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Abstract: Sesquiterpene lactones of the plants Viguiera sylvatica and Decachaeta thieleana (Asteraceae)
modulate nitric oxide production and phagocytosis of macrophages cell line RAW. Different species
of the Asteraceae family are a potential source of sesquiterpene lactones with anti-inflammatory properties.
Macrophages play a central role in the regulation of immune responses. In the present study, the in vitro effect of
two sesquiterpene lactones, a millerenolide and a thieleanin, was assessed by measuring the production of nitric
oxide (NO) by cell line RAW (murine macrophages) using the Griess reagent. Additionally, the effect of these
sesquiterpene lactones on phagocytic capacity of latex particles and the reduction of nitroblue tetrazolium (NBT)
were evaluated microscopically. Treatment of macrophages with >2.5 pg/ml of both sesquiterpene lactones,
reduced the production of NO. A decreased number of macrophages able to reduce NBT were observed when
these cells were treated with 3 pg/ml of millerenolide or 7.5 pg/ml of thieleanin. Treatment of macrophages with
4 pg/ml of millerenolide or 7.5 pg/ml of thieleanin, reduced the phagocytic capacity of macrophages. Cytotoxic
effects on the macrophages were only observed when the concentration was increased to 8 pg/ml of millereno-
lide or 25 pg/ml of thieleanin. Our results suggest that these sesquiterpene lactones could be useful compounds
in the elaboration of anti-inflammatory drugs. Rev. Biol. Trop. 56 (3): 1063-1073. Epub 2008 September 30.

Key words: sesquiterpene lactones, millerenolide, thieleanin, immunomodulation, Asteraceae.

Las lactonas sesquiterpénicas constituyen
un grupo de terpenoides C 15 con un anillo
lactonico, que representan los componentes
activos de muchas plantas medicinales de
la familia Asteraceae. Estos compuestos se
obtienen a partir de hojas y flores de plantas
como Milleria quinqueflora, Viguiera sylvati-
ca, Decachaeta thieleana (Castro et al. 2000),
Vanillomopsis arborea (Vischnewski et al.
1999) y Arnica montana (Willuhn et al. 1984),
entre otras.

Algunos ensayos demuestran que los
extractos de estas plantas, asi como también,
las lactonas sesquiterpénicas purificadas poseen

propiedades antiinflamatorias (Garcia-Pifieres
et al. 2001, Humar ef al. 2003).

Los macrofagos desempefian una funcion
central en la regulacion de la respuesta inmu-
ne, asi como también en la reparacion tisular
(Unanue 1989). En respuesta al lipopolisaca-
rido (LPS), los macrofagos secretan citocinas
proinflamatorias (Laskin y Pendino 1995) y
radicales libres o especies reactivas del oxige-
no (ROS, del inglés reactive oxygen species),
tales como, los aniones superoxido (Victor et
al. 1998, 2000).

Se ha sugerido que el estrés oxidativo cau-
sado por ROS, es uno de los principales efectos
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dafiinos inducidos por el LPS (McKechnie et
al. 1986, Victor et al. 1998, 2002).

El LPS induce la produccion de oOxido
nitrico (NO) en los macr6fagos. La oxidacion
producida por el NO en la célula, lleva a la
formacion de un producto nitrito estable, el
cual puede ser cuantificado espectrofotométri-
camente en el sobrenadante del cultivo celular
debido a que produce un cromoforo al reac-
cionar con el reactivo de Griess (Hirvonen et
al. 1996).

En este estudio se evaluo el efecto in vitro
de dos lactonas sesquiterpénicas (Fig. 1), que
fueron aisladas en Costa Rica de plantas de la
familia Asteraceae, sobre la produccion de NO
y la funcién fagocitica de una linea celular de
macrofagos murinos (RAW). Nuestros datos
indican que estas lactonas sesquiterpénicas
pueden disminuir la produccion de NO y
la cantidad de particulas fagocitadas por los
macrofagos RAW.

MATERIALES Y METODOS

Lactonas sesquiterpénicas: El millere-
nélido y la thieleanina (Fig. 1) evaluados en
este estudio, fueron aislados y purificados de
Viguiera sylvatica y Decachaeta thieleana,
respectivamente (Castro et al. 2000).

Un miligramo de lactona sesquiterpénica
fue disuelto en 0.1 ml de dimetilsulfoxido
(DMSO) y luego fue diluido en 0.9 ml de
medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma, No. Cat.
R-8755), para obtener una solucion “stock” de
1 mg/ml, a partir de la cual se realizaron dilu-
ciones para los diferentes ensayos.

Linea celular: La linea celular de mac-
réfagos murinos (RAW) fue cultivada en medio
de cultivo RPMI 1640, suplementado con suero
fetal bovino (SFB) al 10%, 50 ug/ml de estrep-
tomicina, 100 Ul/ml de penicilina, 2mM de
glutamina, 5 mM de 2-mercaptoetanol, 10 mM
de solucion MEM de aminoacidos esenciales,
45 mM de bicarbonato de sodio, 0.8 mM de
glucosa y 25 mM de N-(2-hidroexitietil) piper-
azina-N’-(acido 2-etanosulfonico) (HEPES).

~ S
-y

Fig. 1. Estructura quimica del millerenolido (arriba) y la
thieleanina (abajo).

Fig. 1. Chemical structure of millerenolide (above) and
thieleanin (below).

Las células fueron incubadas a 37°C en
camara huimeda, en una atmosfera al 5% de
CO,. El medio de cultivo fue reemplazado cada
cuatro dias y los pasajes fueron realizados cada
siete dias.

Los ensayos posteriores se realizaron sem-
brando 1 x 10° macréfagos/pocillo en placas de
96 pocillos de fondo plano (Costar). El volumen
final agregado en cada pocillo fue de 200 pl.

Viabilidad celular: Los macrofagos trata-
dos y no tratados con las lactonas sesquit-
erpénicas (0 - 35 ug/ml) fueron incubados a
37°C, en una atmosfera al 5% de CO, por 72
horas. Posteriormente, la viabilidad de las
células fue determinada con el método descrito
por Mosmann con las modificaciones hechas
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por Bonilla y colaboradores (Mosmann 1983,
Bonilla et al. 1993). Brevemente, se emplearon
50 pl por pocillo de una solucién de sal de
tetrazolio (XTT) (Sigma, No. Cat. X-4251) (1
mg/ml) y N-metilfenacina metasulfato (PMS)
(0.01 M). Los macrofagos fueron incuba-
dos durante dos horas a 37 °C en oscuridad.
Posteriormente, se transfirieron 100 ul del
sobrenadante de cada pocillo a otra placa de 96
pocillos y se cuantifico el cambio de color en
un lector de microplacas Dynex MRX (Dynex
Technologies), a una longitud de onda de 450
nm y con un filtro de referencia de 650 nm.
Adicionalmente, la viabilidad de las células fue
determinada con azul Tripan.

Producciéon de 6xido nitrico por mac-
réfagos: Macrdfagos tratados y no tratados con
las lactonas sesquiterpénicas (0 — 7.5 pg/ml),
fueron estimulados con 50 pl de lipopolisacari-
do (LPS) (1 pg/ml de RPMI 1640) y se incu-
baron a 37°C durante 24 horas. Posteriormente,
se transfirieron 100 pl de sobrenadante de cada
pocillo a otra placa similar y se agrego6 igual
volumen de reactivo de Griess (1% de sul-
fanilamida, Sigma, No. Cat. S-9251 y 0.1%
de naftilenediamina, Sigma, No. Cat. N-9125
disuelto en acido fosforico al 5%). Luego se
determino la absorbancia a 550 nm de cada una
de las soluciones de prueba y de los controles,
utilizando un lector de microplacas BioRad. La
concentracion de NO se determino por extrapo-
laciéon en una curva ajustada, por el método de
minimos cuadrados que fue disefiada con un
patrén de nitrito de sodio, en donde la absor-
bancia se encuentra directamente relacionada
con la cantidad de NO producido.

Reduccién de nitroazul de tetrazolio
(NBT): Macrofagos tratados y no tratados
con las lactonas sesquiterpénicas (0 — 10 pg/
ml), fueron estimulados con 10 ul de extracto
bacterial no viable (Sigma, No. Cat. 840-15)
(1 pg/ml) y 25 ul de NBT (Sigma, No. Cat.
840-10) (1 mg/ml) e incubados a 37°C durante
20 min. Luego, el sobrenadante fue descartado,
las células fueron tefiidas con Giemsa y obser-
vadas en un microscopio invertido (Olympus

CK30), para determinar la cantidad de mac-
réfagos NBT positivos (células que contenian
depositos azules). Ademas, se realizo el mismo
experimento con macro6fagos no estimulados.

Capacidad fagocitica de los macroéfa-
gos: Macrofagos tratados y no tratados con
las lactonas sesquiterpénicas (0 — 10 pg/ml),
fueron incubados a 37°C durante 48 horas con
una suspension de particulas de latex tefiidas
de azul oscuro (0.846 um de diametro; Sigma,
No. Cat. L-1398), en una relacion macréfago:
particulas = 1:30. Posteriormente, las células
fueron lavadas con PBS frio para eliminar
las particulas libres, se fijaron con metanol
y se tifieron con Giemsa. Las placas fueron
observadas en un microscopio invertido para
determinar el porcentaje de células fagociticas
y la cantidad promedio de particulas de latex
fagocitadas por macrofago.

Analisis estadistico: Los datos fueron
evaluados por medio de un analisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de Dunnett. Todas las
pruebas estadisticas fueron realizadas con el
SigmaStat Statistical Analysis Software (Jandel
Corporation). Los resultados se presentan como
el promedio de cinco réplicas de cada tratamien-
to y de los controles + la desviacion estandar
respectiva. P < 0.05 fue considerado como nivel
satisfactorio de significancia estadistica.

RESULTADOS

Viabilidad celular: La cantidad de macr6-
fagos vivos so6lo disminuy¢ significativamente
(p<0.05) cuando la concentracion de millerend-
lido se incremento a 8 pg/ml o la de thieleanina
se aumento a 25 pg/ml (Fig. 2). Por debajo de
estas concentraciones no se observaron efectos
citotoxicos sobre los macréfagos.

Produccion de éxido nitrico y reduccion
de NBT: Los macréfagos tratados con las lac-
tonas sesquiterpénicas (>2.5 pg/ml) disminuye-
ron significativamente (p<0.05) la produccion
de oxido nitrico (Fig. 3). Ademas, se observo
una disminucion significativa (p<0.05) de la
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Fig. 2. Efecto de dos lactonas sesquiterpénicas (A. millerendlido, B. thieleanina) sobre la viabilidad de macréfagos RAW.
A concentraciones >8 ug/ml del millerendlido ¢ >25 ug/ml de thieleanina, se observo una disminucion significativa de la
cantidad de células viables (p < 0.05). Cada punto representa el promedio + DE de cinco réplicas.

Fig. 2. Effect of two sesquiterpene lactones (A. millerendlido, B. thieleanina) on viability of RAW macrophages. The amount
of viable cells was significantly decreased by concentrations of millerenolide >8ug/ml or thieleanin >25 pg/ml (p < 0.05).

Each point represents mean + SD of quintuplicate measure.

cantidad de macréfagos capaces de reducir
NBT, una vez tratados con millerenélido (3 pg/
ml) o thieleanina (7.5 ug/ml) (Fig. 4).

Capacidad fagocitica de los macrofa-
gos: Se observo una disminucion significativa

1066

(p<0.05) de la cantidad promedio de particulas
fagocitadas por los macrofagos al ser expuestos
a millerendlido (4 pg/ml) o thieleanina (7.5 pg/
ml) (Fig. 5). Sin embargo, no hay diferencia
entre tratamientos y control en cuanto al por-
centaje de células fagociticas (p>0.05).
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Fig. 3. Efecto de dos lactonas sesquiterpénicas (A. millerenolido, B. thieleanina) sobre la produccion in vitro de 6xido nitrico
por macrofagos RAW activados. A concentraciones de lactona sesquiterpénica >2.5ug/ml, los macréfagos disminuyeron
significativamente la produccion de 6xido nitrico. Cada barra representa el promedio + DE de cinco réplicas. *, ** Indican
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05 y p < 0.01 respectivamente) con respecto al grupo control (0 ug/ml de
lactona sesquiterpénica).

Fig. 3. In vitro effect of two sesquiterpene lactones (A. millerenolide, B. thieleanin) on production of nitric oxide by acti-
vated RAW macrophages. The production of nitric oxide by macrophages was significantly decreased by concentrations of
sesquiterpene lactones >2.5ug/ml. Each bar represents mean + SD of quintuplicate measure. *, ** Statistically significant
difference (p < 0.05 and p < 0.01 respectively) with respect to the control group (0 ug/ml of sesquiterpene lactone).
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Fig. 4. Efecto de dos lactonas sesquiterpénicas (A. millerendlido, B. thieleanina) sobre la reduccion de NBT por macrofagos
RAW estimulados y no estimulados. A concentraciones de millerendlido >3 ug/ml o de thieleanina >7.5 ug/ml, la cantidad
de macrofagos capaces de reducir NBT disminuy6 significativamente. Cada barra representa el promedio + DE de cinco
réplicas. * Indica diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) entre tratamiento y el grupo control estimulado (0 ug/
ml de lactona sesquiterpénica).

Fig. 4. Effect of two sesquiterpene lactones (A. millerenolide, B. thieleanin) on NBT reduction by stimulated and nostimu-
lated RAW macrophages. The amount of macrophages able to reduce NBT was significantly decreased by concentrations
of millerenolide >3ug/ml or thieleanin >7.5 ug/ml. Each bar represents mean + SD of quintuplicate measure. * Statistically
significant difference (p < 0.05) between experimentals and stimulated control group (0 ug/ml of sesquiterpene lactone).
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Fig. 5. Efecto in vitro de dos lactonas sesquiterpénicas (A. millerendlido, B. thieleanina) sobre la fagocitosis de particulas
de latex por macrofagos RAW. Arriba, se observa que la cantidad de particulas fagocitadas por los macrofagos disminuyo
significativamente a concentraciones de millerenolido >4 ug/ml o de thieleanina >7.5 ug/ml. Los graficos de abajo muestran
que el porcentaje de células fagociticas no se afecto significativamente. Cada barra representa el promedio + DE de cinco
réplicas. * Indica diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) entre tratamiento y el grupo control (0 ug/ml de lactona
sesquiterpénica).

Fig. 5. In vitro effect of two sesquiterpene lactones (A. millerenolide, B. thieleanin) on amount of phagocytosed latex beads
by RAW macrophages. Above, the amount of phagocytosed beads by macrophages was significantly decreased by concen-
trations of millerenolide >4ug/ml or thieleanin >7.5 ug/ml. Below, the percentage of phagocytic cells of RAW macrophages
after treatment with different concentrations of sesquiterpene lactones. Significant effect on percentage of phagocytic cells
was not observed. Each bar represents mean + SD of quintuplicate measure. * Statistically significant difference (p < 0.05)
between experimentals and control group (0 ug/ml of sesquiterpene lactone).
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DISCUSION

Los macrofagos participan en la respues-
ta inmune, en parte produciendo NO como
mediador citotoxico (Hibbs et al. 1987, Nathan
1992). Esta actividad citotdxica provoca la dis-
minucion de la vida media de los macroéfagos in
vitro (Albina et al. 1989).

Existe evidencia que sugiere que sustan-
cias antioxidantes pueden disminuir los efectos
citotoxicos causados en el macréfago por la
sintesis aumentada de NO inducida por LPS
(Hagenlocker et al. 1990, Goode y Webster
1993, Hirvonen et al. 1996). Estos reportes
permiten postular que los antioxidantes son
capaces de proteger al macrofago en situa-
ciones de estrés oxidativo, como habita durante
la respuesta inmune inespecifica contra bac-
terias gram-negativas (Peristeris et al. 1992,
Yoshikawa et al. 1994, Victor y De La Fuente
2003). En este sentido, los cultivos de macrofa-
gos RAW 264.7 utilizados en esta investigacion
nos permitieron estudiar la capacidad pro-
tectora antioxidante del millerendlido y de la
thieleanina a concentraciones no toxicas (Fig.
2). Estas células expuestas a LPS producen
NO por medio de la activacion de la sintasa
de NO inducible (iNOS, del inglés inducible
nitric oxide synthase) por citocinas (Stuehr y
Marletta 1985, Hibbs et al. 1988, Hirvonen et
al. 1996).

La produccion de NO y la cantidad de mac-
réfagos capaces de reducir NBT disminuyeron
significativamente (p < 0.05) en los cultivos
de macréfagos RAW tratados con las lacto-
nas sesquiterpénicas (>2.5 ug/ml) (Fig. 3 y
4). Esto es consistente con lo reportado por
otros investigadores, las lactonas sesquiterpé-
nicas interfieren en varias fases de la respuesta
inflamatoria, inhiben el factor de transcripcion,
factor nuclear-kB (NF-kB) y esto afecta la
produccion de citocinas proinflamatorias y la
sintesis de iNOS (Bork et al. 1997, Lyp et al.
1997, Riingeler et al. 1999, Wong y Menendez
1999, Garcia-Pifieres ef al. 2001, Humar et al.
2003). La inactivacién de NF-kB se debe, prin-
cipalmente, a la alquilacion de la cisteina 38,
en el dominio de unién al ADN de la subunidad

p65, lo que previene la interaccion del factor
de transcripcion con el ADN. Esta interferencia
habita debido a que las lactonas sesquiterpéni-
cas, poseen dominios o,[3-insaturados que reac-
cionan con grupos tiol siguiendo una adicion
tipo Michael. Por ésto, las lactonas sesquiterpé-
nicas son compuestos muy interesantes para el
desarrollo de drogas antiinflamatorias (Garcia-
Pineres et al. 2001, Humar et al. 2003).

El incremento de ROS es el resultado del
estallido respiratorio inducido por el LPS en
macrofagos (Hagenlocker et al. 1990, Goode
y Webster 1993). Al disminuir la produccion
de ROS por accion de las lactonas sesqui-
terpénicas, se protege al macrofago de una
situacion de estrés oxidativo. Sin embargo, el
hecho de que a concentraciones elevadas de
lactona sesquiterpénica, se observaran efectos
citotoxicos significativos (p < 0.05) sobre los
macrofagos (Fig. 2), denota que un exceso de
estos compuestos puede interferir con procesos
vitales para estas células. Todos los experimen-
tos presentados en este reporte se hicieron a
concentraciones de millerenolido (< 4pg/ml) y
thieleanina (< 10pg/ml) muy por debajo de las
concentraciones citotoxicas.

Los macrdfagos contribuyen al estado oxi-
dativo inducido por el LPS y ademas pueden
sufrir cambios en sus funciones como conse-
cuencia del estrés oxidativo. Se ha sugerido
que la produccion de radicales libres, tales
como aniones superdxidos, esta relacionada a
la mortalidad observada en procesos inflamato-
rios agudos como el “shock” endotéxico. Estos
resultados pueden ser importantes para el desa-
rrollo de posibles terapias que implican el uso
de antioxidantes y otros captadores de radicales
libres (Victor y De La Fuente 2003).

La producciéon de ROS esta involucrada
en la morbilidad y mortalidad observada en
procesos infecciosos (Henson y Johnston 1987,
Novelli et al. 1989, Weiss 1989, Peristeris et al.
1992, Yoshikawa et al. 1994). La liberacion de
ROS es estimulada por varias citocinas, como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y
la interleucina-1 beta (IL-1p) (Meier et al.
1989, Jensen et al. 1992). Los intermediarios
del oxigeno, a su vez, aumentan la sintesis de
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citocinas en los macréfagos, creando asi, un
circulo vicioso para la produccién de ambos
tipos de mediadores inflamatorios (Jensen et al.
1992, DeForge et al. 1992).

Se sugiere que existe una relacion directa
entre la produccion de ROS vy la fagocitosis, el
LPS causa un estrés oxidativo y éste estimula
diferentes pasos del proceso fagocitico en mac-
réfagos peritoneales murinos, tales como la
adherencia e ingestion de particulas inertes
(“latex beads™) y la inhibicion de la movilidad
(Victor y De La Fuente 2003), entonces, es
posible que al disminuir ROS, también se
reduzca la fagocitosis, por lo que una sustan-
cia que module la produccion de ROS podria
modular la fagocitosis. Esto es consistente con
nuestras observaciones, el millerenolido (4 pg/
ml) y la thieleanina (7.5 pg/ml) causan la dis-
minucion de la cantidad promedio de particulas
fagocitadas por los macrofagos RAW (Fig. 5)
aunque el porcentaje de células fagociticas no
resulta afectado (p > 0.05).

Otros investigadores han reportado varia-
ciones en la actividad antiinflamatoria de difer-
entes subfamilias de lactonas sesquiterpénicas
(Ringeler et al. 1999, Humar et al. 2003). El
millerenolido, un compuesto perteneciente a
la subfamilia de los germacranolidos, tiene
aproximadamente el doble de actividad que la
thieleanina, un miembro de la subfamilia de los
guaianolidos. Tales diferencias pueden expli-
carse en virtud de que el millerendlido es bifun-
cional pues posee dos elementos estructurales
o,pB-insaturados carbonil, los cuales pueden
inducir una mayor actividad antiinflamatoria
(Ringeler et al. 1999). El millerenolido, al
igual que otros germacrandlidos, se caracteriza
por poseer un sistema anillado de 10 miembros
con una gran flexibilidad conformacional. La
thieleanina tiene una forma mas rigida (Siedle
et al. 2003). En consecuencia, el milleren6lido
es mas reactivo que la thieleanina, tiene una
mayor interaccion con las proteinas blanco y,
por ende, una mayor actividad antiinflamatoria
a concentraciones mas bajas (Riingeler et al.
1999, Humar et al. 2003).

En resumen, las lactonas sesquiterpénicas
evaluadas en este estudio exhiben un efecto

antioxidante sobre macrofagos RAW y causan
la disminucion de la produccion de NO que se
genera en respuesta a la estimulacion con LPS.
Asi, estos compuestos podrian contribuir a
modular la produccion de ROS en los macrofa-
gos, en situaciones de estrés oxidativo.
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RESUMEN

Las plantas de la familia Asteraceae son una fuente
potencial de lactonas sesquiterpénicas con propiedades
antiinflamatorias. Los macrofagos son células que desem-
pefan una funcion central en la regulacion de la respuesta
inmune. Este estudio evalu6 el efecto in vitro de dos lactonas
sesquiterpénicas, un millerendlido y thieleanina, sobre la
produccion de 6xido nitrico (NO) en una linea celular de
macrofagos de raton (RAW), utilizando el reactivo de Griess.
Ademas, se estudio el efecto sobre la capacidad fagocitica de
RAW, evaluando al microscopio la fagocitosis de particulas
inertes de latex y la reduccion de nitroazul de tetrazolio
(NBT). Se observo que los macrofagos tratados con lactona
sesquiterpénica (>2.5 pg/ml) disminuyeron la produccion
de NO. Ademas, se observo una disminucion de la cantidad
de macrofagos capaces de reducir NBT, después que fueron
tratados con millerenolido (3 pg/ml) o thieleanina (7.5 pg/
ml). Por otro lado, la exposicion a 4 pg/ml de millerendlido
6 7.5 pg/ml de thieleanina redujo la cantidad promedio de
particulas de latex fagocitadas. No se observaron diferencias
entre tratamientos y control en cuanto al porcentaje de célu-
las fagociticas. Solo se observaron efectos citotoxicos sobre
los macrofagos, cuando la concentracion de millerendlido
se incremento a 8 pg/ml o la de thieleanina se aument6 a 25
pg/ml. Estos resultados sugieren que el millerendlido y la
thieleanina podrian ser compuestos utiles en la elaboracion
de drogas antiinflamatorias.

Palabras clave: lactonas sesquiterpénicas, millerenélido,
thieleanina, inmunomodulacion, Asteraceae.
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