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ACTIVIDAD MODULADORA IN VITRO DE EXTRACTOS ACUOSOS DE PLANTAS AMERICANAS
SOBRE LA TOXICIDAD INDUCIDA POR CLORPIRIFOS EN ESPLENOCITOS MURINOS

IN VITRO MODULATING ACTIVITY OF AQUEOUS EXTRACTS FROM AMERICAN PLANTS ON
CHLORPYRIFOS-INDUCED TOXICITY ON MURINE SPLENOCYTES

Ana V. Scotta’, Guillermina A. Bongiovanni®, Elio A. Soria®>.

Resumen

Antecedentes: Clorpirifos es un pesticida altamente téxico, que puede producir inmunotoxicidad con
efectos deletéreos sobre la salud a nivel mundial. Por otro lado, las plantas americanas pueden tener
derivados con actividad protectora e inmunoestimulante. Por lo tanto, debe evaluarse el potencial de estas
plantas frente a clorpirifos. Objetivo: Identificar extractos acuosos bioactivos de Lantana grisebachii (LG),
Aspidosperma quebracho-blanco (AQ), Peumus boldus (PB), e llex paraguariensis (IP), contra la toxicidad
de clorpirifos sobre esplenocitos de hembras Balb/c. Materiales y Métodos: Esplenocitos fueron tratados in
vitro por 72 horas con 0-35 pg/mL de clorpirifos, 0-100 pg/mL de cada extracto (LG, AQ, PB, IP) y 0-5
pg/mL de concanavalina A. Luego, se midié y analizd estadisticamente viabilidad y muerte celular
(tinciones de resazurina y yoduro de propidio), hidroperéxidos, lipoperoxidos (ensayos basados en naranja
de xilenol), actividad de la y-glutamiltranspeptidasa (método de Szasz). Resultados: Clorpirifos redujo la
viabilidad celular de forma dosis dependiente, lo que fue contrarrestado por AQ e IP, los que fueron menos
activos en las células inducibles por concanavalina A (p<0,05). La toxicidad por clorpirifos implicé la
induccion de la y-glutamiltranspeptidasa con la consecuente reduccién de los peroxidos, mientras que AQ
y principalmente IP antagonizaron dichas respuestas (p<0,05). Conclusiones: Los extractos de llex
paraguariensis y Aspidosperma quebracho-blanco protegieron in vitro a los esplenocitos frente a
clorpirifos. Este efecto dependié del tipo celular, dado que las células inducibles por concanavalina A
fueron mas susceptibles a este toxico.

Palabras clave: concanavalina A; fitoterapia; llex paraguariensis; linfocitos; oxidacion-reduccién; quebracho; té.
Abstract

Background: Chlorpyrifos is an highly toxic pesticide, which can induce immunotoxicity with deleterious
effects on health worldwide. On the other hand, American plants can provide derivatives with protective
and immunostimulating activity. Thus, plant potential against chlorpyrifos should be assayed. Objective: To
identify bioactive agueous extracts from Lantana grisebachii (LG), Aspidosperma quebracho-blanco (AQ),
Peumus boldus (PB), and llex paraguariensis (IP), against chlorpyrifos-induced toxicity on female Balb/c
splenocytes. Material and method: Splenocytes were treated in vitro for 72 hours with 0-35 pg/mL of
chlorpyrifos, 0-100 ug/mL of each extract (LG, AQ, PB, IP), and 0-5 ug/mL of concanavalin A. Then,
cellular viability and death (resazurin-based and propidium iodide stainings), hydroperoxides, lipoperoxides
(xylenol orange-based assay), y-glutamyl transpeptidase activity (Szasz method) were measured and
analyzed statistically. Results: Chlorpyrifos reduced splenocyte viability in a dose-dependent manner,
which was counteracted by AQ and IP, which was less active in concanavalin A-responsive cells (p<0.05).
Chlorpyrifos toxicity involved y-glutamyltranspeptidase induction with a consequent peroxide reduction,
whereas AQ and mainly IP antagonized these responses (p<0.05). Conclusions: The extracts of llex
paraguariensis and Aspidosperma quebracho-blanco protected splenocytes in vitro against chlorpyrifos.
This effect depended on cellular type, given that concanavalin A-responsive cells were more susceptible to
this toxic.
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Clorpirifos y fitoextractos

Introduccién

El clorpirifos (O,O-dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridil
fosforotioato, CAS n° 2921-88-2) es uno de los
insecticidas organofosforados mas ampliamente
utilizados en el control de plagas domésticas y
agricolas®. Dicho uso aumenta las posibilidades
de exposicion téxica de seres humanos® Su
mecanismo primario de toxicidad es la inhibicién
irreversible de la enzima acetilcolinesterasa, lo
que produce desérdenes neuroldgicos®. No
obstante, tiene otros mudltiples mecanismos,
cuyos blancos son las células inmunitarias,
llevando a inmunotoxicidad®. Entre sus efectos,
se encuentran inhibiciébn enzimatica, disrupcién
metabdlica y apoptosis®. Asi, la toxicidad
causada por clorpirifos y el resto de los
compuestos  organofosforados conduce a
inmunosupresion y pérdida de los mecanismos
reguladores del sistema inmune, lo que induce
procesos inflamatorios perjudiciales®.

Otro aspecto posiblemente involucrado en la
inmunotoxicidad inducida por contaminantes es
la modificacion del balance redox en las células
afectadas, siendo particularmente susceptibles
los linfocitos T’®. En este sentido, el estrés
oxidativo, la induccion de apoptosis y la inhibicion
de la blastogénesis han sido sugeridas como
mecanismos subyacentes a este efecto
deletéreo®®. La susceptibilidad de esta estirpe
puede ponerse de manifiesto valorando su
capacidad de respuesta mitogénica a
concanavalina A in vitro, una lectina vegetal
utilizada ampliamente para activar y proliferar a
linfocitos T de manera policlonal y antigeno-
independiente®*°.

Consecuentemente, aquellos compuestos con
actividad redox son candidatos como
moduladores de esta toxicidad*. En este sentido,
existen compuestos de origen vegetal con
potencial protector y regulador de procesos
celulares, siendo los extractos acuosos de las
plantas fuentes de los mismos*. En el
continente americano, numerosas plantas han
sido propuestas para usos médicos®™,
identificAndose la utilidad particular de alguna de
ellas y sus extractos de infusiones'®. Entre éstas,
se incluyen Lantana grisebachii  Stuck.
(Verbenaceae), Aspidosperma quebracho-blanco
Schltdl. (Apocynaceae), llex paraguariensis A. St-
Hil. (Aquaifoliaceae) y Peumus boldus Molina
(Monimiaceae), con potencial inmunolégico’***°.
En funcion de lo antedicho, el objetivo de este
trabajo fue evaluar la actividad moduladora de los
extractos de estas plantas en esplenocitos
(células inmunitarias ubicadas en el bazo
provenientes de ratones Balb/c hembras)
expuestos in vitro a clorpirifos, analizando
viabilidad celular y marcadores redox.

Materiales y métodos
Extractos vegetales

Las muestras vegetales de L. grisebachii (LG), A.
guebracho-blanco (AQ) fueron recolectadas
durante el verano en la zona montafiosa de la
region fitogeografica chaquefia del centro de
Argentina (coordenadas GPS: -31.28/-64.44)%,
contando con la autorizacion gubernamental
correspondiente  (Ministerio de Ciencia vy
Tecnologia de Cérdoba, Argentina). Los
especimenes recolectados fueron identificados y
depositados en el Herbario RIOC de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto (Argentina).
Por su parte, las muestras de |. paraguariensis
(IP) y P. boldus (PB) provenian de -cultivos
organicos y fueron adquiridas comercialmente.
Se dejaron secar muestras (partes aéreas) en
ambiente seco, templado y oscuro para luego
molerlas. Para obtener cada extracto, con 1
gramo de cada molienda se realizé una infusion
con 5 mL de agua destilada inicialmente a 95°C
permitiendo que se enfrie durante 1 hora
(temperatura final: ambiente). Todo esto se llevo
a cabo en oscuridad, bajo agitacién constante y a
temperatura ambiente®’. Luego, fueron retirados
los restos sélidos por filtracion (poro de 0,2 um),
cuyo sobrenadante estéril fue liofilizado al vacio
a -50°C durante 24 horas. El extracto seco
remanente fue resuspendido en medio de cultivo
constituyendo una solucibn madre de 100
mg/mL. La composicion quimica de los extractos
asi obtenidos ha sido previamente determinada®®.

Esplenocitos y tratamiento in vitro

Se utilizaron ratones hembras BALB/c
endocriadas de 2 meses de edad, mantenidas
bajo condiciones estandar de bioterio con
alimentacion (Gepsa SA, Argentina) e hidratacion
(Aguas Cordobesas SA, Argentina) ad libitum. Su
manejo general y sacrificio seguido por
esplenectomia se llevaron a cabo de acuerdo a
las normas procedimentales y éticas vigentes
(Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio, Secretaria de Ciencia y
Tecnologia, Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional de Cérdoba).

A partir de los bazos obtenidos por
esplenectomia post mortem, se aislaron células
mononucleares esplénicas (esplenocitos). Este
procedimiento implicé colocar dichos O6rganos
inmediatamente en medio RPMI-1640 completo,
donde fueron disgregados mecanicamente y
hemolizados quimicamente (utilizando una
soluciéon hipotonica) a fin de obtener una
suspension celular, la cual fue lavada dos veces
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con medio de cultivo. Las células fueron
mantenidas en medio RPMI-1640, completado
con suero fetal bovino al 10%, 50 pM de 2-
mercaptoetanol, 100 IU/mL de penicilihna G
sodica y 40 ug/mL de sulfato de gentamicina, en
atmosfera de 5% CO, a 37°C*.

Para los ensayos correspondientes, se trataron
durante 72 horas esplenocitos (1000 células/uL)
no activados y activados con 5 ug/mL de
concanavalina A (mitégeno T). Los rangos de
dosis empleados para los tratamientos fueron 0-
35 pg/mL de clorpirifos y 0-100 pg/mL de extracto
vegetal.

Los quimicos utilizados asi como demés
reactivos e insumos fueron provistos por Sigma-
Aldrich Inc. (EE.UU.), mientras que el material
plastico descartable para cultivo celular provino
de ETC (Argentina).

Viabilidad celular y citologia

La cantidad de células viables expuestas a los
tratamientos fue valorada a través de su tincion
con resazurina (concentracion final en medio de
cultivo: 0,05 mg/mL), un colorante cuya captacion
y metabolizacion por parte de las mismas llevaba
a cambio de su coloracion tras 6 horas de
cultivo®®. Asi, la viabilidad celular se definié como
porcentaje de densidad 6ptica respecto a control
(O pg/mL de clorpirifos y 0 pg/mL de extracto,
C=100%) en cada pozo de una microplaca de 96
pozos a 600 nm.

A través de citofluorescencia por marcacion con
yoduro de propidio (10 pg/mL, 15 minutos, 37°C,
oscuridad) y analisis de microfotografias, se
identificaron en rojo ndcleos y fragmentos
nucleares en células con compromiso de su
viabilidad, ya que dicho fluoréforo es excluido
activamente en células vivas. Se usé un video
microscopio Zeiss Axiovert 135 con el programa
de imagenes Axiovision (Alemania).

Marcadores redox

Se estudié la formacion de peroxidos como
marcadores de oxidacién bioldgica de acuerdo a
lo realizado anteriormente'®®, tratando 10 pL de
suspension celular con 100 pyL de cromogeno.
Para hidroperéxidos, el cromégeno fue una
solucién acuosa de sorbitol 100 mM y naranja de
xilenol 0,125 mM con un catalizador (sulfato
amonio ferroso 25 mM en acido sulftrico 2,5 M)
en relacion 100:1. Para lipoperoxidos, el
cromégeno fue una solucion metandlica de
hidroxitolueno butilado 4 mM y naranja de xilenol
0,125 mM con el mismo catalizador. Luego de 30
minutos a temperatura ambiente, se midi6
absorbancia a 540 nm.

Por otro lado, se cuantificé la actividad de y-

glutamiltranspeptidasa (GGT, EC 2.3.2.2,
CD224), por su participacion en la respuesta
antioxidante y en el metabolismo de tdxicos
ambientales®. Se utilizd el método de Szasz
basado en la cinética de la enzima en la reaccion
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida (2,9 mM) +
glicilglicina (100 mM) — L-y-glutamilglicilglicina +
5-amino-2-nitrobenzoato en buffer Tris 100 mM.
Se mezclaron 10 pL de suspension celular
tratada 30 minutos con Tritobn X-100 al 0,1% vy
100 de reactivos provistos en el kit y-G-test AA
(Wiener Lab, Argentina). Se determiné la
diferencia promedio por minuto de la absorbancia
(AA/min) a 405 nm, valor que se multiplicaba por
una constante (UI/L = AA/min x 1158), en
condiciones de velocidad inicial y en rangos de
linealidad®.

Los estudios espectrofotométricos se realizaron
con un multilector de microplacas GloMax®-Multi
microplate multimode reader (Promega Corp.,
EE.UU.).

Andlisis estadistico

Los datos fueron expresados como media + error
estandar (EE) de = cuatro experimentos
separados realizados en triplicado. Se utilizaron
modelos de ANOVA para evaluar el efecto de los
tratamientos sobre la viabilidad celular,
comparando las medias a través del test de
Tukey para un p<0,05. Para analizar la
correlacion entre las variables de estudio se
empleé la regresibon de minimos cuadrados
parciales (analisis multivariado), expresando
dicha correlacién de manera gréfica®. Se utilizd
el programa InfoStat version 2012 (Grupo
InfoStat, Argentina).

Resultados:

Se observo una reduccién de la viabilidad celular
dependiente de la concentracién de clorpirifos,
con una reduccion significativa desde 8,75 pg/mL
y alcanzando la DLsg a 35 pg/mL, la cual se
emple6 en los ensayos ulteriores. A fin de
establecer la causa de esta menor viabilidad, se
hall6 que las células expuestas a clorpirifos
tuvieron mayor captacion de yoduro de propidio
en campos microscopicos aumentados cien
veces, encontrando figuras de fragmentacion
nuclear a una magnificacibn de cuatrocientas
veces, compatible con figuras apoptéticas tanto
en esplenocitos tratados o no con concanavalina
A, conocido mitégeno linfocitario T (Figura 1).

Como se observa en la Figura 2, los extractos PB
y LG no resultaron protectores frente a la
concentracion de clorpirifos empleada. Por su
parte, aunque se mantuvo el efecto tdxico
concentracion-dependiente de clorpirifos, la
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adicion del extracto IP previno significativamente
la pérdida de viabilidad celular inducida por aquel
(p<0,05). En caso del extracto AQ, el descrito
efecto fue anulado (curva de concentracion sin
inclinacion), logrando niveles superiores de
viabilidad (p<0,05).

110

100 -
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4 A. quebracho-blanco

<]
Al ser activos, los extractos IP y AQ fueron H | =070 085.00 Control
ensayados nuevamente frente a clorpirifos en L = el
esplenocitos tratados con concanavalina A = N
(mitégeno de linfocitos T). Bajo estas 2 ) B
condiciones, las células se  mostraron : RS
susceptibles a clorpirifos de manera similar a E 50 4

>

cuando no estaban tratadas con el mitdgeno,
mientras que se redujo la actividad protectora de 50
estos extractos, como se muestra en la Figura 3.
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[Clorpirifos] (ug/mL)
FIGURA 3. Viabilidad celular (medias % E.E., n24) de linfocitos de ratones

hembras expuestos in vitro a clorpirifos (0-35 pg/mL, 72 horas) y fitoextractos
infusivos (0-100 pg/mL, 72 horas). * p<0,05.

A través de un modelo de regresiéon de minimos
cuadrados parciales mostrado en la Figura 4, se
encontré6 que concentraciones crecientes de
clorpirifos redujeron la viabilidad celular como se
habia visto previamente, mientras que
concentraciones crecientes de concanavalina A
la aumentaron, como se esperaba. Los extractos
mostraron menores efectos sobre dicha
respuesta. Clorpirifos se correlacion6 con mayor

actividad de y-glutamiltranspeptidasa vy
consecuentemente menor nivel de
hidroperéxidos y lipoperoxidos. Ambos

marcadores oxidativos tuvieron relacién directa
con la viabilidad celular y su inducciéon por
concanavalina A. Ambos extractos aumentaban
el nivel de lipoperéxidos, mientras reducian a y-
glutamiltranspeptidasa. En todos los casos, IP
mostré mayor intensidad que AQ.

FIGURA 1. Muerte celular (marcacién con yoduro de propidio) de linfocitos de
ratones expuestos in vitro a clorpirifos (72 horas). Imagenes representativas
de n24. Referencias: A: esplenocitos estimulados con concanavalina A con 0
ug/mL de clorpirifos; B: esplenocitos estimulados con concanavalina A con
35 pg/mL de clorpirifos; C y D: figuras apoptéticas de esplenocitos
estimulados con concanavalina A con 35 ug/mL de clorpirifos. Magnificacién:

Ay B: 100x, Cy D: 400x.
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FIGURA 4. Correlacién entre intensidades relativas de variables predictoras
=0 T T T y T y (en gris; concentracién de concanavalina A -mitégeno, 0-5 ug/mL-, clorpirifos
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[Clorpirifos] (ug/mL) -téxico, 0-35 pg/mL- y extracto -I. paraguariensis o A. quebracho-blanco, 0-

100 pg/mL-) y respuestas celulares (en negro; nivel de viabilidad,

FIGURA 2. Viabilidad celular (medias % E.E., n24) de esplenocitos BALB/c
expuestos in vitro a clorpirifos (0-35 ug/mL, 72 horas) y extractos infusivos (0-
100 pg/mL, 72 horas). * p<0,05.

hidroperoxidos, lipoperéxidos y y-glutamiltranspeptidasa), tras 72 horas de

tratamiento in vitro de esplenocitos BALB/c (n28).
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Discusion

En concordancia con lo presentado en la
introduccion de este trabajo, se confirmé el efecto
citotoxico de clorpirifos sobre esplenocitos,
existiendo evidencia previa sobre esto, asi como
el rango de dosis, su efecto dosis dependiente y
la DLs,2"%8, Esta toxicidad se asocié con menor
respuesta a concanavalina A, sugiriendo un
compromiso de los linfocitos T, ya que son los
esplenocitos capaces de responder a dicho
antigeno policlonal mitogénico. Esto ha sido
propuesto por otros autores, incluyendo la
induccién de apoptosis en esta estirpe celular®”®,
PB contiene fitoquimicos antioxidantes capaces
de proteger a hepatocitos y eritrocitos frente a
estrés oxidativo'”*®. En este sentido, clorpirifos
no indujo peroxidacién, por lo tanto PB no fue
efectivo. Asimismo, LG, reportado como
antioxidante 'y protector de esplenocitos
expuestos a otro contaminante”*?, tampoco fue
capaz de contrarrestar la toxicidad de clorpirifos.

El efecto protector de IP sobre esplenocitos
expuestos a clorpirifos puede indicar el contenido
de compuestos bioactivos, tal como sugieren
otros autores'®, incluyendo su mayor nivel de
polifenoles y flavonoides™. Esto se contrapone
con hallazgos sobre derivados provenientes de
otras especies vegetales, los cuales son capaces
de reducir la activacién linfocitaria®. Por otro
lado, la mayor viabilidad de esplenocitos tratados
con AQ sugieren una actividad promotora sobre
dichas células. En este sentido, se hallé que
dicho extracto y sus compuestos presentan
actividad inmunoestimulante®, asi como puede
contrarrestar al clorpirifos por un potencial efecto
guelante, dada la ausencia hallada de respuesta
dosis-dependiente. Hasta donde se conoce, es la
primera vez que se identifica un potencial
inmunoprotector frente a clorpirifos por parte de
los extractos vegetales estudiados.

Dada la reduccién de la capacidad protectora de
IP y AQ en células tratadas con concanavalina A,
se infiere que dicha capacidad es relevante en
los esplenocitos no T, siendo éstos (ej.: linfocitos
B) mas resistentes a la toxicidad por clorpirifos®'.
Ademas, es necesario tener en cuenta que las
células en mitosis, inducible por concanavalina A,
son mas sensibles al efecto de agentes
deletéreos®, y que la estirpe T muestra alta
susceptibilidad dichos agentes®".

Si bien se ha reportado el efecto oxidativo de
clorpirifos®**, en este trabajo se asoci6
negativamente con el nivel de hidroperdxidos y
lipoperoxidos, como consecuencia de su
asociacion positiva con la actividad de GGT, la
cual forma parte de la respuesta antioxidante de
las células®*®. Luego, la asociacién hallada en
esplenocitos entre su viabilidad y actividad de

GGT es concordante como hallazgos en otros
estudios®®*. En este contexto, tomando a esta
enzima como marcadora de respuesta a
clorpirifos, se encontr6 que los extractos AQ vy
principalmente IP antagonizaron su actividad. En
este sentido, se ha descrito la inhibicion de GGT
por estos extractos en diferentes tejidos de
ratones hembras™®.

Conclusioén

El presente trabajo muestra que los extractos de
llex paraguariensis y Aspidosperma quebracho-
blanco fueron capaces de proteger in vitro a
esplenocitos expuestos al agroquimico clorpirifos,
si bien son necesarios estudios adicionales para
avanzar en el analisis de sus fitoquimicos
bioactivos. No obstante, dicha inmunoproteccion
depende de las caracteristicas propias de cada
estirpe celular, mostrando mayor susceptibilidad
al toxico aquellas células inducibles por
concanavalina A (ej.: linfocito T). Esto promueve
la investigaciobn acerca del compromiso por
clorpirifos de la inmunidad celular, llevando a
inmunodepresion y disfuncion de alto impacto
sanitario para seres humanos.
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