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I. INTRODUCCION

Son muchas las patologias dermatolégicas que cursan con
inflamaciéon. Entre las mds comunes se pueden considerar las
alteraciones relacionadas con la modificacion de la respuesta
inmunitaria, como pueden ser los trastornos alérgicos debidos a
fenémenos de hipersensibilidad o bien a procesos autoinmunes, entre los
que destacan patologias como psoriasis, vitiligo y dermatitis atépica. El
creciente auge de la fitoterapia ha permitido el empleo de extractos de
plantas medicinales en el tratamiento de diferentes patologias de la piel,
unas veces como excipientes emolientes o demulcentes incluidos en
formulaciones farmacéuticas, y otras aportando directamente sustancias
farmacolégicamente activas, como el empleo de Polypodium leucotomos en
psoriasis [Padilla et al., 1974], de Aloe vera en diversas afecciones de la
piel [Mantle et al., 2001] o Centella asiatica como cicatrizante [Brinkhaus et
al., 2000]. Las plantas medicinales son fuente de compuestos
antioxidantes e inmunomoduladores, que frecuentemente condicionan la
respuesta inmunitaria del individuo. También son fuente de sustancias
especificas que interfieren con complejos enzimaticos, cuya
sobreestimulacion o sobreexpresion hace que se modifiquen lo procesos
enzimaticos relacionados con diversas patologias de la piel, como es el
caso de la 5-lipoxigenasa (5-LOX), la ciclooxigenasa (COX) o la 6xido

nitrico sintasa (NOS).

Debido al interés de las plantas medicinales como fuente de

sustancias activas frente a procesos inflamatorios, nuestro grupo de
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I. INTRODUCCION

investigacion inici6 hace tiempo el estudio de extractos de Sideritis
tragoriganum y Scrophularia auriculata, especies utilizadas en medicina
popular en diversos trastornos dermatolégicos que cursan con
inflamacién, siendo de gran efectividad en procesos de tipo alérgico
[Peris et al., 2001]. Estas especies fueron seleccionadas en un cribado
previo de actividad antiinflamatoria, en el cual se demostro el potencial

de ambas [Villar et al., 1984; Rios et al., 1991].

Sideritis tragoriganum Lag., conocida popularmente con el nombre
de rabo de gato o zaharefia en diversas zonas de la cuenca mediterranea,
es utilizada popularmente para el tratamiento de procesos inflamatorios
junto a otras especies del mismo género [Peris et al., 2001]. De la
subespecie S. tragoriganum sp. mugronensis Borja nuestro grupo de
investigacion aisl6 la flavona 5-O-desmetilnobiletina, compuesto comtn
presente también en diversas especies de Citrus, y que Manthey et al.
(1999) ha descrito como potencial agente antiinflamatorio cuyo
mecanismo de accién podria estar relacionado con la inhibiciéon de la
produccion de TNFoa. Estudios previos realizados con 5-O-
desmetilnobiletina y su derivado 5-metilado han demostrado su efecto
moderado como inhibidor de la expresion de iNOS y COX-2 [Mukarami
et al., 2003], asi como de la produccién de PGE; [Ishiwa et al., 2000] y de
IL-1B y TNF-a [Lin et al., 2003] en diferentes lineas celulares.

A la vista de los resultados obtenidos en los estudios previos con el
extracto metandlico de Scrophularia auriculata L. ssp. pseudoauriculata

(Seen) Bolos et Vigo (S. wvalentina Rouy), se procedié al aislamiento,
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identificacion y estudio de la actividad antiinflamatoria de los
potenciales principios activos, aislandose dos saponinas que fueron
identificadas como verbascosaponina y verbascosaponina A,
responsables fundamentalmente de la actividad antiinflamatoria del
extracto, y dos iridoides identificados como escropoliésido A 'y
escrovalentinésido, que fueron mas efectivos en las reacciones de

hipersensibilidad [Giner et al., 1998; Giner et al., 2000].

Conocer el mecanismo de accion especifico de productos naturales
avala por un lado el empleo de la medicina popular y/o la fitoterapia, y
por otro lado permite examinar nuevas estructuras que pudieran servir
de cabeza de serie para futuros farmacos. Por ello, tras haber realizado
una revisiéon bibliogréfica sobre los productos naturales activos en
procesos de hipersensibilidad mediados por linfocitos T y analizado los
diferentes métodos utilizados, se plante6 como objetivo de la presente
tesis doctoral el estudio de las acciones a nivel celular de 5-O-
desmetilnobiletina, escropoliésido A y escrovalentinésido, utilizando
procedimientos bioquimicos y moleculares que corroboren sus

propiedades antialérgicas y antiinflamatorias.
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I1.1. Introduccién

La dermatitis alérgica por contacto es un tipo de hipersensibilidad
retardada en la cual existe una fase previa de sensibilizacién, debido a la
exposicion tépica del individuo a un alergeno, de forma que es capaz de
inducir una respuesta inmune, y posteriormente una fase de resolucion,
cuando éste entra de nuevo en contacto con el mismo alergeno. Las
células epidermales de Langerhans asi como otras células cutaneas
dendriticas transportan el alergeno desde la piel hasta los nédulos
linfoides donde es presentado a las células T. Previamente, el antigeno
debe ser procesado en pequenos péptidos por las células presentadoras
de antigeno, como son las células dendriticas, los macréfagos y los
monocitos. La epidermis es una fuente rica de citocinas, algunas de ellas
se expresan constitutivamente mientras que otras necesitan del estimulo
apropiado para ser inducidas. Las citocinas liberadas en la epidermis que
juegan un papel mas relevante en la movilizaciéon de las células de
Langerhans son el factor de necrosis tumoral o (TNF-a), interleucina
(IL)-1B e IL-18, y en la maduracion el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF). Algunas citocinas son liberadas
por linfocitos Th1l y Th2, mientras que otras estdn asociadas con uno de
ellos [Wang et al., 2000; Kimber et al., 2002b]. En la piel se encuentran
distintos tipos de células como queratinocitos, células de Langerhans,
melanocitos, fibroblastos y células endoteliales capaces de sintetizar

oxido nitrico (NO) el cual tiene un papel relevante en la dermatitis por
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contacto, ayudando a la respuesta inflamatoria en los tejidos implicados

[Ross et al., 2001].

Un producto natural puede actuar directamente como alergeno o,
en algunos casos sufre una modificacion estructural después de su
metabolismo, la cual le confiere la capacidad de actuar como un
alergeno. Existen numerosas plantas que pueden producir dermatitis
alérgica por contacto, y aunque no es frecuente, en algunos casos la
reaccion puede ser grave. La caracteristica mas interesante es el hecho de
que algunas de estas plantas medicinales que producen reacciones
alérgicas son usadas especificamente como antiinflamatorias y en
algunos casos poseen propiedades antialérgicas. Entre las especies mas
relevantes cabe destacar Aloe vera, que puede desencadenar dermatitis
después de su aplicacion toépica o la especie Boswellia serrata, empleada
en desoérdenes de la piel como la psoriasis, donde la 5-lipoxigenasa (5-
LOX) se encuentra sobreexpresada, sin embargo, se han descrito casos de
dermatitis alérgica tras la aplicacion del incienso obtenido a partir de sus
especies botanicas. El aceite de cade, un componente de preparaciones
usadas en el tratamiento de la psoriasis, es al mismo tiempo irritante y
alergénica. Inula viscosa y otras Asterdceas utilizadas en medicina
popular como antiinflamatorias pueden ser la causa de dermatitis
alérgica, producida por su contenido en lactonas sesquiterpénicas, a las

cuales se les atribuye propiedades antiinflamatorias [Rios et al., 2005].

Algunas plantas con flavonoides son empleadas como antialérgicas,

y especies que poseen iridoides o terpenoides han sido descritas como
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inhibidoras de las reacciones de hipersensibilidad retardada. Scrophularia
auriculata [Giner et al., 2000], Santolina chamaecyparissus [Sala et al., 2000],
Ranunculus sceleratus [Prieto et al., 2003], Helichrysum italicum [Sala et al.,
2003] y el hongo Poria cocos [Cuéllar et al., 1997] han mostrado actividad
en diferentes protocolos experimentales de hipersensibilidad retardada,

lo cual justifica el uso de estas plantas medicinales como antialérgicas.

El cobaya es el animal de experimentacién ideal para el estudio de
dermatitis alérgica por contacto producida por diversos agentes asi
como los farmacos potencialmente inhibidores de la reaccién, sin
embargo, recientemente el ratén ha sido incluido como un animal valido
para el anélisis del efecto de los farmacos tras inducir la reaccién alérgica.
El test del incremento de espesor de la oreja de ratén resulta sencillo para
el estudio de antagonistas o inhibidores de la reacciéon. Otros parametros
pueden ser medidos en las orejas como actividad enzimatica, mediadores
proinflamatorios, infiltracién celular y dafio tisular. Cloruro picrilo,
oxazolona (OXZ), dinitroclorobenceno (DNCB), dinitrofluorobenceno
(DNFB) y eritrocitos de cordero (SRBC) son los agentes comtnmente
usados en el estudio de agentes potencialmente activos en las reacciones

de hipersensibilidad retardada [Rios et al.2005].

II.2. Hipersensibilidad

La hipersensibilidad es una respuesta inmunitaria exagerada que
provoca lesion tisular y se manifiesta en el individuo tras posteriores
contactos con el antigeno. Las reacciones de hipersensibilidad pueden

originar respuestas de tipo humoral o celular en funcién del tipo de

7
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alergeno y de su reconocimiento. Existen cuatro tipos de reacciones de
hipersensibilidad, de ellas las tres primeras estdn mediadas por
anticuerpos (humoral) y la cuarta por células T (celular) [Celada, 1994;

Abbas, 2002].
I1.2.1. Tipos de hipersensibilidad

Existen 4 tipos o reacciones de hipersensibilidad, denominadas I a
IV, y se caracterizan por el tiempo de aparicién de la respuesta, por tipo

de célula o mediadores implicados.
. Tipo I o hipersensibilidad inmediata

En las reacciones de hipersensibilidad tipo I el organismo reacciona
frente a alergenos solubles mediante una respuesta mediada por
Inmunoglobulina (Ig) E, en una reaccién que se desarrolla en segundos o
minutos. En el primer contacto, los linfocitos B producen una IgE
especifica contra el alergeno una vez activados por células Th2, que
liberan IL-4 y provocan el cambio de isotipo. La IgE liberada se une a
receptores de tipo FceR en la superficie de los mastocitos. Una segunda
exposicion al alergeno provoca el entrecruzamiento de los receptores y la
activacion del mastocito, que sintetiza y libera histamina, proteasas,
prostaglandinas (PGs) y leucotrienos (LTs). Ademas liberan quimiocinas,
IL-3, IL-4 y TNF-a, que reclutan células T, mastocitos y eosinodfilos en el
lugar de depdsito del alergeno. Es la méds comtn y el ejemplo maés

conocido es la rinitis alérgica estacional.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

. Tipo II o reaccion de hipersensibilidad citotéxica

Las reacciones de tipo II son respuestas autoinmunes, como la
anemia hemolitica y reacciones frente a células foraneas como la
incompatibilidad de grupos sanguineos. En este tipo, el alergeno se une a
células donde es reconocido por anticuerpos de tipo IgG o IgM. Estos
anticuerpos activan el complemento y estimulan las reacciones mediadas
por el receptor de Fc, como son la fagocitosis y la citotoxicidad mediada

por células y activada por anticuerpos.
. Tipo III o reaccion de hipersensibilidad por inmunocomplejos

La hipersensibilidad tipo III tiene aspectos en comun con la de tipo
I, de la que se diferencia por los anticuerpos que intervienen. La reaccién
se desencadena por la unién de antigenos solubles con anticuerpos de
tipo IgG, que so6lo puede formar complejos que se unen con baja
afinidad al FcyRII. La reaccion de Arthus es un tipo de
hipersensibilidad de tipo III localizada. La artritis y la glomerulonefritis
surgen como complicaciones después de una infeccién y son ejemplos

de reacciones de tipo III generalizadas.
. Tipo IV o reaccién de hipersensibilidad retardada

Las reacciones de hipersensibilidad de tipo IV tardan més de 12
horas en manifestarse, y en ellas estdn implicadas reacciones
inmunitarias mediadas por células, sin intervenciéon alguna de reacciones

humoral. Sin embargo, en la actualidad se sabe que hay otras reacciones
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de hipersensibilidad que también pueden encajar dentro de esta
definicién. Por ejemplo, la fase tardia de las reacciones mediadas por IgE
se puede manifestar hasta 12-24 horas después del contacto con el
alergeno. Aunque el mecanismo principal de esta reaccién esta mediado

por las IgE, en ella también intervienen las células colaboradoras.

Las reacciones de hipersensibilidad tipo IV estan causadas por las
respuestas de las células T, tanto a alergenos solubles como a antigenos
asociados a células. Una nueva exposicion a células T, tanto CD4* como
CD8*, provoca la reaccion de hipersensibilidad retardada, causando
lesiéon tisular debida a las citocinas proinflamatorias liberadas por las
células CD4* o a lesiones tisulares provocadas por las células CD8*. Hay
tres tipos de hipersensibilidad retardada: por contacto, tuberculinica y
granulomatosa. La hipersensibilidad por contacto y la de tipo
tuberculinico se manifiestan durante las 72 horas posteriores a la
exposicion del antigeno. En la dermatitis por contacto el ejemplo mas
conocido es la alergia causada por metales como el niquel. Las reacciones
granulomatosas tardan entre 21 y 28 dias en manifestarse; los
granulomas se forman como consecuencia de la agregacion y
proliferacion de los macrofagos, y la reaccion se puede prolongar varias

semanas.

Los tres tipos de hipersensibilidad retardada se diferencian segtun
la reaccion que se produce al aplicar el antigeno sobre la piel (epicutanea)
o al inyectarlo por via intradérmica. En los animales, la magnitud de la

respuesta se suele determinar midiendo el engrosamiento producido en

10
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la piel [Celada, 1994; Ono, 2000; Abbas, 2002; Sebastiani et al., 2002; Roitt
et al., 2003].

Tabla IL.1. Tipos de hipersensibilidad

TIPO I TIPO II TIPO III TIPO IV
Denominaciéon | Inmediata Citotéxica Inmunocomplejos Retardada
Antigenos Alergenos Alergenos Alergenos solubles Proteina extrafia
solubles unidos a Hapteno-proteina
células propia
Mediador Anticuerpos Anticuerpos Inmunocomplejos Linfocitos CD4*
de tipo IgE de tipo IgG Linfocitos CD8*
Células / Mastocitos Fagocitos Fagocitos Linfocitos
moléculas . . L
efectoras Sustancias NK (natural Inmunocomplejos Citocinas
vasoactivas killer) inflamatorias
Complemento
Receptor Fc
Complemento
Induccion 2-30 minutos 5- 8 horas 2- 8 horas 24-72 horas
Ejemplo Rinitis alérgica | Anemia Reaccién de Arthus Dermatitis por
estacional o hemolitica tras contacto
polinosis penicilina

I1.2.2. Dermatitis por contacto

La dermatitis por contacto implica inflamacién de la piel como
consecuencia del contacto con una sustancia irritante o un alergeno. Se
pueden diferenciar dos tipos de dermatitis por contacto: alérgica e
irritante. La presente revision se centrara en la dermatitis alérgica por

contacto (ACD, allergic contact dermatitis).

La apariencia clinica de la ACD varia dependiendo de la
localizaciéon y duracion. Las erupciones de la fase aguda estan
caracterizadas por eritema maculo-papular, vesiculas o ampollas,

11
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supuracion de las lesiones y prurito. En la ACD crénica aparecen lesiones
mas severas como descamacién, encostramiento y fisuras con o sin
papulo-vesiculacion [Martin, 1999; Besilto, 2000; Schwarz, 2000; Streit et
al., 2001; Kimber et al., 2002a]. El tratamiento de la ACD reside en la
correcta identificaciéon de la causa y en la instruccién al paciente para
evitar el alergeno responsable. Esto no es siempre posible, por lo que en
general hay que recurrir al tratamiento con farmacos. El tratamiento
sintomatico se basa en el uso de agentes secantes para erupciones que
supuran y emolientes para lesiones en la fase crénica de la enfermedad.
El prurito puede ser controlado con agentes antipruriginosos tépicos o
antihistaminicos orales. No se deben usar antihistaminicos o anestésicos
topicos porque existe riesgo de que estos induzcan una segunda reaccion

alérgica en la dermis inflamada.

La administraciéon de glucocorticoides y la radiaciéon ultravioleta
asociada a psoraleno (UVB o PUVA) es el tratamiento mas utilizado.
Recientemente se han desarrollo modalidades terapéuticas que incluyen
nuevas clases de fdrmacos como inmunosupresores, inhibidores de la
actividad metabdlica celular, inhibidores de la adhesién molecular de las
células, aplicacion en la piel de citocinas reguladoras y neutralizacion de
citocinas proinflamatorias con oligonucleétidos antisentido, anticuerpos
anti-citocinas o receptores solubles de citocinas [Martin, 1999; Barnes et

al., 2000; Besilto, 2000; Takashima ef al., 2000, Trautman et al., 2001].

12
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A. Mecanismo

La ACD es una forma de hipersensibilidad retardada en la cual se
distinguen dos fases, la primera o sensibilizacion y la posterior o
resolucion [Celada, 1994; Abbas, 2002]. En la fase de sensibilizacion el
alergeno o hapteno pasa el estrato corneo y llega a la epidermis donde se
conjuga con una proteina. Los haptenos no son capaces de estimular por
si solos una respuesta inmune adaptativa y por eso es necesaria una
asociacion estable con una proteina [Kimber et al., 1999, 2002a; Besilto,
2000; Smith et al., 2000]. Hay sustancias que se comportan como pro-
haptenos y necesitan ser metabolizadas, para poder actuar como
alergénicas [Askenase, 1999; Kalish, 1999; Kimber et al., 1999; Sieben et al.,
2001]. La capacidad de sensibilizacion de un alergeno viene dada
fundamentalmente por sus propiedades fisicoquimicas [Basketter; 1998].
Las células dendriticas (DC, dendritic cells) reconocen e internalizan al
antigeno y lo transportan por los vasos linfaticos via aferente, hasta el

ganglio linfatico secundario donde es presentado a los linfocitos T.

A 4 Hapteno
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Fig I1.1. Fase de sensibilizaciéon

Cuando la piel es expuesta de nuevo al mismo alergeno se

desencadena la respuesta inmune o fase de resolucidn, que se caracteriza
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por la infiltracién de linfocitos T en la zona de la piel expuesta y en el
desarrollo de la inflamacion cutanea [Kalish et al., 1999, 1999; Kimber et
al, 2002a; Guermonprez et al., 2002; Fuchus et al., 2001; Watanabe et al.,
2002]. La resolucion de la ACD es dosis-dependiente y puede estar
influenciada por gran variedad de factores como el ntimero, tiempo y
duracién de las exposiciones, irritacion de la piel, el vehiculo en el que se

aplica el alergeno y el uso de agentes oclusivos [Scott et al., 2002].
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Fig I1.2. Fase de resolucion

B. Células implicadas

Células presentadoras de antigeno. La activacion de las células T por el
antigeno requiere la participacion de otras células, denominadas células
presentadoras del antigeno (APC). Las APC desempefian una funcién
co-estimuladora en la activacién de los linfocitos T. Esta funciéon se
ejecuta a través de estimulos proporcionados por moléculas de la
superficie de las APC (MHC, Major Histocompatibility Complex) o
moléculas solubles secretadas por éstas, que proporcionan la segunda
sefial (ademas de la del antigeno), necesaria para la completa activacién
de los linfocitos T. Los linfocitos T requieren dos sefiales para la

activacion, la primera proporcionada a través del receptor de la célula T

14
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(TCR) y la segunda o sefial coestimuladora mediante las moléculas
secretadas por las APC. La importancia del MHC reside en que las
células T especificas de un antigeno no lo reconocen en forma soluble,
sino que reconocen fragmentos peptidicos procedentes del antigeno que
estan unidos de forma no covalente a las moléculas MHC. Cada linfocito
T maduro reconoce especificamente el complejo formado por un péptido
antigénico foraneo y una molécula MHC propia. En funcién del tipo de
MHC que se expresa en la superficie celular, las APC se pueden

clasificar en:

- APC asociadas a MHC I. todas las células nucleadas del

organismo

- APC asociadas a MHC II: incluyen macréfagos, linfocitos B,
células del endotelio vascular, células epiteliales y células
dendriticas, siendo estas dultimas las células presentadoras
profesionales por excelencia [Abbas, 2002; Guermonprez et al.,

2002].

El tipo de asociacion entre una célula T y una molécula MHC I o
MHC 1II define la clase de linfocito T que se activa en respuesta a las
distintas formas de antigeno, ya que la biosintesis y ensamblaje de las
moléculas MHC I y II determinan el origen de los péptidos que se
presentan sobre cada uno de ellos. De manera que los péptidos
generados en endosomas o lisosomas a partir de antigenos fagocitados,
se unen a moléculas MHC II, por ejemplo los antigenos leucocitarios

humanos (HLA, human leukocyte antigen)-DR, -DP, -DQ, y son
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presentados a las células T CD4+*. Los péptidos generados en el citosol a

partir de proteinas endégenas se asocian a moléculas MHC I, por

ejemplo HLA-A, -B, -C, y son presentadas a las células T CD8* [Celada,
1994; Kalish et al., 1999; Wang et al., 2000; Guermonprez et al., 2002].

Tabla I1.2. Tipos de APC asociados a MHCII y sus principales caracteristicas

Tipo Celular | Expresién de Expresion de Principales
MHC II coestimuladores funciones
Células Constitutiva Constitutiva Iniciacién de las
dendriticas respuestas de
CD4+
Macréfagos Inducible por Inducible por LPS, | Desarrollo de CD4*
interferén-y efectores
CD40L, IFN-
(IFN=) !
Linfocitos B Constitutiva Inducible por Estimulacién de
linfocitos T CD4* enla
respuesta humoral
Endotelio Inducible por Constitutiva Reclutamiento de
vascular IFN-y CDA4* especificos
Rechazo de
injertos?
Células Inducible por Probablemente no | Potenciacion de
epiteliales IFN-y reacciones

autoinmunes en
tejidos?
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Tabla I1.3. Rutas de procesamiento y presentacion de antigenos

MHCII

MHCI

Endocitosis de proteinas virgenes
desde el medio extracelular

Sintesis de antigenos proteicos en el
citosol

Procesamiento del antigeno en
endosomas acidos o lisosomas,
generando fragmentos peptidicos

Degradacion de proteinas citosélicas
generando fragmentos peptidicos

Unién de los péptidos a moléculas
MHC II en una forma especializada
de vesicula endocitica

Transporte de péptidos al reticulo
endopldsmico y ensamblaje de
complejos péptido-molécula MHC I

Expresion en superficie de complejos
péptido-molécula MHC II

Expresion en superficie de complejos
péptido-molécula MHC 1

Reconocimiento de los complejos por
linfocitos CD4* especificos para el
péptido y la molécula MHC II

Reconocimiento de los complejos por
linfocitos CD8* especificos para el
péptido y la molécula MHC I

Las células dendriticas se localizan en la mayoria de los tejidos
periféricos, principalmente en zonas que estdn en contacto con el medio
ambiente como son piel y mucosas. En ausencia de estimulos o
respuestas inflamatorias, las DC se encuentran constitutivamente en la
sangre, tejidos periféricos, linfa y 6rganos secundarios linfoides. En los
tejidos periféricos, las DC capturan antigenos propios y fordneos, los
internalizan y los procesan mediante proteolisis en péptidos mas
pequefios. Estos péptidos serdn presentados mediante las moléculas
MHC Iy II a las células T CD8+ y CD4+, respectivamente. El proceso de
tomar el antigeno, degradarlo y ensamblarlo en las moléculas MHC se
conoce como presentacion del antigeno. Sin embargo, las DC periféricas
presentan el antigeno de forma ineficaz, es necesaria una sefial externa

como pueden ser citocinas pro-inflamatorias para inducir la maduracién
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de las DC transformandolas en APC eficientes y activadoras de los
linfocitos T [Guermonprez et al., 2002]. En la piel se encuentran las
células de Langerhans (LC, Langerhans cells), que son las APCs mas
importantes en la hipersensibilidad por contacto [Kimber et al., 1999].
Las LC expresan en su superficie las moléculas CD1 y MHC 1I, asi como
receptores para Fc y el complemento. Las moléculas CD1 presentan
antigenos no peptidicos a algunas células T sobre la superficie de las
DC, células T y B [Celada, 1994; Kimber et al., 2002a y 2002b, Dearman et
al., 2002; Roitt et al., 1993].

Sefial
coestimuladora
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Fig I1.3. Interaccién entre una APC MHC I- linfocito T CD8* y entre una
APC MHC II- linfocito T CD4*

Células T. La hipersensibilidad retardada es una reaccién mediada
principalmente por células T. Hasta hace poco se creia que la ACD era
llevada a cabo por células Thl, sin embargo, se ha demostrado

recientemente que las células T CD8+ también estdn implicadas en el
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proceso [Trautman et al., 2001; Wang et al., 2000; Whitmore et al., 2001].
La principal diferencia cualitativa entre células T CD4+ y CD8+ es que
las CD4+ reconocen antigenos presentados por las moléculas MHC II,
mientras que los CD8+ reconocen los antigenos presentados por las
MHC I. Ademas las CD4+ tienden a producir niveles mas altos de
algunas citocinas, particularmente de aquellas necesarias para la
produccién de anticuerpos por parte de los linfocitos B, como son IL-4 y
IL-5 [Askenase, 1999; Kalish et al., 1999]. CD4 y CD8 son moléculas
esenciales (correceptores) para transducir la sefial de activacién iniciada
tras el reconocimiento del complejo MHC-péptido por parte del TCR
[Fujisawa et al., 1996]. CD4 y CD8 poseen dominios citoplasmaticos con
afinidad para la tirosina cinasa Ick. La interaccion de CD4 o CD8 con
MHC II o MHC I los aproxima al TCR y permite que la tirosina cinasa
Ick fosforile el residuo de tirosina en los dominios intracelulares (ITAM)
de moléculas asociadas al TCR, como CD3 y la cadena . La fosforilacion
de estas proteinas es uno de los primeros pasos que conduce a la
activacion y posterior respuesta de los linfocitos T [Celada, 1994]. Las
respuestas inducidas por la interaccion MHC II-célula T CD4+ se

pueden resumir en:

- Induccién de la expresion de citocinas y nuevas moléculas en la
superficie de las células T CD4+ que inician su expansion clonal y
sus funciones efectoras. Asi, en funciéon de las citocinas que
liberan, los linfocitos T se clasifican en tipo 1 y tipo 2 (linfocitos T

CD4*: Thl y Th2; linfocitos T CD8*: Tc1 y Tc2) [Kalish et al., 1999;
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Kimber et al., 2002a y 2002b, Dearman et al, 2002; Lebrec et al.,
2001].

- Los productos de las células T CD4* activadas, como el IFN-y,
incrementan la funcién de las células préximas, amplificando asi el

numero de APC efectivas.

- Las moléculas de superficie de las células T CD4* pueden
interaccionar con receptores en la superficie de linfocitos B y otras
APC, por ejemplo CD40- CD40L, provocando la activaciéon de

éstos o mejorando su eficacia.

La respuesta inducida por la interaccion MHC I-célula CD8+
puede provocar la lisis de cualquier célula nucleada que presente
péptidos foraneos asociados a MHC I. La destruccién de la célula diana

puede llevarse a cabo por dos mecanismos distintos:

- Apoptosis por la interaccién Fas-FasL (CD95-CD95L)

- Liberacién por parte del linfocito citotoxico de moléculas solubles
(granzimas) que provocan la apoptosis de la célula diana [Kehren
et al., 1999; Kalish et al., 1999; Ritchie et al., 2000; Oberholzer et al.,
2001; Abbas, 2002; Guermonprez et al., 2002].

Queratinocitos. Los queratinocitos (KC, keratinocyte cell) son un tipo de
células que se encuentran en la epidermis. En la dermatitis atépica por
contacto los queratinocitos sufren apoptosis por la via de activacion del
sistema del Fas-FasL [Kehren et al., 1999; Schwarz, 2000; Trautman et al.,

2001]. La expresion del Fas en los KC es inducida por la secrecién de
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IFN-y por las células T. La elevada expresion de IFN-y propaga el
proceso inflamatorio mediante la alteracion de la barrera epidérmica. En
la histologia de muestras de lesiones provocadas por ACD se observa
que la mayoria de los KC apoptéticos no se encuentran en las zonas con
espongiosis, sino en dreas en las que existe una cohesién normal de las
células de la epidermis. Es posible que la apoptosis preceda a la
espongiosis y que la muerte por apoptosis de los KC promueva la
espongiosis por permitir el paso de fluido extracelular hacia la

epidermis [Schwarz, 2000].
C. Mediadores

La epidermis es una fuente rica en citocinas, algunas de ellas se
expresan constitutivamente mientras que otras necesitan ser inducidas
mediante el estimulo apropiado [Kimber et al., 1999; Guermonprez et al.,
2002]. Algunas citocinas son producidas por LC, KC o por los dos tipos
de células. Las citocinas de la epidermis que tienen un papel relevante
en la movilizacion de las LC son el TNF-a, IL-1B e IL-18 y en la
maduraciéon de las mismas el GM-CSF [Kimber et al., 1999; 2002b,
Dearman et al, 2002; Watanabe et al.,, 2002]. IL-1f es un mediador
importante en la iniciacién de las respuestas inmunes cutdneas y su
regulacion por las LC debe representar un paso importante y temprano
en la sensibilizaciéon de la piel. La expresion del ARNm de IL-18 puede
ser una posible base para una aproximacién a la identificaciéon de

sustancias sensibilizantes [Kimber ef al., 1999]. Ademas, existen otras
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citocinas, como IL-10, que pueden regular la migraciéon de las LC

[Kimber et al., 2002a].

Algunas citocinas son producidas tanto por los linfocitos Th1 como
por los Th2, mientras que otras estdn asociadas a uno de los dos tipos.
Asi, las células Thl producen IL-2, TNF-a e IFN-y, mientras que los Th2
liberan preferentemente IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 y IL-13 [Lebrec et al., 2001;
Kimber et al., 2002a]. Ambos, Thl y Th2, producen IL-3 y GM-CSF
[Lebrec et al., 2001; Abbas, 2002]. Sensibilizantes del tipo oxazolona o
DNFB, activan la produccién de IFN-y por los linfocitos Tc1, los cuales
juegan un papel muy importante en las reacciones de inflamacién
cutdnea [Xu ef al., 1996]. Sin embargo, el IFN-y no es producido sélo por
las células T durante la sensibilizacién por contacto, porque la
eliminacién de las células T CD4* de los nédulos linfoides mediante el
tratamiento de ratones con formaldehido da lugar a una importante

disminucién en la producciéon de IFN-y [Dearman et al., 1996].

Se ha observado que el LTBs es producido por monocitos y células
T activadas y se han propuesto sus funciones inmunorreguladoras,
sugiriendo que el LTB; estd intrinsicamente implicado en la regulacion
de las respuestas de las células T mediante un efecto directo sobre el
receptor del LTBs; (LTBsR) de los linfocitos. Se ha demostrado la
expresion constitutiva del LTB4R tanto en células T activadas como
silenciadas. El efecto inmunosupresor de los antagonistas del LTB4R es
llevado a cabo principalmente por la inhibicién de la liberacién de IL-2

por linfocitos T asi como de la respuesta a la IL liberada, pero no a una
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disminuciéon en la expresion del receptor de IL-2 (IL-2R). Los
antagonistas de LTB4R también inhiben la produccion de IFN-y inducida
por el anticuerpo monoclonal CD3 mAB o la produccién de IL-12 y 1L-4
[Morita et al., 1999].

Las células de la piel son capaces de sintetizar NO en una reacciéon
catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS). La isoforma inducible de la
NOS (iNOS) produce suficiente NO como para dafiar el tejido [Bruch-
Gerharz et al., 1998; Fuchus et al., 2001]. El NO es muy importante en la
dermatitis por contacto, causando respuestas inflamatorias en los tejidos
implicados; sin embargo los mecanismos por los que el NO actta en la
dermatitis no estan claros. Se ha propuesto un modelo de la funcién del
NO, en el que al principio de la etapa de resolucién existe una fase
inespecifica en la que hay niveles bajos de NO que dan lugar a
vasodilatacién y atracciéon de neutréfilos, tras la cual hay una fase
especifica con niveles elevados de NO que provocan la inhibicién de la
liberacién de mediadores por mastocitos, disminucién de la expresion de
células de adhesion, interrupcién en la atraccion de neutréfilos y
apoptosis de las células efectoras [Ross et al., 2001]. Los KC activados por
la liberaciéon de IFN-y por parte de los linfocitos T, expresan en su
superficie moléculas del tipo MHC II, ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1, CD54) y Fas. La aplicacién de alergenos en la piel inicia la
produccién de citocinas por parte de los KC, como el TNF-a. Estas
citocinas inducen la expresion de moléculas de adhesién en las células

endoteliales, como E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 (vascular adhesion
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molecule-1, CD106), promoviendo el reclutamiento de células T de

memoria especificas a la piel [Fuchus et al., 2001; Trautman et al., 2000].

Factor de necrosis tumoral-a. El TNF-a es sintetizado como una
proteina de transmembrana no glicosilada de 25kD. Tras una proteolisis
se produce un fragmento de 17 kD que es la forma circulante como
homotrimero (51 kD). La principal fuente celular del TNF-a son los
fagocitos mononucleares activados, aunque también puede ser secretado
por células T estimuladas por antigenos, células NK (natural killer) y
mastocitos. Los efectos del TNF-a. dependen de la cantidad producida.
En bajas concentraciones el TNF-a acttia localmente como un regulador
paracrino y autocrino de leucocitos y células endoteliales y tiene los

efectos siguientes:
- En las células endoteliales vasculares el TNF-a induce la expresiéon
de selectinas
- Activa neutroéfilos, eosindfilos y fagocitos mononucleares

- Estimula los fagocitos mononucleares produciéndose citocinas

como IL-1, IL-6, TNF-a, y la familia de la IL-8

- Coestimulador de la activacién de los linfocitos T y produccién de

anticuerpos por los linfocitos B

- Induce la produccién de factores de crecimiento por las células

endoteliales y los fibroblastos

- Potencia la expresion del MHC 1

24



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

Si se producen cantidades mayores de TNF-o puede entrar en la
sangre actuando como una hormona endocrina y sus acciones

principales son [Celada, 1994; Abbas, 2002; Roitt et al., 2003]:

- Fiebre a través de un incremento de la sintesis de PGs al actuar

sobre las células del hipotalamo
- Estimular la sintesis de IL-1 y IL-6 en fagocitos mononucleares

- Alterar el sistema de coagulacién modificando la actividad

procoagulante del endotelio vascular

- Suprimir la division de la célula madre pluripotente de la médula

Osea.

Interferon-y o IFN tipo II. El IFN-y es una glicoproteina heterodimérica
con subunidades de 21 a 24kD, codificadas por el mismo gen. EI IFN-y
es la principal citocina de activacién de los macréfagos y tiene funciones
esenciales en la inmunidad innata y en la inmunidad celular especifica.
Se trata de la citocina caracteristica de la subpoblaciéon Th1 de las células
T colaboradoras. Las funciones del IFN-y son las siguientes [Celada,

1994; Abbas, 2002; Roitt et al., 2003]:

- Es la citocina de activaciéon de los macréfagos que proporciona el
medio por el que los linfocitos T y las células NK activan a los
macréfagos para que destruyan los microorganismos fagocitados.
El IFN-y potencia la funcién microbicida de los macrofagos al
estimular la sintesis de intermediarios reactivos de oxigeno y NO

fagocitados
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- Induce la expresiéon de moléculas de clase I y II del MHC y de
coestimuladores en las APC. El IFN-y también es una activador de
células endoteliales vasculares y potencia muchas de las acciones
del TNF sobre las células endoteliales induciendo la adhesion y

extravasacion de los linfocitos T a los focos de infeccién

- Induce la diferenciacion de las células T CD4* virgenes a la

subpoblacién Th1 e inhibe la proliferacién de la subpoblacién Th2

- Acttia sobre las células B favoreciendo el cambio a ciertas
subclases de IgG e inhibiendo el cambio a isotipos dependientes

delallL-4

- Activa a neutrdfilos y estimula la actividad citolitica de las células

NK

Interleucina-1B. La célula que produce la mayoria de IL-1, como en el
caso del TNF-a, es el fagocito mononuclear estimulado con
lipopolisacdrido (LPS), TNF-a, IL-1, IFN-y o el contacto con células T
CD4+. A bajas concentraciones IL-1 ejerce wuna funcién

inmunoreguladora:
- IL-1, junto con los activadores policlonales, induce la proliferacién
de los linfocitos T CD4* y el crecimiento y diferenciacion de los B.

- Estimula células que funcionan como efectoras de respuestas

inmunes o inflamatorias.

- Induce coagulacién y adherencia leucocitaria.
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En grandes cantidades la IL-1 tiene efectos endocrinos similares a
los del TNF-a, produce fiebre, estimula la sintesis de proteinas e induce
la pérdida metabélica denominada caquexia. Existe una gran similitud
entre las acciones de IL-1 y TNF-o, probablemente porque los receptores
para estas dos citocinas realizan la sefalizacién por medio de proteinas
homologas y activan los mismos factores de transcripcion. Sin embargo,
hay varias diferencias entre la IL-1 y el TNF-o. Por ejemplo, la IL-1 no
induce la muerte por concentraciones sistémicas altas, ni causa shock

séptico por si misma. [Celada, 1994; Abbas, 2002; Roitt et al., 2003]

Interleucina-2. La IL-2 es una citocina de 14 a 17 kD codificada por un
solo gen. Se trata de un factor de crecimiento para los linfocitos T
estimulados por el antigeno y es responsable de la expansién clonal de
las células T tras el reconocimiento del antigeno. La IL-2 es producida
por los linfocitos T CD4+ activados y en menores cantidades por las
células T CD8+. La activacion de las células T por antigenos y
coestimuladores estimula la transcripcién del gen de la IL-2 y la sintesis
y secrecion de esta proteina. La produccién de la IL-2 es transitoria, con
una secrecién méaxima unas 8 a 12 horas después de la activacion. Los

efectos principales de esta citocina son:

- Principal responsable de la progresiéon de las células T desde la
fase G1 a la fase S del ciclo celular. La IL-2 funciona como un factor
de crecimiento autocrino y paracrino. La cantidad de IL-2

sintetizada por los linfocitos T CD4* determina la magnitud de la
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respuesta inmunitaria. La IL-2 induce la sintesis de mas IL-2, IFN-

Y, y linfotoxina (TNF-f)

- Estimula el crecimiento de las células NK y aumenta su funcién

citolitica produciendo células activadas con linfocinas (LAK)

- Induce el crecimiento de los linfocitos B y estimula la sintesis de

anticuerpos [Celada, 1994; Abbas, 2002; Roitt et al., 2003]

Interleucina-4. La IL-4 tiene un tamano de 20 kD y es producida sobre
todo por linfocitos T CD4+ y en menor cantidad por mastocitos y
basoéfilos activados. Esta citocina es el estimulo mas importante para la
produccién de anticuerpos IgE y para el desarrollo de las células Th2 a
partir de las células T colaboradoras CD4+ virgenes. La IL-4 es la
citocina caracteristica de la subpoblacién Th2 y actta como citocina
inductora y efectora de estas células. Los efectos principales de la IL-4

son:

- Es un factor de crecimiento y diferenciaciéon para los linfocitos B.
Ademas, induce el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas a

IgE

- Factor de crecimiento autocrino para los linfocitos T CD4* del

subtipo Th2
- Factor de crecimiento para los mastocitos

- Induce en los linfocitos B y en los fagocitos mononucleares la
expresion de CD23, que es un receptor de baja afinidad para la

porcion Fc de la IgE
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- Induce la adherencia de las células endoteliales para unir los
linfocitos y los monocitos [Celada, 1994; Abbas, 2002; Roitt et al.,
2003]

Interleucina-10. La IL-10 es un homodimero formado por dos moléculas
de 19,5 kD cada una, codificadas por un tnico gen. Esta citocina es un
inhibidor de los macréfagos activados y, por tanto, interviene en el
control homeostatico de las reacciones de la inmunidad innata y de la
inmunidad celular. La IL-10 es producida por células T CD4+ del
subtipo Th2 y ademas por otras células como los linfocitos B, fagocitos
mononucleares y queratinocitos. Los efectos biol6gicos de la IL-10
derivan de su capacidad de inhibir muchas de las funciones de los
macréfagos  activados. Los macréfagos responden a los
microorganismos secretando citocinas y expresando coestimuladores
que potencian la activacion de células T y la inmunidad celular. La IL-10
actta sobre los macréfagos activados para finalizar estas respuestas y
restablecer el estado de reposo del organismo una vez erradicada la
infecciéon microbiana. Las principales funciones de la IL-10 son [Abbas,

2002; Celada, 1994; Roitt et al., 2003]:

- Inhibe la proliferacion de los linfocitos T estimulados por el

antigeno

- Disminuye la produccién de IL-2, IFN-y, IL-3, GM-CSF, TNF-a y
LTs pero no la de IL-4

- Sobre las células NK, la IL-10 inhibe la produccién de IFNy y

aumenta la actividad LAK inducida por la IL-2

29



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

- Incrementa la expresién de las moléculas de clase II del MHC y la

proliferacion de linfocitos B
- Inhibe la sintesis de IgE inducida por la IL-4

- Inhibe en los fagocitos mononucleares la induccién de clase II del
MHC mediada por el IFN-y y la produccién de IL-1, IL-6, IL-8,
TNF-a y GM-CSF, asi como la produccion de NO

- Junto con IL-3 y IL-4, es un coestimulador de la proliferaciéon de

los mastocitos

I1.3. Iridoides

11.3.1. Introduccion

Los iridoides forman parte de un grupo concreto de metabolitos
secundarios de origen vegetal. Desde un punto de vista quimico, son

monoterpenos basados en un esqueleto ciclopentano[c|piranoide.

Fig I1.4. Esqueleto ciclopentano[c]piranoide

En funcién de su estructura, los iridoides se clasifican en:
- Iridoides no heterosidicos

- Iridoides heterosidicos

- Iridoides ésteres acetalicos

- Secoiridoides heterosidicos
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CH,0Glucosa

OGlucosa OGlucosa
Iridoides no Iridoides Iridoides ésteres Secoiridoides
heterosidicos heterosidicos acetalicos heterosidicos

Fig IL.5. Estructura quimica de los distintos tipos de iridoides

Las modificaciones secundarias en la estructura general del
iridoide, como epoxidacién, hidroxilacién y esterificacion de los grupos
hidroxilo con acidos aromaéticos derivados de la via del acido shikimico,
llevan a la multiplicidad de compuestos que constituyen cada grupo

estructural.

La revision bibliogréfica de la actividad farmacolégica se centrara
en los iridoides con estructura derivada del catalpol, grupo en el que se
ubican los dos compuestos seleccionados para este estudio,
escrovalentindsido (6-O-(2”,3”-di-O-acetyl-4”-O-p- metoxi-cinamoil)-o.-L-
ramnopiranosil catalpol) y escropoliésido A (6-O-(2”,4”-di-O-acetyl-3"-
O-p-metoxi-cinamoil)-a-L-ramnopiranosil catalpol) obtenidos a partir de

Scrophularia auriculata sp. pseudoauriculata [Giner et al., 1998].
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Fig I1.6. Scrophularia auriculata L. sp. Pseudoauriculata (Seen) Bolos et Vigo
(Scrophularia valentina Rouy)

Fig I1.7. Estructura del catalpol
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Fig I1.8. Estructura de los iridoides escrovalentindsido y escropolidsido A
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I1.3.2. Actividad farmacoldgica

En un principio, los iridoides no fueron considerados una clase de
compuestos activos farmacoldgicamente. Sin embargo, actualmente se
reconoce su participaciéon en la actividad que tienen algunas plantas
utilizadas en medicina popular, formando parte de compuestos amargos,
sedantes, febrifugos, antitusivos, antihipertensivos, cicatrizantes y

antiinflamatorios cutaneos [Ghisalberti, 1998].
A. Actividad sobre el aparato cardiovascular y sangre

Desde hace tiempo es conocido el efecto beneficioso de las hojas de
olivo (Olea europaea) en el tratamiento de la hipertensiéon, habiéndose
aislado tres compuestos activos con diferente mecanismo: oleuropeina
responsable del efecto hipotensor y vasodilatador coronario, oleaceina
inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), y B-(3,4-
dihidroxifenil) etanol, bloqueante de los canales del calcio [Rauwald et

al., 1994].

Los iridoides aislados de diferentes especies de Eremophila
(melampirésido, feruloilajugol, catalpol y vermindsido) poseen un
inmediato y significativo efecto inotropo negativo. Ademas, todos,
excepto el catalpol, incrementan el cronotropismo [Pennacchio et al.,

1996].

Otros efectos atribuidos a los iridoides incluyen la actividad
estimulante del musculo liso y cardiaco de jaranidésido y la inhibicion de
la bomba Na* en eritrocitos humanos por catalpol [Ghisalberti, 1998].
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B.  Actividad hepatoprotectora

Los iridoides heterésidos como aucubina, catalpol, swertimarina y
gardendsido son compuestos habituales en las plantas utilizadas en la
medicina tradicional china. De ellos, destaca aucubina por su potente
actividad hepatoprotectora frente a la toxicidad producida por
tetracloruro de carbono o a-amanitina. Ademas, suprime la replicacion

del ADN del virus de la hepatitis B in vitro [Chang, 1998].

Mehrotra et al. (1990) comprobaron que Picroliv (una mezcla
comercial que contiene los principios mayoritarios de Picorrhiza kurroa,
picrésido Iy kutkosido), el iridoide catalpol, andrografélido (compuesto
activo de Andrographils paniculata), y silimarina poseen propiedades anti-
antigeno del virus de la hepatitis B. Ademas picroliv también inhibi6 los

antigenos purificados del VHB preparados a partir de portadores sanos.
C. Actividad neuroprotectora

Una investigacion en jerbos sometidos a isquemia cerebral global
transitoria y mediante la valoracién del comportamiento y evaluaciéon
histolégica ha demostrado que el iridoide produce proteccién neuronal.
Los autores sugieren el posible uso terapéutico del catalpol en este tipo

de isquemias [Li et al., 2004].

Se ha estudiado el efecto de (+)- y (-)-siringaresinol y sus
glucoésidos, siringina, aucubina y catalpol sobre el crecimiento neuronal
de la linea celular PC12h. De ellos, el diglucésido de (+)-siringaresinol y

la aucubina parcialmente hidrolizada, fueron los compuestos més
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potentes en la promocién del crecimiento neuronal y en la diferenciaciéon

de las células PC12h [Yamazaki et al., 1994].

Recientemente, Jiang et al. (2004) han establecido el efecto de
catalpol sobre la apoptosis inducida por H2O, en una linea celular de
feocromocitoma de rata (PC 12). Dicho compuesto suprimio la liberacién
de citocromo ¢ mitocondrial al citosol, y ademas atenu¢ la activacion de
caspasa-3, el fraccionamiento de PARP y regulé la apoptosis inducida

por H>O» a través de los miembros de la familia de Bcl-2.
D. Actividad antiinflamatoria

El extracto acuoso obtenido de la raiz de Harpagophytum procumbens
posee actividad antiinflamatoria dosis-dependiente frente al edema
inducido por carragenina, mientras que el glucoiridoide mayoritario
presente en el extracto, harpagosido, administrado oralmente a la dosis
de 5 y 10 mg/kg, no tuvo efecto antiinflamatorio [Lanhers et al., 1992].
Un estudio posterior de este compuesto llevé a la conclusiéon de que
harpagésido tiene propiedades antiinflamatorias y analgésicas dosis-
dependiente en procesos agudos o subagudos si se administra por via

intraperitoneal, pero no por via oral [Baghdikian et al., 1997].

Recio et al, (1994) estudiaron la relacién estructura quimica-
actividad antiinflamatoria de una serie de glucoiridoides frente al edema
agudo inducido por tetradecanoilforbol (TPA) en oreja de ratén y el
edema agudo inducido por carragenina en pata de ratén. En general, se

observo que la actividad antiinflamatoria por via sistémica es modesta,
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siendo algunos de ellos més activos topicamente. Se observé que la
hidroxilacién en Cs, la insaturacion en Cy-Cs, la metilaciéon del carboxilo
en C; y la integridad del anillo ciclopentano incrementan la actividad,

mientras que la hidroxilacién en Cs la disminuye.

Giner et al. (1991) estudiaron la actividad antiinflamatoria del
extracto metandlico de Scrophularia auriculata frente al edema inducido
por acetato de TPA en oreja de ratén. A partir de dicho extracto se aislé
una mezcla de dos iridoides derivados del catalpol, responsables de la
actividad. En un trabajo posterior, Giner et al. (1998) separaron los dos
compuestos, identificindolos como escropoliésido A y un nuevo
iridoide, escrovalentinésido. Ambos compuestos demostraron su
capacidad antiinflamatoria al inhibir preferentemente la reacciéon de
hipersensibilidad inducida por oxazolona en oreja de ratéon [Giner et al.,

2000].

Aucubina inhibi6 la produccién de LTC, en un ensayo realizado en
macrofagos peritoneales de ratén, aunque mostré menos potencia que el
farmaco de referencia utilizado, acido nordihidroguaiarérico (NDGA).
Harpagoésido y harpagido también inhibieron la producciéon de LTC,,
aunque los resultados no fueron significativos. Ademas, harpagoésido y
8-acetilharpagido inhibieron la produccion de PGE> en macréfagos
peritoneales de ratén de un modo no significativo. De los iridoides
estudiados, algunos inhibieron la produccién de tromboxano (TX)B. en
plaquetas humanas, aunque sélo harpagido, escorodiésido y

escropoliésido B no tuvieron efecto significativo. De estos resultados, los
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autores concluyeron que la inhibicién selectiva de la liberacion de TXB:
es el principal mecanismo de accién de la mayoria de iridoides, sin

afectar a los demas metabolitos de la via de la COX [Bermejo et al., 2000].

El factor nuclear kappa B (NF-xB) es uno de los principales factores
de transcripcion en mamiferos y se ha demostrado su papel en la
respuesta inmune innata, asi como en enfermedades crénicas como la
artritis reumatoide. Existen numerosos mediadores que dependen de la
activacion de este factor, entre los que se encuentran la iNOS y la COX-2
[Bremner et al., 2002]. En este contexto, An et al. (2002) demostraron que
catalpésido inhibe la traslocacion al ntacleo de la subunidad p65 del NF-
kB asi como la liberacién y expresion de los genes del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y las interleucinas (IL) 1P y 6 en macréfagos RAW
264.7. En un ensayo llevado a cabo con aucubina y su producto
hidrolizado, Park et al. (2004) observaron en la misma linea celular que
mientras que el producto hidrolizado inhibia el ARNm de TNF-a y la
liberacién del mediador, la aucubina no tenia efecto. Ademas, el
tratamiento con el hidrolizado bloqueé tanto la degradacion del I-xBa
como la traslocacion del NF-xB del citosol al ntcleo. Atish et al. (2006) en
su revision describen que aucubina inhibe la produccién de TNF-a y IL-6

en la linea celular de mastocitos de rata (RBL)-2H3.

Ju et al., (2003a) demostraron en macréfagos de raton RAW 264.7
que patridoide II inhibfa la expresién de la iNOS y la producciéon de NO
y TNF-a, sin embargo no afect6 a la expresion de la COX-2.

Nardostachin, en otro trabajo de los mismos autores [Ju et al., 2003b],
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inhibi6é también la expresion de la iNOS y la liberacion de los mediadores
estudiados. Sin embargo, este producto si tuvo efecto sobre la COX-2,
inhibiendo su expresién, asi como la disminucién en la produccién de

prostaglandina E > (PGEy).
E. Otras actividades

Los iridoides aislados de Parentucellia latifolia, peracetatos de
penstemondsido, aucubina y catalpol, antagonizaron in wvitro las
contracciones musculares uterinas inducidas por acetilcolina y calcio, de
manera similar a como lo hace la papaverina. La actividad
antiespasmodica de los tres iridoides esta relacionada con el efecto
inhibidor del calcio extracelular, intracelular o ambos [Ortiz de Urbina et

al., 1994].

Las ADN polimerasas han emergido recientemente como
importantes dianas biol6gicas en el desarrollo de agentes anticancerosos.
El efecto inhibitorio observado en experimentos realizados con catalpol
no depende de la concentraciéon de ADN. Sin embargo, el aumento en la
concentracion de deoxirribonucledsido trifosfato (dNTP) rescata la
actividad de la TagADN polimerasa, sugiriendo que el catalpol acttia
competitivamente con el dNTP por el sitio de unién de la enzima

[Pungitore et al, 2004].

A menudo, las plantas son atacadas por multiples seres vivos,
incluyendo agentes patégenos y depredadores herbivoros. En un estudio

llevado a cabo con aucubina y catalpol, las plantas que contienen estos
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compuestos incrementaron la resistencia in vivo de la planta frente al
insecto herbivoro Spodoptera exigua y el patdégeno fungico biotrofo
Diaporthe adunca. Es sabido que los iridoides son capaces de detener la
depredacién o el crecimiento de muchos insectos herbivoros en general,
pero a veces actian como indicadores de puesta de huevos de mariposas
especializadas y estimulan la depredacion por parte de las larvas. En
general, las larvas de los paréasitos se desarrollan peor en una planta con
alto contenido en catalpol [Bowers, 2003; Nieminen et al., 2003; Biere et

al., 2004].

I1.4. Flavonoides

11.4.1. Introduccion

Los flavonoides son compuestos fenodlicos derivados del 2-
fenilcromano, cuya estructura base es el ndcleo benzopiran-4-ona con un

sustituyente aromético en el carbono 2.

En funcién de su estructura quimica los flavonoides se clasifican en
flavonas y flavonoles, flavanonas y dihidroflavanoles, isoflavonas,

chalconas y auronas, antocianidinas.

copde

(¢]
R=H Flavona
R=0OH Flavonol Flavanona Isoflavona Chalcona

Fig I1.9. Estructuras mas frecuentes de flavonoides
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Los flavonoides son responsables de la coloracién de las flores y
frutos. También se localizan en la cuticula y en las células epidérmicas
de las hojas, de forma que aseguran la proteccién de los tejidos contra
los efectos nocivos de las radiaciones ultravioleta. Cuando los
flavonoides se encuentran en la cuticula foliar casi siempre lo hacen
como geninas libres cuya lipofilia se incrementa por el grado de
metilacién de los grupos hidroxilo. Esto ocurre principalmente en
plantas de regiones aridas o semiaridas, generalmente provistas de

estructuras secretoras [Bruneton, 2000].

11.4.2. Polimetoxiflavonas

El género Citrus (Rutaceae) se caracteriza por acumular compuestos
fenélicos como flavanonas y flavonas polimetoxiladas, las cuales son
infrecuentes en otros géneros, lo que hace que se les denomine
genéricamente citroflavonoides. Las flavonas presentes en los citricos se
pueden encontrar en forma libre (genina) o heterosidica. Existen
derivados cuya estructura estd altamente sustituida por grupos hidroxilo
y/o metoxilo. Se pueden encontrar compuestos como escutelareina
(5,6,7, 4 -tetrametoxiflavona), sinensetina (5,6,7,3’,4’-pentametoxiflavona),
tangeretina (5,6,7,8,4"-pentametoxiflavona) y nobiletina (5,6,7,8,3",4'-
hexametoxiflavona) [Del Rio et al., 2004]. Lamiaceae es una familia
taxonémicamente alejada de Rutaceae [Frohne y Jensen, 1998] que
contiene diversas especies con polimetoxiflavonas, especialmente las del

género Scutellaria [Gafner et al., 2003; Miyaichi et al., 2006], aunque
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también se han descrito en otros géneros como Lamium, Salvia, Teucrium,

Thymus [Harborne,1988] y Sideritis [Villar et al., 1984; Harborne,1988].

El flavonoide objeto de nuestro estudio es la 5-O-desmetilnobiletina
(5-hidroxi-6,7,8,3",4’-pentametoxiflavona). Se trata de una
polimetoxiflavona anédloga a la nobiletina pero con un grupo hidroxilo
en el carbono 5, aislada a partir de las partes aéreas de Sideritis

tragoriganum sp. mugronensis (Lamiaceae) [Villar et al., 1984].

Fig I1.10. Sideritis tragoriganum Lag. sp. mugronensis (Borja) C. Obén de
Castro & D. Ribera Nuifiez (Lamiaceae)

OH O
Fig I1.11. Estructura de 5-O-desmetilnobiletina
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I1.4.3. Actividad farmacolégica
A. Introduccion

Clasicamente a los flavonoides se les han reconocido Ilas
propiedades y actividades antiinflamatoria, antioxidante, antialérgica,
hepatoprotectora, antitrombética, antiviral y anticarcinogénica [Manthey
et al, 1999]. Entre ellas, las propiedades antiinflamatorias y antioxidantes
han sido empleadas desde hace tiempo tanto en medicina tradicional

como en la industria.

Se han propuesto diferentes mecanismos que explican la actividad
antiinflamatoria, demostrdndose in vitro el efecto de los flavonoides
sobre diferentes mediadores y enzimas proinflamatorias [Rotelli et al,
2003]. Como derivados fendlicos que son, actian como agentes quelantes
de metales y captadores de radicales libres, pueden regular la actividad
de las células implicadas en la inflamacién como mastocitos, macréfagos,
linfocitos y neutréfilos. Por ejemplo, algunos flavonoides inhiben la
liberacién de histamina de mastocitos y otros inhiben la proliferacién de
los linfocitos T. Todas estas propiedades son recogidas en revisiones

recientes [Middelton et al, 2000; Havsteen , 2002].

Hay pruebas contundentes del efecto de los flavonoides en la
producciéon de mediadores inflamatorios a través de la inhibiciéon de
enzimas implicados en el metabolismo del &cido araquidénico, asi como
en la produccién de 6xido nitrico. En los altimos tiempos se ha afianzado

el hecho de que los flavonoides son capaces de modular la supresion
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génica y es evidente que la actividad antiinflamatoria que poseen es, al
menos en parte, debida a la supresién de genes proinflamatorios [Kim et
al, 2004]. Por ejemplo, nobiletina inhibe de forma dosis-dependiente la
liberaciéon de histamina inducida por el TPA en baséfilos humanos,
inhibe la infiltraciéon leucocitaria, la expresion de COX-2, iNOS vy
produccién de PGE; en ratones expuestos a aplicaciones topicas de TPA
[Mukarami et al., 2000], inhibe la produccion de PGE: y la actividad pro-
metaloproteinasa 9 (proMMP-9) en fibroblastos sinoviales de conejo
[Ishiwa et al., 2000], dicho efecto puede deberse a la inhibicién de la
actividad de unién de la proteina de activaciéon-1 (AP-1), como han
demostrado Sato et al. (2002) en un estudio realizado en células HT-1080
de fibrosarcoma. Ademads, nobiletina inhibe la producciéon de IL-18
inducida por PGE: en fibroblastos sinoviales humanos y disminuye la
expresion de IL-lo, IL-1B, TNF-oo y ARNm de IL-6 en macrofagos
J774A.1 [Lin et al., 2003], asi como la expresion de COX-2 en RAW 264.7
[Mukarami et al., 2005].

B. Efecto sobre la actividad de las cinasas

Una de las cinasas que mayor implicacion tiene en los procesos
inflamatorios es la proteina cinasa C (PKC). Esta enzima es dependiente
de Ca?* y fosfolipidos, es multifuncional, fosforila residuos de serina y
treonina y esta implicada en un amplio rango de actividades celulares,
incluyendo entre otros, la promocién de tumores, mitogénesis, procesos
secretores y funciones de células inflamatorias [Nishizuka, 1995]. Una

gran variedad de flavonoides podrian inhibir a la subunidad catalitica de
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la PK dependiente de AMPc [Jinsart et al., 1992]. El doble enlace C>—-C; y
la polihidroxilaciéon de los anillos favorecen el desarrollo de actividad
inhibitoria frente a la PKC. Es sabido que la inhibicién de la PKC y la PK
mitégeno activadora (MAPK) afecta a la transduccién de sefiales de
forma que se regula la capacidad de unién de los factores de
transcripcion como el NF-kB o AP-1 al ADN [Kim et al. 2004; Ko et al.
2005].

C.  Efecto sobre la actividad de la fosolipasa Az (PLA:?)

Tras la mordedura de una serpiente se produce una infiltracién de
neutréfilos proxima a la zona afectada como parte de la respuesta
inflamatoria. Se ha demostrado que el veneno de la cobra Naja
mossambica, asi como la fosfolipasa A» secretora (sPLAj) aislada del
veneno, estimulan la traslocaciéon del CD11b de los granulos de los
neutréfilos a la membrana plasmatica y promueven la movilidad de
éstos en superficies de colageno. El veneno, asi como la enzima aislada,
actuarian causando una estimulacién no enzimatica de los neutrofilos,
dando lugar a la activacion de la PLA; citosdlica (cPLA2) y a la
produccién de metabolitos del acido araquidénico involucrados en la
estimulacién y posterior desgranulacién y motilidad de los neutréfilos.
Asi pues, el veneno que posee PLA,, se une a los fosfolipidos aniénicos
expuestos en la superficie de los neutréfilos estimulados, contribuyendo
a su vez a la produccién de quimiocinas responsables de la infiltracion de
neutrofilos en la zona de la mordedura de la serpiente [Sundell et al.,

2003].
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Sala et al. (2000) demostraron que sumidad florida de Santolina
chamaecyparissus (Asteraceae) es una buena fuente de compuestos
antiinflamatorios, conteniendo principios que inhiben la actividad PLA;
tanto in vivo como in vitro, aislando el flavonoide nepetina como agente

inhibidor de la actividad PLA,.

Entre los flavonoles citados por su actividad destacan kaempferol,
quercetina y miricetina, los cuales poseen mayor efecto inhibidor la
actividad PLA; del veneno de serpiente que las flavanonas hesperetina y
naringenina, siendo por ello de relevancia la presencia del doble enlace

entre C,—Cs del anillo C [Kim ef al., 2004].

Chang et al., (2005) demostraron que 2’,4’,7-trimetoxiflavona inhibia
la liberaciéon de PGE; sin afectar a la actividad COX-2, hecho que los

autores del trabajo justificaron mediante la inhibicion de la PLA,.
D. Efecto sobre las enzimas COX y LOX

El 4cido araquidonico liberado de los fosfolipidos de membrana
por la acciéon de la PLA2 puede ser metabolizado por la via de la COX
para dar lugar a PGs y TXs. Existen dos isoformas diferentes de esta
enzima, la COX-1 y la COX-2, aunque recientemente se ha descubierto
una tercera, la COX-3. La COX-1 es una enzima constitutiva presente en
todo tipo de células, proporcionando PGs citoprotectoras y TXs con
propiedades agregantes plaquetarias. La COX-2 se expresa en mayores

cantidades en células implicadas en la inflamacién como macréfagos y

45



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

mastocitos, cuando éstos son estimulados con citocinas proinflamatorias

y/o LPS [Kim et al. 2004].

’ Fosfolipidos de membrana ‘

+«——— PLA,

’ Acido araquidénico ‘

|1210x | |15L0X] 5-LOX cox

PGG,

PHETE | 15-HETE | [ 5-HETE ] LTA,

31,

LTC, LTB,
LTD,
LTE

PGD,
PGE,
PGF,

Fig I1.12. Esquema del metabolismo del dcido araquidénico

Muchos derivados de estructura flavona, como apigenina, son
inhibidores de la COX, mientras que los flavonoles, como quercetina y
miricetina, son preferentemente inhibidores de la LOX. Raramente se han
descrito flavonoides inhibidores selectivos de COX-2, siendo maés
frecuentes los activos frente a COX-1. Wogonina es el tanico flavonoide
descrito como inhibidor selectivo frente a COX-2. Algunos flavonoides
son inhibidores duales COX-1/COX-2 y su actividad antiinflamatoria in
vivo esta relacionada con esa propiedad, reduciendo la produccién PGs

[Kim et al. 2004].
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Las LOXs son las enzimas responsables de la producciéon de
hidroxidcidos y LTs a partir de acido araquidénico. Se han identificado 5,
8-, 12- y 15-LOX en diferentes células y tejidos. Mientras la 15-LOX
sintetiza el acido 15 hidroxieicosatetranéico (15-HETE) con propiedades
antiinflamatorias, las enzimas 5- y 12-LOX estan implicadas en procesos
de inflamacion, alergia y asma a través de la produccién de 5-HETE,
LTA4 y LTB4, metabolitos que actian como potentes quimiotacticos. Se
han realizado diversos estudios centrados en el efecto que los
flavonoides ejercen sobre la actividad 5- y 12-LOX con el fin de dilucidar
sus propiedades antiinflamatorias, entre los cuales destaca el de Kim et
al. (2004), en el cual se ha visto que flavonoles como kaempferol,
quercetina, morina y miricetina son mas activos como inhibidores de la
5-LOX que de la 12-LOX, siendo ademas maés activos que las flavonas.
Hoult et al. (1994) estudiaron los efectos de los flavonoides sobre 5-LOX y
COX en leucocitos peritoneales de rata y leucocitos polimorfonucleares
(PMN) humanos estimulados con Ca?* e iondforo de calcio A23187.
Segun este estudio, los compuestos polihidroxilados inhiben la 5-LOX de
un modo mas efectivo que los no hidroxilados. Previamente, Laughton et
al. (1991) habian demostrado que una combinacién de propiedades
hierro-quelantes/hierro-reductoras son necesarias para la inhibiciéon
selectiva de la 5-LOX en leucocitos peritoneales por compuestos
fendlicos, lo que justifica un posible mecanismo de accién de estos
compuestos como inhibidores de la actividad 5-LOX. Sin embargo,
estudios més recientes han especulado que este no es el tinico mecanismo
de accién que justifica los efectos celulares de los flavonoides [Rice-

Evans, 2001]. De hecho, existen ejemplos de inhibidores de 5-LOX que se
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alejan de las caracteristicas estructurales tipicas de fenoles antioxidantes
como ciertas flavonas metiladas [Alcaraz et al., 1987; Laughton et al.,

1991] y flavanonas como pinocembrina [Sala et al., 2003].
E. Efecto sobre las enzimas inducibles COX-2 e iNOS

Es evidente que el control de la expresiéon de ciertas enzimas
inducibles es llevado a cabo por factores de transcripcién, entre ellos el
NF-xB, que se encuentran en el citoplasma celular y migran al ntcleo tras

el estimulo de ciertas sefiales [Wong et al., 1999].

Los flavonoides pueden afectar la expresion de ciertas enzimas a
este nivel. En la mayoria de los casos, los estudios se han realizado con
macréfagos estimulados con LPS. Algunos flavonoides inhiben la
expresion génica de COX-2 y de iNOS, aunque con diferente potencia y

selectividad [Chen et al., 2000; Kim et al., 2002].

El NO es una molécula que facilmente difunde entre las células y
estd implicado en un amplio ntimero de efectos biologicos tanto
fisiolégicos como patolégicos. Se genera por accion de la NOS que
cataliza la conversiéon de L-arginina a L-citrulina. Se han caracterizado
tres isoformas diferentes, cada wuna codificada por diferentes
cromosomas. Dos isoformas se expresan de modo constitutivo (NOS
endotelial y NOS neuronal), mientras que la tercera es inducible (iNOS).
Se han realizado estudios con flavonoides de diferente estructura en
macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS o citocinas con el fin de

establecer la posible relacién entre su estructura quimica y la actividad
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inhibidora de la produccion de NO. Algunos flavonoles e isoflavonas,
pero principalmente las flavonas, inhibieron la produccién de NO,
siendo el doble enlace entre C>—Cs imprescindible para su actividad,
mientras que las sustituciones hidroxi en los anillos A y B influyen en el
efecto antiinflamatorio. Se ha observado que los flavonoides mas
efectivos no inhibieron significativamente la actividad de la iNOS y sin
embargo, suprimieron su expresion. Apigenina, luteonina, quercetina,
genisteina y kaempferol inhibieron la produccién de NO regulando

negativamente la actividad enzimatica [Kim et al. 2004].

En el estudio llevado a cabo por Olszanecki et al. (2002) se demostré
que la supresion de la inducciéon de la iNOS, puede incrementar la
actividad de la NOS constitutiva en el endotelio vascular, evitando asi los
procesos de aterotrombosis. Los flavonoides més potentes en este estudio

fueron kaempferol y apigenina.
F.  Efecto sobre los factores de transcripcion

El factor nuclear de transcripcion NF-xB es el mayor efector de la
via implicada en la inflamacién y en la respuesta inmune innata. Este
factor posee una subunidad inhibitoria (IxB) que lo retiene en el
citoplasma hasta que la llegada de un estimulo a la célula la fosforila por
medio de una cinasa (IxB cinasa, IKK), la cual se degrada y libera a la
parte activa del factor transcripcional permitiendo la translocacion del
factor al ntcleo, la unién a los elementos del promotor xB y finalmente la
transcripcion de genes. La activacion de NF-xB induce la transcripcion

genética de numerosos mediadores pro-inflamatorios, incluyendo las
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enzimas iNOS y COX-2, asi como los mediadores TNF-a, IL-6 e IL-8,
entre otros, siendo la destrucciéon de IkB un proceso critico para la

activacion del NF-xB.

Generalmente, los compuestos fenodlicos tienen actividad
antioxidante, y mediante la reducciéon de especies reactivas oxigenadas
(ROS), pueden inhibir de forma inespecifica al NF-kB. Sin embargo, la
evidencia de la intervencién de las ROS en la activacién del factor de
transcripcion esta limitada a algunas lineas celulares y sélo estd bien

caracterizada en linfocitos [Bremner et al., 2002].

Los factores de transcripcion son modulados por distintos
flavonoides, como por ejemplo la polimetoxiflavona nobiletina, la cual
acelera la sintesis de novo de IxB en vez de degradarlo. Ademas, es un
inhibidor moderado tanto de iNOS (52%) como de COX-2 (42%)
[Mukarami et al, 2003]. El derivado eupalitina-3-O-p-D-
galactopiranésido a 100 pM inhibe la translocacion del NF-xB en
leucocitos polimorfonucleares estimulados con fitohemaglutinina (PHA)
[Pandey et al. 2005]. En la revision de Bremner et al. (2002) se recogen
numerosos compuestos fenodlicos que acttan a nivel del factor de
transcripcion, entre los cuales cabe destacar la teaflavina-3,3’-digalato
que afecta a la activacion del NF-xB mediante la inhibicién de la
expresion del IKKo en macréfagos RAW 264.7. Wogonina, baicalina,
baicaleina, y oroxilina A inhibieron la producciéon de NO mediante la

anulacion de la expresion de la iNOS.
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Xagorari et al. (2001) estudiaron el efecto de diversos flavonoides
sobre la producciéon de TNF-a, siendo luteolina y quercetina los
inhibidores mas potentes. Luteolina inhibe la fosforilaciéon de la
subunidad IkB-a estimulada por LPS, con lo que controla la expresiéon de

ciertas citocinas, como el TNF-a.

G. Efecto sobre la actividad de proteasas: elastasa y los procesos de

desgranulacion en neutroéfilos

La activaciéon de los neutréfilos les conduce a la liberacion de
multiples productos microbiocidas, como radicales de oxigeno, péptidos
cationicos, eicosanoides y enzimas proteoliticas, que sirven normalmente
para combatir a los microbios patégenos invasores. Sin embargo, cuando
esta liberaciéon se realiza de una forma incontrolada, los productos
citotoxicos afectan a las células de alrededor. La elastasa es una serina-
proteasa que se encuentra en los granulos azuréfilos de los neutréfilos.
Los sustratos de esta enzima incluyen proteinas de la matriz extracelular
como coldgeno, elastina, fibrina, fibronectina, el receptor de plaquetas
IIb/1lla, etc. Ademas, la elastasa puede degradar numerosas proteinas
solubles como factores de coagulacién, inmunoglobulinas, complemento

y numerosos inhibidores de proteasas [Lee et al. 2001].

La estimulaciéon de los neutréfilos para que liberen elastasa puede
realizarse mediante su exposicion a determinadas citocinas y
quimiotacticos, como el TNF-a, IL-8, C5a, LPS y el tripéptido derivado de

la pared bacteriana, N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP).
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Se han realizado diversos estudios con flavonoides con el fin de
buscar inhibidores selectivos de la enzima elastasa. Entre ellos destaca el
de Sartor ef al. (2002a), que establecieron los requerimientos estructurales
para observar una actividad inhibitoria 6ptima. Entre ellos, la necesidad
de un doble enlace entre C2-C3, un grupo hidroxilo en C3 (flavonol) y
tres grupos hidroxilo en el anillo B (trihidroxiflavonoles). Ademas,
demostraron que el 3-galato de epigalocatequina inhibe la elastasa con
una CI50 de 0,4 pM, valor 50, 150 y 2500 veces inferior que los obtenidos
frente a gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), trombina y catepsina G,
respectivamente [Sartor et al., 2002b]. En otro estudio, Tou (2002) observé
que genisteina inhibe la actividad de la fosfolipasa D (PLD), relacionada
con la desgranulaciéon de neutrdfilos, siendo necesaria una mayor
concentraciéon del flavonoide para reducir la desgranulaciéon que para

inhibir la actividad PLD.

Selloum et al. (2002) ensayaron el efecto de rutinésido en el edema
inducido por carragenina en pata de rata, en la quimiotaxis de los
neutroéfilos y en su desgranulacién ademas de la exocitosis de elastasa. El
flavonoide redujo el edema plantar a las 2 horas de la inyeccion del
mucopolisacarido e inhibi6 de forma dosis dependiente la quimiotaxis.
En cuanto a la liberacion de elastasa, ésta fue s6lo parcialmente inhibida

por rutindésido a concentraciones superiores a 25 pM.

Wei et al. (2001) observaron que kaempferol y quercetina inhiben la
liberacién de enzimas como B-glucuronidasa y lisozima en neutréfilos de

rata estimulados con citocalasina. La inhibicién de los procesos secretores
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estd regulada por la activacion de wuna isoenzima de la PKC

independiente de Ca2+.

H. Efecto sobre la produccion de citocinas y la expresiéon de

moléculas de adhesion celular

Las citocinas son hormonas locales genuinas (sistema
auto/paracrino), aunque algunas tienen una funcién endocrina. No estan
preformadas sino que se sintetizan en respuesta a un estimulo activador,
a continuacién son liberadas y acttian sobre receptores especificos de
membrana celular, cuya expresiéon es también a veces un fenémeno
transitorio, como es el caso de la inflamacién. De entre ellas podemos
destacar el TNF-a, IFN-y y diversas interleucinas. Las moléculas de
adhesion celular se encargan de fijar en la pared del endotelio vascular a
los leucocitos que migraran hacia el foco inflamatorio en el tejido [Aplin

et al., 1998].

Manthey et al. (1999) y Delaney et al. (2001), demostraron que
diversas flavonas polimetoxiladas inhiben la expresion de TNF-a
inducida por LPS en monocitos humanos. La produccién de TNF-a fue
suprimida a nivel de expresiéon génica por una heptametoxiflavona, que
actu6 como un potente inhibidor de la actividad fosfodiesterasa,

elevando los niveles de AMPc en monocitos.

Respecto al papel de los flavonoides sobre las moléculas de
adhesion, el estudio realizado por Bito et al. (2002) demostré como, entre

otros flavonoides ensayados, taxifolina fue el inhibidor mas potente de
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la expresion de la proteina de adhesiéon ICAM-1 inducida por IFN-y en
queratinocitos humanos. El efecto se produce a nivel transcripcional, al
inhibir la activacién del factor de transcripcion STAT1 (Signal transducers
and activators of transcription), fosforilado en un residuo de tirosina por la

JAK1 (Janus kinase).

L Efecto sobre la proliferacion celular. Profilaxis contra el cancer e

induccién de apoptosis

Los flavonoides poseen propiedades importantes en la prevencion
del cancer. En los ultimos afios la atencién de los investigadores se ha
volcado en la capacidad inhibidora de estos compuestos sobre el ciclo y
proliferacion celular, estrés oxidativo e induccién de la detoxificacion
enzimatica, apoptosis y modificacién de la respuesta inmune [Birt ef al.,
2001]. Algunas propiedades protectoras contra el cancer han sido
asociadas a alimentos ricos en flavonoides, por ejemplo flavonoles de
cebolla, isoflavonas de soja, proantocianidinas del té verde, etc. [Le

Marchand, 2002; Lambert et al., 2005].

Se han llevado a cabo estudios sobre la prevencién del cancer en
animales de experimentaciéon que han demostrado la importancia de los
flavonoides al inhibir el desarrollo de células cancerosas in vivo. Asi,
naringina y genisteina administrados en la dieta retrasaron la apariciéon y
el namero de tumores de mama en rata inducidos con 7,12-
dimetillbenz(a)antraceno. Ademas, diferentes estudios realizados in vitro
con flavonoides, como genisteina y quecertina, indican que su actividad

preventiva frente al cancer puede ser debida a la modificaciéon de la via
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de transduccién de sefiales, produciendo inhibicién del crecimiento y
transformacion celular, promocién de la apoptosis, reduccion de la
invasividad y disminucién de la angiogénesis [Lambert et al., 2005]. Por
otro lado, genisteina inhibi6 el crecimiento celular de lineas tumorales de
cancer de mama tanto con receptor estrégeno positivo (MCF-7) como

negativo (MDA-MB-468) [Birt et al., 2001].

Aunque la mayoria de los flavonoides no resulten téxicos para
humanos y animales, si han mostrado capacidad para inhibir la
proliferacion en distintas lineas tumorales humanas [Birt et al., 2001]. Se
piensa que las propiedades preventivas demostradas in vivo pueden ser
debidas a la capacidad de estos compuestos para inhibir la fase I e
inducir la fase II del metabolismo enzimaético de la célula tumoral que
inicia el proceso. La reduccion del proceso carcinogénico puede ser
debida a su efecto sobre enzimas que liberan radicales de oxigeno,
reduciendo la actividad de enzimas que contribuyen a la sintesis de ADN
e inhibiendo las proteina-cinasas que intervienen en la transduccién de
sefiales. Finalmente, previenen el desarrollo de tumores induciendo la
apoptosis de las células tumorales al inhibir la topoisomerasa II y
regulando negativamente la expresion de la proteina p53 o provocando
toxicidad mitocondrial, lo cual da lugar al proceso apoptoético [Galati et

al., 2004].

Los flavonoides quercetina, taxifolina, nobiletina y tangerina
mostraron efectos antiproliferativos en carcinoma epidermoide HTB43

[Kandaswami et al., 1991]. En otro estudio llevado a cabo con 27
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citroflavonoides en varias lineas tumorales, como carcinoma de pulmén
A 549 y de estomago TGBC11TKB, se observé que éstos eran capaces de
inhibir la proliferaciéon celular de las lineas cancerigenas sin afectar a las
celulas normales humanas [Kawaii ef al., 1999]. El ensayo realizado en 6
lineas celulares cancerigenas mostraron que los flavonoides inhiben la
proliferaciéon y la angiogénesis con unas concentraciones de rango
micromolar muy bajo, es decir en condiciones de biodisponibilidad

fisiolégicas [Fotsis et al., 1997; Manthey et al., 2002].

La propiedad antiproliferativa demostrada por diversos
flavonoides sugiere que estos compuestos pueden inhibir el ciclo celular
o bien inducir apoptosis. De hecho, se ha visto que los flavonoides son
capaces de regular las fases Gi, S 'y G2/M del ciclo celular de lineas
cancerigenas [Birt et al.,, 2001]. Genisteina, genistina, daidzeina y
biochanina A inhibieron el crecimiento de celular de lineas tumorales de
vejiga de ratéon y humana al frenar la progresiéon del ciclo celular e
inducir apoptosis [Zhou et al., 1998]. Quercetina bloque6 el ciclo celular
en la fase Gi1-S en células de cancer de colon COLO 320 DM [Hosokawa
et al., 1992] y células T leucémicas [Yoshida et al., 1992], induciendo
apoptosis [Wei et al., 2001]. Estudios realizados con nobiletina frente a
células humanas de cancer de colon han puesto de manifiesto su
capacidad antiproliferativa, al inhibir la progresiéon del ciclo celular e
inducir apoptosis en las lineas COLO 320, SW 480 y CACO 2 [Zheng et
al., 2002]. Ademads, nobiletina inhibié la proliferacion de células de
hepatocarcinoma humano y de rata, frenando la progresion del ciclo
celular en la fase Go/M e induciendo apoptosis. Mediante RT-PCR
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(reverse-transcription polymerase chain reaction) semicuantitativa a tiempo
real se observd que nobiletina disminuye la expresiéon de genes
relacionados con el ciclo celular, bcl-2, y las ciclinas E y B en la linea
MH1C1 correspondiente a células de hepatocarcinoma de rata [Ohnishi
et al., 2004]. En cuanto a la modulacién de la apoptosis, Lee et al. (2002)
observaron que nobiletina induce la digestion del ADN genémico de
forma dosis dependiente, efecto inferior a otros conocidos flavonoides

como wogonina y fisetina.

Resulta importante conocer la capacidad antioxidante o
prooxidante de los flavonoides, ya que estd relacionada con su posible
efecto pro-apoptoético. Ko et al. (2005) proponen dos mecanismos para la
induccién de apoptosis por flavonoides, uno de ellos seria independiente
de especies reactivas oxigenadas (ROS), el cual tiene lugar cuando los
flavonoides contienen mas de un OH libre en la molécula, mientras que
el otro mecanismo seria dependiente de ROS, y tendria lugar cuando los
flavonoides poseen uno o ningtin OH libre. Es sabido que las ROS ponen
en funcionamiento la maquinaria molecular para inducir la apoptosis en
células tumorales, y numerosos genes relacionados con la apoptosis han
sido identificados asi como también las caspasas, las proteinas de la
familia bcl-2 y la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP). En su estudio,
Ko et al. (2005) demostraron que la hidroxilacion de los flavonoides en las
posiciones 4’y 6 es crucial para su actividad pro-apoptoética, y que la
activacion de las ROS y la cascada de la caspasa-3 estan implicadas en el

proceso apoptotico.
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Las caspasas provienen de una familia de cisteina-proteasas
autocataliticas, las cuales regulan numerosos procesos celulares,
incluyendo apoptosis, diferenciacion celular e inflamacién. Existen tres
grupos de caspasas y se clasifican dependiendo su funcién y la
especificidad del sustrato. El grupo 1 de caspasas, que incluye las
caspasas-1, -4, -5 y -14, estd implicado en la sintesis de citocinas y en la
inflamacién. La caspasa-1, originalmente conocida como enzima
convertidora de IL-1p (ICE), fue la primera caspasa descubierta y es
esencial en la produccion de citocinas IL-1 y IL-18. Las caspasas
pertenecientes a los otros dos grandes grupos tienen funciones
relacionadas, especialmente con la apoptosis, e intervienen en otras
cascadas proteoliticas que llevan a la fragmentacion del ADN y a la

degradaciéon de mdltiples sustratos [Krakauer, 2004].

Estudios llevados a cabo en linfocitos indican que se requiere la
activaciéon de determinadas caspasas para la proliferacion de células T
estimuladas mediante un agente mitégeno o bien mediante el anti-CD3.
La inhibicién de determinadas caspasas da lugar a un bloqueo de la
linfoproliferacién, viendo que la ruptura selectiva del sustrato es llevada
a cabo por linfocitos viables y en proliferacion [Alam et al., 1999;
Kennedy et al., 1999], donde la funcién de las caspasas es independiente
de la de su papel en la apoptosis. En linfocitos T humanos, son cruciales
en la activacion del NF-xB, con lo cual lo son también en la induccion del
sistema IL-2/IL-2R y por tanto en la progresiéon del ciclo celular,
inducida por agentes mitégenos [Wilhelm et al. 1998, Kennedy et al.1999,
Alam et al. 1999, Mack et al. 2002].
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Apigenina, una flavona abundante en frutos y vegetales se
caracteriza por ser antiproliferativa, antiinflamatoria y antimetastésica.
Sin embargo, los mecanismos por los que ejerce esas actividades no estan
bien definidos. Recientemente se ha publicado [Vargo et al., 2006] que el
efecto antiproliferativo y proapoptético en células leucémicas y en
monocitos es a través de la activacion de la caspasa 3 y de la PKC9, un
miembro de la familia de PKC que se activa en diferentes tipos de células
en respuesta a varios estimulos apoptéticos. En este sentido, Sergeev et
al. (2006) estudiando el efecto apoptético de diferentes flavonas
polimetoxiladas en células de cancer de mama, han sugerido que estas
flavonas favorecen la apoptosis a través de la activacion de caspasas cuya
activacion depende, a su vez, de la concentracién intracelular de calcio,

por ejemplo la caspasa-12.
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III.1. Compuestos objeto de estudio

II1.1.1. Flavonoide

El flavonoide  5-O-Desmetilnobiletina  (5-hidroxi-6,7,8,3,4’-
pentametoxiflavona, Fig. IIL.1) fue obtenido a partir de Sideritis
tragoriganum Lag. subs. mugronensis (Borja) C. Obon de Castro y D.

Ribera Niiez.

Fig IIL.1. Estructura de 5-O-Desmetilnobiletina

II1.1.2. Iridoides

Los iridoides escrovalentinésido (6-O-(2”,3"-di-O-acetyl- 4”-O-p-
metoxi-  cinamoil)-a-L-ramnopiranosil ~ catalpol, Fig. 1IL2) vy
escropoliésido A (6-O-(2”,4”-di-O-acetyl-3”-O-p-metoxi-cinamoil)-o.-L-
ramnopiranosil catalpol, Fig. II1.2) se aislaron a partir de Scrophularia
auriculata subs. pseudoauriculata (Senn.) Bolos et Vigo (S. valentina Rouy)

[Giner et al., 1998].
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Fig I11.2. Estructuras de escrovalentinésido y escropolidsido A

III.2. Actividad antiinflamatoria in vivo y ex vivo

II1.2.1. Animales de experimentacién

Los animales empleados son ratones hembras albinas de la raza
Swiss procedentes de la compafiia Harlan Interfauna Ibérica S.L.
(Barcelona), de 3 meses de edad y peso entre 25-30 g. Una vez recibidos,
se estabulan bajo condiciones perfectamente estandarizadas: temperatura
22 £ 3°C, fotoperiodo 12/12 horas de luz/oscuridad; alimentacion
artificial estdndar y agua ad libitum. Los animales se distribuyen a razén

de 5 6 6 por grupo de estudio.

Las ratas utilizadas para la obtencién de células peritoneales son

hembras de la raza Wistar de 180-200 g de la compafia Harlan
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Interfauna Ibérica, S.L. (Barcelona). Una vez recibidos, se estabulan bajo
condiciones perfectamente estandarizadas: temperatura 22 + 3 °C,
fotoperiodo 12/12 horas de luz/oscuridad; alimentacion artificial

estandar y agua ad libitum.

Tanto las condiciones de cuidado de los animales como las de
ensayo siguen las indicaciones del Comité Etico de la Facultat de
Farmacia de la Universitat de Valéncia de acuerdo con las directrices de

la Unién Europea, actualmente desarrollado en el Real Decreto

1201,/2005.

II1.2.2. Aparatos y material de laboratorio

Tabla II1.1. Material empleado en las pruebas in vivo

Balanza de precision (0,0001 g) Sartorius
Bafio termostatado con agitacion SW 20, Julabo
Homogeneizador Politrén, Kinematica
Maquina cortapelo Type 1400, Moser
Material desechable Discardit 11
Material quirargico Pinzas y tijeras
Microjeringas 100 pL, Hamilton
Micrémetro digital Series 293, Mitutoyo
Microscopios Nikon Phase Contrast-2, ELWD 0.3
Nikon Eclipse TE2000-S
Pipetas automaticas Eppendorf Research
Labnet, BioPette
Pletismémetro 7150, Ugo Basile
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II1.2.3. Reactivos

Tabla III.2. Reactivos empleado en las pruebas in vivo

Acetona PA Merck
Agua oxigenada 33% Sigma
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HT AB) Sigma
A- Carragenina Sigma
Ciproheptadina Sigma
Dexametasona (DXM) Sigma
Dinitrofluorobenceno (DNFB) Sigma
Eritrocitos de cordero (SRBC) Sigma
Etanol 96% PA Panreac
Formaldehido 40% PA Panreac
Ibuprofeno Sigma
Oxazolona (4-etoximetilen-2-feniloxazol-5-ona) Sigma
PLA> Naja mossambica Sigma
Sales inorgénicas para andlisis Sigma
Tetrametilbenzidina (TMB) Sigma
13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) Sigma
Tween 80 Fluka
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II1.2.4. Tampones

Tabla II1.3. Composicién de tampones y soluciones

Tampon fosfato sédico 0,22 M NaHPO, -2 H,O 39,204 g
KH2PO4 29,964 g
HxO c.s.p. 1L
pH=54

Tampon NaOAc 1,46 M CH;CH>COONa 1,46 M
CH3;CHCOOH
pH=3

Tampoén salino basificado NaCl 0,9%
NaHCO; 0,1%
H>O cs.p. 1L
pH=74

II1.3. Métodos in vivo y ex vivo

II1.3.1. Hipersensibilidad por contacto inducida por

dinitrofluorobenceno (DNFB)

La aplicacién tépica de 2,4-dinitro-1-fluorobenceno (DNFB) tras la
sensibilizacién previa con la misma sustancia, produce una reaccioén de
hipersensibilidad por contacto, que se caracteriza por la apariciéon de una
reacciéon eccematosa, con presencia de linfocitos, macréfagos y edema en

la epidermis.

El método seguido fue el desarrollado por Géngora et al. (2000). Los
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ratones se reparten en seis grupos: control (el tratamiento es el vehiculo),
el farmaco de referencia dexametasona (0,025 mg/oreja) y sustancias
objeto de estudio 5-O-desmetilnobiletina, escropoliésido A 'y
escrovalentinésido (0,5 mg/oreja). También se incluye un grupo sin
sensibilizar para asegurar que el edema no es resultado de irritacién,

sino consecuencia de la respuesta inflamatoria de hipersensibilidad.

Los ratones se sensibilizan durante dos dias consecutivos mediante
la aplicacion tépica de 20 pL de DNFB al 0,2% en acetona sobre el
abdomen rasurado. Se miden las orejas de todos los ratones (sin
inflamar) con un micrémetro digital (Mitutoyo). A los cinco dias (a partir
del dia 1 tras la aplicacién) se provoca la reacciéon aplicando 20 pL de
DNFB al 0,2% en acetona en cada oreja (10 puL en cada superficie). A las 2,

24 y 48 horas se administra a cada grupo el producto objeto de estudio.

A las 24, 48 y 72 horas se efecttian las medidas del espesor de las
orejas, sacrificando algunos ratones para tomar las muestras para los

estudios histolégicos, inmunohistoquimicos y bioquimicos.

El edema se calcula como la diferencia entre el espesor que se
produce en las orejas antes de desencadenar la reaccién y el espesor de

éstas a las 24, 48 y 72 horas.
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20uL de DNFB al 0,2% 20uL de DNFB al 0,2%
(abdomen) Medir orejas (orejas)  Medir orejas
Dia 0o 1 2 3 4 5 6 7 8

Productos Sacrificar

Fig. II1.3. Esquema de la induccién y tratamiento de la hipersensibilidad por
contacto por DNFB

% Inhibicion = 2 —AEP 109
AEc
AEc = media aritmética del incremento de espesor auricular del grupo
control,

AEp = media aritmética del incremento de espesor auricular del grupo
problema.

II1.3.2. Hipersensibilidad por contacto inducida por oxazolona

La aplicacion tépica de oxazolona tras la sensibilizaciéon previa con
la misma sustancia, produce de igual forma que el DNFB, una reaccion
de hipersensibilidad por contacto, que se caracteriza por la aparicién de
una reacciéon eccematosa, con infiltracion de linfocitos y macréfagos

acompafiada de edema en la epidermis.

Protocolo basado en Wang et al. (2000) con algunas modificaciones.
Los ratones se reparten en seis grupos en funcién del tratamiento
aplicado: control (vehiculo), dexametasona (0,025 mg/oreja), 5-O-
desmetilnobiletina, escropoliésido A 'y escrovalentinésido (0,5

mg/oreja) y un grupo sin sensibilizar.
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Los ratones se sensibilizan el dia 1 mediante la aplicacion en el
abdomen rasurado de 150 pL de oxazolona al 3% en acetona (p/v). La
reaccion se provoca mediante la aplicacion de 10 pL de oxazolona al 1%
el dia 6. Se aplica el producto, el farmaco de referencia o el excipiente, a
los grupos respectivos, a las 6, 24 y 48 h, contadas a partir del
desencadenamiento (dia 6). Las medidas de las orejas se realizaron a las

24, 48 y 72 h a partir del dia 6 del mismo modo que en el método

anterior.
150 pL. de OXZ al 3% 20 uL. de OXZ al 0,2%
(abdomen) (orejas)
Medir orejas Medir orejas

L 1T
T

Productos Sacrificar
Fig. III.4. Esquema de la induccién y tratamiento de la hipersensibilidad por
contacto por OXZ

AEc - AEp <100
AEc

% Inhibicion =

AEc = media aritmética del incremento de espesor auricular del grupo

control,

AEp = media aritmética del incremento de espesor auricular del grupo

problema.
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II1.3.3. Hipersensibilidad retardada inducida por eritrocitos de cordero

(SRBC)

La inyeccion subcutédnea de eritrocitos de cordero (SRBC) tras una
previa sensibilizacién, produce una reaccion de hipersensibilidad
retardada de tipo tuberculinico, que tiene lugar sobretodo en la dermis.
Se manifiesta con induracién y presencia de linfocitos, monocitos y

macroéfagos en la zona afectada.

Se sigue el método desarrollado por Géngora et al. (2000). Los
ratones se reparten en seis grupos: control (vehiculo), dexametasona (10
mg/Kg), 5-O-desmetilnobiletina, escropoliésido A y escrovalentinésido

(15 mg/Kg) y un grupo sin sensibilizar.

La sensibilizacion se inicia mediante la inyeccion subcutdnea en la
espalda de los ratones de 0,1 mL de 2 x 107 de eritrocitos. La reacciéon de
hipersensibilidad se provoca el dia 5 mediante la inyeccién de 25 pL de 1
x 108 de eritocitos subcutdneamente en la aponeurosis plantar trasera
derecha, mientras que en la aponeurosis plantar trasera izquierda se
inyecta suero salino. Los productos se administran intraperitonealmente
2 h antes de provocar la reacciéon y 16 h después. Se utiliza etanol:Tween
80: H2O (1:1:10) como excipiente. El volumen de las patas se mide con un
pletismometro (Ugo Basile) a las 18, 24 y 48 h. El edema se calcula como
la diferencia de volumen entre la pata derecha (inflamada) y la izquierda

(no inflamada).
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0,1 mL sc 2x107 SRBC 25uL id 108 SRBC
(espalda) (pata) Medir patas

| N

Dia 0 1 2 3 4

A A

Productos  Sacrificar

Fig. IIL5. Esquema de la induccién y tratamiento de la hipersensibilidad
retardada por SRBC

AVc—AVp <100
Ve

% Inhibicion =

AVc = media aritmética del incremento del volumen plantar del grupo

control,

AVp = media aritmética del incremento del volumen plantar del grupo

problema.

II1.3.4. Inflamacion cronica inducida por aplicacion repetida de 13-

acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA)

El método desarrollado por Stanley et al. (1991) se basa en el
empleo repetido de 13-acetato de 12-O-tetradecanoliforbol (TPA) como
agente irritante, dando lugar a una respuesta inflamatoria e hipertrofia
cutdnea, caracteristicas que pueden recordar algunos de los signos de

enfermedades de la piel tales como la psoriasis.

Los ratones se distribuyen en cuatro grupos en funcién del
tratamiento aplicado: control (vehiculo), dexametasona (0,025 mg/ oreja)

y 5-O-desmetilnobiletina (0,5 mg/oreja).
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Se aplican 5 dosis de TPA (2 pg/oreja en 20 pL de acetona) en
ambas superficies de las orejas en dias alternos. La lesiéon auricular
aparece durante la primera semana de la experiencia, mientras que en la
segunda semana se observa el efecto del tratamiento con los farmacos, si
bien se contintia administrando el TPA con el fin de perpetuar la lesion.
El régimen de administracion de 5-O-desmetilnobiletina y de
dexametasona es doble durante toda la semana, excepto el ultimo dia

que se administra una sola dosis.

Las muestras se aplican tépicamente por la mafiana a la misma
hora que el TPA y la segunda dosis se administra 6 h mas tarde. El
altimo dia los animales se sacrifican por dislocacién cervical. Se obtienen
secciones circulares de las orejas de cada animal con ayuda de un
sacabocados, se pesan las orejas y se determina la inflamacién por

diferencia de peso con respecto al grupo control.

TPA TPA Productos
(oreja) (oreja) (oreja)
\ i
r—--- --=-=-=} | ________ 1
l v l lv v L A 4
10 h
Dia 1 3 5 8 9 10 11
16 h
f z f I
1 ' 1
R Lo, _
R Sacrificar
Productos Edema
(oreja) MPO
Histologia

Fig. IIL.6. Esquema de la induccién y tratamiento de la inflamacién crénica
por aplicacion repetida de TPA
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A continuacién, ocho muestras de porciones de 7 mm de oreja de
cada grupo se introducen en solucion de bromuro de hexadeciltrimetil-
amonio (HTAB) y se congelan para posteriormente determinar la
actividad mieloperoxidasa (MPO). Dos muestras de cada grupo se

introducen en formol 4% y se destina al estudio histologico.

La actividad antiinflamatoria se evaltia mediante el cdlculo del
porcentaje de inhibicion del edema, segin la siguiente expresion

matematica:

. APc — AP
% Inhibicion = % x100
c

APc = (media aritmética de pesos de las orejas tratadas con TPA) -

(media aritmética de pesos de las orejas tratadas con acetona),

APp= (media aritmética de pesos de las orejas tratadas con el problema)

- (media aritmética de pesos de las orejas tratadas con acetona).

II1.3.5. Determinacion de la actividad mieloperoxidasa (MPO)

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima localizada en los
granulos azuréfilos de los leucocitos polimorfonucleares (PMNs), cuya
valoracién permite obtener una estimacién indirecta de la infiltracion
celular producida en una respuesta inflamatoria, pudiéndose emplear
como marcador del contenido de neutrdfilos, debido a su abundancia en
estas células. El experimento se basa en el método de Suzuki et al. (1983)
modificado por De Young et al. (1989) para su empleo con un lector de

placas.
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Las muestras de las orejas, se mantienen congeladas a -20 °C en un
tubo eppendorf con 0,75 mL de HTAB al 0,5% en tampén fosfato sédico
80 mM. Se descongelan y se homogeneizan a 0 °C durante 30 seg. El
homogenado se vierte de nuevo en el tubo eppendorf y se completa con
un volumen igual de HTAB. El total (1,5 mL) se centrifuga a 10300 rpm a
4 °C durante 20 min. Finalmente, se toman 30 pL de sobrenadante y se
afiaden a una microplaca conjuntamente con 100 pL de tampoén fosfato
salino (PBS), 85 uLL de tampon fosfato sédico (pH = 5,4) y 15 pL de H20> al
0,017%. La reaccién comienza al adicionar 20 pL de clorhidrato de
tetrametilbencidina (TMB) 184 mM en wuna solucién acuosa de
dimetilformamida. Se incuba a 37 °C durante 3 min. La reaccién se
detiene adicionando 30 pL de tampoén acetato sédico 1,46 M a pH=3 en
un bafio de hielo. La actividad enzimdtica se determina
colorimétricamente empleando un lector de placas, midiendo la

absorbancia a 630 nm.
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Tabla I11.4. Protocolo para determinar la actividad MPO

Accion Protocolo
Induccién 30 uL del sobrenadante
100 uL de PBS

85 uL de tampon fosfato 0,22 M (pH=5,4)

15 uL. de HxO, al 0,017 %
Inicio de la reaccién 20 uL. de TMB 18,4 mM
Incubacién Estufa termostatada a 37 °C

Detencion de la reaccion  Bafio de hielo

30 pL de tampén NaOAc 1,46 M (pH=3)

Medir la absorbancia a 630 nm

El porcentaje de inhibiciéon de la actividad MPO se calcula segtin la

siguiente expresion:

o Ac-A
% Inhibicion = M x 100
Ac
Ac= media aritmética de la absorbancia del grupo control,

Ap = media aritmética de la absorbancia del grupo problema.
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II1.3.6. Edema inducido por carragenina en pata de raton

La carragenina es un mucopolisacarido que se obtiene a partir del
alga roja Chondrus crispus. La inflamacién inducida al inyectar este
mucopolisacarido es aguda, no inmune, es decir de tipo humoral. Se
trata de una reaccion bien estudiada y altamente reproducible.
Inmediatamente después de la inyeccién subcutdnea de carragenina se
desarrollan los tipicos signos de la inflamacion, edema, hiperalgesia y
eritema, como resultado de la accion de los agentes proinflamatorios,
bradicinina, histamina, taquicininas, el complemento y especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno. Estos agentes pueden ser generados in situ en el
sitio de la inyeccion o bien por células infiltradas. Los neutréfilos son un
ejemplo, migran al lugar de la inflamaciéon y generan especies reactivas
de oxigeno asi como otros agentes proinflamatorios. La respuesta
inflamatoria normalmente es cuantificada por el incremento en el
tamafio de la pata (edema), que es maximo alrededor de 5 horas después
de la inyeccion y es modulado por inhibidores de los mediadores que
intervienen en la cascada inflamatoria, como por ejemplo los

antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) [Morris, 2003].

25 pL s.c. carragenina Medir
(pata) (patas)
l ! ! !
Tiempo (h) -1 0 1 2 3 4 5
Productos Sacrificar
(p-0.)

Fig. II1.7. Esquema de la induccion y tratamiento del edema por carragenina
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El método seguido fue el desarrollado por Sugishita et al (1981). El
edema es inducido mediante inyeccién subcutdnea de 25 uL de
carragenina (3% p/v en salino) en la aponeurosis plantar trasera derecha.
5-O-Desmetilnobiletina es administrado oralmente 1 hora antes de la
inyeccion de carragenina a las dosis de 25, 50 y 100 mg/kg y el
ibuprofeno a 60 mg/kg en un tampoén salino ligeramente basificado para
favorecer su absorcion (NaCl 0,9%, NaHCO; 0,1%, pH 7,4). El grupo
control sélo recibe oralmente tampoén salino. El edema se mide como
aumento del volumen de la pata mediante un pletismémetro 1, 3 y 5
horas después de provocar la inflamacién y se expresa como la
diferencia entre el volumen de la pata derecha y el de la izquierda. La
inhibiciéon del edema se expresa como porcentaje de reduccion del

volumen de la pata respecto del control.

AVc—AVp <100
AVc

% Inhibicion =

AVc = media aritmética del incremento del volumen plantar del grupo

control,

AVp = media aritmética del incremento del volumen plantar del grupo
problema.

II1.3.7. Edema inducido por fosfolipasa A, (PLA2) en pata de raton

Tras la mordedura de una serpiente se produce una infiltracion de
neutréfilos proxima a la zona afectada como parte de la respuesta
inflamatoria. Se ha demostrado que el veneno de la cobra Naja

mossambica, asi como la fosfolipasa A: secretoria (PLA»s) aislada del
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veneno, estimulan la traslocacién del CD11b de los granulos de los
neutréfilos a la membrana plasmética y promueven la movilidad de
estos en superficies de coldgeno. El veneno, asi como la enzima aislada,
actuarian causando primero una estimulaciéon no enzimatica de los
neutroéfilos, dando lugar a la activacion de la PLA; citosodlica y a la
producciéon de metabolitos del acido araquidénico involucrados en la
estimulacién y posterior desgranulacion y motilidad de los neutroéfilos.
Asi pues, el veneno que posee PLA,, se une a los fosfolipidos aniénicos
expuestos en la superficie de los neutréfilos estimulados, es endocitado,
y contribuye a su vez a la producciéon de quimiocinas responsables de la
infiltracién de neutréfilos en la zona de la mordedura de la serpiente

[Sundell et al., 2003].

La PLA; es un importante mediador intra y extracelular de la
inflamacién que cataliza la hidrdlisis de fosfolipidos esterificados en el
segundo carbono (C-2) del glicerol. El &cido ardquidénico (AA) se
encuentra esterificado en esta posiciéon y la accién de la PLA; libera AA

para su posterior metabolismo via COX o LOX [Kim et al. 2004].

El método seguido fue el desarrollado por Neves et al. (1993). El
edema es inducido mediante inyeccion subcutdnea en la aponeurosis
plantar trasera derecha de PLA; procedente de Naja mossambica (1,18
unidades en 25 pL de suero fisiol6gico), mientras que en la aponeurosis
plantar trasera izquierda se inyecta suero salino. 5-O-Desmetilnobiletina
es administrado oralmente 1 hora antes de la inyeccién de PLA; a las

dosis de 25, 50 y 100 mg/kg y la ciproheptadina (10 mg/kg) en un
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tampon salino ligeramente basificado para favorecer su absorcion (NaCl
0,9%, NaHCO; 0,1%, pH 7,4). El grupo control recibe oralmente tampén
salino. El edema se mide como aumento del volumen de la pata
mediante un pletismémetro 30, 60 y 90 minutos después de provocar la
inflamacién y se expresa como la diferencia entre el volumen de la pata
derecha y el de la izquierda. La actividad antiinflamatoria se determina

como en el ensayo anterior.

25uLs.c. PLA,  Medir patas

(pata)
l v l
Tiempo (min) 0 30 60 90 120 150
Productos p.o. Sacrificar

Fig. II1.8. Esquema de la induccion y tratamiento del edema por PLA;

% Inhibicion = AVC;VAVP <100
C

AVc = media aritmética del incremento del volumen plantar del grupo

control,

AVp= media aritmética del incremento del volumen plantar del grupo

problema.
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II1.4. Ensayos in vitro

I11.4.1. Células

Las células humanas utilizadas se obtuvieron a partir de
hemoderivados suministrados por el Centro de Transfusiones de la
Comunidad Valenciana. Los leucocitos polimorfonucleares de rata se
obtuvieron a partir de ratas Wistar hembras de 180-200 g de la compafia

Harlan Interfauna Ibérica, S.L. (Barcelona).

Los macréfagos murinos RAW 264.7 (ECACC, Salisbury, GB)
fueron cedidos por el laboratorio de cultivos celulares del Servicio
Central de Soporte a la Investigacion Experimental (SCSIE) de la

Universitat de Valencia, libres de micoplasmas.

II1.4.2. Aparatos y material de laboratorio

Tabla IIL.5. Material empleado en las pruebas in vitro

Agitador Gyro- Rocker STR 9
Balanza de precision Sartorius
Bafio termostatazo con agitacion SW 20, Julabo
Bafio ultrasonidos Bransonic 5210
Céamara de contaje Neubauer improved, Marenfield
Campana de flujo laminar (SCSIE) Telstar Bio-II-A V6.03
Centrifugas Eppendorf 5810 R
Mikro 200, Hettich
Citémetro de flujo (SCSIE) Coulter Epics XL-MCL
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Estufa termostatada Selecta
Filtracion Sistema de ultrafiltracion All Glass,
Millipore
Filtros de membrana MF 0,45 um
HA, Millipore
Filtros de disco Puradisc 25 nyl,
Whatman
Fuente de alimentacién para EPS-301, Amersham biosciences
electroforesis
Incubador (SCSIE) Hepa Class 100, Termo Electrén
Corporation
Lector de microplacas Labsystem Multiskan EX
Microscopios (SCSIE) Nikon Phase Contrast-2, ELWD
0.3
Nikon Eclipse TE2000-S
pH-metro Crison pH- 2000

Pipetas autométicas de diferentes Eppendorf Research
voltimenes Labnet, BioPette
Multicanal BioPette

Repetidora Bibby Step, Bibby
Sterilin Ltd.

Pistola cultivos Bibbyjet, Bibby Sterilin Ltd.

Sistema de extraccion en fase Visiprep, Supelco
solida Columnas Lichrolut C18, 100 mg,
1 mL, Merck
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Sistema HPLC

Bomba de gradiente L-6200 +
Detector de fotodiodos L-7455 +
Autoinyector L-7200

(Merck- Hitachi)

Precolumna Lichrospher C18 (4x4
mm, 5 um), Merck

Columna Lichrospher C18 (250x4
mm, 5 um), Merck

Vélvula de inyeccién Reodyne
Loop 100 pL

Controlador del sistema HSM-
7000, Merck- Hitachi en un
ordenador Pentium 200 MMX

Unidad refrigeradora: Frigidor
acoplado a un bafio termostatado
Ultraterm, Selecta.

Sonicador

Branson 150

Unidad de transferencia

HOEFER 70, Amersham

Unidad de electroforesis

HOEFER 260, Amersham

Unidad de electroforesis

Apollo Instrumentation,
Continental Lab Products, Inc.
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II1.4.3. Reactivos

Tabla III.6. Reactivos empleado en las pruebas in vitro

Acetonitrilo (gradiente grade) J.T. Baker
Acido araquidénico 99% Sigma
Acido trifluoroacético (TFA) Merck
Acrilamida Sigma
Agarosa Sigma

Antibiético (estreptomicina 100 ng/mL y

Gibco Invitrogen

penicilina 100U/mL)

Anticuerpo secundario Sigma
Anticuerpo policlonal anti-COX-2 Cayman
Anticuerpo policlonal anti-NOS-2 Cayman
Azul tripano Sigma
Azul de bromofenol Sigma
Bromuro de etidio Sigma
Colorante de Ponceau Sigma
Complete tablets Mini EDTA free (inhibidor Roche
polivalente de proteasas)

Componentes tampones Sigma
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-bromuro ~ Sigma
de tetrazolio (MTT)

Dimetilsulf6xido (DMSO) Sigma
Dodecil sulfato sédico (SDS) Sigma

Enoxaparina sédica (Clexane 60 mg)

Sanofi-Aventis

Etilendiaminotetraacético (EDTA) sédico

Sigma

Ficoll

Amersham biosciences
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Fitohemaglutinina (PHA o lectina, de Sigma

Phaseolus vulgaris)

formil-Metionil-Leucil-Fenilalanina (fMLP)  Sigma

5-,12- y 15-HETE Sigma
12-HHTrE Sigma

Ionoéforo del calcio A23187 Sigma

Kit deteccién de apoptosis Annexin V- FITC ~ BD Pharmingen

Kit EIA de LTBs4, PGE;

Amersham biosciences

Kit ELISA de TNF-a, IFN-y, IL-1p, IL-2, 1L-4,
IL-10 humano

e-Bioscience

Kit ELISA de TNF-q, IL-1p ratén

e-Bioscience

Kit EnzoLyte™ AMC Capasa-3

Anaspec

Lipopolisacarido (LPS)

Sigma

Material fungible de laboratorio

Nunc, Sarstedt

Medio DMEM Gibco Invitrogen
Medio RPMI 1640 Sigma

Metanol calidad Gradiente grade J.T. Baker
N-terbutoxicarbonil-L-alanina-p-nitrofenil Sigma

éster (BOC)

Patrén Pesos Moleculares pUC18 DNA Dpnl Sigma

digest

Patrones Pesos Moleculares pretefiidos Pierce

PBS estéril

Gibco Invitrogen

Persulfato amonico

Sigma

Pelicula fotografica Hyperfilm®

Amersham biosciences

Proteinasa K

Sigma
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Reactivo de Bradford Sigma
Reactivo de Griess Sigma
Reactivo de quimioluminiscencia Pierce
Ribonucleasa A Sigma

Suero fetal bovino (SFB)

Gibco Invitrogen

TEMED Sigma
Tritéon X-100 Sigma
Tween 20 Sigma
Yoduro de propidio Sigma

I11.4.4. Fases mdviles para HPLC

Tabla I11.7. Fases méviles para HPLC

Fase movil HPLC eluciéon LTB4

740 mL de metanol

260 mL de agua ultrafiltrada
Desgasificar 15 min

70 uL de TFA

Mezclar

Fase movil HPLC eluciéon 5-, 12-, 15-
HETE y 12- HHTYE

750 mL de acetonitrilo

250 mL de agua ultrafiltrada
Desgasificar 15 min

20 uL de TFA

Mezclar
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II1.4.5. Disoluciones

Tabla III.8. Disoluciones empleadas en las pruebas in vitro

Acrilamida Acrilamida 735¢g
Bis-acrilamida 25¢g
H>O ultrafiltrada 250 ml
Azul tripano Azul tripano 05g
NaCl 0,9% 100 mL
BOC BOC 3,2mg
DMSO 1 mL
Ca2* (180 mM) CaCl, 2H,O 264,6 mg
HO 10 mL
Glucégeno Glucégeno 1 mg/kg
PBS 10 mL
Ionoforo de Calcio Iondforo de Calcio A23187 1mg
(190 kM) DMSO 1mL
Ionéforo de Calcio Solucién de ionéforo de calcio 100 uL
(1,9 pM) A23187 190uM
PBS 900 L
MTT MTT 5mg
PBS 10 mL
TPA concentrado  TPA 5mg
DMSO 1 mL
TPA diluido TPA concentrado 13 uL
PBS 983 uL
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II1.4.6. Tampones

Tabla II1.9. Tampones empleadas en las pruebas in vitro

Solucion de Hanks CaCl, 2H,O 1,2 uM

(HBSS) con Ca2*y Mg2* MgCl, 6H:0 04 UM
KCl 5 mM
Na,HPO, 0,33 mM
KH,PO4 0,44 mM
NaCl 137 mM
a-D-glucosa 1 mg/mL
pH=74

Tampoén fosfato salino Na,HPO, -2 H,O 10 mM

g’llfli):gcojlflcado por KH,PO, 3 mM
NaCl 137 mM
pH=7,27

Tampon de lisis (I) Na,EDTA 0,1 mM
KHCO;s 9,5 mM
NH.,Cl 157 mM

Tampon de lisis (II) Tritén X-100 1%
Acido deoxichélico 1%
NaCl 20 mM
Tris 25 mM
pH=7,4

Tampon de lisis (III) Totex

EMSA Hepes pH 7,9 20 mM
NaCl 350 mM
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glicerol 20% (v/v)
Nonidet P-40 1% (p/V)
MgCl, 1 mM
EDTA 0,5 mM
EGTA 0,1 mM
Ditiotreitol 0,5 mM

Fluoruro de fenilmetilsulfonil 0,1%

Aprotinina 1%
Tampoén de lisis (IV) EDTA 100 mM
DNA ladder Tris- HC1 10 mM
Tampon de carga Azul de Azul bromofenol 0,25%
Bromofenol Glucosa 40%
Tampoén Tris- EDTA (TE) Tris 10 mM
EDTA 1mM
PH=7
Tampon Tris acetato- Tris acetato 40 mM
EDTA (TAE) EDTA 1 mM
Tampoén D+ Hepes pH 7,9 20 mM
Glicerol 20% p/v
KCl1 100 mM
EDTA 0,5 mM
Nonidet P-40 0,25%
Ditiotreitol 2mM
Fluoruro de fenilmetilsulfonil 0,1%
Tampén F Ficoll 400 20%

Hepes 100 mM
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KCl 300 mM
Ditiotreitol 10 mM
Fluoruro de fenilmetilsulfonil 0,1%

Tampon fosfato sédico NaHPO, -2 H,O 89¢g

50 mM, EDTA 1ImM KH,PO, 68 ¢
EDTA 03722 g
HO csp 1L
pH=7

Tampén 1 M Tris-HCl Trizma® HCl 1576 ¢
H>O csp 1L
pH=6,8

Tampon 3 M Tris Base Trizma®Base 3633 ¢g
H>O csp 1L
pH=38,7

Tampon de desarrollo Trizma®Base 48 mM
Glicina 380 mM
SDS 3,7 mM

Tampon de transferencia Trizma®Base 24 mM
Glicina 190 mM
Metanol 20%
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I11.4.7. Geles

Tabla II1.10. Composicién de geles

Gel de agarosa al 1,5% Agarosa 0,45 gr
para electroforesis TAE csp 30 mL
Gel de acrilamida al Solucion acrilamida 9mL
10% Running Tris Base 3M pH=8,7 3,38 mL
H>O 14,7 mL
SDS 20% 150 pL
Persulfato amoénico 75 pL
TEMED 7,5 L
Gel de acrilamida Soluc. acrilamida 1,3 mL
Staking Tris HCl 1M pH=6,8 1,45 mL
H>O 7,25 mL
SDS 20% 100 pL
Persulfato amoénico 50 pL
TEMED 5pL
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II1.5. Métodos in vitro

I1I1.5.1. Obtencion de células

A. Obtencion de neutrofilos de rata

Segiin el método descrito por Safayhi et al. (1995). La rata se
anestesia con halotano. Inmediatamente se inyecta glucégeno en la
cavidad peritoneal (1 mg/kg de peso de rata, disuelto en 10 mL de PBS a
37 °C) y se masajea suavemente en el abdomen durante 1 min. Cuatro
horas més tarde se anestesia la rata con halotano y se sacrifica mediante
dislocacion cervical. Se inyecta PBS a 37 °C en la cavidad peritoneal y se
masajea durante 5 min. A continuacién se recoge el liquido de la cavidad
peritoneal y se centrifuga a 1200 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente. El pellet se lava dos veces, una de ellas con tampoén de lisis,
para eliminar los posibles eritrocitos contaminantes. Finalmente, las
células se resuspenden en HBSS con glucosa (1 mg/mL), CaCl, (Cf = 1,20
mM) y MgCl, (Cf = 0,40 mM). El recuento de células se realiza en una

camara Neubauer tefiidas con azul tripano.
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Tabla IIL.11. Protocolo para la obtencién de neutréfilos de rata

Tiempo Accion
(horas) En rata
0 Inyectar glucogeno i.p.
4 Sacrificar
Inyectar PBS i.p.
Recoger  liquido de  cavidad
peritoneal
(min) En células
0 Centrifugar a 1200 rpm, T ambiente
10 Lavar pellet : 1° lisis, 2° PBS
30 Resuspender pellet en HBSS glucosa,

Ca2+ y Mg2+

Recuento

B. Obtencion de neutrofilos humanos

Los neutroéfilos se aislan a partir de buffys de sangre humana. La

sangre se reparte en tubos falcon y se afiade una disolucién de dextrano

al 3% en suero fisiolégico salino. Se deja reposar durante 45-60 min. Se

recoge el sobrenadante enriquecido en neutréfilos y se desechan los

eritrocitos sedimentados. Se centrifuga a 1300 rpm durante 15 min a 15

°C. El sobrenadante se desecha y el pellet se resuspende en un tampoén de

lisis para eliminar los eritrocitos contaminantes. Se centrifuga de nuevo a

1300 rpm durante 10 min a 15 °C. El pellet que queda se resuspende en

HBSS con glucosa (1 mg/mL), se afiade al Ficoll y se centrifuga a 1500

91




III. MATERIAL Y METODOS

rpm durante 40 min a 20 °C. En el fondo del tubo quedan los neutréfilos.
El sobrenadante se desecha y el pellet se resuspende en HBSS con glucosa
(1 mg/mL), CaCl> (Cf = 1,20 mM) y MgCl, (Cf = 0,40 mM). Las células

tefiidas con azul tripano se cuentan en una cdmara Neubauer.

Tabla I11.12. Protocolo para la obtencion de neutréfilos humanos

Tiempo (min) Accién

0 Dextrano al 3% en suero fisiol6gico
50 Centrifugar sobrenadante a 1300, 15 °C
65 Resuspender pellet en lisis

Centrifugar a 1300, 15 °C

75 Resuspender pellet en HBSS glucosa
Anadir al Ficoll, centrifugar a 1500, 20 °C

115 Resuspender pellet en HBSS glucosa, Ca2t, Mg2*
Recuento

C. Obtencion de plaquetas de rata

La rata se anestesia con halotano. Se practica un corte justo por
encima del diafragma, se inyectan 200 pL de enoxaparina sédica (0,6
mg/Kg) y se corta la arteria aorta, momento en el cual el animal perece.
Se recoge la sangre de la cavidad torécica. Se centrifuga a 2000 rpm
durante 10 min a 15 °C y se recoge sin apurar el sobrenadante. Dicho
sobrenadante se centrifuga a 1100 rpm durante 5 min a 15 °C y
recogemos el sobrenadante en el que tenemos las plaquetas. Las células

tefiidas con azul tripano se cuentan en una caAmara Neubauer.
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Tabla II1.13. Protocolo para la obtencion de plaquetas humanas

Tiempo (min) Accion
0 Diluir la sangre en PBS (1:10)
10 Centrifugar sobrenadante a 2000 rpm, 15 °C
20 Centrifugar el sobrenadante a 1100 rpm, 15 °C
25 Recoger el sobrenadante rico en plaquetas
Recuento

D. Obtencion de linfocitos humanos

Seguin el método propuesto por Kuo et al. (2003). La sangre de los
buffys se diluye en PBS (1:10) y se adiciona al Ficoll (15 mL de sangre y 10
mL por falcon). Se centrifuga a 2000 rpm durante 30 min y se recogen los
linfocitos de la interfase que se llevan a un medio RPMI-1640, se
centrifugan a 2000 rpm para quitarles el resto de Ficoll y finalmente se
llevan a un medio RPMI-1640 con suero fetal bovino al 10%, L-glutamina
y antibidtico (estreptomicina 100 ng/mL y penicilina 100U/mL) al 1%.
Se siembran en un frasco durante 3 h para que queden adheridos los
monocitos. Se recoge el medio con linfocitos y se pasa por el citometro

para ver el grado de pureza (x90% de pureza).
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Tabla II1.13. Protocolo para la obtencion de linfocitos humanos

Tiempo (min) Accidon

0 Diluir la sangre en PBS (1:10)

Adicionar al Ficoll
10 Centrifugar sobrenadante a 2000 rpm, 18 °C
40 Recoger la interfase.

Lavar con RPMI y centrifugar a 2000 rpm, 18 °C

45 Resuspender los linfocitos en medio completo.

Sembrar en placa

225 Pasar por el citometro

Recuento

HEUTEROZ TOTAL

_ | vnros

MONQS

Fiegion | Mumber | %Total | %Gated | %-Cy | HP %-Cy |

LINFOS 9841 3841 ga4 221 a3
MONOS 141 1.4 141 97 0.6
HNEUTROS 19 019 013 230 0.2
TOTAL 10000 10000 10000 250 a3

Fig II1.9. Histograma de poblaciones celulares. La pureza de linfocitos es
cercana al 90%
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II1.5.2. Ensayo de citotoxicidad

Se sigui6 el protocolo descrito por Mosmann (1983). Es un ensayo
colorimétrico y basado en la reduccién de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-bromuro de tetrazolio (MTT) a formazadn mediante una reacciéon

catalizada por succinildeshidrogenasas mitocondriales.

succinildeshidrogenasa

MTT » Formazan

(amarillo) (azul) A=490

Las células se siembran en placas de 96 pocillos. Se afiaden 5 pL de
los productos: 5-O-desmetilnobiletina (Cf = 10-2,5 uM), escropoliésido A
(Cf =100-25 uM), escrovalentinésido (100-25 pM) o DMSO al 0,5%. Tras
incubar a 37 °C, se elimina el medio y se afaden 100 uL MTT (0,5
mg/mL). Cuando aparecen los depésitos de color azul, se elimina todo el
liquido y se afiaden 100 pL DMSO para que disuelva los cristales de

formazéan, midiendo la absorbancia a 490 nm.
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Tabla I11.14. Protocolo para el ensayo de citotoxicidad

Control Muestra o problema
Células | 1 x 106 células /195 uL PBS | 1 x 106 células/195 uL PBS
DMSO 5uL -
Farmaco - 5uL
Incubara37°C,1-3h
Centrifugar a 3000 rpm, 22 °C, 10 min
Eliminar el sobrenadante
MTT 100 pL 100 pL
Incubar a37°C,1-3 h
Centrifugar a 3000 rpm, 22 °C, 10 min
Eliminar el sobrenadante
DMSO 100 pL 100 pL
Agitar y llevar a ultrasonidos.
Medir la absorbancia a 490 nm

La viabilidad celular se determina segtn la siguiente ecuacion:

%Viabilidad = 2P

Ac

x 100

Ap = media aritmética de la absorbancia de la muestra o problema

Ac = media aritmética de la absorbancia del control

96




III. MATERIAL Y METODOS

Tabla II1.15. Células utilizadas en el estudio de citotoxicidad

Macréfagos | Linfocitos | Neutréfilos | Neutroéfilos
(RAW 264.7) | humanos | humanos de rata
Células/mL 2x105 5x 105 1 x 106 1 x 106
Tiempo de
incubacién (h) 24 72 1-3 1-3

II1.5.3. Ensayo de liberacién / actividad elastasa

Meétodo basado en el descrito por Barret (1981). Para el ensayo de
liberacién los neutréfilos humanos se resuspenden en 0,5 mL de HBSS
con glucosa (1Img/mL), CaCl, (Cf = 1,20 mM) y MgCl (Cf = 0,40 mM), de
forma que la relaciéon sea de 1,25 x 10¢ células/mL. Se incuba a 37 °C
durante 5 min. Pasado este tiempo se afiaden 5 pL de los productos: 5-O-
10 y 5 uM), Ay
escrovalentinésido (Cf = 100 - 25 uM) o 5 uL. de DMSO al 0,5% (vehiculo)

desmetilnobiletina (Cf = escropoliésido
al control y se incuba durante 5 min a 37 °C. La liberacion de elastasa se
estimula por la adicion de 10 pL de citocalasina (Cf = 10 pM) y 10 pL de
N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) (Cf = 10 nM) 5 min mas
tarde. Después de 30 min de incubacién a 37 °C, las muestras se disponen
en un bafio de hielo y posteriormente se centrifugan a 4000 rpm durante
10 min a 0 °C. Alicuotas de 200 pL. de los sobrenadantes se llevan a una
placa de 96 pocillos, se afiaden 5 pL. de N-terbutoxicarbonil-L-alanina-p-
nitrofenil éster (BOC) (20 uM) en cada pocillo y de nuevo se incuba

durante 30 min a 37 °C. La absorbancia se mide a 414 nm.
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Con el fin de establecer la posible actividad de los productos en
estudio sobre la elastasa liberada y no sobre su liberacion, se realiza otro
experimento en el que se resuspenden en un falcon 1,25 x 106
neutroéfilos/mL en 0,5 mL de HBSS con glucosa (1 mg/mL), CaCl, (Cf =
1,20 mM) y Mg Cl, (Cf = 0,40 mM) por cada concentraciéon del producto
que se va a ensayar. Se incuba a 37 °C durante 5 min. Se adicionan 10 pL
de citocalasina (10 uM) y 10 uL de fMLP (10 nM) 5 min mas tarde.
Después de 30 min de incubacién a 37 °C, las muestras se dejan en hielo y
posteriormente se centrifugan a 4000 rpm durante 10 min a 0 °C. Las
alicuotas (200 pL) de los sobrenadantes se llevan a una placa de 96
pocillos, se tratan con las diferentes concentraciones de los productos en
estudio y se incuban 15 min a 37 °C. Se afiaden 5 pL. de BOC (20 uM) en
cada pocillo y se deja durante 30 min a 37 °C. La absorbancia se mide a

414 nm.
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Tabla I11.16. Protocolo para el ensayo de la liberacién de elastasa

Tiempo (min)

Acciéon

0 Células (bafio a 37 °C)
5 Productos: 5 uL DMSO al 0,5% (controles)
5 uL DMN (10-5 uM)
5 uL SC (100-25 uM)
5 uL SV (100-25 uM)
20 10 pL de citocalasina (10 uM)
25 10 uL de fMLP (10 nM)
Incubar a 37 °C
55 Poner las muestras en hielo
60 Centrifugar 4000 rpm, 0 °C.
70 Recoger alicuotas de 200 pL
Afadir 5 uL BOC (20 uM)
Incubar a 37 °C
100 Medir absorbancia a 414 nm
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Tabla I11.17. Protocolo para el ensayo de actividad elastasa

Tiempo (min)

Acciéon

0 Células (bafio a 37 °C)
5 10 pL de citocalasina (10 uM)
10 10 uL de fMLP (10 nM)
Incubar a 37 °C
55 Poner las muestras en hielo
60 Centrifugar 4000 rpm, 0 °C.
70 Recoger alicuotas de 200 pL
Productos: 5 pL DMSO al 0,5% (controles)
5 uL DMN (10-5 uM)
5 uL SC (100-25 uM)
5 uL SV (100-25 uM)
85 Anadir 5 uL. BOC (20 uM)
Incubar a 37 °C
115 Medir absorbancia a 414 nm
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II1.5.4. Efecto sobre la actividad de la 5-LOX en PMNs de rata

Se sigui6 el protocolo descrito para la obtencién de neutréfilos de
rata. Se realizaron dos experimentos en paralelo. En el primero se emplea
la célula entera y en €l se determina el efecto de los productos de estudio
sobre la produccién de eicosanoides. En el segundo ensayo las células
son homogenadas y se aisla la 5-LOX evaluando el efecto directo de los

productos en estudio sobre dicha enzima [Safayhi et al., 1995].
A. Ensayo en célula entera

A 5 x 10¢ de células se les adicionan los compuestos a las distintas
concentraciones, los controles reciben 5 pL. de DMSO al 0,5% y un testigo
positivo a base de zileuton (Cf = 0,5 uM), 5-O-desmetilnobiletina (Cf =
10- 0,1 uM), escropoliésido A y escrovalentinésido (Cf = 100-25 uM). Tras
incubar 10 min se afiaden 14 pL de ionéforo del calcio A23187 (Cf = 2,5
puM). La reaccion se detiene a los 15 min en un bafio de hielo afiadiendo 1
mL de la mezcla MeOH: HCI (97:3) que se encuentra a una temperatura

de -20 °C.
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Tabla I11.18. Protocolo para el ensayo de actividad 5-LOX

Tiempo (min) Accion
0 Células (bafio a 37 °C)
5 Productos: 10 uL DMSO al 0,5% (controles)
10 pL zileuton (0,5 uM)
10 uL DMN (10-0,1 uM)
10 puL SC (100-25 uM)
10 uLL SV (100-25 uM)
10 14 pL ionodforo de calcio A23187 (2,5 uM)
25 Fin de la reaccion: MeOH: HCl (97:3) + Frio

B. Ensayo en homogenado celular

Las células resuspendidas en tampoén fosfato s6dico 50 mM, EDTA
1mM son sonicadas en un barfio de hielo (3 veces x 5 s), comprobando
mediante tincién con azul tripano la ausencia de células enteras.
Seguidamente se centrifuga a 7500 rpm durante 10 min a 4 °C y se toma
el sobrenadante que se centrifuga a 12000 rpm durante 30 min a 4°C y se
desecha el pellet. A partir de este tltimo sobrenadante se realiza el ensayo
de actividad 5-LOX. Se toman alicuotas correspondientes a 1 x 107 células
y son llevadas hasta un volumen final de 965 pL del tampén. A
continuacién se adicionan 10 pL de ATP (Cf =1 mM) y 10 pL de CaClx

(Cf = 1,8 mM) y se deja incubar durante 5 min a 37 °C. Se afiaden los
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compuestos a las distintas concentraciones zileuton (Cf = 0,5 uM), 5-O-
desmetilnobiletina (Cf = 10,0 — 0,1 pM) y se dejan incubando 5 min.
Pasado este tiempo se afiade el 4cido araquidénico (Cf = 20 uM) dejando
actuar la enzima sobre el sustrato durante 5 min, tras lo cual se detiene la

reaccion de igual forma que en el apartado anterior.

Tabla IIL.19. Protocolo para el ensayo de inhibicién de la 5-LOX

Tiempo (min) Accién
0 Sobrenadante + ATP + Ca®" (bafio a 37 °C)
5 Productos: 10 pL DMSO al 0,5% (controles)
10 pL zileuton (0,5 uM)
10 pL DMN (10-0,1 pM)
10 10 pL acido araquidénico (20 M)
15 Parada de la reaccion: MeOH: HCl (97:3) + Frio

La cuantificacién de LTBs se lleva a cabo de la misma forma en los
sobrenadantes tanto de célula entera como de homogenado. A
continuacién se procesan las muestras mediante columnas RP-18
(Lichrolut C18 columne, 100 mg, 1 mL, Merck; en un Visiprep, Supelco).
Para ello se sigue el protocolo de Werz et al. [1998]. Primero se
centrifugan las muestras 5 min a 8500 rpm a 4 °C y se pasan los 2 mL de
sobrenadante por las columnas que previamente fueron activadas
pasando 1 mL de MeOH 100% seguido de 1 mL de H>O. Después se pasa

1 mL de H2O que arrastrara los compuestos de polaridad alta, 1 mL de
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MeOH al 25% que se llevara a los de polaridad media y finalmente
recogeremos la muestra que contiene compuestos no polares y

eicosanoides en 300 uL. de MeOH 100%.

Se realizan cuatro controles para asegurar que hay liberacion de
LTBs. Antes de cuantificar el metabolito por enzimoinmunoensayo, se
confirma que hay producciéon de LTB, en controles y ausencia en células
sin estimular mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC).
Los eicosanoides purificados en fase sélida se inyectan en el
cromatégrafo (100 uL) y se separan mediante una elucién isocratica con
la fase mévil MeOH al 74% TFA 0.007%, flujo 1 mL/min y presién 200
bar [Safayhi et al., 1995]. La cuantificacién del LTBs se combiné con EIA
porque a la longitud de onda a la que se detecta el metabolito el
flavonoide absorbe y el tiempo de retencién es muy similar por lo que los
picos se solapan. Se procede a cuantificar dicho metabolito por el test
inmunoenzimético operando segin las instrucciones del fabricante. En
esta prueba, se coloca el anticuerpo monoclonal de ratén especifico en los
pocillos de una placa de microtitulacion. El anticuerpo queda adsorbido
en las paredes, sensibilizando la placa. Después se afade a cada pocillo la
muestra que debe contener el antigeno de prueba (LTB,). Si el antigeno
reacciona con el anticuerpo, éste queda retenido. A continuacién se
aflade a cada pocillo un conjugado de enzima-antigeno (LTBs-
acetilcolinesterasa, LTB; tracer) especifico del anticuerpo y seguidamente
el antisuero de LTB4. El método se basa en la competicion entre el LTBy
de la muestra y el LTBy tracer por una cantidad limitada de antisuero de
LTBs. La cantidad de LTBy tracer es constante, mientras que la del LTB4
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es variable, por eso la cantidad de LTB4 tracer que es capaz de unirse al
antisuero de LTB4 es inversamente proporcional a la concentracién de
LTBs del pocillo. Se lava la placa para eliminar el antigeno libre y a
continuacion se afiade el reactivo de Ellman, que contiene el sustrato de
la acetilcolinesterasa. El producto de esta reaccién es de color amarillo y
absorbe a 412 nm. La absorbancia es directamente proporcional a la
cantidad de LTBs fracer unido y por lo tanto es inversamente

proporcional a la cantidad de LTB4 unido.
IIL.5.5. Efecto sobre la actividad COX-1 y 12-LOX en plaquetas de rata

Se sigue el protocolo de Safayhi et al. [1995]. La actividad COX-1 y
12-LOX se mide atendiendo a la producciéon de &cido 12- hidroxi
heptadecatriendico (12-HHTrE) y acido 12- hidroxieicosatetranéico (12-
HETE), respectivamente. Se colocan 80x 10¢ células por vial y se afiade
HBSS con glucosa (1 mg/mL), CaCl, (Cf = 1,8 mM) y MgClL (Cf = 0,40
mM) y hasta 985 pL y se deja incubar durante 5 min a 37 °C. Los
compuestos se afladen a las distintas concentraciones: controles DMSO al
0,5%, el inhibidor de COX y LOX é&cido 5, 8, 11, 14- eicosatetraindico
(EYTA) (Cf = 25 puM), el inhibidor inespecifico de LOX 4&cido
nordihidroguaiarérico (NDGA) (Cf = 2,5 uM) y 5-O-desmetilnobiletina
(Cf = 10- 0,1 pM) y se incuban durante 10 min. Pasado este tiempo se
afiade el ionoforo del calcio A23187 (Cf = 2,5 mM) que estimula la
producciéon de 12-HHTrE y 12-HETE. A los 5 min se detiene la reaccion

de igual forma que en el apartado 3.4.3.d.

Las muestras son procesadas como se describi6 anteriormente
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analizandolas posteriormente por HPLC. Para poder cuantificar la
producciéon de metabolitos se realiz6 una curva patrén de cada uno de
ellos. Tras inyectar la muestra se procede a la elucién de 12-HHTYE y 12-
HETE mediante una fase moévil de acetonitrilo-agua (75:25), TFA 0,002%,
flujo 1 mL/min y presién de 60 bar.

12-HETE

s
Retention Time (mim)

Fig III1.10. Cromatograma de eicosanoides procedentes de una mezcla
para HPLC. En este experimento se obtienen las areas de los picos para
12-HETE y 12-HHTrE, que son los metabolitos de 12-LOX y COX-1
respectivamente.

Una vez obtenidos los cromatogramas y las correspondientes areas
de cada pico, se calcula la cantidad de metabolito mediante interpolaciéon
en las respectivas curvas patrén. La media de los valores del control
inicial y final de una serie sera el 100% de produccién de cada metabolito

en dicha serie. Los valores de las muestras se refieren a este valor para
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obtener los porcentajes de inhibicién respecto del control. Las muestras
que no recibieron estimulo son la basal y sirven para saber si el ensayo es

significativo al compararlo con el control.

Tabla II1.20. Protocolo para el ensayo de actividad COX-1y 12-LOX

Tiempo (min) Accién

0 Células (bafio a 37 °C)

5 Productos: 10 uL DMSO al 0,5% (controles)
10 uL EYTA (2,5 pM)
10 uL NDGA (2,5 pM)
10 uL DMN (10-0,1 uM)

15 14 pL ionodforo de calcio A23187 (2,5 uM)

20 Fin de la reaccién: MeOH: HCI (97:3) + Frio

III.5.6. Inhibicién de la producciéon de 6xido nitrico en macréfagos

(RAW 264.7)

El 6xido nitrico tiene un papel muy relevante en la dermatitis
promocionando la respuesta inflamatoria en el tejido, ya que produce

vasodilatacién y la consiguiente atraccién de neutroéfilos a la zona.

Los nitritos se determinan en el sobrenadante utilizando el reactivo
de Griess (N-1-naftilendiamina (NED) al 0,1% en H>O y sulfanilamida al
1% en HsPOy). La reaccion de deteccién se basa en una reacciéon de

diazotizacion en la cual el agente N>O;, generado de la autooxidacion del
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NO o de la acidificacion de NO, , reacciona con la sulfanilamida para
dar lugar a un derivado de diazonio que reacciona con NED. Se forma un
producto coloreado diazo que absorbe fuertemente a 540 nm y se

determina espectrofotométricamente [Tarpey et al., 2004].

Basado en el método de De Leoén et al. (2003). Se realiza una curva
estandar de concentraciones conocidas de nitrito para interpolar en dicha
curva los valores de absorbancia obtenidos para cada pocillo y poder
conocer las concentraciones de nitrito liberadas en el medio. Se siembran
1 x 10¢ células/mL en una placa de 96 pocillos y se incuban 24 h para
que la poblacién se doble. Se elimina el medio y se afiaden 200 pL de
medio fresco sin suero fetal bovino (SFB). Se afiade DMSO al 0,5% para el
control y blanco, DMN (Cf = 10- 1,25 pM), SC y SV (Cf = 100-25 pM) y
dexametasona (Cf = 25 pM) y se deja incubar a 37 °C en una atmdsfera
del 5% en CO; durante 3 h. La liberacién de NO se estimula mediante la
adicion de 20 pL de LPS (Cf = 1ug/mL). Se toman alicuotas de 100 pL del
sobrenadante a las 24 h y se disponen en otra placa de 96 pocillos,
anadiendo 100 pL del reactivo de Griess. Se mide la absorbancia a 490

nm.
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Tabla I11.21. Protocolo para el ensayo de actividad iNOS

Tiempo (h) Accién
0 Sembrar células, incubar a 37 °C 5% CO;
24 Cambiar medio
Productos: 5 uL DMSO al 0,5% (controles)
5 uL DXM (25 uM)
5 uL SC (100-25 uM)
5 uL SV (100-25 puM)
5 uL DMN (10-1,25 uM)
27 20 uL LPS
51 100 uL sobrenadante + 100 uL reactivo de Griess
Medir absorbancia a 490 nm

I1I1.5.7. Efecto sobre la actividad COX-2 en RAW 264.7

Se siembran 1 x 10¢ células/mL en una placa de 96 pocillos y se
dejan incubar 24 h para que la poblacion se doble. Se elimina el medio y
se afiaden 200 pL medio fresco sin SFB. Se afiade DMSO al 0,5% para el
control y el blanco, 5-O-desmetilnobiletina (Cf =10-2,5 pM),
escrovalentindsido y escropoliésido A (Cf = 100-25 pM) y dexametasona
(Cf = 25 pM) y se deja incubar a 37 °C en una atmosfera del 5% en CO;
durante 3 h. Las células se estimulan mediante la adiciéon de 20 pL de

LPS (Cf = 1 ug/mL).
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Se procede a cuantificar la PGE; liberada por la COX-2 mediante un
test inmunoenzimatico (EIA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
En esta prueba, se coloca el anticuerpo monoclonal de ratén especifico en
los pocillos de una placa de microtitulaciéon. El anticuerpo queda
adsorbido en las paredes, sensibilizando la placa. Después se afiade a
cada pocillo la muestra que debe contener el antigeno de prueba (PGEy).
Si el antigeno reacciona con el anticuerpo, éste queda retenido. A
continuacién se afiade a cada pocillo un conjugado de enzima-antigeno
(PGEz-acetilcolinesterasa, PGE, tracer) especifico del anticuerpo y
seguidamente el antisuero de PGEs. El método se basa en la competicion
entre el PGE; de la muestra y el PGE; tracer por una cantidad limitada de
antisuero de PGE;. La cantidad de PGE; tracer es constante, mientras que
la del PGE; es variable, por eso la cantidad de PGE; tracer que es capaz
de unirse al antisuero de PGE; es inversamente proporcional a la
concentracion de PGEx del pocillo. Se lava la placa para eliminar el
antigeno libre y a continuaciéon se afiade el reactivo de Ellman, que
contiene el sustrato de la acetilcolinesterasa. El producto de esta reacciéon
es de color amarillo y absorbe a 412 nm. La absorbancia es directamente
proporcional a la cantidad de PGE: tracer unido y por lo tanto es

inversamente proporcional a la cantidad de PGE; unido.
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Tabla I11.22. Protocolo para el ensayo de actividad COX-2

Tiempo (h) Accién
0 Sembrar células, incubar a 37 °C 5% CO;
24 Cambiar medio
Productos: 5 uL DMSO al 0,5% (controles)

5 uL DXM (25 uM)
5 uL SC (100-25 uM)
5 uL SV (100-25 puM)
5 uL DMN (10-1,25 uM)

27 20 uL LPS

51 Recoger el sobrenadante y realizar el EIA

IIL.5.8. Inhibicién de la expresiéon iNOS y COX-2 en RAW 264.7

A. Tratamiento y estimulacion de los macréfagos

Se siembran 1 x 10°¢ células en 2 mL de medio DMEM completo con
suero fetal bovino al 0,5% en placas de 6 pocillos. A las 24 h se retira el
medio y se afiade 1,5 mL de medio DMEM sin suero. Se afiaden los
productos a las concentraciones finales de: control y blanco (DMSO al
0,5%), 5-O-desmetilnobiletina (10 - 2,5 pM), escrovalentindsido y
escropoliésido A (100 - 50 pM) y dexametasona (5 pM) y se deja incubar
a 37 °C en una atmosfera del 5% en CO; durante 3 h. Pasado este tiempo
se estimula con 150 pL de LPS (Cf = 1 pg/mL). A las 18 h se retira el

medio, se lisan las células con un tampoén de lisis y se extrae la proteina.
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B. Cuantificacion de proteinas

Se centrifuga a 10000 rpm durante 10 min y se recoge el
sobrenadante, donde se mide la proteina mediante el reactivo de

Bradford.

El reactivo de Bradford estd compuesto por azul de Coomassie, el
cual reacciona con las proteinas dando coloracién azul-violeta que se

cuantifica midiendo la absorbancia.

Una alicuota de la muestra se diluye 1:10 y 10 pL de la misma (por
duplicado) se afiaden a una placa de 96 pocillos. Posteriormente se
adicionan 250 pL del reactivo de Bradford y tras 15 min se mide la
absorbancia a 595 nm. Para calcular la concentracién de proteinas que
hay en cada muestra se realiza una curva estdndar de concentraciones
conocidas de BSA en la que se interpolan los valores obtenidos para cada

muestra problema.
C. Western blotting

La separaciéon de proteinas se realiza mediante la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Las proteinas se
separan en funcién de su tamafio molecular ya que se tratan con un
agente desnaturalizante (DTT) y un detergente cargado negativamente
(SDS) que se une y envuelve a las proteinas de forma proporcional al
peso que éstas tienen. Al establecer una diferencia de potencial, las

proteinas se desplazan hacia el anodo. Una vez separadas, las proteinas
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se transfieren a una membrana donde pueden ser detectadas mediante el

cuerpo de antigenos especificos.

Los geles preparados estdn formados por dos partes, la parte
concentradora o stacking gel y la parte separadora o running gel. El gel
separador se puede preparar con diferentes proporciones de acrilamida y
bisacrilamida (7,5%, 10%, 12,5%, 15%) para obtener diferentes tamafios
de poro y diferente separacion de las proteinas. Se preparan geles al 10%
de acrilamida (ver Tabla II1.10. Composiciéon de geles). Se mezcla bien la
soluciéon y se vierte entre los cristales acoplados al caster. Sobre la
superficie de dicha solucién se afiade agua y se deja a T ambiente hasta

que polimeriza completamente, entre 30-45 min.

A continuacién se elabora el gel concentrador (ver Tabla III.10.
Composicién de geles). Se elimina en agua que habiamos afiadido sobre
el gel separador, se le afiade la solucion del gel concentrador hasta arriba

de los cristales, se coloca el peine y se deja polimerizar.

Una vez cuantificada la concentracién de proteinas que contiene
cada una de las muestras a ensayar, se alicuotan y se hierven durante 3-5
min a 100 °C con el tampén desnaturalizante (5:1, v/v). En ese momento,

las muestras estan ya preparadas para realizar la electroforesis.

Se disponen 30 pg de proteina en un gel de poliacrilamida al 10% y
se corre durante 90 min a 100 V. Posteriormente se transfiere a una
membrana de nitrocelulosa durante 90 min a 125 mA. Para comprobar

que se ha transferido bien se utiliza el colorante Ponceau. Seguidamente
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se realiza un lavado con PBS- Tween 20 al 0,05% y después se deja
durante 90 min en una solucién blocking formada por PBS-Tween 20 al
0,05% y leche desnatada al 5% p/v. Pasado este tiempo, se retira este
medio y se afiade el anticuerpo anti-COX-2 (1:2000) o el anticuerpo anti-
iNOS (1:2000) en PBS-Tween 20 al 0,05% y se deja toda la noche a 4 °C en
el agitador. La p- actina (1:10000) se usa como control interno para
normalizar las diferencias en las cantidades de proteinas entre las
diferentes muestras. Se realizan 3 lavados y se afiade el segundo
anticuerpo marcado con peroxidasa (1:12000) y se deja durante 90 min.
Posteriormente se realizan 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0,05% durante
10 min cada uno. Finalmente se afiade el reactivo de
quimioluminiscencia, se deja actuar 15 min y se revela mediante unas

membranas Hyperfilm ECL.

La intensidad de las bandas se cuantifica densitométricamente
utilizando el programa Scion Image beta 3b. El valor de la densidad de
cada mancha se divide por el de la - actina, con el fin de obtener datos
normalizados, se le sustrae el valor del blanco y se calcula el porcentaje

de inhibicién mediante la siguiente ecuacién matematica:

% Inhibicién = 2= 2P . 100
Dc

Dc = media aritmética de la densidad de la mancha del control

D_p = media aritmética de la densidad de la mancha de la muestra
problema
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Tabla I11.23. Protocolo para el ensayo de la inhibicion de iNOS y COX-2

Tiempo Accion
0 Sembrar células, incubar a 37 °C 5% CO»
2%h Cambiar medio
Productos: 5 pL DMSO al 0,5% (controles)
5 uL DXM (5 uM)
5 uL SC (100-50 uM)
5 uL SV (100-50 uM)
5 uL DMN (10-2,5 uM)
27 h 150 uL LPS
45h Lisar células
Centrifugar a 10000 rpm
45h 10 min Bradford en sobrenadante
Western Blot

Tiempo (min)

Accion

Cargar 30 pg proteina en gel

0
Correr el gel a 100 V y 400 mA.
90 Transferir a membrana a 120 mA
180 Comprobar con Ponceau
Lavado y blocking de leche desnatada al 5%
270 Anticuerpo anti-COX-2 (1:2000) o anti-iNOS

(1:2000) en PBS-Tween 0,05%. Incubar toda la
noche a 4 °C

Tiempo (min.)
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0 Lavar, afiadir 2° anticuerpo (1:12000)
90 Lavar, afadir reactivo quimioluminiscencia y
revelar en pelicula fotogréfica

II1.5.9. Ensayo de movilidad electroforética en RAW 264.7

El método de movilidad electroforética permite realizar el estudio
de las interacciones del ADN con proteinas. Esta prueba se basa en la
separacion del ADN libre de los complejos formados por ADN vy
proteinas, gracias a las diferencias en su movilidad electroforética en
geles de agarosa o poliacrilamida no desnaturalizados. De esta forma, si
la proteina de interés se encuentra unida al ADN pesard mas y correra
menos que el ADN libre. Podremos comparar nuestra muestra con un

control de ADN unido a la proteina en cuestion.

El método empleado fue desarrollado por Petrovic et al. (2003). Se
siembran 1 x 10¢/mL células en 6 mL de medio DMEM completo. A las
24 h se retira el medio y se afiaden 6 mL de medio DMEM sin suero. Se
aflade DMSO al 0,5% para el control y blanco, 5-O-desmetilnobiletina (Cf
= 10 pM), escrovalentinésido y escropoliésido A (Cf = 100- 50 pM) y se
deja incubar a 37 °C en una atmoésfera del 5% en CO, durante 4 h y se
estimula con LPS (concentracién final 1 pg/mL). Pasada 1 h se recogen
las células, y se procede a la extraccion de la proteina nuclear. Se lavan
los macréfagos una vez con PBS frio y se resuspende en 4 volimenes
respecto al de células en un tampoén Totex detergente con alta
concentracion en sales. El lisado celular se incuba durante 30 min en
hielo y se centrifuga a 11000 rpm durante 5 min a 4 °C. Se determina el
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contenido en proteina del sobrenadante mediante Bradford de igual
forma que se hizo en el apartado anterior. Se afade la misma cantidad de
proteina (15 pg) a la mezcla de la reaccion que contiene 20 pg de
albiimina bovina, 2 pg de poly(dl-dC), 2 pL de tampoén D+, 4 pL de
tampoén F y 100000 c.p.m. de oligonucleétido marcado con [32P] en un
volumen de 20 pL. Se incuban las muestras durante 25 min a
temperatura ambiente. Los oligonucle6tidos del NF-«kB se marcan con [y-
32PJATP (3000 Ci/mmol) y una cinasa T4 polinucleétido. La electroforesis
se desarrolla en un gel de poliacrilamida al 4% no desnaturalizado en
tampon TBE a pH 8,0. Posteriormente se revela en un film de Kodak

XAR-5.
I11.5.10. Inhibicién de la proliferacion linfocitaria

Una respuesta inmunitaria exagerada produce inflamacién del
tejido dafidndolo, llegando incluso a desencadenar enfermedades como
la dermatitis por contacto. La activacién y expansiéon clonal de los
linfocitos juegan un papel importante en el desarrollo de respuestas
inmunitarias. La interacciéon de los linfocitos con antigenos o
fitohemaglutinina (PHA) inicia una cascada de procesos bioquimicos y la
expresion de genes que inducen a los linfocitos que estan en reposo a
entrar en el ciclo celular, proliferar y diferenciarse. Aunque la mayoria de
las observaciones apoyan la tesis de que la estimulacién ocurre
fundamentalmente sobre los linfocitos T, existen partidarios de que las
poblaciones de linfocitos B también son estimuladas pero en menor
medida. No obstante, se considera que la proliferaciéon y diferenciacion

de células B necesita de la presencia de subpoblaciones de linfocitos Th
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que serian inducidos por PHA [Shankey et al., 1981; Clement et al., 1983;
Wimer, 1997].

El PHA forma parte de la fraccion proteica de la legumbre Phaseolus
vulgaris y tiene la propiedad de aglutinar tanto a hematies como a
leucocitos. Esta lectina se comprende de cinco glicoproteinas tetraméricas
formadas por dos polipéptidos, L de leucocito y E de eritrocito. Las
subunidades E son responsables de la eritroaglutinacién y muestran muy
poca actividad mitogénica, mientras que las L confieren propiedades
leucoaglutinantes a la proteina nativa y su actividad mitogénica es
maxima [Felsted et al, 1981]. Acttda uniéndose a determinados
oligosacaridos y estimula la mitosis de diferentes estirpes celulares, entre
ellas los linfocitos [Hamelryck et al., 1996]; en los que también acttia sobre
los procesos bioquimicos relacionados con la respuesta inmune
[Kawashima et al., 1998], con la apoptosis y con la proliferacion

linfocitaria [Posmantur et al., 1998].

Protocolo establecido por Kuo et al. (2003). Los linfocitos se
obtienen segin el método previamente citado. En una placa de 96
pocillos se siembran 1 x 106 células/mL en medio RPMI 1640 completo.
Se afiaden los productos, control y blanco (DMSO al 0,5%), 5-O-
desmetilnobiletina (Cf = 10,00 - 1,25 pM), escrovalentinésido y
escropoliésido A (Cf =100 - 25 pM) y dexametasona (Cf = 5 uM) y se deja
incubar a 37 °C en una atmosfera del 5% en CO, durante 3 h. A
continuacioén las células son estimuladas anadiendo 10 uL. de PHA (Cf =

25 pg/mL). Se incuba a 37 °C durante 3 dias. Se afiaden 25 pL de MTT a
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cada pocillo a una concentracion de 5 mg/mL de forma que la
concentracioén final sea de 0,5 mg/mL. Se deja incubar durante 3 h a 37
°C. Se centrifuga a 1500 rpm durante 5 min, se elimina el sobrenadante y

se afiaden 100 uL. de DMSO. La absorbancia se mide a 490 nm.

Tabla I11.24. Protocolo para el ensayo de proliferacion linfocitaria

Tiempo (h) Accion
0 Aislar células, incubar a 37 °C 5% CO,

3 Sembrar células
Productos: 5 pL DMSO al 0,5% (controles)
5 uL DXM (5 pM)
5 uL SC (100-25 uM)
5 uL SV (100-25 nM)
5 uL DMN (10-1,25 uM)

6 10 uL PHA (25 pg/mL)
99 25 uL MTT (0,5 mg/mL)
102 Centrifugar 1500 rpm 5 min, eliminar sobrenadante
100 uL DMSO

Medir absorbancia a 490 nm

II1.5.11. Efecto sobre el ciclo celular en linfocitos humanos

La citometria de flujo es una técnica de andlisis celular
multiparamétrico y se basa en hacer pasar una suspension de particulas o
células, alineadas y de una en una por delante de un haz de laser

focalizado. El impacto de cada célula con el rayo de luz produce sefiales
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que corresponden a diferentes pardmetros de la célula y que son
recogidos por distintos detectores. Estos convierten dichas sefales en
sefiales electrénicas que posteriormente seran digitalizadas para permitir
la medida simultanea de varios parametros en una misma célula como
aquellos relacionados con caracteristicas intrinsecas de la célula (su
tamafio y la complejidad de su ntcleo y citoplasma) o aquellos
parametros relacionados con caracteristicas antigénicas de cada célula, es

decir el inmunofenotipo.

Las sefiales producidas por la interaccién de las células con el haz

de luz son de dos tipos, sefiales de dispersion y de fluorescencia.

La dispersion resulta de la interacciéon de la luz con una particula
que produce un cambio de direccién en todas las direcciones del espacio.
Las caracteristicas morfolégicas que determinan la dispersiéon de la luz
son fundamentalmente el tamafio celular, la membrana, el ntcleo y el
material granular del interior de la célula, es decir la complejidad. La
medida proporcional al tamafo de la célula que produce la dispersion
viene dada por el Forward Scatter (FSC), donde la luz es dispersada en un
angulo coénico pequetio (0-10°) que casi coincide con la direccién de la luz
incidente. La luz dispersada en un angulo de 90° o Side Scatter (SSC) es

proporcional a la complejidad de la estructura interna celular.

Un fluorocromo es una molécula quimica que absorbe luz a una
determinada longitud de onda y emite a una longitud mayor. Cuando el

fluorocromo interacciona con la luz de excitaciéon procedente del laser,
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emite energia radiante. La diferencia entre la longitud de onda de
absorciéon y emision se denomina Stokes shiff. Los citometros de flujo
permiten detectar sefiales de fluorescencia procedentes de complejos
antigeno-anticuerpo marcados con un fluorocromo en una célula, siendo
la cantidad de sefial de fluorescencia emitida igual a la proporcion de la
cantidad de componentes fluorescentes de la particula. Un ejemplo es el
ioduro de propidio que es un agente intercalante del ADN y permite

analizar estequiométricamente el contenido del ADN celular.

Una vez visto que los productos tienen efecto sobre la proliferacion
celular, se plantea el estudio de como afectan al ciclo celular. Para ello se
llevan a cabo dos experimentos basados en el método descrito por Kuo et
al. (2003). En el primero de ellos se emplean distintas concentraciones,
siendo tiempo de exposiciéon constante. Con este ensayo se pretende
averiguar si la inhibicion de la proliferacién es consecuencia de la
apoptosis, es decir un incremento del pico sub Go, y a su vez un rapido
vistazo a la situacién de los otros picos. Una vez se descarta la apoptosis
como causa de la inhibicién de la linfoproliferaciéon y se ve que los
productos afectan a la progresiéon del ciclo celular, cabe resolver la
incégnita de a qué tiempo de exposicién los productos ejercen su efecto

sobre las células.
A. Ensayo en funcion de la concentracion de los productos

Los linfocitos se obtienen segtn el protocolo previamente citado. Se

suspenden 1 x 106 células/mL en medio completo RPMI y se cultivan en
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placas de 24 pocillos (1 mL/pocillo) con o sin PHA 50 uL (Cf = 25
pg/mL). Afadimos los productos; control y blanco (DMSO al 0,5%), 5-
O-desmetilnobiletina (Cf = 25 - 5 pM), escrovalentindésido y
escropoliésido A (Cf = 100 y 50 pM) y el inhibidor de sintesis de
proteinas cicloheximida (Cf = 30 pM) vy se incuba a 37 °C en una
atmosfera del 5% en CO2 durante 3 h. Pasado este tiempo se adicionan
10 pL de PHA (Cf =25 pg/mL) incubando a 37 °C durante 24 h o 72 h. Se
recogen las células y se centrifugan a 2000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente. El pellet se fija con etanol 70% durante 30 mina -
20 °C. Se centrifugan de nuevo las células a 2000 rpm durante 5 min y el
pellet se resuspende en 450 puL de PBS (pH 7,2), 30 uL de ribonucleasa A
(Ct = 100 ng/mL) y 50 pL de yoduro de propidio (Cf = 4 nug/mL)
incubando durante 1 h a 37 °C; de este modo se permite la tinciéon del
ADN. Las muestras (10* células/muestra, por triplicado) se llevan al
citometro de flujo (EPICS XCL). El calculo de los porcentajes de las fases
celulares se realiz6 utilizando el programa informético del citémetro,

Expo32 v1.2.
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Tabla I11.25. Protocolo para el ensayo del ciclo a distintas concentraciones

Tiempo (h) Acciéon
0 Aislar células, incubar a 37 °C 5% CO,
3 Sembrar células
Productos: 5 pL DMSO al 0,5% (controles)
5 uL CHX (30 uM)
5 uL SC (100 uM, 50 uM)
5 uL SV (100 uM, 50 uM)
5 uL DMN (25, 10, 5 uM)
6 50 uL PHA (25 pg/mL) (excepto blanco)
27/99 Recoger células y centrifugar a 2000 rpm, T ambiente
27:05/99:05 Fijar en EtOH al 70%a -20 °C.
Se guardan las muestras de las 24 h a -20 °C.
99:25 Centrifugar todas las muestras a 2000 rpm, T ambiente
99:30 450 uL PBS + 30 pL ribonucleasa A + 50 pL yoduro de
propidio
99:30 Analizar muestras por citometria de flujo
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Fig II1.11. Histogramas del ciclo celular de linfocitos humanos. A) Las células
estimuladas con PHA han entrado en fase de sintesis y mitosis. B) Gran parte
de las células tratadas con PHA vy cicloheximida han entrado en apoptosis, sin
llegar a las fases de sintesis y mitosis.

B. Ensayo en funcién del tiempo

Las células se cultivan del mismo modo que en el apartado
anterior. Se afiaden 5 pL de los productos: DMSO 0,5% al control, 5-O-
desmetilnobiletina (Cf = 10 uM), escropoliésido A y escrovalentinésido
(Cf =100 uM) a las 0, 3, 6, 18, 24, 48 y 72 h después de haber estimulado
las células con PHA (Cf = 25 pg/mL), dejandolas incubar a 37 °C y una
atmosfera de CO; del 5%. A las 72 h y 10 min se recogen las células y se
sigue el protocolo descrito previamente para analizar las muestras
mediante citometria de flujo y poder determinar la fase del ciclo celular

que se encuentra afectada por los productos en estudio.
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DMSO 10%
Escropoliosido A 100 uM
Escrovalentindsido 100 uM
Dexametasona 10 uM

| | } }

Tiempo (h) 0 3 6 18 24 48 72

| |

50 uL PHA (0,5 mg/mL Recoger

5 uL productos

Fig. II1.12.Esquema del tratamiento de los linfocitos para el estudio del ciclo
celular a distintos tiempos de adicién de los productos

II1.5.12. Efecto sobre la produccion de TNF-o, IFN-y, IL-1f3, IL-2, IL-4 e

IL-10 en linfocitos humanos

Se ha seguido el método descrito por Kuo et al. (2003). Los linfocitos
aislados se tratan con los productos, control y blanco (DMSO al 0,5%), 5-
O-desmetilnobiletina (Cf = 10,0 - 0,3 pM), escrovalentinésido y
escropoliésido A (Cf =100,00 - 6,25 ptM) y dexametasona (Cf =10y 1 pM)
por un espacio de 3 h. Pasado este tiempo las células se estimulan con 10
uL de PHA (Cf =25 pg/mL) y se incuba a 37 °C durante 24 h 0 72 h, en
funcién de la citosina a medir. Con el fin de establecer qué efecto tienen
los productos sobre la liberaciéon basal de citocinas, se disponen un
namero de pocillos con células y productos a los que no se les adiciona el
agente mitégeno. Todas las citocinas se miden a las 24 h, excepto TNF-a.
y IFN-y que se miden a las 72 h. Para ello las placas se centrifugan a 1500
rpm durante 5 min reservando los sobrenadantes para valorar las
distintas citocinas mediante inmunoensayo (ELISA), siguiendo las
instrucciones del fabricante.
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Este ensayo se basa en una técnica de inmunoenzimética tipo
sandwich. Se coloca el anticuerpo monoclonal especifico para una
citocina en los pocillos de una placa de microtitulacién. El anticuerpo
queda adsorbido en las paredes, sensibilizando la placa. Después se
afade a cada pocillo la muestra que contiene el antigeno de prueba y si el
antigeno reacciona con el anticuerpo, éste queda retenido.
Posteriormente se afiade un detector del anticuerpo que hard de unién
entre el antigeno de la muestra y una peroxidasa, la avidina-HRP. Se
afiade la tetrametilbencidina (TMB), substrato de dicha enzima, que al
oxidarse vira de incoloro a azul, de forma que la cuantificacién se

realizard por colorimetria midiendo en el espectrofotémetro a 450 nm.

Tabla III.26. Protocolo para el ensayo de liberacion de citocinas

Tiempo (h) Accién
0 Aislar células, incubar a 37 °C 5% CO»
3 Sembrar células
Productos: 5 pL DMSO al 0,5% (controles)
5 uL DXM 10 uM
5 uL SC 100-6,25 uM
5 uL SV 100-6,25 pM
5 uL DMN 10-0,3 uM
6 10 uL PHA (en los pocillos correspondientes)
27799 Centrifugar placas 1200 rpm, 5 min
Recoger sobrenadante y medir
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II1.5.13. Efecto sobre la induccién de apoptosis

Con el fin de corroborar los datos obtenidos sobre el pico subGo en
citometria de flujo, sobre todo con el flavonoide, se decidi6 hilar mas fino
investigando su posible efecto como inductor de la apoptosis. Aunque
los iridoides demostraron claramente no tener este efecto, fueron

incluidos para completar su estudio.

Este ensayo consta de dos apartados, en el primero se realiza el
analisis de la fragmentacion del ADN. Cuando una célula entra en
apoptosis sufre ciertos cambios, entre ellos la escision de su ADN,
condensacioén y fragmentaciéon del ntcleo. Este ensayo permite visualizar
la ruptura del ADN mediante electroforesis. La molécula de ADN esta
cargada negativamente y al ser expuesta en un gel de agarosa a una

corriente eléctrica ésta corre y los fragmentos se separan por tamafio.

En el segundo ensayo se estudia el efecto apoptético, descartando
la necrosis mediante citometria de flujo. La anexina-FITC es un método
usado para determinar cuantitativamente el porcentaje de células de una
poblacién que estan en apoptosis. Dicha fase celular esta caracterizada
por ciertos cambios morfolégicos como pérdida de la simetria de la
membrana y su destruccion, condensacion del citoplasma y ntcleo, asi
como la ruptura del ADN. La pérdida de la membrana plasmatica es uno
de los primeros acontecimientos. En las células apoptoéticas, el fosfolipido
de membrana fosfatidil serina (PS) pasa de la cara interna de la
membrana plasmética a la externa, quedando asi expuesto en la

superficie celular. La anexina es una proteina que se une de forma Ca*2-
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dependiente a los fosfolipidos de membrana y tiene gran afinidad por la

PS, con lo cual es muy til a la hora de identificar células apoptoéticas.

El yoduro de propidio (PI) es una prueba estandar de citometria de
flujo que distingue entre células viables y no viables. Las células viables
con membranas intactas son impermeables al PI, mientras que las

membranas de células dafiadas o muertas si son permeables.
A. Analisis de la ruptura del ADN o ladder
Tratamiento de los linfocitos con los productos

Siguiendo el método de Yousefi et al. (1994) se suspenden 1 x 100
linfocitos/mL en medio completo RPMI y se cultivan en placas de 24
pocillos (1 mL/pocillo). Las células se tratan con DMSO al 0,5% para
control y blanco, 5-O-desmetilnobiletina (Cf = 25 - 5 pM),
escrovalentinésido y escropoliésido A (Cf = 100 y 50 pM) vy
cicloheximida (Cf = 30 pM). Pasadas 3h de incubacién se adicionan 50
puL de PHA (Cf = 25 pg/mL) a todos los pocillos, excepto al blanco y se
deja incubar a 37 °C durante 24 h. Se recogen las células y se centrifugan

a 2000 rpm durante 5 min.
Aislamiento y purificacion del ADN

El pellet se resuspende en 450 pL de tampoén de lisis y se agita en el
vortex. Al lisado se le afiaden 50 pL de SDS al 10% y se agita por
inversiéon. Se afiaden 1,5 pL de proteinasa K (Cf = 100 pg/mL) y se
incuba 45 min a 50 °C. Se afiaden 200 pL de NaCl 5M, se agita en el
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vortex y se deja en hielo durante 15 min. Pasado este tiempo las muestras
son centrifugadas a 12000 rpm durante 15 min, se recoge el sobrenadante
al que se le afiaden 600 pL (el mismo volumen que tenemos en el
eppendorf) de la mezcla fenol : cloroformo : alcohol isoamilico (25 : 24 : 1)
y se agita. Se centrifuga a 12000 rpm durante 5 min y se recoge la fase
acuosa, que es la que contiene el ADN. Se afiaden 600 pL de cloroformo :
alcohol isoamilico (24 : 1) y se agita en el vortex hasta que se forma una
emulsion. Se centrifuga a 12000 rpm durante 5 min y se recoge la fase
acuosa, a la que se le afiade el mismo volumen de isopropanol que hay
en el eppendorf, se agita por inversion y se afiade 50 uLL de MgCl, (Cf =
10 mM) y 1 uL de glucégeno (al 10% en H,O ultrafiltrada p/v). Las
muestras se dejan a -20 °C durante toda la noche. Se centrifuga a 12000
rpm durante 10 min a 4 °C y se desecha el sobrenadante. El pellet se fija
con 200 uL de EtOH 70° a -20 °C. Se agita por inversion y se centrifuga a
12000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se desecha el EtOH y se incuban los
eppendorf a 37 °C durante 10 min para evaporar el resto de alcohol. Se
resuspende el pellet en 25 pL. de tampén Tris-EDTA (TE) a 37 °C y se
adiciona 2 pL. de RNAasa 0,5 mg/mL. Se deja 20 min a T ambiente.
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Tabla I11.27. Protocolo para la extracciéon del ADN

Tiempo (h) Acciéon
Dia 1
0 Aislar células, incubar a 37 °C 5% CO»
3 Sembrar células
Productos: 5 uL DMSO al 0,5% (controles)
5 uL CHX (30 pM)
5 uL SC (100 pM, 50 uM)
5 uL SV (100 uM, 50 pM)
5 uL DMN (25, 10, 5 uM)
6 50 uL PHA (25 pg/mL) (excepto blanco)
Dia 2
3 Recoger células y centrifugar a 2000 rpm, T ambiente
450 pL tampon de lisis. Agitar con vortex.
50 uL SDS 10%. Agitar por inversion.
1,5 pL proteinasa K. Agitar con vortex. Incubar a 50 °C
3:45 200 pL NaCl 5M. Agitar con vortex. Incubar en hielo.
4 Centrifugar 15 min , 12000 rpm, 0 °C
4:15 Recoger sobrenadante
1V sobrenadante + 1V fenol:cloroformo:isoamilico
Agitar con vortex.
Centrifugar 5 min , 12000 rpm, 0 °C
4:20 Recoger la fase acuosa (apurar)
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1V sobrenadante + 1V cloroformo:isoamilico
Agitar con vortex (emulsion).

Centrifugar 5 min , 12000 rpm, 0 °C

4:25 Recoger la fase acuosa (sin apurar)
1V sobrenadante + 1V isopropanol
Agitar por inversion.
50 uL MgCl.

1 pL glucégeno (10%). Incubar a -20 °C toda la noche

Dia 3
0 Centrifugar 10 min , 12000 rpm, 4 °C
0:10 Fijar pellet con 200 pL EtOH 70° a -20 °C

Centrifugar 10 min , 12000 rpm, 4 °C

0:20 Incubar 10 min a 37 °C
0:30 25 pL tampon TE
2 uL RN Aasa

Incubar 20 min, T ambiente

Cuantificacion del ADN

Una vez extraido el ADN se valora el rendimiento obtenido. Para
ello se hace una dilucion 1/100 de la muestra con agua ultrafiltrada (5 pL
muestra + 495 uL de agua) y se mide la absorbancia a 260 y 280 nm en el
fluorimetro, estableciendo la relacion Abs260/Abs280. La concentracién

de ADN se calcula segtn la siguiente ecuacion:
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Concentracién ADN (ug/mL) = Abs 260 x Expn % 1/D

€apn, 1 unidad de OD260 = 50 ug/mL de ADN de doble cadena

D = dilucién

Electroforesis

En los pocillos se cargan 1 pg de ADN disueltos en agua

ultrafiltrada, que son previamente mezclados con 1 pL de un tampén de

carga de azul de bromofenol.

El gel de agarosa al 1,5% se elabora segun se indica en la tabla

III.10., se afiaden 5 pL de bromuro de etidio, que se une al ADN y emite

luz cuando es expuesto al UV. Una vez polimerizado el gel, se cargan las

muestras y el patrén de pesos moleculares pUC18 DNA Dpn I digest y se

hace correr a 60 mA (lo importante es que no pase de esta cantidad para

que el gel no se caliente), 90 V constantes durante 40 min. Una vez han

corrido las muestras se revela en un transluminador de luz UV.

Vivas Apoptoticas Necroéticas

Fig II1.13. Representacién ideal de
un gel de agarosa en el que ha
corrido ADN de células vivas que
corresponde al primer pocillo y en el
que se ve que esti todo el ADN
entero; de células apoptéticas, que
corresponde al segundo pocillo y se
observan las bandas o ladders que
forma el ADN al fragmentarse por
accion de las caspasas y por ultimo el
de células necréticas, en las que el
ADN aparece como una mancha que
recorre todo el carril.
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B. Ensayo de apoptosis Anexina V-FITC

Las células que tifien positivo para Anexina-FITC y negativo para
PI estan entrando en apoptosis, es decir estdn en una fase temprana de
apoptosis, y aquellas que tifien positivo para ambos, Anexina-FITC y PI,
estdin en la ultima fase de apoptosis, entrando en necrosis o estan
definitivamente muertas. Por tanto, las células que tifien negativo tanto
para Anexina-FITC como para PI, estan vivas. El movimiento de las

células a través de estos 3 estadios sugiere la existencia de apoptosis.

Los linfocitos se tratan siguiendo los mismos pasos que en el
apartado anterior. Las células se recogen pasadas 24 h o 72 h.
Seguidamente las células se centrifugan a 1500 rpm durante 5 min, se
lavan 2 veces con PBS a -20 °C y se procede segun las instrucciones del
fabricante del kit empleado. Posteriormente las células se pasan por el

citometro de flujo (104 células/muestra, por triplicado).

Anexina-FITC positivo Anexina-FITC positivo
PI negativo PI positivo

Anexina-FITC negativo ((7/ Anexina-FITC nggativo

PI negativo """ PI positivo

Anexina- FITC

v

PI

Fig II1.14. Esquema del estadio de las células segiin la distribucion de
fluorescencia emitida. Las células del cuadrante izquierdo inferior estan vivas,
las del izquierdo superior estan en apoptosis, las del derecho inferior son
necréticas y en el cuadrante que queda estin las células en transicion,
apoptoéticas que acaban en necrosis.
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Tabla II1.28. Protocolo para el ensayo de Anexina V- FITC

Tiempo (h) Accion
0 Aislar células, incubar a 37 °C 5% CO,
24 Sembrar células

Productos: 5 uL DMSO (al 0,5%) (controles)

5 uL CHX (30 uM)
5 uL SC (100 uM, 50 uM)
5 uL SV (100 uM, 50 uM)
5 uL DMN (25, 10, 5 uM)

27 50 uL PHA (en los pocillos correspondientes)

96 Recoger células y centrifugar a 1500 rpm, T

ambiente
96:05 Tefir con Anexina- FITCy P1

Analisis por citometria de flujo
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Fig IIL.15. Histogramas del estadio celular de linfocitos humanos. A) Las
células estimuladas con PHA estan vivas, sin embargo en estrés producido por
el mitégeno hace que algunas de ellas entren en fase de apoptosis. B) Gran
parte de las células tratadas con PHA y cicloheximida han entrado en
apoptosis, no se modifica el nimero de células necréticas respecto al control.
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C. Efecto sobre la actividad caspasa-3

La familia de las caspasas ocupa posiciones estratégicas en las
cascadas de transduccién de sefial asociada con respuestas inmunes. En
muchas ocasiones la activacion de las caspasas culmina en apoptosis
celular. Sin embargo, las caspasas también juegan papeles de vital
importancia en las reacciones inmunitarias, que culminan en la
produccién de citocinas en lugar de en apoptosis. Por ejemplo, es bien
conocido que la caspasa-1 (o IL-1p enzima convertidora, ICE) es esencial

en la produccién de IL-1f3 y IL-18 [Creagh et al., 2003; Krakauer, 2004].

La caspasa-3, por su parte es el punto de convergencia entre la via
apoptoética extrinseca iniciada a través de los receptores de muerte (Fas-
FasL), el TNF-a y su receptor TNF-R1, asi como la IL-1 con IL-R1; y la via
intrinseca iniciada a través de la mitocondria[Sabbagh et al., 2004]. Pese a
todo, la caspasa-3 es activa en linfocitos T estimulados por un agente
mitégeno como el PHA o por anti-CD3 y lo que es mas importante, en
ausencia de apoptosis y es imprescindible para que las células T entren
en el ciclo celular y proliferen [Falk et al., 2004; Kennedy et al.,
1999;Lakhani et al., 2003; Schwerk et al., 2003; Song et al., 2004]. La
inhibicién de la activacion de la caspasa-3 conlleva una deficiente
proliferaciéon celular en linfocitos T que son estimulados a través del
TCR, aunque las reacciones iniciales en la activacién de las células T sean

adecuadas [Sabbagh et al., 2004].

Con el fin de estudiar una posible via relacionada con el efecto

inhibitorio de los productos en estudio sobre la proliferacion linfocitaria,
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se lleva a cabo el ensayo de la inhibicién de la actividad caspasa en

dichas células.

Una vez aislados los linfocitos humanos, se trataron con los
productos, 5-O-desmetilnobiletina (Cf = 25-5 pM), escrovalentindsido y
escropoliésido A (Cf = 100 pM), cicloheximida (Cf = 10 pM) y un
inhibidor especifico de caspasa-3 Ac-DEVD-CHO (Cf = 10 pM) y se deja
incubar a 37 °C en una atmosfera del 5% en CO,. Pasadas 3h de
incubacion se adicionan, o no, 10 pL de PHA (Cf = 25 pg/mL) incubando
a 37 °C durante 24 h.

Por dltimo, se toman las células y se determina la actividad
caspasa-3 empleando un kit que tiene como ventaja la posibilidad de
medir la actividad caspasa-3 directamente en la célula, sin necesidad de
realizar la extraccién previa de la enzima. El Ac-DEVD-AMC es un
indicador fluorogénico de la actividad enzimaética. La caspasa-3 actta
sobre el sustrato Ac-DEVD-AMC liberando al fluoré6foro AMC que emite
una fluorescencia azul detectada mediante un fluorimetro a Ex/Em=

354 /442 nm.
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Tabla III1.29. Protocolo para el ensayo de actividad caspasa-3

Tiempo (h) Accion
0 Aislar células, incubar a 37 °C 5% CO»
24 Sembrar células
Productos: 5 pL DMSO al 0,5% (controles)
5 uL CHX 10 uM
5 uL Ac-DEVD-CHO 10 pM
5 uL SC 100 pM
5 puL SV 100 pM
5 uL DMN 25,10, 5 uM
27 50 pL PHA (en los pocillos correspondientes)
48 Medir actividad caspasa-3

IT1.6. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media de los valores + SEM
(error estandar de las medias, SD/Vn) o bien la media de los valores +
SD, dependiendo del experimento. La desviacion tipica y el error tipo de
cada una de las medias obtenidas, asi como la significacion estadistica de
las diferencias, se han determinado usando el ensayo de varianza
ANOVA seguido del test de la t de Bonferroni o la t de Dunnett, segtin
corresponda, para comparaciones multiples. Los valores de P < 0,05 (*) se
consideran significativos y los valores P < 0,01 (**) y P < 0,001 (***, s6lo

Bonferroni) se consideran muy significativos.
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Los porcentajes de inhibiciéon (%) se calculan a partir de las
diferencias entre el grupo control y problema, expresando el valor

respecto al grupo control

04 = Control — Problema <100

Control

El célculo de las concentraciones inhibitorias-50 (Clsp) de los
compuestos se realiza mediante regresiones lineales de las graficas
concentracion/respuesta con el 95% de confianza, obtenida al menos de

cuatro concentraciones diferentes.
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IV.1. Actividad antiinflamatoria in vivo y ex vivo

IV.1.1. Hipersensibilidad por contacto inducida por DNFB

] Medida del edema

La aplicaciéon de 5-O-desmetilnobiletina (DMN, 0,5 mg/oreja)
inhibié tanto la fase de induccién (24 h) como la reaccién inflamatoria (48
y 72 h) en ratén previamente sensibilizado con DNFB. La reaccién de
hipersensibilidad se redujo un 47% a las 24 h, 40% a las 48 h y 38% a las
72 h (Tabla IV.1). Sin embargo, escropoliésido A (SC) y
escrovalentindsido (SV) a 0,5 mg/oreja no mostraron actividad (Tabla

IV.2).

Tabla IV.1. Efecto de DMN sobre el edema en oreja de ratén inducido por
aplicacién tépica de DNFB. *** P < (0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05 (test de
Bonferroni); n = 6 animales.

Control DXM (0,025 mg/oreja) DMN (0,5 mg/oreja)
horas AEspesor %l AEspesor %ol AEspesor %ol
24 102,8 + 30,1 - 166+1027" 84 57,1 +402" 44
48 98,5+ 19.8 - 3,8+9,9 " 96 57,8 +332" 41
72 94,6 + 23,4 - 80+£322 " 91 60,3+ 34,5 36
1504
—0— Control
1004 —— DXM
—e— DMN

AE +SEM (um)

tiempo (horas)
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Tabla IV.2. Efecto de SC y SV sobre el edema en oreja de ratén inducido por
aplicaciéon tépica de DNFB. *** P < 0,001; ** P < 0,01, * P < 0,05 (test de
Bonferroni); n = 6 animales.
Control DXM (0,025 mg/oreja) SC (0,5 mg/oreja) SV (0,5 mg/oreja)
horas  AEspesor %l AEspesor %l AEspesor %l AEspesor %l
24 70 £ 29 - 34+13" 52 107 £ 43 -53 58 +43 17
48 77+21 - 1+14"" 86 84 + 37 9 63+£36 18
72 75 21 - 14+ 137 82 72428 4 87£35  -16
1504
—o— Control
E | —+— DXM
2 100 —e—5SC
§ —a— SV
%‘ 504
0 T T T
0 24 48 72
tiempo (horas)
. Estudio histolégico

La aplicacion de DNFB a la oreja del ratén previamente
sensibilizado produce una lesién inflamatoria que afecta la dermis, con
edema e infiltracion celular (neutrdfilos : linfocitos : macréfagos en
relacién 2:2:1) que evoluciona a fibrosis papilar. La epidermis presenta
papilomatosis, acantosis y exocitosis (Fig. IV.1A). Las orejas de los
ratones tratados con DMN (Fig. IV.1B) y dexamentasona (Fig. IV.1C)
presentan cambios histologicos respecto al grupo control, destacando la
lesién inflamatoria minima, reduccién de edema, espesor de epitelio e
infiltraciéon celular (solo neutroéfilos). Otros pardmetros inflamatorios
como papilomatosis y acantosis también se presentan reducidos en los

grupos problemas respecto al grupo control.
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Ninguno de los iridoides tuvo actividad en este test, por lo que no

se han estudiados las muestras correspondientes.

24 h (20x) 72 h (20%)

A)

B)

C)

Fig. IV.1. Secciones de orejas de los grupos control (A), DMN (B) y
dexametasona (C) tefiidas con hematoxilina-eosina.
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IV.1.2. Hipersensibilidad por contacto inducida por oxazolona
. Medida del edema

La aplicacion de DMN (0,5 mg/oreja) redujo significativamente la
reaccion de hipersensibilidad por contacto inducida por oxazolona en un
29% alas 24 h, 23% a las 48 h y 28% a las 72 h (Tabla IV.3). La aplicacién
de SC (0,5 mg/oreja) no afect6 la fase de induccién (24 h), pero si fue
activo a las 48 h (30% de inhibicién del edema) que se hizo més patente a
las 72 h reduciendo el edema un 79% (Tabla IV .4). El iridoide SV, al igual
que el SC, no tuvo efecto durante las primeras 24 h aunque a las 48 h

redujo la inflamacion un 41% y alas 72 h un 57% (Tabla IV .4).

Tabla IV.3. Efecto de DMN sobre el edema en oreja de ratén inducido por
aplicacién tépica de OXZ. *** P < 0,001, * P < 0,01; * P < 0,05 (test de
Bonferroni); n = 6 animales.

Control DXM (0,025 mg/oreja) DMN (0,5 mg/oreja)
horas AEspesor %I AEspesor %l AEspesor %l
24 1144+39,0 - 109+8,6 90 81,9+ 19,9 29
48 99.4 + 39,9 - 0,0+142 ™ 98 77,4 + 26,5 23
72 102,1 £21,0 - 9,8+224 " 90 73,8 +25.8 28
150+
—O— Control
1254 —— DXM

100 —e— DMN

AE+ SEM (um)
~J
wn
1

w
(=}
1

N
o O
1
*
*
*
*
%
X;

(=}
[\
N
N
o]
~
8]

tiempo (horas)
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Tabla IV 4. Efecto de SC y SV sobre el edema en oreja de ratén inducido por
aplicacién tépica de OXZ. *** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05 (Test de
Bonferroni); n = 6 animales.

Control DXM (0,025 mg/oreja) SC (0,5 mg/oreja) SV (0,5 mg/oreja)
h AEspesor %l AEspesor %l AEspesor %l AEspesor %l
24 73,0+23,0 - 2250+£238 69 79,0 28,0 8 662+457 10
48  89,6+37,7 - 190+165 ™ 79 62,3 +£32,2 30 53,0+21,0 41
72 67,0+31,0 - 8,0+82 " 88 14,0+£27,0" 79  290+70 57
1254
—0— Control
100 —— DXM
’g —e— SC
2 754 —=— SV
=
M
@ 504
% *kk Kkk
25 "
G T T T‘r
0 24 48 72

tiempo (horas)

. Estudio histolégico

Las orejas tratadas con oxazolona (grupo control) presentan una
lesién caracteristica con edema e infiltracion celular difusa (neutréfilos :
linfocitos, relacién 1:1, y ausencia de macréfagos en la dermis). La
epidermis presenta acantosis sin espongiosis y exocitosis, y también un
grado intermedio de hipertrofia e hiperplasia de fibroblastos y fibrosis
subpapilar (Fig. IV.2A). Las orejas tratadas con DMN presentan cambios
histolégicos con respecto al grupo control, incluyendo reduccién de
edema, infiltracion focal con reduccién de linfocitos pero sin afectar a los
neutréfilos, y supresiéon de papilomatosis y acantosis (Fig. IV.2B). El
grupo tratado con dexametasona no presenta edema o infiltracion,

aunque presenta una ligera papilomatosis y acantosis (Fig. IV.2C)
145




IV. RESULTADOS

10x 40x

A)

C)

Fig. IV.2. Secciones de orejas de los grupos control (A), DMN (B) y
dexametasona (C) tefiidas con hematoxilina-eosina.

El estudio inmunohistoquimico de las orejas del grupo control de la
reaccion de hipersensibilidad inducida por ozaxolona presenta una clara
induccion de COX-2 en el citoplasma de células mononucleares (Fig.
IV.3A), con una clara reduccién de la expresion en las orejas procedentes
del grupo tratado con DMN (Fig. IV.3B) cuando se compara con el grupo

control. En el grupo tratado con dexametasona la induccién es minima
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(Fig. IV.3C). El estudio inmunohistoquimico de las orejas tratadas con
DMN presenta un claro predominio de los linfocitos CD4* (Fig. IV.4A)
sobre los CD8* (Fig. IV .4B)

Fig. IV.3. Estudio inmunohistoquimico (COX-2) de las orejas
de ratén de la prueba de hipersensibilidad retardada inducida
por oxazolona. Secciones de orejas de los grupos control (A),
DMN (B) y dexametasona (C) tefiidas con hematoxilina-eosina.
Al a 20x; B1, C1, A2, B2 y C2 a 40x. Las células con presencia
citoplasmatica de COX-2 se marcan con flecha.
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24h -

48 h

Fig. IV 4. Estudio inmunohistoquimico de las orejas de ratén de
la prueba de hipersensibilidad retardada inducida por oxazolona
(40x). Presencia de linfocitos CD4* y CD8" tras la sensibilizacién
con oxazolona y posterior tratamiento con DMN a las 24, 48 y 72
h. La presencia de linfocitos CD4* (A) y CD8* (B) positivos esta
marcada con una flecha.

Respecto a los iridoides, el grupo tratado con oxazolona (control)
presenta similares caracteristicas al anterior, pero mayor infiltracién
leucocitaria (neutréfilos-linfocitos-macréfagos, 3:2:1) y signos de
papilomatosis, acantosis, espongiosis y exocitosis (Fig. IV.5A). Las orejas
de los grupos problemas (SC y SV) presentan reduccion de edema e
infiltracién de linfocitos y macréfagos, con ausencia de linfocitos. Hay
ausencia de papilomatosis, acantosis, espongiosis y exocitosis (Fig. IV.5B

y IV5C). Los grupos tratados con dexametasona no presentan lesiones
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inflamatorias ni infiltracién celular, ademas hay una drastica reduccién

del edema (Fig. IV.5D).

e -

Fig. IV.5. Secciones de orejas de los grupos control (A), SC (B), SV (C) y
dexametasona (D) tefiidas con hematoxilina-eosina.
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IV.1.3. Hipersensibilidad retardada inducida por eritrocitos de
cordero (SRBC)

] Medida del edema

La administracion de DMN (15 mg/kg, i.p.) redujo la reaccién de
hipersensibilidad retardada inducida por SRBC en pata de ratén en un

57% alas 48 h, pero no modificé la reacciéon a las 18 ni 24 h.

Tabla IV.5. Efecto de DMN sobre el edema en pata de ratén inducido por
inyeccién subcutdanea de SRBC. *** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05 (test de
Bonferroni); n = 6 animales.

Control DXM (10 mg/kg) DMN (15 mg/kg)
horas  AVolumen %l AVolumen %l AVolumen %l
18 50,0 + 8,0 - 18,0+13 64 38,0+ 15 24
24 70,0 + 14 - 230+1657" 67 53,0+21,0 24
48 42,0+9,8 - 22,0+12,0 " 48 18,0+ 16,0 ™ 57
90
304 —O— Control
70 —— DXM
—e— DMN

=)
=
1

N
(=
1

AV + S.EM (uL)
(%) wn
f=) (=)
1 1

20

tiempo (horas)

El SC redujo de forma significativa el edema a las 24 h un 47%, que
se mantuvo a las 48 h con un 45% y finalmente bajo a las 72 h con un 36%
de inhibicion. Sin embargo, el SV no inhibi6 la inflamacién durante las
primeras 48 h y se mostr6 efectivo a las 72 h con una inhibicion

significativa del 46%.
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Tabla IV.6. Efecto de SC y SV sobre el edema en pata de ratén inducido por
inyeccién subcutanea de SRBC. *** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05 (Test de
Bonferroni); n = 6 animales.

Control DXM (10 mg/kg) SC (15 mg/kg) SV (15 mg/kg)

Horas  AVolumen %I AVolumen %I AVolumen %I AVolumen %
I
18 850+120 - 37,0690 56 450+8,0° 47 82,0+ 8,0 4
24 64,0+9,0 - 220+£90" 66 350+7,07 45 68,0 +9,0 -6

48 50,0150 12,0+13,0™ 76 32,0¢19,0° 36 27,013,077 46

100+

—O0— Control
—— DXM
—~ 757
2 —e— SC
= —a— SV
E: 50_ 3k k
Zj kKK
31 25 ok
*k
kokok
C T T T *T*
0 12 24 36 48

tiempo (horas)

. Estudio histolégico

El estudio histologico de las patas del grupo control presenta signos
caracteristicos de inflamacién, con infiltracion focal (neutrdfilos,
macréfagos y linfocitos) y edema marcado. La lesiéon afecta
principalmente al tejido conectivo en dermis, tejido muscular, fascia y
tendones. También resalta una minima inflamacién articular con pannus
(<20%) y quistes aislados con fibrina. El efecto sobre el cartilago y hueso
es minimo con menos del 5% de la superficie de los huesos (osteoclastos)
afectada (Fig. IV.6A). Los ratones tratados con DMN presentan similares
sintomas pero sin quistes ni osteoclastos, y la lesién inflamatoria esta

atenuada y focalizada en el tejido conectivo (Fig. IV.6B). Los animales
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tratados con dexametasona presentan similar perfil inflamatorio que los

tratados con el flavonoide (Fig. IV.6C)

A)

B)

C)

Fig. IV.6. Secciones de patas tefiidas con hematoxilina-eosina de los grupos
control (A), DMN (B) y dexametasona (C) tras la sensibilizacién con SRBC.

Las secciones de patas del grupo control tefiidas con hematoxilina-
eosina presentan lesiones inflamatorias focales con edema afectando al
tejido conectivo, junto a mnecrosis e infiltracién leucocitaria con
predominio de leucocitos polimorfonucleares a nivel de la membrana

sinovial, tejido conectivo, tendon y a nivel perivascular (Fig. IV.7A). Las
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patas correspondientes a ratones tratados con SC presentan una lesion
inflamatoria media, con fibrosis e infiltraciéon de polimorfonucleares y
linfocitos. En el tejido conectivo de las vainas tendinosas y el musculo
esquelético aparece infiltrado intersticial de macréfagos y
polimorfonuclares, mientras en el tejido articular, existe fibrosis y escaso
infiltrado inflamatorio (Fig. IV.7B). El grupo tratado con dexametasona
presenta fibrosis sin filtrado inflamatorio en el tejido articular. Sin
embargo, se observa infiltracién en el tejido coactivo de fascias y en las
vainas tendinosas, junto a una ligera lesién inflamatoria y necrosis focal

(Fig. IV.7C).
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Cartilago articular Tejido tendinoso ~Tejido conectivo intersticial

A)

Fig. IV.7. Secciones de patas de los grupos control (A), SC (B) y
dexametasona (C) tefiidas con hematoxilina-eosina del estudio de
hipersensibilidad retardada inducida por SRBC. A) Control: Inflamacién
aguda con actividad severa; necrosis y predominio de polimorfonucleares
(columnas 1 y 2); infiltrado intersticial en tejido conectivo de fascias y vainas
tendinosas (columna 3). B) SC: lesion inflamatoria con actividad moderada o
media (1); fibrosis y mezcla escasa de polimorfonucleares y linfocitos
(columnas 1 y 2); infiltrado intersticial de polimorfonucleares y macréfagos
en tejido conectivo de vainas tendinosas y musculo esquelético (columna 3);
fibrosis y escaso infiltrado en tejido articular (columnas 1 y 2). C)
Dexametasona: Fibrosis sin infiltrado inflamatorio en tejido articular
(columna 1); infiltrado en tejido conectivo de fascias y vainas tendinosas
(columna 2); lesién inflamatoria con actividad media o moderada y necrosis
focal (columna 3). a = necrosis; b = infiltrado inflamatorio.
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En el estudio histolégico de las patas del grupo control se observa
una caracteristica lesiéon inflamatoria de intensidad media con edema
moderado afectando al tejido conectivo. Hay también edema, congestion
e infiltracion celular a nivel de la membrana sinovial (sinovitis), asi como
a nivel del tejido conectivo de la fascia del musculo y endomiosis
(miositis), y en el tendén (tendinitis) y zonas perivasculares. Las células
infiltrantes son predominantemente polimorfonucleares (Fig. IV.8A). En
contraste, las patas de los ratones tratados con SV presentan cambios
histolégicos con respecto a las patas del grupo control, con minimo
edema focal e inflamacion y erosién media del cartilago (Fig. IV.8B). Las
datos histologicos de las patas del grupo tratado con dexametasona son
similares a los del grupo SV, pero el proceso inflamatorio esta claramente

reducido (Fig. IV.8C).
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Fig. IV.8. Secciones de patas de los grupos control (A), SV (B) y
dexametasona (C) tenidas con hematoxilina-eosina del estudio de
hipersensibilidad retardada inducida por SRBC. a,d,g) imagenes generales
con infiltracién en tejido conjuntivo; b,e) sinovitis; h) infiltrado
inflamatorio en tejido conectivo y fascia del musculo; c,i) células
mononucleares en tejido conectivo de fascia; i) infiltrado inflamatorio de
células mononucleares; f) tendinitis.
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IV.1.4. Inflamacién cronica inducida por aplicacién repetida de

TPA
] Medida del edema

La aplicacion repetida de TPA en la oreja de ratéon provoca un
proceso inflamatorio subcrénico. La administracion tépica de 5-O-
desmetilnobiletina (0,25 mg/oreja) redujo significativamente el edema

un 47% (Tabla IV.7).

Tabla IV.7. Efecto de los productos sobre el edema producido por
inflamacién crénica en oreja de ratén inducido por aplicacién mdultiple de
TPA. DMN (0,25 mg/oreja), DXM (0,025 mg/oreja). ** P < 0.01; * P < 0.05 (T
de Dunnett); n = 6 animales
Control DXM (0,025 mg/oreja) DMN (0,25 mg/oreja) Acetona
Peso Peso Peso Peso
26,1+ 1,2 142+04" 19,0 £1,17 11,1 40,17
APeso %l APeso %l APeso %l
15,0 - 3,0 80 8,0 47
20
:%0 10
0_
Co“"@\ 0*‘]\ Oﬂﬁ

IV.1.5. Determinacién de la actividad mieloperoxidasa (MPO)

Tanto el flavonoide como dexametasona inhibieron la infiltracién
leucocitaria en un 78% y 82%, respectivamente, medida indirectamente

como actividad MPO en los tejidos.
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Tabla IV.8. Efecto de los productos la infiltraciéon leucocitaria medida
como la actividad MPO. DMN (0,25 mg/ oreja), DXM (0,025 mg/oreja). **
P <0,01; * P <0,05 (t de Dunnett); n = 6 animales

Control DXM (0,025 mg/oreja) DMN (0,25 mg/oreja)
Ax107° %I Ax 107 %I Ax 107 %I
781 + 260 - 138 +4" 82 174+ 307 78
1500+
%IOOOA
s
&3]
(fl 500+
NS
O;
o o o
. Estudio histolégico

El estudio histolégico de las muestras tratadas solo con TPA
presentan inflamacion difusa en la dermis caracterizada por formaciéon
de edema y presencia de un infiltrado con predominio de neutrdfilos,
linfocitos y macréfagos (3:2:1) junto a hipertrofia, hiperplasia y fibrosis
papilar. En la epidermis se observa papilomatosis, acantosis e
hiperqueratosis, junto a espongiosis y exocitosis de linfocitos, asi como
incremento en el grosor del epitelio (Fig. IV.9A). El tratamiento con DMN
reduce el edema y la infiltracién celular focal, pasando ésta a una
relacién (1:1:0), junto a la reduccién del grosor del epitelio. Los otros
pardmetros inflamatorios, como papilomatosis, hiperqueratosis y
espongiosis estan también atenuados en el caso de los ratones tratados
con DMN (Fig. IV.9B). En contraste, el grupo tratado con dexametasona
no presenta lesion con edema, solo un infiltrado difuso en la dermis con
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predominio de linfocitos y algunos macréfagos. La hipertrofia,
hiperplasia y fibrosis papilar estdn muy reducidas o han desaparecido. El
grosor del epitelio, papilomatosis e hiperqueratosis son inferiores al

grupo control (Fig. IV.9C)

A) B) ©)

40x%

Fig. IV.9. Secciones de orejas tefiidas con hematoxilina-eosina tras la
aplicacion de TPA de los grupos control (A), DMN (B) y
dexametasona (C)
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IV.1.6. Edema inducido por carragenina en pata de raton

La administracion oral de la flavona

significativamente el edema un 47% a las 3 h, mientras que no tuvo un
efecto significativo a la hora y a las 5 horas después de la administracion
de carragenina. La reduccién de la dosis administrada conllevé un

4% de inhibicién a 25

descenso en el efecto farmacolégico, siendo del

mg/kgy del 20% a 50 mg/kg.

(100 mg/kg) redujo

Tabla IV.9. Efecto de los productos sobre el edema inducido por inyeccién
subcutanea de carragenina en pata de ratén. A) DMN (100 mg/kg), IBU
(60 mg/kg)alh,3hyb5h *** P <0001 * P <001, * P<0,05 (test de
Bonferroni); n = 6 animales. B) Efecto de DMN a las 3 h después de la
inyeccién de carragenina. ** P < 0,01; * P < 0,05 (t de Dunnett); n = 6
animales
Control IBU (60 mg/kg) DMN (100 mg/kg)
Horas  AEspesor %l AEspesor %ol AEspesor %l
1 105+7 - 73 +£25 30 95+16 9
3 153 £ 28 - 8328 46 81+28" 47
5 137 + 26 - 85+36" 38 101£19 26
2007 —=— Control 125 DEs> 100 mg/kg
——IBU 100
= —— DMN 2
= . = 75 ok
E 1004 *okk ;
H + 50
> ok - =
< 25
0 0 N
o 1 2 3 a1 5 s o o 9 60 3 o R
A) tiempo (horas) B) 0\“
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IV.1.7. Edema inducido por PLA:2 en pata de ratén

Desmetilnobiletina, administrada via oral (100 mg/kg), redujo
significativamente el edema un 65% a los 60 min, mientras que a los 30
min el efecto fue mas moderado, con un 30% de inhibicién. El efecto
antiinflamatorio resulté dosis-dependiente, siendo la DEsy de 69 mg/kg

para los 60 min.

Tabla IV.10. Efecto de los productos sobre el edema inducido por
inyeccién subcutdnea de PLA; en pata de ratén. A) DMN (100 mg/kg),
CIPRO (10 mg/kg) a 30 min, 60 min y 90 min. *** P < 0,001; ** P < 0,01; *
P < 0,05 (test de Bonferroni); n = 6 animales. B) Efecto de DMN a los 60
min después de la inyeccion de PLA,. ** P < 0.01; * P < 0.05 (t de
Dunnett); n = 6 animales

Control CIPRO (10 mg/kg) DMN (100 mg/kg)
minutos AEdema %I AEdema %l AEdema %l
30 840+ 11,6 - 14,0+ 16,0 83 59,0+ 0,8 30
60 100,0 £ 14,0 - 10,0124 90  350+1,0" 65
90 50,0 + 14,7 - 200+17,1" 60 31,0+ 14,7 38
1254
—=— Control
100 —— CIPRO DEso = 69 mg/kg
g —e— DMN 31
= 754 =
z =
éi 50+ ‘
254 =
0 ee . ;
0 30 60 90
tiempo (minutos)
A) B)
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IV.2. Ensayos in vitro

IV.2.1. Ensayo de citotoxicidad

La flavona, a la concentracién de 10 uM no resulté citotéxica, dando
un porcentaje de viabilidad celular superior al 95%. Por este motivo, en
los experimentos en los que deseemos ver su actividad a concentraciones
en las que ésta no induzca la muerte celular, la maxima concentraciéon

empleada serd de 10 uM.

Por su lado, la viabilidad celular no se vio afectada por el contacto
con los iridoides a concentraciones de 100 uM y por tanto esta serd la

concentracién méxima empleada.

IV.2.2. Ensayo de liberacioén / actividad elastasa

5-O-Desmetilnobiletina a 10 uM inhibié un 41% la liberacion de
elastasa en neutréfilos humanos y a 5 uM lo hizo en un 18%, sin afectar la

actividad enzimatica. (Tabla IV.11).

Tabla 1V.11. Efecto de DMN en la liberacion de elastasa. ** P < 0,01; * P < 0,05 (t de
Dunnett); n = 3 experimentos individuales.

0.084

Abs (490 nm)x10° %I

= Control 774+4 -

%I 0.6 Blanco 51,4+0,3

< DMN (10 uM) 66,4+2 41
(5 uM) 72,7£5 18

0.04-

o 0
00“\‘ 6\"}‘\0 \y\\\\ O W oW
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Asi mismo, el iridoide SC inhibié significativamente la liberaciéon

de la enzima un 74% y un 69% a 100 uM y 50 pM respectivamente, no asi

a 25 uM. Sin embargo, el SV lejos de inhibir su liberacion la promueve.

Ninguno de los dos afect6 la actividad elastasa (Tabla IV.12).

Tabla IV.12. Efecto de SC y SV en la liberacion de elastasa. ** P < 0,01; * P < 0,05
(t de Dunnett); n = 3 experimentos individuales.

Abs = SEM

0.254

0.204

0.154

0.104

0.054

0.00-

o

Abs (490 nm) x10° %I
Control 152 £40 -
Blanco 97 + 8,7
SC (100 uM) 111+9” 74
(50 uM) 114+ 107 69
(25 uM) 180+ 7 -51
SV (100 pM) 220+ 17 -123
(50 uM) 165 + 10 -24
(50 uM) 172 £0,7 -36

8 o o
o %\&O@w P 7,6\’\‘\90? o o3
S S
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IV.2.31. Efecto sobre la actividad de 5-LOX en PMNss de rata
. Ensayo en célula entera

La flavona inhibi6 la liberaciéon de LTB, de forma significativa a las
concentraciones empleadas, llegando a inhibir un 88% a 10 pM y siendo

su Clsode 0,35 pM (Tabla IV.13).

Tanto el escropoliésido como el escrovalentinésido inhibieron
significativamente producciéon de LTB4 siendo sus Clso de 70,4 pM y 60,7
PM respectivamente (Tabla IV.14).

Tabla IV.13. Efecto de DMN sobre la produccién de LTBy, ** P < 0,01; * P <
0,05 (t de Dunnett); n = 3 experimentos individuales.

LTB4 (pg/ml) %l
Control 46,0 + 21,0 -
Blanco 09+0,2
Zileuton (0,5 uM) 27,5420 50
DMN (1 uM) 256+2,0" 55

(0,5 uM) 26,7 + 4,0i* 52
(0,25 pM) 282+2,0" 48
(0,1 uM) 297+4,0" 44
60
60
50 Clsp= 0,35 uM
2=0,9967

p=0,0017, sign.

40

LTB, + SEM (pg/ml)
o
(=3
1

% Inhibicion

304 * ok ol

20-

O I\ VR L 40 T T T T \
o2 A - > -1.25 -1.00 -0.75 -0.50 -0.25 0.00

T log [DMN]
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Tabla IV.14. Efecto de SC y SV sobre produccion de LTBy ** P < 0,01; * P <

0,05 (t de Dunnett); n = 3 experimentos individuales.

LTB4 (pg/ml) %l

Control 51,0£6,2 -
Blanco 0,5+0,1

Zileuton (0,5 uM) 256+32" 50
SC (100 uM) 240+6,7"" 53
(50 uM) 256+6,5" 50
(25 uM) 357+73" 30

SV (100 pM) 2,0+£0,9 " 61
(50 uM) 2,7+1,1°7 46
(25 uM) 3,6+1,0° 30

SN
T T

IS
T

LTB, £ SEM (pg/ml)
553 W
T 2

_
T

ek
I sk ek |l‘ sk
0-

» o
o g (o @ 8 o0t ot et et
\60‘00 < 54

TN

754

Cls= 70,36 pM .
- _
r :005854589 Clg=60,67 M
gs0f P77 e ’=0,9997
;g :5 50 p=0,0118, sign.
£ z
— =
= =
254 =
254
0 T T 1 0 T
0 1 2 3 0 1

log [SC:

1

3
log [SV]
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. Ensayo en homogenado celular

Se estudi6 el efecto de la flavona en homogenado celular para ver
su efecto directo sobre la enzima 5-LOX. DMN inhibi6 significativamente
la liberaciéon de LTBs un 57% a 0,25 uM. Los iridoides, sin embargo, no
tuvieron efecto en la enzima. Por lo tanto, el efecto sobre la producciéon

de LTB4 ocurre a otro nivel.

IV.2.4. Efecto sobre la actividad de COX-1 y 12-LOX en plaquetas

de rata

El estudio de DMN sobre la actividad COX-1 y 12-LOX se realiz6
midiendo la concentracién de sus metabolitos, 12-HHTrE y 12-HETE,
respectivamente. La flavona a 10 pM inhibié significativamente la
liberaciéon de 12-HHTTE un 44% (Tabla IV.15) y un 49% la de 12-HETE
(Tabla IV.16). El farmaco de referencia NDGA a 2,5 pM (inhibidor
inespecifico de LOX), inhibi¢ significativamente la liberaciéon de 12-HETE
un 76%, siendo de esperar que no tuviera préacticamente efecto en la
liberaciéon de 12-HHTYE. Sin embargo, el EYTA a 2,5 pM (inhibidor de
COXy LOX), no mostro¢ actividad significativa.
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Tabla 1V.15. Efecto de DMN sobre la actividad COX-1 mediante la medida de la
liberacion de 12-HHTrE ** P < 0,01, * P < 0,05 (t de Dunnett), n

experimentos individuales.

3

12-HHT{E (ng/ml) %l
Control 2,63 +0,32 -
Blanco 0,00 + 0,00
NDGA (2,5 uM) 1,99 +0,19" 24
EYTA (2,5 uM) 2,26 +0,13 14
DMN (10 uM) 1,47+0,35" 44
(5 uM) 1,56 £ 0,30 40
(1,25 uM) 1,770,117 33
(0,3 uM) 1,81 +0,17" 31
3ﬁ
E
2 —+
=
e N o o o »
o o @@m-"\) d@mﬁ" 0@\@“ AN
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Tabla 1V.16. Efecto de DMN sobre la actividad 12-LOX mediante la medida de la
liberacion de 12-HETE ** P < 0,01; * P < 0,05 (t de Dunnett); n = 3 experimentos
individuales.

12-HETE (ng/ml) %l

Control 2,93+0,12 -

Blanco 0,00 = 0,00

NDGA (2,5 uM) 0,71 0,25 76

EYTA (2,5 uM) 2,33£0,85 20

DMN (10 uM) 1,50 £0,21" 49
(2,5 uM) 1,90 +0,28" 35
(1,25 uM) 1,77 0,55 39
(0,6 pM) 1,87 +0,44" 36
(0,3 uM) 2,47+0,28" 16

= I N
W =3 W
! T !

12-HETE + SEM (ng/ml).
=
I

e
n
]

e
=}
1

“,
2

o %5&" 15\»"\ o %5\\*[‘ mgv"\ ng‘“ Q;,v‘“
o {(F o A\
~®© <
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IV.25. Inhibicion de la producciéon de o6xido nitrico en

macroéfagos RAW 264.7

La actividad enzimatica de la iNOS, medida como la liberacién de
NO fue inhibida por el flavonoide de forma significativa siendo su Clso

de 7,53 pM (Tabla IV.17).

Los iridoides también inhibieron la liberacién de NO por la enzima

siendo la Clsodel SC de 78,1 pM y la del SV de 68,7 pM (Tabla IV.18).

Tabla 1V.17. Efecto de DMN sobre la actividad iNOS mediante la medida de la
liberacion de NO ** P < 0,01; * P < 0,05 (t de Dunnett); n = 3 experimentos
individuales.

NO (uM) %I
Control 435+5,5 -
Blanco 7,07+1,2
DXM (5 uM) 28,6, +4,0" 41
DMN (10 uM) 245+14" 52
(5 uM) 26,5+ 48" 47
(2,5 uM) 27,9+24" 43
50+
404 554 Clsp=7,53 uM
S 2=0,9958
N *x » . p=0,0413, sign.
E 30 *k :g 504
9 20+ 2
o =
z 104 454
0_
o g R ¢.‘J\’§I\ “o0 05 )
o@\ log [DMN]
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Tabla 1V.18. Efecto de SC y SV sobre la actividad iNOS mediante la medida de la
liberacion de NO_ ** P < 0,01; * P < 0,05 (t de Dunnett); n = 3 experimentos

25

50 75

100
[SC]

individuales.
NO (uM) %I
Control 435+5,5 -
Blanco 7,07£1,2
DXM (5 pM) 28,6+4,07 41
SC (100 uM) 205+3,6" 63
(50 uM) 313+1,6 " 33
(25 uM) 36,7+1,7" 19
SV (100 pM) 225+3,6" 58
(50 uM) 278+44" 43
(25 uM) 328+39" 29
2
=
=
4
S
00&‘ g\'b‘\ }I\‘J\zz QQ\)}]\ 50\3“ ff)\zz \QB\SA 56\%“ ’L‘)\)@
] S ] e
s p=0,0107, sign. ;:3’5192966’ dien
2
2 5 £ 45
= 204 :\;
104
0 T T T 1 25 T

1.25

,
1.75 2.25
log [SV]
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IV.2.6. Efecto sobre la actividad de COX-2 en macré6fagos RAW
264.7

El ensayo de los productos sobre la actividad de la COX-2 se llevo a
cabo cuantificando la liberacion de PGE,. Asi, desmetilnobiletina inhibié
significativamente la produccién de este metabolito a 5 pM un 50%,
aunque esta no es un dato representativo de su Cls, ya que a 10 pM
inhibié un 47% y a 2,5 pM lo hizo en un 46%, con lo cual son porcentajes
de inhibicién muy similares para rangos de concentraciones amplios y no

se pudo determinar su Clso (Tabla IV.19).

Por su parte, ambos iridoides inhibieron el 30% la produccién de

PGE; a 50 pM de forma no significativa (Tabla IV.20).

Tabla 1V.19. Efecto de DMN sobre la produccion de PGE, ** P < 0,01; * P < 0,05
(t de Dunnett); n=3 experimentos individuales.
PGE, (pg/ml) %l
Control 258,26 + 62,15 -
Blanco 68,26 + 11,38
DXM (10 uM) 159,11 +20,19 52
(1 uM) 206,44 + 60,16 27
DMN (10 uM) 168,71 + 41,45 47
(5 uM) 163,60 + 45,46 50
(2,5 uM) 170,91 36,11 " 46
3004
;i 200 * o *
\E-/ Ak
;} 100
g
ol
C&\“(’\ q,\?»“‘o \© Wt SO o 5\@ 5 o
Y
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Tabla 1V.20. Efecto de SC y SV sobre la produccion de PGE; ** P < 0,01; *
P < 0,05 (t de Dunnett); n =. 3 experimentos individuales.

PGE; (pg/ml) %l
Control 258,26 £ 62,15 -
Blanco 68,26 £ 11,38
DXM (10 uM) 159,11 +20,19 ™ 52
(1 uM) 206,44 + 60,16 27
SC (100 uM) 198,54 + 43,84 31
(50 uM) 201,19 + 17,02 30
(25 uM) 204,66 + 43,75 28
SV (100 uM) 272,25 + 34,02 -7
(50 uM) 199,24 + 54,29 31
(25 uM) 224,87 +21,50 18

300+

200+

1004

PGE, + SEM (pg/ml)

04
N
Cﬂ§§° §95§:;5\9Q&b V@i;\gﬁQ&b ﬁ&N&h qﬁN?i ﬁ§$&g\ 5&9&5 qﬁ&xh
) S S
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IV.2.7. Inhibicion de la expresion de la 6xido sintasa inducible

(iINOS) y de la COX-2 en RAW 264.7

Mediante el ensayo de Western Blot se observa si los productos
afectan directamente a la enzima, permitiendo o no su induccién. En este
sentido, 5-O-desmetilnobiletina a 5 pM tuvo un efecto moderado sobre la
iNOS asi como sobre la COX-2, inhibiendo la expresiéon enzimatica un

17% y 20% respectivamente (Fig. IV.10).

SC a 100 pM inhibié un 33% la expresion de la iNOS y un 41% la
COX-2 (Fig. IV.11). Sin embargo, el SV tan sé6lo inhibi6é un 13% y 22% la
expresion de las enzimas iNOS y la COX-2, respectivamente (Fig. IV.12).

-
iNOS e e Wy
COX-2 o P —— —
LPS + - + + +
DXM (5 uM) - - + - -
DMN (5 pM) - - - + -
(2,5 uM) + - - - +
iNOS COX-2
OD %1 OD %l
Control (LPS) 138,38 82,54
Blanco 23,99 14,08
DXM (5 uM) 70,14 60% 54,50 41%
DMN (5 uM) 119,34 17% 68,84 20%
(2,5 uM) - - 60,63 32%

Fig. IV.10. Western blot de iNOS y COX-2. Inhibicién de la expresion
enzimatica por efecto de DMN
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iNOS — -— e
LPS + - + +
DXM (5 pM) - - + -
SC (100 pM) - - - +
iNOS COX-2
oD %I OD %l
Control (LPS) 110,44 139,64
Blanco 14,66 5,75
DXM 5 pM 78,39 33% 50,5 67%
SC 100 pM 78,61 33% 84,13 41%
Fig. IV.11. Western Blot de iNOS y COX-2. Inhibicién de la expresién enzimatica
por efecto de SC.
iNOS i b TN
COX2 [ = e
LPS + - + +
DXM (5 pM) - - + -
SV (100 uM) - - - +
iNOS COX-2
OD %l OD %1
Control (LPS) 107,75 165,63
Blanco 13,28 4,15
DXM 5 pM 77.01 33% 67,20 61%
SV 100 pM 95,63 13% 129,91 22%

Fig. IV.12. Western Blot de iNOS y COX-2. Inhibicién de la expresion enzimatica

por efecto de SV.
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IV.28. Ensayo de movilidad electroforética (EMSA) en
macroéfagos RAW 264.7

Tal y como cabia esperar tras los resultados obtenidos de la
inhibicién de la expresién enzimatica (iNOS y COX-2), el tinico producto

que inhibi6 el NF-«B fue el SC, con un efecto muy marcado a 100 pM.

LPS -+ o+ 4
SC M) — — 100 50
o ‘ o

i

2l

NF-xB —»

-8

Fig. IV.13. EMSA. Inhibicion de la
activacion NF-xB por efecto de SC en

Union —» macréfagos RAW 264.7.

inespecifica

175



IV. RESULTADOS

IV.2.9. Inhibicién de la proliferacién linfocitaria

El flavonoide inhibi6é significativamente la proliferaciéon de

linfocitos estimulados con el agente mitégeno PHA, siendo su Clso de

2,76 pM (Tabla IV.21).

Ambos iridoides mostraron efecto sobre la linfoproliferacion, con

una potencia muy similar, siendo la Clso del SC de 67,7 pM y la del SV de

68,8 1M (Tabla IV.22).

Tabla 1V.21. Efecto de DMN en la proliferacion linfocitaria. ** P < 0,01; * P < 0,05 (t

de Dunnett); n = 3 experimentos individuales.

Abs (630 nm) %I
Control 170 + 31 -
Blanco 57+5
DXM (1 uM) 82+10" 78
DMN (5 uM) 92+17" 69
(2,5 uM) 116 £ 147 48
(1,25 uM) 128 £ 137 37
200+
s
o wo 757 Clsy=2.76 yM
H 2=0,9999
E 100 . ok p=10,0074, sign.
Z =
0 N
Co“\‘o 9\‘25\0;‘13]\\ Qi;@‘:\’ 15 \QI\ \'}5 \N\ o 0 1 2
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Tabla IV.22. Efecto de SC y SV en la proliferacion linfocitaria. ** P < 0,01; * P < 0,05

(t de Dunnett); n = 3 experimentos individuales.

Abs (630 nm) %I

Control
Blanco
DXM (1 uM)
SC (100 uM)
(50 uM)
(25 uM)
SV (100 uM)
(50 uM)
(25 uM)

120+ 10 -
3242
49+ 10" 81
66+17" 62
83+9" 42
88 + 22" 36
70+ 5" 57
78 + 14" 48
88+ 11" 37

125+

100+

754

Abs+ S.EM.

50

254

0-

00““0\

757 Clsy= 67,74 uM
>=0,9877
p=0,0708, ns
£
£ 50
[
X
25 T T T T
0 25 50 75 100

1
125

[s€]

% Inhibicion

®° A R TP
$\$00$ N \>$0 W LT\ \>§ R\ TN

759

Clso= 68.82 uM

2=0,9398
p=0,1578,ns
0 25 50 75 100 125

[SV]
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IV.2.10. Efecto sobre el ciclo celular en linfocitos

= Efecto en funcion de la concentraciéon

El flavonoide a las 24 h no ejerce a penas efecto en el progreso del
ciclo celular (Tabla IV.23). Sin embargo, a las 72 h se ve claramente una
disminucién de los picos correspondientes a las fases de sintesis y
mitosis, con el consecuente aumento del pico Go/G1 y a su vez un ligero
incremento en el subGo, que es el de la fase de apoptosis. A 25 uM se
observa un incremento de esta fase de apoptosis y posiblemente como
consecuencia una disminucién en la de sintesis (Tabla IV.25). Pero en
general, los datos para las diferentes concentraciones son muy similares.

Los iridoides siguen un comportamiento muy similar, y al igual
que el flavonoide, su efecto es mas marcado a las 72 h (Tabla IV.24).
Ambos redujeron la fase de mitosis fundamentalmente y sin efecto
significativo sobre el pico sub Go No existe gran diferencia en la
actividad a distintas concentraciones, excepto el SV que a 50 uM redujo
con mas intensidad el pico S e incremento el nimero de células en la fase

Go/Gique a 100 uM (Tabla IV.26).
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Tabla 1V.23. Efecto de DMN (25 uM, 10 uM y 5 uM) sobre el ciclo celular a las
24 h. *»** P < 0,001, * P < 0,01, * P < 0,05 (test de Bonferroni ); n = 3

experimentos individuales. 104 células/ muestra.

Sub G() G()/G[ S G2/M
Control (PHA) 6,78 + 0,97 82,37+1,5 1,03£0,87  4,57+091
Blanco 32207177 92,16+0,69"  0,31£0,10 2,77+0,13
CHX (30puM) 27,65+1,88"" 6590+0,83"" 144+0,19 243+0.21"
DMN (25uM)  6,70+0,87  8553+1,01"" 0,66+0,16  3,66+0,82
(10 uM) 6,24+0,91  8520+0,8"  087+0.31  4,60+0,63
(5 uM) 491+0,69" 86,150,727  0,79+043  448+0,79
1007 o N Sub G,
- & = & GG,
757 Hkk =3s
] == G,/M

50

Porcentaje + SD

ok

254
0_1_4_2__.*_I i Bl = Wls Wl s

Control Blanco CHX30uM DMN25yM DMN 10pM  DMN 5uM
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Tabla IV.24. Efecto de SC y SV (100 uM y 50 uM) sobre el ciclo celular a las 24 h.
** P <0,001; * P <001 * P < 0,05 (test de Bonferroni ); n = 3 experimentos
individuales. 104 células/ muestra.

Sub G() G()/G] S G2/M
Control (PHA) 6,78 £0,97 8237+15  1,03+087 457+091
Blanco 3,22+0,7177 92,160,697 0,31+0,10 2,77+0,13

CHX @(30pM)  2765+1,88" 6590+0,83"" 1,44+0,19 243+021"
SC (100 uM) 6,661,522  84,11+247° 0,750,775  3,96+0,96

(50 uM) 7,25+1,78 83,06+ 2,25 1,13 +£0,57 3,66 +0,62
SV (100 uM) 7,79 +£2.45 82,52 +2,72 0,98 + 0,40 3,83+0,8
(50 uM) 7,86+£2.87  82,39+246  1,00+£0,54  339+0,72
100-
2 . . Sub G,
= i A 5 T C1Gy/G,
o) 73 .  m—
wn
5 B G,/M
F 501
5
5 "
= 254
o Ml @l o Wl il o e Bl o Wl

co® 8‘“0?\%7@ 3“‘*\\]\3@ ot sC ’-’mﬁg\; A0 \’\\AS\J 50w
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Tabla 1V.25. Efecto de DMN (25 uM, 10 uM y 5 uM) sobre el ciclo celular a las 72
h. *** P <0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05 (test de Bonferroni); n = 3 experimentos
individuales. 104 células/ muestra.

Sub G() G()/G[ S G2/M
Control (PHA) 493+1,93 75,02+2,81  12,50+£2,67 9,51 +1,79
Blanco 2,12+0,31  9722+320"" 090+0,107° 027+0,10""

CHX (30uM) 14,78 +2,65 8428+187 " 1,92+043" 186+041""
DMN (25 uM) 785+0,59° 8924+ 1,72" 1,51+0,38"" 291+095"
(10 pM) 6,55+ 1,02  89,05+1,86"" 245+041"" 299+1,25"

(5 uM) 584+0,91  89,94+095" 202+034" 289+1,06
125+
B Sub G,

100 T 1 Gy/G,
3 - £ 1 = —
-g 754 B G,/M
‘©
=
3 501
o]
o

25 -
0- Dﬁ L ok sk . ******i - *****i* ] ******i

181




IV. RESULTADOS

Tabla IV.26. Efecto de SC y SV (100 uM y 50 uM) sobre el ciclo celular a las 72 h.
*** P <0,001; ** P <0,01; * P < 0,05 (test de Bonferroni ); n = 3 experimentos
individuales. 104 células/ muestra.
Sub G() G()/G] S Gz/M
Control (PHA) 4,93 +1,93 75,02+2.81 12,50 +2,67 9,51 +1,79
Blanco 2,12+031  97,22+3207° 0,90+0,107  027+0,10""
CHX @(30pM) 14,78+2,65"" 8428+1,87  192+043" 186+041"
SC (100 uM) 4,96+ 1,19 77,90£2,79° 12,53 +3,58 7,78 £2,27
(50 pM) 5,83+ 1,02 7542+221 12,81+1,92 8,27 +2,03
SV (100 upM)  4,20+1,12 76,96 +291 12,53 +3,27 8,77+2,78
(50 uM) 495+098  79,71+£276"" 9,67+1,62 7,02+ 1,32
1254
I Sub C
100 T C1Gy/G,
D rx * Fhk : S
w2
H 754 B G,/M
=)
=]
§ 50
<
254
O— P ok ™ D-_
N
conv® e\a“fm BQ\NSC oo o 5‘“’“\5\1 oot N sot

. Efecto en funcion del tiempo

Tal y como se puede apreciar, tanto en la tabla como en el grafico,
el efecto inhibitorio de desmetilnobiletina sobre el ciclo celular es mayor
cuanto menos tiempo transcurre desde que las células son estimuladas
hasta que se tratan con el compuesto. Asi pues, el pico Go/G1 es mayor a
cuando a las 0 h de haber estimulado las célulasse tratan con el
compuesto. También se ve un ligero aumento en la fase de apoptosis,

pero este efecto es mayor a las 72 h de estimulacién, es decir cuantas més
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células estimuladas hay, mds entran en apoptosis. Se observa una
disminucién de los picos Sy M, siendo el efecto mas marcado en éste

altimo (Tabla IV.27).

Tabla IV.27. Efecto de DMN (10 uM) sobre el ciclo celular a distintos tiempos de
exposicion, una vez estimulados los linfocitos con PHA. *** P < 0,001; ** P < 0,01; *

P < 0,05 (test de Bonferroni); n = 3 experimentos individuales. 10*
células/ muestra.

Tiempo (h) Sub G() G()/G[ S Gz/M
Control 72 5,37+1,04 7841+1,16 787+096 8,74+1,05
(PHA)
Blanco 72 3,110,567 94,69+1,18  2,38+0,47  0,48+0,1""

0 3,67+083 8578+0.84"" 5,02+0,77"" 5,89+0,26""
3 421+1,48 84,13+1,18™" 6,82+1,69 5.23+0,83""
6  411+148 8292+025"" 7,53+2,04 5,73+0,19"
DMN(10uM) 18  531+1,65 82,78+1,08" 6,24+0,89" 6.16+0,92""
24 4,08+1,11 82,80£0,82"" 6,00+1,0" 7,31+1,26"
48  581+131 81,81+1,82"7 7,24+0,53 5,51+0,93"
72 530+1,13  77,63+2,87 9,52+191° 7,59 +1,08

100 = I Sub G

C1Gy/G,
—3as
B Gy/M

~
T
H
hi
Hi
i3

Porcentaje + SD
3
1

[S8]
19y
1

il 10 e il il
C B 0 3 6 18 24 48 72
Tiempo (horas)

En este experimento, el tratamiento de las células con SC produce

un aumento muy notorio en la fase de apoptosis, sobretodo para los
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tiempos 0 h, 18 h y 24 h, a los que se adiciona el producto. No se ve un
aumento del pico Go/G1, posiblemente por lo que se acaba de comentar,
las células han pasado al pico sub Go. Sin embargo, se ve una
disminucién en la fase de mitosis (Tabla IV.28). SV no muestra tanto
efecto inhibitorio sobre el ciclo celular como SC, disminuyendo en paso

de células del pico S al M (Tabla IV.29).

Tabla 1V.28. Efecto de SC (100 uM) sobre el ciclo celular a distintos tiempos de
exposicion, una vez estimulados los linfocitos con PHA. *** P < 0,001; ** P < 0,01; *

P < 0,05 (test de Bonferroni), n =

3 experimentos individuales. 10*

células/ muestra.
Tiempo (h) Sub Gy Go/G, S G,/M
Control 72 524+1,00 78,28 £ 1,13 7,74 +0,92 8,74 + 1,04
(PHA)
Blanco 72 2,89+049  94,69+1,13"  2,15+0,45" 0,27 +0,08"
0 12,82+437"  7636+7,00 6,71 134  4,11+1,98"
3 740+£0,62 741442157 13,51222177 494 +0,47"
6 6,19+ 0,51 81,26 +0,82°  8,08+037 447+0,61
SC (100 uM) 18  10,11+1,60™"  7546+1,91"  9,04+1,16  539+0,54"
24 13,534,117 72,89+3,78""  7,83+1,70 5,75+ 1,23
48  732+1,61 7938129 7,79+ 1,89 551+1,19"
72 7,73+0,99 77,24 £535 8,59 + 1,40 6,44 + 0,44
100+ - I Sub G,
GG,
= 1 a . - = T ==s
757 M i = == Gy/M

Porcentaje + SD
3
1

)
93
1

24 48

72

Tiempo (horas)
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Tabla 1V.29. Efecto de SV (100 uM) sobre el ciclo celular a distintos tiempos de
exposicion, una vez estimulados los linfocitos con PHA. *** P < 0,001; ** P < 0,01; * P <

0,05 (test de Bonferroni); n = 3 experimentos individuales. 10* células/muestra.

Tiempo (h) Sub G, Gy/G, S G,/M
Control (PHA) 72 537+ 1,04 7841+ 1,16 7.87 £0,96 8,35+ 1,05
Blanco 72 3,11+£056" 94,03+1,18" 238+047"" 0,48+0,10""
0 538+1,95" 80,33+224" 766+061"" 6,63+1,00""
3 6,83+1.26 81,18+ 1,08 6,11+0,80"" 5,88+0,35
6 9,09 +0,63" 78,95+0.85" 680+043"" 5,16+0,40""
SV (100 pM) 18 6,51+1,07 78,86+521"" 844+0,82"" 6,19+040"
24 629+092"" 7834+2647 9,12+1,9977 625+136
48  686+2,15"" 7737+0,86 944+1,72"7 633+043"
72 7,01+0,74™ 77,04+0,7177 9,13+0,697 6,82+0,78"
100 fa - I Sub G
Sk ok C1Gy/G,
I i T 1 1 7 w38
1 h I GyM

Porcentaje + SD
W
f=}
1

)
W
1

C

LE R |

B

|

0 3

e

sk

sk
s
] [
s |
ok sk sk
sk Sk fid sk
ok
sk

6 18

sk

ok
D.-_

24 48 72
Tiempo (horas)

IV.2.11. Efecto sobre la produccién de TNF-a, IFN-y, IL-1p, IL-2,

IL-4 e IL-10 en linfocitos humanos

La flavona inhibié la liberacion de las citocinas pro-inflamatorias

IL-2, -4, TNF-a e IFN-y y aument6é la producciéon de la citocina

antiinflamatoria IL-10 en linfocitos estimulados con PHA. También

inhibi6 la liberacién de la IL-1P, sin embargo el efecto no fue dosis

dependiente (Tabla IV.31). Se realiz6 el experimento de liberacién de

citocinas en linfocitos sin estimular y se vio que DMN promovia la
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liberacién de IL-1P de forma dosis-dependiente, a 10 pM incrementaba la
liberacion de IL-10, también lo hacia para TNF-a, sin embargo a 5 pM y
mas atn a 2,5 pM inhibia esta citocina respecto al blanco (Tabla IV.30). La
flavona no afect6 los niveles basales de las otras citocinas ensayadas.

Los iridoides a 100 pM disminuyeron a la mitad la produccién de
IL-10 en linfocitos no estimulados, también tuvieron el mismo efecto
sobre el TNF-a e IFN-y, compartiendo efecto con la dexametasona, a
excepcion del TNF- a que triplicé su concentracién. No modificaron los
niveles de las otras citocinas en linfocitos sin PHA e inhibieron la
liberaciéon de las citocinas ensayadas en linfocitos estimulados, a
excepcion de la IL-10, cuyos valores no experimentaron cambios respecto

del control (Tabla. IV.32 y Tabla IV.33).

Tabla IV.30. Efecto de DMN, SC y SV sobre la produccién de citocinas en
linfocitos no estimulados. ** P < 0,01; * P < 0,05 (t de Dunnett). Se comparé cada
grupo con el blanco. n = 3 experimentos individuales

IL-1B IL-2 IL-4 ‘ IL-10 TNE-a IFN-y

(pg/mL) (pg/mL) | (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (ng/mL)

PHA 1427 +193 2630230 25+3 42454175 19444360 11,42+0,65
Blanco 10+ 11 72+ 6 14+1 2020 + 50 200 £ 6 0,91+ 0,05
DXM 10 uM " " .
M10p 83+ 89 66+5 1442 587 +100 663 +130 0,44 + 0,04
DMNIOWM oo aa= | 636 | 1305 | 24406300% | 224450 | 1,03£0,10
DMN 5 M 270+ 110" 78+ 9 14£2 1577+375™ 149 +40 0,96+ 0,15
DMN 25uM | 180 +137 69+4 14406 2137+150 106 + 20 0,95+ 0,10
SC 100uM 6,06 +49 72+6 16+2 1087+125™ 80+9 0,59 + 0,02
SV 100uM 28+23 82+10 15+2 1037+100™ 84+10 0,56 + 0,04
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Tabla IV.31. Efecto de DMN sobre la produccién de citocinas en linfocitos estimulados. ** P <
0,01; * P < 0,05 (t de Dunnett) n = 3 experimentos individuales. Los porcentajes negativos de
inhibicién quieren decir produccion (IL-10)

IL-1B IL-2 IL-4 IL-10 TNF-a IFN-y

(uM) | (pg/mL) %I | (pg/mL) = %I | (pg/mL) %I | (pg/mL) %l (pg/mL) %L | (ng/mL) | I%

C 11754383 627 + 95 55+ 11 40394386 1486+ 155 20,7+4,9

Bl 26+ 43 5+3 19+1 675+ 17 56 +17 1,7+0,8
DXM 10 | 141£50" = 90 | 10411~ 84 | 22+8" | 92 | 1011+99" | 90 | 241+28~ = 87 | 3,2+15" 92
1| 256+73" | 80 | 136£14™ 79 | 22+10" 92 | 1146194 | 86 | 356+20" | 79 | 3,0+1,6” | 93
DMN 10 | 1000£26 15 | 323+79 49 | 43+9 | 34 | 5602#171" | -46 | 371+48" | 78 | 3,9+1,0" 88
5 719+ 53™ 40 141+ 14™ 78 32+6™ 64 5511+152" -44 414 + 69” 75 5,840,9™ 78
25 | 636x40" 47 | 208+75" 67 | 378" | 51 | 50204507 | -29 | 456+22" | 73 | 3,9+1,1" 67
1,25 | 802£29" | 32 | 234+15" 63 | 45+4 | 28 | 47044353" | 20 | 514#178" = 68 | 57+1,0° = 63
0,6 378+23" | 40 763£160" | 50 | 8,7434" | 40
03 42135~ | 33 1085+195” | 28 | 95459~ | 33
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190

Tabla IV.32. Efecto de SC sobre la produccion de citocinas. ** P < 0,01; * P < 0,5 (t de Dunnett) n = 3 experimentos

individuales
IL-1B IL-2 IL-4 IL-10 TNFo IFNy
(uM) (pg/mL) %Il | (pg/mL) %Il | (pg/mL) %l (pg/mL) %I (pg/mL) %l | (ng/mL) = %I
C 1175+ 383 627 +95 55+11 4039+386 750+ 159 20,7 +4,9
Bl 26+ 43 5+3 19+1 675+ 17 106 + 35 1,7+08
DXM 10| 141+507 90 | 104+11" 84 | 22+8" | 92 [ 10112997 90 | 170+ 127 90 | 3.2+1,5 92
1] 256+737 80 | 136+4" 79| 22+107 92 | 1146494 86 | 241+28" 79 | 3,0+1,6" 93
SC100 | 152+50" 89 | 67237 91 | 32+4" 65 | 4364+423 -10 | 305+34° 69 | 3,9+1,1° 88
50 | 462+183" 62 | 92+23" 86 | 30x1" 71 | 3947+424 3 33182 65 | 5,7+1,07 79
25 | 543+178" 55 | 185217 71| 33+37 | 62 | 3779+659 8 | 447917 47 | 8,7+3.4 63
12,5 | 992+308 22 | 229+23" 64 | 44=9° 30 499£92" 39 | 954597 59
6,25 | 1002+362 15 | 36635 42 11,2+6,17 50
1,62 12,1427 45
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IV. RESULTADOS

Tabla IV.33. Efecto de SV sobre la produccién de citocinas. ** P < 0,01; * P < 0,05 (t de Dunnett)

n = 3 experimentos individuales.

IL-1B IL-2 IL-4 IL-10 TNFa IFNy
(uM) | (pg/mL) %l |(pg/mL) %I |(pg/mL) %I |(pg/mL) %I |(pg/mL) %I |(ng/mL) %I

C 1175+ 383 627 + 95 55+ 11 4039+ 386 750+ 159 20,7 £4,9
B 26 +43 5+3 19+1 675+ 17 106 + 35 1,7+0,8

DXM10 | 141+50* = 90 | 104+11* 84| 22+8* 92| 1011#99" 90 | 170+12" 90 | 3,2+1,5" 92

1| 256+73% 80 | 1364 79| 22+10" 92 | 1146£94" 86 | 241+28" 79| 3,0+1,6" 93

SVI00 | 192+21" 85 |156+19" 76 | 34+4~ 59 | 3446x574° 18 | 321+31" 57 | 47+19" 88

50 | 418 +34™ 66 |139+£10" 78 | 30+1* 71 | 3396+473° 19 | 395+50" 47 | 34+19" 79

25 | 647+24" 46 |202+17° 68 | 33+3" 60 | 3563548 14 | 459 £50" 39 | 54+12" 63

12,5 241+23" 62 | 43+9° 35 552+40" 30 | 7,6+59" 59

6,25 484 +94" 23 159+9,8 50
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Tabla IV.34. Resumen de las Clso (tM) de DMN, SC y SV

sobre la produccién de citocinas en linfocitos estimulados.
IL-1p IL-2 IL-4 TNF-a IFN-y

DMN 1,63 2,76 0,66 1,35

SC 45,9 7,52 23,1 28,7 2,77

SV 28,6 15,7 20,4 59,3 12,4
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IV.2.12. Efecto sobre la induccion de apoptosis en linfocitos

humanos
* Analisis de la ruptura del ADN o ladder

Este ensayo es una prueba cualitativa, en la que vemos a priori si
nuestro producto induce la apoptosis a las células con las que esta en
contacto mediante la ruptura del ADN que veremos como bandas o
ladders. Como se observa en la figura, ni control ni blanco tienen el ADN
roto, pero si se observan bandas en desmetilnobiletina a 25 uyM y 10 pM y
en cicloheximida a 30 pM. Los iridoides no produjeron ruptura del

ADN.

Patréon
PHA
DMN (uM)
CHX (uM)

Fig. IV.14. Bandas
de ADN o ladders
en un gel de
agarosa expuesto a
luz UV. Efecto de
DMN (25, 10 y
5uM) en la
induccion de
apoptosis en
linfocitos humanos
estimulados con
PHA.
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* Ensayo de apoptosis Anexina V-FITC

La flavona no induce a las células sin estimular a la apoptosis,
excepto a 25 pM, sin embargo cuando son tratadas se ve un aumento en
el nimero de células apoptéticas, asi como de las de transiciéon. Lo

mismo ocurre con las células tratadas con cicloheximida.

Por su parte, los iridoides no indujeron apoptosis en las células
tratadas con PHA, ni modificaron el estado de aquellas que no fueron
estimuladas. Aunque si se ve un ligero incremento de apoptosis en

células no estimuladas tratadas con SC a 100 uM.
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Tabla IV.35. Efecto de DMN, SC y SV sobre la induccién de apoptosis. *** P < 0,001; ** P < 0,01; *
P < 0,05 (test de Bonferroni). Tests individuales para células no estimuladas (fondo gris) y
estimuladas; n = 3 experimentos individuales

Células vivas

Células apoptoticas

Células transicion Células necroéticas

Control (PHA) 76,27 £ 0,54 16,64 + 0,62 4,23 £ 0,47 2,86 £ 0,34
Blanco 85,89 £ 0,31 10,75 £ 0,57 1,91 +£0,24 1,45 £ 0,26
CHX (30 uM) 78,10 £ 0,43™ 15,79 £ 0,67 3,40 £0,34™ 3,71 £0,23™
(30 pM + PHA) 62,79+0,71™ 27,63 £ 0,54™ 5,71 £0,45™ 3,87 £0,40°
DMN (25 pM) 76,09 £ 0,52 19,95 + 0,47 3,33 £0,32™ 0,63+0,17
(25pM + PHA) 72,54 +0,73™ 22,61 £0,56™ 3,52+0,40 1,33 £0,21™
(10 pM) 84,81 + 0,67 11,08 £ 0,70 1,78 +£0,22 2,33+0,37
(10 pM + PHA) 68,37 £0,49™ 25,50 £ 0,67 4,85+ 0,39 1,28 £0,20™
(5 pM + PHA) 71,21 £ 0,55™ 22,24 £ 0,54™ 5,33 £0,61 1,22 £0,15™
SC (100 pM) 79,45 £ 045™ 16,31 £ 0,57 3,46 £ 0,50™ 0,78 £0,25
(100 pM + PHA) 73,89 +£0,64™ 18,96 £ 0,42™ 5,83 £ 0,48™ 1,32+0,3™
(50 pM + PHA) 72,88 £ 0,49™ 19,92 £ 0,44™ 5,28 £ 0,41 1,92 +0,38
SV (100 pM) 81,31 £ 0,41 13,48 £ 0,56™ 3,97 £0,39™ 1,24 £0,27
(100 pM + PHA) 75,12 + 0,60 17,18 £0,71 5,53 £0,57" 2,17 +0,35
(50 M + PHA) 75,71 £0,31 17,54 £ 0,58 4,17 £0,42 2,58 £0,49
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» Efecto sobre la actividad caspasa-3

DMN, al igual que la cicloheximida, inhibi6 la actividad de la

caspasa-3, una enzima que interviene en el proceso apoptético, pero que

en células no apoptoéticas juega un papel muy importante en la

proliferacion (Tabla IV.38). Los iridoides no tuvieron un efecto relevante

sobre la caspasa-3 (Tabla IV.39).

Tabla IV.36. Efecto de DMN sobre actividad caspasa-3. ** P <0,01; * P < 0,05
(t de Dunnett); n = 3 experimentos individuales. RFU" =Unidades relativas dg
fluorescencia
RFU" + SD %I
Control 21,65 +£2,65 -
Blanco 4,50 £ 0,05
Ac-DEVD-CHO (10 pM) 0,42 +0,02" 98
CHX (30 uM) 17,09 + 0,90 21
DMN (25 uM) 12,74 + 1,00 ™ 41
(10 pM) 14,32 +1,23" 34
(5 uM) 17,71+ 1,20 18
25+
20+ ”
2 151 . *x
+
o)
E 10-
54
0- . T
Co(\\(o %\%‘\cﬁ’ © \)@ ¥ © \,\4\ 5 \,\4\
>
¢ o
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Tabla IV.37. Efecto de SC y SV sobre actividad caspasa-3. ** P <0,01; *

P < 0,05 (t de Dunnett); n =3 experimentos individuales

RFU £ SD %l

Control 21,65 £2,65 -
Blanco 4,50 £ 0,05

Ac-DEVD-CHO (10 pM) 0,42 +0,02" 98

CHX (30 pM) 17,09 + 0,90 21

SC (100 pM) 18,88 + 0,63 13

SV (100 uM) 18,76 + 1,78 13

259

20
£

154

10

RFU + SEM




V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos expuestos en
esta tesis doctoral demuestran los mecanismos de accion antiinflamatoria,
antialérgica y antiproliferativa de los compuestos estudiados.
Previamente se habian realizado algunos acerca de las propiedades
farmacolégicas de la polimetoxiflavona 5-O-desmetilnobiletina (DMN) y
los dos iridoides escropoliésido A (SC) y escrovalentinésido (SV), en los
cuales se demostraron las propiedades antioxidantes in wvitro del
flavonoide [Mora et al., 1990] y antiinflamatoria in vivo de los iridoides
[Giner et al., 2000]. En el presente trabajo se ha investigado la actividad
antiinflamatoria in vivo en otros modelos experimentales, incluyendo
protocolos de hipersensibilidad retardada, asi como el efecto sobre

diferentes mediadores implicados en los procesos inflamatorios.
5-O-DESMETILNOBILETINA

Desde un punto de vista quimico, DMN es una polimetoxiflavona
que carece de grupo catecol en el anillo B. Respecto a su actividad
farmacolégica in vivo, no existen trabajos previos acerca de la actividad
antiinflamatoria o antialérgica de este flavonoide o de compuestos

relacionados estructuralmente.

La aplicacién repetida de TPA en oreja de ratén activa la protein-
cinasa C, que a su vez provoca una respuesta inflamatoria acompafiada
de hiperplasia y aumento en la expresiéon de COX-2 [Mukazami et al.,

2000]. Los metabolitos que resultan tras la liberacion de &cido
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araquidonico y la consecuente transformacién en leucotrienos y
prostaglandinas por la LOX y la COX, respectivamente, estdn implicados
en el proceso inflamatorio desencadenado [Kim et al., 2004]. DMN redujo
tanto la inflamacién como la infiltracién leucocitaria tras la aplicaciéon
repetida de TPA. Un modelo clasico en la investigacion de farmacos
antiinflamatorios inhibidores de COX es el edema inducido por
carragenina en la pata de ratéon. La inyecciéon subcutdnea de este agente
irritante origina edema, cuya primera fase es resultado de la liberacion
de histamina, serotonina y cininas, mientras que en la segunda fase se
produce la induccién de la COX-2, con una elevada produccién de
prostaglandinas, radicales libres oxigenados e infiltracién de neutréfilos
[Morris, 2003]. DMN administrada per os redujo significativamente el
edema a las tres horas, cuando la actividad COX es méaxima. Ademaés, en
los estudios realizados in vitro utilizando macréfagos de raton RAW
264.7 estimulados con LPS, se pudo constatar la inhibicién de la
producciéon de PGE,. Este efecto se debe probablemente a una acciéon
directa sobre la COX-2, pero también por la moderada inhibicién de la
expresion de la enzima en las células activadas. Estos hallazgos
justificarian en parte la actividad antiinflamatoria de DMN observada in

vivo en los modelos experimentales citados anteriormente.

DMN también inhibié de modo notable el edema plantar inducido
por PLA>. Esta enzima es importante en el proceso inflamatorio, ya que
cataliza la hidrélisis de fosfolipidos esterificados en el segundo carbono
del glicerol, liberando acido araquidénico que se encuentra esterificado

en esa posiciéon y es metabolizado por COX y/o LOX, originando
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metabolitos como prostaglandinas y leucotrienos que estan involucrados
en la estimulacion y posterior desgranulaciéon y motilidad de los
neutrdfilos, liberando mediadores como histamina y serotonina que son
los responsables del edema generado en la pata [Sundell et al., 2003; Kim
et al., 2004]. La inhibicion observada probablemente se deba a que
previene la liberacién de histamina o serotonina. Esta hipotesis esta
apoyada en parte en el hecho de que la mayoria de flavonoides inhiben
la liberaciéon de histamina a partir de mastocitos humanos [Middleton et
al., 2000], aunque en nuestro caso la actividad esta fundamentalmente

justificada por la alteracion del metabolismo del 4cido araquidoénico.

Los resultados sugieren que el flavonoide actuaria principalmente
modificando la via del metabolismo del acido araquidénico, bien
inhibiendo la actividad de alguna de las enzimas implicadas o bien
afectando a la propia enzima. DMN inhibi6 la produccién de LTBs en
neutréfilos de rata estimulados con ionéforo de calcio por una accion
directa de la enzima 5-LOX. Existen numerosos estudios sobre los
flavonoides como inhibidores de la actividad LOX, algunos de los cuales
se recogen en las revisiones de Middelton et al. (2000) y Havsteen (2002),
y de ellos se deduce que dicha actividad se debe a sus propiedades
quelantes de metales, pero no a su capacidad de prevenir la peroxidaciéon
lipidica. Otros compuestos activos descritos son los derivados 3’,4'-
dihidroxilados, como la 6,7,8-trimetoxi-3'4’-dihidroxi flavona y cirsiliol
[Yoshimoto et al., 1983]. DMN tiene una potencia similar al cirsiliol,
inhibiendo la 5-LOX en el mismo rango de concentracién y es mds

potente que otros derivados con grupo catecol, lo cual es destacable
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puesto que en estudios anteriores de relacién estructura quimica-
actividad se llegaba a la conclusién de que compuestos andlogos con un
grupo catecol mostraban actividad anti-5-LOX, es decir el grupo catecol
incrementa o es responsable de la actividad [Yoshimoto et al., 1983;
Alcaraz et al., 1987, Ferrandiz et al., 1991]. Sin embargo, esta es la primera
vez que un flavonoide con el anillo A sustituido y sin grupo catecol en el

B inhibe la actividad 5-LOX.

Aunque en estudios previos se habia demostrado que DMN inhibia
la peroxidacion lipidica no enzimatica [Mora et al, 1990] y tenia
capacidad de captar radical superéxido en un sistema no enzimético
[Huguet et al, 1990], esto ocurria a una concentracion que
probablemente no se alcance por biodisponibilidad in vivo. Ademas,
Nakamura et al. (2003) demostraron que cuando aplicaban durante la
fase de activacion los productos antioxidantes inhibidores de 5-LOX, no
se modificaba la generaciéon de H.O, después de haber aplicado el TPA
en las orejas, desechando la hipétesis de un mecanismo de accién
antioxidante de los inhibidores de la LOX. Estos resultados apoyan la
hipétesis de que la actividad antiinflamatoria y la reduccién de la
infiltracién leucocitaria son debidas a la capacidad de DMN de inhibir
directamente la formaciéon de LTB4 y no por un mecanismo antioxidante.
Otros ejemplos de inhibidores de la 5-LOX son algunas flavanonas como
pinocembrina [Sala et al., 2003] o sakuranetina [Herndndez, 2003]. Desde
un punto de vista estructural, los compuestos inhibidores de la 5-LOX
son flavonoles y flavonas preniladas [Chi et al., 2001], sin embargo Rice-

Evans (2001) ha sugerido que el clasico mecanismo antioxidante de los
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flavonoides no es la tnica explicaciéon para el efecto de estos compuestos
a nivel celular, por lo que serfa interesante profundizar en el mecanismo
de inhibiciéon de DMN, si se une al sitio activo de la enzima o a un lugar

diferente.

La hipersensibilidad por contacto estd causada por una respuesta
celular inmunitaria hacia un alergeno, que suele ser un agente quimico, y
en la que estan involucrados los linfocitos T CD4* y CD8* [Wang et al.,
2000]. Para reproducir esta situaciéon experimentalmente se emplean
potentes agentes sensibilizantes como oxazolona o DNFB, los cuales
incrementan el namero de linfocitos T CD8* en nédulos linfaticos. La
oxazolona induce dermatitis por contacto en ratones y produce
incremento del espesor del tejido junto con un aumento de los niveles de
prostaglandinas y leucotrienos; sin embargo los inhibidores de COX'y 5-
LOX no afectan a la reaccién de DTH inducida por oxazolona [Meurer et
al., 1988; Young y De Young, 1989]. Sélo los corticoides e inhibidores de
citocinas son capaces de inhibir dicha reaccion y la posterior respuesta
inflamatoria [Zunic et al., 1998]. Respecto al DNFB, veinticuatro horas
después de inducir la reacciéon de dermatitis por contacto en ratones
previamente sensibilizados con este hapteno se aprecia un incremento
significativo de la expresion de iNOS en las células de Lagerhans de la
epidermis y como consecuencia aumenta la produccion de NO [Ross et
al., 1998]. Este es uno de los mediadores pro-inflamatorios en la fase de
resolucion de la hipersensibilidad por contacto inducida por DNFB, y la
inhibicién de la iNOS suprime la reaccién de hipersensibilidad [Szab6 et

al., 2001]. En el tercer protocolo experimental utilizado, la inyecciéon
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subcutdnea de SRBC desencadena una reacciéon mediada por células
presentadoras de antigeno de MHC II y células T CD4* [Grabbe y
Schwarz, 1998]. Dependiendo del procedimiento de inmunizacién, puede
tener lugar diferentes tipos de reacciones como la clédsica tuberculinica o

bien la reaccién retardada de Arthus [Hurtrel ef al., 1992].

En los experimentos realizados, la flavona redujo la DTH inducida
tanto por oxazolona como por DNFB, pero no tuvo efecto a las 24 h de la
reaccion de DTH por SRBC, aunque si inhibi6 significativamente la
respuesta inflamatoria. Delaney et al. (2001) publicaron el efecto de una
mezcla estandarizada de polimetoxiflavonas, entre las que se encontraba
DMN, en ratones inmunizados con SRBC. La mezcla de flavonoides
redujo moderadamente la actividad de las células NK, mientras que la
inmunidad humoral no se vio afectada por la exposicion de los
flavonoides, demostrando que la inhibicién de la produccién de TNF-a
afecta a la actividad de las células NK. Se han descrito resultados
similares frente a la reaccion de DTH inducida por SRBC y DNFB por
algunos flavonoides, por ejemplo plantagésido, el cual inhibi6 la
respuesta inmune in vitro de esplenocitos de raton frente a SRBC
[Kandaswami, 1993; Middleton et al., 1993]. En general, las diferencias en
la actividad de los flavonoides son explicadas por la presencia o ausencia
de un doble enlace entre los carbonos C>-C; y la pérdida de la
hidroxilacién. En el caso de las flavonas, la estructura es plana debido a
este doble enlace en C mientras que las flavanonas tienen una
disposicion tridimensional que les confiere diferentes efectos sobre las

enzimas pro-inflamatorias [Middleton et al., 2000]. Aunque cldsicamente
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se ha considerado la planaridad de la molécula y la presencia de un solo
grupo hidroxilo libre desfavorable para la actividad antialérgica, DMN
claramente redujo la inflamaciéon a los diferentes tiempos en los
experimentos de oxazolona y DNFB, ademas inhibi¢ la fase inflamatoria
en el ensayo del SRBC. Existen estudios en los que se afirma que el LTB4
estd implicado en algunos tipos de reacciones de DTH, principalmente en
las de SRBC [Yamada y Sugasawa, 1996; Feng et al., 1996]. Estos
argumentos deberfan explicar, al menos en parte, el efecto de DMN en

las reacciones de hipersensibilidad, especialmente la inducida por SRBC.

Diferentes células de la piel, como queratinocitos, células de
Langerhans, melanocitos, fibroblastos y células endoteliales, son capaces
de sintetizar NO mediante distintas NOS, entre ellas la iNOS [Bruch-
Gerharz et al., 1998]. Los corticoides son inhibidores de la expresiéon de la
iNOS y pueden servir como terapia de la dermatitis por contacto, pero la
inhibiciéon de la expresion selectiva de la iNOS puede dar lugar a
resultados similares eliminando los efectos negativos de los corticoides
[Ahluwalia, 1998]. Algunos flavonoides, como kaempferol y apigenina
son potentes inhibidores de la inducciéon de iNOS a nivel de la
transcripcion del gen y a su vez incrementan la actividad de la NOS
endotelial (eNOS) [Olszanecki et al., 2002]. Aunque no existen estudios
directos con DMN, si se ha citado el efecto anti-iINOS de un derivado
analogo estructural, nobiletina, el cual incrementa la sintesis de novo de
IxB inactivando al NF-xB y como consecuencia inhibiendo la expresiéon
de iNOS y COX-2 [Murakami et al., 2003]. En nuestro experimento, DMN

inhibi6 la produccién de NO sin modificar la expresion enzimatica. Un
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comportamiento similar tuvo sobre COX-2, pues no afectd
significativamente la expresion de dicho enzima aunque si afecté a su
actividad al disminuir la produccién de PGE; en macréfagos RAW 264.7.
También disminuy6 la liberacién de 12-HHTrE, un metabolito derivado
de la actividad COX-1 en plaquetas de rata. Por altimo, a diferencia de
otros flavonoides, DMN no tiene efecto sobre el NF-xB en macréfagos
RAW 264.7, lo que reafirma el comportamiento de la flavona sobre las

enzimas iNOS y COX-2.

Tras el desencadenamiento de la reacciéon de hipersensibilidad, los
linfocitos CD8* producen IFN-y e IL-2, e inician la reaccién de
inflamacién cutdnea durante la fase efectora [Wang et al., 2000]. El
aumento de IFN-y estimula la expresion del MHC I y II y también
modula la respuesta inmunitaria mediada por células T [Grassegger y
Hopfl, 2004]. Por otro lado, durante el desarrollo de las células T CD4* en
la periferia, los linfocitos se diferencian en varios tipos de células T
cooperadoras caracterizadas por la expresion de distintas citocinas. Asi,
las células Th1l producen IL-2, IFN-y y TNF-0, mientras que las células
Th2 producen IL-4 y IL-10 [Kimber et al., 2002], siendo por tanto las
células T CD8* relevantes en la fase de sensibilizacién, mientras que las
CD4* limitan la magnitud y la duracién de la respuesta [Xu et al., 1997].
Manthey et al. (1999) estudiaron el efecto de DMN en la inhibicién de la
produccién de TNF-a en monocitos humanos estimulados con LPS. Este
compuesto junto con la 3,5,6,7,8,3",4’ -heptametoxiflavona fueron los més
potentes de todas las metoxiflavonas analizadas, incluida nobiletina. En

este estudio se demostré6 que el grado de metoxilacién incrementa el
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efecto inhibitorio en la produccién de TNF-o, sin embargo, los autores
solo estudiaron el efecto de la heptametoxiflavona en la expresion de los
mediadores implicados, demostrando que inhibia la expresion de IL-10,
pero no la de IL-1fB, IL-6 e IL-8. Debido a que DMN mostré actividad
antialérgica en las pruebas de hipersensibilidad, se desarrollaron
distintos ensayos con las principales células implicadas en dichos
procesos, los linfocitos. En primer lugar se observaron las propiedades
antiproliferativas en un rango similar a otros flavonoides [Middelton,
2000; Birt et al., 2001] y la inhibicién de la produccién de citocinas en
linfocitos humanos estimulados con PHA, destacando el efecto sobre la
produccién de IFN-y, TNF-o, IL-2 e IL-4. En linfocitos no estimulados,
DMN a la dosis mas alta no tuvo efecto sobre la producciéon de las
citocinas estudiadas, a excepcion de IL-1p e IL-10, las cuales aumentaron
de forma dosis-dependiente. Cuando los linfocitos son estimulados con
PHA, tnicamente se pudo observar una reduccién en la producciéon de
IL-1p a la dosis de 2,5 uM, sin embargo el aumento de produccién de IL-
10 estuvo claramente potenciado. En la literatura consultada se han
podido encontrar referencias de productos como ciertos bifosfonatos o
estatinas que tienen un efecto similar, aumentando la produccién de IL-
1B, aunque sin afectar a otros como IL-10 e IL-18. Las hipétesis que
pueden justificar este comportamiento son varias, la mas consistente es la
activacion de la enzima responsable de la producciéon de IL-1fB, la
caspasa-1, pero se ha demostrado que hay otras caspasas que pueden
participar en la sintesis de dicha citocina [Miwa et al., 1998]. Otra

posibilidad es que DMN afecte de algin modo la prenilacion de
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proteinas aumentando la produccién de IL-1f como observé Luckman et
al., (1998) estudiando el mecanismo de accién de bifosfonatos. Por altimo,
los flavonoides en general son potentes inhibidores de la actividad
tirosin-cinasa [Middleton, 2000], cuyo papel es crucial en la expresiéon de
la IL-1B inducida por la PKC en linfocitos [Palkama et al., 1993], si bien

este extremo no lo hemos estudiado.

En la respuesta inmune, la IL-1B acttia sobre distintas células como
macréfagos y monocitos promoviendo la liberaciéon de otras citocinas
proinflamatorias. Dicha citocina es un factor activador de linfocitos T,
promoviendo su proliferacién tras su exposicién a antigenos o lectinas, e
induce la expresiéon de IL-2 e IL-2R. En un ensayo con ratones
sensibilizados con SRBC a los que ademas se les administré IL-1B Nakae
et al. (2001a) observaron un aumento de produccién de anticuerpos,
demostrando que la IL-1P esta implicada en la activacién de linfocitos T
en la respuesta primaria mediante la interacciéon con las APCs. Ya que la
IL-1P es necesaria para la union especifica del linfocito T con el antigeno
y la induccién de los linfocitos T de memoria, en ausencia de IL-1 las
células T de memoria se desarrollarian de una forma pobre después de la
primera exposicion al antigeno, motivo por el cual Nakae et al. (2001a;
2001b) sugieren que la produccién de citocinas tanto por Thl como Th2
se ve reducida tras la segunda exposiciéon al antigeno en ratones
deficientes en IL-1 y que la IL-1B es un potente activador de la respuesta
humoral. DMN incrementa la producciéon de IL-1B, por lo que parece
légico que en SRBC no mostrara efecto en la primera fase como
antialérgico y si lo mostrara en la segunda fase como antiinflamatorio
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inhibiendo los metabolitos lipidicos derivados de la via del &cido
araquidonico. Si que se ve efecto en los otros modelos de
hipersensibilidad por contacto porque posiblemente DMN actte
desplazando el balance Th1l/Th2 hacia los linfocitos Th2, como se
desprende de los resultados obtenidos en la liberaciéon de citocinas. Es
decir, DMN permitirfa la proliferacion de linfocitos T cooperadores de
tipo 2 que acttian reduciendo la actividad de los linfocitos T citot6xicos,

ademas de favorecer una respuesta de tipo humoral.

Las reacciones inflamatorias van acompafiadas de un incremento
en la permeabilidad vascular que puede ser mediada por numerosos
factores, incluyendo histamina, serotonina, PGE,, el factor activador de
plaquetas, la sustancia P, IL-8 y TNF-a. Li et al. (1994) demostraron que la
IL-10 inhibfa la extravasacién vascular afectando directamente las células
endoteliales al inhibir la liberaciéon de uno o mas de los mediadores
vasoactivos. Esta citocina con actividad antiinflamatoria, disminuye la
expresion de IL-2, IL-18 e IFN-y producidas por linfocitos Th1 e induce la
expresion de las citocinas tipo Th2 (IL-4, IL-6, IL-10 y TGF-p) tanto en
células CD4* como CD8+, asi como en linfocitos B [Xu et al., 2004]. Estos
resultados indican que la IL-10 desplazaria el balance Th1l/Th2 hacia
respuestas de tipo Th2 mediante la inhibicién de la produccién de las
citocinas tipo Thl y aumento de las de tipo Th2 en linfocitos CD4* y
CD8+*. Aunque diferentes citocinas pueden inhibir distintos tipos de DTH,
como maximo pueden reducir la mitad del edema de la pata, lo cual es
explicado por las multiples vias interreguladas durante la DTH, como

por ejemplo la inhibicién de produccién de IL-6 e IL-10 por la propia IL-
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10 [Li et al., 1994]. En un estudio recogido por Ferguson et al. (1994) se
alude a la capacidad de IL-10 para inhibir la funcién de las células de
Langerhans como células presentadoras de antigeno para los linfocitos
Thl, pero no para los Th2. En conjunto, estos resultados justifican en
parte los efectos observados para DMN en los experimentos in vivo de

DTH realizados en la presente tesis doctoral.

Daskiewicz et al. (2005) estudiaron la relaciéon estructura-actividad
de diversos flavonoides, componentes habituales de la dieta humana,
sobre la proliferacion de la linea celular de colon HT29. En resumen, las
flavonas y flavonoles poseen mayor actividad antiproliferativa que
chalconas y flavanonas, destacando quercetina y kaempferol, mientras
que las flavonas polimetoxiladas no presentan actividad. La mayoria de
los compuestos que mostraban esta actividad, reducian la viabilidad
celular a menos del 60% durante las 6 primeras horas y originaban un
aumento de la actividad caspasa, atribuyendo en parte su actividad
antiproliferativa a una respuesta apoptoética. En un estudio previo
complementario, Verbeeck et al. (2004) observaron que el doble enlace
entre los carbonos C; y C; otorgaba mayor actividad a los compuestos,
mientras que un grupo hidroxilo en el C; la disminuia, siendo por tanto
maés activas las flavonas que los flavonoles. En nuestro caso, DMN
inhibi6é la proliferacién celular en linfocitos humanos estimulados con
PHA sin reducir su viabilidad. Mediante técnicas de citometria de flujo
se pudo comprobar que el tratamiento de las células con DMN
previamente a la estimulacion con PHA no afecta a la progresiéon del

ciclo celular en las 24 horas siguientes. Sin embargo, transcurridas 72 h,
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DMN claramente detuvo la progresién del ciclo en la fase Go/Gi. En el
ensayo que se efectué a distintos tiempos se observé que tratando las
células con DMN con anterioridad a las 24 h desde la estimulacién con
PHA la mayoria de las células permanecieron en la fase Go/Gi, con un
ligero incremento en la fase subGo (apoptosis), disminuyendo su
actividad al adicionar DMN trascurridas 48 h. Al igual que artelastina,
una flavona prenilada [Cerqueira et al, 2003], DMN afecta
preferentemente la fase inicial de la reaccién, lo cual confirma que su
efecto debe estar relacionado con la inhibicién de eventos bioquimicos
como la progresion del ciclo celular o expresion de genes de ciclinas o
ARNm de citocinas necesarias para la proliferacién inducida por PHA

como IL-2, IL-4 e IFN-y [Liu et al., 2004].

Coincidiendo con otros flavonoides [Middleton, 2000], DMN tuvo
un efecto apoptético moderado, ya que a 10 pM DMN no induce
apoptosis en linfocitos no estimulados, sin embargo a 25 uM se observo
un leve efecto apoptético. Finalmente se estudié en linfocitos no
apoptoticos el efecto de DMN sobre la actividad de la caspasa-3, enzima
pro-apoptoética implicada en la proliferacion celular. Al tratar los
linfocitos con el agente mitégeno aument6 la actividad de la enzima,
mientras que las células no estimuladas con PHA mantuvieron baja la
actividad, lo cual demuestra que la actividad caspasa-3 esta
incrementada en los linfocitos no apoptéticos y que estdn proliferando
[Alam et al., 1999; Lakhani et al., 2003; Krakauer, 2004; Schwerk et al.,
2003; Song et al., 2004]. Ejemplo de ello son los estudios llevados a cabo

con mesilato de imantinib [Dietz et al., 2004] y con inhibidores generales
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de caspasas [Kennedy et al., 1999; Falk et al. 2004] donde el compuesto
inhibe la proliferacién linfocitaria, el ciclo celular, la fosforilaciéon del
ERK 1/2, la activacion del NF-xB y la actividad caspasa-3, sin inducir
apoptosis. En el caso de los inhibidores generales de caspasas se inhibe la
produccién de IL-2, citocina que promueve la entrada de las células T en
la fase S del ciclo celular, sugiriendo que en células T humanas las
funciones no apoptoéticas estan involucradas en la activacién de ciertos
factores de transcripciéon necesarios para la induccién del sistema IL-
2/IL-2R. Sin embargo, el mecanismo molecular exacto mediante el cual

las caspasas desempefian su funcién no apoptotica sigue sin conocerse.

Todos los datos experimentales obtenidos con DMN justifican el
efecto antiinflamatorio y antialérgico en caso de reacciones de
hipersensibilidad, como ha sido la reduccion de mediadores
directamente implicados como PGEy, LTB4, NO, IL-2, TNF-a e IFN-y, y la
proliferacién linfocitaria, causa directa de los fendmenos de

hipersensibilidad.
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ESCROPOLIOSIDO A Y ESCROVALENTINOSIDO

Escropoliésido A (SC) y escrovalentinésido (SV) son iridoides
glicosilados y acilados derivados del catalpol de los cuales existe una
referencia previa de sus propiedades antiinflamatorias [Giner et al., 2000].
Cuando se ensayaron en modelos de hipersensibilidad retardada, ambos
compuestos presentaron actividad, sin embargo se manifestaron claras
diferencias en el comportamiento antiinflamatorio, razén por la cual se
plante6 un estudio especifico de actividad frente a diversos protocolos de
DTH, modificando las condiciones experimentales y estudiando el efecto
sobre los diferentes mediadores. Tanto SC como SV inhibieron la fase
inflamatoria de la reacciéon de hipersensibilidad inducida por oxazolona

y SRBC, pero no tuvieron efecto en la reaccién inducida por DNFB.

Para el completo desarrollo de la reacciéon de hipersensibilidad se
requieren tanto linfocitos T CD4* como los T CD8* [Wang et al., 2000].
Durante el desarrollo de la inflamacién cutdnea durante la fase de
resolucion, la hipersensibilidad por contacto es iniciada por el
reclutamiento de linfocitos T CD8* en la epidermis de la piel reexpuesta
al alergeno y la induccién de apoptosis de queratinocitos, mientras que la
infiltracion de las células T CD4* que regulan la magnitud de la
respuesta, tiene lugar horas mas tarde, cuando la reaccién comienza a
remitir [Akiba et al., 2002]. Estos datos sugieren que los iridoides ejercen
mayor efecto sobre las células T CD4* que sobre las T CD8*, ya que en la
reaccion de hipersensibilidad los mejores resultados se obtuvieron en la
respuesta inflamatoria. En la reaccion inducida por SRBC, SV también

tuvo efecto en la resolucion.

215



V. DISCUSION

El iridoide SC redujo la liberacién de NO asi como la induccién de
la NOS, mientras que SV tan solo tuvo efecto en la liberacién de NO. Este
fenémeno esta relacionado con la inhibicion del NF-xB ya que este factor
de transcripcion estd implicado en la inducciéon de la NOS, ademas de la
formacién de otros mediadores peptidicos. Koo et al. (2004) dieron a
conocer el efecto del iridoide genipina en diferentes modelos
experimentales de inflamacién y demostraron que su actividad
antiinflamatoria era debida a la disminucién de la producciéon de NO por
inactivaciéon del NF-kB. En nuestro caso sélo SC afect6 a este factor, lo
cual explica la reducciéon de la induccién de NOS y COX-2 por este
compuesto, sin embargo SV en las mismas condiciones experimentales es
inactivo. Es decir, que la diferencia estructural en las posiciones de los
grupos acetilo y trans-p-metoxi-cinamoilo en estos compuestos modifica

la accion farmacoldgica.

Como se comentd anteriormente, la aplicacion de oxazolona
incrementa los niveles de metabolitos del &cido araquidénico en los
tejidos, incluyendo PGs y LTs, pero los inhibidores selectivos de COX'y
5-LOX no reducen la inflamacién, incluso cuando son administrados
conjuntamente, y tnicamente los corticoides e inhibidores de citocinas
inhiben la reaccién [Meurer et al., 1988]. SC redujo la produccién de LTB,
en neutrofilos peritoneales de rata e inhibi6 la expresiéon de COX-2 en
macréfagos RAW 264.7, aunque sin actuar significativamente sobre la
produccién de PGEx. No es abundante la literatura en la que se destaque
el efecto antiinflamatorio de los iridoides. An et al. (2002) describieron

que catalpdsido, un compuesto con una estructura muy similar a SCy SV
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inhibfa la produccion de TNF-o, IL-1p e IL-6 en macréfagos RAW 264.7
estimulados con LPS. Ademas inhibi6 la expresién de esas citocinas al
impedir la translocacion al ndcleo la subunidad p65 del NF-xB. Estos
resultados concuerdan con el efecto de nuestros iridoides en los modelos
experimentales de inflamacién in vivo asi como los ensayos in vitro
realizados, probablemente debido a que los compuestos comparten el
mismo esqueleto o catalpol. En nuestro caso también se ha demostrado el
efecto de SC y SV sobre los mediadores implicados en las reacciones de
hipersensibilidad retardada. Ambos iridoides disminuyen la produccién
de IL-1B, IL-2, IL-4, TNF-a e IFN-y en linfocitos humanos con diferentes
potencias, siendo IFN-y la citocina més sensible, sin embargo ninguno de
los compuestos afect6 a la liberacién de IL-10. Las citocinas IL-18 y TNE-
o tienen un efecto estimulador en el endotelio, atrayendo leucocitos a la
zona y aumentando la expresion de moléculas de superficie en las células
residentes durante el desarrollo de la respuesta inflamatoria de la
hipersensibilidad de contacto. La IL-2, junto con la IL-1B, promueven la
proliferacién de linfocitos T y su diferenciaciéon [Hou et al., 2006]; estas
células son cruciales en la respuesta a agentes alergénicos [Wang et al.,
2000]. Por su parte, IL-4 es la citocina predominante en la
hipersensibilidad por contacto, mientras que IFN-y es expresada en
diferentes reacciones de hipersensibilidad [Grabbe y Schwarz, 1998]. IL-4
juega un papel importante en el desarrollo de las células Th2, donde es
de destacar que ambos iridoides fueron activos con una potencia muy
similar, sin embargo IFN-y e IL-12 promueven la diferenciacion de

células Thl. La produccién de distintas citocinas es determinante para
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caracterizar la respuesta inmune en diferentes patologias, incluyendo
enfermedades infecciosas y respuestas autoinmunes y alérgicas, en las
cuales la relaciéon Th1/Th2 esta alterada [Wang et al., 2000]. La diferente
potencia entre los iridoides como inhibidores de las distintas citocinas
nos podria proporcionar una explicacion de las diferentes respuestas
mostradas en las pruebas in vivo, donde el descenso de la produccién de
estos mediadores reduce la respuesta frente a la hipersensibilidad

retardada inducida por SRBC.

El paso principal en la generacién de una respuesta inmune es la
activacion y expansion de células T, las cuales permanecen normalmente
en la fase Go hasta que la estimulaciéon con antigenos especificos o
agentes mitédgenos inducen la entrada en el ciclo celular. En esta fase, IL-
2 juega un papel muy importante, ya que la transicion de Go a G; viene
marcada por la activacién transcripcional del receptor de la IL-2 y de los
genes correspondientes. Los siguientes sucesos de la fase G y el inicio de
la sintesis de ADN dependen de la induccién del receptor de IL-2 y de
una aportaciéon autocrina o externa de IL-2. Una vez interrumpida la
progresion del ciclo celular, es necesaria la presencia de IL-2 para
reestablecerlo, promovida su liberaciéon por IL-4 e IFN-y [Kuo et al., 2000].
La producciéon de IL-2 fue inhibida significativamente por ambos
iridoides, asi como la liberaciéon de IFN-y e IL-4, modificando
consecuentemente la progresion del ciclo celular al disminuir el paso de
células entre las fase S y la M. La inhibicién de la linfoproliferaciéon por

los iridoides no es debida a la induccién de apoptosis, como se comprobd
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en diferentes pruebas especificas, por lo que se puede deducir que la

inhibicién de la produccién de citocinas es la principal via implicada.

Algunos estudios previos con compuestos andlogos establecieron
propiedades immunoestimulantes in vitro en distintos iridoides, entre
ellos escropoliésido A [Garg et al, 1994], y nuestros estudios han
demostrado que este compuesto claramente reduce la respuesta
inflamatoria en reacciones de hipersensibilidad retardada. Algunas
diferencias en las respuestas faramcoldgicas pueden ser justificadas en
parte por las caracteristicas quimicas de los iridoides, como la presencia
al menos de una glucosa en la molécula, que puede condicionar la
respuesta farmacolégica. De hecho, los iridoides glicosilados son
inestables en medio acuoso porque se hidroliza la molécula de glucosa y
en nuestro caso, para obtener la maxima actividad se trataron las células
con los compuestos al menos 3 h antes de estimularlas. Esta hipétesis
estd comprobada experimentalmente con los resultados obtenidos con
aucubina, ya que cuando se hidroliza la molécula, ésta inhibe la
producciéon del TNF-o, mientras que la molécula no hidrolizada es
inactiva [Park y Chang, 2004], hecho que pone de manifiesto las

diferentes respuestas en los ensayos in vivo e in vitro.

El conjunto de resultados obtenidos explican el efecto de SC y SV
como agentes antiinflamatorios en reacciones de hipersensibilidad
retardada, reduciendo la expresion de enzimas pro-inflamatorias como la

iNOS y COX-2 mediante la inhibicién del NF-«xB en el caso de SC, y las

citocinas IL-1f, IL-2, IL-4, TNF-a y especialmente IFN-y en ambos casos.
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1. La actividad antiinflamatoria in vivo de 5-O-desmetilnobiletina se
debe tanto a su efecto sobre el metabolismo del acido araquidénico,
al disminuir la produccién de LTB4 por inhibicién directa de la 5-
lipoxigenasa, como a la inhibiciéon de diferentes citocinas,
especialmente interleucina-1p y factor de necrosis tumoral-o e

incremento de la citocina antiinflamatoria interleucina-10.

2. El efecto antiproliferativo de 5-O-desmetilnobiletina responde a un
mecanismo de accién especifico, afectando principalmente a la
evolucién del ciclo celular de los linfocitos T, deteniéndolo en la fase
Go/Gu. El efecto estd mediado principalmente por la inhibicién de la

produccion de interleucina-2.

3. A la vista de los resultados obtenidos se puede concluir que 5-O-
desmetilnobiletina tiene propiedades antiinflamatorias en procesos
mediados por hipersensibilidad retardada, reduciendo la reaccion
inflamatoria y la proliferacién linfocitaria, lo que podria permitir su
empleo como fdrmaco, ya que aunque su potencia sea inferior a la de
compuestos conocidos, su inocuidad in vivo avalada por su ingestion
frecuente como citroflavonoide, permite incrementar su dosis e
incluso emplearlo como complemento preventivo junto a otros

derivados estructuralmente relacionados.

4. Escropoliésido A 'y escrovalentindésido poseen propiedades
antiinflamatorias frente a reacciones de hipersensibilidad retardada,

inhibiendo la proliferacion linfocitaria y la liberaciéon de interleucina-
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1B, interleucina-2, interleucina-4, factor de necrosis tumoral-a, y

especialmente interferén-y.

5. Escropoliésido A inhibe la activaciéon del NF-kB, lo que justifica la
inhibicion de la expresion de las enzimas O6xido nitrico sintasa
inducible y ciclooxigenasa-2. En el caso de escrovalentinésido dicho
factor de transcripcién no estd directamente implicado, si bien
también disminuye la actividad de las mencionadas enzimas

proinflamatorias.
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Tabla resumen de los resultados obtenidos para 5-O-desmetilnobiletina

IN VIVOY EX VIVO
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA
DNFB 24h47% 48h40% 72h38%
OXzZ 24h29% 48h23% 72h28%
SRBC 18h24% 24h24% 48h57%
INFLAMACION
TPA, MPO 48%, 78%
Carragenina 3h 47% 5h 26%
PLA; 30 min 30% 60 min 65% 90 min 38%
DE5 69 mg/kg
IN VITRO
ENZIMAS, METABOLITOS Y FACTORES DEL PROCESO
INFLAMATORIO
Elastasa %o lioam 41%

5-LOX, 12-LOX y COX-1 | Cl50 0,35 pM, %liopm 49%, %liopm 44 %
Actividad, expres. iNOS | Cls 7,53 pM, %Ispm 17 %
Actividad, expres.COX-2 | %lsum 46%, %lsum 20%
NF-xB NIa
CELULAS Y MEDIADORES DEL PROCESO ALERGICO

Proliferacién linfocitaria Cls0 2,76 pM
Ciclo celular en linfocitos
- segun concentracion 72h: Go/ G4, independiente de C¢
- adistintos tiempos I a > tiempo de exposiciéon, Go/ Gy
Liberacion de citocinas:
IL-1p %olosum 47 %
IL-2 Cls 1,63 pM
IL-4 Cls0 2,74 pM
IL-10 %P1opm 46%
TNF-a ClIs0 0,66 pM
IFN-y Cls0 1,35 pM
APOPTOSIS
Ruptura de ADN Si
Anexina V-FITC Induce apoptosis en células con PHA
Caspasa-3 Ylosym 41%, %liopm 34%
NI2No Inhibe

Ce Concentracion
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Tabla resumen de los resultados obtenidos para Escropoliésido A y
Escrovalentinésido

IN VIVOY EX VIVO
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA
SC SV
DNFB - -

(0)v4 48h30% 72h79% 48h41% 72h57%
SRBC 18 h47% 24 h 45% 48 h 36% 48 h 46%
IN VITRO
ENZIMAS, METABOLITOS Y FACTORES DEL PROCESO
INFLAMATORIO

Elastasa % Is0um 69% -
5—LOX CI50 70 pM CI50 61 pM
Actividad, expresiéon iNOS Cls0 78 M, ClIs0 69 pM,

% Lioopm 33 % % Ligopm 13%

Actividad, expresion COX-2 %ls0um 30%,

% IlOOpM 33 %

%ISOPM 31% ,
% IlOOpM 22%

NF-xB Ib NI

CELULAS Y MEDIADORES DEL PROCESO ALERGICO
Proliferacién linfocitaria Cl50 68 pM Cls0 69 pM
Ciclo celular en linfocitos
- segln concentraciéon 72h: S, indp Ce 72h: S, indp Ce
- adistintos tiempos [y TsubGoa0,18,24h | ISDMa0-6 h
Liberacion de citocinas:
IL-1B Cls 46 pM ClIs0 29 pM
1L-2 Cls0 7,52 pM Cls0 16 pM
1L-4 Cls0 23 pM Cls0 20 pM
IL-10 %PloopM 10% %1100}11\/[ 18%
TNF-a Clso 29 ]lM CI50 60 ].IM
IFN-y Cls0 2,77 pM Cls0 12 pM

APOPTOSIS

Ruptura de ADN No No
Anexina V-FITC No apoptosis No apoptosis
Caspasa-3 - -
It Inhibe

Ce Concentracion
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