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RESUMEN
Desde tiempos ancestrales, la humanidad ha utilizado las plantas medicinales por sus
propiedades terapéuticas y su impacto positivo en la salud. Entre ellas se destaca el género
Eucalyptus, el cual se ha empleado tradicionalmente para tratar diversas afecciones, incluida la
diabetes y la obesidad, debido a su capacidad para modular la inflamacion, disminuir
significativamente los niveles de grasa en tejidos y regular las concentraciones de glucosa en
sangre. Recientes investigaciones han demostrado que Eucalyptus tereticornis contiene un grupo
de triterpenos con potencial en el tratamiento de estas enfermedades. Los grupos de investigacion
en Genética Molecular (GENMOL) y Quimica Organica de Productos Naturales (QOPN) de la
Universidad de Antioquia han logrado extraer a partir del material vegetal de Eucalyptus
tereticornis, un grupo de triterpenos a los cuales denominaron OBE100, compuesto
principalmente por 4cido ursoélico, acido oleandlico y lactona del acido ursélico. Dado que, al ser
administrado por via oral, estos compuestos no logran la misma eficacia que por via
intraperitoneal, se optd por encapsularlos en un vehiculo polimérico que favoreciera su
biodisponibilidad y permitiera un mejor alcance hacia las células diana. Frente al interés
creciente en este grupo de triterpenos, surge la necesidad de analizar el efecto citotoxico de
diferentes concentraciones de las nanoformulaciones del extracto natural de E. fereticornis
OBE100 en neutrofilos de sangre periférica, como paso previo para su aplicacion terapéutica.
Para ello, se empleo la prueba colorimétrica MTT, mediante la cual se evalud la viabilidad
celular. Los resultados evidenciaron un efecto benéfico al aumentar significativamente la

actividad metabdlica de los neutréfilos sugiriendo un posible efecto inmunomodulador.

Palabras claves: MTT, nanoformulaciones, neutréfilos, triterpenos.



ABSTRACT
Since ancient times, humanity has used medicinal plants for their therapeutic properties and
positive impact on health. Among these, the Eucalyptus genus stands out, which has traditionally
been used to treat various conditions, including diabetes and obesity, due to its ability to
modulate inflammation, significantly reduce fat levels in tissues, and regulate blood glucose
concentrations. Recent research has shown that Eucalyptus tereticornis contains a group of
triterpenes with potential in the treatment of these diseases. Research groups in Molecular
Genetics (GENMOL) and Organic Chemistry of Natural Products (QOPN) at the University of
Antioquia have managed to extract from the plant material of Eucalyptus tereticornis a group of
triterpenes they have named OBE100, composed mainly of ursolic acid, oleanolic acid, and
ursolic acid lactone. Since these compounds are not as effective when administered orally as they
are when administered intraperitoneally, it was decided to encapsulate them in a polymeric
vehicle that would enhance their bioavailability and allow them to better reach the target cells.
Given the growing interest in this group of triterpenes, there is a need to analyze the cytotoxic
effect of different concentrations of OBE100 nanoformulations on peripheral blood neutrophils
as a preliminary step for their therapeutic application. To this end, the MTT colorimetric assay
was used to evaluate cell viability. The results showed a beneficial effect by significantly

increasing the metabolic activity of neutrophils, suggesting a possible immunomodulatory effect.

Keywords:MTT, nanocompounds, neutrophils terpenes.



1. INTRODUCCION

En las tltimas décadas, la obesidad se ha convertido en una de las principales
preocupaciones en salud publica a nivel mundial. Este trastorno metabolico, caracterizado por
una acumulacion excesiva de grasa corporal, acarrea complicaciones que afectan procesos
celulares en cascada (OMS, 2022). La obesidad, genera un entorno inflamatorio constante en el
organismo, debido a la liberacidn de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6) por parte del tejido adiposo. Esta inflamacion
cronica puede interferir con la accion de la insulina, generando resistencia a esta hormona, y por
ende favoreciendo al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (Mendoza et al., 2010). Por otro lado,
los casos de diabetes mellitus tipo 2 han aumentado significativamente en las ultimas décadas.
Se estima que mas del 9% de la poblacion mundial padece esta enfermedad, lo que la posiciona
como una de las principales causas de morbilidad y mortalidad. La diabetes no solo afecta el
metabolismo de la glucosa, sino que también altera respuestas inmunoldgicas, promoviendo

procesos inflamatorios cronicos que pueden agravar el estado de salud de los pacientes (OMS,

2022).

En la busqueda de nuevos enfoques terapéuticos, el estudio de compuestos naturales ha
cobrado gran interés debido a su potencial en la regulacion de procesos metabolicos y
antiinflamatorios. A diferencia de muchos fAirmacos sintéticos, los compuestos naturales
extraidos de plantas suelen actuar con menor riesgo de efectos nocivos, lo que les permite influir
en procesos del organismo de forma mas segura. Ademas, gracias a su baja toxicidad y alta
tolerancia en dosis adecuadas, se presentan como alternativas saludables con menos efectos
secundarios. Entre este grupo de plantas, el género Eucalyptus ha sido ampliamente investigado

por su riqueza en metabolitos bioactivos, como los triterpenos, que han mostrado propiedades
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hipoglucemiantes, antioxidantes y antiinflamatorias (Echeverri, 2022). En particular, se ha
identificado que Eucalyptus tereticornis contiene una combinacion de triterpenos, cuya actividad
biologica es prometedora en modelos experimentales de inflamacion y metabolismo (Li et al.,

2019; Zhang et al., 2019).

En este contexto, la Universidad de Antioquia ha desarrollado investigaciones orientadas
a la obtencion de triterpenos a partir de las hojas de Eucalyptus tereticornis con el objetivo de
identificar compuestos bioactivos con potencial terapéutico. Mediante procesos de extraccion
con disolventes organicos y técnicas de purificacion, se obtuvo un precipitado del cual se
identifico y caracterizd un grupo de triterpenos, entre ellos el acido ursolico (AU), el acido
oleanodlico (AO) y la lactona del 4cido ursélico (LAU). Esta fraccion rica en triterpenos fue
denominada OBE100, la cual inicialmente se evalué en modelos in vitro evidenciandose efectos
hipoglicemiantes, hipolipemiantes y antioxidantes. Posteriormente, el extracto fue administrado
por via oral en modelos murinos con obesidad inducida por dieta, con el fin de evaluar sus

posibles efectos biologicos (Echeverri, 2022).

Sin embargo, la administracion oral no arrojé resultados prometedores, posiblemente
debido a la degradacion del principio activo antes de alcanzar las células blanco (Acin et al.,
2021). Por esta razon, se opto por su administracion intraperitoneal (IP), lo cual demostrd una
mayor eficacia en la reduccion del tejido adiposo y la inflamacidon. No obstante, esta via no
resulta ideal para la escala a niveles clinicos debido a las molestias asociadas en los pacientes, lo
que motivo la busqueda de un vehiculo que permitiera conservar la integridad del principio
activo y facilitar su llegada a las células diana. En consecuencia, se planted la necesidad de
desarrollar un sistema de liberacion que protegiera el compuesto y facilitara su llegada en buenas

proporciones a las células. Por ello, el OBE100 fue encapsulado en nanoparticulas poliméricas
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de 4cido polilactico-coglicolico (PLGA) con el objetivo de reproducir los efectos bioldgicos

observados con la administracion IP (Echeverri, 2022).

Las investigaciones demostraron que dichas nanoparticulas no comprometen la viabilidad
celular y promueven respuestas favorables como la estimulacion de la captacion de glucosa y la
inhibicion de la acumulacion de lipidos, lo cual sugiere un potencial terapéutico en enfermedades
metabolicas e inflamatorias (Espinel, datos no publicados, 2025). Ademas, las nanoparticulas
mostraron una alta eficiencia de encapsulacion, aproximadamente 81,57 %, lo que refleja una
interaccion benéfica entre los triterpenos extraidos del material vegetal de Eucalyptus

tereticornis y el vehiculo polimérico utilizado (Cely et al., 2025).

A pesar de los prometedores resultados obtenidos con el OBE100 encapsulado en
modelos celulares, ain no se comprenden completamente los efectos que este compuesto
produce sobre el sistema inmunolégico. Por esta razon, se eligieron células que representaran en
gran proporcion al sistema inmune, por lo que, los neutrofilos al ser las células leucocitarias mas
abundantes y tener un rol esencial en la defensa ante patdgenos, emergen como los candidatos
ideales. Los neutrofilos son células clave en la respuesta inmune innata, desempefiando un rol
fundamental en la inflamacion y en la eliminacion de patogenos (Diaz et al., 2002). Dado que
las enfermedades metabdlicas y la obesidad estan asociadas con un estado inflamatorio cronico
que involucran directamente a c€lulas del sistema inmune, es crucial evaluar como los
neutrofilos responden ante las nanoformulaciones de OBE100 para determinar la seguridad de su

aplicacion terapéutica a futuro.
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1.1. Planteamiento del problema y justificacion

En los ultimos anos, las hojas de Eucalyptus tereticornis han despertado un creciente
interés debido a sus compuestos bioactivos, que incluyen aceites esenciales, polifenoles, taninos
y triterpenos, los cuales han demostrado propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas e
inmunomoduladoras (Khan, 2019). En este contexto, el grupo de investigacion GENMOL y
QOPN de la Universidad de Antioquia logré obtener una mezcla de triterpenos a los cuales
denominaron OBE100, compuesto principalmente por acido ursolico, acido oleanodlico y lactona
del acido ursolico (Echeverri, 2022). Esta fraccion fue evaluada in vitro en diferentes lineas
celulares, como C2C12 (mioblastos), 3T3-L1 (adipocitos), HepG2 (hepatocitos) y J774A.1
(macréfagos), donde se observo un aumento en la captacion de glucosa, disminucion en la
acumulacion lipidica y reduccion del estrés oxidativo (Mejia et al., 2024). Posteriormente, el
extracto natural de E. tereticornis OBE100 fue administrado por via oral en modelos murinos
con obesidad inducida por dieta; sin embargo, los resultados obtenidos fueron limitados,
posiblemente debido a la baja biodisponibilidad del compuesto y su degradacion antes de

alcanzar las células objetivo (Echeverri, 2022).

Para superar la limitacién de la biodisponibilidad, se administré por via intraperitoneal, la
cual mostro efectos antiinflamatorios en el tejido adiposo y favorecié la regulacion de la
gluconeogénesis de los modelos animales. Sin embargo, esta via presenta inconvenientes para su
aplicacion clinica. Con la finalidad de abordar esta problematica, se desarrollaron
nanoformulaciones utilizando PLGA, un biopolimero biocompatible, biodegradable y aprobado
por la FDA para aplicaciones farmacéuticas, con el objetivo de que el principio activo pueda ser

suministrado por via oral (Echeverri, 2022). Investigaciones previas demuestran que las
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nanoparticulas pueden aumentar la solubilidad, proteger compuestos bioactivos de la

degradacion y facilitar su liberacion controlada a células diana (Singh et al., 2021).

Ademas de la actividad metabolica, los triterpenos han demostrado que poseen
propiedades inmunomoduladoras, incluyendo la supresion de citocinas proinflamatorias como
IL-1PB, IL-6 y TNF-a, asi como la neutralizacion de especies reactivas de oxigeno (Mejia et al.,
2024; Renda, 2022). Aunque estos efectos han sido descritos principalmente en macréfagos,
adquieren especial relevancia en neutréfilos, dado su papel central como primeros efectores en la
respuesta inflamatoria, su abundancia en sangre periférica (50—70% de los leucocitos) y su

sensibilidad a modulaciones farmacologicas (Diaz et al., 2002).

A pesar de los avances anteriormente descritos, atin se desconoce el impacto del extracto
natural de E.tereticornis OBE100 encapsulado en polimeros de PLGA sobre la viabilidad celular
de los neutréfilos humanos. En ese sentido, el presente estudio evalud el efecto de las
nanoformulaciones de triterpenos con el extracto natural de E. tereticornis OBE100 encapsulado
en PLGA sobre la viabilidad de neutr6filos humanos aislados a partir de sangre periférica,
utilizando el ensayo MTT y siguiendo los lineamientos establecidos en la norma ISO 10993-5
(Evaluacion biologica de dispositivos médicos). Los resultados obtenidos son relevantes, puesto
que contribuyen a fortalecer la evidencia disponible sobre la seguridad de estos compuestos.
Ademas, permiten confirmar su efecto sobre células clave del sistema inmunolégico, lo cual

resulta fundamental para respaldar futuras aplicaciones biomédicas.

En este contexto, surge la siguiente pregunta de investigacion:



(Cuadl es el efecto citotoxico de las nanoformulaciones de triterpenos extraidos de las
hojas de Eucalyptus tereticornis en neutrofilos de sangre periférica cultivados en modelos in

vitro?

14
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general
Evaluar la actividad citotoxica de nanoformulaciones de triterpenos extraidos de las hojas

de Eucalyptus tereticornis en neutrofilos humanos como modelo in vitro.

2.2. Objetivos especificos
2.2.1. Estandarizar el protocolo para el aislamiento y purificacion de neutréfilos a partir de

muestras de sangre periférica.

2.2.2. Estimar los efectos citotoxicos de las nanoformulaciones de triterpenos provenientes de
Eucalyptus tereticornis en neutrofilos mediante el ensayo MTT (Tetrazolio de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).
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3. MARCO TEORICO
La diabetes y la obesidad son dos enfermedades de gran factor de riesgo que afectan a la
salud y la calidad de vida de millones de personas a nivel global. Segtin datos epidemiologicos
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que alrededor del 9,3% de la
poblacion mundial presentan dicha afeccidn, de los cuales, el 95% de estos pacientes presentan
diabetes mellitus tipo 2. Ambas condiciones estan implicadas y relacionadas con el ciclo de la
glucosa, que se considera la principal fuente activa de energia para el cuerpo y que a partir de

esta misma se derivan ciertos procesos metabdlicos a nivel celular (OMS, 2022).

La diabetes mellitus se caracteriza por presentar anomalias en el organismo, estas
anomalias van presentadas por altos niveles de azlcar en la sangre (hiperglucemia), debido a la
resistencia o deficiencia de la produccion de insulina, una hormona que acta directamente en el
ingreso de la glucosa en las células. Por otro lado, la obesidad se puede definir como el exceso de
grasa corporal en el organismo, esta se acumula debido al desequilibrio entre la ingesta y el gasto
caldrico. La obesidad aumenta el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2, que es la forma mas

frecuente que se presenta dicha enfermedad (OMS, 2022).

En la actualidad existen diversos estudios en base a las propiedades hipoglucemiantes e
hipolipemiantes a partir de extractos oleicos en numerosas especies de plantas. El Eucalyptus
tereticornis es una especie de eucalipto que ha despertado gran interés en las areas de la
biomedicina por poseer grandes cantidades de triterpenos que se destacan por generar efectos

muy positivos en la salud (Echeverri, 2022).

3.1. Eucalyptus tereticornis
El Eucalipto Rojo, conocido cientificamente como Eucalyptus tereticornis, se erige como

un arbol emblematico dentro del género Eucalyptus, destacando por su versatilidad y diversas
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aplicaciones a nivel mundial. Originario de Australia, donde su presencia es extensa, ha
conquistado territorios globales con éxito, demostrando una capacidad unica de adaptacion a una
variedad de entornos. Su imponente estatura, que oscila entre los 20 y 50 metros (Figura 1), lo
convierte en un recurso valioso, especialmente por el aprovechamiento de su tronco en
actividades agricolas e industriales, proporcionando una fuente extensa de materia prima

(CSIRO, 2004).

El Eucalipto Rojo australiano (Eucalyptus tereticornis) no solo se destaca por su
dimension y utilidad estructural, sino que también encuentra en sus hojas un tesoro de
propiedades medicinales. Este arbol ha capturado la atencion en el &mbito farmacéutico debido a
los diversos compuestos antimicrobianos y antiinflamatorios presentes en sus hojas. Este interés
creciente resalta la importancia de explorar y aprovechar al maximo las potenciales
contribuciones del Eucalipto Rojo en el campo de la salud y el bienestar humano. Las hojas del
Eucalipto Rojo (Figura 1) son particularmente ricas en triterpenos, compuestos que se
encuentran predominantemente en los aceites esenciales extraidos de estas hojas. Estos
triterpenos desempefian funciones vitales para la planta, siendo indispensables para su defensa
contra patdgenos, actuando como metabolitos secundarios que contribuyen a la adaptacion y
supervivencia de la especie. Ademas, participan en procesos como la plasticidad de la membrana
celular, lo que contribuye a la resistencia de la planta a herbicidas y otros factores ambientales

adversos (CSIRO, 2004).
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Figura 1.

Arbol de Eucalyptus tereticornis (Autor, 2024)

3.2. Clasificacion y propiedades farmacologicas de los triterpenos

Los triterpenos son un tipo de metabolito secundario que se encuentra en diversas plantas
y tienen una variedad de funciones bioldgicas. Estos compuestos, que pertenecen a la clase de los
terpenoides, desempefian roles importantes en la supervivencia y adaptacion de las plantas en su
entorno. Son uno de los compuestos quimicos que se encuentran en gran mayoria en las plantas,
y que a su vez han demostrado tener diversas propiedades farmacoldgicas beneficiosas para la
salud. Dichos compuestos, se caracterizan por tener una estructura quimica de anillos tal como se

muestra en la figura 2 (Universidad de Granada, 2004).
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Figura 2.

Estructura quimica de los triterpenos (Sociedad Botanica Ibérica, 2024).

A nivel estructural, se clasifican principalmente en tetraciclicos y pentaciclicos, segln el
numero de anillos que conforman su esqueleto de carbono. Dentro de estos grupos se encuentran
diferentes tipos como el oleanano, ursano, lupano, dammarano, cucurbitano, lanostano y otros.
Ademas, existen derivados llamados nortriterpenoides (Figura 3), que se originan por
modificaciones estructurales como la oxidacion o degradacion de triterpenos mayores, y que
también presentan gran interés farmacologico tal como se muestra en la tabla 1 (Renda et al.,

2022).



Figura 3.

Clasificacion de los triterpenos (Renda et al., 2022).

Damimarane Cycloartane

Lanostane Cucurbitane

Dleanane Ursane Friedelane

Lupane Hopane Taraxasiane
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Tabla 1.

Clasificacion y propiedades inmunomoduladoras de los triterpenos (Renda et al., 2022).

Triterpenos Origen / Tipo Actividad inmunomoduladora
Acido oleanélico Oleanano Inhibe Factor nuclear kappa B (NF-kB), reduce TNF-a e IL-6, efecto
antiinflamatorio
Acido ursélico Ursano Inhibe NF-«B y Janus quinasa / Transductor de sefial y activador de
la transcripcion 3 (JAK/STAT3), regula los linfocitos T cooperadores
tipo 17 (Th17/Treg)
Lupeol Lupano Suprime NF-kB, modula los linfocitos T cooperadores tipo 1 (Th1),
linfocitos T cooperadores tipo 2 (Th2), estimula macréfagos
Celastrol Friedelano Inhibe JAK/STATS3, regula los Th17 y Treg, reduce inflamacion
Pristimerina Friedelano Disminuye 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y ciclooxigenasa-
(2C0OX-2), suprime TNF-a
Glycyrrhizin / Ac. Regaliz Suprime TNF-a e IL-6, til en hepatitis y Glceras géstricas
glicirretinico (Glycyrrhiza)
Acidos boswélicos Boswellia Inhibe TNF-qa, IL-1p, interleucina 1 beta (IL-6), efecto dosis-
serrata dependiente
Betulina / Acido Betula spp. Estimula linfocitos T y B, efecto antiviral y antitumoral
betulinico
Acidos ganodéricos Ganoderma Activa NK, suprime NF-kB, promueve apoptosis de células T
lucidum activadas
Astragalosidos Astragalus spp. Activa macrofagos y produccion de anticuerpos, regula apoptosis
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Cucumariosidos Cucumaria Activa células NK, promueve fagocitosis

Jjaponica

Mas alla de su estructura, lo realmente destacable de los triterpenos es su funcion
bioldgica. Diversos estudios han demostrado que estos compuestos tienen la capacidad de
modular el sistema inmunolégico, regulando tanto su activacion como su supresion segun el
contexto. Esto lo logran al intervenir en rutas celulares clave como NF-kB, JAK/STAT y quinasa
activada por mitégenos (MAPK), que estan involucradas en la produccion de citoquinas, la
activacion de linfocitos T y B, y la funcién de macrofagos. Gracias a estas propiedades, muchos
triterpenos han mostrado potencial para tratar enfermedades inflamatorias, autoinmunes e incluso
ciertos tipos de cancer. Lejos de ser simples metabolitos secundarios, los triterpenos representan

una rica fuente de moléculas con aplicaciones terapéuticas en constante exploracion (Renda et

al., 2022).

Los efectos farmacologicos més relevantes y notables de estos compuestos son la
capacidad antiinflamatoria que generan en el organismo, a su vez, se ha demostrado que
presentan actividad antioxidante y antivirales (Li et al., 2019), siendo un gran potencial en el

tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas (Zhang et al., 2019).

Estudios previos realizados por GENMOL y QOPN de la Universidad de Antioquia,
evidenciaron que las hojas de Eucalyptus tereticornis son ricos en triterpenos como el acido
ursoélico (AU), el 4cido oleandlico (AO) y la lactona del acido ursodlico (LAU) con unas
proporciones relativas de 47,6 % de AU, 14,1 de AO %y 16,3 % de LAU, mientras que la
fraccion restante, ain no identificada, corresponde aproximadamente al 22 % (Acin et al., 2021).

Esta fraccion rica en triterpenos ha mostrado propiedades hipoglucemiantes, hipolipemiantes y
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antiinflamatorias en diversos modelos celulares, incluyendo lineas hepaticas, musculares y
adiposas (Echeverri, 2022), asi como efectos moduladores en células del sistema inmune, como
macréfagos, en estudios posteriores (Mejia, 2024). En modelos animales, el extracto rico en
triterpenos de E.tereticornis reduce los niveles de acidos grasos tanto en el higado como en los
adipocitos, lo cual disminuye la resistencia a la insulina y ayuda a reducir la actividad

inflamatoria (Echeverri, 2022).

3.3.Tejido sanguineo
El tejido sanguineo es un componente esencial del sistema circulatorio en los

vertebrados, incluidos los seres humanos. Este tejido especializado desempena funciones vitales,
como la distribucion de oxigeno y nutrientes a todo el organismo, la defensa contra infecciones y
la reparacion de lesiones. Estd compuesto principalmente por células sanguineas (globulos rojos,
glébulos blancos y plaquetas) suspendidas en un fluido denominado plasma, tal como lo describe
Kierszenbaum (2012) y se ilustra en la figura 4. Estas células se organizan en una compleja red
que recorre arterias, venas y capilares, formando un sistema dindmico y eficiente que contribuye
a mantener la homedstasis y respuestas eficaces ante dafios o invasores externos. Dichas células

se clasifican en:

3.3.1. Glébulos Rojos (Eritrocitos): Son las células mas abundantes en la sangre, con
alrededor de 4.5 a 5.5 millones/pL. Se encargan de transportar oxigeno desde los
pulmones hacia los tejidos y de llevar dioxido de carbono de vuelta a los pulmones para
su eliminacién. Se producen en la médula dsea y viven aproximadamente 120 dias en el
torrente sanguineo. Miden cerca de 7 a 8 micrometros de diametro y carecen de ntcleo y
organulos para proporcionarles mas espacio para la hemoglobina, una proteina que se une

al oxigeno.



24

3.3.2. Glébulos Blancos (Leucocitos): Son mucho menos numerosos que los glébulos rojos,
con una cantidad normal entre 4.000 y 11.000 pL de sangre, tienen un papel fundamental
en el sistema inmunologico, ayudando a defender el cuerpo contra infecciones y
enfermedades. Al igual que los globulos rojos, se originan en la médula 6sea y
dependiendo del tipo, pueden vivir desde unas pocas horas hasta varios dias. Son mas
grandes que los eritrocitos, midiendo entre 10 y 20 micrometros. Hay varios tipos de

glébulos blancos segun su funcion:

3.3.3.1. Neutrdfilos: Los neutrofilos son los leucocitos mas abundantes en sangre (40-70% del
total) y actiian como primera linea de defensa contra infecciones bacterianas y fungicas.
Su mecanismo de accidn incluye la fagocitosis y neutralizacion de patdgenos. Tienen una
vida corta (horas a dias) y mueren por apoptosis después de cumplir su funcion. Su répida

migracion a tejidos infectados se debe a sefales quimicas como quimiocinas.

3.3.3.2. Linfocitos: Los linfocitos son las llamadas células de memoria, pueden producir
anticuerpos B que reconocen y atacan a patdgenos extrafios, a su vez, sirven como
marcadores celulares para que cé€lulas especializadas como los macrofagos puedan
reconocer y eliminar agentes externos, por otro lado, estan los linfocitos T que se
encargan de destruir células infectadas, por Gltimo, estan los linfocitos natural killer o
NK, se encargan de destruir células infectadas y tumorales. Pueden durar dias o semanas

dependiendo del tipo de célula diferenciada.

3.3.3.3. Monocitos: Los monocitos representan el 5-10% de los leucocitos en sangre y, al migrar
a tejidos, se diferencian en macrofagos. Estas células cumplen funciones criticas como la
fagocitosis de patdgenos, la presentacion de antigenos a linfocitos T y la liberacion de

citocinas proinflamatorias. Si no se activan suelen demorar aproximadamente de 1 a 3
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dias, mientras que ya activados como macrofagos, duran en promedio entre semanas y

anos.

3.3.3.4. Eosindfilos: Los eosin6filos (1-3% de los leucocitos) combaten principalmente

infecciones parasitarias, especialmente helmintos, mediante la liberacion de proteinas
toxicas como la peroxidasa eosinofilica. También estan implicados en alergias, donde
liberan leucotrienos y citocinas que amplifican la inflamacion. Normalmente pueden
durar de 1 a 8 horas si se encuentran en sangre, en tejidos suelen tener un promedio de

vida de 1 a 2 semanas.

3.3.3.5. Basofilos: Los basofilos (<1% de los leucocitos) liberan histamina que es un

3.3.4.

vasodilatador y heparina que funciona como anticoagulante en reacciones alérgicas e
inflamatorias. Expresan Inmunoglobulina E en su superficie, lo que los hace cruciales en
respuestas de hipersensibilidad inmediata, como la anafilaxia. Tienen un promedio de

horas o de dias en caso de alergias persistentes en el organismo.

Plaquetas (Trombocitos): Las plaquetas son pequefios fragmentos celulares, sin nucleo
originados en la médula 6sea, son esenciales para la coagulacion sanguinea. Cuando se
produce una lesion vascular, se adhieren rapidamente al tejido dafiado gracias a
receptores especificos que detectan el colageno expuesto, activandose y liberando
sustancias como adenosin difosfato (ADP) y tromboxano A2 que atraen mas plaquetas al
sitio. Estas se agregan formando un tapon provisional, mientras simultdneamente inician
la cascada de coagulacioén que convierte el fibrindgeno en fibrina, creando una red sélida
que estabiliza el codgulo. Su actividad esta finamente regulada por mecanismos
anticoagulantes naturales para evitar trombosis, y aunque su vida media es corta (7-10

dias), su funcion es vital: desde prevenir hemorragias hasta participar en procesos



26
inflamatorios y reparacion vascular (Castro & Herrera, 2021).
Figura 4.

Diversidad de las células en el tejido sanguineo (Tomada de NCI, 2011).

Células Sanguineas
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3.4. Neutrdfilos de sangre periférica

Los neutrofilos son un tipo crucial de leucocito granulocitico, un componente central del
sistema inmunoldgico innato. Estas células desempefian un papel fundamental en la defensa del
organismo contra infecciones bacterianas y fingicas. Su produccion, maduracion, funciones y
regulacion estan finamente ajustadas para garantizar una respuesta inmunoldgica eficaz. Los
neutrofilos se originan a partir de células madre hematopoyéticas en la médula 6sea. Este
proceso de diferenciacion y maduracion esta regulado por diversas citoquinas y factores de

crecimiento, como el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) (Grail et al., 1994).

Su caracterizacion morfoldgica es muy distintiva, presentan un ntcleo lobulado y
segmentado en todo el citoplasma celular, se ha propuesto que dicha organizacion del ntcleo

ayuda a que esta célula pueda tener una mayor flexibilidad y navegacion mas eficaz al momento
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de trasladarse a las regiones afectadas por patdgenos. A su vez, presentan grandes cantidades de
cromatina condensada, lo que da el aspecto distintivo de la granularidad. Los neutréfilos
desempefian funciones esenciales para el organismo, estan encargados de la fagocitosis de
agentes invasores que no son viables para el organismo como los hongos, bacterias y otros
residuos celulares y a su vez en la participacion de la regulacion inmunolédgica del cuerpo (Diaz

et al., 2002).

3.5.Citotoxicidad

La citotoxicidad, entendida como la capacidad de una sustancia para causar dafio a
organismos vivos, es un area critica en la investigacion y regulacion de productos quimicos en
diversos campos, desde la medicina y la industria farmacéutica. Dicha reaccion depende de la

naturaleza, la dosis y la duracion de la exposicion a la sustancia, asi como de las caracteristicas

de las células afectadas (Cidon, 2021).

El estudio de la citotoxicidad celular se realiza mediante diferentes métodos
experimentales, que permiten evaluar los efectos de una sustancia sobre las células in vitro o in
vivo. Algunos de los métodos mas utilizados son los ensayos de viabilidad, proliferacion,
apoptosis, necrosis, estrés oxidativo, inflamacion, genotoxicidad y mutagenicidad celular. Estos
ensayos se basan en la medicion de diferentes pardmetros bioquimicos, moleculares o
morfologicos que reflejan el estado de las células expuestas a la sustancia (Arencibia, et al.,

2003).

En el &mbito de la evaluacion biologica de materiales, la norma ISO 10993 constituye un
referente internacional fundamental para garantizar la seguridad de dispositivos y compuestos
médicos que estardn en contacto con sistemas biologicos. Dentro de esta normativa, la parte 5

(ISO 10993-5) se centra en la evaluacion de citotoxicidad in vitro, a través de ensayos que
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permiten identificar efectos adversos en lineas celulares expuestas a los materiales de estudio

(Organizacion Internacional de Normalizacion, 2009).

3.6.  Ensayo MTT

El ensayo MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio bromuro) es una técnica
colorimétrica ampliamente empleada para evaluar la viabilidad celular, asi como para determinar
la citotoxicidad de compuestos quimicos, extractos naturales o formulaciones nanotecnoldgicas.
Su principio se basa en la capacidad de las células metabolicamente activas de reducir el MTT,
un tetrazolio amarillo, a formazan, un producto cristalino de color purpura insoluble, mediante la
accion de enzimas mitocondriales de tipo oxidorreductasa. Este proceso de reduccion es
directamente proporcional al nimero de células vivas, por lo que la intensidad de color generada
representa un indicador cuantitativo de viabilidad. Luego de la incubacion con el reactivo MTT,
se afiade un disolvente como el dimetilsulfoxido (DMSO) para solubilizar los cristales de
formazan, permitiendo asi su lectura espectrofotométrica a una longitud de onda generalmente de

570 nm (Risset et al., 2016).

El ensayo MTT no solo permite discriminar entre células vivas y muertas, sino que
también se emplea para calcular la concentracion citotoxica media (CCso), que corresponde a la
concentracion de una sustancia capaz de reducir la viabilidad celular en un 50%. La citotoxicidad
se clasifica comunmente de la siguiente manera: viabilidad entre 100-75% indica un efecto no
citotoxico; 74-50%, ligeramente citotoxico; 49-25%, moderadamente citotoxico; y menos del
25%, extremadamente citotoxico. Esta metodologia ha sido adaptada en diversos estudios para
evaluar la toxicidad de nanoparticulas, firmacos y extractos vegetales, siendo una herramienta
esencial en la investigacion biomédica y toxicoldgica por su sensibilidad, rapidez y bajo costo

(Gallegos, 2023).
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3.7.  Estudios citotoxicos en neutrdfilos

Los neutroéfilos son células efectoras del sistema inmune innato cuya activacion esta
acompafiada por la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), citoquinas
proinflamatorias como IL-1f e IL-6 y enzimas proteoliticas, lo que los convierte en mediadores
clave tanto en la defensa como en la inflamacion tisular (Geering & Simon, 2011). En ese
sentido, los neutréfilos han adquirido gran relevancia en la investigacion de compuestos con
actividad inmunomoduladora, ya que representan de manera efectiva al sistema inmunitario
innato y se caracterizan por su elevada abundancia en sangre periférica, asi como por su facilidad
de aislamiento y manipulacién en estudios in vitro (Diaz et al., 2002). Estas caracteristicas los
convierten en un modelo celular ideal para evaluar la respuesta inflamatoria y la citotoxicidad
inducida por diferentes compuestos bioactivos. Investigaciones recientes han empleado
neutrofilos para estudiar los efectos inmunomoduladores de diversas moléculas, evidenciando
cambios en la produccion de citocinas, la generacion de especies reactivas de oxigeno y la

modulacion de la apoptosis celular (Patel et al., 2021).

En el afio 2003 un grupo de investigadores de la Universidad Federal de Ceara, en Brasil,
lograron evaluar diferentes compuestos oleicos extraidos de tres familias diferentes del género
Eucalyptus, el Eucalyptus citriodor, Eucalyptus tereticornis y Eucalyptus globulus, en ratones
experimentales, a partir de lo cual demostraron que la totalidad de aceites esenciales tienen una
gran efectividad en la reduccién de la inflamacion y poseen accion analgésica, asi, como la
disminucidn significativa de la migracion de neutréfilos hacia las cavidades peritoneales del

raton que genera la permeabilidad vascular y asi evitar la vasoconstriccion (Silva et al., 2003).

Recientemente, Mahboubi y Mokarin (2024) han reportado que el aceite esencial de

Eucalyptus globulus, rico en 1,8-cineol, ejerce efectos antiinflamatorios y analgésicos mediante
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la inhibicidn de citoquinas proinflamatorias a través de la via TREM-1/MKP-1, ademaés de
modular canales i6nicos como TRPMS8 y TRPA1. Estos mecanismos podrian interferir con la
activacion y migracion de neutrofilos, sugiriendo un potencial efecto inmunomodulador

(Mahboubi & Mokari, 2024).

Adicionalmente, se ha reportado que la curcumina, principal compuesto bioactivo de la
curcuma (Curcuma longa), inhibe la formacion de trampas extracelulares de neutrofilos (NETs)
y reduce la produccién de ROS y citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a en modelos in
vitro, destacando su potencial como agente fitoterapéutico para modular la activacion de

neutroéfilos en contextos inflamatorios (Zhu et al., 2023).

Estos métodos han demostrado ser eficaces para identificar cambios en la viabilidad
celular inducidos por compuestos inmunomoduladores o proinflamatorios, y han sido
ampliamente validados en diversos tipos celulares, incluidos neutr6filos humanos. En este
contexto, el presente estudio emplea el ensayo MTT como herramienta para evaluar el impacto
citotoxico de nanoformulaciones de triterpenos encapsulados en PLGA, considerando la alta

reactividad de los neutrofilos como un indicador confiable de efectos celulares.

3.8.  Nanoencapsulacion y nanoparticulas de PLGA

La nanoencapsulacion es una técnica altamente utilizada en la encapsulacion de
compuestos bioactivos, principalmente medicinales en particulas poliméricas que brindan una
mayor proteccion, ayudan a controlar su liberacion con mayor eficacia y mejorar la
biodisponibilidad en el organismo (Soppimath et al., 2001). Existen diversos componentes para
generar polimeros disefiados para la encapsulacion, entre los mas destacados esta el polimero
PLGA (4cido poliléctico-co-glicolico), el cual es uno de los mas utilizados para la

nanoencapsulacion de farmacos.
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Las nanoparticulas de PLGA se preparan cominmente mediante emulsificacion y
evaporacion del solvente. Se pueden encapsular tanto medicamentos hidrofilicos como
hidrofobicos con alta eficiencia de encapsulacion (Danhier et al., 2012). El tamaiio de particula,
carga superficial, morfologia y perfil de liberacion se pueden ajustar variando parametros como
el peso molecular del PLGA, la relacion lactida/glicolida, el uso de surfactantes, entre otros

(Astete et al., 20006).

Una de las principales ventajas de la encapsulacion en PLGA incluyen la proteccion del
compuesto activo contra degradacion, aumento de la solubilidad de farmacos hidrofobicos,
liberacion controlada, mejora de la farmacocinética y biodistribucion, y facilitacion del
transporte a través de epitelios y membranas bioldgicas. Las nanoparticulas de PLGA se han
utilizado para encapsular farmacos antitumorales, antiinflamatorios, antibidticos, péptidos,

proteinas, acidos nucleicos, entre otros (Danhier et al., 2012).

Estudios recientes como los adelantados por la Universidad de Antioquia realizaron la
encapsulacion de la mezcla de triterpenos obtenidos del E. tereticornis OBE100 en
nanoparticulas de PLGA, con el objetivo de optimizar la administracion oral del compuesto

bioactivo, mejorando su estabilidad y eficacia en modelos experimentales (Escobar et al., 2022).

3.9. Sistemas de liberacion controlada de nanoparticulas de PLGA

En la mayoria de los sistemas de liberacion controlada, se introduce el farmaco, pesticida
u otro agente bioldgico en lo que comiinmente se conoce como transportador, siendo este
generalmente un material polimérico. La velocidad de liberacion de la sustancia deseada esta
mayormente determinada por las propiedades del polimero, aunque también existen factores
secundarios de menor impacto, como el pH del entorno donde se llevara a cabo la liberacion.

Considerando estos aspectos, es viable desarrollar sistemas de liberacion que actlien de manera
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gradual y continua a lo largo de periodos prolongados. A este mecanismo de liberacion se le
conoce como metabolismo de primer paso, el cual consiste en que el compuesto viaja por las vias

gastro-intestinal donde alli se metabolizan con la ayuda del higado (Saez, 2004).

El recorrido de dicho compuesto puede estar mediado por diferentes factores, entre estos
se encuentran la permeacion, disolucidn, transporte activo, flujo de salida, entre otros. En base a
los mecanismos de transporte anteriormente mencionados, se necesita tener una compatibilidad
moderada con el polimero para que este pueda ejercer su mecanismo de accion. Una de las
barreras que limita en gran parte el paso de las sustancias en nuestro cuerpo es el sistema
inmunolodgico, este esta constituido por una variedad de células, las cuales estan subdivididas en
base a la funcion a realizar en el cuerpo, por lo que resulta importante comprender coémo
responde este sistema ante la presencia de farmacos, con el fin de entender los mecanismos
mediante los cuales el cuerpo los metaboliza y determinar si dichos compuestos alcanzan

efectivamente su sitio de accion (Grumezescu, 2017).

Por otro lado, los sistemas de liberacion controlada de farmacos han sido ampliamente
estudiados en los Ultimos afios como una estrategia efectiva para mejorar la biodisponibilidad,
estabilidad y eficacia terapéutica de diversos compuestos bioactivos. Dentro de estos sistemas, el
uso de polimeros biodegradables ha cobrado especial relevancia, destacandose el 4cido
poli(lactico-co-glicolico) (PLGA) como uno de los mas utilizados por su biocompatibilidad,
capacidad de degradarse en productos no toxicos como el acido lactico y acido glicolico, y su
aprobacion por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para aplicaciones

biomédicas (Lancheros Salas, 2016).

El PLGA es un copolimero lineal sintético compuesto por unidades de dcido lactico y

acido glicdlico, cuya proporcion molar puede ser modificada para ajustar la tasa de degradacion
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del material y, en consecuencia, la cinética de liberacion del farmaco. En general, una mayor
proporcidn de acido lactico tiende a ralentizar el proceso de hidrdlisis, mientras que un mayor
contenido de acido glicolico lo acelera. Ademas, el peso molecular del polimero también incide
en la velocidad de degradacion; a mayor peso molecular, mayor estabilidad y mas prolongada

sera la liberacion del principio activo (Soppimath et al., 2001).

El proceso de liberacion del fArmaco desde las nanoparticulas de PLGA ocurre
principalmente por tres mecanismos interrelacionados: la difusion inicial del compuesto
encapsulado, la degradacion hidrolitica del polimero, y la erosion de la matriz polimérica.
Inicialmente, el agua penetra en el sistema, permitiendo la salida del farmaco que se encuentra
cerca de la superficie de las particulas. Posteriormente, a medida que el polimero se degrada por
accion del agua, se forman poros que permiten una liberacion mas sostenida del compuesto hacia
el medio circundante. Finalmente, cuando la matriz se erosiona significativamente, se libera el

remanente del farmaco atrapado (Makadia & Siegel, 2011).

Este proceso de liberacion suele presentar una fase bifésica o trifasica: una liberacion
rapida inicial, seguida por una fase de liberacion sostenida, y eventualmente una etapa final en la
que la degradacion del polimero se acelera. En el estudio desarrollado por Lancheros Salas
(2016), la liberacion de N-acetilcisteina (NAC) desde nanoparticulas de PLGA mostro este
comportamiento, con una liberacion significativa en las primeras 1.5 horas y una reducciéon

progresiva en la tasa de liberacion durante las 24 horas siguientes.
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4. METODOLOGIA

4.1.Estandarizacion del protocolo de aislamiento de neutrdfilos

El protocolo de aislamiento de neutrdfilos fue estructurado a partir de metodologias
previamente descritas por Cui et al. (2021), Oh et al. (2008), Mufiz-Buenrostro et al. (2020) y
Kuhns et al. (2015), siendo este ultimo fundamental para la implementacion del dextran al 6% en
solucion salina como agente de sedimentacion. Durante el proceso de estandarizacion, se
realizaron modificaciones especificas a los tiempos de incubacidn, volumenes y velocidades de
centrifugacion, con el fin de optimizar la recuperacion celular, minimizar la activacion

espontanea (Zhu et al., 2023) y garantizar la viabilidad de los polimorfonucleares.

4.2.Aislamiento de neutrdfilos a partir de muestras de sangre periférica

Los neutroéfilos se obtuvieron a partir de sangre periférica de 5 donantes masculinos y
fueron aislados mediante un protocolo de separacion por gradiente de densidad que combina
sedimentacion con dextran al 6% y centrifugacion en Ficoll (1.077 g/mL), los detalles seran

presentados mas adelante.

4.2.1. Extraccion sanguinea mediante técnica de puncion venosa
Para la obtencion de las muestras sanguineas, se aplicaron los criterios de seleccion de
donantes detallados en la tabla 2, conforme a lo propuesto por el autor Hernandez, 2021,

realizando algunas modificaciones.
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Tabla 2.

Criterios de inclusion para donantes de sangre (adaptado de Hernandez, 2021).

Criterios de seleccion de donantes

Edad entre los 18 y 25 afios.

Donantes exclusivamente hombres, no mujeres debido a los cambios en las respuestas
celulares por los cambios hormonales.

Que no padezcan enfermedades cronicas ni enfermedades de transmision sexual (ETS).

No fumadores

Que no hayan consumido bebidas alcohdlicas ni sustancias alucinégenas en las ultimas 48
horas.

No se hayan realizado tatuajes o perforaciones en los ultimos seis meses.

No consuman medicamentos de forma regular.

Toma de muestra por horas de la mafana, entre las 7 y 8 am.

Para la recoleccion de la sangre, se utilizaron tubos Vacutainer® con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA). Por cada donante, se recolectaron 4 tubos de 4mL para un
total de 16mL de sangre y se agitaron mediante la técnica de inversion para evitar la coagulacion
sanguinea dentro del tubo. Posteriormente, se transfiri el contenido de los tubos Vacutainer a
dos tubos Falcon ® de 15mL (8mL por tubo aproximadamente). Realizado lo anterior, se
procedid a separar las células sanguineas por diferenciacion de gradientes hasta obtener los PMN

(células polimorfonucleares) como se describira a continuacion:
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4.2.2. Asilamiento y purificacion de los PMN

Para la purificacion de los polimorfonucleares (PMN), se adicionaron 1600uL de
solucion dextran al 6% preparada en solucion salina al 0,9% en cada tubo Falcon ® que
contienen los 8mL de sangre correspondientes al apartado 4.1. Posteriormente, la solucion
resultante (sangre + dextran) se llevo a incubar a 37°C, 95% de humedad relativa (Hr) y 5% CO-
en posicion vertical durante 30 minutos, con el fin de favorecer la sedimentacion de los
eritrocitos y permitir la visualizacion de la fase leucocitaria en la parte superior del tubo.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se extrajo la capa superior evitando la contaminacion con
los eritrocitos y se transfiri6 a un tubo Falcon® estéril para luego ser suspendida en 2mL de
medio Roswell Park (RPMI) Sigma 1640. A continuacion, la suspension de leucocitos se
deposito lentamente sobre un tubo Falcon® con Ficol Histopaque 1077 en proporciones 1:1,
vertiéndola por las paredes, evitando la mezcla de las dos fases tal y como se presenta en la

figura S.
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Figura 5.

Representacion esquematica del procedimiento para la transferencia de las fases que contiene los

PBMC y PMN sobre el Ficoll Histopaque 1077 (Autor, 2024).

1 2 EX
Tubo A Fase laucocitanz Preparacion del canal en el Adicion de la suspension leucocitaria
suspendida en medio BPMI tuba con Ficoll para la (PBMC v PMN]) al tubo con Ficoll
transferencia de 1z solucidn

Tuke B. Ficoll Histopague

leucocitaria
1077

Posteriormente, la fraccion leucocitaria de PBMC y PMN se centrifugd con Ficoll
Histopaque 1077 a temperatura ambiente a 1800 RPM durante 30 minutos. Finalizado el tiempo,
se obtuvo la separacion de los diferentes grupos celulares por la diferencia de densidades (figura
6). En la capa inferior se ubicaron los PMN seguidos por la capa de Ficoll Histopaque 1077 que
se encuentra la parte intermedia. En la capa superior, se encuentran los PBMC, que en este caso

no hicieron parte experimental del presente estudio.
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Figura 6.

Representacion de las distintas fases posterior a la centrifugacion (Autor, 2025).

= = Eritrocitos residuales
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Después de esta etapa, se procedi6 a descartar con precaucion el sobrenadante hasta
obtener el pellet que alberga los PMN. Posteriormente, se realizaron lavados con medio Roswell
Park (RPMI) Sigma 1640 a 2000 RPM a 4°C hasta obtener una muestra libre de residuos

celulares que interfieran en la efectividad de los ensayos.

Una vez completado el paso anterior, se procediod a realizar la técnica lisis osmdtica en
tres ciclos consecutivos empleando agua destilada fria estéril con el fin de eliminar
completamente los eritrocitos residuales y garantizar una alta pureza de la muestra. Pasados 30
segundos, la muestra se centrifugd a 2000 RPM durante 5 minutos a 4°C. Seguidamente, se
descart6 el sobrenadante y las células resultantes se suspendieron en ImL de medio Roswell Park

(RPMI) Sigma 1640, utilizado para mantener la viabilidad celular durante el manejo in vitro 'y
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proporcionar las condiciones fisiologicas necesarias para los posteriores tratamientos
experimentales. Luego, se determino la viabilidad celular empleando el ensayo de exclusiéon con
azul tripano, un colorante vital que penetra inicamente en células con membranas dafiadas,
permitiendo asi diferenciar células viables (excluyen el colorante) de células muertas (tifien su

citoplasma de azul) (Gallegos, 2023). A partir del conteo, se aplico el siguiente calculo:

namero de células viables

% de Viabilidad celular: ~ * 100

umero de células totales

Para estimar la concentracion celular, se aplico esta ecuacion, donde fd representa el

factor de dilucion utilizado durante el recuento:

namero de células

Cel/mL: " * fd » 10000

Finalmente, se determin6 el volumen requerido para sembrar las células en la placa de 96

pozos utilizando la siguiente formula:

namero de células

Cel*mL/pozo:
36 pozos

4.3.Nanoformulaciones de triterpenos extraidos del material vegetal de E. tereticornis
OBE100 a evaluar
Las nanoformulaciones evaluadas en este estudio, denominadas M 12300, M22300 y
M42300/CP2300 fueron suministradas por el grupo de investigacion GENMOL y QOPN de la
Universidad de Antioquia. Estas nanoformulaciones estan compuestas por triterpenos extraidos
de hojas de Eucalyptus tereticornis, encapsulados en nanoparticulas poliméricas de acido

poliléactico-co-glicolico (PLGA).

En el presente estudio se evaluaron dos nanoparticulas de triterpenos extraidos del

material vegetal de E. fereticornis OBE100 encapsuladas en PLGA, identificadas como M12300,
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M22300. El polimero de PLGA empleado para la encapsulacion tiene un peso molecular de 2300
gr/mol. Las designaciones M1 y M2 corresponden a la variacion de proporciones empleadas
entre los triterpenos extraidos del material vegetal de E. tereticornis OBE100 y el PLGA, siendo
12mg de OBE100/60mg de PLGA para M1 y 20mg de OBE100/100mg de PLGA para M2,
mientras que M4 estd compuesta unicamente por PLGA (100mg) (Tabla 3) el cual permitira
conocer la influencia del principio activo frente al control polimero (M42300/CP2300) (Cely et
al., 2025). Para la preparacion de las soluciones de trabajo, se realizaron diluciones a partir de
una solucién madre. Se pesaron 0.8 mg de cada nanoformulaciéon (M12300, M22300 y M42300),
los cuales se disolvieron en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640, Sigma) para
obtener una concentracion stock inicial de 800 pg/mL. A partir de esta solucion madre, se
realizaron diluciones seriadas en medio RPMI 1640 para obtener las concentraciones finales de
600, 400, 200 y 100 pg/mL. Todas las diluciones se prepararon bajo condiciones estériles, con
homogenizacion vigorosa mediante micropipeteo entre cada dilucion para garantizar la completa

dilucion de las nanoformulaciones.

Tabla 3.

Composicion molecular de las nanoformulaciones de OBE100 a evaluar.

Nanoformulacion Composicion Porcentaje de Peso PLGA Concentraciones
(OBE100/PLGA) encapsulacion (g/mol) evaluadas
(ng/mL)
M12300 12mg:60mg 81,569% 2300 600, 400, 200 y
100
M22300 20mg:100mg 79,152% 2300 600, 400, 200 y
100
M42300/CP2300 100mg PLGA N/A 2300 600, 400, 200 y

100
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4.2.1. Ensayo Citotoxicidad (MTT)

Con los neutrofilos previamente aislados, se realizo el ensayo MTT, una prueba
colorimétrica clave para evaluar la viabilidad celular con precision. En una placa de 96 pozos, se
sembraron aproximadamente 145,000 células/pozo (25uL de suspension celular) por triplicado y
se anadieron 100uL de las diferentes concentraciones de las nanoparticulas encapsuladas con
triterpenos de E. tereticornis OBE100 (600, 400, 200 y 100 ug/mL). La placa se incub6 a 37°C,
con una Hr del 95% y una atmosfera de 5% de CO- durante 2 horas, permitiendo que el
tratamiento actuara sobre la poblacion celular. Posteriormente, se retiraron cuidadosamente 60uL
del medio y se anadieron 60 pL de solucion MTT (5mg/mL preparado en solucion salina
tamponada con fosfato estéril (PBS). Finalmente, las células fueron incubadas nuevamente a

37°C, 95% de Hr y 5% de CO: durante 4 horas.

Después del tiempo de incubacion, se retiraron 60uL del medio, y se afiadieron 200pL
dimetilsulfoxido (DMSO) para solubilizar los cristales de formazan. La placa se agit6
manualmente durante 1 hora, asegurando la completa disolucion de los cristales. Finalmente, se
midio la absorbancia a una longitud de onda de 570nm correspondiente al maximo de absorcion
del formazan, producto de la reduccion del MTT por enzimas mitocondriales activas (Figura 7)
en el lector de placas BioTek Instruments EPOCH. Para el calculo de la viabilidad celular
relativa, los valores de absorbancia obtenidos en los pozos tratados con las diferentes
concentraciones de las nanoformulaciones de triterpenos de E. fereticornis OBE100 (600, 400,
200 y 100 pg/mL) fueron comparados con los controles negativos, estableciendo estos tltimos

como el 100% de viabilidad celular.
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Figura 7.

Representacion grafica de los pasos para el ensayo MTT (Autor, 2024).
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4.3. Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media + desviacion estandar. Previo al analisis
comparativo, se verifico la normalidad de la distribucion mediante la prueba de Shapiro-Wilk (p
> (.05). Para evaluar diferencias entre grupos se empled un andlisis de varianza unidireccional
(ANOVA). Todos los anélisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism version 10.4.1

(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE.UU.).
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5. RESULTADOS

5.1.Aislamiento y viabilidad de los neutrdfilos

El aislamiento de neutréfilos a partir de sangre periférica es un paso fundamental en
estudios de citotoxicidad, ya que la viabilidad y homogeneidad de las células obtenidas influyen
directamente en la confiabilidad de los resultados (Diaz et al., 2002). En este estudio se llevo a
cabo la estandarizacion de un protocolo de aislamiento de neutr6filos humanos, basado en
procedimientos previamente descritos en la literatura, que combinan la sedimentacion con
dextran al 6 % y la centrifugacion en gradiente de densidad con Ficoll-Histopaque® 1077. Esta
estandarizacion incluyo ajustes propios en los tiempos de incubacion, nimero de lavados y
condiciones de centrifugacion, con el fin de obtener una poblacion celular homogénea, viable y

funcional para su uso en ensayos de citotoxicidad, tal como se presenta en la tabla 4.
Tabla 4.

Modificaciones de reactivos/equipos para la estandarizacion del protocolo de extraccion (Autor,

2024).
N Reactivo/equipo Modificacion Numero de %
ensayos células Viabilidad
3 Ficoll Histopaque Proporcion 3:1 1'030.000cel/mL  87,85%
1077
3 Dextran 600pL por SmL de Sangre  1'030.000cel/mL  87,85%
7 Dextran ImL por SmL de Sangre 680.000cel/mL 80,00%
7 Ficoll Histopaque Proporcion 1:1 2'140.000cel/mL  81,99%
1077
1 Centrifugadora Se cambia de equipo 2'200.000cel/mL  99,31%
Sangre 16mL de Sangre 5'750.000cel/mL  99,31%

Esta metodologia, ampliamente validada en la literatura (Kuhns et al., 2015), permite la

separacion eficiente de los componentes sanguineos, obteniendo una fraccion enriquecida en
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neutrofilos polimorfonucleares (PMN). Esta estrategia permitio la separacion efectiva de los
polimorfonucleares a partir de la capa leucocitaria, asegurando una adecuada homogeneidad de
la poblacion celular obtenida. En promedio, se recuperaron aproximadamente 5°750.000cel/mL
por muestra, con una viabilidad superior al 99 % segun el recuento por exclusion con azul
tripano. Al ser evaluados morfoldogicamente mediante tincion con la técnica de Wright y
observacion al microscopio optico, los neutréfilos presentaron nucleos segmentados con dos a
cinco loébulos conectados por puentes delgados de cromatina, y un citoplasma de tonalidad
rosada clara, sin alteraciones visibles, lo que confirma la integridad estructural y el éxito del

procedimiento de aislamiento, tal como se presenta en la figura 8.

Estos resultados confirman la efectividad del protocolo estandarizado, asegurando la
obtencidn de neutrdéfilos homogéneamente estructurales y viables, y en concentraciones
adecuadas, garantizando asi la reproducibilidad de los ensayos posteriores. Esta condicion es
fundamental para la fiabilidad de los ensayos citotdxicos. La combinacion de sedimentacion con
dextran y centrifugacion en gradiente de densidad no solo optimiz6 el aislamiento de neutr6filos
de sangre periférica, sino que también evitd la formacion de agregados macroscopicos en la
suspension celular, lo que sugiere una minimizacion de la activacion espontanea (Zhu et al.,
2023). Estas caracteristicas cumplen con los requisitos metodoldgicos establecidos para el

ensayo planteado.
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Figura 8.

Micrografia de neutrofilos aislados a partir de sangre periférica humana, tefiidos con Wright y

observados bajo microscopia 6ptica 1000x (Autor, 2024).

a. Ntucleos multilobulados unidos entre si por puentes de cromatina, b. citoplasma celular, c. granulos
citoplasmaticos.

5.2. Efecto de las nanoformulaciones de OBE100 sobre la viabilidad de neutréfilos

Con el proposito de determinar la actividad citotoxica de las nanoformulaciones de
triterpenos extraidos de Eucalyptus tereticornis, se llevé a cabo el ensayo MTT en neutrofilos
aislados de sangre periférica humana. Se evaluaron tres tratamientos de las nanoformulaciones
extraidas a partir del material vegetal de E. fereticornis: M12300, M22300 y M42300 (control
polimero — CP2300), cada uno a concentraciones de 600, 400, 200 y 100ug/mL. Los
tratamientos M 12300 y M22300, que contienen el extracto de E. tereticornis OBE100

encapsulado en nanoparticulas, mostraron un incremento en la viabilidad celular respecto al
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control en la mayoria de las concentraciones evaluadas. En varios casos, los porcentajes de

viabilidad superaron el umbral del 100%.

Por el contrario, el tratamiento M42300, conformado unicamente por el polimero PLGA
sin principio activo, presentd una tendencia variable en la viabilidad celular. En algunas
concentraciones (Tabla 4), los valores descendieron hasta un 96,30% + 7.76, mientras que en

otras alcanzaron niveles cercanos al 120%.

Tabla 4.

Porcentaje de viabilidad de neutroéfilos expuestos a nanoformulaciones de triterpenos de E.

tereticornis OBE100 (Autor, 2025).

Concentracion Tratamiento Viabilidad
(%) £ DE
600 pg/mL M12300 125.34 £ 11.26
M22300 111.93 £8.37
M42300 103.61 £15.43
400 png/mL M12300 119.72 £ 4.55
M22300 115.70 +4.15
M42300 96.30+7.76
200 pg/mL M12300 110.95 £ 10.66
M22300 117.43 +£10.72
M42300 107.18 £ 18.00
100 pg/mL M12300 114.79 £11.43
M22300 112.34 £14.93
CP2300 124.67 +£23.46
Células sin Control 100.00 + 0.00
tratamiento negativo

Nota: Valores expresados como media £ DE (n = 3). Los datos cumplieron con los supuestos de
normalidad (Shapiro-Wilk, p > 0.05) y homogeneidad de varianzas (p = 0.891). El analisis ANOVA no
mostro diferencias significativas entre tratamientos y control (p = 0,273).

Estos resultados preliminares evidencian que las nanoformulaciones que contienen

OBEI100 (M12300 y M22300) no solo conservan la viabilidad celular, sino que en ciertas
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condiciones podrian favorecer la actividad metabodlica de los neutrofilos, en comparacion con el
polimero sin el extracto de E. fereticornis y el control, teniendo en cuenta los datos de la tabla 4.
Asimismo, se evidencia la actividad metabolica celular a través de la formacion de cristales
formazan tal como se observa en la figura 9, cuya concentracion estimada muestra una tendencia
creciente con el aumento de la concentracion del tratamiento. Esta relacion sugiere que, a mayor
concentracion, mayor es la actividad mitocondrial de los neutréfilos para los tratamientos

M12300 y M22300.

Figura 9.

Fotografias microscépicas (400x) de los neutrofilos expuestos a las nanoparticulas encapsuladas

con el extracto de E. tereticornis OBE100 mediante el ensayo MTT (Autor, 2025).

A. M12300 (600 pg/mL). B. M12300 (400 pg/mL).

C. M12300 (200 pg/mL). D. M12300 (100 pg/mL).
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E. M22300 (600 pg/mL). F. M22300 (400 pg/mL).

G. M2 2300 (200 pg/mL). H. M2 2300 (100 pg/mL).
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5.1. Viabilidad celular de neutrdfilos expuestos a nanoformulaciones de triterpenos de E.
tereticornis OBE100
Se procedid con un andlisis de varianza de una via (ANOVA), cuyo resultado arrojo un
valor de F = 1.307 con un valor de p = 0.2728. Este resultado indica que no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y el control (» > 0.05). El valor
de R? fue de 0.3763, lo cual sugiere que el 37.63% de la variabilidad de los datos puede
atribuirse a los efectos del tratamiento, mientras que el resto podria deberse a variaciones

bioldgicas o experimentales.

Aunque todas las comparaciones resultaron no significativas (p > 0.05), se observan
tendencias en los datos. Por ejemplo, los tratamientos con M12300 y M22300 mostraron valores
de viabilidad celular que en muchos casos superaron el 100%, mientras que el tratamiento
M42300 (formulacion con solo PLGA) present6 los niveles de viabilidad més bajos dentro del

rango evaluado, especialmente a concentraciones intermedias.

Estas observaciones también se reflejan en la grafica de barras (Figura 10), donde se
muestra el porcentaje de viabilidad celular relativa para cada concentracion y tratamiento. Los
resultados revelan que los tratamientos con OBE100 presentaron comportamientos
diferenciados: M 12300 mantuvo viabilidades consistentemente superiores al control (125.34 +
11.26% a 600pg/mL, 119.72 + 4.55% a 400pug/mL, 110.95 £ 10.66% a 200pug/mLy 114.79 +
11.43% a 100pg/mL), mientras que M22300 mostr6 un patron similar (111.93 +8.37% a
600ug/mL, 115.70 + 4.15% a 400pg/mL, 117.43 £ 10.72% a 200pug/mL y 112.34 + 14.93% a
100pg/mL). En contraste, M42300 (CP2300) registr6 valores cercanos o inferiores al control
negativo (cé€lulas cultivadas unicamente con medio de cultivo) (103.61 + 15.43% a 600pug/mL,

96.30 + 7.76% a 400pg/mL, 107.18 = 18.00% a 200ug/mL), excepto a 100pg/mL donde superd
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significativamente la viabilidad (124.67 + 23.46%). Estos datos sugieren que la presencia del
compuesto OBE100 en las formulaciones M12300 y M22300 podria estar promoviendo la

actividad metabolica celular, efecto que no se observa con el tratamiento M42300.
Figura 10.

Efecto de las nanoformulaciones de triterpenos sobre la viabilidad celular de neutréfilos (Autor,

2025).
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Nota: Porcentaje de viabilidad relativa evaluado mediante el ensayo MTT en neutrdfilos tratados
con diferentes concentraciones (100, 200, 400 y 600ug/mL) de las formulaciones M 12300, M22300 y
CP2300. El control negativo corresponde a células no tratadas (unicamente con medio) considerado como
100% de viabilidad.
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6. DISCUSION
En el presente estudio, se observo que las nanoformulaciones de triterpenos extraidos del
material vegetal de E. tereticornis OBE100 influyen de manera diferenciada en la viabilidad de
neutrofilos humanos en modelos in vitro, dependiendo tanto del tipo de formulacion como de la
concentracion utilizada. Especificamente, los tratamientos M 12300 y M22300, que incorporan el
extracto de E. tereticornis OBE100, evidenciaron un incremento en la actividad metabolica
celular en comparacion con el control negativo. Este fendmeno sugiere una posible estimulacion

en la proliferacion o activacion funcional de los neutrofilos.

Estos hallazgos coinciden con estudios previos que han demostrado la capacidad que
tienen los triterpenos en influir en las funciones celulares. Por ejemplo, Echeverri Chica (2022),
reportd que extractos ricos en triterpenos derivados de E. tereticornis redujeron la acumulacion
de lipidos en células hepaticas, indicando una capacidad bioactiva de estos compuestos sobre
funciones celulares especificas. Asi mismo, Ceballos Duque (2017), evalu6 la actividad de
fracciones ricas en triterpenos de E. tereticornis sobre marcadores inmunometabolicos en tejido
adiposo de raton, encontrando una modulacidn positiva en la expresion de estos marcadores, lo
que sugiere efectos antiinflamatorios y un potencial terapéutico en enfermedades metabolicas.
De manera similar, el estudio realizado por Mejia et al., (2024) donde evaluaron las
nanoformulaciones de OBE100 en macrofagos activados en células humanas y de murinos para
determinar la expresion de genes, encontraron que esta fraccion de triterpenos son capaces de
suprimir sustancialmente la accidon de citocinas inflamatorias como lo son la IL6, IL1, OSM,
quimiocinas (CXCL3), mediadores inflamatorios (MMP8 y MMP13) y la via de sefializacion
JAK-STAT, lo que, de cierto modo, se ve reflejado el potencial inmunomodulador de estos

compuestos.
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En cuanto al control polimero M42300, compuesta inicamente por PLGA sin triterpenos,
mostro valores de viabilidad celular relativamente bajos en comparacion con las
nanoformulaciones que contienen OBE100. Sin embargo, estos valores no representan un dafio
funcional evidente en las células, ya que no se observaron alteraciones morfoldgicas ni una
inhibicidn critica de la viabilidad celular, especialmente al compararlos con los tratamientos
encapsulados que contienen OBE100. Por tanto, se infiere que el polimero por si solo no ejerce
un efecto nocivo significativo que comprometa la integridad celular. Esto sugiere que los
resultados observados en las otras formulaciones pueden atribuirse especificamente a los
compuestos bioactivos presentes en OBE100 (AU, AO, LAU) y no al vehiculo polimérico. Esta
diferencia respalda la evidencia de que los triterpenos presentes en las hojas de E. tereticornis

ejercen un efecto regulador o estimulante sobre la viabilidad celular.

Los analisis estadisticos mediante ANOVA no revelaron diferencias significativas entre
las formulaciones evaluadas, particularmente en las concentraciones mas elevadas, en este caso
las de 600 y 400pg/mL. Sin embargo, se observo una tendencia creciente en la viabilidad celular
a medida que aumentaba la concentracion de las formulaciones con OBE100, lo que podria
indicar una relacion dosis - respuesta positiva contrastando con los estudios realizados por Cely
et al., (2025). Este patron también se reflejo en las observaciones microscopicas, donde se
evidencid una mayor cantidad de cristales de formazén, producto de la reduccion del MTT por
enzimas mitocondriales activas en los tratamientos con mayor concentracion, especialmente en
M12300 y M22300 (Figura 9), sin embargo, tal como se presenta en la figura 10, se puede
detallar que la nanoformulacion M12300 tiene una tendencia mas homogénea en comparacion

con los resultados de M22300, lo que podria estar relacionado con la variabilidad en la liberacion
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de los triterpenos y su efectividad en la encapsulacion que corresponde 81.569% para M1 y

79.152% para M2 (Cely et al., 2025).

Es importante considerar que el incremento significativo en la viabilidad celular,
reportado en el ensayo MTT, podria estar influenciado por factores técnicos, como errores en el
pipeteo o la pérdida de células durante el lavado. Esto es especialmente relevante en el caso de
los neutréfilos, dado que no son células adherentes (Pérez et al., 2020) y pueden ser facilmente
removidos durante la manipulacién del medio. No obstante, el patron consistente de mayor
viabilidad celular en los tratamientos que contienen OBE100 sugiere que este fendmeno va mas
alla de simples errores técnicos o sobreestimacion estadistica por sobredensidad celular de los

neutrofilos.

Investigaciones adicionales han sefialado que los triterpenos vegetales poseen
propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias y antioxidantes (Khan, 2019), que podrian
explicar el aumento en la actividad mitocondrial observado en los tratamientos con OBE100, lo
que les permite interactuar con diversas rutas celulares, incluyendo aquellas relacionadas con la
sefalizacion de citocinas, el estrés oxidativo y el metabolismo energético. Estos compuestos
pueden activar vias de sefializacion como NF-kB y MAPK, promoviendo la expresion de genes
relacionados con la respuesta antioxidante y la supervivencia celular (Renda et al., 2022). En
comparacion con los resultados obtenidos en esta investigacion, donde se evidencio un
incremento en la actividad mitocondrial en los tratamientos con OBE100 medido a través de la
absorbancia en el ensayo MTT, se infiere que este efecto podria estar relacionado con la
capacidad de los triterpenos de estimular el metabolismo celular y mejorar la funcion

mitocondrial de los neutréfilos. De esta manera, los datos sugieren que el incremento de la
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absorbancia no seria un error experimental, sino un reflejo real de un estimulo biologico sobre

las células inmunes.

Estos hallazgos preliminares abren la posibilidad de considerar a los triterpenos como
compuestos bioactivos con potencial terapéutico en la modulacion del sistema inmune,
particularmente a través de formulaciones nanoestructuradas que podrian mejorar la
biodisponibilidad del compuesto activo cuando se viaja a través del organismo, logrando asi, una
mayor eficacia en la absorcion de los compuestos. Estos resultados sugieren que las
nanoformulaciones de OBE100 podrian tener aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias metabodlicas, aunque, se recomienda realizar mas investigaciones en
otros grupos celulares del sistema inmune para comprender de mejor forma los efectos

bioldgicos que se puedan generar.
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7. CONCLUSIONES

El protocolo estandarizado para el aislamiento de neutréfilos mediante sedimentacion en
gradiente de densidad con dextran al 6% y Ficoll Histopaque 1077 demostr6 ser altamente
eficaz, permitiendo obtener una poblacion celular de polimorfonucleares altamente homogéneos
con caracteristicas propias como dos a cinco l6bulos conectados por puentes delgados de
cromatina, y un citoplasma de tonalidad rosada clara, sin presentar alteraciones visibles,
permitiendo mantener la integridad celular deseada, asi mismo, viabilidades mayores al 99%,
condiciones Optimas para estudios de citotoxicidad. La alta recuperacion celular y la minima
activacion previa aseguran la confiabilidad y reproducibilidad de los ensayos, demostrando ser
una metodologia robusta para evaluar los efectos de compuestos como los triterpenos extraidos
de las hojas de Eucalyptus tereticornis OBE100 sobre células del sistema inmunologico. Estos
resultados confirman que el procedimiento empleado es adecuado para estudios funcionales,
proporcionando una base solida para futuras investigaciones que apliquen ensayos con

nanocompuestos.

En contraste, las nanoformulaciones M12300 y M22300 derivadas de OBE100 mostraron
un efecto estimulante significativo sobre los neutréfilos. Los andlisis demostraron que ambas
formulaciones incrementaron consistentemente la viabilidad celular y la actividad metaboélica
mitocondrial, aunque M 12300 exhibi6 un perfil mas homogéneo y reproducible (Figura 10).
Este patron de respuesta sugiere que los triterpenos presentes en OBE100 actuarian como
moduladores especificos de la proliferacion y activacion de polimorfonucleares, destacando

particularmente el potencial terapéutico de M12300.



Estos hallazgos sustentan que estas nanoformulaciones representan una estrategia
farmacologica prometedora para el desarrollo de terapias dirigidas a enfermedades con
componente inflamatorio € inmunometabolico, particularmente en el manejo de la obesidad y

diabetes mellitus tipo 2.
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