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RESUMEN

La guineensina, un compuesto natural de la planta del pimiento, es
un inhibidor de la recaptacion de endocannabinoides y un posible
agonista indirecto del receptor CB1 (CB1R). Si bien sus efectos
cannabimiméticos se basan en la inhibicién de la recaptacion celular
de AEA (N-araquidonoiletanolamida) y 2-AG (2-araquidonoilglicerol),
su papel en la inflamacién y la activacion de macréfagos aun no se
comprende completamente. Utilizando la linea celular humana similar
a macrofagos THP-1, investigamos el efecto de la guineensina.
Nuestros resultados muestran que cuando las células se estimulan
con lipopolisacarido (LPS) e IFN-y (activacion de M1), la guineensina
aumenta la produccién de IL-1B3, TNF-a y proteina quimioatrayente de
monocitos (MCP-1), aumentando estas dos Ultimas hasta 2.5 veces.
Por el contrario, la guineensina redujo significativamente los niveles
de MCP-1 e IL-8 tanto en macréfagos en reposo como en aquellos
estimulados con IL-4 e IL-13 (activacion de M2). Cabe destacar que la
guineensina no afecté significativamente la fagocitosis ni la produccion
de ROS en macroéfagos activados. Estos hallazgos sugieren que la
guineensina modula de forma diferencial la respuesta inmunitaria en
macrofagos M1, M2 y en reposo.

PALABRAS CLAVE: Guineensina, Inflamacién, Citocinas,

Macrofagos.
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Effect of guinenessin on activated M1 and M2 macrophages. /
Efecto de la guineensina en macrofagos activados M1y M2

ISSN 2007-3380

ABSTRACT

Guineensine, a natural compound from pepper plants, is an endocannabinoid uptake
inhibitor and a potential indirect CB1 receptor (CB1R) agonist. While its cannabimimetic
effects are established through inhibition of AEA (N-arachidonoylethanolamide) and 2-AG
(2-arachidonoylglycerol) cellular uptake, its role in inflammation and macrophage activation
remains unclear. Using the human THP-1 macrophage-like cell line, we investigated the effects
of guineensine. Our results showed that when cells are stimulated with lipopolysaccharide (LPS)
and IFN-y (M1 activation), guineensine increased the production of IL-13, TNF-a, and monocyte
chemoattractant protein (MCP-1), with the latter two increasing up to 2.5-fold. Conversely,
guineensine significantly decreased MCP-1 and IL-8 levels in both resting macrophages and those
stimulated with IL-4 and IL-13 (M2 activation). Notably, guineensine did not significantly affect
phagocytosis or respiratory burst (ROS production) in activated macrophages. These findings
suggest that guineensine differentially modulates the immune response in M1, M2, and resting
macrophages.

KEY WORDS: Guineensine, Inflammation, Cytokines, Macrophages.
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Introduccion

La guineensina es una molécula derivada de un acido graso y conjugada a un anillo
aromatico mediante una cadena de seis carbonos (Okogun & Ekong,1974). Esta molécula es
aislada de varias especies del género de plantas Piper, como P. guineense Schumach, P. longum
y P. nigrum, denominadas comunmente como pimienta negra. La pimienta negra es la reina
de las especias a nivel mundial, y ademas de utilizarse seca, el extracto acuoso de pimienta
negra se emplea ampliamente en la medicina ayurvédica debido a la extensa actividad bioldgica
atribuida a los diferentes componentes del fruto (Singh et al., 2004). Entre los componentes de
las semillas de pimienta negra, la guineensina es el cuarto compuesto mas abundante.

La guineensina ejerce diferentes efectos bioldgicos, entre ellos, inhibe la actividad de las
enzimas alfa-glucosidasa-I (Pullela et al., 2006) y colesterol aciltransferasa (Lee et al.,2004). Un
estudio reciente (in vivo) observé que la guineensina induce efectos cannabimiméticos dosis-
dependientes (hipomotilidad, hipotermia, antinocicepcién y catalepsia) (Nicolussi et al.,2014).
Los autores de este estudio sugieren que la guineensina podria actuar como un agonista
indirecto del receptor CB1 (CB1R). Sus resultados demostraron que la guineensina es un
inhibidor de la captacion celular de endocannabinoides, independiente de la hidrolasa de amida
de acidos grasos (FAAH) o la lipasa de monoacilglicerol (MAGL). Este efecto fue mas evidente
en la captacion de anandamida (AEA) en células U937 (EC,, = 290 nM) y células HMC-1
(EC,, = 617 nM) (Nicolussi et al.,2014). Ademas, este estudio también demostré que la
administracién de guineensina reduce la produccion de citocinas proinflamatorias durante la
endotoxemia inducida por LPS en un modelo murino de inflamacién aguda. En conjunto, estos
hallazgos sugieren que la guineensina podria ser un agente terapéutico prometedor para controlar
los efectos inflamatorios y el dolor. Sin embargo, se desconoce el papel de la guineensina en las
primeras células implicadas en la inflamacién y las respuestas inmunitarias.

El sistema fagocitico mononuclear (MPS) es fundamental para el desarrollo de las
respuestas inmunitarias innatas y adaptativas. EI SFM estd conformado por monocitos,
macrdéfagos y células dendriticas (DC). En particular, los monocitos y los macrofagos son cruciales
para iniciar y resolver la inflamacion inducida por patégenos o el dafo tisular. Los monocitos
son leucocitos de la sangre periférica que, ademas de ser un reservorio de macrofagos y DC,
presentan actividad fagocitica y producen especies reactivas de oxigeno y citocinas inflamatorias
en respuesta a diversos estimulos, como productos bacterianos exdgenos, lipopolisacaridos
(LPS) y citocinas enddgenas (Silva et al.,2018). Ademas, se ha observado que la unién de los
factores hematopoyéticos GM-CSF e IL-3 a sus receptores heterodiméricos, formados por la
subunidad beta comun y la subunidad alfa especifica (CD116 o CD123, respectivamente), es un
potente factor para la diferenciacién de monocitos en macréfagos (Tarique et al.,2015) y potencia
la produccion de TNF-a inducida por LPS en monocitos (Borriello et al., 2017). Se ha observado
una mayor respuesta a GM-CSF dado que CD116 se expresa constitutivamente, mientras que
CD123 no. Sin embargo, se ha observado que la expresién basal de CD123 aumenta tras el
cocultivo con IL-4 (Borriello et al., 2015). Esta activacion por citocinas pone de manifiesto el
papel que pueden desempefar los monocitos en el inicio de la respuesta inflamatoria a diversos
estimulos agresores.
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Los macréfagos son células residentes en los tejidos, derivadas de precursores
embrionarios o monocitos de sangre periférica. Estas células desempefian una amplia gama de
funciones, desde la eliminacion de patdégenos y células apoptéticas hasta el mantenimiento de
la homeostasis, la angiogénesis, la reparacion tisular y el control de la progresion tumoral, todo
ello en respuesta a diversas sefales ambientales (Silva et al.,2018). Existen dos tipos principales
de macrofagos activados: M1 y M2. Los macréfagos M1, también conocidos como macréfagos
clasicamente activados, se activan por un microambiente inflamatorio, tipicamente mediado por
LPS e interferén (IFN)-y, pero también por GM-CSF y TNF-q; estas células son proinflamatorias,
tumoricidas, bactericidas y estan asociadas a la presentacién de antigenos y la eliminacion de
patdgenos intracelulares. Los macréfagos M2, incluidos los macréfagos inmunorreguladores
asociados a tumores, se activan mediante IL-4 e IL-13 (o TGF-, IL-10 u otros factores asociados
a tumores) y se relacionan con la promocion tumoral, la inmunorregulacién, la remodelacion
tisular y las respuestas antiinflamatorias (Tarique et al., 2015). Con respecto a la produccién
de citocinas, los M1 activados se caracterizan por la produccién de citocinas proinflamatorias
como TNF-qa, IL-183, IL-6, IL-12, IFN de tipo I, MCP-1 e IL-8. Por otro lado, la produccién de IL-
10, IL-4, IL-1RAy TGF-3 se asocia principalmente a los M2 activados. Numerosos estudios han
demostrado la funcién de estos dos subtipos de macréfagos en las vias inflamatorias, y su papel
parece determinar el curso de la sefalizacion inflamatoria y la progresion de la enfermedad (Saqib
et al., 2018). Por consiguiente, este articulo se centra en la importancia de analizar el efecto de la
guineensina sobre la sintesis de citocinas y la funcién de los macréfagos en reposo o activados.

Material y Métodos
Obtencion y preparacion del extracto de guineensina

La Guineensine (= 95 % pureza en HPLC) fue aislada de los frutos secos de P. nigrum L.
(obtenida de Delaca AG, Suiza). Para el aislamiento de la guineensina, los frutos pulverizados
(1.05 kg) fueron sometidos a una extraccion usando n-hexano, CHCI; y CH;OH. El compuesto
obtenido se caracterizd e identificO mediante espectroscopia de RMN multidimensional y
espectrometria de masas, como se describidé previamente por Nicolussi S et al. Por ultimo, se
utilizé dimetilsulfoxido (DMSO) para disolver la guineensina (Nicolussi et al.,2014).

Cultivo celular y diferenciacion de la linea celular THP-1

Los monocitos humanos THP-1 se obtuvieron de la American Type Culture Collection
(Cat. TIB-202, organismo: Homo sapiens; enfermedad: leucemia monocitica aguda; tipo celular:
monocito). Las células se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino
al 10 % (inactivado por calor), 2 mM de L-glutamina, 20 uM de B-mercaptopropionato, 100 U/mL
de penicilinay 100 U/mL de estreptomicina (medio RPMI completo). Los cultivos fueron incubados
a 37 °C con 5 % de CO, y 95 % de humedad relativa. Se realizaron subcultivos cada 3 dias
mediante resuspensién a una densidad de 2 x 10° células viables/mL en medio completo fresco.
Las células THP-1 se sembraron a una concentracion de 1 x 108 células/mL en placas de cultivo
de 12 pocillos y se trataron con 200 nM de éster de forbol miristato acetato (PMA; Sigma-Aldrich)
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durante 72 horas para inducir su diferenciacion a macréfagos. Tras el tratamiento con PMA, las
células se lavaron dos veces con solucién (estéril) salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7.2)
para eliminar cualquier resto de PMA y se incubaron en medio completo fresco durante 24 horas
antes del experimento.

Produccién de citocinas por células THP1

Los macréfagos THP-1 en reposo se pretrataron con guineensina a concentraciones de
290 nM o 1000 nM durante 30 min. Tras el pretratamiento, las células se estimularon durante
24 horas para inducir su polarizacion a: Macrofagos M1: Estimulados con 100 ng/mL de LPS y
20 ng/mL de IFN-y; Macréfagos M2: Estimulados con 20 ng/mL de IL-4 y 20 ng/mL de IL-13;
Control no estimulado: Sin tratamiento adicional. Este protocolo de polarizaciéon es una técnica
clasica para inducir la diferenciacion de macréfagos, como se describio previamente (Mantovani et
al., 2004). Tras el periodo de estimulacion de 24 horas, se recogieron los sobrenadantes celulares
y se lavaron con PBS y centrifugaron a 635 xg durante 10 minutos. Las concentraciones de
IL-1B, TNF-a, IL-12, MCP-1/CCL-2 e IL-8 se cuantificaron mediante el sistema LEGENDplex ™
(BioLegend, San Diego, CA, EE. UU.). La adquisicion de datos se realizd en un citébmetro de
flujo Attune Acoustic Focusing (Life Technologies) y el analisis se llevd a cabo con el software
de analisis de datos LEGENDplex ™ (BioLegend). Se adquirieron un total de 300 eventos de
microesferas por cada tipo de citocina, segun las instrucciones del fabricante. Los resultados se
expresan como concentracion en pg/mL.

Ensayo de fagocitosis

Los macrofagos THP-1 en reposo se trataron con guineensina a concentraciones de
290 nM o 1000 nM durante 24 horas. Tras el tratamiento, las células se cosecharon utilizando
Accutase durante 15 minutos a temperatura ambiente y se lavaron dos veces con PBS.
Posteriormente, las células se incubaron con 0.5 mg/mL de una suspension de conjugado
de bioparticulas de E. coli pHrodo Green (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) durante
2 horas a 37 °C. Se incluyeron las siguientes condiciones como controles experimentales: Blanco
(sin tincion): células sin bacterias; Control basal (CB): células incubadas con bacterias, pero sin
tratamiento con guineensina; Control negativo (NC): células pretratadas con paraformaldehido al
4 % e incubadas a 4 °C para inhibir la fagocitosis.

La internalizacion bacteriana se cuantificé midiendo la intensidad media de fluorescencia
(MFI). Se utilizé6 un citdmetro de enfoque acustico Affune (Life Technologies) para realizar las
mediciones. Se adquirieron 20 000 eventos dentro de la regién de células. Se utilizé la media
geomeétrica para calcular la IMF. Los datos se analizaron con el software FlowJo v10.0.7. La
fagocitosis relativa se calculé usando la siguiente férmula: (MFI de células experimentales-MFI
de células B) / (MFI de células CB-MFI de células B) X 100 %.
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Determinacién de especies reactivas de oxigeno

La generacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) se cuantificé usando la
sonda fluorogénica CellROX Green (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.). Los macréfagos
THP-1 se trataron, cosecharon y lavaron como en el protocolo descrito para el ensayo de
fagocitosis. Tras el tratamiento, las células se incubaron con 200 uM de hidroperdxido de terc-
butilo (TBHP) durante 1 hora para inducir estrés oxidativo (control positivo). Posteriormente, se
incubaron con 0.5 yM del reactivo CellROX Green durante una hora adicional a 37 °C. Se realiz6
una tincién con SYTOX Red (1 nM) para determinar la viabilidad celular. La produccion intracelular
de ROS se midié mediante citometria de flujo y los datos se adquirieron en el citdmetro de flujo
Attune Acoustic Focusing (Life Technologies). Un total de 20 000 eventos fueron adquiridos por
muestra de la region de células. La intensidad media de fluorescencia (MFI) se calculd usando la
media geométrica y los datos se analizaron con el software FlowJo v10.0.7.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar (SD) de cuatro experimentos
independientes. La significancia estadistica se determind mediante un analisis de varianza
(ANOVA) de una via, con la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples o la prueba
post hoc de Dunnett para comparaciones con la condicion basal. Un valor de p < 0.05 se considerd
estadisticamente significativo.

Resultados y Discusion

La guineensina modulé los niveles de citocinas en los sobrenadantes de
cultivo de macréfagos THP-1 no estimulados.

El efecto de la guineensina (290 nM y 1000 nM) sobre la sintesis de citocinas fue evaluado
en macrofagos THP-1. Las células se estimularon con LPS+IFN-y o IL-4+IL-13, y se utilizaron
células no estimuladas como grupo control (Figura 1).

El tratamiento con guineensina disminuyé significativamente la secrecion de MCP-1 e IL-8
por parte de los macréfagos THP-1. Los niveles de MCP-1 se redujeron en un 80 % al usar una
concentracion de 290 nM de guineensina (2711,36 + 274 pg /mL) y en un 68 % cuando se usaron
1000 nM de guineensina (4376,54 + 19,19 pg /mL), en comparacion con el control no tratado
(13665,3 + 163,9 pg /mL). De manera similar, la secrecion de IL-8 disminuy6 en un 78 % y un
57 % tras el estimulo con guineensina a concentraciones de 290 nM (907,98 £+ 12,59 pg /mL)
y 1000 nM (1794,94 + 80,43 pg /mL), respectivamente, en relacién con el control no tratado
(4122,87 + 182,6 pg /mL).

Cuando se estimularon las células THP-1 con LPS + IFN-y, el tratamiento con guineensina

a 290 nM aumenté la liberacion de citocinas proinflamatorias. Los niveles de IL-18 y TNF-a
aumentaron en un 54 % y un 78.6 %, respectivamente, en comparacion con las células
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estimuladas, pero no tratadas. El efecto mas pronunciado se observé en MCP-1, que mostré
un aumento superior a 2.5 veces de cambio. En cambio, la secrecion de IL-8 no se vio afectada
significativamente tras la estimulacién con guineensina a una concentracion de 290 nM, pero
disminuy6 en un 45.6 % al usar la concentracion de 1000 nM.

Cuando las células se estimularon con IL-4 + IL-13, la guineensina actué sinérgicamente
para inhibir aun mas la liberacion de MCP-1 e IL-8. El tratamiento con guineensina a una
concentraciéon de 290 nM inhibié la liberacion de MCP-1 en un 69 % y la de IL-8 en un 51 % (p
< 0.005), en comparacion con el control estimulado, pero no tratado. Este efecto inhibitorio fue
dosis-dependiente, ya que se observd que la guineensina a una concentracion de 1000 nM,
disminuye aun mas los niveles de MCP-1 e IL-8 en un 80 % y un 84 %, respectivamente.

Figura 1. Secrecién de citocinas proinflamatorias por células THP1 diferenciadas a
macréfagos, tratadas o no con guineensina y no estimuladas (M@), o estimuladas
con LPS + IFN-y (M1), o IL-4 + IL-13 (M2).

LPS: lipopolisacarido; IFN-y: interferon gammay; IL: interleucina; TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa; MCP-1:
proteina quimioatrayente de monocitos -1. * p < 0,005. Los datos se presentan como la media + desviacion
estandar (SD) de cuatro experimentos independientes.
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La guineensina no afecta la actividad fagocitica de los macréfagos.

Para determinar como la guineensina influye en la actividad fagocitica de los macroéfagos,
utilizamos Bioparticulas de E. coli pHRodo Green. Al exponerse a paraformaldehido en hielo,
la actividad fagocitica de las células se redujo a la mitad en comparacion con el grupo control.
Sin embargo, la actividad fagocitica de las células tratadas con guineensina a 290 nM (51,07 %)
o 1000 nM (46,5 %) fue similar a la presentada por los macrofagos THP-1 no estimulados con
guineensina (42,07 %) (Figura 2).

Figura 2. Efecto de la guineensina sobre la actividad fagocitica de células THP-1
diferenciadas en macroéfagos.

El paraformaldehido sobre hielo se usé como control de la inhibicién de la fagocitosis. También se utilizé un
control negativo (NC). Los datos representan cuatro ensayos independientes. *p < 0.005.

La guineensina no afecta el estallido respiratorio de los macréfagos.

Posteriormente, se analizé el efecto de la guineensina sobre la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en macrofagos THP-1 mediante la sonda fluorogénica CellROX Green.
El estallido respiratorio se indujo con hidroperéxido de terc-butilo (TBHP). El tratamiento con
guineensina a concentraciones de 290 nM o 1000 nM no afectd significativamente la produccién
de ROS ni alter¢ el estallido oxidativo inducido por TBHP (Figura 3).
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En el presente estudio, observamos que la guineensina modula la secrecién de varias
citocinas (MCP-1, IL-8, IL-1B, TNF-a) en macréfagos humanos en reposo o estimulados, pero
esta accion no afecta la funcionalidad celular. Esto es importante, ya que los macréfagos son
células fundamentales en la eliminacion de agentes patogenos.

Figura 3. Efecto de la guineensina sobre la produccion de ROS por células THP-1
diferenciadas a macréfagos.

Como control positivo, se utilizo (PC) TBHP. Los datos son representativos de cuatro ensayos independientes.
*p < 0.05.

En otro estudio se concluyé que la guineensina es un potente inhibidor de la captacion
celular de AEA; su efecto se observé en células U937 con una EC50 de 290 nM (IC del 95 % =
190-437 nM) y en HMC-1 con una EC50 de 617 nM (IC del 95 % = 451-844 nM) (Nicolussi et
al.,2014). Ademas, se ha reportado que a 10 uM, interactua con el receptor &, los receptores de
serotonina 5-HT2Ay 5-HT2B, y el transportador de dopamina (Reynoso-Moreno et al., 2017). Por
ello, decidimos evaluar el efecto de la N- isobutilamida a concentraciones de 290 nM y 1000 nM
en células THP-1 diferenciadas a macrofagos. Seleccionamos la segunda condicion para evaluar
el efecto fuera del rango de concentraciones en las que se ha demostrado que la guineensina
inhibe la recaptacion de endocannabinoides en las células estudiadas previamente. Nuestros
resultados mostraron que la guineensina tiene efectos inmunomoduladores con respecto a la
sintesis de citocinas proinflamatorias. En macréfagos en reposo, la guineensina indujo una
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reduccion en la expresion de IL-8 y MCP-1, ambas quimiocinas importantes en el inicio de la
respuesta inflamatoria. Se ha descrito que el PMA, un potente inductor de la diferenciacion
aumenta la expresion de CB1 e incrementa la proporcion de transcritos CB1:CB2 de 1:17,5a 1:3
en 5 dias de cultivo (Han et al., 2009). Sin embargo, nuestras células se cultivaron solo durante 24
horas después de la diferenciacion y se cultivaron con RPMI-S, un medio enriquecido con FBS al
10 %. Se sabe que el FBS contiene 2-AG en concentraciones bioldgicamente activas (250 a 700
nM) (Marazzi et al., 2011). Esto podria ser una limitacién del presente estudio, ya que el 2-AG es
un agonista completo del receptor CB2 humano y un inhibidor de la acumulacién de cAMP, lo que
atenua la produccion de citocinas (Gonsiorek et al.,2000; Sugiura et al.,2000), efecto que podria
potenciarse al inhibir la captacién celular de endocannabinoides. Curiosamente, observamos
un mayor incremento de MCP-1 en macréfagos M@ que en aquellos estimulados con LPS +
IFN-y. Es importante destacar que esta quimiocina es secretada por monocitos, macréfagos y
células dendriticas, y no por macréfagos M1. En este sentido, algunos estudios demostraron
que las células THP1, U937 y los macrofagos primarios estimulados con IFN-y + LPS inducen
un fenotipo M1 con alta produccion de IL-1, IL-18, RANTES, G-CSF, IFN-y, GM-CSF e IL-2 sin
cambios significativos en MCP-1 (Chimal-Ramirez et al.,2016). En particular, en nuestro estudio
observamos un aumento en los niveles de IL-1B e IL-8 en macrofagos estimulados con LPS +
IFN-y en comparacion con la diferenciacion de macrofagos solo con PMA, lo que es consistente
con estudios previos que analizan la produccion de IL-1B e IL-8 por macréfagos M1 (Murray et
al., 2014).

Ademas, cuando las células se estimulan con IL-4 + |L-13, el tratamiento con guineensina
a 290 o 1000 nM maximiza la inhibicion de la produccion de IL-8 y MCP-1. Recientemente, se
ha concluido que los macrofagos pulmonares humanos de tipo M2 producen mas 2-AG que AEA
en condiciones basales; ademas, la expresion de CB2 es mayor que la de CB1. (Staiano et al.,
2016). Por lo tanto, al igual que en los macrofagos en reposo, es probable que la activacién de
CB2 por 2-AG esté inhibiendo la sintesis de estas citocinas.

Por otro lado, la liberacién de IL-13, TNF-a y MCP-1 por la activacién con LPS+IFN-y
se potencia con la adicién de guineensina a 290 nM. Sin embargo, a 1000 nM, la liberacién de
IL-8 disminuyé. Esto se debe probablemente a que la guineensina presenta una mayor actividad
inhibidora de la captacion celular de AEA. La produccién de AEA se evalud en un estudio con
macrofagos murinos (J774 y macréfagos circulantes de rata) y resulté ser mayor que la de 2-AG.
Se observoé que la estimulacion de macréfagos J774 con ionomicina o LPS induce un aumento de
2y 7.8 veces en los niveles de 2-AG y AEA, respectivamente (Di Marzo et al.,1999). Asimismo,
la estimulacién in vitro con LPS, con o sin IFN-y, disminuye la expresion de CB2 en macréfagos
(Carlisle et al.,2002). Esto podria mejorar la unién de AEA a CB1. La activacion de CB1 potencia
la actividad proinflamatoria de los macréfagos mediante la activacion de p38-MAPK, lo que
incrementa la produccion de TNF-a y MCP-1 (Han et al., 2009). Ademas, se ha descrito que la
sefalizacién de 2-AG a través de CB2 induce una mayor produccion de IL-8 y MCP-1 en células
HLG60 (Kishimoto et al.,2004).

Nuestros resultados concuerdan con los de otros estudios que evaluan los efectos del
CBD en la respuesta inflamatoria de los macroéfagos (Muthumalage & Rahman,2019; Yeisley
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et al., 2021). En un estudio, los macréfagos se expusieron a diferentes concentraciones de
CBD, lo que mostré un perfil antiinflamatorio al reducir los niveles de IL-8 inducida por LPS,
de forma similar a los hallazgos de este estudio con guineensina a 1000 nM (Muthumalage &
Rahman,2019). Asimismo, otro estudio mostré una reduccion en los niveles de IL-1B, TNF-a e
IL-6 tras la administracion de CBD (Yeisley et al., 2021).

Curiosamente, a pesar de la modulacion en la sintesis de citocinas por las células THP-1,
no se observaron efectos significativos en la funcionalidad de estas células. Se ha descrito que
la activacién de CB1 mediante AEA induce directamente la generacién intracelular de ROS (Han
et al., 2009). Ademas, se ha demostrado que la activacion de los receptores CBD disminuye
los niveles de p-mTOR S2448 fosforilado y NOS-3, con un aumento de COX-2, lo que indica la
induccién de estrés oxidativo y autofagia (Yeisley et al., 2021). Por otro lado, se ha demostrado
que la senalizacion de 2-AG a través de CB2 aumenta la fagocitosis de zimosan mediada por
dectina-1, pero no la de E. coli, S. aureus, células apoptoéticas o microesferas de latex (Shiratsuchi
et al.,2008). Estudios mas recientes también indican que la AEA potencia la fagocitosis a través
de CB1 mediante la via de sefalizacion G, ,, /RhoA/ROCK, aunque este efecto se anula a altas
concentraciones (Mai et al., 2015).

Los resultados de estos experimentos demuestran que la guineensina modula la respuesta
inflamatoria de monocitos/macrofagos de manera dependiente del estado de activacion de los
macrofagos, observandose efectos diferenciales en macréfagos M1, M2 y en reposo. A la luz
de estos hallazgos, futuros estudios deberian investigar el efecto de la guineensina en otras
células inmunitarias implicadas en la inflamacion y las respuestas inmunitarias, como las células
dendriticas. Una limitacion importante del presente estudio es que es in vitro; por lo cual, se
requiere mas investigacién para evaluar los efectos de la guineensina en modelos animales.
Dichos estudios in vivo podrian centrarse en el potencial terapéutico de esta molécula, en
afecciones como la sepsis, la translocacion bacteriana y el dolor.

Conclusiones

Nuestro estudio demuestra que la N- isobutilamida guineensina modula la produccién de
citocinas en macréfagos THP-1 sin afectar su capacidad funcional de fagocitosis ni su estallido
respiratorio en presencia de antigenos bacterianos. Observamos que una dosis intermedia de
guineensina incrementd la producciéon de citocinas proinflamatorias, especificamente IL-1B y
TNF-a, en macrofagos activados M1. En contraste, la guineensina inhibié la secreciéon de IL-8 y
MCP-1 tanto en macréfagos en reposo como en macroéfagos polarizados M2.
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