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Resumen

Drosera rotundifolia se ha utilizado tradicionalmente para el tratamiento de enfermedades
respiratorias en la fitoterapia y la Homeopatia. Los mecanismos de accion reconocidos has-
ta el momento se relacionan con los efectos conocidos de componentes especificos, como
los flavonoides, aunque no se comprenden del todo. En el presente estudio se exploraron
las funciones biolégicas de Drosera rotundifolia in vitro después del tratamiento de célu-
las epiteliales bronquiales, que son objetivos potenciales de los efectos farmacologicos del
medicamento herbolario.

Para hacerlo, el extracto etandlico de toda la planta se diluyé 1000 veces en agua
(D. rotundifolia 3X) y se anadi6 a un cultivo de la linea celular humana 16HBE entre 3 y
6 horas. Los efectos sobre la expresion genética de los tratamientos y los controles co-
rrespondientes fueron entonces investigados mediante secuenciacion de ARN. Los genes
expresados de forma diferencial fueron validados a través de RT-gPCR y se investigaron las
funciones biolégicas enriquecidas involucradas en los efectos del tratamiento. D. rotundifo-
lia 3X no afecto la viabilidad celular y mostré ser un estimulante de las funciones celulares
a través de la regulacion de la expresion de docenas de genes después de 3 horas, con
una amplificacion de los efectos después de 6 horas de tratamiento. Los principales genes
expresados de forma diferencial codificaron ligandos del receptor del factor de crecimiento
epitelial, proteinas involucradas en la desintoxicacion xenobibtica y citocinas, lo que sugiere
que D. rotundifolia 3X podria estimular los sistemas de auto-reparacion, los cuales se ven
afectados en las enfermedades de las vias respiratorias. Adicionalmente, D. rotundifolia
3X actla sobre una serie compleja y multifacética de genes y podria afectar potencialmente
distintas capas de la mucosa bronquial.

Abstract

Drosera rotundifolia has been traditionally used for the treatment of respiratory diseases in
phytotherapy and homeopathy. The mechanisms of action recognized so far are linked to the
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known efects of specifc components, such as favonoids, but are not completely understood.
In this study, the biological functions of D. rotundifolia were explored in vitro following the
treatment of bronchial epithelial cells, which are the potential targets of the pharmacological
efects of the herbal medicine.

To do so, the whole plant ethanolic extract was 1000-fold diluted in water (D.
rotundifolia 3X) and added to a 16HHBE human cell line culture for 3 h or 6 h. The efects
on gene expression of the treatments and corresponding controls were then investigated by
RNA sequencing. The diferentially expressed genes were validated through RT-qPCR, and
the enriched biological functions involved in the efects of treatment were investigated. D.
rotundifolia 3X did not impair cell viability and was shown to be a stimulant of cell functions
by regulating the expression of dozens of genes after 3 h, and the efects were amplifed after
6 h of treatment. The main diferentially expressed genes encoded ligands of epithelial growth
factor receptor, proteins involved in xenobiotic detoxifcation and cytokines, suggesting that D.
rotundifolia 3X could stimulate self-repair systems, which are impaired in airway diseases.
Furthermore, D. rotundifolia 3X acts on a complex and multifaceted set of genes and may
potentially afect diferent layers of the bronchial mucosa.

Introduccion

Las patologias de las vias respiratorias se encuentran
entre las enfermedades mas comunes. La tos es una
afeccion habitual en pacientes de todas las edades,
en donde los contaminantes del aire constituyen un
desafio para las vias respiratorias. En los nifios, la tos
es el segundo sintoma mas comdn de enfermedad
respiratoria, después del escurrimiento nasal, con una
prevalencia de entre 46 y 56 por ciento, dependiendo
de la edad del nifio.

El uso de tratamiento farmacol6gico sin
efectos secundarios podria ser til no so6lo para
reducir los sintomas de la tos, sino también para evitar
los efectos téxicos de la contaminacién. En adultos
y nifios se utilizan en gran medida dosis bajas de
farmacos provenientes de plantas para los sintomas
de la tos y el resfriado’’. Con frecuencia, éstos se
utilizan con la esperanza de resolver padecimientos
que no se curan con éxito utilizando farmacos
convencionales, como tratamiento complementario
para reducir el consumo de farmacos antiinflamatorios
o esteroides que pudieran tener efectos adversos,
asi como para aliviar ciertos sintomas y mejorar la
calidad de vida. Sin embargo, en la actualidad no
existe una explicacion concluyente de la posible
actividad biolégica de tales preparaciones a nivel
celular.

Las especies europeas de drosera (Drosera
rotundifolia L., Drosera intermedia Hayne y Drosera
anglica Huds) se han utilizado como medicamentos
tradicionales en eltratamiento de infecciones deltracto

respiratorio. El género Drosera (Drosera herba), que
se compone principalmente de Drosera rotundifolia,
se ha usado comUnmente por sus propiedades
espasmoliticas en el tratamiento de la tosferina o
tos convulsiva desde el siglo XVII. La accién general
de D. rotundifolia sobre el sistema respiratorio
fue descrita en la Materia Médica homeopatica®,
incluyendo expectoracion profusa y tos espasmaodica,
paroxismal, seca e irritativa, similar a la tosferina, y la
planta se incluye con frecuencia como componente
en los complejos homeopaticos utilizados para
los padecimientos del tracto respiratorio superior.
La eficacia de tales remedios para el alivio de los
sintomas o el mejoramiento de la calidad de vida ha
sido analizada en estudios clinicos, los cuales han
reportado resultados positivos® %12,

Los extractos de etanol de las especies
de Drosera contienen altas concentraciones de
flavonoides (hiperosido, isoquercitrina, quercetina y
miricetina-3-O-galact6sido) junto con acidos fendlicos
(acido elagico)™. Se ha reportado que los flavonoides
tienen propiedades antiinflamatorias’, antioxidantes
y antimicrobianas, las cuales son eficaces en el
tratamiento de las enfermedades respiratorias®.
También se han encontrado trazas de naftoquinonas
en algunas preparaciones'®.

Las células epiteliales bronquiales son
células especializadas estrictamente conectadas con
un tejido que forma una barrera protectora contra los
agentes externos que provocan dafo. La integridad
de la membrana epitelial podria ser lastimada por
eventos patogénicos que dafan las actividades
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celulares basales (el estrés oxidativo, equilibrio
energético, viabilidad y ciclo celular) o afectan
actividades especificas, como el mantenimiento
del equilibrio electrolitico (funcionamiento de
los canales ionicos de membrana)'”'®. Con la
estimulacion apropiada, el epitelio bronquial
puede contribuir a la inmunidad innata mediante
la secrecibn de mediadores inmunomoduladores
e inmunoestimuladores, incluyendo las citocinas,
quimiocinas, factores de crecimiento y mediadores
de lipidos que reclutan y activan células efectoras
y células presentadoras de antigenos®®?. Las
células 16HBE diferenciadas simulan muchas de las
actividades del epitelio bronquial y se consideran un
buen modelo para los estudios basicos.

El propésito del presente estudio ha
sido evaluar el efecto de una baja concentracion
homeopatica de extracto etandlico de D. rotundifolia
sobre el transcriptoma de la linea celular epitelial
bronquial humana 16HBE. La transcriptdmica, que
es una importante herramienta de la investigacion
gendmica funcional, puede utilizarse para estudiar la
funcion y la expresién genética general, lo cual podria
constituir el primer paso en el descubrimiento de
los mecanismos moleculares y procesos biolégicos
especificos que se encuentran involucrados en la
ocurrencia de la enfermedad.

Para el presente estudio, se utiliz6 una
tercera dilucion decimal (3X) de D. rotundifolia
(1000 veces mas diluida que el extracto etandlico
completo). La terminologia 3X corresponde a la
nomenclatura homeopatica tradicional conforme
a la convencion angloamericana®. La meta del
estudio ha sido descubrir los objetivos genéticos
potenciales de D. rotundifolia 3X después de una
incubaciéon de 3 y 6 horas por medio de la técnica de
secuenciacion de ARN. Después de la validacion de
los genes principales mediante el uso de RT-qPCR,
se identificaron las principales funciones bioldgicas
involucradas en la accion de D. rotundifolia 3X.

Resultados

a) Anadlisis de los polifenoles en el extracto
etandlico de D. rotundifolia

Se estim6 que la concentracion de polifenoles en el
extracto etandlico de D. rotundifolia fue de 7.1 x 10-3
mol/L en términos de equivalentes de acido galico.
Esta concentracion corresponde a aproximadamente
1.2 mg/mL de polifenoles totales que, a su vez,
corresponde a una concentracion de 12 ug/mL en la

muestra de prueba de D. rotundifolia 3X y de 1.2
pg/mL (7.1 x 10-6 mol/L) en el cultivo celular final.
El extracto etandlico de D. rotundifolia también se
analizé cualitativamente mediante espectrometria
de masa. En el pico del tiempo de retencion de la
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC,
por sus siglas en inglés) de 6.590 min., el espectro
de masa mostré picos correspondientes a acido
elagico (m/z = 300.997905) e isoquercitrina (m/z =
463.087935). Adicionalmente, en el pico del tiempo
de retencion de 8.004 min., se detectdé quercetina
(m/z = 301.035282).

En relacion con la presencia de hiperésido,
que tiene la misma masa molecular que la
isoquercitrina, hay una posibilidad de que el pico de
isoquercitrina representara una mezcla de ambos
compuestos. Los resultados confirmaron la presencia
de importantes componentes bioactivos en el extracto
etandlico de D. rotundifolia'®.

b) Efecto de D. rotundifolia 3X sobre la viabilidad
celular de 16HBE

La viabilidad de las células epiteliales bronquiales
(16HBE) (figura 1) no se vio afectada después de
una exposicion de 3 horas a D. rotundifolia 3X o
al correspondiente control (Ctrl), lo que demostro
la ausencia de citotoxicidad provocada por la
preparacion de la planta con las diluciones utilizadas
en los experimentos. Ademas, después de 24 horas
de incubacion con D. rotundifolia 3X, las células
mostraron un incremento pequefo (+6.9%) pero
significativo (p = 0.019) de la viabilidad celular.
No pudieron observarse cambios morfoldgicos ni
alteracién de la adherencia de las células al fondo
del pocillo mediante inspeccidon éptica microscépica
(datos no mostrados).
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Figura 1. Viabilidad de las células 16HBE incubadas con D. rotundifolia 3X
o Ctrl durante 3 o0 24 horas. El ensayo colorimétrico se basé en la reduccion
del reactivo WST que se describe en la seccion Materiales y método.
Viability = viabilidad.

Time = tiempo.
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c) Cambios en la expresion genética después del
tratamiento con D. rotundifolia 3X

Los efectos del tratamiento con D. rotundifolia 3X
sobre la expresion genética global de las células
16HBE fueron investigados después de 3 horas de
incubacion mediante comparacién con el control.
Los experimentos fueron reproducidos en 4 réplicas
biol6gicas distintas, mientras que el perfil de
expresidn genética como respuesta al tratamiento
con D. rotundifolia 3X se investigd mediante el

analisis de la secuenciacion de ARN.

Las

lecturas

obtenidas

mediante
secuenciacion fueron cuantificadas como transcriptos
genéticos por Salmon, que mostr6 una cobertura

la

de mapeo promedio del 92%. Se realiz6 entonces
un andlisis de la expresion genética diferencial
para identificar los genes objetivo significativos del
tratamiento con D. rotundifolia 3X. El resultado
de la expresion diferencial obtenido del analisis de
DESeqg2 mostrd un total de 69 genes expresados
de forma diferencial (DEG, por sus siglas en inglés)
estadisticamente significativos (padj<0.05); 44 genes
fueron regulados por incremento (tabla 1), mientras
que 25 genes fueron regulados por disminucion
(tabla 2). El valor de log2 fold change (proporcion de
cambio log2) oscil6 entre +0.7 (maxima regulacion
por incremento, tabla 1) y —-0.51 (méaxima regulacion
por disminucién, tabla 2).

Identificacién de | Simbolo |Log2fold| IfcSE Media padj Descripcion genética
ENSEMBL change base

ENSG00000138061 CYPIBI 0.702 0.036 |18,306.85| 2.5E-79 | Citocromo P450 familia 1 subfamilia B miembro 1

ENSG00000163659 TIPARP 0.607 0.062 3055.70 | 7.7E-19 | Polimerada de poli(ADP.ribosa) inducible por TCDD

ENSG00000124882 EREG 0.437 0.069 3248.29 | 1.5E-07 | Epiregulina

ENSG00000115008 ILTA 0.436 0.060 3083.65 | 1.4E-09 | Interleucina 1 alfa

ENSG00000197632 | SERPINB2 0.413 0.062 2963.76 | 4.0E-08 | Serpina familia B miembro 2

ENSG00000260261 | AC124944.3 0.391 0.063 424.71 2.9E-07 | Pseudogen de muerte celular programada 6 (PDCD6)

ENSG00000118564 FBXLS 0.365 0.064 1637.91 | 1.3E-05 | Proteina con repeticion rica en leucina y caja F 5

ENSG00000109321 AREG 0.340 0.059 5103.51 | 6.4E-06 | Anfiregulina

ENSG00000182585 EPGN 0.335 0.064 1402.14 | 1.0E-04 | Mitégeno epitelial

ENSG00000139289 PHLDAT 0.311 0.054 3077.59 | 7.9E-06 | Dominio similar a homologia de pleckstrina familia A miembro 1

ENSG00000235220 HLA-F 0.306 0.062 315.13 4.2E-04 | Complejo de histocompatibilidad mayor, clase I, F

ENSG00000104361 NIPAL2 0.287 0.063 662.15 | 1.8E-03 | Dominio similar a NIPA con contenido de 2

ENSG00000119927 GPAM 0.277 0.070 1520.61 | 2.1E-02 | Glicerol-3-fosfato aciltransferasa, mitocondrial

ENSG00000081041 CXCL2 0.273 0.070 52550 | 2.8E-02 | Ligando de quimiocina con motivo C-X-C 2

ENSG00000277758 | FO681492.1 0.266 0.051 96.38 3.2E-05 | Sinaptotagmina-15

ENSG00000175414 ARLIO 0.258 0.063 339.66 | 9.1E-03 | GTPasa 10 similar a factor de ribosilacion de ADP

ENSG00000120738 EGRI 0.256 0.046 3828.16 | 2.5E-05 | Respuesta de crecimiento temprano 1

ENSG00000154639 CXADR 0.254 0.062 1339.05 | 1.4E-02 | Molécula de adhesién celular similar a CX ADR Ig

ENSG00000087074 | pppIRI5A 0.252 0.047 3208.72 | 7.8E-05 | Subunidad regulatoria 1 de fosfatasa proteinica 15A

ENSG00000178295 GEN1 0.248 0.054 1919.26 | 2.4E-03 | Endonucleasa flap 5’ de unién GEN 1 Holliday

ENSG00000139292 LGRS 0.247 0.054 102.30 1.8E-03 | Receptor acoplado a proteina G con contenido de repeticion rico en leucina 5

ENSG00000136244 IL6 0.244 0.066 1010.05 | 5.0E-02 | Interleucina 6

ENSG00000005243 COPZ2 0.243 0.063 159.54 | 2.3E-02 | Complejo de revestimiento COPI subunidad zeta 2

ENSG00000235030 IER3 0.233 0.049 | 3086.81 | 1.1E-03 | Respuesta temprana inmediata 3

ENSG00000111912 NCOA7 0.230 0.043 | 7681.40 | 8.6E-05 [ Coactivador de receptor nuclear 7

ENSG00000118523 CTGF 0.229 0.060 1498.96 | 3.9E-02 | Factor de red de comunicacion celular 2

ENSG00000103995 CEP152 0.225 0.062 622.41 2.9E-02 | Proteina centrosomal 152

ENSG00000159086 PAXBP1 0.221 0.057 1656.63 | 2.9E-02 | Proteina de union PAX3 and PAX7 1

ENSG00000102804 | 15C22D1 0.212 0.048 2739.98 | 4.5E-03 | Miembro de familia 1 de dominio TSC22

ENSG00000108669 CYTHI 0.212 0.057 1860.07 | 5.0E-02 | Citohesina 1

ENSG00000134294 | 51.C38A2 0.208 0.032 |[11,532.92 [ 1.0E-07 | Portador de soluto familia 38 miembro 2

ENSG00000103257 SLC7A5 0.194 0.030 |35,338.50 | 1.4E-07 | Portador de soluto familia 7 miembro 5

LA HOMEOPATIA DE MEXICO. Volumen 90, nimero 726, julio - septiembre 2021, p. 6-24. 9




Fabio Arruda-Silva, Paolo Bellavite, Marta Marzotto

ENSGO00000129474 AJUBA 0.181 0.042 5412.41 6.6E-03 | Proteina Ajuba LIM

ENSG00000100644 HIFTA 0.180 0.045 6302.38 1.8E-02 | Factor inducible por hipoxia 1 subunidad alfa
ENSGO00000138434 ITPRID2 0.152 0.039 |[18,731.03| 3.4E-02 | Dominio de interseccion con ITPR con contenido de 2
ENSG00000010310 GIPR 0.151 0.036 120.73 2.5E-03 | Receptor del polipéptido inhibidor gastrico
ENSG00000128272 ATF4 0.146 0.037 |[12,347.69 | 2.4E-02 | Factor de transcripcion de activacion 4
ENSG00000023445 BIRC3 0.137 0.037 |[13,084.30| 5.0E-02 | Repeticion de IAP baculoviral IAP con contenido de 3
ENSG00000206489 PPPIR10 0.106 0.026 26.98 1.0E-07 | Fosfatasa proteinica 1 subunidad regulatoria 10
ENSG00000278516 LENG1 0.050 0.018 12.47 9.7E-04 | Grupo de receptores de leucocitos miembro 1
ENSG00000061455 PRDMé 0.032 0.019 21.63 1.4E-02 | Dominio de PR/SET 6

ENSG00000173503 LTA 0.028 0.016 15.34 2.9E-02 | Linfotoxina alfa

ENSG00000189068 VSTMI 0.027 0.016 24.23 6.6E-03 | Dominio de grupo V y transmembrana con contenido de 1
ENSG00000275428 | AC024940.6 0.026 0.016 23.11 3.83E-03 | Ovostatina 2

Tabla 1. Genes regulados por incremento estadisticamente significativos en células 16HBE tratadas durante 3 horas con D. rotundifolia
3X. La tabla reporta la identificacion de genes (Identificacién de ENSEMBL, el simbolo y la descripcion de los genes), el grado de los cam-
bios en la expresion promedio para los cuatro experimentos (log2 fold change o proporcion de cambio log2), el error estandar del cambio
(IfcSE), el valor de expresién medio expresado como los conteos de lectura normalizados (Media Base) y los valores p ajustados (padj)

corregidos mediante el método de Benjamini-Hochberg (BH).

Identificacién de | Simbolo | Log2 fold | IfcSE | Media padij Descripcién genética
ENSEMBL change base
ENSG00000059804 | s Cc2A3 | -0.510 0.070 | 2797.19 | 1.4E-09 | Portador de soluto familia 2 miembro 3
ENSG00000165507 | pDEPP] -0.482 0.070 | 807.55 | 2.1E-08 | Regulador de autofagia DEPP1
ENSG00000116285 |  ERRFIT -0.384 0.064 | 5529.11 | 2.5E-06 | Inhibidor de retroalimentacion de receptor ERBB 1
ENSG00000168209 |  ppi74 -0.323 0.065 | 4188.35 | 3.7E-04 | Transcripto inducible de dafio de ADN 4
ENSG00000146830 | GIGYFI -0.322 0.068 | 2461.89 | 1.2E-03 | Proteina 1 GYF que interactiia con GRB10
ENSG00000183691 |  NOG -0.303 0.070 | 430.04 | 5.2E-03 | Nogina
ENSG00000204267 |  TAP2 -0.297 0.070 | 824.16 | 9.1E-03 | Transportador 2, miembro de la subfamilia de casete de enlace de ATP B
ENSG00000213859 | kCTD11 -0.284 0.063 | 1506.09 | 2.8E-03 | Dominio de tetramerizacion de canal de potasio con contenido de 11
ENSG00000169992 [ NIGN2 | -0.273 0.068 | 1214.66 | 1.6E-02 | Neuroligina 2
ENSGO00000171345 | KRT19 -0.269 0.050 |30,099.26 | 8.1E-05 | Queratina 19
ENSG00000148926 | ADM -0.266 0.070 | 392.45 | 3.9-02 | Adrenomedulina
ENSG00000177606 JUN -0.260 0.062 | 1999.96 | 9.1E-03 | Proto-oncogeno de Jun, subunidad del factor de transcripcion de AP-1
ENSG00000145331 [ TRMT10A | -0.259 0.068 | 387.61 | 3.8E-02 | Metiltransferasa de tRNA 10A
ENSG00000135636 |  pDYSF 0.253 0.056 | 2045.20 | 2.7E-03 | Disferlina
ENSG00000099308 | MAST3 -0.253 0.066 | 455.28 | 2.9E-02 | Quinasa de serina/treonina asociadas microtibulos 3
ENSG00000113369 | ARRDC3 | -0.244 0.059 | 942.12 | 1.4E-02 | Dominio de arrestina con contenido de 3
ENSG00000104517 | yBR5 -0.235 0.056 | 3357.96 | 1.0E-02 | N-recognina 5 del componente de la proteina ligasa ubicuitina E3
ENSG00000186352 | ANKRD37 | - 0.222 0.049 73.34 1.2E-03 | Dominio de repeticion de anquirina 37
ENSG00000146674 | |GFBP3 | -0.204 | 0.053 |22,877.33| 3.3E-02 | Proteina ligante del factor de crecimiento similar a insulina 3
ENSG00000115524 |  sF3B1 -0.203 0.039 | 11,529.03 | 1.2E-04 | Factor de empalme 3b subunidad1
ENSG00000070614 | NDSTI -0.175 0.036 | 13,053.04 | 1.0E-03 | N-deacetilasa y N-sulfotransferasa 1
ENSG00000232070 [ TMEM253| -0.113 0.028 38.83 1.4E-05 | Proteina de transmembrana 253
ENSG00000241370 | RPP2] -0.056 0.019 14.73 5.3E-04 | P/MRP de ribonucleasa subunidad p21
ENSG00000282752 | CTDP] -0.040 0.018 14.79 3.9E-02 | CTD fosfatasa subunidad 1
ENSG00000069188 |  spk2 -0.029 0.013 8.71 1.2E-02 | Molécula de adhesion celular adyuvante 2

Tabla 2. Genes regulados por disminucion estadisticamente significativos en células 16HBE tratadas durante 3 horas
con D. rotundifolia 3X. Para conocer el significado de la leyenda, véase la tabla 1.
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d) Clasificacion de la ontologia genética de los
genes expresados de forma diferencial

Para comprender mejor las funciones de los
genes identificados se realiz6 un analisis funcional
presentando la lista de genes regulados por
incremento y por disminucién para el analisis del
enriquecimiento de la ontologia genética (GO,
por sus siglas en inglés) utilizando el paquete R/
Bioconductor gprofiler2. Los procesos biolégicos
enriquecidos representativos y los genes asociados
con estos procesos se representan en la tabla 3. Los

genes DEG fueron enriquecidos principalmente en
procesos biolégicos, incluyendo funciones generales
como la “regulacion de la respuesta al estimulo”, que
incluye 34 de los 69 genes, asi como actividades
biologicas méas especificas, como el “desarrollo de
la vasculatura” (13 de 69 genes) y una “regulacion
positiva de la produccién del factor de crecimiento
endotelial vascular’ (5 de 69 genes). Un grupo de 10
genes se asocia con la funcién de “proliferaciéon de
las células epiteliales”.

Término GO Procesos biolégicos Valorp | n.genes Genes DEG
G0:0010575 Regulacion positiva de la pro- CYP1B1, IL1A, HIF1A, ATF4, IL6
duccién del factor de creci- 8.24E-05 5
miento endotelial vascular.
CYP1B1, IL1A, SERPINB2, PPP1R10, EREG,
ERRFI1, AREG, EGR1, PPP1R15A, NCOA?,
G0:0048583 Regulacion de la respuesta 0.003206 34 EPGN, DDIT4, HLA-F, IER3, LGR5, GIPR,
a estimulos. DYSF, NOG, AJUBA, JUN, UBR5, ARRDCS3,
CXADR, NLGN2, HIF1A, GPAM, ATF4, LTA,
IGFBP3, CTDP1, ADM, BIRC3, CYTH1, IL6
G0:0050673 Proliferacién de las células 0.003256 10 EREG, ERRFI1, AREG, EPGN, LGR5, DYSF,
epiteliales. NOG, JUN, HIF1A, IGFBP3
G0:0042035 Regulacién del proceso biosin- 0.005926 4 IL1A, EREG, ERRFI1, EGR1
tético de citocinas.
GO0:1901184 Regulacion de la via de 0.008551 4 EREG, ERRFI1, AREG, EPGN
senalizacién de ERBB.
CYP1B1, TIPARP, IL1A, EREG, ERRFI1,
GO0:0001944 Desarrollo de la vasculatura. 0.011299 13 EGR1, EPGN, DYSF, NOG, JUN, HIF1A,
ADM, IL6
GO0:0001819 Regulacion positiva de la 0.014852 10 CYP1B1, IL1A, EREG, EGR1, HLA-F, HIF1A,
produccién de citocinas. ATF4, LTA, BIRCS3, IL6
G0:0045931 Regulacion positiva del ciclo 0.017961 5 IL1A, PPP1R10, EREG, EPGN, GEN1
celular mitdtico.
GO0:0050678 Regulacion de la proliferacion 0.02095 8 EREG, ERRFI1, AREG, EPGN, DYSF, NOG,
celular epitelial. JUN, HIF1A
CYP1B1, IL1A, SERPINB2, PPP1R10,
GO0:0010941 Regulacion de la muerte 0.021917 19 PHLDAT1, EGR1, NCOA7, DDIT4, HLA-F,
celular. IER3, NOG, JUN, HIF1A, ATF4, LTA, IGFBPS3,
ADM, BIRC3, IL6
G0:0001568 Desarrollo de los vasos 0.038694 12 CYP1B1, TIPARP, IL1A, EREG, EGR1, EPGN,
sanguineos. DYSF, NOG, JUN, HIF1A, ADM, IL6
Regulacion positiva de la
GO:-0050679 proliferacién de las células 0.049145 6 AREG, EPGN, DYSF, NOG, JUN, HIF1A
epiteliales.

Tabla 3. Procesos biolégicos representativos y genes expresados diferencialmente (DEG) asociados en células 16HBE
tratadas con D. rotundifolia 3X durante 3 horas. La tabla reporta la identificacion de los procesos biologicos enriqueci-
dos (término GO y nombre de proceso biologico), el nimero de genes expresados de forma diferencial correspondientes
a cada proceso biologico y los simbolos de genes correspondientes. Los valores p indican la significancia del enriqueci-
miento obtenida con el algoritmo g_SCS del analisis gprofiler2, segin se describe en la seccion Materiales y métodos.
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Este conjunto de genes incluye al gen
regulado por incremento LGR5 (una proteina del
receptor GPCR y miembro de la via de sefalizacion
Wnt que controla la proliferacion celular), el gen
regulado por disminucion IGFBP3 (que codifica la
proteina de enlace con el factor de crecimiento similar
a insulina 3, que ejerce efectos de anti-proliferacion
en muchos tipos de células) y otros 8 genes con
funciones de ontologia genética (GO) especificas
relacionadas con la regulacién epitelial (los ligandos
similares al factor de crecimiento epitelial regulados
por incremento EREG y EPGN, el inhibidor ERRFI1
vinculado a EGF regulado por disminucién), proteinas
involucradas en la reparacion de la membrana celular
(DYSF) o en el desarrollo de los tejidos (NOG) y dos
factores de transcripcion (HIF1Ay JUN).

Un grupo de genes DEG se relaciona con
la produccion de citocinas, lo que sugiere su posible
papel en lainmunidad. Otros procesos que se asocian
de forma significativa con los genes objetivo son
la “regulacién de la muerte celular’ y la “regulacién
positiva del ciclo celular mitético”, lo que sugiere su

participacion en la recuperacion del tejido epitelial.

e) Validacion por RT-gPCR de los genes objetivo
de D. rotundifolia 3X

Para la validacion de la expresion de mARN, los
genes que se asocian con los procesos bioldgicos
enriquecidos e identificados con la secuenciacion
de ARN, fueron investigados mediante RT-qgPCR
para validar los efectos de D. rotundifolia 3X sobre
la expresion de mARN (tabla 4). Resulta importante
que los genes fueron seleccionados principalmente
si se asociaban con una funcion biolégica (tabla 3)
y posteriormente se aplicaron valores de corte a los
genes reportados en las tablas 1 y 2 de la siguiente
forma: la proporcion de cambio log2 (log2 fold change)
>0.1 y < -0.1, media base >100 y transcriptos por
millén (TPM) > 1 (datos no mostrados). Para muchos
genes candidatos, el analisis de su expresion
con base en la serie experimental del estudio de
la secuenciacibn de ARN se corroboré6 mediante
la inclusidbn de los resultados de cuatro nuevos
experimentos de seguimiento (para dar un total de 8
muestras independientes).

Gen n D. rotundifolia 3X Ctrl (MNE) Log2 fold SE Valor p
(MNE) (media * SD) (media £ SD) change

TIPARP 4 0.00820.0008 0.00410.0003 0.982 0.149 0.013
CYP1B1 8 0.0549:+0.0044 0.0345 x s0.0042 0.921 0.069 0.000
SERPINB2 4 0.0004:0.0000 0.00020.0000 0.781 0.129 0.026
EREG 8 0.0104:0.0025 0.00840.0031 0.574 0.099 0.037
AREG 8 0.0492:x0.0109 0.0398+0.0115 0.519 0.225 0.018
EPGN 8 0.0190+0.0041 0.0138+0.0036 0.491 0.157 0.094
IL1A 8 0.0121+0.0014 0.0088+0.0006 0.433 0.077 0.337
CTGF 4 0.0090:0.0006 0.0068+0.0005 0.415 0.121 0.045
PPP1R15A 4 0.0132+0.0015 0.0101+0.0009 0.381 0.162 0.102
CXCL2 4 0.0279£0.0041 0.0214+0.0027 0.362 0.16 0.138
AJUBA 4 0.0187+0.0019 0.0146+0.0006 0.34 0.142 0.125
PHLDAT 8 0.02550.0071 0.0205=0.0056 0.331 0.188 0.034
IL6 4 0.0110+0.0010 0.0088+0.0003 0.305 0.092 0.067
EGR1 8 0.0566+0.0090 0.0472+0.0053 0.239 0.174 0.115
CXCL8 4 0.0112+0.0007 0.0097 +0.0007 0.222 0.101 0.136
NCOA7 4 0.0034 +0.0004 0.0030+0.0002 0.177 0.161 0.342
SASH1 4 0.0029+0.0003 0.0026+0.0003 0.17 0.204 0.446
HBEGF 4 0.0030+0.0004 0.0027 +0.0001 0.106 0.095 0.339
DDIT3 4 0.0077 +0.0004 0.0076+0.0008 0.03 0.128 0.923
PIK3C2A 4 0.0030+0.0003 0.0029+0.0002 0.028 0.179 0.801
NR2F2 4 0.0482+0.0024 0.0504 +0.0067 -0.035 0.144 0.700
IGFBP3 4 0.2175+0.0381 0.2247 +0.0377 -0.039 0.138 0.758
IRS2 4 0.0078+0.0003 0.0086+0.0008 -0.123 0.158 0.474
JUN 4 0.0047 +0.0006 0.0051+0.0004 —0.14 0.075 0.200
ADM 4 0.0022:+0.0002 0.0025:+0.0001 -0.214 0.057 0.022
DDIT4 8 0.0386+0.0102 0.0514+0.0160 -0.404 0.248 0.403
SCL2A3 4 0.0093+0.0010 0.0123+0.0010 —0.407 0.176 0.115
ERRFI1 8 0.0180:0.0026 0.0234+0.0019 -0.42 0.172 0.006
DEPP1 4 0.0058+0.0004 0.0081+0.0007 -0.478 0.149 0.059
ARRDC3 8 0.00400.0009 0.0067 +0.0009 -0.757 0.11 0.017

Tabla 4. Expresion de mARN en células 16HBE incubadas con D. rotundifolia 3X o el control durante 3 horas. Las células 16HBE fueron
cultivadas con D. rotundifolia 3X o el control durante 3 horas y su expresion de mARN de los genes indicados se evalu6 mediante RT-
gPCR. La expresion de genes se describe como la expresion normalizada media (MNE, por sus siglas en inglés) después de la normaliza-
cion de mARN de GAPDH (media + desviacion estandar (SD) del nimero indicado de experimentos). Los valores p fueron calculados con

la prueba t de Student. Los valores en negritas indican el valor p <0.05.

12 LA HOMEOPATIA DE MEXICO. Volumen 90, nimero 726, julio - septiembre 2021, p. 6-24.



Drosera Rotundifolia en Dosis Bajas Induce Cambios en la Expresion Genética en las Células Epiteliales Bronquiales Humanas 16HBE

Como se muestra en la tabla 4, RT-gPCR
confirmo los cambios significativos en la regulacion
de 10 genes identificados con el analisis de la
secuenciacion de ARN. El resto de los genes
investigados mostraron cambios similares a aquellos
revelados por la secuenciaciéon de ARN (véanse las
tablas 1, 2), los cuales no fueron estadisticamente
significativos. Es destacable que los cambios en la
expresion diferencial en los genes correspondientes
asociados con los procesos bioldgicos enriquecidos,
tales como CY1B1, EREG, AREG, CTGFy ERR1F1,
fueron verificados mediante RT-gPCR en nuevos
experimentos de seguimiento realizados con células
tratadas durante 3 horas con D. rotundifolia 3X.

f) Evolucién temporal del efecto de

D. rotundifolia 3X

Se seleccionaron algunos genes representativos
y muy bien expresados para investigar la cinética
de los efectos de D. rotundifolia 3X durante la
evolucién temporal del tratamiento celular. Se realizd
una nueva serie de cuatro experimentos, en donde
las células se incubaron durante 2 horas, 6 horas y

24 horas con el medicamento o el control. La figura
2 muestra la expresion de mARN de AREG, CTGF,
CXCL8, CYP1B1, EGR1, EREG, IL-1ay TIPARP en
células cony sin D. rotundifolia 3X en los momentos
indicados. Los resultados de los cuatro experimentos
se muestran por separado, dado que uno de los
experimentos produjo niveles mas altos de expresion
de mARN para unos cuantos genes (por ejemplo,
CXCL8, EREGYy IL-1q).

A pesar de la heterogeneidad en la expresion
genéticabasal, ladirecciondel efecto es claray definida
y es en gran parte significativa para al menos uno de
los puntos temporales con base en la estadistica para
los datos pareados. Los experimentos mostraron que
el efecto de D. rotundifolia 3X sobre la mayor parte
de los genes ya ha comenzado a las dos horas, se
expresa en un grado mayor después de 6 horas, en
tanto que se reduce a las 24 horas. CYP1B1y TIPARP
son excepciones para esta tendencia, en tanto que
éstos mostraron la maxima actividad a las 2 horas, la
cual disminuyé a las 6 horas y se redujo aun mas a las
24 horas.
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Con base en estos resultados, se realizé
un nuevo analisis de la secuenciacion de ARN de
las muestras incubadas durante 6 horas con D.
rotundifolia 3X para describir con detalle y bajo
las mejores condiciones todos los efectos de la
planta sobre la transcripcidn genética de las células
bronquiales.

dg) Secuenciacion de ARN de células 16HBE
tratadas con D. rotundifolia 3X durante 6 horas
La secuenciacion de ARN se realiz6 utilizando los
mismos parametros usados para la secuenciacion
de ARN de las células 16HBE tratadas con D.
rotundifolia 3X durante 3 horas, asi como el
analisis bioinformatico. Todas las muestras pasaron
las pruebas de control de calidad descritas para la
secuenciacion de ARN de las muestras tratadas
durante 3 horas.

El resultado de DESeq2 gener6 una lista
de 495 genes DEG en células 16HBE después de
6 horas de tratamiento con D. rotundifolia 3X, en
comparacion con el tratamiento con el control (padj
<0.05), que contiene en su mayor parte genes
regulados por incremento (n = 334). La Figura 3

describe los genes DEG en una gréfica de volcéan,
la cual resalta (puntos azules) todos los genes (n
= 117) que sufrieron un cambio estadisticamente
significativo (valor p ajustado <0.05) y un valor
de proporcion de cambio log2 (log2 fold change)
superior a +0.4 6 inferior a -0.4. Para este andlisis,
se utilizé un valor de corte de proporcion de cambio
log2 (log2 fold change), dado que el ndmero de
genes DEG fue mucho méas alto, en comparacion con
aquel identificado mediante la secuenciacion de ARN
realizada para el tratamiento de 3 horas.

La figura 3 muestra que, después de 6 horas
de incubacioén, hubo un alto nUmero de genes DEG,
especialmente genes regulados por incremento,
lo cual coincide con aquello que se muestra en
la figura 2. Desde un punto de vista cualitativo, se
observa una similitud en los genes cuya expresion
se incrementa en dos momentos de incubacion
distintos. Tal similitud se ve reflejada en la regulacion
por incremento de algunos genes, como CYP1B1,
EPGN, EREG, SERPINB2, IL-1a, AREGy PHDLAT,
los cuales también fueron regulados por incremento
por células tratadas con D. rotundifolia 3X durante 3
horas (véase la tabla 1).
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Figura 3. Grafica de volcan del andlisis
de la expresion diferencial de células
16HBE tratadas con D. rotundifolia 3X
durante 6 horas. Los puntos dispersos

representan a los genes: el eje es

proporcion de cambio log2 (log2 fold

change) para células 16HBE tratadas
con D. rotundifolia 3X. El eje y muestra
log1p (-log10 de valor p ajustado), que
enfatiza mejor los genes expresados de
forma diferencial en nuestras condicio-
nes experimentales. Los puntos azules
representan los genes que se expresa-
ron diferencialmente de forma significa-

tiva (valor p ajustado < 0.05) con una

proporcion de cambio log2 (log2 fold

change) <-0.4 6 >0.4 después de un

tratamiento de 6 horas con
D. rotundifolia 3X.
Adjusted p-value = Valor p ajustado.
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En relacién con los genes regulados por
disminucién (lado izquierdo de la figura 3), se
resaltan algunos genes nuevos asociados con un
efecto inhibidor, incluyendo a IGFBP3, PLACS,
MAN2B2 y BNIP3 que, con excepcion de IGFBP3,
fueron identificados tan sélo después de 6 horas de
incubacion y no después de una exposicibn menos
prolongada (2 o 3 horas). Ademds, no se encontrd
que los genes que fueron ligeramente regulados
por disminucion después de 3 horas de tratamiento
con D. rotundifolia 3X, como ERRFI1, se regularan
después de 6 horas de tratamiento.

h) Analisis funcional

Los 117 genes expresados de forma diferencial
fueron clasificados segun la significancia del valor
p ajustado, mientras que se realizd el analisis de
enriquecimiento de GO usando gprofiler2, segun se
describe en la seccion de Materiales y métodos.
Los resultados del enriquecimiento para el conjunto

de datos de 6 horas (figura 4) muestran un amplio
rango de informacién concerniente a los procesos
biologicos (barras azules en lafigura 4) y las funciones
moleculares (barras rojas). Se observaron procesos
biol6gicos enriquecidos similares después de 6 horas
y 3 horas de tratamiento con D. rotundifolia 3X,
como funciones relacionadas con el desarrollo de los
vasos sanguineos, regulacioén de la proliferacion de
las células epiteliales y produccion de citocinas.

Ademas, hubo un incremento en los
procesos bioldgicos relacionados con la inflamacion
y quimiotaxis después de 6 horas de tratamiento
con D. rotundifolia 3X debido a la regulacién por
incremento de citocinas y quimiocinas adicionales.
Estos datos confirman que hay un incremento en
los efectos y sugieren nuevas funciones asociadas
con el tratamiento con D. rotundifolia 3X de células
16HBE después de 6 horas.

Regulacién positiva de la actividad de la proteina quinasc e —
Regulacién de la cascada de MAPK I —
Desarrollo de vasos sanguineos ]
Regulacién de la actividad de la proteina quinasa S —
Quimiotaxis I
Regulacién de la migracion celular IE—
Desarrollo del sistema circulatorio /i —
Morfogénesis de tubo I
Regulacién positiva de la actividad de la transferasa —
Regulaciéon de la angiogénesis I—
Respuesta al compuesto que contfiene oxigeno ——"§Y
Quimiotaxis celular
Regulacion positiva de la produccién de citocinas —

Proliferacion de las células epiteliales I —
Curacion de heridas I
Regulacion negativa de la muerte celular E——"
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Figura 4. Clasificaciones de ontologia genética representativas de los genes expresados de forma diferencial en
células 16HBE tratadas con D. rotundifolia 3X. Los genes expresados de forma diferencial se clasificaron en dos
categorias: Procesos biolégicos y funciones moleculares. Se realiz6 el analisis del enriquecimiento de la ontologia

genética utilizando la funcion “gost” del paquete gprofiler2 de conformidad con la lista de genes clasificada conforme
al valor p ajustado. Los términos de ontologia genética (GO) con valores p < 0.05 se consideraron significativos.
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Para crear una imagen funcional de las
funciones enriquecidas y sus correlaciones se
construyd una red que asocia los genes con las
funciones en el modelo bioldégico de las células
epiteliales bronquiales (figura 5). Las funciones
son representativas y se seleccionaron con base
en nuestro modelo experimental y valor p de
enriquecimiento. Los valores de la proporcion de
cambio log2 (log2 fold change) del resultado de
DESeq2 se describen con nodos de color, lo cual
muestra que el enriquecimiento de estas funciones

biol6gicas se asocia en su mayor parte con los genes
regulados por incremento. Esto era lo esperado,
dado que el numero de genes regulados por
incremento observados después del tratamiento con
D. rotundifolia 3X fue casi 3 veces mayor al nUmero
de genes regulados por disminucion. Ademas, los
genes que fueron regulados por incremento mediante
D. rotundifolia 3X se asocian con muchos procesos
bioldgicos, aunque éste no fue el caso para los genes
regulados por disminucion.
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Figura 5. Red funcional de procesos biologicos enriquecidos y genes asociados. La red se construy6 usando los

términos de ontologia genética (GO) significativos seleccionados que se muestran en la figura 4, que fueron car-

gados en el software Cytoscape, segun se describe en la seccion Materiales y métodos. Los diamantes indican
procesos bioldgicos, mientras que los circulos indican los genes asociados.

Negative regulation of cell death = Regulacion negativa de la muerte celular.
Wound healing = Curacion de heridas.
Cell chemotaxis = Quimiotaxis celular.
Positive regulation of cytokine production = Regulacion positiva de la produccion de citosinas.
Regulation of angiogénesis = Regulacion de la angiogénesis.
Epithelial cell proliferation = Proliferacion de las células epiteliales.
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Discusion

En el presente estudio se realizd investigacion
gendémica funcional para explorar los efectos de una
planta medicinal utilizada tradicionalmente para las
enfermedades respiratorias sobre sus células objetivo
potenciales in vitro, es decir, las células epiteliales
bronquiales. Este estudio muestra que un extracto
herbolario diluido utilizado en una farmacopea
homeopética tradicional® ®'2 puede inducir un cambio
en la expresion de mARN que puede medirse de
forma confiable y reproducible. Actualmente se
investigan dosis bajas de plantas tradicionales y
diluciones homeopéaticas por medio de técnicas de
biologia molecular para la bioinformatica y analisis de
la expresion diferencial de genes?*28,

El monitoreo en las células bronquiales
con andlisis de la secuenciacion de ARN mostro
que cantidades bajas de D. rotundifolia en una
dilucion de 3X, que representa una dosis utilizada
comunmente en los jarabes fitoterapéuticos y
homeopéticos, cambiaron la expresion de docenas de
genes después de 3 horas; y este efecto se amplificd
después de 6 horas de tratamiento. La validacion
con RT-gPCR confirm6 la expresion diferencial de
los genes de interés y mostr6 que, después de 6
horas de tratamiento con D. rotundifolia 3X, hubo
un incremento en la expresion de mARN. Dado que
la sensibilidad de RT-qPCR es mayor a aquella de
la secuenciacion de ARN, tales resultados sustentan
los hallazgos del analisis de la secuenciacion de
ARN, lo que sugiere que puede darse seguimiento
al tratamiento con D. rotundifolia 3X con la
investigacion de la expresion de estos genes.

En nuestros experimentos, D. rotundifolia
3X no afecto la adherencia o viabilidad celular, lo que
sugiere que la diluciéon es segura cuando se somete
a prueba de forma directa en el cultivo celular. La
misma dilucién ejercid un efecto estimulante sobre
la expresion de varios genes, incluyendo aquellos
de las citocinas inflamatorias. Ademas, el andlisis
transcriptomico y la confirmacion de RT-gPCR
sugieren que, con la dilucion utilizada, D. rotundifolia
3X funciona principalmente como un estimulante
y no como un inhibidor de las funciones celulares.
Este resultado es distinto a los datos reportados por
otros en los mastocitos humanos HMC-129, que
sugieren efectos anti-inflamatorios de la planta. Esta
aparente discrepancia podria deberse a la diferencia
en el modelo biolégico, dado que los mastoides son
células inflamatorias tipicas y fueron estimuladas
antes del tratamiento con D. rotundifolia, mientras

que nuestras células epiteliales fueron tratadas sin
estimulos inflamatorios previos. Sin embargo, de
forma aun mas importante, pueden usarse distintas
dosis: Fukushima et al?® obtuvieron un efecto
inhibidor usando fracciones no diluidas del extracto
completo de D. rotundifolia mientras que, en el
presente estudio, las células fueron tratadas con una
dilucién de 3X (1000 veces) del extracto etandlico.

Paper et al.*® reportaron que los extractos de
D. rotundifolia y otras especies, sometidos a prueba
en el modelo de huevo de gallina, muestran eficacia
como agentes antiinflamatorios, antiespasmddicos
y antiangiogénicos. En contraste con ello, los datos
de nuestro estudio sugieren que el tratamiento con
D. rotundifolia 3X puede disparar una respuesta
inflamatoria leve en las células 16HBE. Este Gltimo
efecto puede ser atribuido al incremento en la
expresion de mARN de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1a, IL-1B8y IL-6 y quimiocinas como CXCL1,
CXCL2y CXCLS.

Las discrepancias en los datos de Paper
et al®® podrian deberse a que los modelos son
distintos o, de nuevo, a las dosis aplicadas, dado
que utilizamos una dilucidn homeopéatica del extracto
de la planta, que representa un estimulo biolégico y
no inhibe las funciones celulares clave®*, como los
agentes antiinflamatorios convencionales. Ademas,
se sabe bien que una leve respuesta inflamatoria
podria ser benéfica para el sistema inmunolégico
mediante el incremento de la apoptosis y depuraciéon
de las células inflamatorias®! 2.

Este concepto es completamente
concordante con la teoria y tradicion homeopaticas,
en donde bajas dosis de sustancias patogénicas
y/o estimulos minimamente estresantes disparan
respuestas endbégenas de “energia vital” que, en
Ultima instancia, conducen a la curacién a nivel
celular, tisular o sistémico®3®, La presencia de
CXCL1, CXCL2 y CXCL8, que son en su mayor
parte quimioatrayentes de neutréfilos, sugiere que el
tratamiento con D. rotundifolia 3X puede ayudar a
establecer una barrera inmunoldgica lista para actuar
contra patégenos en caso de dafio del tejido epitelial
bronquial®®.

Resulta interesante que el tratamiento con
D. rotundifolia 3X increment6 la expresién de los
factores de crecimiento epidérmico especificos,
como AREG, EREGy EPGN, a través de las células
16HBE. La regulacién por incremento de estos
factores sugiere que D. rotundifolia 3X desempefia
un papel positivo en la regulacion de la supervivencia
celular, la proliferacion celular y la curacion de heridas.
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Ademas, todos estos factores se ligan con el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) para
cumplir con sus funciones. En este contexto, EGFR
se expresa ampliamente en las células presentes en
el ambiente bronquial, lo que sugiere que la posible
liberacion de estos factores de crecimiento no sélo
afecta la proliferacion de las células epiteliales
bronquiales, sino también aquella de las células
endoteliales, los fibroblastos y las células vasculares.
En el caso del dafo al tejido epitelial bronquial, D.
rotundifolia 3X pudo contribuir a una curacion mas
rapida del microambiente bronquial.

CYP1B1 fue el gen mas altamente expresado
después del tratamiento con D. rotundifolia 3X en
ambos puntos temporales mostrados en este estudio.
CYP1B1 probablemente se activa como respuesta al
tratamiento con D. rotundifolia 3X, dado que CYP1B1
pertenece a la familia del citocromo y se encuentra
involucrado en el metabolismo de los xenobibticos.
Ademas, como se muestra en la figura 5, CYP1B1
se relaciona con la regulacion de la angiogénesis y
la regulacién positiva de la produccion de citocinas
debido a su papel como un antioxidante y regulador
de NF-kB®" 38 respectivamente.

El presente estudio tiene algunas
limitaciones, dado que se requiere de algunos de los
hallazgos se basen en el analisis bioinformatico, la
expresion de mARN vy los experimentos funcionales
para verificar los mecanismos de accién y los efectos

del tratamiento con D. rotundifolia 3X. Ademas,
es importante observar que, después de 6 horas
de tratamiento con D. rotundifolia 3X, hubo una
serie de genes expresados de forma diferencial
con valores de proporcion de cambio log2 (log2
fold change) que oscilaban entre +0.4 y -0.4, los
cuales no fueron incluidos en el andlisis para la
elaboracion del presente documento, pero podrian
ser considerados para un estudio futuro. De hecho,
los efectos sobre la regulacién genética representan
Unicamente un primer paso funcional de la accién de
la planta que hemos resaltado y nuestras hipotesis
deberan ser confirmadas con estudios adecuados
realizados en animales de laboratorio para investigar
el potencial terapéutico y los mecanismos de accion
de esta planta.

En conclusion, los datos ponen de manifiesto
la compleja y multifacética accidén de la planta sobre
las distintas capas de la mucosa bronquial, como se
resume en la figura 6. Los cambios en la expresion de
MARN en células 16HBE tratadas con D. rotundifolia
3X sugieren su accibdn directa sobre la célula epitelial,
que protege su integridad con respecto a sustancias
toxicas (CYP1B1) y estimula su capacidad de
reparacion (AREG, EREG y EPGN). Ademas, las
células epiteliales transmiten sefiales moleculares
que activan una inflamacién leve (citocinas pro-
inflamatorias) y reclutan células asociadas con la
angiogénesis y defensa innata.

Célula epitelial bronquial

Célula vascular
Bronchisl
Fibroblasto
Célula endotelial
Neutréfilo

@ - EGFR

Ligando de EGFR
Tight jusction Union estrecha

Efecto potencial

Inbiition Efecto bien conocido
wiflact

Efecto de inhibicidon

Lamina Proliferacion Regulacion de
celular la angicgénesis

Defensa del
receptor de la
inflamacién

Figura 6. Grafico ilustrativo que resume los efectos potenciales de D. rotundifolia 3X sobre las células epiteliales bronquiales.
La presencia de D. rotundifolia 3X induce la expresion de factores de crecimiento epidérmico (AREG, EREGy EPGN), lo cual
conduce al crecimiento/reparacion de las células epiteliales bronquiales y otras células en el ambiente bronquial. Tales genes,
los cuales se enlazan con EGFR para lograr sus funciones, son regulados por ERFFI1 que, a su vez, es regulado por disminu-
cién por D. rotundifolia 3X en las primeras 3 horas. CYP1B1 presenta una alta expresion y se relaciona con el metabolismo
de los xenobidticos y podria encontrarse involucrado en la regulacion de la angiogénesis. Adicionalmente, las citocinas infla-
matorias (IL-1ay IL-6) y las quimiocinas (CXCL1, CXCL2y CXCL8) son inducidas por D. rotundifolia 3X y pueden disparar
una leve inflamacion, incrementando la quimiotaxis y la angiogénesis, ayudando al sistema a combatir las infecciones.
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Materiales y métodos

a) Preparacion de las muestras de D. rotundifolia
La planta original de drosera de hoja redondeada,
identificada con el nombre botanico de Drosera
rotundifolia, fue adquirida de forma comercial
(Monteagle Herbs, ON, Canada; documento de
autenticidad #42808). Hasta donde sabemos, no han
surgido cuestiones relacionadas con la Convencion
sobre Comercio de Especies Amenazadas de
Faunay Flora. La Drosera rotundifolia fue preparada
(extracto etandlico) por Standard Homeopathic
Company, CA, Estados Unidos. El extracto contenia
1 g de la planta entera seca macerada en 10 mL de
EtOH al 45%, que corresponde a D. rotundifolia 1X.
Antes de los experimentos, se diluy6 de forma serial
extracto etandlico de D. rotundifolia 1X 1:10 (0.5 mL
+ 4.5 mL) dos veces en agua estéril sin pirbgenos
(B-Braun, Melsungen, Alemania) en un tubo de vidrio
limpio de 14 mL, que fue inmediatamente agitado
de forma vigorosa (sometido a sucusién) con un
agitador mecanico Dyna A que realiz6 20 sacudidas/s
durante 7.5 s con una distancia de recorrido de
11. La solucion final corresponde a una diluciéon
de 3X en solucion de etanol al 0.45%. La solucion
de control se prepar6 comenzando con solucion
recién preparada de etanol al 45% (AppliChem,
Darmstadt, Alemania) y se sometio a sucusion segun
se ha descrito previamente. Esta se considero la
solucién de control 1X. Se aplicaron dos diluciones/
sucusiones decimales en serie en agua ultrapura,
segln se reporta anteriormente, para obtener la
dilucién de control 3X (Ctrl). No se realiz6 filtracion
alguna en ninguno de los pasos. Estas soluciones se
utilizaron en los medios de cultivo en una proporcion
de 1:10 (0.1 mL de solucién de prueba en 0.9 mL
de medio de cultivo). Por lo tanto, la dilucion final de
D. rotundifolia fue 1000 veces mayor a aquella del
extracto etandlico y la concentracion de etanol fue de
0.045%.

b) Cuantificacion fendlica

El contenido fendlico total del extracto etandlico de
D. rotundifolia se determind mediante el ensayo de
Folin-Ciocalteu®. En breve, 50 uL de extracto a una
dilucién apropiada fueron mezclados con 155 pL
de reactivo de Folin—Ciocalteu diluido 1:10 v/v con
agua. Después de 1 minuto, se afadieron 40 uL de
solucion de Na,CO, al 20% y las muestras fueron
incubadas durante 30 minutos en la oscuridad a 37
°C. La absorbancia de cada muestra se midi6 a 765
nm. Se uso acido galico como estandar para la curva
de calibracion, mientras que el contenido fendlico se
expres6 como equivalentes de acido galico. Cada
determinacion fue repetida tres veces y los resultados

se expresan como media + desviacion estandar (SD,
por sus siglas en inglés).

c) Espectrometria de masa

Se utilizd una serie 1260 HPLC (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemania) en tdndem con
un espectrometro de masa Q-TOF para el presente
estudio. La separacion se realizé en Zorbax Eclipse
XDB (2.1 x 150 mm, 5 um de tamafo de particula,
Agilent Technologies) con elucién de gradiente. El
acido férmico (0.1%) fue el solvente A, mientras que
el metanol fue el solvente B. El caudal fue de 500
pL/min. Se utiliz6 un volumen de inyeccion de 5 pL
en todos los experimentos. Las muestras fueron
sometidas a elucion con un gradiente lineal de 20 a
95% del solvente B.

El analisis de espectrometria de masa
(MS, por sus siglas en inglés) se realiz6 usando un
modelo Q-TOF LC/MS de Masa Exacta 6540 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, Estados Unidos) en linea
conlaHPLC. QTOF-MS seimplement6 conunafuente
de ionizacioén por electroaspersién con tecnologia
de Chorro a Presidn de Agilent que opera en modo
de ionizacion negativa. La adquisicién de datos se
realizdé en modo de escaneo completo en el rango de
masa de 100-1000 m/z*. Los estandares utilizados
fueron quercetina, acido elagico (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, Estados Unidos), isoquercitrina e
hiperésido (HWi, Ruelzheim, Alemania).

d) Tratamiento celular

Se hicieron crecer células epiteliales bronquiales
humanas 16HBE (linea16HBE140-,queamablemente
fue suministrada por el Dr. Gruenert, Universidad
de California, San Francisco) durante 1 semana en
medio Minimo Esencial de Eagle (EMEM, por sus
siglas en inglés) suplementado con suero fetal bovino
(FBS, por sus siglas en inglés) al 10% (incluyendo 2
mM de UltraGlutamina, 100 U/mL de penicilina'y 100
Mg/mL de estreptomicina) de muestras congeladas
criogénicamente (2 x 108 células/vial) preparadas a
partir del cultivo del lote (P14, decimocuarto pasaje
de cultivo desde el cultivo original). Se utilizaron
matraces revestidos de albumina de suero bovino
BSA/colageno/fibronectina*'. El medio de cultivo se
reemplazé cada 3 dias. Antes del tratamiento, en
el dia 1, las células fueron sembradas en placas de
24 pocillos (sin tapar) con una densidad de 0.4 x
106 células/pocillo en medio EMEM con FBS al 2%
(incluyendo 2 mM de UltraGlutamina, 100 U/mL de
penicilina'y 100 pg/mL de estreptomicina).

Las placas fueron incubadas hasta que
ocurrié la completa adhesién de las células (16-20
horas). En el dia 2, el medio de cultivo se reemplazé
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con 0.9 mL de EMEM recién preparado con FBS al
2%. Se afadi6é D. rotundifolia 3X o Cirl (0.1 mL/
pocillo). Las placas fueron incubadas durante 2,
3, 6 0 24 horas, dependiendo de cada escenario
experimental. El volumen final fue de 1 mL/pocillo.
Los cultivos celulares de Ctrl fueron realizados en
paralelo con aquellos tratados con D. rotundifolia
durante los tiempos indicados en las mismas placas
de cultivo. Después de periodo de incubacion
deseado, las células 16HBE tratadas y de Citrl fueron
recolectadas y sometidas a la extracciéon de ARN.

e) Evaluacion de la viabilidad celular

La viabilidad celular fue revisada con el reactivo de
proliferacion celular WST-1 (Gibco ThermoFisher
Scientific). EI ensayo WST evalla las actividades
metabdlicas celulares (NADH reductasa) midiendo la
modificacion quimica de la sal de tetrazolio de WST.
Se sembraron células 16HBE con una densidad de
50,000 células/pocillo en placas de 96 pocillos y se
sometieron a tratamiento durante 3 0 24 horas con
las soluciones de D. rotundifolia 3X o de Cirl, que
se afiadieron al cultivo celular con una proporcion de
volumen de 1/10. Después del tratamiento, se afiadié
solucién WST-1 precalentada 1:10 (v/v) a las células
y la placa fue incubada durante 90 minutos. La
absorbancia (OD) de las muestras se midi6 usando
un lector multiple Victor3 (PerkinElmer, Shelton, CT,
Estados Unidos) a 450 nm. Los datos de la viabilidad
celular fueron evaluados mediante estadistica de la
prueba t (D. rotundifolia 3X vs. Ctrl).

f) Extraccion de ARN

El ARN total de las células 16HBE cultivadas se
aislé usando el mini Kit RNeasy (Qiagen, Venlo,
Limburg, Paises Bajos) de conformidad con las
instrucciones del fabricante. También se realizé una
digestion DNase en la columna con el kit DNase
sin RNase (Qiagen) durante el aislamiento de ARN
total para eliminar por completo cualquier posible
ADN contaminante. La cantidad y calidad del ARN
fueron determinadas usando un espectrofotometro
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos)*.

g) Secuenciacion de ARN (RNA-seq)

Se procesaron muestras de ARN en la Unidad
Genomica y Transcriptomica del Centro de
Plataformas Tecnolégicas (Universidad de Verona,
Italia). Se evalu6 el ARN total de las células 16HBE en
relacion con la calidad (integridad) usando un Nano
Kit RNA 6000 (Agilent, Wokingham, Reino Unido).
Las muestras con nimeros de integridad de ARNA >
9 se consideraron adecuadas para la preparacion de
librerias. Las alicuotas de ARN (2.5 ug) se utilizaron

para aislar poli(A) mMARN para la preparacion de una
libreria direccional de Secuenciacion de ARN lllumina
usando el Kit de Preparacion de Libreria de mARN
lllumina TruSeq Stranded (lllumina Inc., San Diego,
CA, Estados Unidos).

La calidad de la libreria antes de la
generacion de los grupos fue revisada a través de
la visualizacion de los fragmentos de ADN en el
sistema de electroforesis miniaturizado Tape Station
(Agilent D1000 sistema Screen Tape). Los tamafos
de los insertos promedio se encontraron en el
rango de 300370 bp. Las librerias también fueron
cuantificadas mediante qPCR utilizando el kit de
Cuantificacion de Librerias KAPA (Kapa Biosystems
Inc., Woburn, MA, Estados Unidos). Las librerias
(etiquetadas de forma diferencial) fueron conjuntadas
en cantidades iguales antes de la secuenciacion. La
secuenciacion se realiz6 con un lllumina NextSeq
500 (lllumina, CA, Estados Unidos). Las muestras
fueron secuenciadas con un protocolo de variable
Unica (75 pares de base) con una profundidad de
secuenciaciéon de aproximadamente 30 lecturas M
para la muestra. Después de la secuenciacion, el
Reporte de Control de Calidad (QC, por sus siglas
en inglés) de Secuencia, FastQC de Rendimientos
Elevado (Version 0.11.8) se utilizd para evaluar la
calidad de la secuenciacién con base en los archivos
FASTQ.

La cuantificacion del transcripto se realizd
con el servidor de computo de alto desempefio en
la Unidad Informatica del Centro de Plataformas
Tecnolégicas (Universidad de Verona, Italia).
La cuantificacion del transcripto se determind a
partir de las lecturas FASTQ utilizando el modo
a base de mapeo de Salmon (Version 0.13.1)*
con los siguientes parametros: “i index -I SR -r
name -validateMappings -gcBias”. Los archivos
de anotacion y la secuencia de referencia fueron
descargados del repositorio GENCODE (Human
Release 32, GRCh38.p13) en el siguiente sitio
electrénico: https://www.gencodegenes.org/human/.
El resultado de Salmon se importé al ambiente
de RStudio (Versiéon R 3.5.3; version de estudio R
1.1.463) usando el paquete R/Bioconductor tximport
(version 1.10.10)*, que convirtié los datos del nivel
de transcripto al nivel genético durante el proceso
de importacion. Los genes con menos de 10 lecturas
fueron descartados a partir del analisis posterior.
Se realiz6 el analisis de la expresion diferencial
usando el paquete R/Bioconductor DESeq2 (version
1.22.2)%. Después del andlisis diferencial, la funcién
IfcShrink en DESeq2 se aplico para reducir la
proporcion de cambio log2 (log2 fold change). Los
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valores de significancia se basaron en una prueba
de significancia de Wald, mientras que las diferencias
en la expresion genética con un valor p ajustado
<0.05 (corregido mediante el método de Benjamini—
Hochberg) fueron consideradas significativas.
Para el analisis de la secuenciacion de ARN de los
experimentos, en donde las células fueron tratadas
durante 6 horas con D. rotundifolia 3X, se aplicé un
valor de corte de proporciéon de cambio log2 (log2
fold change) (<0.4 y >0.4). Para asociar una funcién
con los genes expresados de forma diferencial, se
realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional
usando el paquete R/Bioconductor gprofiler2 (version
0.1.7)%. Los genes expresados diferencialmente
fueron ordenados segun la significancia del valor p
ajustado y el analisis de la ontologia genética (GO)
fue realizado utilizando la funcién “gost” en gprofiler2
en el modo “ordenado” y “g_SCS” como método
estadistico/de correccion. La lista de términos de
ontologia genética (GO) significativos se utiliz6 para
el desarrollo de la red usando el software Cytoscape
(version 3.7.2)47.

h) PCR entiempo real cuantitativo de transcripcion
inversa (RT-qPCR)

ElI ARN total extraido de células 16HBE se transcribié
de formainversa en cADN utilizando el Kit de reactivos
PrimeScript RT (Takara Bio, Kusatsu, Japon),
mientras que qPCR fue realizado usando TB Green
Premix Ex Taq (Tli RNase H Plus) (Takara Bio)*.
Las secuencias de iniciadores especificos de genes
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos) utilizadas en el presente estudio se
enumeran en la tabla 5. qPCR se realiz6 utilizando
un sistema de PCR en tiempo real Viia7 (Thermo
Fisher Scientific). Los datos fueron calculados con
el software Q-Gene (http://www.gene-quantification.
de/download.html) y se expresaron como unidades
de expresion normalizada media (MNE) después
de la normalizacion de GAPDH®. La evaluacion
estadistica se realiz6 mediante ANOVA bidireccional,
seguida de la prueba post hoc de Bonferroni. Los
valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente
significativos.

Gen Avance Retroceso
ADM AAGTACTTGGCAGATCACTCTC CCCACTTATTCCACTTCTTTCG
AJUBA CTTTCTACAGTGTCAATGGCTC CATTGCTTGTAGGATCTTCTCCA
AREG GAGCCGACTATGACTACTCAG CTTAACTACCTGTTCAACTCTGAC
ARRDC3 GTTTATCACTTCCTGAAAGACCTG CTCTCAAAGTCATCACAAGCAC
CTGF CCCAGACCCAACTATGATTAGAG CTCCACAGAATTTAGCTCGGT
CXCL2 TTTATTTATTTGTTTGTTTTAGAAG CTAACTTGGGTTTGACCTAAAAT
CXCL8 AGAGACAGCAGAGCACACAAG ACACAGTGAGATGGTTCCTTC
CYP1B1 CTGGATTTGGAGAACGTACCG TCAGGATACCTGGTGAAGAGGA
DDIT3 AGTCATTGCCTTTCTCCTTCG TGATTCTTCCTCTTCATTTCCAGG
DDIT4 GAGGAAGACACGGCTTACCT CAGTAGTTCTTTGCCCACCT
DEPP1 CTCATCCATTCTCCTGCCAC GTGCCAGTCGAGATATAGACC
EGR1 AGCAGCAGCACCTTCAACC GCAGGCTCCAGGGAAAAG
EPGN ATTCAACGCAATGACAGCAC GCTATGGGTCCTTCTATGTTGTC
EREG ACAGCTTTAGTTCAGACAGAAGAC GCAAACAATAGCCATTCATGTCAG
ERRFI1 CTAATACCACTTGGGCATGCT AACTTGATCCTCTTCATGTGGTC
GAPDH AACAGCCTCAAGATCATCAGC GGATGATGTTCTGGAGAGCC
HBEGF CTCATGTTTAGGTACCATAGGAG CAGTCTGAAATCACCTTGTGTC
IGFBP3 ACACTGAATCACCTGAAGTTCC AGCTCCACATTAACCTTGCG
IL1A AGAGAGGGAGTCATTTCATTGG ACTCAGAGACACAGATTGATCC
IL6 GGCACTGGCAGAAAACAACC GCAAGTCTCCTCATTGAATCC
IRS2 CATCGTGAAAGAGTGAAGATCTG AAACAGCACAATGATGAATGCC
JUN ACCTTATGGCTACAGTAACCC TTGCTGGACTGGATTATCAGG
NCOA7 GAAGAAGATGGTGGTTCAGAAG TCAGTGCTATGGAGTTTAGGG
NR2F2 GTTCACCTCAGATGCCTGTG CAGTAACATATCCCGGATGAGG
PHLDA1 ATCCACATCCACACTCTCATC CTTCCTCAAGTCCTCAAAACC
PIK3C2A AGACTCTTGCCATTACAGAATCAG CTCCAAACAAAGAAGTCACATCAG
PPP1R15A GGGAAGTCAATTTGCAGATGG CGGTGTGATGGTGGATAAGAG
SASH1 TGAAGACGAGGAGAAACCCA GGTCGCTGTTACTGTCATACTC
SCL2A3 GGATGAGCTTTGTCTGTATTGG CTAAATAGTGAGCAGCGGAGG
SERPINB2 GAGGAGAGGAGATTGAAACAATGG GGGAGAGGAAGAGGTTCTGG
TIPARP CCACAATTCATTCTTCAGGAGAG CCACCAAGTGTCTGTAAATATGGA

Tabla 5. Lista de los iniciadores
especificos de genes usados
para RT-qPCR.
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i) Aprobacion ética y consentimiento de
participacion

No aplicable, dado que el estudio no involucré ni a
pacientes, ni a voluntarios, ni a animales.

Disponibilidad de los datos

Los datos en bruto y procesados de la secuenciacion
de ARN se encuentran disponibles en la base de
datos publica de GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/), bajo el numero de ingreso GSE144215.
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