Investigacion Cuantitativa

EXTRACTO DE MAYTENUS BOARIA MODULA LA REACCION DE HIPERSENSIBILIDAD
RETARDADA PRODUCIDA POR LITHRAEA CAUSTICA

Francisca Contreras Hinojosa®*

Josefa Vighau Pastor @

Samantha Dathe Campos?

Joaquin Vrsalovic Santibafiez?

Tamara Zagmutt Mendez?

aEstudiante de Medicina, Facultad de Medicina Clinica Alemana de Santiago - Universidad del Desarrollo.

Articulo recibido el 15 de agosto, 2021. Aceptado en version corregida el 24 de diciembre, 2021.

RESUMEN

Introduccioén: El Litre (Lithraea céustica), produce una reaccion inmunoldgica de hipersensibilidad retardada,
manifestandose a través de dermatitis, irritacion, inflamacién local, entre otros. El compuesto activo que produce
la hipersensibilidad es el Litreol. Dentro de los tratamientos mas comunes para estas reacciones se encuentran
las cremas o0 medicamentos orales con corticoides, teniendo una serie de efectos adversos. Por otro lado, en la
medicina étnica chilena, se ha observado que el Maitén (Maytenus boaria), tiene la capacidad de aliviar las
erupciones cutaneas que ocasiona el Litre. Hipotesis: La administracion de extracto de Maitén reduce la
activacion y proliferaciéon de linfocitos T en un cultivo in vitro de células mononucleares de sangre periférica
inducida por extracto de Litre, en individuos sensibles a este. Disefio experimental: Se estimd la prevalencia de
la dermatitis por contacto al Litre en Chile. Se evalud la proliferacidn, activacién y viabilidad de cultivo in vitro de
células mononucleares de sangre periférica cultivadas con extracto de Litre, extracto de Litre y Maitén, y extracto
de Maitén por si solo. Resultado: La dermatitis por Litre es frecuente en época de verano, cuando se registran
las mayores temperaturas. Respecto a los estudios in vitro, el extracto de Litre induce activacion significativa de
linfocitos T, manteniendo su viabilidad. Por otro lado, el extracto de Maitén, a diluciones 1:10 y 1:100, produce
muerte celular total. Conclusién: La mayor frecuencia de consultas por Litre es en verano. El extracto de Litre
produce activacion de linfocitos T. El extracto de Maitén a diluciones 1:10 y 1:100 es citotoxico en cultivo celular.

Palabras clave: Litre, Dermatitis, Maitén, Hipersensibilidad tipo IV.

INTRODUCCION (CMSP)

La Lithraea caustica (Litre), es un arbol endémico
de Chile distribuido entre las regiones IV y IX! en
bosques escleréfilos?. El litre pertenece a la familia de
Anacardiaceas, familia que se caracteriza por causar
dermatitis®. El tipo de reaccién que causa el Litre es
una hipersensibilidad de tipo retardada, que suele
aparecer 24-48 horas posterior al contacto con el
antigeno. Para que se provoque este tipo de
respuesta, en primer lugar, el individuo debe
exponerse al antigeno (sensibilizacion), y ante una
segunda exposicion a este (provocacion), se produce
hipersensibilidad®.

Diversos estudios han concluido que el
compuesto activo que produce la hipersensibilidad de
tipo retardada en el Litre es el 3-(pentadec-10-enyl)-
catechol (Litreol) que es una catecol perteneciente a
la familia de urushiol®>. Cuando el Litreol entra en
contacto con el huésped, sustancias del huésped
activan al antigeno, que modificard proteinas propias
del organismo provocando que el cuerpo las
reconozca como extrafias®. Una vez que ocurre esto,
las células de Langerhans detectan estas proteinas
modificadas como un agente extrafio y migran hacia
los linfonodos presentado el antigeno. Por su parte,
queratinocitos de la piel secretan IL-1, IL-6, IL-8, GM-
CSF, citoquinas que poseen efectos como
guimiotaxis de células pro-inflamatorias, induccion de
reactantes de fase aguda y activacién de macréfagos.
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Una vez activados, los linfocitos T migran al sitio
en donde se encuentra el antigeno, ahi estos sufriran
una serie de cambios, empezando a secretar
citoquinas como IFN-gamma, TNF-B, TGF, GM-CSF,
entre otras, produciendo quimiotaxis y atraccion de
células pro-inflamatorias como macrofagos y
neutréfilos al sitio de lesién’. Otros estudios han
demostrado que los linfocitos CD4 tienen un efecto
modulatorio sobre los linfocitos CD8 en contexto de
hipersensibilidad retardada®. ElI ambiente pro
inflamatorio induce dafios tisulares produciendo
heridas caracteristicas de la dermatitis por contacto
con urushioles tales como irritacion, inflamacion local,
vesiculas, flictenas, dolor y prurito.

La prevalencia de la hipersensibilidad al Litre no
estd descrita ni estudiada, por lo que se decidio
realizar una estimacion de dicho problema en un
subgrupo de la poblacién chilena, mediante una
encuesta andonima y agrupando datos de
diagndsticos de Clinica Alemana de Santiago que
incluyeran la palabra Litre.

Actualmente los tratamientos mas comunes para
la alergia al Litre son cremas o ungientos con
esteroides y, en casos mas severos, corticoides
orales®, teniendo efectos secundarios como
hipokalemia, miopatia, intolerancia a la glucosa, y
pancreatitis, entre otras®.

La especie Maytenus boaria (Maitén) es un &rbol
gue se encuentra mayoritariamente en Chile,
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Argentina, Brasil y PerG!. En la tradicion chilena se
ha descrito a las hojas del Maitén como febrifugas,
anodinas y que poseen propiedades curativas para
las erupciones cutaneas que ocasiona el Litre'?. Este
trabajo nace de la idea de incorporar un tratamiento
de facil obtencién, menor costo econémico y que no
presenta los efectos adversos de los tratamientos
clasicos, al manejo de la reaccion inmune al litre. Es
por esto que se decidié investigar la respuesta de un
modelo in vitro con exposicion al Litre, en presencia o
ausencia de extracto de Maitén. Segun lo
mencionado, se propone que la administracién de
extracto de Maitén reduce la activacion y proliferacion
de linfocitos T en un Cultivo in vitro de células
Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP)
inducida por extracto de Litre, en individuos sensibles
a este. Dentro de los objetivos, se plantea estimar la
prevalencia local de un subgrupo de poblacion,
determinar dosis adecuadas de los extractos en este
modelo y evaluar sus efectos inmunomoduladores in
vitro.

METODOLOGIA

Disefio experimental

La investigacion se llevé a cabo en tres etapas. La
primera se realizé con el objetivo de determinar la
prevalencia y tendencia de dermatitis por contacto
causada por Litre en una poblacion determinada, por
medio de una encuesta on-line y datos recolectados
de Clinica Alemana de Santiago (CAS), en donde los
diagnosticos incluyeran la palabra Litre. En relacién a
la encuesta on-line los criterios de inclusion fueron
pertenecer a la poblacion chilena y poseer un
diagndstico certero de alergia o reaccion de
hipersensibilidad a Litre. Los criterios de exclusion
incluyeron ser extranjero, no tener diagnéstico certero
de alergia al Litre, reaccion de hipersensibilidad o
alergia sin certeza que correspondia a Litre.

En la segunda etapa se obtuvieron muestras de
sangre de un individuo sensible al Litre y uno no
sensible, esta seleccién fue de manera voluntariay a
partir del antecedente de haber sido expuesto a Litre
con posterior reaccion a este y sin reaccion,
respectivamente. Luego se realizaron cultivos in vitro
de CMSP con distintas diluciones de Litre, para medir
la proliferacion celular de individuo sensibilizado al
litre y uno que no lo estaba. Para eso se probaron
distintas diluciones del extracto de Litre, buscando
una dilucion que no generara muerte celular. Se
intentd con distintas diluciones de manera azarosa,
logrando encontrar citotoxicidad en diluciones 1:10 y
1:100, manteniendo viabilidad celular a diluciones
menores, realizando todos estos ensayos en
triplicado.

En la tercera etapa, con nuevas muestras de los
individuos sensibles y no sensibles, se realizaron
cultivos de CMSP + Litre a diluciones determinadas +
Maitén a diferentes diluciones. En la segunda y
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tercera etapa se utiliz6 CMSP + PHA (mit6geno
Fitohemaglutina) como control positivo de
proliferacion y activacion, y CMSP sin estimulo como
control negativo de estas mismas variables. Como
grupo control adicionales se utilizaron cultivos de
CMSP + Litre a distintas diluciones + PHA en la
segunda etapa, cultivo CMSP + Maitén a distintas
diluciones en la tercera etapa.

Estimacién de la prevalencia en Chile

Se determind un valor estimado de prevalencia
mediante una encuesta Google on-line de caracter
andénimo. Ademas, se solicitaron datos an6nimos de
CAS, por medio del Centro de Informética Biomédica
de la Universidad del Desarrollo, de pacientes
registrados en urgencia, hospitalizados y en
consultas ambulatorias, cuyo diagnéstico figure la
palabra “Litre”, incluyendo la fecha de consulta, el
sexo y edad, para determinar y analizar tendencias.
Los datos solicitados corresponden a diagnosticos
entre enero del 2007 y octubre del 2017.

Extractos

Se recolectaron hojas de Litre y de Maitén de
viveros certificados. Se utilizé un extractor Soxhlet y
Rotavapor (BUCHI)!® para la obtencién de extractos
de ambas plantas, con método secuencial; la primera
secuencia se realizé en proporcion 1 gr de hoja a 12
ml de solvente apolar n-Hexano (CH3(CH2)4CH3
99% de pureza, Merck Chemicals). La segunda
secuencia con Diclorometano (CH2CI2 99,8% de
pureza, Merck Chemicals), y la tercera secuencia con
Metanol (CH3OH 99,8% de pureza, Merck
Chemicals). Se almacend a -80°C.

Extraccion de sangre

Se obtuvieron 3 muestras de 20 ml mediante
venopuncion y se almacenaron en tubos con
heparina de lito (ANDES IMPORT), con previo
consentimiento y firma.

Aislamiento de CMSP

Para aislar las CMSP se agregd 5 ml de Ficoll
Histopaque (SIGMA ALDRICH) a un tubo falcon
(Andes Import) de 15 ml y luego se agrego
lentamente 7 ml de sangre. Posterior a esto, se
centrifug6 la mezcla a 1.700 rpm durante 20 minutos,
en modo sin freno. Se realiz6 el conteo de células en
camara de Neubauer mediante conteo manual.

Cultivo celular de CMSP

En una primera ronda de cultivos se realizé una
estandarizacion con PHA. Para esto se cuent6 con 3
pocillos como cultivo control sin mitdgeno (control
basal), otros 3 con PHA (control estimulado). Para el
control basal se agreg6 400 ml de medio “AIMV” (Life
Technologies) y para el control estimulado se agregé
400 ml de medio AIMV en conjunto con 4 uL de PHA
(SIGMA ALDRICH). Se realiz6 otra ronda de cultivos,
con extracto de Litre. Esta vez se realiz6 un triplicado
de cada cultivo en las mismas condiciones que el
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anterior, pero agregando extracto de Litre a 4
diluciones distintas (1:10; 1:100; 1:1.000; 1:10.000 y
1:100.000). Estos cultivos llevaron 400 ml de medio
de cultivo + diluciones de extracto de Litre. Luego se
volvid a realizar una serie de cultivos, con la dilucién
elegida del extracto de Litre y distintas diluciones de
extracto de Maitén. También se realiz6 en triplicado y
en las mismas condiciones que los anteriores, con la
diferencia que se agregaron 3 cultivos con diluciones
distintas de extracto de Maitén 1:10; 1:100; 1:1.000
(sin extracto de Litre).

Citometria de Flujo

Se realizé una cuantificacion de linfocitos T
mediante un citobmetro de flujp FACSCANTO I
(Beckton  Dickinson), utilizando  anticuerpos
monoclonales para CD3 (Beckton Dickinson) y CD25
(Beckton Dickinson), y para evaluar viabilidad celular,
las células se tifieron con LIVE/DEAD kit (Life
Technologies). Los datos obtenidos en el citémetro se
analizaron con el software FlowJo.

Requerimientos bioéticos

Los procedimientos planteados fueron aprobados
por el Comité de Etica de la Universidad del
Desarrollo.

RESULTADO

Estimacién de la prevalencia y tendencia de una
porcion de la poblacién chilena para sensibilidad
al Litre

A partir de la encuesta on-line, se pudo determinar
una proporcion estimada de personas que han
presentado sensibilidad al Litre. La encuesta fue
realizada a 363 personas, de las cuales 62,3%
corresponden al sexo femeninoy 37,7% al masculino.
De estos, el 39,9% tienen entre 21 y 30 afios, 36,4%
entre 11y 20 afios, 9,6% entre 31 y 40 afios, lo cual
va disminuyendo progresivamente al aumentar en
edad. En relacion a la pregunta si habian tenido
alergia al Litre, el 48,5% refiere no haber presentado
reaccion, 34,4% desconoce y 17,1% respondié que
presentaron una respuesta de hipersensibilidad.

Para el desarrollo de la descripcion de una
tendencia de sensibilidad al Litre en Chile, se
utilizaron los datos de pacientes que habian
consultado por “Litre” en CAS. A partir de esta
informacion, comprendida entre el 2007 hasta el
presente afo, se han registrado 253 consultas por
dermatitis al Litre, observando que estas son en su
gran mayoria de personas de sexo masculino,
comprendidos en un rango etario entre 0-19 afios, y
con una mayor frecuencia entre los meses de
septiembre a enero.

Determinacién de la dilucién apropiada de Litre
Se observé que para el individuo no sensible al
Litre, el control negativo no presenta proliferacion ni
activacion, pero si viabilidad; y para dilucién de Litre
1:10y 1:100 se presenta muerte celular total. Por otro
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lado, para la dilucion de Litre 1:1.000 se vié baja
activacion (5,4%) y no se observd proliferacion
celular, conservando viabilidad. Para la dilucion de
Litre 1:10.000 se vi6é una menor activacion (1,79%),
sin presentar proliferacion y manteniendo viabilidad
(Figura 1). Por dultimo, para la dilucion de Litre
1:100.000 se observé minima activacion (0,16%), sin
proliferacion y manteniendo viabilidad.

No sensible No Sensible

NiEY &

CMSP + Lire 1:10.000

coy
-—

| CMSP +Live 1:10.000 + PHA
€025

Sensidie

Sensible

Sensible
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Figura 1. Dot Plot de activacion de Linfocitos T del sujero no
sensible (fila superior) y de sujeto sensible (linea inferior) e
histograma de activacién de Linfocitos T. Se cultivaron CMSP +
Litre a diluciones indicadas y se evalué activacion mediante
citometria de flujo usando marcador CD25. Se observé que la
dilucién de Litre 1:10.000 es la que produce mayor activacion en
Linfocitos T, en comparacion a las demas diluciones.

Para los resultados obtenidos del individuo
sensible, se observé que el control negativo presenté
activacion de LT (9% de las células totales), viabilidad
y no se vi6 proliferacion (Figural). Para las diluciones
de Litre 1:10 y 1:100, hubo muerte celular total, y para
el resto de las diluciones de Litre 1:1.000, 1:10.000,
1:100.000 se vié activacion y viabilidad celular sin
presentar proliferacion (Figura 1). La mayor activacion
se encuentré en la dilucién de Litre 1:10.000 con
36,4%.

Al realizar el cultivo de CMSP con PHA, en ambos
individuos (sensible y no sensible) hubo proliferacion
y activacion de LT, manteniendo la viabilidad de
estos. En cambio, al realizar el mismo cultivo
agregando extracto de Litre 1:10.000 disminuy6
significativamente la proliferacién de los LT, pero se
mantuvo la activacion y viabilidad del cultivo (Figura 2).
Para los cultivos con PHA y extracto de Litre, se
observo muerte celular total en las diluciones 1:10 y
1:100.

Por otro lado, para las diluciones de Litre 1:1.000
y 1:10.000 no se observo proliferacion celular de LT,
pero si se mantuvo su activacion y viabilidad. Por
dltimo, a la dilucién de Litre 1:100.000 se denota
nuevamente proliferacion celular al cultivar junto con
PHA y Litre, algo que no se observd a
concentraciones mayores (Figura 2).
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Figura 2. Resultado para citometria de Linfocitos T del
individuo sensible (fila superior) y del individuo no sensible
(fila inferior) e histograma de proliferacion de Linfocitos T.
Se cultivaron CMSP + PHA + Litre a diluciones indicadas y
se evalug proliferacion mediante citometria de flujo usando
Cell Trace Violet. Se observa que Litre en dilucion 1:1000 y
1:10.000 produce una inhibicién de la proliferacion inducida
por PHA.

Determinacién de la dilucién adecuada de Maitén

Para determinar si el extracto de Maitén inhibe la
activacion de CMSP inducida por extracto de Litre, se
realizé un cultivo con CMSP junto con Litre a dilucion
1:10.000 y Maitén a diluciones 1:10 y 1:100 en
individuo sensible y no sensible al Litre. A partir de
este procedimiento se observd muerte celular total de
los linfocitos T en las dos diluciones de Maitén (1:10
y 1:100) en ambos individuos (sensible y no sensible
al Litre), por lo cual no se observa activacion ni
proliferacion de las CSMP.

DISCUSION

Lo que se conoce hasta hoy acerca del Litre son
caracteristicas de su compuesto activo, 3-(pentadec-
10-enyl)-catechol,’ y caracterizacién de su mecanismo
de accién al generar hipersensibilidad retardada
mediada por linfocitos T en individuos sensibles*®%,
Sin  embargo, los estudios para determinar
mecanismos de accién, no han incluido estudios
celulares ni han realizado una blUsqueda de un
antidoto alternativo a los convencionales para la
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dermatitis por Litre, los que generan efectos
adversos'®. Existen antecedentes que sugieren
cualidades curativas de la especie Maytenus Boaria
a la dermatitis por contacto producida por Litre*2.

Debido a estos antecedentes, es posible otorgar
valor cientifico a este estudio, donde en primer lugar
se determiné lo que produce la fase polar del extracto
de Litre (donde se encuentra el Litreol?) a los linfocitos
T en un cultivo celular de CMSP (Figura 1).

Se sabe que la dermatitis ocasionada por Litre se
produce debido a la activacion y posterior
proliferacion de los linfocitos T47#, lo cual ha sido
representado parcialmente con la metodologia
aplicada en este estudio. Es posible observar que en
cultivos de CMSP agregando Litre en diluciones de
1:10.000 y 1:100.000, el individuo sensible presenta
una mayor activacion de la poblacion de linfocitos T
CD3+ que la esperada, considerando que es una
expansion monoclonal. En el cultivo de individuo no
sensible no se observa activacion, lo que indicaria
gue la respuesta es antigeno especifica al Litre en el
individuo sensible (Figura 1).

Se determind que la dilucién adecuada de Litre es
1:10.000 debido a que en las soluciones de mayor
concentracién se observan efectos citotoxicos y, por
otro lado, al cultivar las células con soluciones més
diluidas que la escogida, se observa menor activacion
de linfocitos, por lo que la dilucién de 1:10.000 de Litre
corresponde a la dilucion optima para generar una
respuesta  antigeno  especifica, manteniendo
viabilidad de las células y generando mayor
activacion de linfocitos en este individuo sensible en
particular.

Se concluye que el Litre es el agente que activa a
los linfocitos del individuo sensible, ya que al cultivar
CMSP del sujeto no sensible junto con el mismo
extracto no se presenta activacion celular (Figura 1).
Sin embargo, no es posible observar proliferacion
celular a ninguna dilucién de extracto de Litre. Si bien
la proliferacién de linfocitos T en la respuesta de
dermatitis por contacto es conocida’, es prudente
considerar que se estd evaluando una respuesta
antigeno especifica, en condiciones que no son
idénticas a las fisiologicas, por lo que se deberia
refinar la técnica para poder determinar si se genera
proliferacion de linfocitos para continuar con los
experimentos.

En relacién a la determinacién de los posibles
efectos modulatorios del extracto de Maitén sobre
cultivos de CMSP estimulados con extractos de Litre,
solamente fue posible observar muerte celular total a
diluciones 1:10 y 1:100 de extracto de Maitén. No fue
posible evaluar efectos modulatorios de otras dosis
de extracto de Maitén por falta de tiempo.
Considerando lo anterior, los resultados no implican
gue este no posea un efecto modulatorio sobre
CMSP estimuladas con Litre, mas bien dejan abierta
la posibilidad de nuevos estudios a partir de los datos
expuestos en nuevos modelos.
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En cuanto a la estimacién de la prevalencia de
sensibilidad al Litre, la metodologia empleada no es
la mas adecuada puesto que se enfoca en una
muestra no representativa de la poblacion. Sin
embargo, los datos obtenidos por la encuesta
permiten hacer correlaciones parciales en conjunto
con los datos obtenidos de CAS. Se sabe que el Litre
actla de manera mas agresiva conforme el aumento
de la temperatura ambiental'; en concordancia a esto,
en CAS se concentraron las consultas por Litre entre
septiembre y enero siendo meses en que se registran
mayores temperaturas. A partir de los resultados
arrojados por la encuesta en linea y los datos de CAS,
se observé una mayor cantidad de individuos
afectados por el Litre en un rango etario de 11-20
afios.

CONCLUSION

En este estudio se evidencié mayor frecuencia de
consultas por Litre en verano. A la vez, el extracto de
Litre produce induccion de activacion de linfocitos T e
inhibe la proliferacion causada por PHA. Finalmente,
el extracto de Maitén a diluciones 1:10 y 1:100 es
citotdxico en cultivo celular. Estos resultados son un
paso mas en la linea de incorporar tratamientos de
facil obtencion y menores efectos adversos, en la
medicina moderna. Dentro de las limitaciones del
estudio se encuentran que las condiciones del
modelo in vitro estan lejos de simular un ambiente
fisiologico, por lo que seria importante avanzar en
modelos animales.
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