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RESUMEN

La inflamacién es un mecanismo de defensa y representa la activacion inicial del sistema inmune. Bajo
ciertas condiciones, el organismo no es capaz de ejercer una regulacion apropiada, haciendo necesario el
uso de farmacos, siendo los antiinflamatorios no esteroides uno de los grupos de medicamentos mas
prescritos a nivel mundial a pesar de sus frecuentes efectos adversos. En este contexto, el extendido uso
de plantas medicinales como alternativa terapéutica, especialmente en América Latina y el Caribe, en
adicion a la evidencia cientifica escasa sobre su eficacia y seguridad, promueven la realizacion de estudios
que permitan evaluar la actividad de los productos vegetales, identificar principios activos con potencial
terapéutico y escasos efectos adversos, y determinar la seguridad de los derivados utilizados. Cannabis
sativa L. y Croton urucurana son especies con un amplio potencial terapéutico e intenso uso en medicina
tradicional. Cannabis sativa L. es una planta con gran capacidad de adaptacion a diversas condiciones
ambientales, cuyos metabolitos mas abundantes son los cannabinoides, concentrados principalmente en
sus inflorescencias femeninas. Su potencial terapéutico ha sido ampliamente evaluado y reconocido en
situaciones determinadas. El CBD es el cannabinoide mas relevante desde el punto de vista farmacéutico;
ha demostrado actividad antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, neuroprotectora, ansiolitica y
anticonvulsivante. En cuanto al género Croton, comprende numerosas especies de distribucion pantropical
sobre las que se reportan numerosos usos en la medicina tradicional. En nuestra regién, la especie
representante es Croton urucurana, cuyo latex ha sido utilizado por sus efectos antiinflamatorios y
analgésicos, asi como para la cicatrizacion y el tratamiento de heridas infectadas. Si bien existen numerosos
modelos in vivo e in vitro para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de plantas, las técnicas de cultivo
celular han dado resultado en diversas investigaciones, destacandose el uso de la linea de macréfagos
murinos RAW 264.7 para este fin. Considerando esto, el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad
antiinflamatoria de un extracto etandlico de Cannabis sativa, y de latex de Croton urucurana a través de
PCR cuantitativa (QPCR), mediante la evaluacion de su influencia en la expresion de las citoquinas
proinflamatorias IL13, IL6 y TNFa por la linea celular RAW 264.7 expuesta a un estimulo proinflamatorio de
lipopolisacérido bacteriano (LPS). El extracto de Cannabis sativa se obtuvo por molienda del material
vegetal, macerado en etanol 96° a temperatura ambiente durante 15 dias al abrigo de la luz y posterior
filtrado y secado en rotavapor a presion reducida. El latex de Croton urucurana se obtuvo por incisiones en
la corteza de ejemplares adultos y recoleccion del exudado, filtrado y secado en rotavapor a presion
reducida. Se determinaron las concentraciones toxicas de ambos productos sobre la linea RAW 264.7
mediante un ensayo de XTT con el que se evalu6 la viabilidad de las células expuestas a diferentes
concentraciones de estos. Se obtuvieron reducciones no significativas de la viabilidad con Cannabis[100
pg/ml] y con Croton [10 pg/ml], por lo que estas fueron las maximas concentraciones que se aplicaron para
estimular la linea en los ensayos posteriores. El efecto antiinflamatorio de ambos productos se evalud
mediante qPCR, para lo cual se preincubaron durante una hora las células RAW 264.7 con latex de Croton
a concentraciones de 10 pg/mly 1 pg/ml y con extracto de Cannabisa concentraciones de 100 pg/mly 10
pa/ml. Transcurrido este tiempo, se estimularon con LPS y se incubaron durante 8 horas. Las células fueron
lisadas con el reactivo TRI-Reagent® (Sigma Aldrich), se extrajo el ARN obtenido y se cuantificd por su
absorbancia a 260 nm. Se retrotranscribié el total del ARNm a ADN copia (ADNc) usando oligoDT como
primer de reaccion. Los ADNc obtenidos fueron evaluados por gPCR, a partir de la amplificaciéon de los
fragmentos correspondientes a las citoquinas proinflamatorias seleccionadas y del gen de referencia
GAPDH. Se tomaron los CT obtenidos de la reaccion a partir del programa Eco Study Version 5.0, se
calcularon los parametros ACT y 2*- AACT para el total de amplificaciones y se analizaron estadisticamente
mediante GraphPad Prism 8.3.0, aplicando la prueba t de student (a= 0,05) comparando cada protocolo de
tratamiento respecto a la estimulacion con LPS sin preincubacion. El tratamiento de la linea con extracto de
Cannabisa una concentracion de 100 pg/ml generé una diferencia significativa en la expresion de IL1B (*,
p<0,05) e IL6 (*, p<0,05), resultando no significativo (ns) para TNFa. No se obtuvieron diferencias
significativas al preincubar con extracto de Cannabisa 10 ug/ml: IL1B (ns), IL6 (ns), TNFa (ns). En cuanto
al tratamiento con latex de Croton urucurana, la preincubaciéon a 10 pg/ml no dio lugar a diferencias
significativas: IL1B (ns), IL6 (ns), TNFa (ns). La preincubacion a 1 pyg/ml evidencid, de forma inesperada,
una diferencia significativa del tipo proinflamatoria respecto al grupo LPS en la expresion de IL1B (*, p<0,05);
las diferencias respecto a IL6 y TNFa resultaron no significativas. En conclusion, el extracto etandlico de
Cannabis sativa presenté actividad antiinflamatoria en el modelo de células RAW 264.7 estimuladas con
LPS, evidenciada por la disminucion de la expresion de IL-1B e IL-6 y es dosis dependiente. El latex de
Croton urucurana no presento actividad antiinflamatoria en el modelo de estudio.
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Evaluacién de la actividad antiinflamatoria in vitro de extractos de Cannabis sativa L.y de
latex de Croton urucurana por medio de PCR cuantitativa (QPCR)

OBJETIVOS

General: Estudiar la capacidad antiinflamatoria de un extracto de Cannabis sativa L. y de latex de Croton
urucurana in vitro.

Particulares:

« Adquirir destrezas en técnicas de cultivos celulares.

« Determinar la concentracion citotoxica de un extracto de Cannabis sativa L. y de latex de Croton
urucurana in vitro.

« Analizar la expresion de citoquinas por RT-gPCR (ARNm) producidas por células RAW 264.7
(macro6fagos de linea celular murina) expuestas al extracto y al latex.

« Adquirir conocimientos en los procesos relativos a la extraccion de material genético, precauciones,
condiciones de conservacion, y en técnicas de retrotranscripcion de ARN a ADNc.

« Profundizacién en conocimientos relativos al fundamento, requerimientos y limitaciones de la qPCR.

« Adquirir practica en el uso de software para recopilacion de los datos obtenidos de los productos de
amplificacion e interpretacion de resultados con criterio cientifico.

INTRODUCCION

La inflamacién es un mecanismo de defensa del organismo. Se produce ante estimulos tanto externos como
internos, incluyendo lesiones como cortes, quemaduras, corrosion por agentes quimicos y bioldgicos, entre
otros (Regalado Veloz & Sanchez Perera, 2015). Su activacion induce la liberacion de mediadores,
citoquinas y quimiocinas que orquestan la infiltracion celular en el tejido lesionado y llevan a la resolucién
de la inflamacion y restauracion del tejido (Maione et al., 2016). Sin embargo, respuestas inflamatorias
prolongadas en el tiempo o excesivamente agresivas pueden ser perjudiciales para el huésped; muchos
antiinflamatorios endégenos y mediadores funcionan para contrarrestar factores proinflamatorios y asegurar
una correcta resolucion de la inflamacion (Perretti & D’Acquisto, 2009). El proceso inflamatorio puede
distinguirse en dos etapas: la inflamacion aguda, de duracién breve, y la inflamacién cronica, que se
prolonga por semanas o meses. La primera puede evolucionar a una forma crénica, o bien esta Gltima darse
de forma insidiosa, asintomética (Regalado Veloz & Sanchez Perera, 2015). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades inflamatorias cronicas representan actualmente
la mayor amenaza para la salud humana, previendo un aumento de su prevalencia en los proximos afios
(Ramirez Rodriguez et al., 2020). Si bien la inflamacion representa la activacion inicial del sistema inmune,
bajo ciertas condiciones el organismo no es capaz de completar el ciclo agresion-recuperacion y esta
prosigue inapropiadamente, generando dafio y promoviendo el desarrollo de enfermedades (Regalado
Veloz & Sanchez Perera, 2015). En estos casos se vuelve necesario el uso de farmacos, siendo los
principales los antiinflamatorios no esteroides (AINEs), uno de los grupos de medicamentos mas prescritos
a nivel mundial a pesar de sus efectos adversos, entre los cuales la toxicidad gastrointestinal es el de
presentacion mas frecuente (Siuleyman et al., 2007). En este aspecto, el uso de plantas medicinales
representa una alternativa para el alivio del dolor desde tiempos ancestrales (Avalos Capristan, 2016). La
OMS define a la medicina tradicional como una sumatoria de conocimientos y practicas basadas en
creencias, teorias y experiencias propias a diferentes culturas, explicables o no, aplicadas para mantener
un buen estado de salud, diagnosticar, prevenir, tratar enfermedades y estados fisicos o mentales aplicando
hierbas, preparaciones o productos preparados de estas con materiales vegetales, animales o minerales
como principio activo (Organizacién Mundial de la Salud, 2013).

Las plantas usadas en medicina tradicional poseen diversos mecanismos que explican su actividad
antiinflamatoria, algunas ejercen su accion inhibiendo a diferentes niveles a las enzimas COX-1 y COX-2,
importantes en la produccion de mediadores quimicos involucrados en la inflamacién (Gémez Estrada et
al., 2011; Regalado Veloz & Sanchez Perera, 2015). Otras ejercen su efecto por estabilizacion de
membranas lisosomales (Morales Leon et al., 2018), como Croton lechleri y Nectandra angustifolia, cuyos
extractos etandlicos demostraron en los trabajos realizados por Acostupa et. al. (2017) y Ferrini et. al.
(2021), respectivamente, la reduccion de la lisis de eritrocitos humanos en medio hipotonico (Acostupa et
al., 2017; Ferrini et al.,, 2021). En casi todas las familias de plantas existen hierbas con actividad
antiinflamatoria, algunas estudiadas ampliamente y otras con evidencia preliminar (Okoli et al., 2003). En la
actualidad, la aplicacion de la medicina tradicional en paises de América latina y el Caribe representa una
importante respuesta a las necesidades de atencién en salud, a pesar de su presencia subordinada a los
sistemas oficiales de salud y de la ilegalidad en que cominmente operan (Nigenda et al., 2001). No obstante,
a pesar de su extendido uso, existe alin escasa evidencia cientifica sobre la eficacia y seguridad de estos
derivados, y la comprension de sus mecanismos es limitada, restringiendo su incorporacién a la practica
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clinica. Por ello, son necesarios estudios que permitan avalar su empleo en dosis y formas de administracion
en base a informacién cientifica (Regalado Veloz & Sanchez Perera, 2015).

Cannabis sativa L. es una planta dioica perteneciente a la familia Cannabaceae con gran capacidad de
adaptacion a diversas condiciones ambientales (Muscara, Smeriglio, Trombetta, Mandalari, La Camera,
Grassi, et al., 2021). Los metabolitos mas abundantes de esta especie son los cannabinoides, de naturaleza
terpenofendlica, que se concentran principalmente en la resina de los tricomas presentes en inflorescencias
femeninas (Lopez et al., 2014). El potencial terapéutico de Cannabis sativa ha sido ampliamente evaluado:
en el tratamiento del glaucoma (Novack, 2016), de la epilepsia (Russo, 2017), del dolor crénico y como
antiemético, entre otros (National Academies of Sciences Engeenering and Medicine, 2017). Ademés de
ser rica en compuestos biolégicamente activos como terpenoides y flavonoides, se han identificado mas de
100 tipos de cannabinoides (Bogdanovi¢ et al., 2017). De ellos, las propiedades farmacoldgicas del A9-
tetrahidrocannabinol (THC), su principal psicodisléptico, y el cannabidiol (CBD) han sido las mas
investigadas (Lafaye et al., 2017). Diversos estudios han reportado la capacidad del CBD, no
psicodisléptico, de contrarrestar efectos negativos del THC, con escasos o nulos efectos adversos (Niesink
& van Laar, 2013). Actualmente, la especie Cannabis sativa se considera la Gnica perteneciente a su
género, pero es posible identificar diferentes quimiotipos seguin su composicién relativa en cannabinoides
(de Meijer, 2014), por lo que a pesar de los efectos psicotrépicos del THC, que han limitado su uso, la
existencia de quimiotipos productores de cannabinoides no psicotrépicos como CBD y cannabigerol (CBG)
representa un panorama prometedor (Smeriglio et al., 2018). Compuestos fendlicos y terpenoides también
contribuirian a las propiedades bioldgicas, actuando sinérgicamente con los cannabinoides en sus
actividades antiinflamatoria y antimicrobiana (Gallily et al., 2015, 2018; Iseppi et al., 2019; Pellati et al.,
2018). El CBD es el cannabinoide més relevante desde el punto de vista farmacéutico; ha demostrado
actividad antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, neuroprotectora, ansiolitica y anticonvulsivante
(Esposito et al., 2007; Gaston & Szaflarski, 2018; Muscara, Smeriglio, Trombetta, Mandalari, La Camera,
Occhiuto, et al., 2021).

Las plantas del género Croton comprenden aproximadamente 800 especies, lo que lo convierte en el
segundo con mayor abundancia de la familia Euphorbiaceae (Murillo, 1999). Es de distribucidn pantropical,
con capacidad de desarrollo en ambientes muy diversos. Las especies de esta familia, que se presentan
con una amplia variedad de morfologias y tamafios, poseen como caracteristica comun la generacion de
un exudado llamado latex (Barrera et al., 2016), un liquido viscoso de color sanguinolento y sabor
astringente (Risco et al., 2001). Varias especies de este género reciben popularmente el nombre de "sangre
de drago", y se reportan numerosos usos en la medicina tradicional. En su composicion, se destaca la
presencia de diterpenos tipo labdano, triterpenos, esteroides, compuestos fendlicos y flavonoides, que
poseen un amplio rango de actividades biologicas. El término popular “sangre de drago” es utilizado también
para describir el liquido exudado al rasgar la corteza de diversas especies vegetales tropicales, siendo las
del género Croton las productoras de latex mas representativas (Risco et al., 2001). Si bien Croton lechleri
es la mas estudiada de este género, Croton urucurana, que se desarrolla en nuestra region (Fontana, 1963),
también es productora de sangre de drago. Las especies conocidas como sangre de drago se distribuyen
desde paises de América del Sur y América central hasta el sur de México (Barrera et al., 2016), y
constituyen uno de los productos mas utilizados a nivel popular en las zonas tropicales himedas de Centro
y Suramérica. Sus hojas han sido usadas como cicatrizante, por sus propiedades antiinflamatorias,
antisépticas, hemostaticas, para tratar Ulceras gastrointestinales y como anticancerigeno (Pieters et al.,
1993; Tamariz Ortiz et al.,, 2013). El latex de Croton urucurana ha sido utilizado por sus efectos
antiinflamatorios y analgésicos, asi como para favorecer la cicatrizacion y para el tratamiento de heridas
infectadas (Peres et al., 1997).

Numerosos modelos, in vitro e in vivo, han sido aplicados para la generacion de evidencia sobre la actividad
antiinflamatoria de plantas: edema plantar inducido por carragenina, lisis de glébulos rojos inducido por
medio hipotdnico, granuloma inducido por pellet de algodén, por solo mencionar algunos ejemplos (Okoli et
al., 2003). En modelos de inflamacion tanto aguda como crénica, un nimero considerable de plantas
exhiben efectos beneficiosos en el tratamiento de estados inflamatorios. La aplicacion de técnicas de cultivo
celular en el estudio de la actividad antiinflamatoria de extractos y compuestos aislados de plantas es una
practica que ha dado resultado en diversas investigaciones, como fue indicado en la revisién realizada por
Azab et. al. (2016), que puso en evidencia como la linea de macréfagos murinos RAW 264.7 ha permitido
la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de numerosas especies y productos vegetales (Azab et al.,
2016). Estas técnicas consisten en cultivar células dispersas de lineas definidas, o bien obtenidas de un
tejido por disgregacion, lo que constituye un cultivo primario. Como ventajas para el estudio de la funcion
celular, permiten un control preciso de las condiciones fisicoquimicas (pH, temperatura, presion osmatica y
atmdsfera) y fisiolégicas (composicion nutricional del medio, metabolitos, hormonas y sustancias
adicionales). Ademas, ofrecen una alternativa a las experiencias in vivo reduciendo el uso de animales de
experimentacion y su impacto (Burrell Bustos & Esteban Ruiz, 2009). Las células cultivadas proliferan por
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ciclos de divisién hasta cubrir aproximadamente un 80% de la superficie del sustrato de cultivo, momento
en el que se alcanza la confluencia. Para su mantenimiento, se transfieren a un nuevo recipiente y se debe
renovar el medio de cultivo, lo que se denomina pasaje.

El equipamiento basico de un laboratorio de cultivo celular incluye un incubador de CO:2 que provee a las
células de temperatura, humedad y atmésfera adecuadas, y un microscopio invertido para visualizar la
morfologia de las lineas. Exige también asegurar las condiciones de asepsia para reducir la probabilidad
de contaminacion del cultivo. Ademas, se necesitan sustratos de cultivo que proveen el anclaje que la
mayoria de las lineas requiere para dividirse, medios de cultivo que aportan nutrientes y generalmente
incluyen un indicador de pH (rojo fenol), suplementos adicionales como suero estéril e inactivado y
antibiéticos para reducir la probabilidad de contaminacién microbiana. Algunas de las formulaciones mas
utilizadas son: Medio de Eagle modificado por Dulbecco, DMEM por sus siglas en inglés; y RPMI,
abreviatura de Roswell Park Memorial Institute (Burrell Bustos & Esteban Ruiz, 2009).

Dado al rol primordial de los macréfagos en la produccion de citoquinas y mediadores inflamatorios durante
la respuesta inmune (Aye et al., 2019) y su difundido uso para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria
de productos de origen vegetal (Azab et al., 2016; Ferrini et al., 2021) se seleccioné trabajar con la linea
celular de macroéfagos murinos RAW 264.7 para realizar una evaluaciéon de actividad antiinflamatoria. El
objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antiinflamatoria de un extracto etandlico de Cannabis
sativa, y de latex de Croton urucurana a través de una técnica de PCR cuantitativa (qPCR), mediante el
analisis de su influencia en la expresion de las citoquinas proinflamatorias IL1B3, IL6 y TNFa por la linea
celular RAW 264.7 expuesta a un estimulo proinflamatorio de lipopolisacarido bacteriano (LPS).

MATERIALES Y METODOS

Obtencidn del extracto de Cannabis sativa L.

El material vegetal constituido por inflorescencias, hojas y tallos, brindado por la Asociacién Cannabica
Correntina para la Investigacion Medicinal (ACCIM) fue secado en estufa a 37°C y molido hasta ser reducido
a un polvo homogéneo. Se vertié a un recipiente con cierre hermético y se afiadié etanol 96° a temperatura
ambiente. Se agité manualmente, seguido de ultrasonido por 15 minutos, y se dejé macerar al abrigo de la
luz durante 15 dias. Transcurrido este tiempo, se filtré6 en Buchnery se llevé a sequedad en un evaporador
rotatorio al vacio. El extracto seco se almaceno en desecador.

Figura 1: extracto de Cannabis sativa obtenido con etanol a temperatura ambiente y secado en evaporador rotatorio.

Obtencion del latex de Croton urucurana

El latex de Croton urucurana fue extraido por incisiones en la corteza de ejemplares adultos y recoleccién
del exudado. Se transport6 al laboratorio donde fue filtrado para eliminar restos de corteza, y se seco en
evaporador rotatorio a presion reducida. El producto obtenido se reservé en frascos color caramelo.

Figura 2: latex de Croton urucurana obtenido mediante laceraciones de la corteza, filtrado y evaporado.
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Cultivo de linea celular RAW 264.7

Las células de la linea RAW 264.7 (macréfagos murinos), conservadas a -80°C con dimetilsulféxido (DMSO)
fueron descongeladas. Se evalud su viabilidad mediante cAmara de Neubauer y tinciéon con azul de tripano,
comparandola con el recuento indicado al momento de la congelacion. Se transfirieron a una botella con
medio de cultivo DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, y se incubaron en estufa a
37°C y CO2 al 5%. Diariamente, las células se inspeccionaron en microscopio invertido para evaluar el
desarrollo, viabilidad y caracteristicas de la linea. El medio de cultivo se renové cada 24 a 48 horas, de
acuerdo al color desarrollado por el indicador de pH. Tras haberse alcanzado una confluencia de
aproximadamente el 80% en la botella, se llevo a cabo la remocién de las células mediante una mezcla de
buffer fosfato salino (PBS) con EDTA y se transfirieron a otro frasco de cultivo. Parte de la suspension
celular obtenida se utiliz6 para la bisqueda de Mycoplasma por una técnica de PCR convencional.

Subcultivos de células adheridas y recuento celular
El procedimiento realizado, considerando un frasco de 25 cm?, se representa en la figura 3.

1-Aspirar el medio de cultivo original y afiadir 5 ml de Buffer
fosfato salino (PBS) previamente termostatizado a 37°C

"
/

2-Retirar el PBS y afiadir 2,5 ml de soluciéon de EDTA-PBS, m
termostatizada a 37°C e incubar aproximadamente 5
minutos a 37°C

&

el desprendimiento de las células. Observar al microscopio
invertido, dando golpes suaves si permanecen adheridas

‘

3-Agitar el frasco con movimientos rotatorios para favorecer B \

4-Una vez despegadas, transferir a un tubo falcon estéril ’.‘

con medio DMEM y centrifugar W =)

5- Resuspender el pellet en DMEM complementado con ) 'i
SFB y dispensar en la nueva botella de cultivo. Disgregar los

cumulos celulares por absorcion y desorcién mediante una

pipeta repetidas veces

6-Una vez homogeneizada la suspension celular, tomar 20 \
ul'y mezclar con igual volumen de azul de tripano para el
conteo en camara de Neubauer

‘
)

\
|

Figura 3: procedimiento realizado para el pasaje de la linea, que incluye el levantamiento de células, subcultivo y
preparacion de la suspension para el recuento en camara de Neubauer.

La suspension con azul de tripano se cargo en cdmara de Neubauer y se enfoco con el objetivo 10x el area
correspondiente a cuadriculas divididas en 4x4 cuadrados, utilizadas habitualmente para el recuento de
leucocitos. Se contaron las células no coloreadas, con membrana integra y por tanto viables. El valor
obtenido de cada cuadricula representa el nimero de células viables en 0,1 mm3. Se calculé la media del
recuento de los 4 cuadrantes exteriores y se obtuvo el numero de células por ml:

N° de células viables/ml = Media x 2 x 104

En base al recuento, fue posible seleccionar los volimenes a dispensar en cada sustrato de cultivo
apropiado de acuerdo a los requerimientos de los ensayos aplicados a la linea.

PCR convencional para deteccion de Mycoplasma

Una porcion de la suspension obtenida en el pasaje fue evaluada por PCR convencional para identificar la
contaminacion del cultivo con bacterias del género Mycoplasma. Su ADN fue extraido y purificado siguiendo
las indicaciones del kit High Pure PCR Template Preparation® (Roche), representadas en la figura 4.

La reaccion de PCR fue llevada a cabo a partir de tres masters mixes de marcas comerciales diferentes, lo
que permitié una comparacion de su rendimiento; Mix N°1: Reactivos Thermofisher + Buffer Thermofisher;
Mix N°2: Reactivos Dongsheng + Buffer Dongsheng; Mix N°3: Reactivos Thermofisher + Buffer Go Tagq.

Pagina 7 de 24



Agitar inmediatamente.
Incubar 10 minutos a 70°C

Introducir en un
tubo colector

Introducir en un
nuevo tubo colector

Introducir en un
nuevo tubo colector

Introducir en un
nuevo tubo colector

Introducir en un nuevo
microtubo de 1,5mL

Figura 4: procedimiento de extracciéon de ADN, siguiendo indicaciones del fabricante (Roche).

En adicién a la evaluacion del ADN extraido de células RAW 264.7 cultivadas en esta practica, se realizé
la PCR sobre controles positivos de Mycoplasma y Ureaplasma, y sobre un blanco de agua destilada. Las
mezclas finales de reaccion se introdujeron en el termociclador TC-3000 (TECHNE) y se ejecut6 el
programa Tag pol previamente configurado con las especificaciones indicadas en la figura 5. Los
amplicones se preservaron a -80°C hasta el revelado por electroforesis en gel de agarosa.

95° C por 3’ Desnaturalizacion Alineamiento Elongacién Extensoién e
95° C por 30” 60° C 30” 72°C por 1’ a72°C15
| |

40 ciclos

Figura 5: esquema del programa ejecutado por el termociclador modelo TC-3000 (TECHNE) para la obtencion de
productos de amplificacion indicativos de la presencia de Mycoplasma.

Se preparé el gel de agarosa con adicion del agente intercalante de ADN Diamond Red® (Promega) para
el revelado con luz UV. Una vez solidificado, se transfirié a la cuba de electroforesis y se afiadié buffer TBE
1x (tris borato EDTA) hasta su inmersién completa. Se sembraron en las calles correspondientes los
productos de amplificacién con su respectivo loading buffer. Se ajust6 la diferencia de potencial a 100V y
se realizd la electroforesis. Se revel6 el resultado en transiluminador UV.

Concentracién téxica de extracto de Cannabis sativa y latex de Croton urucurana por
ensayo de XTT TACS®

La concentracion téxica del extracto de Cannabisy del latex de Croton se determiné por un ensayo de XTT

de viabilidad y proliferacion celular (TACS® XTT Cell Proliferation Assay). El fundamento de este consiste

en el uso de una sal de tetrazolio conocida como XTT para evaluar la proliferacion, viabilidad y citotoxicidad
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celular en multiplacas. Las células metabdlicamente viables en cada pocillo producen el clivaje del XTT
generando formazan, reaccion que requiere del activador fenazina metasulfato (PMS). Se evidencia por la
intensificacion del color naranja en los pocillos, que puede medirse por su absorbancia a 490 nm.

Para este ensayo se utilizé una multiplaca de 96 pocillos. Siguiendo las indicaciones del protocolo incluido
en el kit de reactivo, se depositaron de 1x102 a 1x10° células/ml en cada pocillo. Para ello se tomé 0,505
ml de la suspension celular en la que se estim6 una cantidad de 1.105.000 células/ml, se llevé a un volumen
de 14 ml con medio DMEM complementado con SFB y se transfiri6 a cada pocillo un volumen de 200 pl de
esta dilucién, con lo que se depositaron aproximadamente 8.000 células en cada uno. La placa se incubé a
37°C y 5% de CO2 durante 24 horas. Previamente a la estimulacién con Cannabis sativa y Croton urucurana,
se corroboro el buen estado de las células adheridas y la ausencia de contaminaciéon microbiana.

Se prepararon las soluciones madre de extracto de Cannabisy de latex de Croton ajustandolas a una
concentracion de 1000 pg/ml con medio DMEM complementado con SFB 10%. Estas se diluyeron
igualmente en medio DMEM complementado hasta lograr las concentraciones de trabajo seleccionadas
para el ensayo de citotoxicidad de ambos productos: 200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/mi
y 6,3 ug/ml. En adicién, se realizé un ensayo de XTT ampliado para el latex de Croton urucurana, ajustando
las concentraciones a un rango reducido y con menor intervalo de variacién entre si: 60 pg/ml; 50 pg/ml; 40
pg/ml; 30 pug/ml; 25 pg/ml; 20 pg/ml; 15 pg/ml; 10 pg/ml. Las células RAW 264.7 se estimularon con extracto
de Cannabisy latex de Croton durante 24 horas, a 37°C y con 5% CO3, tiempo luego del cual se afiadi6 el
reactivo XTT con PMS segun indicaciones del fabricante. La mezcla final se incub6 por 4 horas a 37 °C y
5% CO2. Se ley6 la absorbancia a 490 nm con una longitud de onda de referencia de 630 nm. El ensayo
fue realizado por triplicado para cada concentracién de ambos productos y para el blanco de reaccién.

qRT PCR

Se realiz6 el recuento de las células presentes en una botella de cultivo aplicando azul de tripano segun el
procedimiento indicado previamente, obteniendo un valor de 2.100.000 células/ml. Se tomaron 1,3 ml de la
suspension y se diluyeron al 1/10 en medio DMEM complementado con SFB. Se transfirio la suspension a
una placa de 12 pocillos, depositando aproximadamente 273.000 células en cada uno de ellos. Se incub6
durante 24 horas a 37°C y 5% de CO: antes de iniciar la estimulacion. Se removié el medio de cultivo de la
multiplaca de 12 pocillos previamente incubada y se lavaron las células con solucion PBS y movimientos
rotatorios.

Figura 6: distribucién de protocolos de estimulacion por duplicado en placa de 12 pocillos. CAN: estimulacion con
Cannabis; CRO: estimulacion con Croton; LPS: Lipopolisacérido; CTR: Control. Los valores 100,10 y 1 representan la
concentracion final en pg/ml a la que la linea celular fue expuesta.
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Se afiadieron a los pocillos correspondientes extracto de Cannabis sativa (indicados como CAN) y latex de
Croton urucurana (indicados como CRO) a las concentraciones de tratamiento seleccionadas a partir del
ensayo XTT: 100 ug/mly 10 pg/ml para Cannabis; 10 ug/mly 1 pug/ml para Croton. En los pocillos indicados
como LPS y CTR se afiadié inicamente DMEM complementado en igual volumen. La distribucion de los
protocolos de estimulacion en la placa se indica en la figura 6; cada uno de ellos se realizé por duplicado.

Transcurrida 1 hora de preincubacion en estufa a 37°C y CO2 al 5%, se afiadio LPS (concentracion final de
1 pg/ml) como estimulo proinflamatorio a los pocillos correspondientes: CAN100, CAN10, CRO10, CRO1y
LPS. En los pocillos CTR, las células permanecieron sin estimulaciéon por compuestos exégenos. Las
células se incubaron durante 8 horas en estufa a 37°C y CO2 al 5%. Se detuvo la estimulacién aspirando el
medio y lavando con PBS, agitando suavemente con movimiento rotatorios.

Se transport6 la multiplaca cubierta a campana de extraccion, se afiadi6 a cada pocillo 500 pl del reactivo
TRI Reagent® (Sigma Aldrich), que permitid la solubilizacién de material bioldgico y desnaturalizacion de
proteinas. Se homogeneiz6 la suspension en el reactivo TRI® mediante micropipeta, raspando el fondo de
los pocillos hasta lograr un adecuado contacto con la totalidad de las células. Finalmente, se transfirié el
material a tubos eppendorf, se identificaron adecuadamente y reservaron a -80°C. El ARN se separ6
posteriormente siguiendo las indicaciones del fabricante: se afiadieron 0,1 ml de Cloroformo, se agité
vigorosamente 15 segundos y se dejo reposar por 3 minutos. Posteriormente se centrifugd a 12000 g
durante 15 minutos, observandose la separacion de 3 fases (figura 7).

Figura 7: separacion de fases obtenida con Tri Reagent®. La fase inferior, coloreada, contiene proteinas. EI ARN extraido
es retenido en la fase acuosa superior. El ADN permanece en la interfase.

La fase acuosa fue transferida a otro tubo eppendorf. En este, se precipitdé el ARN mediante el agregado de
isopropanol, se homogeneizé y se dejo reposar 10 minutos para favorecer el proceso. Se centrifugd a 12000
g por 10 minutos, observandose el depésito del ARN precipitado. Se lavé el precipitado con 0,5 ml de etanol
al 75%, se agité con vortex y se centrifugdé a 7500 g por 5 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se dejé
secar el precipitado 10 minutos. El ARN se disolvié en 40 pl de agua DEPC (con dietil pirocarbonato). Se
diluyeron 10 pl de esta solucién en 390 pl de agua (1/40). Se midi6é absorbancia a 260 nm y 280 nm para
obtener la concentracion y evaluar la pureza del ARN extraido.

El ARN obtenido fue retrotranscrito a ADN copia (ADNc) por medio de una retrotranscriptasa del virus de
leucemia murina de Moloney (MMLYV, por sus siglas en inglés) de Sigma Aldrich. Los volumenes necesarios
de cada ARN extraido tras la estimulacion fueron ajustados en base a su concentracion medida a 260 nm,
lo que aseguré la obtencion de cantidades equivalentes de ADNc para todos los ensayos. Se prepararon
las mezclas de reaccion RT1y RT2, cuyos componentes se indican en tabla 1.

Tabla 1: reactivos utilizados para retrotranscripcion del ARNm extraido.

RT1 RT2
MMLV
oligoDT Volumen Buffer MMLV volumen

dispensado por

dispensado en
DPEC reaccion: 3,5 il RNAsa out C;Olra bibos: 10 1
dNTPs i
DPEC

Se transfirieron RT1 y RT2 a tubos eppendorf de 200 pl. El volumen final de reaccién en cada tubo fue de
25 pl; 11,5 pl consistieron en una dilucién en H20 DEPC del ARN extraido, ajustada para lograr la adicion
de 1pg de ARN a cada mezcla de reaccion. La determinacion de estos volimenes se resume en la tabla 2.
Las concentraciones fueron calculadas considerando la equivalencia dada por Shen (2019) que establece
gue un valor de absorbancia=1, medida a 260nm, equivale a 40 mg/l de ARN (Shen, 2019).

Tabla 2: ajuste de concentracion de ARN para retrotranscripcion. La columna “Vol. ARN” indica las cantidades tomadas

de cada solucién de ARN. La columna “H,O” indica los volimenes faltantes para alcanzar el volumen de 25 pl. Tto:
Tratamiento. A: Abosrbancia.
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ARO[ A G Gy
CTR 0,265 0,424 2,358 9,14 CAN10 0,124 10,1984 5,04 6,46
CTR 0,178 0,2848 3,511 7,99 CAN10 0,283 10,4528 2,208 9,29
LPS 0,093 0,1488 6,72 4,78 CRO10 0,216 10,3456 2,894 8,61
LPS 0,265 0,424 2,358 9,14 CRO10 0,244 10,3904 2,561 8,94
CAN 100 0,202 0,3232 3,094 8,41 CRO1 0,162 0,2592 3,858 7,64
CAN 100 0,281 0,4496 2,224 9,28 CRO1 0,056 0,0896 11,161 0,34

Dado el uso de oligo-dT como primer de la reaccion, se obtuvo ADNc del total del ARN con terminaciones
poliA (ARNm) expresado en la linea como resultado de los protocolos de estimulacién aplicados.

A partir del ADNc obtenido, se llevé a cabo la reacciéon de qPCR con el objetivo de evaluar la expresion de
citoquinas por la linea murina RAW 264.7 como respuesta a los tratamientos aplicados. Se evaluaron los
ADNCc de 3 citoquinas intimamente involucradas en la respuesta inflamatoria aguda: Interleucina 1 beta
(IL1B); Interleucina 6 (IL6) y Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). También se realizé la PCR en tiempo
real sobre el ADNc de un gen housekeeper, en este caso Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), de expresion constante e independiente de los protocolos de estimulacion. La comparacion de
la cantidad amplificada de ADNc de las citoquinas proinflamatorias respecto a este permitid evaluar la
expresion relativa de estos genes bajo los diferentes protocolos de estimulacion.

La mezcla de reactivos necesarios para la reaccion de amplificacién en tiempo real de cada ADNc se
preparé de forma separada para cada citoquina. Estas incluyeron, en todos los casos: Master mix, primers
(F y R) y H20 miliQ (ultrapura). Los volimenes necesarios de los constituyentes de cada mezcla se
ajustaron para poder producir la gPCR de los doce protocolos de estimulacién aplicados a la linea. Se utilizd
como soporte de reaccion una placa de qPCR de 48 pocillos. Se dispensaron las 4 mezclas en sus 12
pocillos correspondientes, con lo que se evalud la expresion por duplicado de cada gen como consecuencia
de los tratamientos definidos: CAN100, CAN10, CRO10, CRO1, LPSy CTR. Finalmente se agreg6 en cada
pocillo una dilucion 1/4 del ADNc obtenido de la estimulacion correspondiente, diluyendo su concentracion
de 40 ng/ul a 10 ng/pl, con lo que se afadieron 40 ng de ADNc en cada uno. La distribucion de las gPCR
para cada gen y condicion de estimulacion en la placa se representa en la figura 8.

CTR CTR LPS LPS CAN100 CAN100
GAPDH O O O o 0] 0]
TNF O O O o 0] 0]
IL1 O O O o 0] 0]
IL6 O O O 0] 0] 0]
CAN10 CAN10 CRO10 CRO10 CRO1 CRO1
GAPDH (0] (0] (0] (0] (0] 0]
TNF (0] (0] 0] (0] (0] 0]
IL1 (0] (0] (0] (0] (0] 0]
IL6 (0] (0] (0] (0] (0] 0]

Figura 8: distribucion de reacciones de amplificacion en placa de gPCR de 48 pocillos

Se ubicé la placa en el equipo Eco™-Illumina. Se selecciond el programa de trabajo cuya secuencia se
resume en la figura 9, y en la interfaz se identificaron los pocillos de reaccion para la posterior
interpretacion de los resultados obtenidos de cada tratamiento. Finalmente, se dio inicio a la reaccion.

Los datos obtenidos por el equipo fueron recuperados, analizados e interpretados inicialmente por medio
del software EcoStudy Versién 5.0.4890 (© 2011-2013 lllumina), donde se evaluaron las curvas de las
reacciones de amplificacion, las curvas de melting para la identificacion de amplificaciones inespecificas, y
se obtuvieron los valores para el calculo de ACT mediante una planilla de calculo (Microsoft Excel) y la
aplicacion del criterio 2-22CT, El procesamiento estadistico de los datos se realizé con el programa GraphPad
Prism® 8.3.0 a través de la prueba t de student, que permitid detectar diferencias significativas en la
expresion de las citoquinas evaluadas como resultado de la aplicacion de los diferentes tratamientos.
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Temperatura Activacion de Etapa de Ciclos de PCR Cuerva de melting
[°C] Polimerasa (Desnaturalizacién,
alineamiento, extension)

100 95°C- 12 min 95°C-15s 95°C-15s 95°C-15s
I 72°C- 20 min
) W
60°C-20s 55°C-15 s
50

Se repiten 40 ciclos

25

Etapa Gnica Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Figura 9: ciclos de temperatura programados en el equipo Eco™-lllumina para la ejecucion de la gPCR. El proceso inicia
con una elevacién a 95°C para la activacion de la polimerasa, seguido de 40 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion,
alineamiento y extension), finalizando en una curva de melting.

RESULTADOS Y DISCUSION

PCR convencional para deteccién de Mycoplasma

Figura 10: electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacién

obtenidos por PCR convencional con diferentes combinaciones de reactivos.

M: Muestra; CP: Control positivo de Mycoplasma; U: Control positivo de

Ureaplasma; H20: Control de agua destilada.
La utilizacion de mixes de diversas marcas comerciales permiti6 comparar los rendimientos de reaccion y
observar la presencia del producto de amplificacién esperado para el control positivo de Mycoplasma (CP)
de 280 pb, asi como su ausencia en las calles correspondientes a las células RAW 264.7 cultivadas en el
desarrollo de esta practica (M), concluyendo que estas no se encontraban contaminadas con Mycoplasma
al momento de la extraccion de ADN. El amplicon esperado de 280 pb para el control positivo de
Mycoplasma no pudo ser revelado con el mix N°1 (reactivos y buffer Thermofisher), por lo que este resultado
no pudo ser validado. Por el contrario, la banda correspondiente pudo apreciarse en las calles asignadas a
los productos de amplificacion obtenidos por los mixes N° 2 y 3 (figura 10), correspondientes a reactivos y
buffer DongSheng y reactivos Thermofisher con Buffer Gotaq, respectivamente.

Ensayo de Citotoxicidad por XTT

Cumplidas las 4 horas de incubacién con el reactivo XTT, la coloracién final generada en cada pocillo se
presenta en la figura 11, donde se identifican las concentraciones de extracto y latex aplicadas,
respectivamente. Mediante un lector de microplacas se obtuvo la absorbancia a 490 nm, con 630 nm como
longitud de onda de referencia. Para obtener los porcentajes de viabilidad se adopté como 100% la media
de las absorbancias medidas en los pocillos DM (células viables no estimuladas), cuyo valor fue de 1,461.
Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 3.
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Figura 11: ensayo de XTT de extracto de Cannabisy latex de Croton. A: se indica el tratamiento aplicado a la linea
celular: CAN: Cannabis; CRO: Croton; B: Blanco, sin células; DM: Control de medio DMEM. B: Se observa el
resultado de la reaccion, la viabilidad celular se correlaciona con la intensidad del color generado en cada pocillo.
C: ensayo ampliado de XTT de Croton urucurana. Se aplicé por triplicado para cada concentracion en los pocillos
indicados. Los valores presentados indican la concentracion ensayada en pg/ml. DM: Control de medio DMEM.

Tabla 3: porcentaje (%) de viabilidad de células estimuladas. Se indica la viabilidad obtenida post exposicién a diferentes

concentraciones de extracto de Cannabisy latex de Croton con tres repeticiones y su media.

Concentracién de extracto (ug/ml)

Muestra

6,25 125 25 50 100 200
Cannabis1 91% 79% 89% T76% 97%  66%
Cannabis?2 80% 80% 77% 80% 98%  56%
Cannabis3 69% 84% 99% 98% 103% 74%
Media Cannabis 80% 81% 88% 84% 99%  66%
DS Cannabis 9% 3% 9% 9% 2% 7%
Croton 1 55% 76% 1% 1% 1% 1%
Croton 2 87% 86% 22% 0% 1% 1%
Croton 3 - - 1% 0% 1% 1%
Media Croton 71% 81% 8% 0% 1% 1%
DS Croton 16% 5% 10% 0% 0% 0%

Se presentan las viabilidades obtenidas por el tratamiento con extracto de Cannabisen la figura 12. Se
establecié 100 pg/ml como concentracion maxima de trabajo para la reaccion de qPCR, ya que fue la mayor
concentracién probada que no evidencié cambios significativos en la viabilidad de la linea celular.

100%
80%
60%
40%
20%

0%

Porcentaje (%) de Viabilidad

Ensayo de XTT de extracto de Cannabis sativa

50 100 200

Concentraciones de extracto de Cannabis (ug/ml)

DM

6,25

12,5

25

Figura 12: porcentaje de viabilidad obtenido por XTT para diferentes concentraciones de extracto Cannabis sativa.
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Los porcentajes de viabilidad obtenidos para el latex de Croton resultaron menores en comparacion a los
obtenidos de Cannabis a las mismas concentraciones, con una subita caida de la viabilidad a 0% a una
concentracion de 50 ug/ml en el ensayo inicial, como se aprecia en la figura 13. Las menores
concentraciones del ensayo, 12,5 pg/ml y 6,25 pg/ml, dieron lugar a viabilidades del 81% y 71%,
respectivamente. Por ello, se realizé un ensayo ampliado de XTT para Croton urucurana con un rango de
concentraciones entre 10 y 60 upg/ml, a fin de determinar la méxima concentracién que altere
significativamente la viabilidad de la linea celular (figura 14).

B Ensayo de XTT de latex de Croton urucurana

=]

3 100% T

S

© 80% T X

©

$ 60%

2 40%

8

S 20%

g " T

5 0% - - -
Q DM 6,25 12,5 25 50 100 200

Concentraciones de latex de Croton (ug/ml)

Figura 13: porcentaje de viabilidad obtenido por XTT a diferentes concentraciones de latex de Croton urucurana.

Ensayo XTT ampliado de Latex de Croton urucurana

140%

120% . Il T T

100% |-+

80% |— T
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40% |—
20% |
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-

DM 10 15 20 25 30 40 50 60
Concentraciones de latex de Croton urucurana [pg/ml]

Porcentaje (%) de Viabilidad

Figura 14: porcentajes de viabilidad obtenidos del ensayo de XTT ampliado para Croton urucurana.

La viabilidad de las células ante el reactivo XTT permitio definir una concentracion no toxica para extracto
de Cannabis sativa de 100 pg/ml, y no se observé una relacién de dependencia entre dosis y toxicidad a
concentraciones menores a 100 pg/ml. En el caso de Croton urucurana, para el que se realizd un ensayo
ampliado debido a los resultados iniciales, la dosis tdxica fue definida considerando el ensayo de XTT y la
observacion microscoépica, dado que esta permitié apreciar un efecto citopatico sobre la linea celular en
concentraciones mayores a 15 pg/ml (figura 14), a pesar de que en el segundo ensayo de XTT la exposicion
a una concentracion de 20 pg/ml no gener6 una reduccion significativa de la viabilidad celular. Este efecto
citopético producido por la exposicién a latex de Croton urucurana sobre la linea RAW 264.7 tras 24 horas
de exposicion se presenté como una formacion citoplasmatica de aspecto vacuolar (figura 15).

Este presentd variaciones de acuerdo a la concentracion aplicada. La alteracion fue apreciable a
concentraciones mayores a 15 pg/ml, alcanzando su expresion maxima a 50 pg/ml, donde se observaron
numerosas estructuras de aspecto vacuolar, voluminosas, junto con alteracién morfoldgica y lisis, como se
observa en la figura 15. A concentraciones mayores hubo una extensa lisis celular. El efecto citopatico se
redujo progresivamente en magnitud y frecuencia a lo largo de la poblacién celular en concentraciones
menores, lo que fue notable a los 20 pg/ml. Las alteraciones morfolégicas no se presentaron a
concentraciones menores a 20 pug/ml. Dadas estas observaciones, en conjunto con los ensayos de XTT,
las condiciones de tratamiento aplicadas para evaluar la actividad antiinflamatoria del latex por gPCR se
seleccionaron considerando una baja toxicidad celular y ausencia de efecto citopatico, dando como
resultado la eleccion de concentraciones menores o iguales a 10 pg/ml.
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Figura 15: linea RAW 264.7 tratada con latex de Croton urucurana, incubacion de 24 horas. Magnificacion total
utilizada para las fotografias 40x. A: concentracién 60 ug/ml. B: concentracion 50 ug/ml. C: concentracion 20 pg/ml. D:

concentracién 15 pg/ml. Las estructuras vacuolares observadas se indican con flechas negras.

qRT PCR

Como se indica en el resumen de la tabla 5, las relaciones de absorbancias 260/280 obtenidas para la
totalidad de los ARN extraidos fue mayor a 1,7, lo que indicé una adecuada pureza para todos los protocolos
de estimulacion aplicados a la linea celular.

Tabla 5: relacion de absorbancias 260/280 de las extracciones de ARN. A: Absorbancia; Tto: Tratamiento; Cc:
Concentracion; CTR: Control; LPS: Lipopolisacarido; CAN: Cannabis; CRO: Croton. Los valores indicados junto a estas
siglas indican las concentraciones en pg/ml aplicadas a la linea.

Tto A 260 nm A 280 nm ﬁgggl Cc (ug/ml)  Tto A 260nm A 280 nm 2%28/ Cc (ug/ml)
CTR1 0,265 0,151 1,75 0,424 CAN 10 0,124 0,062 2 0,1984
CTR 2 0,178 0,093 191 0,2848 CAN 10 0,283 0,164 1,73 0,4528
LPS1 0,093 0,038 2,45 0,1488 CRO 10 0,216 0,123 1,76  0,3456
LPS 2 0,265 0,144 1,84 0,424 CRO 10 0,244 0,137 1,78 0,3904
CAN 100 0,202 0,106 1,91 0,3232 CRO1 0,162 0,095 1,71  0,2592
CAN 100 0,281 0,165 1,7 0,4496 CRO1 0,056 0,026 2,15 0,0896

PCR cuantitativa (qPCR)
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Los resultados de la PCR en tiempo real aplicada sobre los ADNc de IL1B, IL6, TNFa y GAPDH fueron
registrados por el equipo Eco™-llumina. Se evaluaron por medio del software Eco Study Version 5.0. Las
curvas de amplificacién obtenidas, identificadas con diferentes colores seguln la citoquina correspondiente,
se presentan en la figura 16, y representan el curso de la reaccion en cada pocillo de la placa de gPCR. Se
observa que las curvas de amplificacién de GAPDH, indicadas en color azul, se encuentran agrupadas, lo
que es esperable para la eleccion de un gen de referencia cuya expresion se asume constante.
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Figura 16: curvas de amplificaciones obtenidas para los 48 pocillos de reaccion. El color de cada una indica el ADNc
amplificado. Azul: GAPDH; verde: TNF-a; Rojo: IL-1B; Rosa: IL-6.

Se evaluaron las curvas de reaccion trazadas para cada ADNc. En la figura 17, se presentan las generadas
para la amplificacion de TNF-a. Cada una de las doce curvas trazadas representa la amplificacion del ADNc
obtenido de un protocolo de tratamiento diferente.
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Figura 17: curvas de amplificacion de TNF-a, citoquina proinflamatoria. Se aprecia la diferencia en los ciclos de
amplificacion en dos de ellas, correspondientes a los pocillos CTR, no estimulados.

En las curvas de amplificacion de los restantes ADNc se corroboré la ocurrencia de un retraso en la
amplificacion producida en los pocillos CTR, como se refleja en la figura 17. En adicion a la observacion del
avance de la reaccién en funcién de los ciclos ejecutados, se extrajeron los datos de Ct de todas las
amplificaciones a partir del software Eco Study Version 5.0., con los que se obtuvieron los valores de ACt
para el posterior analisis estadistico de los resultados.

Las curvas de melting fueron evaluadas para la deteccion de amplificaciones inespecificas. Como es
esperable, la temperatura de melting fue variable para cada ADNc amplificado de acuerdo a sus diferencias
en tamafio y composicion (figura 18). Se comprobd la presencia de picos de desnaturalizacion a una
temperatura homogénea para IL13, TNFa y GAPDH. En el caso de IL6 (rosa), se observo la ocurrencia de
mas de un pico en dos pocillos de reaccidn, indicativo de probables amplificaciones inespecificas.
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Derivative Melt

Derivative Fluorescence

Figura 18: curvas de melting superpuestas de GAPDH (azul), IL-1B (rojo), IL-6 (rosa) y TNF-a (verde). Los picos de
desnaturalizacion se acumulan a una temperatura relativamente constante para cada ADNc.

Los calculos aplicados para la obtencion del AACt se representan en la figura 19. En primera instancia se
obtuvo el valor de ACt a partir de la diferencia del Ct de cada amplificacion respecto al promedio de los Ct
del gen de referencia GAPDH correspondiente a su mismo protocolo de estimulacion. Para obtener
posteriormente el AACT, se calcul6 la diferencia entre este primer ACT y un segundo ACT, que proviene
de la resta del Ct de los pocillos CTR de cada ADNc amplificado respecto al promedio de los Ct del gen de
referencia en los pocillos CTR. Con estas operaciones mateméticas, se normalizé la evaluacién de la
expresion respecto a un protocolo de estimulacion elegido como referencia: CTR, y respecto a un gen de
referencia; GAPDH. Como resultado, el valor obtenido a través del calculo 27- AACT para cada reaccién de
amplificacion del ADNc representa la expresion relativa de la citoquina evaluada respecto al gen de
referencia (GAPDH) y respecto a una muestra control (a partir del segundo ACt). Los pardmetros obtenidos
de la reaccion y los célculos correspondientes para cada uno de ellos se presentan en las tablas 6y 7.

Normalizacién al gen endégeno:

Ct gen blanco — Ct gen endégeno = ACt

Normalizacién a la muestra de referencia o calibrador:

ACt muestra — ACt Calibrador = AACt

Aplicacion de la férmula; 278ACt

Figura 19: calculo de ACT y de 22- AACT para el analisis estadistico de las reacciones de amplificacion. Adaptado de
“matematica de la qPCR”, del curso “Disefio, ejecucion y reporte de experimentos de retrotranscripcion seguida de
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR), Dr. Luciano D’Attilio.

Tabla 6: Ct, ACt, AACt y 2*-AACt obtenidos para los protocolos de estimulacion CTR, LPS y CAN 100 por duplicado.

Tratamiento Gen 2"-AACT Media DS Tratamiento Gen 2°"-AACT Media DS
CTR GAPDH 1,0000 - - LPS IL-6 26,3235
27,4742 1,1506
CTR GAPDH 1,0000 - - LPS IL-6 28,6248
CTR TNFa 1,1664 LPS IL-1B 471,7279
1,0119 0,1545 570,3909 98,6630
CTR TNFa 0,8574 LPS IL-1B 669,0540
CTR IL-6 1,0938 CAN 100 GAPDH 1 - -
1,0040 0,0897
CTR IL-6 0,9143 CAN 100 GAPDH 1
CTR IL-1B 0,8199 CAN 100 TNFa 9,0148 9,4963 0,4815
1,0198 0,1998
CTR IL-18 1,2196 CAN 100 TNFa 9,9777
LPS GAPDH 1,0000 - - CAN 100 IL-6 10,8416
13,2742 2,4326
LPS GAPDH 1,0000 - - CAN 100 IL-6 15,7068
LPS TNFa 8,1578 CAN 100 IL-1B 235,7811
7,9905 0,1673 340,1044 104,3232
LPS TNFa 7,8232 CAN 100 IL-1B 444,4276
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Tabla 11: Ct, ACt, AACt y 2*-AACt obtenidos por preincubacién con extracto de Cannabis (CAN 10) y latex de Croton
urucurana (CRO 10y CRO 1).

Tratamiento  Gen 2"-AACT Media DS Tratamiento Gen 2°-AACT Media DS
CAN 10 GAPDH 1,0000 CRO 10 IL-6 28,0944
- - 25,4475 2,6469
CAN 10 GAPDH 1,0000 CRO 10 IL-6 22,8006
CAN 10 TNFa 8,8449 CRO 10 IL-1B8 451,6103
11,1463 2,3014 479,2956 27,6853
CAN 10 TNFa 13,4477 CRO 10 IL-1B 506,9809
CAN 10 IL-6 21,7095 CRO 1 GAPDH 1,0000 - -
34,3937 12,6842
CAN 10 IL-6 47,0779 CRO 1 GAPDH 1,0000
CAN 10 IL-18 474,7218 CRO 1 TNFa 8,0212
839,6075 364,8857 8,3089 0,2877
CAN 10 IL-1B 1204,493 CRO 1 TNFa 8,5965
CRO 10 GAPDH 1,0000 - - CRO 1 IL-6 44,7420
68,0641 23,3221
CRO 10 GAPDH 1,0000 - - CRO 1 IL-6 91,3862
CRO 10 TNFa 7,3059 CRO 1 IL-1B 897,8585
6,8351 0,4707 831,1605 66,6980
CRO 10 TNFa 6,3644 CRO 1 IL-1B 764,4625

A partir de los 2*-AACT obtenidos para cada protocolo de tratamiento de la linea celular, se calcularon la
media y desviacién estandar correspondientes. Estos pardmetros se analizaron estadisticamente por
prueba t de student con el programa Graphpad Prism 8.3.0, comparando los valores obtenidos para cada
citoquina y tratamiento aplicado respecto a la estimulacion con lipopolisacérido (protocolo LPS), lo que
permiti6 determinar la existencia de una diferencia significativa en la expresion de citoquinas
proinflamatorias al realizar una preincubacion con extracto de Cannabis a una concentracion de 100 pg/ml:
IL1B (*, p<0.05), e IL6 (*, p<0.05), pero resultando no significativo (ns) para el caso de TNFa. Este efecto
no se observé al tratar la linea celular con extracto de Cannabis a concentracion de 10 pg/ml: IL1B (ns),
TNFa (ns) e IL6 (ns). Los resultados obtenidos de la evaluaciéon de extractos de Cannabis por prueba de t
de student se presentan en la figura 20. De igual manera, no se obtuvo una diferencia significativa en la
expresion de citoquinas al preincubar con latex de Croton a la concentracion de 10 pg/ml: IL1B (ns), TNFa
(ns) e IL6 (ns). Por otro lado, la preincubacion con Croton urucurana a una concentracion de 1 pg/ml arrojo
una diferencia significativa en la expresién de IL1B (*, p<0,05), pero de manera contraria a lo esperado
inicialmente, actuando como proinflamatorio; en cuanto a TNFa e IL6, la diferencia result6é no significativa.
El resultado del analisis estadistico del tratamiento de la linea con Croton se presenta en la figura 21.

IL-1B IL-6 TNF-a,
1500 60 201

ns
10004 —’7 40 —’7

5004

154 ns

10+ -

204

Expresion relativa

Expresion relativa
q

Expresion relativa

T T T
S P ® O LSS RGN
&V NS Y > Y >
d & < & &x & & A
- — —
LPS LPS LPS

Figura 20: expresion de citoquinas proinflamatorias en células RAW 264.7 estimuladas con LPS y con extractos de
Cannabis sativa 100 pg/ml o 10 pg/ml. Andlisis estadistico por t de student respecto al LPS (ns p>0,05; * p<0,05).

Pagina 18 de 24



IL-1B IL-6 TNF-a

1000 1501 10
—|*— ns
s
s g . e 7o
g T 3 1007 s i
S 600 ns : T 2 6
S N b o
g 4007 8 50+ g
o [on ns o3
5 2001 o — - o 2

T 1
N 2 Q N > 9 QS N > % N
SRS >0 & Q > 0 & Q >0
000\ e QQ“O & & ~ OQ~O & s v OQ~O &
 I— —] O — |
LPS LPS LPS

Figura 21: expresion de citoquinas proinflamatorias en células RAW 264.7 estimuladas con LPS y con extractos de
Croton urucurana 10 pg/ml o 1 ug/ml. Andlisis estadistico por t de student respecto al LPS (ns p>0,05; * p<0,05).

DiscusIiON

La falta de medicamentos eficaces y seguros por tiempos prolongados resalta la importancia de las
enfermedades inflamatorias cronicas como un problema de salud (Regalado Veloz & Sanchez Perera,
2015). Segun datos de la OMS, el 80 % de la poblacion de paises en desarrollo recurre a la medicina
tradicional, y de ellos, 85 % usan extractos de plantas medicinales. En este aspecto, ciertos estudios sobre
productos de origen vegetal han demostrado una mayor actividad in vitro que farmacos de uso habitual;
Morales Leon et al. (2018) demostraron la actividad antiinflamatoria de Anredera vesicaria en un modelo de
lisis de gldbulos rojos en medio hipoténico, resultando mayor en extractos de la planta en comparacion al
diclofenac sédico a igual concentracion (Morales Le6n et al., 2018). Formukong et al. (1988) demostraron
en dos modelos in vivo mayor actividad antiinflamatoria en extractos de Cannabis y en algunos de sus
componentes puros, como CBD, en comparacion a los farmacos usados como control positivo: aspirina y
trifluoperazina (Formukong et al., 1988). Los constituyentes presentes en plantas a los que se ha atribuido
principalmente actividad antiinflamatoria son alcaloides, flavonoides, taninos, esteroles, triterpenos,
sesquiterpenos lactonas, aceites volatiles, resinas, carbohidratos o polisacaridos, glicosido-flavonas, acidos
grasos poliinsaturados (Okoli et al., 2003), compuestos que se encuentran en mayor o menor medida
presentes en las especies estudiadas en esta practica (Azab et al., 2016; Cordeiro et al., 2016; Gallily et al.,
2018; Rao et al., 2007)..

Croton urucurana

Hasta el estudio realizado por Cordeiro et al. (2016), la actividad de Croton urucurana como antiinflamatorio
y analgésico no habia sido corroborada en investigaciones publicadas (Cordeiro et al., 2016). En esta
practica, se evalud la actividad antiinflamatoria del latex de Croton urucurana, al incubar la linea RAW 264.7
con una dosis de 1y 10 pg/ml de este. En ambos casos, no se observd una reduccion significativa en la
expresion de ninguna de las citoquinas evaluadas (IL1(, IL6 y TNFa) respecto al grupo estimulado con LPS.
Esto difiere de los resultados obtenidos por Cordeiro et. al. (2016), que demostrd la actividad antiinflamatorio
y antinociceptiva de un extracto metandlico de corteza de Croton urucurana en un modelo in vivo (Cordeiro
et al., 2016). Sin embargo, en dicho trabajo se investigd la actividad de un extracto de corteza, a diferencia
de nuestro estudio donde el material ensayado fue el latex filtrado para procurar la eliminacion de restos de
corteza incorporados durante la recoleccion. Si bien no hay estudios publicados sobre la actividad
antiinflamatoria del latex de Croton urucurana, su actividad antinociceptiva fue demostrada en modelos in
vivo de dolor visceral en ratones por Rao et. al. (2007) (Rao et al., 2007). Cabe destacar, en este aspecto,
que Cordeiro et. al. (2016) indicé la existencia de diferencias en la composiciéon quimica del latex en
comparacion al extracto metandlico de la corteza de esta especie, lo que podria relacionarse a la diferencia
entre los resultados obtenidos respecto a este trabajo. Ademas, en dicho estudio identificaron una serie de
componentes quimicos del extracto de corteza: (+)-galocatequina, procianidina B3, (+)-catequina, (-)-
epicatequina, tembetarina, magnoflorina, taspina, entre otros (Cordeiro et al.,, 2016). Algunos de estos
pertenecen al grupo de sustancias descritas por Okoli et. al. (2003), por estar asociadas a la actividad
antiinflamatoria de plantas medicinales (Okoli et al., 2003), de manera que los efectos observados por
Cordeiro et. al. (2016) podrian relacionarse a estos compuestos. La presencia de catequina y galocatequina
en la corteza de Croton urucurana también fue verificada en el estudio realizado por Peres et. al. (1998),
donde se comprobd la actividad antinociceptiva de extractos crudos, fracciones semipurificadas y
componentes puros de Croton urucurana en un modelo in vivo (Peres et al., 1998). Si bien en este estudio
no fue posible realizar el aislamiento de los principios activos del latex de Croton urucurana, la eleccién de
trabajar con este exudado, aun en disponibilidad de otros materiales vegetales, se baso en la notable
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actividad antiinflamatoria de este en ensayos preliminares, exhibida en un modelo de lisis hipoténica de
glébulos rojos. En nuestro trabajo, estos resultados no se tradujeron en una actividad antiinflamatoria
observable, pero no debe perderse de vista que el modelo aplicado como screening, asi como aquellos
descritos en la bibliografia consultada, fueron diferentes al seleccionado para esta practica.

Si bien la actividad antiinflamatoria del género Croton ha sido demostrada en otros trabajos, como el
realizado por Acostupa et. al. (2017), dicho estudio utilizé un extracto etandlico del latex de Croton lechleri,
y se aplico un modelo de lisis de glébulos rojos en medio hipoténico (Acostupa et al., 2017). En el trabajo
realizado por Risco et. al. (2003), un modelo in vivo de edema inducido por carragenina también puso en
evidencia la actividad antiinflamatoria del latex de Croton lechleri (Risco et al., 2003). Respecto a nuestra
discordancia con estos resultados, ademas de considerar las especies distintas, no deben perderse de vista
las diferencias edafoclimatolégicas, por las que una misma especie puede presentar diferencias en el
contenido de metabolitos secundarios segun su lugar de origen. También se ha observado que la actividad
antiinflamatoria varia en los productos vegetales de acuerdo al modo de preparacién, entre otros factores;
asf lo indica estudio realizado por Brito Alvarez et. al. (2014), quienes describieron, en un modelo in vivo, la
ausencia de actividad antiinflamatoria en productos vegetales preparados de especies en las que se habian
identificado metabolitos con actividad antiinflamatoria en estudios previos (Brito Alvarez et al., 2014). En
nuestro trabajo, el latex de Croton urucurana no fue sometido a extraccion con solventes, sino que una vez
colectado fue simplemente filtrado y llevado a sequedad en evaporador rotatorio, forma en la que se lo
preservo hasta su aplicacion en esta practica. Dadas estas observaciones, es posible que la actividad
antiinflamatoria del latex de Croton pueda ser observada en otros tipos de preparados o al aplicar otros
modelos experimentales.

En el trabajo realizado por Casao et. al. (2020) se evalué la actividad cicatrizante in vivo de un ungiiento
elaborado a base del extracto etandlico de corteza de Croton urucurana. De forma coincidente con el trabajo
de Cordeiro et. al. (2016) (Cordeiro et al., 2016) y Peres et. al. (1998) (Peres et al., 1998), la composicion
guimica de la corteza reveld la presencia de (epi)-catequina y (epi)-galocatequina, compuestos derivados
de quercetina y alcaloides (Casao et al.,, 2020). Los resultados de dicho trabajo indicaron una mayor
curacion de heridas de los grupos tratados con unglientos de extracto de corteza de Croton urucurana al 5
y 10%, lo que se asocid a un incremento del sistema antioxidante estimulado por los unglientos, que acelerd
la recuperacion del tejido lesionado al reducir la generacion de radicales libres y la respuesta inflamatoria.
Esta actividad antioxidante y curativa se relaciona a la presencia de compuestos fendlicos como las
proantocianidinas (Hemmati et al., 2015). Un proceso de cicatrizacion exitoso requiere de un balance entre
mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios en las etapas de reparacion tisular, dado que una respuesta
inflamatoria excesiva o prolongada puede llevar a dafio tisular (Eming et al., 2007), por lo que es probable
que en el estudio de Casao et. al. (2020), el extracto de Croton urucurana haya afectado positivamente a la
respuesta inflamatoria. En concordancia con estos resultados, Namjoyan et. al. (2016) sefialaron la
actividad cicatrizante del latex de Croton lechleri, postulando que este favorece el proceso de curacion no
solo por la actividad antioxidante de sus compuestos, sino también por otorgar una proteccion fisica a la
superficie de la lesion que previene la infeccion (Namjoyan et al., 2016). Las discrepancias observadas
pueden, nuevamente, relacionarse a las diferencias en la composicion quimica entre corteza y latex
(Cordeiro et al., 2016), asi como a las diferencias edafoclimatoldgicas que influyen sobre el contenido de
metabolitos secundarios, determinando asi resultados diferentes.

En cuanto al efecto citopatico y la citotoxicidad observada, la actividad antitumoral del latex de Croton
urucurana y Croton lechleri ha sido descrita y estudiada previamente (Candido-Bacani et al., 2015;
Montopoli et al., 2012; Teles Vieira et al., 2017). Montpoli et. al. (2012) demostrd capacidad de inhibicion de
la proliferacion sobre las lineas SK23 (células de melanoma humano) y HT29 (cancer colorrectal) por parte
del latex de Croton lechleri, asi como de un alcaloide aislado de este: taspina, presente también en otras
especies y al que se ha atribuido principalmente esta actividad (Montopoli et al., 2012). En cuanto a Croton
urucurana, la citotoxicidad de su latex ha sido reportada en el estudio realizado por Candido-Bacani et. al.
(2015) sobre lineas celulares de cancer humanas: 786-0 (carcinoma renal), HT-29 (carcinoma de colon),
NCI-ADR/RES (adenocarcinoma de ovario, fenotipo multirresistente), MCF-7 (adenocarcinoma mamario),
PC-03 (carcinoma de préstata) y Hep-G2 (carcinoma hepatocelular), y esta actividad fue relacionada al
hallazgo de un ciclopéptido de nueve aminoéacidos no caracterizado previamente, perteneciente al grupo de
los denominados orbitides, que exhibié marcada citotoxicidad, especialmente sobre la linea NCI-ADR/RES
(Candido-Bacani et al., 2015). En adicién, en dicho trabajo el extracto de corteza de Croton urucurana no
presento citotoxicidad sobre las lineas mencionadas. A estos resultados se adhieren los obtenidos por Vieira
et. al. (2017), en cuyo trabajo se observd el efecto citotdxico de un extracto etandlico de latex de Croton
urucurana sobre las lineas celulares U937 (leucemia de origen linfoide) y THP-1 (leucemia monocitica
aguda) (Teles Vieira et al., 2017). Dado que en los estudios realizados durante esta practica la exposicion
de la linea RAW 264.7 al latex de Croton urucurana dio lugar a una marcada disminucion de la viabilidad
celular y a alteraciones morfolégicas observadas a concentraciones reducidas de exposicion, mas estudios
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sobre diferentes lineas celulares y modelos, asi como una evaluacion mas profunda de su composicién son
necesarios para una mayor comprension de este fenémeno y para evaluar el potencial de Croton urucurana
como una fuente de drogas antineoplasicas.

Cannabis sativa

De acuerdo con la revision realizada por el Comité de Efectos Saludables de la Marihuana de la Academia
Nacional de Ciencias de los Estados Unidos publicada en el afio 2017, la informacion disponible permite
afirmar que hay evidencia sustancial a conclusiva sobre los efectos benéficos que Cannabis sativa ofrece
en casos de dolor crénico, como antiemético en adultos y en otras enfermedades inflamatorias (National
Academies of Sciences Engeenering and Medicine, 2017).

La actividad farmacolégica de las especies vegetales se relaciona, por el estudio de su composicién
quimica, con los metabolitos presentes. Asi, se ha demostrado que existe una relacion estrecha entre la
composicién en sustancias antioxidantes en las plantas y su accion antiinflamatoria (Brito Alvarez et al.,
2014). En cuanto a Cannabis sativa, estudios previos realizados por Gallily et. al. en 2015 y 2018 sobre
CBD purificado, aceites esenciales de Cannabis de diferentes quimiotipos y extractos enriquecidos en CBD
demostraron la capacidad de todos ellos, a diferentes dosis, de reducir la produccion de especies reactivas
de oxigeno y oOxido nitrico (Gallily et al., 2015, 2018). En el estudio llevado a cabo en esta practica, el efecto
antiinflamatorio del extracto etandlico de Cannabis sativa fue evaluado en base a su capacidad de inhibir la
expresion de citoquinas proinflamatorias por macrofagos de la linea murina RAW 264.7 estimulados con
LPS. Se aplicaron dos concentraciones de trabajo: 10 y 100 pg/ml, donde la mayor de ellas exhibié una
reduccion significativa (p<0,05) en la expresion de las citoquinas IL1B e IL6 respecto al grupo estimulado
con LPS. La diferencia en la expresion de TNFa no fue significativa respecto a este grupo. Ademas, no se
observo una relacion entre la concentracion de extracto aplicado y la reducciéon en la expresiéon. En
concordancia con nuestros resultados, en el trabajo realizado por Shebaby et. al. (2021) en un modelo in
vivo, un extracto etandlico de Cannabis exhibié una inhibicién significativa de la respuesta inflamatoria
cronica y aguda (Shebaby et al., 2021).

La actividad antiinflamatoria y antinociceptiva del aceite esencial de Cannabis fue demostrada en el trabajo
realizado por Gallily et. al. (2018), en un modelo in vivo con diferentes quimiotipos de Cannabis de
composicion diversa, que se relacion6 a diferencias en la actividad antiinflamatoria y antinociceptiva de sus
aceites esenciales. En dicho trabajo no se observé una reduccion en la expresion de TNFa (Gallily et al.,
2018). Notablemente, el extracto de Cannabis evaluado en esta practica tampoco fue capaz de lograr una
diferencia significativa en la expresion de TNFa respecto al control, a pesar de usarse un extracto completo
y no un aceite esencial. En otro trabajo realizado por Gallily et. al. (2015) sobre un modelo in vivo, la
administracion de CBD purificado y de un extracto enriquecido en CBD demostr6 una fuerte reduccion de
la expresion de TNFa (Gallily et al., 2015). Respecto a esta diferencia, el extracto de Cannabis empleado
en esta practica cuenta con una proporcion de CBD menor al 5%, de acuerdo a su evaluacién por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) con detector UV, y la composicién de su aceite esencial
no fue caracterizada.

En el estudio realizado por Shebaby et. al. (2021), se caracterizé también la composicion terpénica de un
extracto de Cannabis, identificando monoterpenos (a-pineno, B-mirceno y limoneno) y sesquiterpenos (B-
cariofileno, alfa-bergamoteno, cariofileno oxidado y a-humuleno) (Shebaby et al., 2021). Muchos de estos
pertenecen al grupo de principios activos en plantas descriptos en la revision realizada por Okoli et. al.
(2003) (Okoli et al., 2003), por lo que su presencia podria contribuir a la actividad antiinflamatoria de
Cannabis en mayor o menor medida, lo que puede estar relacionado a los resultados obtenidos en esta
practica. La actividad antiinflamatoria observada en nuestro extracto de Cannabis también es coincidente
con los hallazgos de Formukong et. al. (1988), donde se evalué la actividad antiinflamatoria de extractos
obtenidos con etanol y éter de petroleo y se comparé con la actividad de cannabinoides purificados a partir
de dos modelos in vivo. En ambos casos, los extractos exhibieron una inhibicién significativamente mayor
a la lograda por los cannabinoides puros y mas potente que la aspirina (Formukong et al., 1988). En dicho
trabajo, ademas, se observo una actividad cuatro veces mas potente en el extracto obtenido con éter de
petréleo respecto al obtenido con etanol, solvente utilizado en la produccion del extracto en esta practica.
La importancia de la seleccién del solvente de extraccion fue destacada en la revision realizada por Azab
et. al. (2016), considerandolo uno de los factores criticos en la determinacion de la actividad de un extracto,
al favorecer la extraccion selectiva de componentes y principios activos de acuerdo a su polaridad y
naturaleza (Azab et al., 2016). Futuros estudios realizados a partir de extractos de Cannabis con mayor
proporcion de CBD, asi como caracterizaciones fitoquimicas mas completas de estos permitirdn una mejor
comprension de los resultados obtenidos en esta practica.
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CONCLUSION

El extracto etandlico de Cannabis sativa presentd actividad antiinflamatoria en el modelo de células RAW
264.7 estimuladas con LPS, evidenciada por la disminucién de la expresién de IL-13 e IL-6 y es dosis
dependiente. El latex de Croton urucurana no presento actividad antiinflamatoria evidenciable en el modelo
de estudio.

Se adquirieron destrezas en el manejo de la técnica de PCR convencional y de gPCR, desde la obtencion
del ADN o del ARN respectivamente hasta el andlisis de resultados obtenidos.

Se realizaron précticas en el laboratorio de cultivo celular, aprendiendo sus normas de bioseguridad y los
calculos correspondientes para su aplicacion rutinaria.
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