamiento; C)
Células con 0.1 mg/mL de extracto metandlico total; D) Células con 10 mg/mL de extracto
metandlico total; E) Células con 0,1 mg/mL de extracto de alcaloides; F) Células con 10 mg/mL de
extracto de alcaloides.
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Evaluacion de la translocacion de NF-kBEI andlisis de 100+
NF-kB mediante inmunofluorescencia, indico la presencia
del complejo proteico en todas las células fagociticas pre-  80-
sentes en los cultivos. Se pudo observar una marcada sef3l
inmunoreactiva tanto en las células estimuladas poig 604
lipopolisacaridos, como en las células estimuladas y trata2
das con los extractos a nivel nuclear (Fig. 3). Se observ@ 40+
una inhibicion en la translocacion del factor de transcrip-S
cion dependiente de la concentracion del extracto total (1y 204
10 mg/mL), observando inmunomarca a nivel
citoplasmatico. A diferencia de lo observado en los trata- 0 2 y T
mientos con extracto de alcaloides, donde no se observo di- ¢) N ) N O
ferencia (Fig. 4). - & ,
T ( ng/mL) A ( pg/mL)
Fig. 2. Evaluacion de citotoxicidad en linea celular RAW 264.7
tratadas con extractos Be darwinii mediante evaluacion de via-
bilidad por citometria de flujo con PI. Los valores son expresados
como la mediat S.D. (Control: Células sin tratamiento; [Ig(
mL): Extracto metandlico total; Ag/mL): Extracto de alcaloides).

NF-kB DAPI NF-Kb + DAPI

LPS 100ng/mL

1pg/mL 0.1 pg/mL

Extracto total Berberis darwinii + LPS 100ng/mL

10 pg/mL

Fig. 3. Evaluacion de la expresién del factor nuclear NF-kB mediante inmunofluorescencia en células RAW 264.7
estimuladas con LPS y tratadas con extracto metandlico total. (NF-kB: Factor de transcripciéon NF-kB marcado con
AlexaFluor 488; DAPI: 4',6-diamino-2-fenilindol marcador fluorescente nuclear).
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NF-xB DAPI NF-Kb + DAPI

Extracto Alcaloides Berberis darwinii + LPS 100ng/mL
1pg/mL 0.1 pg/mL LPS 100ng/mL

10 pg/mL

Fig. 4. Evaluacion de la expresion del factor nuclear NF-kB mediante inmunofluorescencia en células RAW 264.7 estimuladas
con LPS y tratadas con extracto de alcaloides (NF-kB: Factor de transcripcién NF-kB marcado con AlexaFluor 488; DAPI:
4',6-diamino-2-fenilindol marcador fluorescente nuclear).

DISCUSION

En la busqueda de nuevos compuestos que presea-en el citoplasma, formando un complejo con la proteina
ten actividad antiinflamatoria, los productos naturales brimhibidora IkB (Echeverri & Mockus, 2008). Esto permite
dan una gran diversidad de fitoquimicos, destacando lgge en presencia de algun patogeno como los
alcaloides y polifenoles como parte de los grupos mas tpopolisacaridos (constituyentes de la membrana externa
versos de metabolitos secundarios presentes en las pladttas bacterias Gram negativas), se active la via de sefiali-
(Goémez Estradat al). Dentro del proceso inflamatorio, elzacion mediante el receptor Toll-like 4, estimulando la
factor NF-kB participa en la respuesta inmunitaria, tanto dasforilacion, ubiquitinizacion y degradacion de las protei-
el desarrollo, formacién, progresion y apoptosis de diverspbas inhibitorias mediante el proteosoma, librando a NF-kB
tumores. Este factor se encuentra como un precursor inapgifmitiendo su translocacion al nicleo, modulando asi la
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SUMMARY. Berberis darwiniiHook is a species that Direccion para correspondencia:
inhabits southern Chile and Patagonia, used by the Mapuche etjrco Paredes H.
group for the treatment of inflammatory processes, febrile statz§iversidad de La Frontera
and stomach pain. The purpose of the following study was fg@ncisco Salazar 1145
evaluate in vitro the properties ihe total extract and alkaloids 1€mMuco
of the root ofB. darwinii on cell viability and the translocation CHILE
of the nuclear factor NF-kB in cell line RAW 264.7. It was
observed that the extracts did not negatively affect the viabilit
in the cells and inhibited the translocation of the nuclear fact
NF-kB associated with the modulation of inflammation only
against the total extract. These results indicatdBtradrwinii could .
inhibit some specific mechanisms of cell defense by modulatir%ec'b'doz 01-12-2017
the translocation of NF-kB. ceptado: 30-01-2018
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